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3.  ความเปนมาและความสําคัญ 
 จากการประชุมรวมกับนักวิจัยและสืบคนขอมูลเกี่ยวกับนําสารสกัดจากชาใชประโยชน พบวา
ชามีประโยชนทั้งในดานปศุสัตว  ผลิตภัณฑเพ่ือสุขภาพ  ผลิตภัณฑ body care  เครื่องสําอาง  ยา
ภายนอก  บรรจุภัณฑสําหรับอาหาร  และกําจัดศัตรูพืช  ทางสํานักงานผูประสานงานโครงการ
สมุนไพรเพ่ือคุณภาพชีวิต จึงไดจัดทํากรอบงานการวิจัยชา โดยนําเอาวัสดุเหลือใชจากการผลิตชามา
ใชประโยชน ไดแก 
 1.  กากชา ที่เหลือจากการผลิตเครื่องด่ืมชาสําเร็จรูป 
 2.  ชาเขียวใบแกที่มีคุณภาพต่ําไมนิยมนํามาใชเปนชาชง 
 เน่ืองจากในการนํากากชาจากโรงงานมาผลิตสารสกัดในชวงการศึกษาวิจัย มีความยุงยากใน
การขนกากมาสกัดตอ  ทางสํานักงานจึงไดประสานงานและจัดทําสารสกัดสําหรับทุกโครงการ และ
ไดจัดทําผลิตภัณฑจากกากชาเพื่อใชทดสอบในสุกรและไก 
 
วัตถุประสงค 
 1.  เพ่ือจัดเตรียมสารสกัดกากชาที่มีการควบคุมมาตรฐานเพื่อใชในการวิจัยโครงการชุดชา 
 2.  เพ่ือเตรียมวัสดุสําหรับรองคอกไก 
 3.  เพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑ feed additive 
 4.  เพ่ือประสานงานชุดโครงการยอยใหดําเนินไปได 
 5.  เพ่ือสืบคนขอมูลเพ่ือจัดทําชุดโครงการใหม 
 
ผลการวิจัย 
 ทางสํานักงานผูประสานงานไดดําเนินการตามวัตถุประสงค ดังน้ี 
 1.  การเตรียมสารสกัดและตรวจสอบคุณภาพ 
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 1.1  จัดเตรียมสารสกัดจากกากชา 1 lot โดยนํากากชา 121 ก.ก. ไดสารสกัดกากชา
ดวยน้ํา 12.4 ก.ก. และสารสกัดผสมแปง 9.4 ก.ก. ซ่ึงมี catechin และอนุพันธ 12.68±0.427%  และ 
6.791±0.22% ตามลําดับ  สารสกัดกากชา 1 มก. มี antioxidant คิดเทียบเทากับ catechin hydrate 
1.1071±0.1245 มก.  สวนสารสกัดกากชาผสมแปงมี Total antioxidant เทียบเทากับ catechin 
hydrate 0.6270±0.0517 มก.  ราคาตนทุนสารสกัดกากชา 2,283.12 บาท/ก.ก.  จากการขอให
บริษัทคํานวณราคาขายจะไดราคา 1,550 บาท/ก.ก. 
 1.2  เตรียมสารสกัดจากชาอัสสัม 10 ก.ก. ไดสารสกัด 1.5 ก.ก.  สารสกัดมี catechin 
7.91±0.24% และมี antioxidant เทียบเปน catechin hydrate 1.395±0.093 
 1.3  การเตรียมสารสกัดชาไวเพ่ือดําเนินการในชวงตอไป จึงไดสกัดชาอัสสัมแทนกากชา 
เพราะคาใชจายถูกกวาในเรื่องคาขนสง และการคํานวณน้ําหนักกากซึ่งรวมน้ําเขาไปดวย กากชา 
100 ก.ก. ไดสารสกัด 7.6 ก.ก. ตนทุนในการสกัดประมาณ 3,658 บาท  
 2.  การเตรียมวัสดุรองคอกไก  ไมสารถดําเนินการไดเน่ืองจากขณะสกัดเปนฤดูฝน โรงงาน
ตากไมดีจึงเนาเสีย สวนกากชาอสัสัมไมเพียงพอดําเนินการ 
 3.  การพัฒนาผลิตภัณฑ feed additive จากการทดลองผสมแปงในขณะทํา spray drying 
เพ่ือจะนําเอาสารสกัดที่ไดเพ่ือไปผสมอาหารสัตวเลย พบวาใชไมได และเม่ือนําไปพัฒนา granule ก็
ไมดีเทาใชสารสกัดโดยตรง จึงพัฒนาตอโดยนําสารสกัดที่ไมไดผสมแปงมาพัฒนาไดผลิตภัณฑ 
granule ซ่ึงคงตัวที่อุณหภูมิหองดีพอสมควร แม catechin จะลดลง แตปริมาณ antioxidant ยังคงอยู 
จึงสามารถนําไปใชในการปศุสัตวได 
 4.  สารสกัดที่ไดนําไปสนบัสนุนโครงการวิจัย 7 โครงการ ซ่ึงทําใหงานวิจัยชาครอบคลุมการ
ใชในสุกรและไก และโครงการพัฒนาน้ํายาบวนปาก และการนําไปใชรวมกบันํ้ามันตะไครเพ่ือพัฒนา
นํ้ายาจุมเตานม และนําไปใชเร่ืองการวิจัยผลิตภัณฑเพ่ือชวยความจํา 
 5.  ไดพัฒนากรอบโครงการวิจัยใหม 2 เรื่องคือ เรื่องเปลือกสม และเรื่อง Bacillus subtilis 
เพ่ือสนับสนุนการนําไปใชในการผลิตผักปลอดภัย และอาหารสุขภาพ 
 
การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
 1.  สารสกัดที่ไดนําไปใชในโครงการชาทั้งหมด ทําใหสามารถพัฒนาผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ 
และทดสอบผลของผลิตภัณฑ  ผลิตภัณฑ body care  ตลอดจนอาจมีลูทางนําไปใชพัฒนาผลิตภัณฑ
กําจัดศัตรูพืช 
 2. ไดผลิตภัณฑ feed additive ซ่ึงจากผลเบื้องตนทําใหสุกรโตเร็ว 
 3.  ไดกรอบงานวิจัยใหมเพ่ิมเติม 
 
 



 3

หนวยงานที่นําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
 1.  หนวยงานวิจัยจากมหาวิทยาลัยตางๆ เพ่ือศึกษาตอยอด 
 2.  เอกชนดานปศุสัตวถาผลการทดลองเปนไปตามที่คาดหวัง จะสามารถใชเลี้ยงสัตว โดย
ไมตองใชยาปฏิชีวนะ 
 
การประชาสมัพันธ 
 ขอใหชะลอเพ่ือรอผลการทดสอบ  
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บทคัดยอ 
 

 เตรียมสารสกัดน้ําจากวัสดุเหลือใชในการผลิตชาและผลิตภัณฑชา คือกากชาจากการ
เตรียมเครื่องด่ืมชา และชาอัสสัมคุณภาพต่ํา โดยวิธีตม  สารสกัดที่ไดนํามาหาปริมาณ Total 
catechin และอนุมูลอิสระ โดยคิดเทียบเปนคา Trolox และ (+)-catechin hydrate  สารสกัดที่ได
ใชในการศึกษาพัฒนาผลิตภัณฑหลายอยางรวมทั้งสารเสริมอาหารสัตว  สารใชใน body care  
เครื่องสําอาง  ผลิตภัณฑเสริมสุขภาพ และยาฆาแมลง  ตนทุนราคาสารสกัดกากชา และชา
เขียว ราคา 2,283 และ 3,658 บาท/ก.ก. ตามลําดับ 
 การพัฒนาผลิตภัณฑจากสารสกัด ไดมีการทดลองทําผลิตภัณฑจากสารสกัด และสาร
สกัดผสมแปง (เพ่ือปองกันการชื้น)  พบวาสูตรที่ดีที่สุดคือ สูตรที่เตรียมจากสารสกัดโดยตรง ซ่ึง
เม่ือทดลองความคงตัวพบวาเม่ือตั้งทิ้งไว 4 เดือน ที่อุณหภูมิหองที่ 45 องศาเซลเซียส  ปริมาณ 
Total catechin ลดลงเหลือ 90% และ 70% ตามลําดับ  สวนปริมาณ Total oxidant คิดเปน (+)-
catechin hydrate เพ่ิมเปน 188 และ 202% ตามลําดับ  ผลิตภัณฑน้ียังคงใชไดกับ feed 
additive ซ่ึงอาศัยปริมาณอนุมูลอิสระ แตในกรณีใชประโยชนอ่ืนยังตองพัฒนาผลิตภัณฑ
เพ่ิมเติม 
 นอกจากการเตรียมสารสกัดจากชา และพัฒนาผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตว  ไดมีการ
สืบคนขอมูล และทดลองนํากากสมจากโรงงานมาดูศักยภาพ  ซ่ึงพบวายังสามารถใชในการผลิต 
นํ้ามันเปลือกผิวสมได จึงเสนอแนะโรงงาน และไดคนขอมูลเพ่ิมเติมเกี่ยวกับ Bacillus subtilis 
เพ่ือพัฒนาใชในการกําจัดศัตรูพืช 
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Abstract 
 
 The water extracts were prepared from two waste products of tea production, 
marc of tea drink and Assam green tea (low quality grade), by boiling with water.  The 
quality control of the extract was based on the total catechins and antioxidants 
(calculated as (+)-catechin hydrate and trolox).  The extracts were used for several 
product development including feed additive, body care, cosmetic, health food and 
pesticides.  The cost of marc and green tea extract are about 2,283 and 3,658 baht/kg. 
 Feed additive was developed as granule preparation and the best formula was 
set up for stability studies.  At room temperature and 45°C, total catechin decreased to 
90%, 70% while the antioxidant (calculated as (+)-catechin hydrate) increased to 188%, 
202%, respectively.  To use as feed additive the activity is based on antioxidant activity 
therefore the product was stable enough for this purpose. 
 Besides tea products the researcher tried to search and carry out preliminary 
studies on orange rinds and Bacillus subtilis in order to develop new projects.   
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บทนํา 
 
 
ความเปนมาและความสําคัญของเร่ือง 
 
 จากการประชุมรวมกับนักวิ จัยจากมหาวิทยาลัยมหิดล  มหาวิทยาลัยนเรศวร  
มหาวิทยาลัยศิลปากร  และมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  และจากการสืบคนขอมูลพบวา ชามี
ศักยภาพในเรื่องตอไปน้ี คือ 

1.  ใชในอุตสาหกรรมผลิตสัตว 
  -  feed additive 
  -  วัสดุรองพ้ืน 
  -  ฆาเชื้อ & ดับกลิ่นในคอกสัตว 

2.  ผลิตภัณฑเพ่ือสุขภาพ เพ่ือลดคอเลสเตอรอล และตานอนุมูลอิสระโดยใชในรูป 
  -  เด่ียว 
  -  ผสมกับโปรตีนจากถั่วเหลือง 

3.  ผลิตภัณฑบวนปาก 
  -  นํ้ายาบวนปากแบบผงฟู 
  -  แผน film อมฆาเชื้อในปาก 
  -  ยาสีฟน 

4.  เครื่องสําอาง และ Spa 
  -  ผลิตภัณฑผงฟูเพ่ือลางเทา (กอนนวด) 
  -  ผลิตภัณฑ gel ฆาเชื้อสําหรับลางมือ (spa) 
  -  ผลิตภัณฑสําหรับกระตุนการงอกของผม 
  -  deodorant  

5.  ยาภายนอก 
  -  ตานการอักเสบ ฆาเชื้อ  
  -  ยารักษาเตานมอักเสบ 

6.  บรรจุภัณฑสําหรับอาหาร 
  -  ฆาเชื้อ 
  -  ดับกลิ่น 

7.  Pesticide 
  -  เชื้อรา 
  -  แมลง 
  -  ใชรวมกับยาฆาแมลง 
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 และผลการศึกษาเบื้องตนที่ไดดําเนินการในสํานักงานผูประสานงาน “การใชสมุนไพรใน
การผลิตสัตว”  พบวากากชาที่เหลือจากการผลิตเครื่องด่ืมชาเขียวยังมีศักยภาพอยู โดยยังมี
ฤทธิ์ antioxidant และเม่ือวิเคราะหดวย HPLC พบวามีสารจําพวก EGC, C, EC, EGCG, ECG 
เหลืออยูมาก เม่ือตม 1 ช.ม.  
 จากการสืบคนขอมูลการวิจัยเกี่ยวกับการผลิตสัตว พบวามีการทดลองใชในสัตวปก และ
สุกร ดังน้ี 
 
ผลตอสัตวปก 
 ไกที่กินอาหารผสมดวยผงชาเขียว 1, 2.5 และ 5% เม่ืออายุ 3-10 สัปดาห  พบวาเม่ือ
อายุ 10 สัปดาห นํ้าหนักรางกายจะลดลงตามปริมาณของชาเขียวในอาหารที่เพ่ิมขึ้น ความ
แตกตางของ feed conversion ระหวางกลุมควบคุม (ไมไดกินอาหารผสมชาเขียว) และกลุมที่
กินอาหารผสมชาเขียว 5% เทากับ 0.61  เปอรเซ็นตของเนื้ออกและตนขาที่ชําแหละแลว 
(dressing percentage) ของไกที่กินอาหารผสมชาเขียว 5% จะมีคาต่ําสุด นํ้าหนักไขมันที่ทอง
ลดลงตามปริมาณชาเขียวในอาหารที่เพ่ิมขึ้น สีของเน้ืออกและตนขาจะเขมขึ้นตามปริมาณชาที่
ผสมในอาหาร (Kaneko et al., 2001)  Ueda และคณะ ศึกษาพบวาไกที่กินอาหารผสมดวยซา
โปนินจากชา หรือ quinine sulfate ขนาด 0.5 และ 1% นาน 12 ชม. จะมีผลลดการกินอาหารใน 
4 ชม. เชนกัน  เม่ือลองใหไกเลือกกินอาหารระหวางอาหารปกติ อาหารที่ผสมดวยซาโปนินจาก
ชา หรือ quinine sulfate ขนาด 0.5 และ1% นาน 12 ชม. พบวาภายใน 4 ชม. ไกจะไมกิน
อาหารที่ผสมดวย quinine sulfate  ไกชอบที่จะกินอาหารปกติและอาหารที่ผสมซาโปนินจากชา
มากกวา และยังไมพบความแตกตางของการกินอาหารในไกที่กินอาหารปกติ และไกที่กินอาหาร
ผสม    ซาโปนิน 0.5%  เม่ือใหไกกินอาหารปกติ และอาหารผสมซาโปนิน 0.5% วันละ 6 ชม. 
ในวันที่ 12 ของการทดลอง  พบวาการกินอาหารของไกกินอาหารปกติระหวาง 0-2 ชม. เปน
ปกติ และ 2-6 ชม. ตอมาจะเพิ่มขึ้น แตในไกที่กินอาหารผสมซาโปนิน ระหวาง 0-2 และ 2-6 ช.
ม. การกินอาหารอาหารลดลง  เน่ืองจากการกินอาหารผสมซาโปนินจะไปทําใหกระเพาะอาหาร
วางชาลง (delayed the crop emptying)  ซ่ึงแสดงวามีผลลดการกินอาหารที่ผสมดวยชา คาดวา
เน่ืองมาจากกระเพาะอาหารยังมีอาหารเหลืออยูมากกวาจากรสขมของซาโปนินจากชา (Ueda 
et al., 2002) 
 เม่ือแบงไกเปนกลุมๆ เปนกลุมกินอาหารปกติ (กลุมควบคุม)  กลุมไกกินอาหารปกติ
ผสมยาปฏิชีวนะ 0.05% chlortetracycline  กลุมไกที่กินอาหารปกติผสม 0.5%, 1% และ 2% 
ของกากชา (tea byproduct) ทุกกลุมนาน 6 สัปดาห  พบวาไกกลุมที่กินอาหารผสมยาปฏิชีวนะ
จะมีนํ้าหนักรางกายสูงกวาทุกกลุม ไมพบความแตกตางของการกินอาหารและ feed efficiency 
ระหวางกลุมศึกษา การเพิ่มกากชามีแนวโนมลด LDL-cholesterol ในเลือดเม่ือเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุม แตไมแตกตางกันในกลุมศึกษา  อาหารที่ผสมกากชาจะเพิ่ม docosahexaenoic 
acid (DHA) ในเลือด และลดปริมาณคลอเลสเตอรอลในเนื้อไก ระดับของ lipid peroxidation ใน
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เน้ือไกจะลดลงในกลุมไกที่กินอาหารผสมกากชา และยาปฏิชีวนะ แตโปรตีนในเนื้อไกทั้งสอง
กลุมจะลดลงเล็กนอย  ปริมาณไขมันที่ทองจะเพ่ิมขึ้นในไกที่กินอาหารผสมกากชา  เม่ือ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (Yang et al., 2003) 
 ไกที่กินอาหารที่ผสมดวยสาร polyphenol จากชา  มีผลชวยลดการกดการเจริญเติบโต 
และการเกิดอนุมูลอิสระในไกที่กินอาหารผสม corticosterone 10 และ 20 มก./กก. โดยจะชวย
ลดปริมาณไขมันที่ทอง ระดับไตรกลีเซอไรดในเลือด และนํ้าหนักตับที่เพ่ิมขึ้น ลดการเกิดอนุมูล
อิสระในกลามเนื้อและตับ และลดปริมาณ corticosterone ในเลือด (Eid et al., 2003) 
 ของเหลวที่ประกอบดวยใบชา 5-15%, เมล็ด Crataegus pinnatifida 55-65%,ถั่ว 
Canarium album 15-25%, Nux Armeniacae Amarum 2-10% และสารสกัดจาก Helicteres 
angustifolia  เม่ือใหสัตวปกหรือปศุสัตวกินจะชวยปองกัน และรักษาโรคที่เกี่ยวกับเชื้อแบคทีเรีย 
โดยไมพบผลขางเคียงใดๆ (Zheng, 2005) 

 
ผลตอสุกร 
 การศึกษาผลของพลังงานในอาหารตอการเจริญเติบโตที่เหมาะสมของหมู รวมกับผสม/
ไมผสมสารที่มีคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระ คือ α-tocopheryl acetate (TA) (200 มก. α-TA/
กก.) หรือ catechins จากชาเขียว (GTC) (สารสกัดจากชาเขียว 200 มก./กก.) ตอลักษณะของ
หมูและคุณภาพของกลามเน้ือ longissimuss dorsi (LD) ในหมูพันธุ Landrace หรือ Duroc 
พบวาสายพันธุหมูไมมีผลตอลักษณะหมู (pig performance) แตจะมีผลตอคุณภาพของเนื้อหมู  
กลามเนื้อหมู  Duroc จะมีไขมันในกลามเนื้อ เถา และระดับกรดไขมัน monounsaturated fatty 
acid สูงกวา  และมีความชื้นต่ํากวาหมู Landrace ระดับของ lipid oxidation และ pigment 
oxidation ในเนื้อหมู Landrace จะสูงขึ้นในชวงแรกของการศึกษา  หมูที่กินอาหารที่ใหพลังงาน
ต่ําจะมีอัตราการเติบโตลดลง เพราะความหนาของไขมันที่หลังต่ํากวา  การลดระยะเวลาการกิน
อาหารที่ใหพลังงานต่ํา หรือการเพิ่มพลังงานของอาหารใหหมูกินกอนที่จะฆา ทําใหการเติบโต
ของหมูเหมาะสม  อาหารที่เสริมดวย α-TA หรือ GTC จะเพ่ิมระดับ α-tocopherol ใน
กลามเนื้อ LD ระดับ lipid oxidaiton จะต่ําตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาเนื้อไวในตูเย็น กิน α-
TA และ GTC ไมมีผลตอสีของเนื้อหมู หรือองคประกอบทางเคมีของเนื้อหมู  ดังน้ันกลาวไดวา
อาหารที่เสริมดวย α-TA หรือ GTC จะไปชวยลดการเกิด lipid oxidation ในเนื้อหมูได (Mason 
et al., 2005) 
 สาร Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) จากชาเขียวมีผลลบตอระบบสืบพันธุของหมู  
EGCG ความเขมขน 5 และ 50 มคก./มล. จะไปยับยั้งการแบงตัวของ granulosa cell ที่ไดจาก 
follicles ของหมู  ยับยั้งการสรางสเตียรอยด และ VEGF ซ่ึงเปนองคประกอบสําคัญในการสราง
เสนเลือดและการผลิต superoxide anion โดยเซลล granulosa cells แตจะไปกระตุนระดับ 
hydrogen peroxide และ superoxide dismutase (Basini et al., 2005) 



 

 

6

 สาร Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) จากชาเขียว ความเขมขน 5 และ 50 มคก./
มล. จะลดการสราง vascular endothelial growth factor (VEGF)  ซ่ึงมีบทบาทสําคัญใน
กระบวนการเจริญเติบโตของหลอดเลือดในรังไข และ EGCG ความเขมขนสูงจะยับยั้งการ
แบงตัวของ granulosa cell ของหมู ดังนั้นควรระมัดระวังการใช EGCG ผสมในอาหารสัตว 
(Giuseppina et al., 2005) 
 อาหารสุกรที่ประกอบดวยอาหารเหลวที่ไดจากการหมักผสมของเศษขนมปง นม นํ้า
ผลไม และ lactic acid แบคทีเรีย และผสมดวย paste จากใบชา ใหสุกร (crossbred piglets) 
อายุ 3 เดือน กินนาน 2 สัปดาห อุจจาระสุกรที่ไดจะมี lactic acid แบคทีเรีย และ 
Enterobacteria สูง และกลิ่นอุจจาระลดลง  เม่ือเปรียบเทียบกับสุกรที่กินแตอาหารเหลวอยาง
เดียว (Kuroshima et al., 2006) 
 จากขอมูลการวิจัยเบื้องตน และขอมูลที่ไดจากการสืบคน สํานักงานจึงไดจัดทํากรอบชุด
โครงการชา ตามแผนภูมิ 
 ทางสํานักงานผูประสานงานฯ ไดพยายามประสานใหมีผูวิ จัยชุดหนึ่งทําหนาที่
ประสานงาน และทํา feed additive ไปดวย แตไมสําเร็จ เพ่ือใหทันกับแผนงานฯ ทางสํานักงาน
ผูประสานงานฯ จึงขอดําเนินการในบางสวนเองคือ 
  1.  ในสวนของการเตรียมสารสกัดจากชา ทางสํานักงานฯ จะดําเนินการติดตอ
ขอกากชาจากโรงงานเครื่องด่ืมชาเขียว สงไปสกัดดวยน้ํา และทํา spray dried  
  2.  นําสารสกัดแหงที่ไดไปวิเคราะหคุณภาพโดยวิเคราะห 
   -  Antioxidant 
   -  ปริมาณ Catechin & อนุพันธ 
  3.  นํากากชาที่ไดไปตากแหง และบด เพ่ือนําไปทดลองทําวัสดุรองคอกไก เพ่ือ
ลดเชื้อและกลิ่น 
  4.  นําผลิตภัณฑจากกากชาที่ไดไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑผสมอาหารสัตว โดย
ควบคุมคุณภาพ และศึกษาความคงตัว 

5. เตรียมสารสกัด water extract ใหชุดโครงการตางๆ ของชา 
 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 1.  เพ่ือจัดเตรียมสารสกัดจากกากชาที่มีการควบคุมมาตรฐานเพื่อใชในการวิจัยชุด
โครงการชา 
 2.  เพ่ือเตรียมวัสดุสําหรับรองคอกไก 
 3.  เพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑ feed additive 
 4.  เพ่ือประสานงานชุดโครงการยอยของโครงการชาใหดําเนินไปได 
 5.  สืบคนขอมูลเพ่ือจัดทําชุดโครงการใหม 
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Part I 
การเตรียมสารสกัดชา 

 
I. การเตรียมสกัดนํ้าจากชา 
    I.1  การเตรียมสารสกัดกากชา 
 นํากากชาจากโรงงานผลิตเครื่องด่ืมชา ไปสกัดดวยการตมในน้ําเดือด (600 กิโลกรัม) 
เปนเวลานาน 1 ชั่วโมงนําสารสกัดที่ไดไประเหยแหงภายใตความดันสุญญากาศจนไดสารสกัดที่
มีความเขมขน จํานวน 121 กิโลกรัม จากนั้นแบงมา 40  กิโลกรัม มาผสมกับ modified starch 
จํานวน 4 กิโลกรัม และทําใหแหงโดยวิธี spray dry จนไดสารสกัดที่ผสม modified starch  
จํานวน 9.4 กิโลกรัม  สวนสารสกัดเขมขนที่เหลืออีก 81 กิโลกรัมน้ันนําไปทําใหแหงโดยวิธี 
spray dry เชนเดียวกัน และไดสารสกัดแหงจํานวนทั้งสิ้น 12.4 กิโลกรัม ซ่ึงวิธีการเตรียมสาร
สกัดสรุปไดดังแผนภูมิในรูปที่ I-1 
 

 

 
 
 
รูปที่ I-1  แผนภูมิแสดงขั้นตอนการเตรียมสารสกัดจากกากชาจากกากชาเขียว  
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    I.2 การเตรียมสารสกัดนํ้าจากชาอัสสัม 
 ในการศึกษาจะนําผงชาอัสสัมแหงมาทําการสกัดดวยน้ําเชนเดียวกับการเตรียมสารสกัด
จากกากชา โดยมีขั้นตอนการเตรียมสารสกัดชาอัสสัมดังรูปที่ I-2 โดยสกัดเปน 2 lot  lot แรก 
10 ก.ก. และ lot ที่ 2 100 ก.ก. 
 

 
 
รูปที่ I-2 แผนภูมิแสดงขั้นตอนการเตรียมสารสกัดน้ําจากชาอัสสัม 
  
ผลการทดลอง 

จากการทดลองใชผงใบชาแหง 10 กิโลกรัม พบวาไดสารสกัดทั้งสิ้น 1.5 กิโลกรัม คิด
เปนรอยละ 15 ของน้ําหนักแหง และ 100 กิโลกรัม ไดสารสกัด 7.6 กิโลกรัม คิดเปนรอยละ 
7.6% 
 
II. การพัฒนาวิธีการวิเคราะห Total catechin ในสารสกัดจากกากชา 
 ไดมีการทดลองพัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณ total catechin ในสารสกัดกากชาโดย
พัฒนาจากวิธี Standard Operating Protocol ของ Botanical Center for Age-related Disease 
(http://www.cfs.purdue.edu/fn/bot/Downloads/PDF/greentea-6-06.pdf) ซ่ึงใช HPLC โดยใช 
column C18 (250x4.6 mm) ขนาด particle 5 µ  และใช Mobile phase คือ acetonitrile และ 
0.1% phosphoric acid โดยใช gradient program ดังตารางที่ I-1  แตเน่ืองจากแยกไมดีจึงได
ปรับ gradient program ตอ 
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ตารางที่  I-1 Gradient program ใชในการวิเคราะห Catechin และอนุพันธจากชา 
 

Time Flow rate (ml/min) % Acetonitrile % Phosphoric acid 
0 1.0 10 90 
20 1.0 25 75 
8 1.0 10 90 

 
ผลการทดลอง 

ผลการพัฒนาได gradient program ที่เหมาะสม คือ รายละเอียดในตารางที่ I-2 และได 
chromatogram ดังรูปที่ I-3 

 
ตารางที่ I-2 Gradient program ของระบบที่พัฒนาเพื่อใชในการวิเคราะหสารสกัดจาก

กากชา 
 

Time Flow rate (ml/min) % Acetonitrile % Phosphoric acid 
2 1.0 10 90 
10 1.0 10 90 
20 1.0 20 80 
10 1.0 10 90 
2 1.0 10 2 

 
 

 
 
รูปที่ I-3 HPLC chromatogram ของสารสกัดน้ําจากกากชาโดยใช C18 column และ 

gradient elution (โดยใช 10 % acetonitrile ใน 0.1 % Phosphoric acid) 
 
    II.1 Peak identification 
 การ identify ทําไดโดยเปรียบเทียบ retention time กับ reference standard และการ
ทดลอง spike reference โดยการเติมสารมาตรฐานลงไปในตัวอยางสารสกัดชา (spike)  และ
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ตรวจดู peak ที่สูงขึ้นใน chromatogram น้ัน  เปรียบเทียบกับ chromatogram ของสารสกัดที่
ไมไดเติม standard  

สารมาตรฐานที่เติมไดแก catechin (C), epicatechin (EC), epigallocatechin gallate 
(EGCG) และ epicatechin gallate (ECG)  ได chromatogram ของสารสกัดชารวมกับสาร
มาตรฐานมาซอนทับกัน ดังรูปที่ I-4 แสดงใหเห็น peak ที่สูงขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ I-4  chromatogram ของสารสกัดน้ําจากกาชา spike ดวยสารมาตรฐาน catechin 
(C), epiccatechin (EC), epigallocatechin gallate (EGCG)  และ  epigallocatechin (EGC)  
 
    II.2 การวัดความแมนยํา (precision) 

ทดลองฉีดสาร standard  (+)-catechin hydrate ที่ความเขมขนเดียวกัน ( 80 µg/ml)  5  
ซํ้า  นํามาคํานวณเปนคา precision 

 
ตารางที่ I-3  คา Precision ของ peak area ในการวิเคราะห (+)-catechin hydrate ที่

ความเขมขน 80 µ/ml จํานวน 5 ครั้ง 
 

Run Area 
1 507420.38 
2 506051.98 
3 505069.00 
4 506660.11 
5 505258.04 

Average 506091.90 
SD 978.6422 
% CV 0.001934 
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    I I . 3  L i n e a r i t y 
นํา peak area ของ standard  ที่ความเขมขน  60, 80, 100, 120 และ 140 µg/ml มา 

plot calibration curve พบวา linearity ของการวิเคราะหทั้งสองครั้งได คา  R2 = 0.9992 
 
    II.4 Limit of detection 
        ความเขมขนต่ําสุดที่เราสามารถวัดไดโดยในการทดลองนี้ ความเขมขนต่ําสุดที่วิเคราะห
คือ 5  µg/ml 
 
III. การวิเคราะหคุณภาพสารสกัด 
     III.1 การวิเคราะหคุณภาพสารสกัดจากกากชา 
             III.1.1 การวิเคราะหปริมาณ total catechin จากสารสกัดนํ้ากากชา 

วิเคราะหปริมาณ Total catechin จากสารสกัดน้ําจากกากชา โดยเทคนิค HPLC โดยใช 
column C18 (250x4.6 mm) ขนาด particle 5 µ และใช mobile phase คือ acetonitrile และ 0.1 
% phosphoric acid ตามวิธีที่พัฒนาไว 
 

การเตรียมสารตัวอยาง 
 ชั่งผงชา 10 มก. ละลายน้ําและ sonicate 5 นาที จากนั้นปรับปริมาตรเปน 5 มล.  แลว
นําไป   centrifuge   นําสวนใสมากรองผาน membrane 0.2 mm  นําไปวิเคราะหดวย HPLC  
 

การเตรียมสารมาตรฐาน 
 ในการวิเคราะหหาปริมาณนี้ ใช (+)-cathechin hydrate เปนสารมาตรฐานใน โดย
เตรียมที่ความเขมขน 60, 80, 100, 120, และ 140 มคก./ มล. และนําไปวิเคราะหดวย HPLC 
เพ่ือหาคา peak area  
 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 Chromatogram ของ (+)-cathechin hydrate แสดงดังรูปที่ I-5  Chromatogram ของ
สารมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ โดยคา peak area ของแตละความเขมขนจะนําไปใชสราง
กราฟมาตรฐาน 
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รูปที่ I-5 Chromatogram overlay ของ (+)-cathechin hydrate ที่ความเขมขนตางๆ 

กัน (60, 80, 100, 120, และ 140 มคก./ มล.) 
 
กราฟมาตรฐาน ของ (+)-Cathechin hydrate ซ่ึง plot จากสารมาตรฐาน 5 ความ

เขมขน และ peak area ของที่ไดจากการวิเคราะหแสดงดังรูปที่ I-6 
 

(+)catechin hydrate standard 
calibration curve 

y = 6668x + 8682.1
R2 = 0.9992
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รูปที่ I-6 Calibration curve ของ (+)-catechin hydrate โดย  plot ระหวางความเขมขน

และ peak area  
 
จากสมการเสนตรง y = 6668x + 8682.1 จะนํามาใชในการคํานวณความเขมขน (C, 

concentration of the individaul catechin determined by linear regression analysis of (+)-
catechin (mg/ml)) ของแตละ peak ของตัวอยาง จากนั้นนําคา C ที่ไดจากกราฟมาตรฐานมา
คํานวณหาปริมาณของ total catechin ในตัวอยางผงชาโดยใชสมการ 
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%(w/w) analyte   =  C x FV x d x F x 100 / W 
 

C = concentration of the individual catechin determined by linear   
            regression analysis of (+)-catechin (mg/ml) 
FV = final volume of sample (ml) 
D = dilution factor 
W = weight of sample (mg) 
F = correction factor for the individual catechin response vs. (+)-catechin 

F = 1.00 for (+)-catechin hydrate 
F = 1.020 for (+)-epicatechin (EC) 
F = 0.382 for (-)-epicatechin gallate (ECG) 
F = 0.543 for (-)-epigallocatechin gallate (EGCG) 

 
ปริมาณของ total catechin ในตัวอยางผงชาที่สุมมา จํานวน 10 ตัวอยางอยูในชวง 

12.2826-13.6119% (ตารางที่ I-4)  
 
 

 
 

รูปที่ I-7  Chromatogram ของสารสกัดจากกากชา วิเคราะหโดย column C18 (250x 
4.6 mm) ขนาด particle 5 µ และใช gradient mobile phase คือ acetonitrile และ 0.1 % 
phosphoric acid 
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ตารางที่ I-4 ปริมาณของ total catechin ในตัวอยางสารสกัดน้ําจากกากชา 
 

% (w/w) total catechin ตัวอยาง Wt. (mg) 
C EC EGCG ECG (% w/w) 

cha001 10.80 3.461 3.426 1.788 3.449 12.123 
cha002 10.80 3.887 3.490 1.775 3.622 12.774 
cha003 10.20 3.691 3.542 1.904 3.622 12.758 
cha004 10.20 3.522 3.404 1.883 3.570 12.379 
cha005 10.60 3.588 3.567 1.879 3.667 12.701 
cha006 10.30 3.711 3.705 1.844 3.835 13.095 
cha007 10.20 3.737 3.583 1.894 3.819 13.033 
cha008 10.20 3.385 3.438 1.858 3.746 12.427 
cha009 10.20 3.850 3.587 1.860 4.138 13.436 
cha010 10.30 3.480 3.599 1.852 3.207 12.138 

     Average 12.686 
     SD 0.427 
     %CV 3.366 

Catechin (C), Epicatechin (EC), Epigallocatechin gallate (EGCG), Epicatechin gallate (ECG) 
 

การวิเคราะหสารสกัดที่ผสมแปงใชวิธีวิเคราะหเชนเดียวกัน  chromatogram ของสาร
สกัดกากชาที่ผสมแปงแสดงในรูปที่ I-8  และ standard calibration curve ของการวิเคราะหใน
รูปที่ I-9  

 

 
รูปที่ I-8 Chromatogram ของสารสกัดจากกากชาที่ผสม modified starch  วิเคราะห

โดย column C18 (250x4.6 mm) ขนาด particle 5 µ และใช mobile phase คือ acetonitrile 
และ 0.1 % phosphoric acid 
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รูปที่ I-9 Calibration curve ของ (+)-catechin hydrate โดย  plot ระหวางความเขมขน
และ peak area  

 
การคํานวณปริมาณ total catechin ของสารสกัดที่เติมแปงทําไดเชนเดียวกันกับสาร

สกัดที่ไมเติมแปงซ่ึงปริมาณ total catechin แสดงดังตารางที่ I-5 
 
ตารางที่ I-5 ปริมาณของ total catechin ในตัวอยางสารสกัดน้ําของกากชาที่ผสม 

Modified starch 
 

% (w/w) total catechin ตัวอยาง Wt. (mg) 
C EC EGCG ECG (% w/w) 

STR1 10.00 2.442 2.319 1.360 0.749 6.870 
STR2 10.20 2.481 2.308 1.141 0.445 6.374 
STR3 10.00 2.509 2.164 1.220 0.782 6.675 
STR4 10.00 2.554 2.381 1.256 0.829 7.020 
STR5 10.00 2.588 2.311 1.341 0.697 6.937 
STR6 10.00 2.563 2.258 1.324 0.723 6.869 
STR7 10.20 2.442 2.229 1.356 0.805 6.832 
STR8 10.30 2.278 2.168 1.283 0.806 6.535 
STR9 10.10 2.497 2.344 1.304 0.862 7.007 
     Average 6.791 
     SD 0.22 
     %CV 3.24 
Catechin (C), Epicatechin (EC), Epigallocatechin gallate (EGCG), Epicatechin gallate (ECG) 

(+)-catechin hydrate 
standard calibration curve

y = 6808.6x - 12262
R2 = 0.9992
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
Catechin ในสารสกัดน้ําจากกากชาสามารถแยกไดดี ดวย HPLC column ชนิด C18 

(250x4.6 mm) ขนาด particle 5 µ และใช Mobile phase คือ gradient ระหวาง acetonitrile 
และ 0.1% phosphoric acid โดยใช gradient program ดังตารางที่ I-2 โดยสามารถแยกสาร 
catechin (C), epicatechin (EC), epigallocatechin gallate (EGCG) และ epicatechin gallate 
(ECG) ไดอยางชัดเจน และนํา peak area ของสาร catechin ดังกลาวมาคํานวณเปนปริมาณ 
total catechin ของสารสกัด  พบวาสารสกัดน้ําจากกากชามีปริมาณ total catechin คิดเปน 
12.69 เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนักสารสกัด และพบวาสารสกัดน้ําจากกากชาที่มีองคประกอบของ 
modified starch มีปริมาณ total catechin คิดเปน 6.79±0.22 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักสารสกัด 

ผลการวิเคราะหปริมาณ catechin ของสารสกัดกากชา และสารสกัดผสมแปง  จะเห็นวา
การผสมแปงลงไปทําใหผลการวิเคราะหไมดี อาจเนื่องมาจากเกิด error ขณะสกัดจากแปง 
อยางไรก็ตามเมื่อนําไปพัฒนาผลิตภัณฑตองเสียเวลายุงยากกวาในการพัฒนาสูตร ดังน้ันจึงไม
ใชสารสกัดที่ผสมแปง 

 
        III.1.2  การวิเคราะหฤทธ์ิยับยั้งอนุมูลอิสระ (Free radical scavenging activity)    
                     ของสารสกัดนํ้าจากกากชา 
การทดลอง 

Antioxidant ของสารสกัดน้ําจากกากชาสามารถวิเคราะหไดโดยวิธีของ Ancerwicz J. 
และคณะ (Free Radic Biol Med 1998;25(1):133-20)  free radical scavenging activity ของ
สารสกัดที่มีตอ DPPH โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน (standard antioxidant agent) ซ่ึงใน
ที่น้ีใช Trolox และ (+)-catechin hydrate ซ่ึงเปนหนึ่งในสารออกฤทธิ์สําคัญของชา 

 
การเตรียมสารมาตรฐาน Trolox  
เตรียม stock ใน methanol ที่ความเขมขน 2 mg/ml นํา  stock มา 20 µl ปรับปริมาตร

เปน 5 ml ใน volumetric flask ไดเปนความเขมขนเริ่มตน 8 µg/ml  จากนั้นนํามา 60, 80,100, 
120, 140, 160, 180 µl เพ่ือทําปฏิกิริยากับสารละลาย  1 mM DPPH (20 µl) ใน 96-well plate  
และปรับความเขมขนเปน 1.60, 2.13, 2.67, 3.20, 3.73, 4.27, และ  4.80 µg/ml  ตามลําดับ 
ปฏิกิริยาของแตละความเขมขนทําสามซ้ํา และวัดคา OD560 โดย Elisa-plate reader และ
คํานวณหา IC50 

 
การเตรียมสารมาตรฐาน (+)-catechin hydrate 
เตรียม stock ใน methanol ที่ความเขมขน 5 mg/ml จากนั้นปเปตมา 20 µl แลวจึง

ปรับปริมาตรเปน 5 ml ใน volumetric flask ไดเปนความเขมขนเริ่มตน 20 µg/ml จากนั้นนํามา 
60, 80,100, 120, 140, 160, 180 µl เพ่ือทําปฏิกิริยากับ 1 mM DPPH และปรับความเขมขน  
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(+)-catechin hydrate เปน 4.00, 5.33, 6.67, 8.00, 9.33, 10.67 และ 12.0 µg/ml ตามลําดับ  
แตละความเขมขนทําสามซ้ํา และวัดคา OD560 โดย Elisa-plate reader และคํานวณหา IC50  
 

การเตรียมสารละลายสารสกัดนํ้ากากชา 
 เตรียมเตรียม stock ที่ความเขมขน 5 mg/ml ในนํ้า จากนั้นปเปตมา 20 µl แลวจึงปรับ
ปริมาตรเปน 5 ml ดวย methanol โดยใช volumetric flask ไดเปนความเขมขนเริ่มตน 20 
µg/ml  นํามา 60, 80, 100, 120, 140, 160 และ 180  µl มาทําปฏิกิริยากับ 1 mM DPPH   
(20 µl) ใน 96-well plate ไดเปนความเขมขน 4.00, 5.33, 6.67, 8.00, 9.33, 10.67 และ 12.0 
µg/ml ตามลําดับ  และ วัด OD560  จากคา OD560 คํานวณคา % inhibition และ plot เปน 
inhibition curve และคํานวณหา IC50 จากสมการ 
 

% inhibition =  100- {[(ODcontrol-ODsample)/ODcontrol]x100} 
 
 ODcontrol = OD560 ของปฏิกิริยาที่ไมมีตัวอยาง 
 ODsample =  OD560 ของปฏิกิริยาที่มีตัวอยาง 

 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
1. Inhibition curve ของสารสกัดจากกากชา และสารมาตรฐานดังรูปที่ I-10 
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 รูปที่  I-10 Inhibition curve ของสารสกัดกากชา ( ) สารสกัดกากชาที่เติมแปง ( ) 
Trolox ( ) และ  (+)-catechin hydrate ( ) 
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2. คา % inhibition ที่ 50 เปอรเซ็นต (IC50) ของสารสกัดน้ําจากกากชาและสกัดน้ําจาก
กากชาผสมแปง ได 9.18 ± 0.65 % และ 11.57 ± 1.1 % ตามลําดับ (ตารางที่ I-6) 

 
ตารางที่ I-6  DPPH scavenging activity ของสารสกัดน้ําจากกากชา ตารางแสดงคา 

% inhibition ที่ 50 เปอรเซ็นต (IC50) ของสารสกัดน้ําจากกากชา(CHA) และสารสกัดน้ําจากกาก
ชาที่เติมแปง (STR) 
 

SAMPLE IC50 (ug/ml) 
CHA1 8.7366 
CHA2 9.5356 
CHA3 7.9137 
CHA4 9.6786 
CHA5 8.5966 
CHA6 9.6941 
CHA7 8.7664 
CHA8 10.2696 
CHA9 8.9775 
CHA10 9.1873 
CHA11 9.8213 
CHA12 8.9611 
Average 9.1782 
SD 0.6493 
STR1 13.35533 
STR2 10.82614 
STR3 11.49696 
STR4 9.63998 
STR5 13.00559 
STR6 11.38277 
STR7 11.13957 
STR8 11.36437 
STR9 11.88193 
Average 11.56585 
SD 1.11197 
Trolox1 4.03050 
(+)-catechin hydrate 9.82635 
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สารสกัดน้ําจากกากชามี DPPH scavenging activity ที่ 50 เปอรเซ็นตคิดเปน 9.18 
มคก./มล. และสารสกัดน้ําจากกากชาที่มีองคประกอบของ modified starch มี DPPH 
scavenging activity ที่ 50 เปอรเซ็นตคิดเปน 11.57 มคก./มล. โดยมีความแรงเปน 0.44 เทา
ของ Trolox (IC50 = 4.03 มคก./มล.) ในขณะที่สารสกัดน้ําจากกากชาที่มีองคประกอบของ 
modified starch มีความแรงเปน 0.35 เทาของ trolox  

พบวาสารสกัดน้ําจากกากชามี DPPH scavenging activity ที่ 50 เปอรเซ็นตใกลเคียง
กับ (+)-catechin hydrate (IC50 = 9.83 มคก./มล.) และสารสกัดน้ําจากกากชาที่เติม modified 
starch มี DPPH scavenging activity ที่ 50 เปอรเซ็นต คิดเปน 0.85 เปอรเซ็นตของ (+)-
catechin hydrate 

 
        III.1.3 การหาปริมาณสาร antioxidant ของสารสกัดกากชา  
การทดลอง 

1. เตรียมปฏิกิริยาของสารมาตรฐานตามขางตนจากนั้น นําไปวัด OD560 โดยเครื่อง 
Elisa Reader หลังจากทิ้งใหเกิดปฏิกิริยา 10 นาที จากนั้นนําคา OD ที่ไดมา plot กับความ 
เขมขนไดเปน Dose response curve ของสารมาตรฐานทั้งสองชนิด 

2. นําสารละลายกากชา (20 µg/ml) 100 µl ทําปฏิกิริยากับ DPPH ใน 96-well plate 
โดยปริมาตรสุดทายเปน 300 µl คิดเปนความเขมขน 6.67 µg/ml นําไปวัด OD560 โดยเครื่อง 
Elisa Reader หลังจากทิ้งใหเกิดปฏิกิริยา 10 นาที คา OD560 ของตัวอยางกากชาที่ไดไปแทนที่
สมการที่ไดจาก dose response curve ของสารมาตรฐาน จะไดปริมาณสาร antioxidant ของ
กากชา 

 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

1. Dose response curve ของสารมาตรฐาน Trolox และ (+)-catechin hydrate 
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รูปที่ I-11 Dose response curve ของสารมาตรฐาน Trolox ( ) และ (+)-catechin 

hydrate ( ) สมการ linear regression ไดจากการ plot ระหวาง ปริมาณสารและ OD560  
 

  Trolox 
y = -0.2418x – 0.0472 
R2 = 0.9935 
  (+)-catechin hydrate 
y = -0.2418x - 0.0189 
R2 = 0.9935 
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2. ปริมาณสาร antioxidant ในสารสกัดชา เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox และ 
(+)-catechin hydrate   คํานวณจากไดจากสมการเสนตรงที่ไดจาก dose response curve  

 
ตารางที่ I-7 ปริมาณสาร Antioxidant ของสารสกัดกากชา (CHA) และสารสกัดชาที่เติม

แปง (STR) คํานวณเปรียบเทียบกับ Trolox และ (+)-catechin hydrate โดยน้ําหนัก 
 

sample ปริมาณของ antioxidant 
ของสารสกัด (1 มก.) เทียบเปน 

Trolox (มก.) 

ปริมาณของ antioxidant 
ของสารสกัด (1 มก.) เทียบเปน 

(+)-catechin hydrate (มก.) 
CHA1 0.4918 1.1544 
CHA2 0.4625 1.0842 
CHA3 0.6127 1.4421 
CHA4 0.4226 0.9788 
CHA5 0.4907 1.1570 
CHA6 0.4290 1.0011 
CHA7 0.5055 1.1912 
CHA8 0.4332 1.0048 
CHA9 0.4649 1.0936 
CHA10 0.4594 1.0622 
CHA11 0.4473 1.0395 
CHA12 0.4654 1.0768 
average 0.4737 1.1071 
sd 0.0508 0.1245 
STR1 0.3715 0.5765 
STR2 0.4561 0.7204 
STR3 0.3731 0.5935 
STR4 0.3900 0.6261 
STR5 0.3740 0.5743 
STR6 0.3999 0.6356 
STR7 0.4485 0.6998 
STR8 0.3871 0.6178 
STR9 0.3763 0.5994 
avrage 0.3974 0.6270 
sd 0.0326 0.0517 
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 เม่ือคํานวณหาปริมาณสาร antioxidant ของสารสกัดทั้งสองชนิดพบวาสารสกัดน้ําจาก
กากชา 1 มก. มีคาความเปน antioxidant คิดเปน Trolox 0.47 มก. และ 1 มก. ของสารสกัดมี
คาความเปน antioxidant คิดเปน (+)-cathechin hydrate 1.1 มก. 
 พบวาสารสกัดน้ําจากกากชาที่มีสวนผสมของ Modified starch 1 มก. มีสาร 
antioxidant คิดเปน Trolox 0.40 มก. และ 1 มก. ของสารสกัดมีสาร antioxidant คิดเปน (+)-
cathechin hydrate 0.63 มก. 
 
    III.2 การวิเคราะหคุณภาพของสารสกัดชาอัสสัม 

นําสารสกัดชาอัสสัมมาวิเคราะหคุณภาพเชนเดียวกับสารสกัดจากกากชาโดยวิเคราะห
หาปริมาณสาร antioxidant และ total catechin 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

สารสกัดน้ําชาอัสสัม 1 มก. จะมีปริมาณ antioxidant เทียบเทา trolox  2.50 มก. และ
สารสกัด 1 มก. และมีปริมาณ antioxidant เทียบเทา (+)-catechin hydrate 1.38 มก. (ตารางที่ 
I-8) 

การยับยั้งอนุมูลอิสระของสารสกัดมีคา DPPH scavenging activity ที่ 50 เปอรเซ็นต
คิดเปน 25.94 มคก./มล. และสารสกัดมีปริมาณ total catechin คิดเปนรอยละ 7.96 โดยน้ําหนัก
สารสกัด  (ตารางที่ I-9) 
เม่ือเปรียบเทียบปริมาณสาร antioxidant ในสารสกัดกากชา และสารสกัดชาเขียว จะเห็นวาสาร
สกัดกากชามีคุณภาพดีกวาทั้งฤทธิ์ antioxidant และ ปริมาณ total catechin รวมทั้ง EGCG 
และ ECG ทั้งน้ีอาจเปนเพราะกากชาเปนที่ไดจากชาที่คุณภาพดีกวาชาอัสสัม และในการผลิต
เครื่องด่ืมชาใชความรอน 80 องศา 10 นาทีจึงยังเหลือสารสําคัญอีกมาก 
 
ตารางที่ I-8 ปริมาณสาร antioxidant ของสารสกัดน้ําจากชาอัสสัม 

ตัวอยาง 
DPPH scavenging 

activity 
(IC50, µg/ml) 

ปริมาณของ antioxidant 
ของสารสกัด (1 มก.) 

เทียบเปน 
Trolox (มก.) 

ปริมาณของ antioxidant 
ของสารสกัด (1 มก.) 

เทียบเปน 
(+)-catechin hydrate (มก.) 

ชาอัสสัม 1 25.12 2.508 1.380 
ชาอัสสัม 2 24.57 2.574 1.494 
ชาอัสสัม 3 27.30 2.451 1.310 
เฉลี่ย 25.66 2.511 1.395 
SD 1.44 0.0616 0.093 
Trolox 4.77 - - 
(+)-catechin hydrate 9.83 - - 
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ตารางที่ I-9 ปริมาณ total catechin ของสารสกัดน้ําจากชาอัสสัมจากการวิเคราะหโดย HPLC 
% (w/w) total catechin  

ตัวอยาง 
C EC EGCG ECG (% w/w) 

ชาอัสสัม 1 1.6099 4.1816 1.0518 1.3425 8.1858 
ชาอัสสัม 2 1.6019 4.2086 0.9797 1.1670 7.9572 
ชาอัสสัม 3 1.5456 3.9803 0.9460 1.1313 7.6032 
เฉลี่ย 1.5858 4.1235 0.9925 1.2136 7.9154 
SD 0.035 0.125 0.054 0.113 0.294 

 
Catechin (C), Epicatechin (EC), Epigallocatechin gallate (EGCG), Epicatechin gallate (ECG) 
 
IV. การจัดเตรียมสารสกัดใหแกโครงการตางๆ 

ไดจัดเตรียมสารสกัดน้ําจากกาชาและชาอัสสัมใหแกโครงการตางทั้งสิ้น 8 โครงการดัง
รายละเอียดในตารางที่ I-10 และจัดเตรียมสารสกัดน้ําจากชาอัสสัม 2 โครงการ ดังรายละเอียด
ในตารางที่ I-11 

 
ตารางที่ I-10 การจัดเตรียมสารสกัดน้ําจากกากชาใหแกโครงการตางๆ 
ลําดับ ชื่อโครงการ ปริมาณสารสกัด (กก.) 

1 การพัฒนาผลิตภัณฑสําหรับผลิตภัณฑสําหรับผิวพรรณของสารสกัด
จากกากชา (รศ. ดร. พจวรรณ  ลาวัณยประเสริฐ) 

1.20 

2 ทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อราในเรือนเพาะเห็ดหอม  0.45 
3 การศึกษาประสิทธิภาพในการลดปริมาณเชื้อแบคทีเรียของสารสกัด

จากกากชาสําหรับใชในฟารมเล้ียงสัตว 
(รศ. น.ส.พ ดร. ทวีศักดิ์ สงเสริม) 

0.95 

4 การศึกษาสถานภาพปจจุบันของชาในประเทศไทย  
(อ. ดร. สายลม  สัมพันธเวชโสภา) 

1.50 

5 การพัฒนาผลิตภัณฑจากกากชาสําหรับใชในชองปาก   
(ผศ. ดร. มัลลิกา ชมนาวัง)  

0.20 

6 การตั้งตํารับและควบคุมคุณภาพอาหารไกชนิดเม็ดที่มีสารสกัดพริก 
กะเพรา โหระพา   
(รศ. ดร. ศักดิ์ชัย วิทยาอารียกุล)   

0.20 

7 เพ่ือเตรียม feed additive 6.50 
8 การพัฒนาสารสกัดสมุนไพรฟาทะลายโจรแกรนูลใหเปนสารเสริม

อาหารสําหรับสัตว  
(รศ. ดร. วัชรี คุณกิตติ) 

0.50 
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ตารางที่ I-11 การจัดเตรียมสารสกัดน้ําจากชาอัสสัมใหแกโครงการตางๆ 
ลําดับ ชื่อโครงการ ปริมาณสารสกัด (กก.) 

1 การศึกษาสถานภาพปจจุบันของชาในประเทศไทย  
(อ. ดร. สายลม  สัมพันธเวชโสภา) 

0.50 

2 การตั้งตํารับและควบคุมคุณภาพอาหารไกชนิดเม็ดที่มีสารสกัดพริก 
กะเพรา โหระพา   
(รศ. ดร. ศักดิ์ชัย วิทยาอารียกุล)   

0.20 
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Part II 
การพัฒนาสารเสริมอาหารสัตวจากกากชา 

  
I. การศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารสกัดจากกากชา 

การศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารสกัดกากชาทั้งชนิดไมเติมแปงและเติมแปง  
ประเมินโดยใชวิธีของ USP XXVI  สวนการวัดปริมาณ total ash และ acid insoluble ash ใชวธิ ี
AOAC, 1990  
 
ผลการทดลอง 

I.1 ศึกษาการกระจายตัวของขนาดอนุภาค (Particle size distribution) ตามวิธีของ 
USP XXVI 

จากการศึกษาพบวาสารสกัดจากกากชาทั้ง 2 ชนิด คือชนิด เติมแปงและไมเติมแปง มี
ขนาดอนุภาคที่ใกลเคียงกัน คือ มากกวา 80% ของ ผงสารสกัดที่สามารถผาน ตระแกรงขนาด
เบอร 80 (ตารางที่ II-1) 

 
ตารางที่ II-1 การกระจายขนาดอนุภาคของสารสกัดน้ําจากกากชาชนิดเติมแปงและไมเติมแปง 
 

 สารสกัดจากกากชา (ชนิดไมเติมแปง) 
  

สารสกัดจากกากชา (ชนิดเติมแปง) 
 

% on sieve, Mesh size  % on sieve, Mesh size 
Time No. 100 No. 80 No.60  Time No. 100 No. 80 No.60 

1 15.98 81.89 2.13  1 14.85 82.15 3 
2 15.84 81.86 2.3  2 14.68 82.12 3.2 
3 15.64 81.94 2.42  3 14.75 82.56 2.69 
4 15.23 81.78 2.99  4 14.53 82.03 3.44 
5 15.45 81.68 2.87  5 14.95 82.23 2.82 
6 15.74 81.86 2.4  6 14.84 82.34 2.82 

Average 15.65 81.84 2.52  Average 14.77 82.24 3 
SD 0.27 0.09 0.34  SD 0.15 0.19 0.28 

RSD 1.74 0.11 13.39  RSD 1 0.23 9.38 
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I.2 การศึกษา Tapped Density ตามวิธีของ USP XXVI 
จากการศึกษาพบวาคา bulk density และ tapped density ของสารสกัดจากกากชาทั้ง 

2 ชนิด คือ ชนิดเติมแปง และ ไมเติมแปง ไมมีความแตกตางกัน (ตารางที่ II-2) 
 

ตารางที่ II-2 ผลการศึกษา Tapped Density ของสารสกัดน้ําจากกากชาชนิดเติมแปงและไม
เติมแปง 
 

• สารสกัดจากกากชา (ชนิดไมเติมแปง) 
Volume after tapped No. 

 
Weight (g.) of sample 
in 100 ml. Cylinder BD* 500 times 750 times TD** 

1 24.49 0.2449 83 83 0.2951 
2 24.66 0.2466 81 81 0.3044 

Average 24.58 0.2458   0.2998 
SD 0.1202 0.0012   0.0066 

%RSD 0.4891 0.4891   2.2137 
 
• สารสกัดจากกากชา (ชนิดเติมแปง) 

Volume after tapped No. 
 

Weight (g.) of sample 
in 100 ml. Cylinder BD* 500 times 750 times TD** 

1 24.80 0.248 82 80 0.3100 
2 24.85 0.2485 81.5 79 0.3146 

Average 24.83 0.2483   0.3123 
SD 0.0354 0.0004   0.0032 

%RSD 0.1424 0.1424   1.0319 
* BD = Bulk Density (g/ml.), **TD = Tapped Density (g/ml.) 

 
 

 
 
 
 



 

 

26

I.3 การศึกษา loss on drying และ moisture content 
จากการศึกษาพบวา loss on drying และ moisture content  ของสารสกัดจากกากชา

ทั้ง 2 ชนิด คือ ชนิดเติมแปง และ ไมเติมแปง ไมมีความแตกตางกัน แตคา SD ของ สารสกัด
จากกากชาชนิดเติมแปง มีคา SD สูงกวาสารสกัดน้ําจากกากชาที่ไมเติมแปง ซ่ึงนาจะเปนผล
จากแปงที่เติมลงไปในสารสกัด (ตารางที่ II-3) 

 
  I.4 การศึกษา total ash  
 การศึกษาพบวา Total ash = 7.83 % of its weight 
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ตารางที่ II-3 ผลการศึกษา loss on drying และ moisture content ของสารสกัดน้ําจากกากชา
ชนิดเติมแปงและไมเติมแปง 
 

• สารสกัดจากกากชา (ชนิดไมเติมแปง) 
No W (g) W1 (g) W2 (g) %LOD %Moisture content 
1 50.8776 51.8902 51.8576 3.2194 3.3265 
2 54.0680 55.0720 55.0397 3.2171 3.3241 
3 51.7344 52.7469 52.7136 3.2889 3.4007 
4 54.0129 55.0173 54.9840 3.3154 3.4291 
5 59.2507 60.2605 60.2264 3.3769 3.4949 
6 59.8984 60.8967 60.8643 3.2455 3.3544 
   Average 3.2772 3.3883 
   SD 0.0624 0.0668 
   %RSD 1.9049 1.9701 

 
• สารสกัดจากกากชา (ชนิดเติมแปง) 

No W (g) W1 (g) W2 (g) %LOD %Moisture content 
1 57.2884 58.2825 58.2504 3.2291 3.3368 
2 55.1843 56.1816 56.1486 3.3089 3.4222 
3 49.5593 50.5562 50.5229 3.3404 3.4558 
4 54.8403 55.8455 55.8136 3.1735 3.2775 
5 49.4106 50.4126 50.3770 3.5529 3.6838 
6 49.2047 50.2086 50.1766 3.1876 3.2925 
7 50.7464 51.7483 51.7148 3.3436 3.4593 
8 51.9224 52.9260 52.8941 3.1786 3.2829 
9 59.0315 60.0315 59.9986 3.2900 3.4019 
10 50.5463 51.5423 51.5102 3.2229 3.3302 
   Average 3.2827 3.3943 
   SD 0.1150 0.1231 
   %RSD 3.5037 3.6277 

เม่ือ:     W = นํ้าหนัก (กรัม) ของ ภาชนะ, W1 = นํ้าหนัก (กรัม) ของ ภาชนะ + นํ้าหนักของ
ตัวอยาง (กอนอบ), W2 = นํ้าหนัก (กรัม) ของ ภาชนะ + นํ้าหนักของตัวอยาง (หลังอบ) 
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I.5 การศึกษาคาความเปนกรด-ดางของสารสกัด 
สารสกัดน้ําจากกากชาทั้ง 2 ชนิด คือ ชนิดเติมแปงและไมเติมแปง ใหคาความเปนกรด-

ดาง ที่ไมแตกตางกัน (ตารางที่ II-4) 
 

ตารางที่ II-4 ผลการศึกษา คาความเปนกรด-ดาง ของสารสกัดน้ําจากกากชาชนิดเติมแปงและ
ไมเติมแปง 
 
สารสกัดจากกากชา (ชนิดไมเติมแปง)  สารสกัดจากกากชา (ชนิดเติมแปง) 
No Weight of sample (g) pH  No Wt. of sample (g) pH 
1 1.0019 5.13  1 1.0014 5.16 
2 1.0015 5.13  2 1.0028 5.15 
3 1.0068 5.12  3 1.0032 5.15 
4 1.0063 5.12  4 1.0045 5.14 
5 1.006 5.13  5 1.0033 5.14 
6 1.0023 5.14  6 1.0058 5.15 
7 1.0038 5.14  7 1.0010 5.15 
8 1.0030 5.14  8 1.0023 5.15 
9 1.0060 5.14  9 1.0087 5.15 

10 1.0031 5.14  10 1.0062 5.15 
Average 1.0041 5.13  Average 1.0039 5.15 

SD 0.002 0.0082  SD 0.0024 0.0057 
%RSD 0.2005 0.1604  %RDS 0.2385 0.1102 

 
 

I.6 การทดสอบคุณสมบัติในการไหล (Flowability by repose of angle) 
พบวาสารสกัดจากกากชาทั้ง 2 ชนิด คือ ชนิดเติมแปงและไมเติมแปง ไมสามารถวัดมุม

ที่เกิดจากการไหลได เน่ืองจากทั้ง 2 ชนิด ไมไหลหลังจากเทสารผานกรวย 
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II.  ทดลองตั้งตํารับที่เหมาะสม  
  II.1  เตรียมตํารับแกรนูลของ สารสกัดจากกากชาโดยหาปริมาณสูงสุดของสารสกัดที่

ถูกดูดซับ  
  ทดลองใชสื่อเปน corn starch และใชนํ้าเปน binder ดังแสดงในตารางที่ II-5 โดยเตรียม

เปน Damp mass โดยการนวดในโกรง 
 
ตารางที่ II-5 แสดงสวนผสมของสูตรที่ 1-8 
 

สารสกัดจากกากชา (ชนิดไมเติมแปง) สารสกัดจากกากชา (ชนิดเติมแปง) 
รายการ 

 
สูตรที ่ 1 

(g) 
สูตรที ่2 

(g) 
สูตรที่ 3 

(g) 
สูตรที ่4 

(g) 
สูตรที ่ 5 

(g) 
สูตรที ่6 

(g) 
สูตรที ่7 

(g) 
สูตรที ่8 

(g) 
สารสกัดจากกากชา 10 20 30 40 10 20 30 40 

Corn starch 90 80 70 60 90 80 70 60 

นํ้า 30 25 20 - 33 28 25 - 
 

ผลการทดลอง 
1. สูตรที่ 1  

- สามารถเตรียมเปน damp mass และ wet granule โดยแรงผาน sieve 2 mm. 
ไดอยางงาย  

- หลังจากอบแหงแลว เม่ือนํามาเตรียม dry granule โดยผาน sieve 14 mesh 
พบวามีลักษณะเปนผงหยาบมากกวาเปนตัวหนอน และมี fine particle อยูเปน
จํานวนมาก (รูปที่ II-1) 

2. สูตรที่ 2 
- สามารถเตรียมเปน damp mass และ wet granule โดยแรงผาน sieve 2 mm. 

ไดอยางงาย มีdamp mass ติดที่ใบพัดบางเล็กนอย  
- หลังจากอบแหงแลว เม่ือนํามาเตรียม dry granule โดยผาน sieve 14 mesh 

พบวามีลักษณะเปนตัวหนอนมากกวา สูตรที่ 1 แตก็ยังมี fine particle ปนอยู
พอสมควร (รูปที่ II-1) 

3. สูตรที่ 3 
- สามารถเตรียมเปน damp mass ได แตเม่ือเตรียมเปน wet granule โดยแรง

ผาน sieve 2 mm. พบวาผานไดยากมาก เน่ืองจากเนื้อ mass เหนียวมาก, ตัว
หนอนที่ไดยาวมาก และ damp mass ติดตามใบพัดปริมาณมาก 
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- หลังจากอบแหงแลว เม่ือนํามาเตรียม dry granule โดยผาน sieve 14 mesh 
พบวามีลักษณะเปนตัวหนอนมากกวา สูตรที่ 1 และ 2 แกรนูลที่ไดมีความแข็ง
มากกวา แตก็มี fine particle ปนอยูมากเชนกัน (รูปที่ II-1) 

4. สูตรที่ 4  
- ไมสามารถเตรียมเปน damp mass ไดเน่ืองจากเมื่อเติมนํ้าลงไปเพียงเล็กนอย

เน้ือของสารก็เหนียวมากจนไมสามารถผสมใหเขาเปนเนื้อเดียวกันได 
5. สูตรที่ 5  

- สามารถเตรียมเปน damp mass และ wet granule โดยแรงผาน sieve 2 mm. 
ไดอยางงาย  

- หลังจากอบแหงแลว เม่ือนํามาเตรียม dry granule โดยผาน sieve 14 mesh 
พบวามีลักษณะเปนผงหยาบมากกวาเปนตัวหนอน และมี fine particle อยู 
(รูปที่ II-1) 

6. สูตรที่ 6  
- สามารถเตรียมเปน damp mass และ wet granule โดยแรงผาน sieve 2 mm. 

เริ่มมีการติดตามใบพัดบาง 
- หลังจากอบแหงแลว เม่ือนํามาเตรียม dry granule โดยผาน sieve 14 mesh 

พบวามีลักษณะเปนตัวหนอนมากกวา สูตรที่ 1 แตก็ยังมี fine particle ปนอยู 
(รูปที่ II-1)  

7. สูตรที่ 7  
- สามารถเตรียมเปน damp mass ได แตเม่ือเตรียมเปน wet granule โดยแรง

ผาน sieve 2 mm. พบวาผานไดยากมาก แตก็ยังงายกวาสูตรที่3 ซ่ึงสารสกัด
จากกากชาชนิดที่ไมใสแปง เน่ืองจากเนื้อ mass เหนียวมาก, ตัวหนอนที่ไดก็
ยาวมาก และ damp mass ติดตามใบพัด 

- หลังจากอบแหงแลว เม่ือนํามาเตรียม dry granule โดยผาน sieve 14 mesh 
พบวามีลักษณะเปนตัวหนอนมากกวา สูตรที่ 1 และ 2 แกรนูลที่ไดมีความแข็ง
มากกวา แตก็มี fine particle ปนอยูมากเชนกัน (รูปที่ II-1) 

8. สูตรที่ 8 
- ไมสามารถเตรียมเปน Damp mass ไดเน่ืองจากเมื่อเติมนํ้าลงไปเพียงเล็กนอย

เน้ือของสารก็เหนียวมากจนไมสามารถผสมใหเขาเปนเนื้อเดียวกันได 
 
วิจารณผลการทดลอง  

การทดลองทั้ง 8 สูตรนี้เพ่ือหาปริมาณสารสกัดสูงสุดที่สามารถดูดซับได พบวาสูตร
ตํารับที่ 1-4 ซ่ึงเปนการศึกษาปริมาณสูงสุดของสารสกัดจากกากชาชนิดไมเติมแปง ที่สามารถ
ตั้งเปนตํารับได โดยเมื่อเพ่ิมปริมาณสารสกัดในตํารับจาก 10 และ 20% เปน 30% พบวา



 

 

31

ปริมาณ fine particle ลดลง แตเม่ือเพ่ิมปริมาณถึง 40% กลับไมสามารถเตรียมเปน damp 
mass ได ทั้งน้ีเปนเพราะเหนียวเกินไป เน่ืองจากสารสกัดจากกากชามีลักษณะเหนียวเม่ือเปยก
นํ้า จึงใหคุณสมบัติเปนสารชวยยึดเกาะ ดังน้ัน %ในตํารับที่เพ่ิมสูงขึ้นก็ทําใหคุณสมบัติในการ
เปนสารชวยยึดเกาะสูงขึ้นเชนกัน จากผลการทดลองจึงสรุปไดวาแปงขาวโพดดูดซับสารสกัดได
สูงสุด 30% 

จากสูตรตํารับที่ 5-8 เปนการการศึกษาปริมาณสูงสุดที่แปงขาวโพดจะดูดซับสารสกัด
จากกากชาชนิดเติมแปง ซ่ึงเม่ือเพ่ิมปริมาณสารสกัดขึ้นเรื่อยๆจาก 10 และ 20% เปน30% 
พบวาปริมาณ fine particle ลดลงแตยังมากกวาเม่ือเปรียบเทียบกับสูตรตํารับ 30% สารสกัด
จากกากชาชนิดไมเติมแปง  และเม่ือเพ่ิมถึง 40% พบวาที่ 40%ของสารสกัดจากกากชาในตํารับ
ไมสามารถเตรียมเปน damp mass ไดเชนกัน  

ดังน้ัน จากการทดลองทั้ง 8 สูตร จึงเลือก สูตรที่ 3 คือ 30%สารสกัดจากกากชา ชนิดไม
เติมแปงมาทําการศึกษาในการทดลองตอไป
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   สูตรที่ 1                                    สูตรที่ 2 

     

    
   สูตรที่ 3            สูตรที่ 5 
 

     
     สูตรที่ 6            สูตรที่ 7 

 
รูปที่ II-1  granule จากสารสกัดนํ้าจากกากชาสูตรที่ 1, 2, 3, 5, 6, 7 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

33

   II.2 เตรียมตํารับแกรนูลของ สารสกัดจากกากชาโดยทดลองสื่อชนิดตางๆ 
โดยเลือก โดยใชสื่อเปน corn starch, tricalcium phosphate และ lactose  ใช PVP K-

90 เปน Binder ใช Isopropyl alcohol (IPA) หรือนํ้า เปนตัวทําละลาย ดังแสดงในตารางที่ II-6 
 
ตารางที่ II-6 สวนผสมของสูตรที่ 9-13  
 

ลําดับ รายการ สูตรที ่ 9 
(g) 

สูตรที ่10 
(g) 

สูตรที ่11 
(g) 

สูตรที ่12 
(g) 

สูตรที ่13 
(g) 

1 สารสกัดจากกากชา 30 30 50 50 50 
2 tricalcium 

phosphate 
35 - - - - 

3 lactose - 40 - - - 
4 corn starch 35 30 48 45 40 
5 นํ้า 12.48 10.05 - - - 
6 PVP K-90 - - 2 5 10 
7 IPA - - 30 30 30 

 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

1. สูตรที่ 9  
- ตัวหนอนที่ไดจากการเตรียม wet granule ยาวมาก เหมือนไสเดือน และ 

damp mass m ไดก็เหนียวมากๆ ทําใหรีดออกมาไดไมหมด จึงไมได อบเพ่ือ
แรงแหงตอไป (รูปที่ II-2) 

2. สูตรที่ 10 
- สามารถเตรียมเปน damp mass และ wet granule โดยแรงผาน sieve 2 mm. 

ไดอยางงาย  
- หลังจากอบแหงแลว เม่ือนํามาเตรียม dry granule โดยผาน sieve 14 mesh 

พบวามีลักษณะเปนตัวหนอนมากกวา สูตรที่ 1 แตก็ยังมี fine particle ปนอยู
เปนพอสมควร (รูปที่ II-2) 

3. สูตรที่ 11 
- สามารถเตรียมเปน damp mass แตไมสามารถเตรียมเปน wet granule ได

เน่ืองจาก ผงรวนมากเกาะตัวกันไดนอยมาก (รูปที่ II-2) 
4. สูตรที่ 12 

- สามารถเตรียมเปน damp mass แตก็ไมสามารถเตรียมเปน wet granule ได
เน่ืองจาก ผงรวนมากเกาะตัวกันไดไมดี ถึงแมจะใช % PVP K-90 เพ่ิมขนแลว
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ก็ตาม และเม่ืออบแหงแลวพอจับดู รวนเปนผงจึงไมไดทําการแรงแหง (รูปที่ II-
2) 

5. สูตรที่ 13 
- สามารถเตรียมเปน Damp mass และ Wet granule โดยแรงผาน sieve 2 

mm. ไดอยางงาย แต ตัวหนอนที่ไดยาวมากเหมือนไสเดือน 
- หลังจากอบแหงแลว เม่ือนํามาเตรียม Dry Granule โดยผาน sieve 14 mesh 

พบวามีลักษณะเปนผงหยาบมากกวาเปนตัวหนอน และมี fine particle อยู 
(รูปที่ II-2) 

 
 

     
    สูตรที่ 9          สูตรที่ 10 
 

    
    สูตรที่ 11           สูตรที่ 12 
 

 
สูตรที่ 13 

 
รูปที่ II-2 granule จากสารสกัดนํ้าจากกากชาสูตรที่ 9, 10, 11, 12, 13 
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 เน่ืองจากแปงขาวโพดมีคุณสมบัตใินการยึดเกาะต่ํา ทําใหแกรนูลที่ไดมีลักษณะเปราะ 
ดังน้ันจึงไดทําการทดลองปรับสตูรโดยใชสารชวยเติมเต็มตวัอ่ืนมาผสมกับแปงขาวโพด โดยสูตร
ตํารับที ่ 9 เปนการคอยๆเติม Tricalcium phosphate จนมีอัตราสวน 50 : 50 และตํารับที ่ 10 
เปนการคอยๆเติม Lactose จนมีอัตราสวน 40 : 30 พบวาไมสามารถเพิ่มความแกรงใหกับ Dry 
granule ไดตามที่ตองการ จึงกลับไปใชแปงขาวโพดเปนสารเติมเตม็เหมือนเดิมโดยเปลี่ยนสาร
ชวยยึดเกาะจากน้ํามาเปน PVP K-90 และใชตวัทําละลายเปน Isopropanol แทนน้ํา เน่ืองจาก
หากใชนํ้าจะทาํให damp mass ที่ไดเหนียวจนไมสามารถผสมได ซ่ึงในการทดลองไดคอยๆเพ่ิม
ปริมาณสารสกัดจากกากชา เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ เน่ืองจากสารสกัดจากกากชาเองเวลาเปยกจะแสดง
คุณสมบัตใินการเปนสารชวยยึดเกาะ แต เม่ือเพ่ิมปรมิาณขึ้นถึง 50% ของสูตรไมสามารถผสม
ใหเปน damp mass เน่ืองจากการยึดเกาะไมดี จึงไดทําการเพิ่มความเขมขนของ % PVP K-90 
จนถึง 10% เพ่ือใหสามารถเตรยีมเปน dry granule ได จากผลการทดลองไมสามารถเตรยีม
เปน dry granule ไดตามตองการ เน่ืองจากเมื่ออบแหงแลว สารผสมที่ไดเสียการยึดเกาะ
กลายเปนผงรวน  
 ดังนั้นจึงกลับไปใชสูตรที่ 3 โดยเปลี่ยนขนาดแรงเพ่ือลดการเกิด fine particle ในขณะ
เตรียม dry granule 
 

II.3 ศึกษาขนาดของ  sieve ที่ใชในการเตรียม wet granule และ dry granule และผล
ตอการเกิด fine particle 

โดยในการศึกษาใชสูตรที่มีสารสกัดจากกากชา 30% ทั้งชนิดเติมแปงและไมเติมแปง  และ
ใช sieve 2 mm. (No.10) ในการเตรียม wet granule เน่ืองจากถาใช sieve 4 mm.(No.8), dam 
mass จะไหลลงมาหมดโดยไมเกิดเปนตัวหนอนเลย หลังจากเตรียม wet granule จึงนําไป
อบแหง ทํา dry granule ไปแรงผาน sieve No. 12, 14, 16 นํ้าแกรนูลที่ไดไปทดสอบ particle 
size distribution  

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง  
จากการศึกษาพบวา 

1. ตํารับทั้ง 2 สูตรที่ใสแปง (สูตรที่ 7) และไมใสแปง (สูตรที่ 3) สามารถลดการเกิด fine 
particle จากการเตรียม dry granule ไดโดยเลือก sieve ที่ใชในการเตรียมใหมีขนาดที่
เล็กกวา ตอนเตรียม wet granule ประมาณ 1 เบอร คือ ผาน sieve 2 mm. (No.10) 
แลวผาน sieve No. 12  

2. ในกรณีที่ใช Sieve No.16 ในการเตรียม dray granule จะเห็นวาขนาดอนุภาคของแกร-
นูลที่ไดมีการกระจายตัวอยางสม่ําเสมอแตก็มี fine particle ในเปอรเซ็นตที่สูงกวาการ
ใชแรงเบอรที่ใหญกวา 

3. เน่ืองจากในตํารับใช corn starch เปนสื่อ จึงใหเกิด fine particle ไดงายเวลาที่ผานแรง
แหงดังน้ันในตํารับจึงควรมีการเติมสารชวนยึดเกาะเพิ่ม เชน เจลลาติน, PVP K-90  
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ผลดังแสดงในตารางที่ II-7 
 
ตารางที่ II-7 นํ้าหนักและเปอรเซ็นตของขนาดอนุภาคหลังจากการเตรียมเปนแกรนูล 

โดยการผานแรงขนาดตางๆ 
 

แกรนูลสารสกัดจากกากชา 
ไมใสแปง (30%) 

แกรนูลสารสกัดจากกากชา 
ใสแปง (30%) 

Dry granule with sieve no. Dry granule with sieve no. 

No. 14 No. 12 No. 16 No. 12 Particle size 
distribution Wt. (g) % w/w Wt. (g) % w/w Wt. (g) % w/w Wt. (g) % w/w 

Fine particle 2.3 5.64 1.93 4.31 6.41 7.03 1.55 3.42 

ขนาดที่ ผาน 
Sieve # 80 

18.74 19.95 6.42 14.36 24.91 27.31 8.93 19.68 

ขนาดที่ ผาน 
Sieve # 40 

22.75 24.22 7.5 17.78 23.23 25.43 9.64 21.25 

ขนาดที่ผาน 
Sieve # 30 

47.13 50.18 28.84 64.53 36.67 40.2 25.24 55.64 

Total 93.92  44.69  91.22  45.36  

% Loss 6.08 5.31 8.78 4.64 
 

 จากการศึกษาเพื่อเลือกใชขนาด sieve ที่เหมาะสมที่จะทําใหเกิด fine particle นอย
ที่สุดในขั้นตอนการเตรียม dry granule และแกรนลูที่ไดสามารถเขากันไดดีกับวตัถุดิบอาหาร
สัตว เน่ืองจากวัตถุดิบอาหารสัตว จะมีขนาดเฉลี่ยที่ 1-3 มิลลเิมตร ซ่ึงอยูในชวง Sieve No.6-18 
(ขอมูลจาก ฝายวิชาการอาหารสัตว, บริษัทเบทาโกรอโกร จํากัด(มหาชน))  
 ในการทดลองไดเลือกใช sieve No. 12, 14 และ 16 ซ่ึงมีขนาด 1.7, 1.4 และ 1.18 
มิลลิเมตร ตามลําดับ  
 ซ่ึงจากการทดลองการเตรยีม dry granule ดวย Sieve No. 12 จะให fine particle นอย
ที่สุด และ Dry granule ทีไ่ด มีขนาดเฉลี่ยประมาณ 1.7 มิลลิเมตร ซ่ึงเปนขนาดที่สามารถเขา
กับวตัถุดิบอ่ืนๆ ไดดี จึงเลอืกเตรียม wet granule ดวย Sieve No. 10 (2.0 มิลลิเมตร) และ
เตรียม dry granule ดวย Sieve No. 12 (1.7 มิลลิเมตร) 
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 การทดลองตอไปจึงเปนการทดลองเพื่อเพ่ิมความแกรงใหกับ Dry granule โดยใช PVP 
K-90 เปนสารชวยยึดเกาะ 
 

II.4  ศึกษาปริมาตรการใชที่เหมาะสมของ 1%w/v PVP K-90  
       เพ่ือใชเปนสารชวยยึดเกาะ ในการเตรียมตํารับแกรนูลของ 30% สารสกัดจากกากชา

ชนิดไมเติมแปง พบวาปริมาณที่เหมาะสมคือ 13 ml/100g (ตารางที่ II-8)  
 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
ผลการทดลองพบวาใช 1% w/v  PUP K-90 13 ml  ไดผลดีที่สุด (ตารางที่ II-8)  

 
ตารางท่ี II-8 แสดงปริมาตรที่เหมาะสมของ 1%w/v PVP K-90 เม่ือใชเปนสารชวยยึดเกาะใน

ตํารับ 
 

สารผสม 
100 กรัม 

1%w/v 
PVP K-
90 (mL.) 

ผลที่ได 

5 ปริมาตรทีใ่ชในตํารับยังไมเพียงพอในการเปนสารชวยยึดเกาะ 
Damp mass ที่ไดเม่ือผานแรงเปยกก็จะไหลงาย และเม่ืออบแหง
แลวก็คลายผงรวนๆ ไมสามารถนํามาแรงแหงตอได 

10  ปริมาตรทีใ่ชในตํารับสามารถให Damp mass แตเม่ือนําไปผาน
แรงเปยกก็ยังคงไหลงาย และเม่ืออบแหงแลวนํามาผานแรงแหง
แกรนูลที่มีลักษณะเปนผงหยาบมากกวาเปนแกรนูล 

 (ส
าร
สก

ัดจ
าก
กา
กช

า 3
0%

+แ
ปง

ขา
วโ
พด

 70
%)

 
 

11 ปริมาตรทีใ่ชในตํารับสามารถให Damp mass แตเม่ือนําไปผาน
แรงเปยกก็ยังคงไหลงาย และเม่ืออบแหงแลวนํามาผานแรงแหง
แกรนูลที่มีลักษณะเปนแกรนูลมากขึ้น แตก็ยังมีผงหยาบมากอยู 
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ตารางท่ี II-8 แสดงปริมาตรที่เหมาะสมของ 1%w/v PVP K-90 เม่ือใชเปนสารชวยยึดเกาะใน
ตํารับ (ตอ) 
 

 
 จากการศึกษาเพื่อหาปริมาตรที่เหมาะสมของสารชวยยดึเกาะเพิ่มเตมิ โดยนําสูตรที่ 3 
มาทําการศึกษาตอ เน่ืองจากเมื่อเปรียบเทียบกับ สูตรทีใ่ชสารสกัดจากกากชาชนิดเติมแปง 
30% สารสกัดชนิดไมเตมิแปงจะใหสารสําคัญที่มีปริมาณสูงกวา สารชวยยดึเกาะเพิ่มเตมิที่
นํามาศึกษา คือ 1%w/v PVP K-90 เน่ืองจาก ตองการใชสารชวยยึดเกาะที่มีประสิทธิภาพดี ใช
ปริมาณนอย  

สารผสม 
100 กรัม 

1%w/v 
PVP K-
90 (mL.) 

ผลที่ได 

12  ปริมาตรทีใ่ชในตํารับสามารถให Damp mass เม่ือนําไปผานแรง
เปยก ใหตวัหนอนที่คอนขางยาว และเม่ืออบแหงแลวนํามาผาน
แรงแหงแกรนูลที่มีลักษณะเปนแกรนูลที่ดีขึ้น แตก็ยังมีผงหยาบปน
อยู 

13 ปริมาตรทีใ่ชในตํารับสามารถให Damp mass เม่ือนําไปผานแรง
เปยกจะใหตัวหนอนที่ยาว มี Damp mass ติดตามใบพัดบาง และ
เม่ืออบแหงแลวนํามาผานแรงแหงแกรนูลที่ไดมีลักษณะเปน
แกรนูลมากขึน้ มีผงปนนอยลง 

14 ปริมาตรทีใ่ชในตํารับสามารถให Damp mass เม่ือนําไปผานแรง
เปยกจะใหตัวหนอนที่ยาว มี Damp mass ติดตามใบพัดพอสมควร 
และมี Damp mass เขาไปอุดตามรูของแรงมาก จนตัวหนอนชวง
ทายเล็กลง  และเม่ืออบแหงแลวนํามาผานแรงแหงแกรนูลที่ไดมี
ลักษณะเปนแกรนูลมากขึ้น แตก็ยังมีผงหยาบปน 

15 ปริมาตรทีใ่ชในตํารับสามารถให Damp mass เม่ือนําไปผานแรง
เปยกจะใหตัวหนอนที่ยาว แต Damp mass ติดตามใบพัดมาก 
และอุดตันตามรูของแรงจน ผานไดไมหมดเม่ืออบแหงแลวนํามา
ผานแรงแหงแกรนูลที่ไดมีลกัษณะเปนแกรนูลมาก ขึ้น 

สา
รส
กัด

จา
กก

าก
ชา

 30
%+

แป
งข
าว
โพ

ด 
70

%)
 

 

20 ปริมาตรทีใ่ชในตํารับสามารถให Damp mass ที่สวยแตเม่ือนํามา
ผานแรงเปยกแลวไมสามารถผานไดจนหมดเนื่องจาก Damp 
mass เม่ือโดนบดดวยใบพดัจะยิ่งเหนียวติดใบพัดจนไมสามารถ
หมุนตอได และทําใหรูของแรงเกิดการอุดตัน 
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 โดยทดลองเพิ่มปริมาณจาก 5 ถึง 20 มิลลิลติร และพบวาปริมาณที่เหมาะสมในการ
เตรียมตํารับคอื 13 มิลลิลติร เน่ืองจากให dry granule ที่แกรงมากขึน้ และมี fine particle นอย
มาก  
 ดังน้ันจึงใชสูตรที่เหมาะสมสําหรับการผลิตผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตว ซ่ึงประกอบดวย 
30% สารสกัดจากกากชาชนิดไมเติมแปง และใชแปงขาวโพดเปนสื่อ 1%w/v PVP K-90 เปน
สารชวยยึดเกาะ จึงนํามาศึกษาความคงตัวของตํารับตอไป 
 
III. การศึกษาคุณสมบัติของผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตวจากกากชา 
     III.1 การวิเคราะหหาคา antioxidant ของผลิตภัณฑ 

วิเคราะหหา antioxidant ของตํารับผลิตภัณฑโดยทําการวิเคราะหเชนเดียวกับวัตถุดิบ วิธี
วิเคราะหตามหัวขอ II และ III (part I)  
 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 การศึกษาพบวาผลิตภัณฑมี IC50 และปริมาณ antioxidant ดังตาราง 
 
ตารางที่ II-9  คา antioxidant (IC50) และปริมาณ antioxidant ของผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตว

จากกากชา 
 

ตัวอยาง 

DPPH 
scavenging 

activity 
(IC50, µg/ml) 

ปริมาณของ antioxidant 
ในผลิตภัณฑ (1 มก. ) 
เทียบเปน Trolox (มก.) 

ปริมาณของ antioxidant 
ในผลิตภัณฑ (1 มก. ) 
เทียบเปน (+)-catechin 

hydrate (มก.) 
ผลิตภัณฑ lot 1 24.372 ±1.041 0.231 ± 0.006 0.150 ±0.106 
ผลิตภัณฑ lot 2 26.238 ±1.343 0.202 ±0.014 0.113 ±0.246 
ผลิตภัณฑ lot 3 22.896 ±0.134 0.239 ±0.015 0.164 ±0.258 

Trolox 4.77 ±0.076 - - 
(+)-catechin hydrate 2.74 ±0.014 - - 

 
    III.2  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดสารสําคัญออกจากผลิตภัณฑเสริมอาหาร
สัตวเพื่อทําการวิเคราะหหาปริมาณ total catechin ของผลิตภัณฑ 

 เพ่ือทําการวิเคราะหหาปริมาณ total catechin ในตํารับผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตวจาก
กากชา การทดลองโดยชั่งนํ้าหนักผลิตภัณฑใหได 30 มก. นําไปละลายดวยน้ําและอุลตราโซนิค
ที่เวลาตางๆ กัน คือ 5, 10, 15 และ 20 นาที ตามลําดับ ในแตละการทดลองทําสามซ้ํา จากนั้น
นําไปวิเคราะหโดย HPLC ตามวิธีเดียวกับการวิเคราะหวัตถุดิบ (part I ขอ I.3)  
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

เน่ืองจากในผลิตภัณฑประกอบดวยสารสกัดน้ําจากกากชา 30% โดยน้ําหนัก เม่ือ
คํานวณกลับไปก็จะได percent recovery ดังแสดงในตารางที่ II-10  จากการทดลองพบวาการ
สกัดโดยวิธีอุลตราโซนิคเปนเวลา 20 นาที สามารถสกัดสารสกัดออกมาจากผลิตภัณฑได รอย
ละ 97.25 

 
ตารางที่ II-10 ปริมาณ total catechin ที่สกัดออกจากผลิตภัณฑโดยการสกัดดวยอุลตราโซนิค 
ที่เวลาตางๆ โดยในแตละการทดลองทําการวิเคราะห 3 ซํ้า 
 

% (w/w) วิธีการสกัด 
C EC EGCG ECG 

Total catechin 
% (w/w) % recovery 

5 min 1.0725 0.9370 0.4685 0.8247 3.3027 85.56 
10 min 1.0757 0.9195 0.4759 0.8829 3.3541 86.89 
15 min 1.0824 0.9213 0.4710 0.8870 3.3617 87.09 
20 min 1.2689 0.9512 0.5648 0.9688 3.7538 97.25 

Catechin (C), Epicatechin (EC), Epigallocatechin gallate (EGCG), Epicatechin gallate (ECG) 
 

IV. การศึกษาความคงตัวของตํารับ 
 ทําผลิตภัณฑ granule ที่ได pack ใสถุง foil และเก็บไวที่อุณหภูมิหอง และ 45°C  นํา
ตัวอยางมาวิเคราะหทุกเดือนเปนเวลา 4 เดือน โดยประเมินผลการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ
และสารสําคัญ 
 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
      IV.1 การศึกษาความคงตัวทางกายภาพของตํารับ 
     เตรียมตํารับ แกรนูลของสารสกัดจากกากชาชนิดไมเติมแปง(30%)  โดยใช 1% PVP 
K90 13 ml/100g เปนสารชวยยึดเกาะในตํารับ เพ่ือทําการศึกษาความคงตัวของตํารับ และ
ทําการศึกษาคุณลักษณะทางกายภาพ ของแกรนูลที่ได ดังน้ี 

1. ลักษณะของแกรนูลที่ได มีลักษณะเปนแกรนูลที่มีการกระจายขนาดของแกรนูลสวน
ใหญ (80%) อยูในชวง 30-40 Mesh ดังตารางที่ II-11 
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    ตารางที่ II-11 การกระจายขนาดอนุภาคของแกรนูลที่เตรียมได 

Sieve size Wt. (g.) % w/v 

Fine particle 2.5 2.52 
Sieve # 80 12.84 12.97 
Sieve # 40 19.84 20.03 
Sieve # 30 63.85 64.48 

Total 99.03  
 

2. คุณสมบัติในการไหล (Flowability by repose of angle) จากการวัด ความสูงและ
รัศมีของกอง 3 ครั้ง คาเฉลี่ย คือ 30.20 ซ่ึงจัดอยูในชวงของ Mildly cohesive ดังแสดงในตาราง
ที่ II-12 

 
 ตารางที่ II-12 คาในการทดสอบคุณสมบัติในการไหลของแกรนูลของสารสกัดจากกาก
ชาชนิดไมเติมแปง (30%)   
 

ครั้งที ่ ความสูงของกอง รัศมีของกอง (เฉลี่ย) θ 
1 4.1 7.16 29.80 
2 4.2 7.10 30.61 
3 4.1 7.05 30.18 

คาเฉลีย่ 30.20 
 

3. การศึกษา loss on drying และ moisture content  
ผลการศึกษาของตัวอยางที่สุมมาจํานวน 10 ตัวอยาง โดยคา loss on drying คือ 

5.22 ± 0.32% และ คา moisture content คือ 5.51±0.35% (ตารางที่ II-13 ) 
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ตารางที ่ II-13  ปริมาณ % LOD และ % moisture content ของแกรนูลของสารสกัดจาก

กากชาชนิดไมเติมแปง (30%)   
 No W (g) W1 (g) W2 (g) %LOD %Moisture content 

1 53.4560 54.5074 54.4492 5.5355 5.8598 
2 52.7670 53.7353 53.6798 5.7317 6.0802 
3 54.8908 55.9481 55.8895 5.5424 5.8676 
4 49.6715 50.6049 50.5568 5.1532 5.4332 
5 55.7775 56.7713 56.7215 5.0111 5.2754 
6 59.2662 60.2528 60.2041 4.9361 5.1925 
7 53.1119 54.1269 54.0784 4.7783 5.0181 
8 54.3281 55.3335 55.2798 5.3412 5.6425 
9 51.7953 52.8037 52.7542 4.9088 5.1622 
10 53.6156 54.6199 54.5668 5.2873 5.5824 
   Average 5.2226 5.5114 
   SD 0.3171 0.3532 
   %RSD 6.0721 6.4090 

 
4. การศึกษาความคงตัวเปนเวลา 4 เดือน เม่ือเก็บไวที่อุณหภูมิหองและท่ีอุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส 
ผลการศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของแกรนูลที่เก็บไวที่ 2 สภาวะคือ อุณหภูมิหอง

และที่ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสสภาวะละ 3 ตัวอยาง แสดงใน ตารางที่ II-14 
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 ตารางที่ II-14  ปริมาณ % LOD, % moisture content, Flowability และ Color ของ
แกรนูลของสารสกัดจากกากชาชนิดไมเติมแปง (30%) เม่ือเวลาผานไป 4 เดือน  
 

Month อุณหภูมิหอง

0 1 2 3 4 
%LOD 5.22 ± 0.32 5.63 ± 0.13 6.72 ± 0.05 7.25 ± 0.05 7.54 ± 0.008 

%Moisture 
content 

5.51 ± 0.35 
 

5.97 ± 0.15 
 

7.21 ± 0.06 
 

7.82 ± 0.06 8.16 ± 0.01 

Flowability Mildly 
cohesive, 
(θ = 30.2) 

Mildly 
cohesive, 
(θ = 29.8) 

Free flow, 
(θ = 29.6) 

 

Free flow, 
(θ = 28.8) 

Free flow, 
(θ = 28.1) 

Color Slightly dark 
Brown 

Slightly dark 
Brown 

Slightly dark 
Brown 

Slightly dark 
Brown 

Slightly dark 
Brown 

Month อุณหภูมิ 
45 องศา
เซลเซยีส 0 1 2 

3 4 

%LOD 5.22 ± 0.32 5.15 ± 0.03 5.39 ± 0.05 5.50 ± 0.06 5.78 ± 0.03 
%Moisture 

content 
5.51 ± 0.35 

 
5.43 ± 0.04 

 
5.70 ± 0.05 

 
5.82 ± 0.07 6.14 ± 0.04 

Flowability Mildly 
cohesive, 
(θ = 30.2) 

Free flow, 
(θ = 29.8) 

 

Free flow, 
(θ = 29.7) 

 

Free flow, 
(θ = 29.8) 

Free flow, 
(θ = 29.6) 

Color Slightly dark 
Brown 

Slightly dark 
Brown 

Slightly dark 
Brown 

Slightly dark 
Brown 

Slightly dark 
Brown 

 
   จากการศึกษาความคงตัวของแกรนูลสารสกัดจากกากชาชนิดไมเติมแปง (30%) เปน

เวลา 4 เดือน โดยการศึกษาจากคา loss on drying แสดงในกราฟรูปที่ II-3 และคา 
moisture content แสดงในกราฟรูปที่ II-4 โดยการ  plot ระหวาง %LOD และเวลา สามารถ
สรุปผลไดวา 
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1. ในการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหองนั้นแกรนูลจะมีคา loss on drying และคา moisture 
content ที่เพ่ิมสูงขึ้นเรื่อยๆ เน่ืองจากความชื้นที่มีอยูภายในหองผานเขาไปในภายในถุง
ฟอลยที่ใชในการเก็บรักษาได อีกทั้งความชื้นที่เพ่ิมขึ้นจะถูกดูดซับโดยสารสกัดจากกาก
ชาในตํารับเน่ืองจากสารสกัดจากกากชาสามารถดูดความชื้นได ตามขอมูลเม่ือเก็บสาร
สกัดจากกากชาที่อุณหภูมิหองนาน 4 เดือน สารสกัดจะมี คา %loss on drying และคา 
Moisture content เปน 5.59 ± 0.04% และ 5.92 ± 0.05% ตามลําดับ ซ่ึงมีคาเพิ่มขึ้น
จากเดิม คือ 3.28 ± 0.06% และ 3.39 ± 0.07% ตามลําดับ ดังน้ันในการปองกัน
ความชื้นถุงฟอลยที่ใชควรตองใชถุงที่คุณภาพสูงขึ้น และปองกันความชื้นไดดีวาที่ใช
ทั่วไปในโรงงานผลิตอาหารสัตว 

2. ในการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสนั้น  คา loss on drying และคา moisture 
content  มีแนวโนมที่เพ่ิมสูงขึ้นเชนกันแตก็นอยกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 
เน่ืองจากในการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสนั้น เปนสภาวะที่มีความชื้นคงที่ 
(50%RH) จึงทําใหโอกาสในการดูดความชื้นของแกรนูลนอยกวาเม่ือเทียบกับการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิหอง   

 
 

รูปที่ II-3 กราฟแสดงคา %LOD ของแกรนูลสารสกัดจากกากชาชนิดไมเติมแปง (30%) เม่ือเก็บ
นาน 4 เดือน ที่อุณหภูมิหองและที่อุณหภูมิ 45°C 
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รูปที่ II-4 กราฟแสดงคา Moisture content ของแกรนูลสารสกัดจากกากชาชนิดไมเติมแปง 
(30%) เม่ือเก็บนาน 4 เดือน ที่อุณหภูมิหองและที่อุณหภูมิ 45°C 
 
3. เม่ือความชื้นเพ่ิมขึ้นทําใหคุณสมบัติในการไหลของแกรนูลดีขึ้นจากเดิมเล็กนอย คือ จาก 

Mildly cohesive เปน free flow (เห็นไดจากคา θ ที่ลดลงเล็กนอย) เน่ืองจากเมื่อแกรนูลมี
ความชื้นที่เพ่ิมขึ้นทําใหผิวสัมผัสระหวางกรวยที่ใชในการทดลองและแกรนูลมีความฝดลดลง  

4. ความแตกตางระหวางอุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษา และ ความชื้นที่เพ่ิมขึ้นไมมีผลตอสีของ
แกรนูล ซ่ึงตลอดระยะเวลา 4 เดือน สีของแกรนูลยังคงเปนสีนํ้าตาล  

 
IV.2 การศึกษาความคงตัวของสารสําคัญในตํารับผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตวจากกาก

ชา 
         IV.2.1 ความคงตัวของ  catechin ในผลิตภัณฑ 

ความคงตัวของตํารับผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตวจากกากชาทําที่อุณหภูมิหอง และที่
สภาวะเรง (45 °C) ที่เวลา 0, 1, 2, 3 และ 4 เดือนตามลําดับ วิเคราะหหาความคงตัวของ total 
catechin ในผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตวโดยใช HPLC ในสภาวะเดียวกับการวิเคราะหวัตถุดิบ 
(part I ขอ I.3) และใชสภาวะการสกัดตามขอ III.2.2.1 โดยการอุลตราโซนิคเปนเวลา 20 นาที 
นําไปปรับปริมาตรเปน 5 มล. centrifuge ที่ 12,000 รอบ/นาที แลวจึงกรองดวย syringe filter 
ขนาด 0.2 ไมครอน กอนที่จะนําไปวิเคราะหดวย HPLC โดยแตละตัวอยางทําการทดลอง 3 ซํ้า 
ปริมาณ total catechin ของผลิตภัณฑที่เวลาตางๆแสดงในตารางที่ II-15  

ความคงตัวของ catechin ในผลิตภัณฑแสดงในกราฟรูปที่ II-3 โดย plot ระหวาง % of 
total catechin (โดยคิดที่ เดือนที่ 0 เปน 100 %) และเวลา พบวาเม่ือเวลาผานไปแนวโนมของ
ปริมาณ total catechin ในผลิตภัณฑมีปริมาณลดลง ในเดือนที่ 4 หลังจากการศึกษาความคงตัว
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พบวาที่อุณหภูมิหอง ปริมาณ total catechin ลดลงไป รอยละ 8.82 ในขณะที่ที่สภาวะเรง 
(45°C) ปริมาณ total catechin ในตํารับผลิตภัณฑลดลงไป รอยละ 29.30 
 

ตารางที่ II-15 ปริมาณ total catechin ของผลิตภัณฑที่เวลาตางๆ 
 

Month อุณหภูมิหอง 
 0 1 2 3 4 

C 1.269 ±0.053 1.219 ±0.004 1.207 ±0.030 1.152 ±0.023 1.125 ±0.038 
EC 0.951 ±0.050 0.961 ±0.031 0.928 ±0.035 0.915 ±0.005 0.904 ±0.039 

EGCG 0.565 ±0.041 0.516 ±0.040 0.538 ±0.015 0.531 ±0.014 0.525 ±0.006 
ECG 0.969 ±0.048 0.871 ±0.022 0.881 ±0.008 0.877 ±0.026 0.868 ±0.013 

Total catechin 
(% w/w) 3.754 ±0.183 3.567 ±0.071 3.554 ±0.078 3.476 ±0.054 3.423 ±0.092 

% ท่ีคงเหลือ 100.00 95.02 94.67 92.59 91.18 

Month 
อุณหภูมิ 
45 องศา
เซลเซียส 0 1 2 3 4 

C 1.269 ±0.053 0.933 ±0.013 0.887 ±0.029 0.854 ±0.012 0.806 ±0.028 
EC 0.951 ±0.050 0.753 ±0.017 0.727 ±0.026 0.706 ±0.033 0.680 ±0.017 

EGCG 0.565 ±0.041 0.515 ±0.006 0.514 ±0.031 0.467 ±0.023 0.461 ±0.017 
ECG 0.969 ±0.048 0.764 ±0.020 0.751 ±0.004 0.733 ±0.004 0.708 ±0.006 

total catechin 
(% w/w) 3.754 ±0.183 2.966 ±0.028 2.880 ±0.077 2.760 ±0.059 2.054 ±0.052 

% ท่ีคงเหลือ 100.00 79.01 76.72 73.52 70.70 

Catechin (C), Epicatechin (EC), Epigallocatechin gallate (EGCG), Epicatechin gallate (ECG) 
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รูปที่ II-5 กราฟแสดงความคงตัวของตํารับผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตวจากกากชา plot ระหวาง 
percentage of total catechin กับเวลาเดือนที่ 0, 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับ 

 
IV.2.1 ความคงตัวของสาร antioxidant ในผลิตภัณฑ 

   โดยวิเคราะห DPPH scavenging activity (IC50) และความเปน antioxidant ดัง
ตารางที่ II-16 และเปรียบเทียบรอยละของ DPPH scavenging activity ที่เหลือในผลิตภัณฑดัง
ตารางที่ II-17 แนวโนมของความคงคัวของฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในผลิตภัณฑแสดงในรูปที่ II-6 
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ตารางที่ II-16 ปริมาณสาร antioxidant ของตํารับผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตว 
DPPH 

scavenging 
activity 

 

ปริมาณของ antioxidant 
เปรียบเทียบกับ Trolox (มก.) 

ปริมาณของ antioxidant 
เปรียบเทียบกับ 

(+)-catechin hydrate (มก.) 
ตัวอยาง 

IC50 ( µg/ml) 

ปริมาณของ 
antioxidant ใน
ตํารับ (มก.) 

 

% ท่ีเหลือ 
ปริมาณของ 

antioxidant ใน
ตํารับ  (มก.) 

% ท่ีเหลือ 

อุณหภูมิหอง 
0 month 29.496 ±1.574 0.491 ±0.018 100.000 0.4453 ±0.021 100.000 
1 month 28.525 ±2.275 0.535 ±0.012 108.799 0.5129 ±0.014 115.258 
2 month 26.396 ±1.581 0.672 ±0.023 136.623 0.6724 ±0.027 151.106 
3 month 21.763 ±3.690 0.786 ±0.009 159.788 0.7407 ±0.011 166.459 
4 month 21.316 ±1.879 0.873 ±0.016 177.371 0.8403 ±0.019 188.840 

สภาวะเรง 
0 month 29.496 ±1.574 0.491 ±0.018 100.000 0.4453 ±0.021 100.061 
1 month 27.089 ±0.579 0.531 ±0.012 107.855 0.494 ±0.013 110.906 
2 month 21.110 ±1.840 0.630 ±0.047 127.950 0.578 ±0.054 129.890 
3 month 20.688 ±0.377 0.852 ±0.038 173.086 0.834 ±0.044 187.341 
4 month 19.591 ±0.531 0.923 ±0.025 187.585 0.900 ±0.028 202.205 
Trolox 4.77 ±0.174 - - - - 

(+)-catechin hydrate 9.83 ±0.082 - - - - 
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รูปที่ II-6  ปริมาณ antioxidant ของผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตว ที่อุณหภูมิหองและ

สภาวะเรง เม่ือเก็บไวที่ 1, 2, 3 และ 4 เดือน เม่ือคิดเปน Trolox 

ระยะเวลา
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รูปที่ II-7 ปริมาณ antioxidant ของตํารับผลิตภัณฑเสริมอาหารสัตว ที่ระยะเวลา 0, 1, 

2, 3 และ 4 เดือนเม่ือเก็บไวที่อุณหภูมิหองและสภาวะเรง เม่ือคํานวณเปน (+)-catechin 
hydrate  
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จากการศึกษาความคงตัวของสาร antioxidant พบวามี antioxidant ในผลิตภัณฑ

เพ่ิมขึ้นเม่ือเวลาผานไป ในเดือนที่ 4 หลังจากการศึกษาความคงตัวโดยปริมาณ antioxidant 
เพ่ิมจาก 100% เปน 188.84 และ 202.205%  ที่อุณหภูมิหองและ ที่สภาวะเรง (45°C) 
ตามลําดับ การที่ปริมาณ catechin และอนุพันธลดลงแตฤทธิ์ antioxidant เพ่ิมขึ้นแสดงวาสารที่
ไดจากการสลายตัวยังมีคุณสมบัติเปน antioxidant อยูและการนําไปใชประโยชน โดยใชเปน 
antioxidant เปนมาตรฐานจึงยังใชได 

จากขอมูลการวิคราะหปริมาณ Total catechin ในแกรนูลสารสกัดจากกากชาชนิดไม
เติมแปง (30%) สามารถสรุปผลไดวา 
1. จากผลการวิเคราะห %Total catechin ในแกรนูลสารสกัดจากกากชาชนิดไมเติมแปง (30%) 

เม่ือเก็บไวที่อุณหภูมิหองและที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จะเห็นวาปริมาณ %Total 
catechin แสดงแนวโนมลดลงในการเก็บทั้ง 2 สภาวะ โดยการเก็บที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส %Total catechin จะลดลงมากกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 

2. จากขอมูลเปรียบเทียบปริมาณ %Total catechin, คา Loss on drying และคา moisture 
content จากการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง และอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สามารถสรุปได
วา อุณหภูมิในการเก็บรักษามีผลตอการลดปริมาณ %Total catechin มากกวาปริมาณ
ความชื้น 

3. ดังนั้นควรทําการศึกษาตอเน่ืองในเดือนที่ 6, 9, 12, 18 และ 24 เพ่ือศึกษาการลดลงของ
ปริมาณ %Total catechin เม่ือทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง เพ่ือการประเมินวาในการ
เก็บรักษานั้นอาจตองทําการเคลือบแกรนูลของสารสกัดจากกากชาหรือไมในกรณีที่ตองการ
ผลจาก catechin และอนุพันธ แตถาตองการผลจากการเปน antioxidant อาจไมจําเปน 

4. จากการศึกษาชี้ใหเห็นวาบรรจุภัณฑที่ใชในการศึกษายังไมดีพอที่จะปองกันผลิตภัณฑ ควร
เปนถุงคุณภาพดีขึ้นเชน หนาขึ้น หรือเคลือบหนาขึ้น หรืออาจจะตองเคลือบแกรนูลหนาขึ้น 
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Part III 

การทํากรอบวิจัยใหม 
 

I. การทํากรอบวิจัยเรื่องเปลือกผิวสม 
 
เน่ืองจากบริษัท Tipco ไดเสนอโจทยวิจัยการใชประโยชนจากวัสดุเหลือใชจากโรงงาน

นํ้าผลไม และผลไมกระปอง โดยขอใหดูความเปนไปไดเรื่องของกากสมเขียวหวาน และ
สับปะรดกระปอง  ทางสํานักงานไดดําเนินการตรวจสอบขอมูล และประเมินความเปนไปไดใน
เรื่องการนํา Waste product มาใชประโยชน พบความเปนไปไดในดานตางๆ ดังน้ี 
 1.  เปลือกสมใชเปนอาหารสัตว   โดยใชเลี้ยงปศุสัตว แตพบวาการใชกากสมสดมี
ปญหาในดานการขนสงและการเนาเสียระหวางการเก็บรักษา  เน่ืองจากกากสมสดมีนํ้าเปน
องคประกอบสูง จึงมีการบีบเอาน้ําออกทําเปนผลิตภัณฑขายเปนอาหารสัตว และนํ้าที่ไดจาก
การบีบซ่ึงพบวามีปริมาณน้ําตาลสูงยังสามารถนําไปใชผลิตแอลกอฮอลไดอีกดวย 
 2.  นํ้ามันหอมระเหยจากเปลือก  ผิวเปลือกพืชตระกูลสมมีตอมนํ้ามันจํานวนมากและ
ภายในตอมนํ้ามันนี้มีนํ้ามันหอมระเหยเปนหลักซึ่งนับวาเปน  by-product ที่มีความสําคัญใน
ดาน  
  -  เปนสารให flavor ในน้ําสม 
  -  ใชฆาเชื้อบิดในสัตวปก 
  -  personal care, perfume  
  -  food & beverage 
 3.  d-Limonene   พบมากในน้ํามันจากเปลือกพืชตระกูลสม โดย d-Limonene แยกได
จากนําน้ํามันที่ไดจากการบีบ หรือไดจาก citrus waste streams   d-Limonene สามารถ
นํามาใชประโยชนในดานการเปน feed stock for adhesives, degreasers, flavor, cleaners, 
solvent or diluents for the flavors (Goodrich R.M., 2006) 
 4.  Flavonoid & Limonoid   เปนองคประกอบหลักของสมซ่ึงมีประโยชนในดาน
ผลิตภัณฑเพ่ือสุขภาพเนื่องจากมีฤทธตานอนุมูลอิสระและฤทธิตานมะเร็ง 
 
 จากการเดินทางไปสํารวจที่โรงงานเพื่อดูการผลิตและเก็บตัวอยาง มาทดลองศึกษา
ความเปนไปได โดยทําการทดลองเบื้องตนตอไปน้ี 
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การสกัดนํ้ามันหอมระเหย และ flavonoids จากกากสม 
 การศึกษานี้เปนการหาปริมาณสารสกัดเบื้องตนและหาปริมาณน้ํามันหอมระเหยจาก
กากสมในอุตสาหกรรมเครื่องด่ืม โดยทําการหาปริมาณสารสกัดเบื้องตนและน้ํามันหอมระเหย
ทั้งจากกากเปลือกสม (peels) และน้ําทิ้งจากกากสม (molases) 
 

ตัวอยางกากสม  
1. กากสมที่ออกจากเครื่องคั้นทางหนาเครื่อง (4.5 kg) 
2. กากสมหลังเครื่องคั้น (2.0 kg) 
3. นํ้าเปลือกหลังเครื่องเปนนํ้าที่ไดจากขอ 2 มาบีบ (1 L) 
4. นํ้าสายยางหนาหนาเครื่องคือนํ้าสมที่หกออกมาจากหนาเครื่อง (1 L) 
5. นํ้าเปลือกไหลลงจากสกูรคอนเวยเยอรกอนสงลงสายพานทิ้ง (1 L) 
 

วิธีทดลอง 
1. การเตรียมสารสกัดเบื้องตน 
    1.1 กากสม  

1. กากที่ไดนํามาชั่งนํ้าหนัก และหมักดวย ethyl acetate 1 คืน 
2. กรองเอากากออก แลวนําไปหมักอีก โดยเปลี่ยน  ethyl acetate ทุกวันจนกวาจะใส  

เริ่มแรกในน้ําหมัก ethyl acetate ยังมี  pectin ออกมามากทําใหไมสามารถกรองไดจึง
ตองตกตะกอนออกกอนดวย ethanol  

3. หลังจากกรองนําน้ําหมักไประเหยเอา ethyl acetate ออก 
4. ชั่งนํ้าหนักสารสกัด 

 
    1.2  นํ้าสม 

1. นําน้ําคั้นที่ไดมา centrifuge ที่ 8,000 rpm, 4 °C เปนเวลา 10 นาที จะไดสามสวนคือ 
สวนที่เปนน้ํา, สวนที่เปนตะกอน, และสวนที่เปนนํ้ามันหอมระเหย 

2. แยกสวนของน้ํามันหอมระเหยออกมาดวย  pasteur pipette และบันทึกปริมาตรของ
นํ้ามัน 

3. สวนที่เปนน้ํา นํามา partition ดวย ethyl acetate จนใสแลวนําชั้น ethyl acetate ไป
ระเหยเอา ethyl acetate ออก ทิ้งชั้นนํ้า แลวบันทึกน้ําหนัก 

4. สวนตะกอนนําไปละลายดวย ethyl acetate แลวนํามากรองกอนที่จะนําไประเหยเอา 
ethyl acetate ออก ทิ้งสวนตะกอนที่ได  

 
สรุปขั้นตอนการสกัดสารสกัดเบื้องตนจากกากอุตสาหกรรมน้ําสมดังรูปที่ III.1 
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 รูปที่ III-1  แผนภูมิแสดงการแยกน้ํามันหอมระเหยและ limonoids จากกากสม (A: สาร
สกัดที่ไดจากการหมัก, B: สารสกัดที่ไดจากการ partition, C: สารสกัดที่ไดหลังจากการละลาย
ตะกอน, D: นํ้ามันหอมระเหย) 

 
2. TLC analysis 
 เปรียบเทียบสารสกัดดวย Thin layer chromatography โดยใช silica gel GF254 
aluminium sheet (Merck Inc.) และ dichloromethane: methanol (95:5) เปน developing 
solvent ละลายสารสกัด A, B และ C (จากรูปที่ III-1) ใน methanol  ใหไดความเขมขน  10 
mg/ml หลังจากนั้นนํามา  4 µl  แลว spot ลงบน TLC plate  
 
ผลการทดลอง 

1. ปริมาณสารสกัดและน้ํามันที่ไดจาก waste สวนตางๆของโรงงานผลิตนํ้าสมแสดง
ในตารางที่ III-1  
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ตารางที่ III-1 ปริมาณสารสกัดเบื้องตน และน้ํามันหอมระเหยที่ไดจากกาก และน้ําทิ้ง 

ตัวอยาง น้ํามันหอมระเหย 
สารสกัดที่ไดจากการ 

partition 

สารสกัดที่ได
หลังจากการละลาย

ตะกอน ethyl 
acetate soluble 

ออก 

สารสกัดที่ไดจาก
การหมัก 

 ปริมาณ
(ml) 

Yield 
(% v/v) 

ปริมาณ
(g) 

Yield 
(% w/v) 

ปริมาณ
(g) 

Yield 
(% w/v) 

ปริมาณ
(g) 

Yield (% 
w/w) 

กากหนาเครื่อง (1)       28.07 0.62 
กากหลังเคร่ือง (2) -  -  -  12.87 0.64 
น้ําคั้นเปลือกหลังเคร่ือง (3) 10 1 1.32 0.132 14.24 1.42  - 
น้ําสายยางหนาเครื่อง (4) 7.8 0.78 1.41 0.141 2.69 0.27  - 
น้ําเปลือก-เพลาจาก  
screw conveyer (5) 

- 
 

0.61 0.061 3.74 0.37 
 

- 

 
  
2. การตรวจสอบดวย TLC พบวา ในสารสกัดมี flavonoid หลายชนิดในทุกสวน และที่

มีมากคือสารากัด ethylacetate กากหลังเครื่อง (รูปที่ III-2) 
 

 
 
 รูปที่  III-2  TLC pattern ของสารสกัดจากสวนตางๆ ของกากสม 
Lane 1:  EtOAc partition น้ําเปลือก 3B, 2: EtOAc partition น้ําหนาเครื่อง 4B, 3: EtOAc partition น้ําหลัง
เครื่อง 5B, 4: ตะกอนจากน้ําเปลือกที่ละลายใน EtOAc 3C, 5: ตะกอนจากน้ําหนาเครื่องที่ละลายใน EtOAc 
4C, 6: ตะกอนจากน้ําหลังเคร่ืองน้ําหลังเคร่ืองที่ละลายใน EtOAc 5C, 7: สารสกัด EtOAc จากกากหนาเครื่อง 
1A, 8: สารสกัด EtOAc กากหลังเคร่ือง 2A, Q: Quretin 
 



 

 

55

สรุปการศึกษาเบื้องตนไดดังน้ี 
 1.  เปลือกหลังเครื่อง (2) จะยังมีทั้งนํ้ามันหอมระเหย และ flavonoids อยูจํานวนมาก 
 2.  จากการนําเปลือกหลังเครื่องไปคั้น (3) นํามา centrifuge แยก oil ออกได 1%  
 3.  ในสวนของน้ําที่ร่ัวออกมาหนาเครื่อง (4) ก็ยังคงมี oil อยู 0.78% 
 4.  กากหนาเครื่อง นําไปตรวจดูเบื้องตนพบวามี flavonoids และนํ้ามันหอมระเหยอยู
เชนกัน 
 จากผลการทดลองพบวาเปลือกสมเปนวัตถุดิบที่ดีสําหรับนํ้ามัน และ flavonoids มาใช 
แตควรมีการศึกษาวิจัยเพ่ิมเติมหรือพัฒนาวิธีสกัด จากการประชุมรวมคร้ังที่ 2  ผูบริหาร Tipco 
กลับสนใจเรื่องสัปปะรด โดยจะทําจดหมายจากสมาคมผูผลิตสัปปะรดกระปอง  สวนเร่ืองนํ้ามัน
จากกากสมจะไปทดลองเอง 
 
เอกสารอางอิง 
1. Goodrich R.M. and Braddock R.J. Major by products of the Florida citrus processing 
industry. FSHN05-22. 2006 ; p1-4. 
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II. สรุปขอมูลการวิจัยเรื่อง Antimicrobial compounds จาก Bacillus subtilis ที่ใชในการ
ควบคุมโรคพืช 

ในกระบวนการ metabolism ของแบคทีเรีย Bacillus subtilis มีการผลิต secondary 
metabolite ที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพหลายกลุมดวยกันตัวอยางเชนสารในกลุม antibiotics และ กลุม
polypeptides 
Antibiotics จาก Bacillus subtilis 

เปนสารกลุม organic compounds ที่มีมวลโมเลกุลต่ํา มีผลตอการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย โดยยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพอ่ืนที่ความเขมขนต่ํา ตัวอยาง antibiotic จาก B. 
subtilis ไดแก difficidin และ oxydifficidin, zwittermicin-A (Wilson, Flor et al. 1987), และ 
kanosamine (Milner, Silo-Suh et al. 1996). 
 
Antimicrobial peptides จาก Bacillus subtilis 

Peptide หรือ polypeptide ที่สรางขึ้นในเซลล ของ B. subtilis และsecrete สูสภาวะ
แวดลอม เพ่ือชวยในการยอยสลายสารอาหารที่มีในสิ่งแวดลอม รวมทั้งยับยั้งจุลชีพอ่ืนที่จะมา
แยงสารอาหารในการเจริญเติบโตในสภาวะแวดลอมน้ันๆ Antimicrobial peptides ที่พบ  แบง
ออกเปนสองกลุมคือ  Antimicrobial lipopeptide และ Other compounds and polypeptides 

1. Antimicrobial lipopeptide 
Lipopeptide เปน amphiphilic molecule ในรูป cyclic peptide ขนาดเล็ก (7-12 amino 

acid) ที่มีโมเลกุลของ lipid chain เปนองคประกอบเนื่องจากลักษณะโครงสรางของโมเลกุลของ 
lipopeptide เปนวงปดจึงทําใหทนตอความรอนและextreme pH สวนใหญสารกลุม lipopeptide 
สรางขึ้นโดยแบคทีเรียเพ่ือชวยลดแรงตึงผิว (microbial surfactant หรือ biosurfactant) ระหวาง
นํ้าและอากาศ  หรือในสภาวะที่ media เปนชั้นที่ประกอบไปดวย นํ้าและน้ํามัน เพ่ือใหสามารถ
นําน้ํามันนั้นมาใชเปนแหลงคารบอนเพ่ือการเจริญเติบโต (Singh and Cameotra 2004) มีการ
นําสารกลุม lipopeptide จาก B. subtilis มาใชประโยชนในแงของ pollution remediation, ชวย
ในการ stabilize emulsion และชวยในการละลายสารปนเปอนที่ไมละลายน้ํา   นอกจาก
ประโยชนดังกลาว lipopeptide เหลานี้ยังมีคุณสมบัติตานแบคทีเรีย และตานเชื้อราอีกดวย จาก
คุณสมบัติตานเชื้อรานี้ไดมีการนํา lipopeptide มาประยุกตใชประโยชนในการปองกันและ
ควบคุมโรคพืช Antimicrobial  lipopeptide ที่พบใน B. subtilis แบงออกเปน 3 กลุมใหญๆ 
(Singh and Cameotra 2004) ดังน้ี Surfactin, Iturin, และ Fengycin family   
 

1.1 Surfactin family  
สรางขึ้นโดย B. subtilis เปน biosurfactant ที่มี คุณสมบัติตานจุลชีพที่รูจักกันอยาง

แพรหลาย ไดแก surfactin A, B และ C (Singh and Cameotra 2004) ซ่ึงแตกตางกันที่ amino 
acid sequence เปน cyclic polypeptide ประกอบไปดวย 7 amino acid มี β-hydroxy fatty 
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acid เปนองประกอบในโมเลกุล ความยาวของ fatty acid chain จะอยูระหวาง C-13 ถึง C-16 
(Toure, Ongena et al. 2004) surfactins นอกจากจะมีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อราแลวยังยับยั้ง การ
เกิด  fibrin clotting (Lim, Park et al. 2005), ชักนําการสราง ion chennels ใน lipid bilayer 
membrane, ยับยั้ง cAMP (Sheppard, Jumarie et al. 1991), ยับยั้ง phospholipase A2 จาก
เกล็ดเลือดและมาม (Kim, Park et al. 2006), ยับยั้งไวรัส (Kracht, Rokos et al. 1999) และ 
เน้ืองอก (Kim, Kim et al. 2007) และยังมีฤทธิ์เปน anti-mycoplasma อีกดวย (Vollenbroich, 
Pauli et al. 1997) 

 
1.2 Iturin family 
Iturins มีลักษณะเปน cyclic peptide ประกอบดวย 7-8 amino acid และมีβ-amino 

fatty acid เปนองประกอบในโมเลกุล ความยาวของ fatty acid chain จะอยูระหวาง C-14 ถึง C-
17 (Singh and Cameotra 2004) Iturins เปน biosurfactant ที่มีทั้งคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรีย
และเชื้อรา Iturin A เปน lipopeptide ยับยั้งเชื้อราไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยในเซลลยีสต iturin 
A จะทําลายเยื่อหุมนิวเคลียสโดยการสราง vesicle ขนาดเล็กและทําใหเกิดการจับตัวกันเองของ
องคประกอบภายในชั้นของ membrane   และ Iturins จะไปเพ่ิม electrical canductance ใหแก 
membrane ทําให membrane เปนรูพรุนซึ่งทําใหเซลล pathogen ตายในที่สุด (Maget-Dana 
and Peypoux 1994) สมาชิกตัวอ่ืนๆใน iturin family ที่มีฤทธิ์ตานจุลชีพเชน bacillomycin D 
(Tenoux, Besson et al. 1991) และ bacillomycin Lc (Eshita, Roberto et al. 1995) 

 
1.3 Fengycin family 
Biosurfactant cyclic peptide อีกชนิดหนึ่งที่มีฤทธิ์แรงในการยับยั้งเชื้อราเชนเดียวกับ 

iturins, Fengycin เปน lipopeptide ที่ประกอบไปดวย 10 amino acid และเชื่อมตอกับ β-
hydroxy fatty acid ความยาวของ fatty acid chain จะอยูระหวาง C-14 ถึง C-18 (Singh and 
Cameotra 2004) 
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  Iturin A: NYNQPNS 
  Iturin C: DYNQPNS 

Mycosubtilin: NYNQPSN 
 Bacillomycin D: NYNPEST 
 Bacillomycin F: NYNQPNT 
Bacillomycin Lc: NYNSEST 
 Bacillomycin L: DYNSQST 

 
  Mixirins: PNSQNYN 
 Surfactin: ELLVDLL 

 
   Fengycin A: EOYTEAPQYI 

Fengycin B: EOYTEVPQYI 
 
 

รูปที่ III-3  Amino acid sequence ของ lipopeptide 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่ III-2 Biocontrol โดยใช lipopeptide จาก Bacillus subtilis 
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O r g a n i s m สารออกฤทธิ์ Pathogen control Reference 

B. subtilis strain GA1 Fengycin, Iturin, 
Surfactin 

Botrytis cineraea (apple grey mould disease) 
 

[4] 

B. subtilis Volatile 
compounds 

Rhizoctonia solani 
Pythium ultimum 
 

[14] 

B. subtilis Iturins Peronophythora litchi (post harvested control) 
 

[15] 

B. subtilis Iturins Rhizotocnia solani 
 

[16] 

Bacillus subtilis RB14-C Surfactin, IturinA damping-off of tomato caused by Rhizoctonia 
solani 
 

[17] 

B. subtilis subsp. subtilis 
DSM 10 

Surfactin plant pathogenic fungi Fusarium and 
Rhizoctonia  
 

[18] 

B. subtilis DSM 1088 Iturin A, B, C Sclerotinia and Rhizoctonia root rot of soya 
bean 
 

[18] 

B. subtilis Bs2500 and 
Bs2508 

Surfactin, Fengycin tomato plants against Botrytis disease 
 

[19] 

B. subtilis R14 Surfactin, Iturin Xanthomonas campestris pv. 
campestris (causal agent of crucifers black rot) 
 

[20] 

B. subtilis RB14-CS Iturin A Rhizoctonia solani, damping-off of tomato 
 

[21] 

Bacillus sp. CY22 Iturin A Rhizoctonia solani 
 

[22] 

B. subtilis strain KS03 Iturin A anthracnose disease fungus Gloeosporium 
gloeosporioides 
 

[23] 

B.  subtilis strain M4 Fengycin damping-off of bean seedlings caused by 
Pythium ultimumand against gray mold of 
apple in post-harvest disease 
 

[24] 

 Surfactin, Iturin Colletotrichum lagenarium and Pythium 
aphanidermatumon cucumber and tomato 
 

[25] 

B. subtilis BBG100 Mycosubtilin Pythium aphanidermatum infection of tomato 
seedlings 
 

[26] 

B. subtilis AP-01 - เชื้อรา Volvariella volvacea ซึ่งยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเห็ดฟาง 
 

[27] 

B. subtilis strain 6051 surfactin infection of Arabidopsis Roots by 
Pseudomonas syringae  
the bacterial pathogen Pseudomonas syringae 
of tomato 

[28] 

 
 
 
 
 
 
 

2. Other compounds and polypeptides 
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Bacisubin 
เปน antifungal peptide จาก B. subtilis strain B-916 สามารถยับยั้งการเจริญของ 

microglial ในเชื้อรา Maganaporth grisease, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani, 
Alternaria oleracea, A. brassicae, และ Botrytis cinerea นอกจากนี้ Bacisubin ยังมี 
ribonuclease activity และ hemagglutinating activity ดวย (Liu, Chen et al. 2007) 

Macrolactin  
ไดจาก B. subtilis strain DSM 16696 Macrolactin A มีฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรียหลาย

ชนิดที่เปนกลุมด้ือยาเชน methicillin-resistant Staphylococcus aureus, vancomycin-
resistant enterococci และ small colony varient Burkholderia cepaciaในพวก staphylococci 
และ enterococci พบการผิดปกติของการสราง septum เม่ือ treat ดวย macrolactin A ซ่ึงทําให
การแบงเซลลถูกยับยั้ง (Romero-Tabarez, Jansen et al. 2006) 

Bacilysocin 
อยูในกลุม phospholipid antibiotic ที่สรางโดย B. subtilis strain 168 พบวา 

bacilysocin มีฤทธิ์ตานจุลชีพทั้งเชื้อราและแบคทีเรีย (Tamehiro, Okamoto-Hosoya et al. 
2002) 
 
กลไกการตานจุลชีพของ antimicrobial peptides 

มีการเสนอกลไกการออกฤทธิ์สองกลไกขึ้นอยูกับชนิดของ antimicrobial peptides ซ่ึง
ลักษณะของกลไกการออกฤทธิ์ยังสามารนํามาใชแยกประเภทของ antimicrobial peptide ไดอีก
ดวย 

1. Lytic peptide ออกฤทธิ์โดยการทําใหเซลลแตกดวย mechanism ตางๆกันไปเชน 
การทําลาย bilayer structure ของ membrane, การทําให membrane เปนรูพรุน ซ่ึงจะทําให
เซลลสูญเสีย permeability ทําใหสารตางๆเขาออกเซลลไดอยางอิสระ และทําใหเซลลแตกใน
ที่สุด 

2. Cell wall synthesis interferance ออกฤทธิ์โดยการการรบกวนการสังเคราะหสาร
ตนตอ หรือรบกวนกระบวนการสรางผนังเซลล ทําให pathogen ไมสามารถแบงเซลลตอไปได
และตายในที่สุดตัวอยางเชน การไปยับยั้งเอนไซม chitin synthase 
 จากคุณสมบัติดังกลาวขางตน antimicrobial peptides จาก B. subtilis นาจะเปนแหลง
ของสารที่เปน biocontrol ในการควบคุมโรคพืชนอกเหนือจากคุณสมบัติที่กลาวมาแลว 
lipopeptide ยังสามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ, ความเปนพิษต่ํา, คงตัวที่อุณหภูมิสูงหรือต่ํา
มากๆ และ คงตัวที่ extreme pH นอกเหนือจากนี้ยังสามารถผลิตไดจากของเสียจากอุตสาห-
กรรมที่หาไดงายและมีราคาถูกซึ่งจะสามารถเพิ่มมูลคาไดอีกทางหนึ่ง   
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