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บทคดัย่อ 
 ช็อคโกแลต (chocolate) เป็นอาหารประเภทขนมหวานท่ีมีสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) ปริมาณ
มาก งานวิจยัน้ีมีจุดมุ่งหมายเพ่ือพฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท่ีส าคญัในช็อคโกแลต คือสารโมเลกุลเด่ียว
ในกลุ่มคาเทชิน (catechins) ไดแ้ก่ คาเทชิน (catechin) และอีพิคาเทชิน (epicathechin) โดยใช้เทคนิคสเปกโตรสโค
ปีอินฟราเรดย่านใกลแ้บบฟูเรียร์ทรานฟอร์ม (Fourier transform-near infrared spectroscopy, FT–NIRS) เปรียบเทียบกบั
ค่าจริงจากวิธีมาตรฐานคือเทคนิควิเคราะห์ปริมาณสารประกอบอินทรีย์ในสถานะของเหลวสมรรถนะสูง (High 
performance liquid chromatography, HPLC) ท่ีมีอุปกรณ์ตรวจวดัสารชนิดเรืองแสง (fluorescence detector) พบว่า อีพิคาเท
ชินมีปริมาณมากกว่าคาเทชิน สารทั้งสองชนิดมีปริมาณมากท่ีสุดในดาร์คช็อคโกแลต (dark chocolate) ช็อคโกแลตนม 
(milk chocolate) และช็อคโกแลตขาว (white chocolate) ตามล าดบั สมการแคลิเบรชนัท่ีพฒันาข้ึนเหมาะส าหรับการ
น าไปใชใ้นงานวิจยัและสามารถน าไปประยุกตใ์ชไ้ดใ้นงานทัว่ไป (คาเทชิน R2 = 0.880 อีพิคาเทชิน R2 = 0.892) และ
ปริมาณโกโกแ้มสท่ีระบุบนฉลากบรรจุภณัฑ์มีความสัมพนัธ์เชิงเส้นกบัปริมาณรวมของสารทั้งสองชนิด (R2 = 0.6895) 
ดงันั้นผูบ้ริโภคสามารถประมาณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท่ีส าคญัในช็อคโกแลต อยา่งคร่าวๆ ไดจ้ากร้อยละสัดส่วน
ของโกโกแ้มสท่ีระบุบนฉลากบรรจุภณัฑ ์

ABSTRACT 
 Chocolate is a confectionary which contains significant amount of phenolic compounds. The object of this study was 
to develop the quantified assay of dominant monomeric catechins (catechin and epicatechin) in chocolates by Fourier transform-
near infrared spectroscopy (FT–NIRS) compared with high performance liquid chromatography (HPLC) method with 
fluorescence detector. Epicathechin content was higher than catechin in all chocolate samples. Dark chocolates presented the 
highest contents of both analytes, followed by milk and white chocolates. The developed equations of both analytes could be 
used for research and general application (catechin R2 = 0.880, epicatechin R2 = 0.892). A linear relationship between the sum of 
analytes and cocoa mass content on their labels was found (R2 = 0.6895). The sum of catechin and epicatechin content was 
roughly reflected by the percentage of cocoa mass. Consumers can choose chocolate bars based on the label. 
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บทน า 
ช็อคโกแลตเป็นผลิตภณัฑ์อาหารประเภทขนมหวานท่ีเป็นท่ีรู้จกัและไดรั้บความนิยมทัว่โลกรวมถึงประเทศ

ไทย ช็อคโกแลตมีส่วนผสมท่ีส าคญัคือโกโกแ้มส (cocoa mass) เนยโกโก ้(cocoa butter) นมผงและน ้ าตาล [1] โดย
โกโกแ้มสนั้นผลิตจากผลโกโก ้เป็นส่วนผสมท่ีท าให้เกิดสีน ้ าตาลในช็อคโกแลตและถือวา่เป็นส่วนผสมท่ีส าคญัท่ีสุด
ในช็อคโกแลตในแง่โภชนาการ ทั้งน้ีเพราะองค์ประกอบท่ีท าให้เกิดสีน ้ าตาลเหล่านั้นเป็นสารประกอบฟีนอลิกท่ีมี
คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูง มีงานวิจัยระบุว่าการรับประทานช็อคโกแลตในปริมาณท่ี
พอเหมาะนั้นให้ประโยชน์แก่ร่างกาย [2] ซ่ึงสารประกอบฟีนอลิกท่ีมีอยูม่ากในช็อคโกแลตคือสารในกลุ่มฟลาวานอล 
(flavanols) ซ่ึงเป็นสารกลุ่มยอ่ยของฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ท่ีโดดเด่นคือสารคาเทชินโมเลกุลเด่ียว ไดแ้ก่ คาเทชิน 
และอีพิคาเทชิน ปัจจุบนัผูบ้ริโภคให้ความใส่ใจดา้นสุขภาพมากข้ึน หลายคนหันมาบริโภคช็อคโกแลตเพราะตอ้งการ
ไดรั้บสารประกอบฟีนอลิกท่ีมีประโยชน์ เพื่อตอบสนองความตอ้งการของผูบ้ริโภค ผูผ้ลิตช็อคโกแลตหลายรายจึง
ผลิตช็อคโกแลตท่ีมีปริมาณของโกโกแ้มสแตกต่างกนัไปออกมาจ าหน่าย ความสามารถดา้นการตา้นอนุมูลอิสระและ
ปริมาณสารฟีนอลิกในช็อคโกแลตมีแนวโนม้เพ่ิมข้ึนเม่ือปริมาณโกโกท่ี้เป็นส่วนประกอบเพ่ิมข้ึน [3] การวดัปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกในผลิตภณัฑช์็อคโกแลตสามารถท าไดโ้ดยใชว้ิธีการทางเคมี เช่น HPLC ท่ีมีอุปกรณ์ตรวจวดัสาร
ชนิดเรืองแสง [3-4] แต่ขอ้จ ากดัของวิธีทางเคมี คือ ตอ้งท าลายตวัอยา่ง การเตรียมตวัอยา่งและการวิเคราะห์ใชเ้วลานาน 
รวมถึงมีค่าใชจ่้ายเร่ืองสารเคมี ดงันั้นเทคนิค FT–NIRS ซ่ึงก าลงัไดรั้บความนิยมส าหรับน ามาใชใ้นการวิเคราะห์
เก่ียวกบัผลิตภณัฑอ์าหารเน่ืองจากสามารถวิเคราะห์ตวัอยา่งไดโ้ดยไม่ท าใหต้วัอยา่งไดรั้บความเสียหาย ใชส้ารเคมีนอ้ย
หรือไม่ใชเ้ลย และสามารถวิเคราะห์ผลไดอ้ยา่งรวดเร็ว จึงเป็นวิธีการวิเคราะห์ท่ีน่าสนใจส าหรับการตรวจสอบปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกท่ีส าคญัในช็อคโกแลต 

เทคนิค FT – NIRS ร่วมกบัวิธีค  านวณแบบการถดถอยก าลงัสองนอ้ยท่ีสุดบางส่วน (partial least square 
regression, PLSR) เป็นวิธีการสร้างสมการแคลิเบรชนั (calibration model) ท่ีไดรั้บความนิยมมากท่ีสุดวิธีหน่ึง เน่ืองจาก
เป็นสามารถวิเคราะห์ตวัแปรหลายตวัและลดจ านวนตวัแปรไดอ้ย่างรวดเร็ว โดยมีการน าขอ้มูลตวัแปรอิสระท่ีเป็น
ขอ้มูลจากสเปกตรัมของตวัอยา่ง และตวัแปรตามซ่ึงเป็นขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยวิธีมาตรฐาน เขา้มาร่วมสร้าง
ตวัแปรใหม่ดว้ย และผลลพัธ์จะรวมกบัค่าน ้าหนกัปัจจยั (factor loading) ท าใหไ้ม่จ าเป็นตอ้งแยกไปสร้างสมการถดถอย
เหมือนในการค านวณแบบการถดถอยโดยใชอ้งคป์ระกอบหลกั (principal components regression, PCR) เทคนิค
ดงักล่าวถูกน ามาใชใ้นการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในผลิตภณัฑ์เบเกอร่ีที่มีส่วนผสมของโกโก้
และช็อคโกแลต พบวา่สามารถสร้างสมการแคลิเบรชนั และท าการทวนสอบดว้ยการทดสอบความแม่นย  าภายในกลุ่ม
หรือครอสแวลิเดชนั (cross validation) ไดถู้กตอ้งและแม่นย  า [5] สอดคลอ้งกบัการวิเคราะห์โกโกซ่ึ้งเป็นวตัถุดิบ
ส าหรับท าผลิตภณัฑ์ช็อคโกแลต หลงัการปรับแต่งสเปกตรัมดว้ยเทคนิควิธีปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน 
(สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด) การปรับแกก้ารกระเจิงแบบพหุคูณ (อีพิคาเทชิน) และใชว้ิธีค  านวณแบบ PLSR พบวา่

เทคนิคดงักล่าวสามารถสร้างสมการแคลิเบรชนั (R2
cal = 0.95 – 0.98) และท าการทวนสอบดว้ยวิธีครอสแวลิเดชนั 

(R2
val = 0.88 – 0.93) ไดถู้กตอ้งและแม่นย  าเช่นเดียวกนั [6] 

งานวิจัยส่วนใหญ่ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในเมล็ดโกโก้หรือผงโกโก้ซ่ึงเป็นวตัถุดิบในการ
ผลิตช็อคโกแลต หรือผลิตภณัฑท่ี์มีโกโกเ้ป็นส่วนผสม ดงันั้นงานวิจยัน้ีมีจุดมุ่งหมายเพ่ือพฒันาเทคนิค FT – NIRS เพื่อ
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกจ าพวกคาเทชินโมเลกุลเด่ียว ไดแ้ก่ คาเทชิน และอีพิคาเทชิน ในช็อคโกแลต
โดยตรงเปรียบเทียบกบัวิธีทางเคมีคือ HPLC ท่ีมีอุปกรณ์ตรวจวดัสารชนิดเรืองแสง ทั้งน้ีเพ่ือใหไ้ดก้รรมวิธีทางเลือกใน
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การวดัค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในผลิตภณัฑ์ช็อคโกแลตหลากหลายสูตรท่ีสามารถท าไดโ้ดยไม่ตอ้งท าลาย
ตวัอยา่ง รวดเร็ว และไม่มีความยุง่ยากในการใชง้าน 
 

วสัดุ และวธีิวจิยั 
 ชนิดตวัอย่าง 

ช็อคโกแลต 3 ชนิด ทั้งหมด 86 ตวัอยา่ง แบ่งเป็นดาร์คช็อคโกแลต 42 ตวัอยา่ง ช็อคโกแลตนม 40 ตวัอยา่ง 
และช็อคโกแลตขาว 4 ตวัอยา่ง ซ้ือจากร้านสะดวกซ้ือและห้างสรรพสินคา้ในกรุงเทพมหานคร จงัหวดันนทบุรี และ
นครปฐม และบางส่วนซ้ือจากหา้งสรรพสินคา้ในประเทศอิตาลีและแคนาดา 

วธีิวจิัย 
การตรวจวดัสเปกตรัม 
ตรวจวดัสเปกตรัมของตวัอยา่งช็อคโกแลตดว้ยเคร่ืองสเปกโตรมิเตอร์แบบฟเูรียร์ทรานฟอร์ม (MPA, Bruker, 

Germany) ท่ีเลขคล่ืนช่วง 12500 – 4000 cm-1 ใชร้ะบบการวดัแบบสะทอ้นกลบัท่ี resolution 8 cm-1 สแกนตวัอยา่ง 32 
คร้ัง ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และห่อตวัอยา่งท่ีผา่นการวดัสเปกตรัมแลว้ดว้ยฟิลม์พลาสติกส าหรับห่ออาหาร เก็บ
ในถุงพลาสติกสุญญากาศจนกวา่จะท าการวเิคราะห์ทางเคมี  

การตรวจวดัค่าทางเคมด้ีวยวธีิมาตรฐาน 
ตรวจสอบปริมาณสารในกลุ่มคาเทชิน ไดแ้ก่ คาเทชิน และอีพิคาเทชิน ของตวัอย่างช็อคโกแลตหลงัการ

ตรวจวดัสเปกตรัมดว้ยวิธีทางเคมีคือ HPLC (SHIMADZU, LC-20A, Japan) ท่ีมีอุปกรณ์ตรวจวดัสารชนิดเรืองแสง 
(SHIMADZU, RF-20A prominence fluorescence detector, Japan) และค านวณปริมาณสารในตวัอยา่งช็อคโกแลตตาม
กรรมวธีิของ [4] 

การสร้างสมการแคลเิบรชันและการทวนสอบ 
 แบ่งกลุ่มตวัอยา่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีใชส้ าหรับสร้างสมการแคลิเบรชนัจ านวน 65 ตวัอยา่ง และกลุ่มท่ี
ใชส้ าหรับการทวนสอบความแม่นย  าของสมการจ านวน 21 ตวัอยา่ง ปรับแต่งสเปกตรัมดว้ยการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึง 
และปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน ใชเ้ทคนิคเคโมเมตริกระหว่างขอ้มูลสเปกตรัมกบัค่าท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์
ทางเคมีดว้ยวธีิ PLSR ดว้ยโปรแกรม OPUS 7.2 (Bruker, Germany) 
 ค่าทางสถิต ิ
 ค่าทางสถิติท่ีใชบ่้งบอกวา่สมการแคลิเบรชนัและการทวนสอบมีประสิทธิภาพ มีดงัน้ี 
 1. สัมประสิทธ์ิการพิจารณา (coefficient of determination, R2) แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งตวัแปรอิสระกบั
ตวัแปรตาม จะมีค่าอยูร่ะหวา่ง 0 ถึง 1 ถา้มีค่าเขา้ใกล ้1 หมายถึงตวัแปรทั้งสองมีความสัมพนัธ์แบบแปรผนัตรง ในทาง
ตรงขา้มถา้มีค่าเขา้ใกล ้0 แสดงวา่ตวัแปรทั้งสองไม่มีความสัมพนัธ์กนัในเชิงเส้นตรง 
 2. ค่าความผิดพลาดมาตรฐานของสมการแคลิเบรชนั (standard error of calibration, SEC) เป็นค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน (standard deviation, SD) ของผลต่างระหวา่งค่าจากวิธีมาตรฐานกบัค่าจากการท านายดว้ยเทคนิค FT – NIRS 
ค านวณไดจ้ากสมการต่อไปน้ี 
 

     √
∑(   ) 
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โดย X คือ ค่าจากวธีิมาตรฐาน 
  Y คือ ค่าจากการท านายดว้ยเทคนิคสเปกโตรสโคปี 
  nc คือ จ านวนตวัอยา่งในกลุ่มแคลิเบรชนั 
  p  คือ จ านวนความยาวคล่ืนหรือจ านวนปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้ง 
 

3. ค่าความผิดพลาดเฉล่ียระหวา่งค่าจริงกบัค่าจากการท านาย (bias) ส าหรับชุดตวัอยา่งท่ีใชใ้นการทวนสอบ
สมการแคลิเบรชนั ค่า bias ใชใ้นการพิจารณาความแม่นย  าโดยรวมของสมการแคลิเบรชนั ค  านวณไดจ้ากสมการ
ต่อไปน้ี 
 

      
∑(   )

  
 

 
 โดย nv คือ จ านวนตวัอยา่งท่ีใชใ้นการทวนสอบ 
 

4. ค่าความผิดพลาดมาตรฐานของการท านาย (Standard error of prediction, SEP) เป็นค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน
ของผลต่างระหวา่งค่าจากวิธีมาตรฐานกบัค่าการท านายจากสเปกตรัมดว้ยเทคนิค FT – NIRS ของกลุ่มตวัอยา่งท่ีใชใ้น
การทวนสอบสมการแคลิเบรชนั ค  านวณไดจ้ากสมการต่อไปน้ี 
 

     √
∑ (   )        

    
 

 

 5. ค่าเฉล่ียความผิดพลาดก าลงัสองของการท านาย (Root mean square error of the prediction, RMSEP) แสดง
ประสิทธิภาพโดยรวมของสมการแคลิเบรชนั เป็นผลรวมของค่า SEP กบัค่า bias ค  านวณไดจ้ากสมการต่อไปน้ี 
 

       √
∑(   ) 

  
 

 

 6. อตัราส่วนของค่าความผิดพลาดมาตรฐานของการท านายต่อค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Ratio of Standard error 
of Prediction to Standard Deviation, RPD) เป็นอตัราส่วนระหวา่งค่า SD ของตวัอยา่งกลุ่มทวนสอบกบัค่า SEP (RPD = 
SD/SEP) ใชบ้อกความแม่นย  าและประสิทธิภาพของสมการแคลิเบรชนั 
 

ผลการวจิยั 
 เทคนิคสเปกโตรสโคปีอนิฟราเรดย่านใกล้ 
 สเปกตรัมก่อนการปรับแต่งจากเทคนิค FT–NIRS ของชอ็คโกแลตทั้ง 3 ประเภท ไดแ้ก่ ดาร์คช็อคโกแลต ช็อค
โกแลตนม และช็อคโกแลตขาว จ านวน 86 ตวัอยา่ง แสดงดงัภาพท่ี 1 หลงัปรับแต่งสเปกตรัมดว้ยการท าอนุพนัธ์อนัดบั
หน่ึงและปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน และใชเ้ทคนิคเคโมเมตริกระหว่างขอ้มูลสเปกตรัมกบัค่าท่ีไดจ้ากการ
วิเคราะห์ทางเคมีดว้ยวิธี PLSR พบวา่ regression coefficient plot ซ่ึงแสดงแถบการดูดกลืนท่ีช่วงเลขคล่ืนท่ีมีอิทธิพลต่อ
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สมการแคลิเบรชนั เก่ียวขอ้งกบัคาเทชิน 3 ช่วง ไดแ้ก่ 9403.8–7498.4, 6102.1–5774.2 และ 4424.2–4246.8 cm-1 (ภาพท่ี 
2ก) และเก่ียวขอ้งกบัอีพิคาเทชิน 3 ช่วง ไดแ้ก่ 9403.8–7498.4, 6102.1–5774.2 และ 4601.6–4424.2 cm-1 (ภาพท่ี 2ข) 

ปริมาณเฉล่ียของคาเทชินและอีพิคาเทชินในช็อคโกแลตท่ีไดจ้ากการท านายดว้ยเทคนิค FT – NIRS ปรับแต่ง
สเปกตรัมก่อนการวิเคราะห์ดว้ยการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและปรับความแปรปรวนให้เป็นมาตรฐาน มีค่า 0.126 และ 
0.612 มิลลิกรัม/กรัม ช็อคโกแลต ตามล าดบั ใกลเ้คียงกบัปริมาณเฉล่ียของสารทั้งสองชนิดท่ีวิเคราะห์ไดจ้ากเทคนิค 
HPLC ซ่ึงเป็นวิธีมาตรฐาน ดงัตารางท่ี 1 โดยปริมาณสารทั้งสองชนิดท่ีไดจ้ากการท านายไม่แตกต่างจากปริมาณจริงท่ี
วเิคราะห์ไดจ้ากวธีิมาตรฐานอยา่งมีนยัส าคญัท่ีความเช่ือมัน่ 95% 

ค่าท่ีท านายไดจ้ากสเปกตรัมมีความสัมพนัธ์กบัค่าท่ีไดจ้ากวิธีมาตรฐาน จากภาพท่ี 3 แสดงจุดขอ้มูลจากกลุ่มท่ี
ใชส้ าหรับสร้างสมการแคลิเบรชนัจ านวน 65 ตวัอย่าง และกลุ่มท่ีใชส้ าหรับการทวนสอบความแม่นย  าของสมการ
จ านวน 21 ตวัอยา่งท่ีกระจายรอบเส้นเป้าหมาย (target line, R2 = 1) 

จากตารางท่ี 2 ค่า R2 ของคาเทชินและอีพิคาเทชินแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าทางเคมีกบัค่าการท านายจาก
เทคนิค FT – NIRS ค่าท่ีไดจ้ากการทดลองน้ีมีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.880 – 0.922 ค่า SEC, SEP, RMSEP และ bias แสดง
ความคลาดเคล่ือนของการท านาย ซ่ึงค่าดงักล่าวของสารทั้งสองชนิดมีค่านอ้ยมาก นอกจากน้ีค่า RPD ของคาเทชินและ 
อีพิคาเทชินเท่ากบั 2.88 และ 3.16 ตามล าดบั 

ปริมาณสารคาเทชินและอพีคิาเทชินเปรียบเทยีบกบัปริมาณโกโก้แมสทีร่ะบุบนฉลาก 
อีพิคาเทชินเป็นสารโมเลกุลเด่ียวในกลุ่มคาเทชินท่ีพบมากท่ีสุดในช็อคโกแลต และมีปริมาณมากกวา่คาเทชิน

ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มเดียวกนั เม่ือพิจารณาปริมาณคาเทชินและอีพิคาเทชินในดาร์คช็อคโกแลตและช็อคโกแลตนม พบวา่
อีพิคาเทชินมีปริมาณมากกว่าคาเทชิน 2 – 6 เท่า (ตารางท่ี 3) ซ่ึงข้ึนอยู่กบัปริมาณโกโกแ้มสท่ีเป็นองค์ประกอบใน
ผลิตภณัฑ ์ส าหรับชอ็คโกแลตขาวซ่ึงไม่มีโกโกแ้มสเป็นส่วนผสมจึงไม่พบสารดงักล่าวทั้งสองชนิด 

ปริมาณโกโกแ้มสท่ีผูผ้ลิตช็อคโกแลตระบุบนฉลากบรรจุภณัฑมี์ความสัมพนัธ์เชิงเส้นกบัปริมาณรวมของคาเทชิน
และอีพิคาเทชิน ปริมาณอีพิคาเทชิน และคาเทชิน (R2 = 0.6895, 0.6785 และ 0.6834 ตามล าดบั) ดงัภาพท่ี 4 นอกจากน้ี
ปริมาณคาเทชินยงัมีความสัมพนัธ์เชิงเส้นกบัปริมาณอีพิคาเทชิน (R2 = 0.8878) ดงัภาพท่ี 5 

  

สรุป  
 การใชเ้ทคนิค FT–NIRS ปรับแต่งสเปกตรัมดว้ยการท าอนุพนัธ์อนัดบัหน่ึงและปรับความแปรปรวนให้เป็น
มาตรฐาน เปรียบเทียบขอ้มูลสเปกตรัมกบัค่าท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ทางเคมีดว้ยวิธี PLSR เป็นวิธีท่ีพฒันาข้ึนเพ่ือใชใ้น
การท านายปริมาณสารคาเทชินและอีพิคาเทชินในช็อคโกแลตท่ีสามารถท าได้อย่างรวดเร็วและถูกต้องแม่นย  า 
สารประกอบฟีนอลิกในกลุ่มคาเทชินโมเลกุลเด่ียวท่ีพบมากท่ีสุดในช็อคโกแลต คือ อีพิคาเทชิน โดยปริมาณคาเทชิน
และอีพิคาเทชินในดาร์คช็อคโกแลตมีมากกว่าในช็อคโกแลตนม และช็อคโกแลตขาว ปริมาณสารทั้ งสองชนิดมี
ความสัมพนัธ์เชิงเส้นกบัปริมาณโกโกแ้มสท่ีใชเ้ป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑ์ ผูบ้ริโภคสามารถประมาณปริมาณสารทั้ง
สองชนิดอย่างคร่าวๆ ไดจ้ากร้อยละของโกโกแ้มสท่ีระบุบนฉลากบรรจุภณัฑ์ แต่ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบั
เมลด็โกโกแ้ละกระบวนการผลิตชอ็คโกแลต 
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อภปิรายผล 
 เทคนิคสเปกโตรสโคปีอนิฟราเรดย่านใกล้ 

คาเทชินและอีพิคาเทชินเป็นอนุพนัธ์รูปแบบหน่ึงของสารในกลุ่มคาเทชิน ช่วงเลขคล่ืนของสารทั้งสองชนิด
จึงใกลเ้คียงกนั ซ่ึงลว้นมีความสัมพนัธ์กบัโมเลกุล OH และ CH สารประกอบฟีนอลิกส่วนใหญ่มีสเปกตรัมแสดงการ
ดูดกลืน 3 ช่วงท่ีส าคญั ไดแ้ก่ เลขคล่ืนช่วง 5000–4000 cm-1 (แถบคอมบิเนชนัของ CH3 และ CH2 ท่ี 4400 และ 4300 cm-1 
ตามล าดบั แถบคอมบิเนชนัของ OH ท่ี 4850–2000 cm-1 และแถบโอเวอร์โทนอนัดบัสองการงอของ OH ท่ี 4200 cm-1) 
ช่วง 7000–6000 cm-1 แสดงแถบโอเวอร์โทนอนัดบัหน่ึงของหมู่แอลกอฮอล ์(alcoholic group) กบัพนัธะไฮโดรเจน
ภายในและระหวา่งโมเลกุล และช่วง 9000–8000 cm-1 แสดงแถบโอเวอร์โทนอนัดบัสองของหมู่เมทิล (methyl group) 
และยงัมีความสัมพนัธ์กบัวงแหวนอะโรมาติก CH [5] 
 ตารางท่ี 1 แสดงใหเ้ห็นประสิทธิภาพและความแม่นย  าของการท านายปริมาณสารในตวัอยา่งดว้ยเทคนิค FT–
NIRS โดยเฉพาะสารคาเทชินท่ีปริมาณเฉล่ียจากการท านายเท่ากบัปริมาณเฉล่ียจากวิธีมาตรฐาน ตวัอยา่งช็อคโกแลตท่ี
ใชใ้นงานวิจยัน้ีมีปริมาณโกโกแ้มสตั้งแต่ร้อยละ 0–88 ท าให้ปริมาณสารทั้งสองชนิดจากแต่ละตวัอยา่งมีความแตกต่าง
กนัมาก ค่า SD จากการวิเคราะห์ดว้ยวิธีมาตรฐานและการท านายจึงมีค่าสูง เช่นเดียวกบัปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดในเมลด็โกโกท่ี้มีการเก็บรักษาไวน้าน 0–21 วนัก่อนน ามาหมกัเพ่ือให้ไดก้ล่ินรสท่ีเหมาะสม ตรวจสอบดว้ย
เทคนิคเดียวกนั พบว่าค่าเฉล่ียจากการวิเคราะห์ดว้ยวิธีมาตรฐานและการท านายใกลเ้คียงกนั (11.08 และ 11.15 
มิลลิกรัม/กรัม เมล็ดโกโก ้ตามล าดบั) และมีค่า SD สูงเน่ืองจากสารดงักล่าวมีปริมาณลดลงในระหว่างการเก็บรักษา 
(2.41 และ 2.29 มิลลิกรัม/กรัม เมลด็โกโก ้ตามล าดบั) [7] 

ค่า R2 ของคาเทชินและอีพิคาเทชินแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าจากวธีิมาตรฐานกบัค่าการท านายจากเทคนิค 

FT – NIRS ค่าท่ีไดจ้ากการทดลองน้ีมีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.880 – 0.922 (ตารางท่ี 2) ซ่ึงสามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดใ้นงาน

ทัว่ไปและน าไปใชใ้นงานประกนัคุณภาพ [8] สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ [6-7] ค่า R2 ของสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด

และอีพิคาเทชินสามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดใ้นลกัษณะใกลเ้คียงกนั 

ค่า SEC, SEP, RMSEP และ bias แสดงความคลาดเคล่ือนของการท านาย ซ่ึงค่าดงักล่าวของสารทั้งสองชนิดมี
ค่านอ้ยมาก (ตารางท่ี 2) สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ [5-6, 7, 9] โดยค่า bias สามารถเป็นไดท้ั้งค่าบวกและค่าลบ ถา้เป็นค่า
บวกมีความหมายวา่แบบจ าลองมีค่าจากวิธีมาตรฐานมากกว่าจากการท านาย แต่ถา้เป็นค่าลบความหมายจะเป็นในทาง
ตรงกนัขา้ม หากค่า bias มีค่ามาก (ทั้งทางบวกและทางลบ) หมายถึงค่าท่ีไดจ้ากการท านายมีความแปรปรวนอยา่งมี
นยัส าคญักบัค่าท่ีไดจ้ากวธีิมาตรฐาน [10]  
 ค่า RPD ของคาเทชินและอีพิคาเทชินเท่ากบั 2.88 และ 3.16 ตามล าดบั (ตารางท่ี 2) พบวา่สมการแคลิเบรชนั
สามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดไ้ม่ดีนกั [9] แต่เม่ือพิจารณาค่า SD พบวา่มีค่าสูงกวา่ค่า SEP เพียงเลก็นอ้ย ดงันั้นค่า RPD 
ซ่ึงเป็นอตัราส่วนระหวา่งค่า SD กบั SEP จึงมีค่าไม่สูงมาก โดยค่า RPD เท่ากบั 2.5–3.0 กอ็าจแสดงถึงการวิเคราะห์ท่ี
แม่นย  า ถา้ SD มีค่าเพียง 0.4–0.5 [11] 
 นอกจากค่าทางสถิติท่ีกล่าวมาในขา้งตน้ จ านวนตวัแปรท่ีเก่ียวขอ้งซ่ึงน ามาค านวณหาปริมาณสารทั้งสองชนิด
ก็มีความส าคญัเช่นกนั โดยงานวิจยัน้ีมีจ านวนตวัแปรทั้งหมด 9 ตวั จ านวนตวัแปรท่ีเหมาะสมคือตอ้งมีจ านวนไม่เกิน
หน่ึงในหกของจ านวนตัวอย่างท่ีใช้สร้างสมการแคลิเบรชัน หากมีตัวแปรมากกว่าจ านวนดังกล่าวจะท าให้เกิด
ปรากฏการณ์ท่ีจุดขอ้มูลเขา้ใกลเ้ส้นเป้าหมายมากกว่าความเป็นจริง (over-fitting) แต่หากตวัแปรมีจ านวนน้อยกว่า
จ านวนนั้นมากจะเกิดปรากฏการณ์ท่ีจุดขอ้มูลกระจายจากเส้นเป้าหมายผิดจากความเป็นจริง (under-fitting) [12-13] 
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ทั้งน้ีการก าหนดจ านวนตวัแปรควรพิจารณาร่วมกบัค่าทางสถิติอ่ืนๆ เพ่ือให้ไดส้มการแคลิเบรชันท่ีมีความถูกตอ้ง
แม่นย  า 

ปริมาณสารคาเทชินและอพีคิาเทชินเปรียบเทยีบกบัปริมาณโกโก้แมสทีร่ะบุบนฉลาก 
 อีพิคาเทชินเป็นสารโมเลกุลเด่ียวในกลุ่มคาเทชินท่ีพบมากท่ีสุดในช็อคโกแลต และมีปริมาณมากกวา่คาเทชิน
ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มเดียวกนั (ตารางท่ี 3) สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ [14] ระบุวา่อตัราส่วนระหวา่งอีพิคาเทชินกบัคาเทชิน
เท่ากบั 1:0.39 ส าหรับช็อคโกแลตขาวซ่ึงไม่มีโกโกแ้มสเป็นส่วนผสมจึงไม่พบสารดงักล่าวทั้งสองชนิด หากเปล่ียนวิธี
วิเคราะห์จากเทคนิค HPLC เป็นเทคนิคสเปกโตรโฟโตเมตรี (spectrophotometry) ซ่ึง [15] ใชเ้ป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 
ฟลาโวนอยดแ์ละปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ชอ็คโกแลตขาวจะพบปริมาณสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์เน่ืองจาก
วานิลลิน (vanillin) ซ่ึงเป็นสารให้กล่ินรสของวานิลลาท่ีเป็นส่วนผสมหน่ึงในช็อคโกแลต มีโครงสร้างทางเคมีเป็นวง
แหวนฟีนอลคลา้ยกบัโครงสร้างของคาเทชินและฟลาวานอล [16-17] ดงันั้น ถา้เลือกใชเ้ทคนิคดงักล่าววิเคราะห์
ปริมาณฟลาโวนอยด์หรือปริมาณสารในกลุ่มฟลาวานอล เช่น คาเทชิน และอีพิคาเทชิน จะท าให้ผลการวิเคราะห์
คลาดเคล่ือนจากความเป็นจริง 
 เม่ือโกโก้แมสมีปริมาณเพ่ิมข้ึน ปริมาณคาเทชินและอีพิคาเทชินก็มีค่าเพ่ิมข้ึนเช่นเดียวกัน (ตารางท่ี 3) 
เน่ืองจากโกโ้กแ้มสซ่ึงเป็นส่วนผสมส าคญัท่ีใหสี้น ้าตาลในช็อคโกแลต โกโกแ้มสมีไขมนัเป็นองคป์ระกอบร้อยละ 54–
55 [1] กล่าวคือเป็นส่วนท่ีไม่มีไขมนัอยูร้่อยละ 45–46 โดยส่วนท่ีไม่มีไขมนัเป็นองคป์ระกอบท่ีมีสารประกอบฟีนอลิก
ปริมาณมาก เพราะสารประกอบฟีนอลิกเป็นไฮโดรฟิลิก (hydrophilic) หรือส่วนท่ีชอบน ้ า และมีแนวโนม้ท่ีจะพบสาร
ดงักล่าวในองคป์ระกอบท่ีไม่มีไขมนัของโกโกแ้ละชอ็คโกแลต [18] 
 จากภาพท่ี 4 ร้อยละโกโกแ้มสท่ีระบุบนฉลากบรรจุภณัฑมี์ความสัมพนัธ์เชิงเส้นกบัปริมาณรวมของคาเทชิน
และอีพิคาเทชิน (R2 = 0.6895) สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ [14, 18] รายงานว่าปริมาณโกโกแ้มสในช็อคโกแลตมี
ความสัมพนัธ์กบัปริมาณรวมของสารทั้งสองชนิดเช่นเดียวกนั (R2 = 0.680) 
 ปริมาณคาเทชินมีความสัมพันธ์เชิงเส้นกับปริมาณอีพิคาเทชิน (ภาพท่ี 5) ผลการวิเคราะห์ดังกล่าวไม่
สอดคลอ้งกบังานวิจยัส่วนหน่ึงของ [19] ท่ีรายงานวา่ค่าสัมประสิทธ์ิแสดงความสัมพนัธ์เชิงเส้นระหวา่งปริมาณสารทั้ง
สองชนิดในตวัอยา่งช็อคโกแลตมีค่าค่อนขา้งต ่า (R2 = 0.456) สาเหตุท่ีผลวิเคราะห์ไม่สอดคลอ้งกนัอาจเป็นเพราะ
งานวิจยัดงักล่าวใชต้วัอย่างจ านวน 41 ตวัอย่าง (โกโกแ้มสร้อยละ 20–90) แต่งานวิจยัน้ีมีตวัอย่างท่ีระบุปริมาณ
ส่วนประกอบดงักล่าวจ านวน 80 ตวัอยา่ง (โกโกแ้มสร้อยละ 0–88) จ านวนตวัอยา่งท่ีมากกวา่และมีปริมาณโกโกแ้มสท่ี
หลากหลายมากกวา่ส่งผลต่อการกระจายของขอ้มูล และท าใหค้่า R2 ท่ีไดแ้ตกต่างกนั 
 ผลิตภณัฑช์อ็คโกแลตท่ีน ามาเป็นตวัอยา่งในงานวจิยัน้ี มีร้อยละของส่วนผสมจากโกโกแ้มส เนยโกโก ้น ้ าตาล 
และนมผง (มีเฉพาะในชอ็คโกแลตนม และช็อคโกแลตขาว) ท่ีแตกต่างกนั แมว้า่ผูผ้ลิตช็อคโกแลตบางรายใชโ้กโกแ้มส
เป็นส่วนผสมในปริมาณท่ีเท่ากนั แต่ปริมาณคาเทชินและอีพิคาเทชินท่ีวิเคราะห์ไดอ้าจแตกต่างกนั เน่ืองจากปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกข้ึนอยู่กับแหล่งท่ีปลูกโกโก้ สภาวะการผลิตในระหว่างการหมักและการท าแห้งเมล็ดโกโก ้
กระบวนการอลัคาไลเซชนั รวมถึงกระบวนการผลิตชอ็คโกแลต [19-20, 21] 
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ภาพที่ 1 สเปกตรัมก่อนการปรับแต่งของดาร์คชอ็คโกแลต ชอ็คโกแลตนม และชอ็คโกแลตขาว จ านวน 86 ตวัอยา่ง ดว้ย 
 เทคนิค FT – NIRS 
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ภาพที่ 2 regression coefficient plot ของสมการแคลิเบรชนัท่ีสร้างดว้ยการถดถอยก าลงัสองนอ้ยท่ีสุดบางส่วนของ 
  คาเทชิน (ก) และอีพิคาเทชิน (ข) 
 
ตารางที ่1 ค่าท่ีไดจ้ากการท านายเปรียบเทียบกบัค่าจากวธีิมาตรฐานของปริมาณคาเทชินและอีพิคาเทชิน 

 ค่าจากวธีิมาตรฐาน (มก./ก. ช็อคโกแลต) ค่าจากการท านาย (มก./ก. ช็อคโกแลต) 
 ปริมาณ ปริมาณเฉล่ีย SD ปริมาณ ปริมาณเฉล่ีย SD 
คาเทชิน 0.000 – 0.498 0.126 0.104 -0.038 – 0.441 0.126 0.099 
อีพิคาเทชิน 0.000 – 2.462 0.623 0.592 -0.149 – 2.170 0.612 0.548 

 

 
 

ภาพที่ 3 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าท่ีไดจ้ากวธีิมาตรฐานกบัค่าท่ีท านายไดจ้ากเทคนิค FT – NIRS ของคาเทชิน (ก) และ 

 อีพิคาเทชิน (ข)  
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ตารางที ่2 ค่าทางสถิติของผลการวเิคราะห์ 

 
สมการแคลิเบรชนั การทวนสอบสมการแคลิเบรชนั 

R2
cal SEC R2

val SEP Bias RMSEP RPD SD 
คาเทชิน 0.922 0.033 0.880 0.032 -0.0005 0.032 2.88 0.093 
อีพิคาเทชิน 0.898 0.210 0.892 0.172 0.0437 0.174 3.16 0.543 

 

ตารางที่ 3 ปริมาณสารคาเทชินและอีพิคาเทชินเฉล่ียในดาร์กช็อคโกแลต ชอ็คโกแลตนม และชอ็คโกแลตขาว 

ประเภทของ 
ช็อคโกแลต 

ปริมาณคาเทชินเฉล่ีย ± SD 
(มก./ก. ช็อคโกแลต) 

ปริมาณอีพิคาเทชินเฉล่ีย ± SD 
(มก./ก. ช็อคโกแลต) 

ดาร์คชอ็คโกแลต 
(โกโกแ้มส 29-88%) 

0.080 ± 0.000 ถึง 0.498 ± 0.002 0.369 ± 0.000 ถึง 2.462 ± 0.079 

ช็อคโกแลตนม 
(โกโกแ้มส 8-38%) 

0.018 ± 0.001 ถึง 0.128 ± 0.001 0.034 ± 0.000 ถึง 0.725 ± 0.000 

ช็อคโกแลตขาว 
(โกโกแ้มส 0%) 

ไม่พบ ไม่พบ 

 

 
 

ภาพที่ 4 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งร้อยละของโกโกแ้มสท่ีระบุบนบรรจุภณัฑก์บัปริมาณรวมของคาเทชินและ 

 อีพิคาเทชิน () ปริมาณอีพิคาเทชิน (×) และปริมาณคาเทชิน () 

 

y = 0.0205x - 0.0986 
R² = 0.6895 

y = 0.0175x - 0.0978 
R² = 0.6785 

y = 0.0031x - 0.0008 
R² = 0.6834 
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ภาพที่ 5 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณคาเทชินกบัปริมาณอีพิคาเทชิน 

 

y = 5.3362x - 0.0501 
R² = 0.8878 
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