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 การสกัดแยกสารออกจากตัวอยางของแข็งหรือของเหลวอยางสมบูรณเพ่ือใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีด้ังเดิมน้ัน พบวาเปนวิธีที่ตองใชเวลานานและจําเปนตองใช
เครื่องมืออุปกรณเฉพาะสําหรับการสกัดสาร ดังนั้นโครงการวิจัยน้ีไดพัฒนาวิธีการวิเคราะห
ปริมาณสารดวยวิธีการสกัดสารออกมาเพียงบางสวนดวยตัวทําละลาย สําหรับวิเคราะหหา
ปริมาณสารแกมมาโอไรซานอล โดยคํานวณคาสัมประสิทธิ์การการดูดซับของสาร (adsorption 
coefficient; Kd) ไดจากการสกัดสารตัวอยาง 2 ชุดในปริมาณเทากัน แตใหปริมาตรของตัวทํา
ละลายอินทรีย ในชุดที่ 2 เปน 2 เทาของตัวทําละลายในชุดที่ 1 รวมกับการแกสมการทาง
คณิตศาสตร 
 จากผลการวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวสายพันธุ กข 
6 ดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซนมีรอยละ 20.72 (นํ้าหนักแหง) และ 
3.43 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) ตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการหาปริมาณไขมัน
ทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลดวยวิธี Soxhlet extraction ซ่ึงมีคาเทากับรอยละ 21.25 และ 
3.67 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) ตามลําดับ โดยวิธีใหมที่นําเสนอนี้สามารถลด
ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการสกัด และชวยลดเวลาในการวิเคราะห อีกทั้งไมจําเปนตอง
ใชเครื่องมือเฉพาะสําหรับการสกัดสาร นอกจากนี้ในงานวิจัยน้ีไดวิเคราะหหาปริมาณไขมัน
ทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลโดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซนในรําขาว
สายพันธุตางๆ 9 สายพันธุ พบวารําขาวสายพันธุดอดํา 5647 มีปริมาณไขมันทั้งหมดและ
แกมมาโอไรซานอลสูงสุด ในขณะที่รําขาวสายพันธุ KD XBT 313-19-1-1 และ SP XBT 43-7 มี
ปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลต่ําสุด ตามลําดับ ซ่ึงคา Kd ของไขมันและแกมมา
โอไรซานอลที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีคาอยูระหวาง 1.16-2.00 และ 2.02-2.65 ตามลําดับ 
ความแตกตางของคา Kd ของไขมันและแกมมาโอไรซานอลในตัวอยางรําขาวสายพันธุตางๆ 
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นาจะมาจากปริมาณความชื้นในรําขาวที่แตกตางกัน ในการทดลองนี้ไดศึกษาถึงผลกระทบของ
ตัวทําละลายตอการสกัดแกมมาโอไรซานอลในรําขาวดวย จากผลการทดลองพบวาไอโซโพรพา
นอลเปนตัวทําละลายที่เหมาะสมที่สุดสําหรับใชในการสกัดและการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไร
ซานอลในรําขาว เน่ืองจากเปนตัวทําละลายที่ใหคาปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาว
ใกลเคียงจากที่หาไดดวยวิธีด้ังเดิมมากที่สุด 

อีกทั้งวิธีใหมที่พัฒนานี้สามารถนําไปใชในการวิเคราะหแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอ
รูลิกในรําขาวไปพรอมๆกันดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC จากผลการ
วิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาวสายพันธุหอมนิลดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวน
รวมกับเทคนิค RP-HPLC มีคาเทากับ 2.64 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) ซ่ึงปริมาณที่
วิเคราะหไดใกลเคียงกับผลการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลดวยวิธีการกัดเพียงบางสวน
วิเคราะห โดยตรวจวัดปริมาณสารดวยเครื่อง UV-Spectrophotometer (ประมาณ 2.66 
มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) สําหรับปริมาณกรดเฟอรูลิกวิเคราะหไดเทากับ 0.36 
มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) โดยคา Kd ของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกที่ทํา
การสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล มีคาเทากับ 0.99 และ 0.60 ตามลําดับ 

 จากหลักการการวิเคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีใหมน้ีนาจะสามารถขยายผลนําไป
วิเคราะหหาปริมาณสารในตัวอยางอาหารอื่นๆ ตอไปไดดวย หากทราบคา Kd ของสาร        
การวิเคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีใหมน้ีจะทําไดงายโดยการสกัดเพียงครั้งเดียว ซ่ึงเปนวิธี
วิเคราะหที่ทําไดงาย รวดเร็ว และประหยัดตัวทําละลายอยางมาก 

 
คําหลัก : ปริมาณไขมันทั้งหมด, แกมมาโอไรซานอล, กรดเฟอรูลิก, คาสัมประสิทธิ์การดูดซับ, 
วิธีการสกัดเพยีงบางสวน  
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Abstract 
 
Project Code : MRG4780016 
 
Project Title :  Quantitative Analysis by Partial Extraction with the Aid of Partition  

Coefficient 
 
Investigator : Dr.Supathra  Lilitchan, Mahidol University 
 
E-mail Address : phsll@mahidol.ac.th, supathral@yahoo.com 
 
Project Period : 1 September 2004 - 31 August 2006 
 
 A complete extraction of a solute from a solid or liquid sample has been 
routinely practice in the classical method of analysis.  It is time consuming and requires 
a special apparatus. In this study, a partial extraction method is developed for 
quantitative analysis of γ-oryzanol. The adsorption coefficient (Kd) is determined by the 
accurate weight of two identical samples filled with organic solvent of different volumes 
and solved by two mathematic equations.  
 Total lipid and γ-oryzanol determined by using hexane partial extraction with UV-
Spectrophotometer are 20.27% (dry weight basis) and 3.43 mg/g (dry weight basis), 
respectively. The obtained values are close to those determined by Soxhlet extraction 
method (21.25%) for total lipid and 3.67 mg/g γ-oryzanol in RD 6 rice variety. The 
proposed method consumes less hazardous organic solvents, takes shorter extraction 
time and no special extraction apparatus is required. Total lipids and γ-oryzanol in 9 rice 
bran varieties were analyzed by the developed technique. Daw Dum 5647 variety had 
the highest total lipid and γ-oryzanol while the lowest was found in KD XBT 313-19-1-1 
and SP XBT 43-7, respectively. The Kd value of the lipids and γ-oryzanol between 
hexane and bran at 30oC are between 1.16 - 2.00 and 2.02-2.65, respectively 
(depending on the moisture content of the bran). The effect of solvents on the extraction 
of γ-oryzanol from rice bran was also studied. It was found that isopropanol was the 
most suitable solvent for extraction and determination of γ-oryzanol in rice bran. It 
showed better agreement with the total extraction method. 
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Furthermore, the partial extraction with RP-HPLC was developed for the 
simultaneous determination of γ-oryzanol and ferulic acid in RB. Gamma oryzanol 
determined by using partial extraction and RP-HPLC is 2.64 mg/g in Hom Nin rice 
variety, whereas γ-oryzanol determined by using partial extraction with UV-
Spectrophotometer is 2.66 mg/g. Ferulic acid determined by using partial extraction with 
RP-HPLC is 0.36 mg/g. The Kd value of the γ-oryzanol and ferulic acid between 
methanol and bran are 0.99 and 0.60, respectively. 

The proposed method may be able to extend to the determination of total lipids, 
γ-oryzanol and ferulic acid in different food formulas. If the Kd value of a solute is 
known, the amount of that solute can be determined in only one step of partial 
extraction under the same condition, i.e. temperature and moisture content. Thus, the 
analysis is very rapid and economical. 

 
Keywords : Total lipids; γ-Oryzanol; Ferulic acid; Adsorption coefficient; Partial 
extraction method   
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7. ปริมาณแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาวโดยวิธีการสกดัเพียงบางสวน 27 
 ดวยตวัทําละลายเมทานอล  
8. คาสัมประสิทธการดูดซับ (Kd) ของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาว 28 
 โดยวิธีการสกดัเพียงบางสวนดวยตวัทําละลายเมทานอล  
9. คาสัมประสิทธการดูดซับ (Kd) ของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาว 28 
 โดยวิธีการสกดัเพียงบางสวนดวยตวัทําละลายชนิดตางๆ 
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สารบัญรูป 
 
รูปที่                               หนา 
1. แสดงความสัมพันธระหวางคา Kd ของไขมัน (a) และแกมมาโอไรซานอล (b)  17  
 กับปริมาณความชื้นในตวัอยางรําขาวสายพันธุ กข.6 โดยวิธีการสกดัเพียง 
 บางสวนดวยเฮกเซน 
2. แสดงรอยละของการสกัดแกมมาโอไรซานอลในรําขาวสายพันธุหอมสุพรรณ   18 
 (คา Kd เทากบั 2.65) ที่อัตราสวนระหวางเฮกเซนตอรําขาว (ปริมาตร/นํ้าหนัก) ตางๆ  
3. โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและสารตัวอยางวเิคราะหดวย RP-HPLC   23 

คอลัมน µBondapak C18 125oA 10 µm 3.9 x 300 mm ระบบวฏัภาคเคลื่อนที่ 
ประกอบดวย acetic acid (เขมขน 1%):acetonitrile ที่อัตราสวน 19:81 โดยปริมาตร  
และใชอัตราการไหล 1 ml/min ตรวจวัดดวยเครื่องPhotodiode Array Detector  
ที่ความยาวคลื่น 320 nm (ก) ตัวอยางรําขาว และ (ข) สารมาตรฐานกรดเฟอรูลิก  

4. สเปรคตัมการดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลต (UV Spectra) ก) สารมาตรฐาน  24 
 กรดเฟอรูลิก ข) ตัวอยางรําขาวจากโครมาโทแกรมรูปที่ 3 (พีคที่ 10)  
5. แมสสเปคตัมของตัวอยางราํขาว       25 
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หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 
 
ชื่อโครงการ การวิเคราะหปริมาณสารดวยการสกัดเพยีงบางสวนและใชคาสัมประสิทธิ์การ 

แบงละลายเขาชวย 
 
Quantitative Analysis by Partial Extraction with the Aid of Partition  
Coefficient 
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2. สาขาที่ทําการวิจัย  เคมีวิเคราะห 
 
 
4. ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป 
 
5. ความสําคัญและที่มาของปญหา 

การวิเคราะหปริมาณสารและการสกัดแยกสารดวยวิธีการสกัดดวยตัวทําละลาย 
(solvent extraction) จําเปนตองใชตัวทําละลายอินทรียเปนจํานวนมากเพื่อสกัดสารออกจาก
ตัวอยางไดอยางสมบูรณ  นอกจากนี้ยังจะตองทําการพิสูจนใหไดวาการสกัดนั้นสกัดสารไดหมด
จดซึ่งมักจะทําไดไมงายนัก  อีกทั้งการระเหยตัวทําละลายออก สารตัวอยางที่ระเหยงาย 
(volatile solute) จะระเหยออกมาพรอมกับตัวทําละลาย ปริมาณสารอาจเปลี่ยนแปลงไปทํา
ใหผลการวิเคราะหผิดพลาดได  การสกัดสารแบบดั้งเดิมตองสิ้นเปลืองสารเคมีและตองเสียทั้ง
เวลาและคาใชจายในการกําจัดตัวทําละลายอินทรียที่ใชแลว ดังน้ันการสกัดเพื่อวิเคราะหสารบาง
ชนิดจึงมีขั้นตอนการสกัดหลายขั้นตอนถึงจะสามารถสกัดสารออกจากตัวอยางไดอยางสมบูรณ 
ทําใหการวิเคราะหปริมาณสารทําไดยาก และเสียเวลามาก อีกทั้งยังพบวาเปนเทคนิคที่ให
ประสิทธิภาพในการสกัดต่ํา และจําเปนตองใชปริมาณตัวอยางเปนจํานวนมาก  
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ดังน้ันโครงการวิจัยน้ีไดเสนอ แนวทางหนึ่งที่จะสามารถทําการวิเคราะหปริมาณสาร
ดวยวิธีการสกัดสารออกมาเพียงบางสวนดวยตัวทําละลาย และอาศัยคาสัมประสิทธิ์การดูดซับ
ของสาร (adsorption coefficient; Kd) มาชวยคํานวณหาปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง 

งานวิจัยน้ีจึงมุงพัฒนาหลักการเพื่อวิเคราะหปริมาณสารในตัวอยางดวยวิธีการสกัดดวย
ตัวทําละลายจากคา Kd และหาปริมาณสารดวยการแกสมการทางคณิตศาสตรแบบงาย ๆ โดย
การตรวจวิเคราะหสารสามารถทําไดดวยเครื่องมือตางๆที่มีในหองปฏิบัติการและมีความ
เหมาะสมกับคุณสมบัติของสารแตละชนิดที่นํามาใชเปนสารตัวอยางในการวิเคราะหและหา
ปริมาณของสาร ซ่ึงในงานวิจัยน้ีสนใจวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมด (total lipids) และแกมมา
โอไรซานอล (γ-oryzanol) ในรําขาว และวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอล (γ-oryzanol) และ
กรดเฟอรูลิก (ferulic acid) ในรําขาวไปพรอมๆกัน ทั้งนี้เน่ืองจากการวิเคราะหปริมาณไขมัน
ทั้งหมดในรําขาวดวยวิธีด้ังเดิม (classical method) ซ่ึงนิยมใชเฮกเซนหรือปโตรเลียมอีเทอร
เปนตัวทําละลายจะตองทําการสกัดแบบตอเน่ือง เพ่ือใหตัวทําละลายสัมผัสตัวอยางที่ตองการ
สกัดหลายครั้งและตองใชตัวทําละลายปริมาณมาก อีกทั้งยังใชเวลาในการสกัดเปนเวลานานและ
มีคาใชจายสูง และการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาวที่ผานมา [1-7] ตองทําการ
สกัดน้ํามันออกจากรําขาวกอนแลวนําน้ํามันที่สกัดไดมาวัดปริมาณแกมมาโอไรซานอลอีกครั้ง
ทําใหเสียเวลา นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยพบกรดเฟอรูลิกในขาว ซ่ึงเปนสารตานอนุมูลอิสระ และมี
คุณสมบัติที่สามารถปองกันโรคตาง ๆ ได แตยังไมมีการศึกษาวิเคราะหปริมาณกรดเฟอรู       
ลิกในรําขาว อีกทั้งการวิเคราะหปริมาณกรดเฟอรูลิกยังมีความยุงยาก ซับซอน และใชเวลานาน 

งานวิจัยน้ีไดเสนอแนวทางใหมในการวิเคราะหปริมาณสารตาง ๆ โดยใชคา Kd ซ่ึงมี
ทฤษฎีการคํานวณ ดังที่จะกลาวในบทอุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
6. วัตถุประสงควิจัย 
 เพ่ือพัฒนาหาวิธีการวิเคราะหปริมาณของสารดวยวิธีการสกัดดวยตัวทําละลายเพียง
บางสวนและนําคา Kd มาชวยในการวิเคราะหหาปริมาณสารไดอยางถูกตอง สะดวกและรวดเร็ว  
 
7. ขอบเขตของการวิจัย 

7.1 ศึกษาความถูกตองของวิธีการวิเคราะหสารดวยการสกัดเพียงบางสวนโดยตรวจวัด
ปริมาณสารดวยเคร่ือง UV-Spectrophotometer  และเปรียบเทียบความถูกตองกับวิธีด้ังเดิม 
(classical method) 

7.2 ศึกษาการวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวพันธุตางๆ 
ดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนโดยตรวจวัดปริมาณสารดวยเครื่อง UV-Spectrophotometer  

7.3 ศึกษาหาคา Kd ของไขมันและแกมมาโอไรซานอลระหวางชั้นของตัวทําละลายอินทรีย
ที่ใชสกัดกับชั้นของรําขาวพันธุตางๆดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนโดยตรวจวัดปริมาณสารดวย
เครื่อง UV-Spectrophotometer รวมทั้งศึกษาปจจัยที่ผลตอคา Kd เชน ความชื้นในรําขาว 
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7.4 ศึกษาหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาว
ดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนโดยตรวจวัดปริมาณสารดวยเครื่อง UV-Spectrophotometer และ
ใชคาสัมประสิทธิ์การดูดซับเขาชวยที่สามารถทําทวนซ้ําและใหความถูกตองสูงสุด  

7.5 ศึกษาการวิเคราะหเอกลักษณของกรดเฟอรูลิกในรําขาวดวยเทคนิค RP-HPLC-MS 
7.6 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะหสารแกมมาโอไรซานอล และ Ferulic acid 

ในรําขาวดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC 
7.7 ศึกษาหาคา Kd ของไขมันและแกมมาโอไรซานอลระหวางชั้นของตัวทําละลายอินทรีย

ที่ใชสกัดกับชั้นของรําขาวพันธุตางๆดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC 
7.8 ศึกษาหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในการวิเคราะหสารแกมมาโอไรซานอล และ Ferulic 

acid ในรําขาวดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC 
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ผลงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

 รําขาวเปนผลพลอยไดของขาวเปลือกโดยในขาวเปลือกมีรําขาวอยูประมาณรอยละ 7 
ของน้ําหนักจะเห็นวาเปนปริมาณที่ไมมากนักแตถาพิจารณาถึงผลผลิตขาวโดยรวมของประเทศ
ไทยซึ่งเปนประเทศที่ปลูกขาวเปนอันดับตนๆของโลก จึงทําใหปริมาณรําขาวที่เปนผลพลอยได
มีจํานวนมากนับลานตัน [8] รําขาวประกอบดวยสารอาหาร เชน โปรตีน ไขมัน เสนใยหยาบ แร
ธาตุที่จําเปนและวติามินหลายชนิดแลว อีกทั้งยังประกอบดวยสารตานอนมูุลอิสระ เชน แกมมา
โอไรซานอล และวติามินอี [9] ซ่ึงมีคุณสมบัติชวยลดความเสี่ยงของการเกิดโรคหัวใจและหลอด
เลือดอุดตันได นอกจากนี้มีรายงานพบสารประกอบฟนอล (phenolic compounds) อ่ืนๆในขาว
อีกดวย เชน กรดเฟอรูลิก [10-12] ซ่ึงเปนสารสําคัญที่เปนตวัชวยทําใหระบบภูมิคุมกันใน
รางกายมีประสิทธิภาพ และชวยลดระดบันํ้าตาลและไขมันในเลือด รวมทั้งลดโอกาสเสี่ยงในการ
เปนโรคมะเร็งตางๆ ไดแก มะเร็งลําไส มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งตอมลูกหมาก เปนตน [13-14] 

ในป ค.ศ. 1993  Roger  และคณะ [15] ศึกษาเอกลักษณและวิเคราะหปริมาณแกมมา
โอไรซานอลพรอมๆกับวิตามินอีที่มีอยูในน้ํามันรําขาว  โดยใช RP-HPLC คอลัมนชนิด  5  nm  
ODS (C18) Hypersil  Silica ขนาดคอลัมน 2.1 x 200 mm  ซ่ึงตอกับเครื่องตรวจวัด 2  ชนิด 
คือ Photodiode  array  detector  สําหรับวิเคราะหแกมมาโอไรซานอลและ Fluorescence  
detector สําหรับวิเคราะหวิตามินอี   ทําการทดลองเพื่อเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสม ซ่ึง
สามารถแยกองคประกอบแตละชนิดของวิตามินอีและแกมมาโอไรซานอลโดยศึกษาตัวทําละลาย
ผสมระหวาง acetonitrile / methanol / isopropanol / water  พบวา  สัดสวน 45 / 45 / 5 / 5 
โดยปริมาตรเหมาะสมที่สุด  ถามีตัวทําละลายเพียง acetonitrile และ methanol   จะทําให
ประสิทธิภาพการแยกองคประกอบของแกมมาโอไรซานอลลดลงจึงตองใช isopropanol  เพ่ือ
เพ่ิมประสิทธิภาพการแยกองคประกอบแตละชนิดของแกมมาโอไรซานอล  นอกจากนั้นการใช
นํ้าในระบบตัวทําละลายผสมจะทําใหประสิทธิภาพการแยกโทโคฟรอลและโทโคไตรอีนอล
เพ่ิมขึ้น  ผลการทดลองพบวา  นํ้ามันรําขาวที่ผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์แลวจากแหลงผลิต
ตางกัน จะมีองคประกอบของวิตามินอีและแกมมาโอไรซานอลคลายคลึงกัน  แตมีปริมาณสาร
เหลานี้ตางกันมาก  ทั้งน้ีเน่ืองจากความแตกตางของกระบวนการผลิตนํ้ามันรําขาวของแตละ
โรงงาน 

ในป ค.ศ. 1998 Das และคณะ [16]  แยกแกมมาโอไรซานอล โดยใชวิธีการ
เหน่ียวนําดวยแคลเซียมอิออนทําใหเกิดการตกตะกอนของกลุม micellar ที่มีประจุลบ  วิธีการ
เริ่มจากการนํา commercial  acid  oil  ที่มีกรดไขมันอิสระอยูสูงถึง 60 % มากลั่นภายใตสภาวะ
สุญญากาศที่  250-260 องศาเซลเซียส  เพ่ือกําจัดกรดไขมันอิสระ และทําการกําจัดกรดไขมัน
อิสระที่เหลืออยูซํ้าอีกครั้งหน่ึง  โดยเติมสารละลายดางซึ่งมีผลทําใหแกมมาโอไรซานอลเกิดการ
แตกตัวและเกิดเปนกลุมของ micellar ที่มีประจุลบ และละลายไดในน้ํา  เม่ือเติมเกลือแคลเซียม
จะเกิดการเหนี่ยวนําใหกลุม micellar ของเกลือแคลเซียมของกรดไขมันและแกมมาโอไรซานอล
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เกิดการตกตะกอน  จากนั้นแยกตะกอนออกและทําใหแหง สกัดแยกแกมมาโอไรซานอลจาก
ตะกอนที่แหงดวยตัวทําละลาย ethyl  acetate  ทําการระเหย ethyl  acetate ออกจะไดของ
เหลือที่มีแกมมาโอไรซานอลอยู 19 % และมี  % recovery เทากับ 100   สวนแกมมาโอไรซา
นอลจะถูกนําไปทําใหบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้นดวยการใชคอลัมนโครมาโตกราฟที่บรรจุดวยซิลิกาเจลและ
มีตัวชะเปนคลอโรฟอรมบริสุทธิ์ 98 %  เม่ือระเหยเอาตัวทําละลายออกไปจะไดของแข็งที่มีสี
เหลืองปน และมีปริมาณแกมมาโอไรซานอลอยู 67% และ % recovery เทากับ 84  ขั้นตอน
สุดทายในการทําใหบริสุทธิ์จะใช charcoal  treatment  ทําใหไดสารแกมมาโอไรซานอลที่มี
ความบริสุทธิ์สูงประมาณ 96 % และมี % recovery เทากับ 76 

ในป ค.ศ.  2002  นพมาศ [17] ไดทําการสํารวจปริมาณแกมมาโอไรซานอลและ
วิตามินอีในขาวไทยสายพันธุตางๆ  18  สายพันธุ  โดยวิเคราะหหาปริมาณแกมมาโอไรซานอล
และวิตามินอี  ปริมาณไขมันทั้งหมด และองคประกอบของกรดไขมันในขาวเจา  14  พันธุ  ขาว
เหนียวดํา 2 พันธุ และขาวเหนียวขาว 12 พันธุ พบวาขาวเหนียวดํามีปริมาณแกมมาโอไรซา
นอลสูงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับขาวเหนียวขาวและขาวเจา แตมีปริมาณวิตามินอีต่ํา ในกลุม
ของขาวเจา พบวาขาวนาสวนพันธุ กข 13 ที่ปลูกในจังหวัดปราจีนบุรี มีปริมาณแกมมาโอไรซา
นอลสูงที่สุดและพันธุขาวดอกมะลิ 105 ที่ปลูกในจังหวัดสกลนคร มีปริมาณวิตามินอีสูงที่สุด 
สวนขาวเจากลุมขาวขึ้นน้ําหรือขาวน้ําลึก มีปริมาณแกมมาโอไรซานอลที่ต่ํา  แสดงวาปริมาณ
นํ้าในนาอาจจะเปนปจจัยหน่ึงที่มีอิทธิพลตอการสรางแกมมาโอไรซานอล จากการวิเคราะห
ปริมาณไขมัน พบวาขาวเหนียวดําและขาวเหนียวขาวมีปริมาณไขมันที่สูงกวาขาวเจา ซ่ึง
องคประกอบของกรดไขมันที่พบมากในน้ํามันรําขาวไดแก โอลิอิก ลิโนเลอิก และปาลมมิติก 
โดยพันธุตะเภาแกว 161 ในกลุมขาวขึ้นน้ําหรือขาวน้ําลึกมีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวเชิงเด่ียว
สูงที่สุด รอยละ 48.38 และมีปริมาณกรดไขมันอ่ิมตัวต่ําที่สุด รอยละ 21.77  ซ่ึงอาจจัดเปน
นํ้ามันสุขภาพได 

ในป  ค.ศ. 2003  Giuseppe และคณะ [18] ทําการศึกษาการเพิ่มมูลคาของผล
พลอยไดจากกระบวนการผลิตขาวสาร โดยใชซุปเปอรคริติคอลฟลูอิดในการสกัด ตัวอยางที่ได
จากกระบวนการผลิต  ไดแก  เปลือกขาว รําขาว ปลายขาว เปนตน  โดยใชซุปเปอรคริติคอล
ฟลูอิดคารบอนไดออกไซดสกัดที่สภาวะตางๆดังน้ี คือ ที่อุณหภูมิ 40 , 60 และ 80 องศา
เซลเซียส และที่ความดัน 5,000 , 7,500 และ 10,000 psi ตามลําดบั  พบวา ที่สภาวะสูงสุดทั้ง
อุณหภูมิและความดัน คือ ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส และที่ความดัน 10,000 psi  รําขาวจะ
ใหปริมาณของแกมมาโอไรซานอลสูงที่สดุ อีกทั้งยังพบวานอกจากที่สภาวะนีจ้ะใหเปอรเซนต
ผลผลติสูงที่สดุแลว  นํ้ามันที่สกัดไดยังเหมาะสมตอผูบริโภคเพราะมีคุณคาทางโภชนาการสูง
เน่ืองจากสารตานอนุมูลอิสระธรรมชาติทีมี่อยู ไดแก สารพวกโทโคฟรอล  โทโคไตรอีนอล และ
แกมมาโอไรซานอล 

ในป ค.ศ. 2005  Chokmoh และคณะ [19] ทําการพัฒนาวิธีการวิเคราะหปริมาณ
แกมมาโอไรซานอลในรําขาว โดยอาศัยคาสัมประสิทธิ์การดูดซับ (adsorption  coefficient ;  
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Kd) รวมทั้งการศึกษาผลกระทบของปริมาณแกมมาโอไรซานอลตอการเปลี่ยนแปลงคากรดของ
นํ้ามันรําขาว  พบวา  ไดไอโซโพรพิลอีเทอรเปนตัวทําละลายที่ใหปริมาณแกมมาโอไรซานอล 
(3.48 mg/g นํ้าหนักรําขาวแหง) ใกลเคียงกับปริมาณที่วิเคราะหไดดวยวิธี  Classical  method 
(3.67 mg/g นํ้าหนักรําขาวแหง) และมีคาสัมประสิทธิ์การดูดซับที่เหมาะสม (Kd เทากับ 8.48)  
สวนการสกัดดวยเอทานอลและไอโซโพรพานอล จะใหปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาวสูง
กวาวิธี Classical  method เล็กนอย  เน่ืองจากทั้งเอทานอลและไอโซโพรพานอลมีสภาพขั้วสูง 
จึงสามารถสกัดเอาแกมมาโอไรซานอลที่อยูในสวนตางๆของรําขาวออกมาไดดีกวา  นอกจากนี้ 
การเลือกตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสม พบวา ควรเลือกไดนอรมอลบิวทิลอีเทอร  เน่ืองจากให
คาปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาวที่ใกลเคียงกับที่หาไดดวยวิธี  Classical  method  มีคา 
Kd สูงและมีจุดเดือดสูง  เน่ืองจากปริมาตรของตัวทําละลายที่ระเหยงายอาจมีผลทําใหคา Kd ที่
ไดจากการแทนคาสมการทางคณิตศาสตรคลาดเคลื่อนไป   

ในป  ค.ศ. 2005 Chen และ Bergman [1] ไดทําการพัฒนาวิธวีิเคราะหอยาง
รวดเร็วสําหรบัการวิเคราะหปริมาณ tocopherols, tocotrienols และ γ-oryzanol ดวยการสกัด
ในสภาวะสมดุลเพียง 1 ครั้ง รวมกับการวิเคาะหสารดวย RP-HPLC พบวาสามารถวิเคราะหสาร 
phytochemicals ไดแก tocopherols, tocotrienols และ γ-oryzanol ในรําขาวดวยการสกัดใน
สภาวะสมดุล โดยใชอัตราสวนระหวางรําขาวตอเมทานอล เทากับ 1:60 (นํ้าหนัก/ปริมาตร) 
เวลา 1 นาที ซ่ึงมี % recovery เทากับ 92 ถึง 102 % เม่ือเปรียบเทียบกบัวธิี direct solvent 
extraction พบวาการสกัดดวยตวัทําละลายไอโซโพรพานอลและเมทานอลเหมาะสมกวาเฮกเซน 
วิธีน้ีมีขอไดเปรียบกวาวิธีอ่ืนๆ คือ รวดเร็ว ไมจําเปนตองใชเครื่องมือขั้นสูง และตัวทําละลายที่
ใชสกัดสามารถวเิคราะหเชงิปริมาณรวมกับวธิี RP-HPLC ได 

ในป ค.ศ. 2005 Iqbal และคณะ [20] ไดศึกษาฤทธิตานสารอนุมูลอิสระของรําขาว
สายพันธุตางๆ ไดแก Rice bran-Super kernel (RB-kr), Rice bran-Super 2000 (RB-s2), 
Rice bran-Super Basmati (RB-bm), Rice bran-Super-386 (RB-86) และ Rice bran-Super 
fine (RB-sf) ซ่ึงทําการวิเคราะหสารตานอนุมูลอิสระที่สําคัญในรําขาวดังน้ี คือ tocopherols, 
tocotrienols และ γ-oryzanol ดวย RP-HPLC พบวาปริมาณสารตานอนุมูลอิสระในรําขาวของ
สายพันธุ RB-kr > RB-s2 > RB-bm > RB-86 > RB-sf จากงานวิจัยน้ียังพบวา คาการตาน
อนุมูลอิสระขึ้นกับ 2 ปจจัยที่สําคัญ คือ ชวงระยะเวลาการเจริญเติบโต และปริมาณน้ําที่ใชใน
การเพาะปลูก ซ่ึงรําขาวสายพันธุ RB-kr ที่มีคาการตานอนุมูลอิสระสูงสุดนั้น พบวามีชวง
ระยะเวลาการเจริญเติบโตนานที่สุด แตมีความตองการปริมาณน้ํานอยที่สุด 
 ในป ค.ศ. 2005 Tian และคณะ [21] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกใน
รําขาว โดยนําตัวอยางขาวมาสกัดดวยตัวทําละลายเอทานอล เขมขน 70% และทําการแยก
สารประกอบฟนอลิกเหลานี้ดวย HPLC คอลัมน C18 reversed-phase และวัฏภาคเคลื่อนที่ 
(mobile phase) ที่ใชเปน 0.025% trifluoroacetic acid (A) – acetonitrile (B) (0 นาที, 5% B; 5 
นาที, 9% B; 15 นาที, 9% B; 22 นาที, 11% B; 38 นาที, 18% B) โดยควบคุมอัตราการไหล
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ของวัฏภาคเคลื่อนที่เทากับ 0.8 ml/min นอกจากนี้ยังทําการวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกในขาว
กลองและขาวกลองงอก (germinated brown rice) ที่แชในน้ําที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
ดวยระยะเวลาตางๆ 
 ในป ค.ศ. 2004 Zhou และคณะ [10] ไดศึกษาวิธีวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลลิกในขาว 
พบวา ขาวกลองมีปริมาณกรดเฟอรูลิก เทากับ 255-362 mg/kg grain และ p-coumaric acid 
เทากับ 70-152 mg/kg grain ในขณะที่ขาวที่ผานการโมแลวมีปริมาณกรดฟนอลต่ํากวา (61-81 
mg/kg grain) และพบวาอายุการเก็บมีผลตอการลดลงของปริมาณกรดฟนอลิกทั้งในขาวกลอง
และขาวสาร นอกจากนี้พบวาการเก็บขาวไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะมีผลตอการลดลง
ของปริมาณกรดฟนอลิกมากกวาการเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสดวย 
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อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

1. วัตถุดิบและสารเคม ี
 รําขาวพันธุตางๆ ไดแก SP XBT 60-12, SP XBT 43-7, SP XBT 52-18, SP XBT 56-39, 

KD XBT 313-19-1-1, ขาวเจาหอมนิล เบอร 3 , ดอดํา 5647, ดอดํา 5645, หอมสุพรรณ 
จากศูนยความเปนเลิศทางการปรับปรุงพันธุขาวแนวอณูวิธีและพัฒนาผลิตภัณฑ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (วิทยาเขตกําแพงแสน) และ กข.6 จากจังหวัดอุบลราชธาณี 

 สารมาตรฐาน ไดแก แกมมาโอไรซานอล (98%) จากบริษัท Suno ประเทศญี่ปุน และเฟอรู
ลิก 

 ตัวทําละลายอินทรียที่ใชเปน analytical grade  
 
2. อุปกรณ 
 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometers) ;  DR-4000 ของบริษัท เอ็นวายซายน 
จํากัด 

 เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; 
HPLC) : HPLC pump รุน Waters 510 เครื่องตรวจวดัชนิด UV Spectrophotometer รุน 
Waters 2487 (ทั้งหมดจากบริษัท Waters ประเทศสหรัฐอเมริกา) ประมวลผลดวย Clarity 
software  (บริษัท Data Apex ประเทศสาธารณรัฐเชก็)  

 คอลัมน ชนิด C18 µBonapak 125 oA 10 µm 3.9x300 mm (บริษัท Waters ประเทศ
สหรัฐอเมริกา)  

 Soxtec system HT 1043 
 เครื่องชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง  รุน Ab204  ของบริษัท Mettler Toledo  ประเทศ
สวิสเซอรแลนด 

 ตูอบความรอน 
 เครื่องปนเหวีย่งความเร็วสงู รุน model  4040 Series ( 4000 series )  ของบริษัท 

Centurion  scientific  LTD จาก West  Sussex  UK 
 เครื่องปนผสม (Vortex  Mixer) ;  Lab – line  Instruments  ประเทศสหรฐัอเมริกา 
 โถดูดความชืน้ (Desiccator) 
 ถวยหาความชื้น (Moisture  can) 
 เครื่องแกวตางๆ เชน  บีกเกอร  ขวดวัดปริมาตร  หลอดทดลองฝาเกลียว ปเปต (Pipete) 
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3. วิธีทําการทดลอง 
3.1 การหาปริมาณความชื้น 

หาปริมาณความชื้นตามวิธี AOAC 
 
3.2 การหาปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวดวยวิธีด้ังเดิม 
(classical method) 

3.2.1 หาปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวดวยวิธี Soxhlet extraction 
โดยใชรําขาว 1 กรัม ใสใน thimble และสกัดไขมันดวยเฮกเซน ทําการวิเคราะหหาปริมาณ
ไขมันทั้งหมดโดยการนําน้ํามันหรือไขมันที่สกัดไดดวยเฮกเซนมาระเหยตัวทําละลายออกจน
แหง จากนั้นนํามาเจือจางดวยเฮกเซนใหไดความเขมขนที่เหมาะสมแลวนําไปวัดหาคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 315 นาโนเมตร และคํานวณหาปริมาณของแกมมาโอไรซานอลตอ
นํ้าหนักแหงของน้ํามันไดโดยการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน  

3.2.2 หาปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวดวยเครื่อง Soxtec 
extraction apparatus โดยใชรําขาว 1 กรัม ใสใน thimble จากนั้นนําตัวอยางใสในชุดสกัดไขมัน 
Soxtec System HT 1043 และทําการระเหยตัวทําละลายออกจนหมด ก็จะสามารถคํานวณหา
ปริมาณไขมันทั้งหมดในตัวอยางได จากนั้นนํามาเจือจางดวยเฮกเซนใหไดความเขมขนที่
เหมาะสมแลวนําไปวัดหาคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 315 นาโนเมตร และคํานวณหา
ปริมาณของแกมมาโอไรซานอลตอนํ้าหนักแหงของน้ํามันไดโดยการเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน 
 
3.3 การหาปริมาณสารดวยการสกัดเพียงบางสวนและใชคาสัมประสิทธ์ิการดูดซับของ
สาร (adsorption coefficient; Kd) เขาชวย 

 
Solid-liquid extraction เปนเทคนิคการสกัดสารออกจากของแข็งโดยใชตัวสกัดเปนตัว

ทําละลายอินทรียที่สามารถละลายสารที่สนใจใหแยกออกจากของแข็ง โดยคาอัตราสวนของ
ความเขมขนของสารที่กระจายอยูในของแข็งและตัวทําละลายอินทรียแตละชนิดจะเปนคาคงที่ ที่
อุณหภูมิหน่ึง เรียกวา คาสัมประสิทธิ์การดูดซับ (adsorption coefficient; Kd) ในสภาวะสมดุล 
เขียนได ดังน้ี 

   
s

m
d A

CK =        (1) 

หรือ  sm
d

m s

MMK
V g

⎛ ⎞⎛ ⎞
= ⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠ ⎝ ⎠

      (2) 

 Kd =      สัมประสิทธิ์การดูดซบั (adsorption coefficient)  
Cm =      ความเขมขนของสารในชั้นของตวัทําละลายอินทรีย  
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As =      ปริมาณของสารที่กระจายอยูในชัน้ของของแข็งตอหนวยน้ําหนัก 
Mm =      ปริมาณของตัวถูกละลายในชั้นของตัวทําละลายอินทรีย 
Ms =      ปริมาณของตัวถูกละลายในชั้นของของแข็ง  
Vm =      ปริมาตรของตัวทําละลายอินทรีย 
gs =      นํ้าหนักของของแข็ง 
 

การทราบคาสัมประสิทธิ์การดูดซับ จะทําใหนํามาใชทํานายปริมาณสารที่จะสกัดไดใน
แตละครั้ง การศึกษาหาคาสัมประสิทธิ์การดูดซับทําไดโดยการศึกษาหาความเขมขนของตัวถูก
ละลายในชั้นของสารละลายอินทรียและในชั้นของของแข็ง แตกรณีที่ศึกษานี้นั้นไมทราบคา
ความเขมขนของตัวถูกละลายและคา Kd ดังน้ัน จึงไดนําวิธีการแกสมการทางคณิตศาสตรมา
ประยุกตใชในลักษณะตาง ๆ 

 
การวิเคราะหปริมาณและการหาคา Kd ตามทฤษฎีที่กลาวมาขางตนทําโดยสกัดสาร

ตัวอยาง 2 ชุดดวยปริมาณเทากัน โดยใหปริมาตรของตัวทําละลายในชุดที่ 2 เปน 2 เทาของตัว
ทําละลายในชุดที่ 1 และทําการสกัดอยางละ 1 ครั้ง  

กําหนดให 
y  ปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง 
x1  ปริมาณตัวถูกละลายในวัฎภาคของตัวทําละลายที่สกัดไดในชุดที่ 1 
x2 ปริมาณตัวถูกละลายในวัฎภาคของตัวทําละลายที่สกัดไดจากการใช

ปริมาตรของตัวทําละลายเปน 2 เทาในการสกัดชุดที่ 2  

จากสมการที่ (2) การสกัดในชุดที่ 1  

      ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

11

1
1 xy

w
V
xK      (3) 

การสกัดในชดุที่ 2  

    ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

22

2
2 xy

w
V
xK      (4) 

แต K1 = K2 และ V2 =   2V1 

    ( ) ( )⎟
⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−

=⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
− 22

2

11

1

xyV
x

xyV
x     (5) 

จะได 

    
21

21
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xxy
−

=       (6)
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ดังน้ันจะสามารถหาปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง (y) จากสมการ (6) ได และเม่ือแทน
คา y ลงในสมการ (3) หรือ (4) จะไดคา Kd 

 
3.3.1 การหาปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวดวยวิธีการสกัด
เพียงบางสวนโดยตรวจวดัดวยเครื่อง UV-Spectrophotometer 

โดยชั่งรําขาว 1.0 กรัม ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว 2 หลอด โดยในหลอดที่ 1 เติมตัวทํา
ละลายลงไป 5 มล. สวนหลอดที่ 2 เติมตัวทําละลายลงไป 10 มล. ปดฝาเขยาอยางแรงโดยใช
เครื่อง vortex เปนเวลา 1 นาที แลวตั้งทิ้งไวในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส  นาน 
3 นาที หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เพ่ือ
ตกตะกอนสารแขวนลอยตางๆ แลวนําสารละลายใสไปวิเคราะหหาปริมาณไขมันทั้งหมดและ
แกมมาโอไรซานอล โดยนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดโดยใชตัวทําละลายเปน blank และ
วิเคราะหดวยเครื่อง UV-Spectrophotometer ตัวทําละลายที่ใชไดแก เฮกเซน เอทิลอะซิเตท ได
ไอโซโพรพิลอีเทอร เอทานอล ไอโซโพรพานอล และบิวทานอล แลวทําการวิเคราะหหาปริมาณ
ไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลโดยใชการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ํามันรํา
ขาวและสารมาตรฐานแกมมาโอไรซานอล (ตามลําดับ) ที่ละลายในตัวทําละลายตางๆ 

 
3.3.2 การหาปริมาณแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาวดวยวิธีการสกัดเพียง
บางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC 

ก) การวิเคราะหเอกลักษณและปริมาณแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกดวย RP-
HPLC 

เตรียมสารมาตรฐานแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกที่ความเขมขน 1-30 µg/ml 
ละลายในตัวทําละลายชนิดเดียวกับที่ใชเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ เพ่ือใชสําหรับวิเคราะหเอกลักษณ 
โดยการใชคาเวลาคงคาง (retention time; tR) ของสารมาตรฐานแตละชนิดในระบบวัฏภาค
เคลื่อนที่ซ่ึงประกอบดวยตัวทําละลายชนิด methanol (M) isopropanol (I) และ acetic acid (A) 
ที่มีอัตราสวนตางๆ โดยควบคุมอัตราการไหลใหเทากันที่ 1 ml/min ตรวจโดยเครื่องตรวจวัด
ชนิด UV detector ที่ความยาวคลื่น 320 nm สําหรับวิเคราะหแกมมาโอไรซานอล และที่ความ
ยาวคลื่น 295 nm สําหรับวิเคราะหกรดเฟอรูลิก สวนการวิเคราะหหาปริมาณแกมมาโอไรซา
นอลและกรดเฟอรูลิกทําไดโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานแกมมาโอไรซา
นอลและกรดเฟอรูลิก (ตามลําดับ) ที่ละลายในตัวทําละลายตางๆ ที่ใชเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ 

ข) การวิเคราะหเอกลักษณและปริมาณแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกจาก
ตัวอยางรําขาวดวย RP-HPLC 

โดยชั่งตัวอยางตางๆ ประมาณ 1.0 กรัม ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว 2 หลอด โดยใน
หลอดที่ 1 เติมตัวทําละลายลงไป 5 มล. สวนหลอดที่ 2 เติมตัวทําละลายลงไป 10 มล. ปดฝา
เขยาอยางแรงโดยใชเครื่อง Vortex เปนเวลา 1 นาที แลวตั้งทิ้งไวในอางควบคุมอุณหภูมิที่    
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30 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที 
เพ่ือตกตะกอนสารแขวนลอยตางๆ หลังจากนั้นจึงกรองผานกระดาษกรอง นําสวนสารละลายใส
ที่ไดไปวิเคราะหดวย HPLC ซ่ึงมีระบบวัฏภาคเคลื่อนที่เดียวกับขอ ก) 
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ผลการทดลองและวิจารณผล 
 

1. การวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลดวยวิธีการสกัดเพียง
บางสวนโดยตรวจวัดดวยเครื่อง UV-Spectrophotometer 
 
1.1 ศึกษาความถูกตองของวิธีการวิเคราะหสารดวยการสกัดเพียงบางสวน 

ในการหาปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวนั้น โดยทั่วไปเริ่มจาก
การสกัดน้ํามันออกมาจากรําขาวใหหมดเสียกอน ก็จะไดเปนคาปริมาณไขมันทั้งหมด จากนั้น
นํามาทําการวัดหาปริมาณแกมมาโอไรซานอลที่มีอยูในน้ํามันที่สกัดไดอีกที ทําใหเสียเวลาใน
การวิเคราะห เน่ืองจากในขั้นตอนสกัดน้ํามันออกจากรําขาวเพ่ือใหม่ันใจวาสามารถสกัดน้ํามัน
ออกมาไดหมดจําเปนตองใชตัวทําละลายปริมาณมากและใชเวลาในการสกัดนาน ดังน้ันการใช
หลักการ solid-liquid extraction จึงนาจะเปนวิธีที่สะดวก รวดเร็ว และประหยัดกวาวิธีด้ังเดิม 
โดยทําการสกัดสารตัวอยาง 2 ชุดดวยปริมาณเทากัน และใหปริมาตรของตัวทําละลายอินทรีย
ในชุดที่ 2 เปน 2 เทาของตัวทําละลายในชุดที่ 1 และทําการสกัดอยางละ 1ครั้ง รวมกับการแก
สมการทางคณิตศาสตร และคํานวณหาปริมาณสารที่มีอยูในรําขาว โดยวิธีการวิเคราะหใหมที่
เสนอนี้ เรียกวา วิธีการสกัดเพียงบางสวน 

รําขาวที่ใชในการทดลอง (กข.6) มีปริมาณความชื้นอยูรอยละ  8.42 + 0.05 ซ่ึงในการ
วิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวน 
โดยใชเครื่องตรวจวัดแบบ UV Spectrophotometer น้ัน เลือกใชตัวทําละลายเฮกเซน ทั้งนี้
เน่ืองจากเฮกเซนเปนตัวทําละลายที่มีคา UV cut-off นอยกวาความยาวคลื่น (wavelength)  ที่
เลือกใชในการวิเคราะหตัวอยาง กลาวคือ เฮกเซนมีคา UV cut-off  อยูในชวง 190-195 nm 
ในขณะที่การวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลดวย UV spectrophotome-
ter ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 210 และ 314 nm ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา งานวิจัยตางๆ ที่
ผานมานิยมใชเฮกเซนเปนตัวทําละลายในการสกัดไขมันจากรําขาว [22-26] สําหรับการ
วิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวทําไดโดยการเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ํามันรําขาวและแกมมาโอไรซานอลดวยตัวทําละลายเฮกเซนที่
ความเขมขน 40-280 และ 3-20 µg/ml ตามลําดับ ซ่ึงกราฟมาตรฐานระหวาง ABS กับความ
เขมขนของสารละลายทั้งสองนี้แสดงความสัมพันธอยางเปนเสนตรง (คา regression coefficient 
มากกวา 0.999) 

 
 
 
 



 14

ตารางที่ 1 เปรียบเทียบผลการวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาว 
(กข.6) โดยวิธีด้ังเดิมและวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซน 
 

วิธีการสกัด ไขมัน (total lipids) 
% (dry weight basis) 

แกมมาโอไรซานอล 
(mg/g) 

1.วิธีด้ังเดิม (Classical Method) 
 Soxhlet extraction 
 Soxtec apparatus 

 
21.25 + 0.38 
20.76 + 0.51 

 
3.67 + 0.07 

- 
2.วิธีการสกัดเพียงบางสวน (เฮกเซน) 20.72 + 0.87 3.43 + 0.14 
ขอมูลที่ไดเปนคาเฉลี่ยจากการทํา 3 ซํ้า + SD (n=3) 
 

จากผลการวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลดวยวิธีด้ังเดิม 
(classical method) และวิธีการสกัดเพียงบางสวน (partial extraction) ซ่ึงแสดงไวในตารางที่ 1 
พบวา การวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดในรําขาวโดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทํา
ละลายเฮกเซนมีรอยละ 20.72 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการหาปริมาณไขมันทั้งหมดโดยใช Soxhlet 
extraction (รอยละ 21.25) และวิธี Soxtec apparatus (รอยละ 20.76) และการวิเคราะหปริมาณ
แกมมาโอไรซานอลในรําขาวโดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซนมีคาเทากับ 
3.43 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการหาปริมาณแกมมาโอไรซา
นอลโดยใช Soxhlet extraction (3.67 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม) เชนเดียวกัน ดังน้ันจึงสามารถ
สรุปไดวาการวิเคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีการสกัดสารเพียงบางสวนรวมกับการแกสมการ
ทางคณิตศาสตรเปนวิธีที่มีความถูกตอง สะดวกและรวดเร็ว โดยวิธีใหมที่นําเสนอนี้มีขอดีกวา
เม่ือเปรียบเทียบกับวิธีด้ังเดิม คือ สามารถลดปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการสกัด (ใชเพียง 
10-15 มิลลิลิตร) ลดปริมาณตัวอยางที่ตองใชในการวิเคราะห (ประมาณ 1 กรัมหรือนอยกวา) 
และชวยลดเวลาในการวิเคราะห (นอยกวา 15 นาที) จากหลักการการวิเคราะหหาปริมาณสาร
ดวยวิธีใหมน้ีนาจะสามารถขยายผลนําไปวิเคราะหหาปริมาณสารในตัวอยางอาหารอื่นๆ ตอไป
ไดดวย 
 
1.2 ศึกษาการวิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลดวยวิธีการสกัด
เพียงบางสวนในรําขาวสายพันธุตางๆ 
 ในงานวิจัยน้ีไดขยายผลการวิเคราะหหาปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอล
โดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซนในรําขาวสายพันธุตางๆ จํานวน 9 สาย
พันธุ ดังแสดงผลการทดลองไวในตารางที่ 2  
 ตัวอยางรําขาวสายพันธุตางๆ มีปริมาณความชื้นอยูในชวงรอยละ 8-11 ปริมาณไขมัน
ทั้งหมดอยูในชวงรอยละ 18.16-21.18 โดยน้ําหนักแหง ซ่ึงปริมาณไขมันทั้งหมดที่วิเคราะหได
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สอดคลองกับการวิเคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีด้ังเดิมจากการศึกษาของ Tanaka และคณะ, 
1973 (ประมาณ 18 - 22%) [26] Amissah และคณะ, 2003 (13.3 - 19.8%) [27] และ 
Chokmoh และคณะ, 2005 (18.89%) [19] นอกจากนี้ พบวารําขาวสายพันธุดอดํา 5647 มี
ปริมาณไขมันทั้งหมดสูงสุด (21.18%) ในขณะที่รําขาวสายพันธุ KD XBT 313-19-1-1 มี
ปริมาณไขมันทั้งหมดต่ําสุด (18.16%) ซ่ึงปริมาณไขมันทั้งหมดในรําขาวที่แตกตางกันนั้นนาจะ
มาจากความแตกตางกันของสายพันธุรําขาว สําหรับปริมาณแกมมาโอไรซานอลอยูในชวง 1.95-
3.07 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) ซ่ึงมีปริมาณแกมมาโอไรซานอลต่ํากวางานวิจัยที่
ผานมา เชน จากการศึกษาของ Chen & Berman, 2005 [1] พบวาสายพันธุ CPRS และ BNGL 
มีแกมมาโอไรซานอลเทากับ 3.4-3.9 และ 3.8-4.2 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) 
ตามลําดับ และจากการศึกษาของ Lloyd, Siebenmorgen, & Beers, 2000 [28] พบวาสายพันธุ 
US long grain และ Bengal มีแกมมาโอไรซานอลเทากับ 4.74 และ 4.0 มิลลิกรัม/รําขาว 1 
กรัม ( นํ้าหนักแหง) ตามลําดับ ทั้งน้ีเน่ืองจากความแตกตางของสายพันธุ ชวงอายุการ
เจริญเติบโต กระบวนที่ใชในการสีขาว เปนตน [20, 29-30] อยางไรก็ตามพบวารําขาวสายพันธุ
ตางๆ มีปริมาณแกมมาโอไรซานอลที่นาจะสามารถนําไปใชเปนสารเสริมในผลิตภัณฑอาหาร
เพ่ือเปน Nutraceuticals หรือ Functional foods ได 
 
ตารางที่ 2 ปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวสายพันธุตางโดยวิธีการสกดั
เพียงบางสวนดวยตวัทําละลายเฮกเซน 
 

ปริมาณสารที่วิเคราะหได 
ตัวอยาง ปริมาณความชื้น 

(% w/w) ไขมันทั้งหมด (%) 
แกมมาโอไรซานอล 

(mg/g) 
1. SP XBT 60-12 10.16 19.54 2.03 
2. SP XBT 43-7 10.31 20.09 1.95 
3. SP XBT 52-18 9.67 19.62 1.97 
4. SP XBT 56-39 8.93 19.72 2.04 
5. ขาวเจาหอมนิล  8.31 19.89 2.66 
6. ดอดํา  5647 8.49 21.18 3.07 
7. ดอดํา  5645 8.39 18.78 2.35 
8. KD XBT 313-19-1-1 9.62 18.16 2.62 
9. หอมสุพรรณ 9.88 19.05 2.12 
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1.3 ศึกษาหาคาสัมประสิทธ์ิการดูดซับของไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรํา
ขาวสายพันธุตางๆ 
 
ตารางที่ 3 คาสัมประสิทธการดูดซับ (Kd) และรอยละของการสกัดได* ของไขมันและแกมมาโอไร
ซานอลในรําขาวสายพันธุตางโดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทาํละลายเฮกเซน 
 

ไขมัน แกมมาโอไรซานอล ตัวอยาง 
Kd  % Extraction Kd  % Extraction 

1. SP XBT 60-12 1.58 94 2.32 96 
2. SP XBT 43-7 1.65 94 2.40 96 
3. SP XBT 52-18 1.49 94 2.22 96 
4. SP XBT 56-39 1.51 94 2.29 96 
5. ขาวเจาหอมนิล  1.81 95 2.45 96 
6. ดอดํา  5647 1.29 93 2.14 96 
7. ดอดํา  5645 1.16 92 2.02 95 
8. KD XBT 313-19-1-1 1.89 95 2.48 96 
9. หอมสุพรรณ 2.00 95 2.65 96 
*รอยละของการสกัดไดคํานวณจากคา Kd โดยใชสมการที่ 2  
 

ในงานวิจัยน้ีนอกจากจะไดวิธีการวิเคราะหใหมที่พัฒนาแลวน้ัน ยังพบวาวิธีการนี้
สามารถนํามาประยุกตหาคาสัมประสิทธิ์การดูดซับ (Kd) ของสารตางๆ ไดดวย ซ่ึงโดยทั่วไปคา 
Kd ของสารจะเปนคาคงที่ แตจะไมทราบคา ในงานวิจัยน้ีพบวาสามารถใชวิธีการสกัดเพียง
บางสวนรวมกับการแกสมการทางคณิตศาสตรชวยคํานวณหาคา Kd ตามรายละเอียดที่อธิบาย
ไวในวิธีทําการทดลอง ดังแสดงผลการทดลองไวในตารางที่ 3 พบวาคา Kd ของไขมันและ
แกมมาโอไรซานอลในตัวอยางรําขาวจํานวน 9 สายพันธุ โดยการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทํา
ละลายเฮกเซน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  มีคาแตกตางกันในแตละสายพันธุ ซ่ึงคา Kd ของ
ไขมัน อยูระหวาง 1.16-2.00 โดยรําขาวสายพันธุดอดํา 5645 มีคาต่ําที่สุด คือ 1.16 และรําขาว
หอมสุพรรณ มีคาสูงที่สุด คือ 2.00 สวนคา Kd ของแกมมาโอไรซานอล มีคาอยูระหวาง 2.02-
2.65 โดยรําขาวสายพันธุดอดํา 5645 มีคาต่ําที่สุด คือ 2.02 และรําขาวสายพันธุ KD XBT 313-
19-1-1 มีคาสูงที่สุด คือ 2.65 ความแตกตางของคา Kd ของไขมันและแกมมาโอไรซานอลใน
ตัวอยางรําขาวสายพันธุตางๆ นาจะมาจากปริมาณความชื้นในรําขาวที่แตกตางกัน ทั้งน้ี
เน่ืองจากเฮกเซนเปนตัวทําละลายชนิดไมมีขั้ว เม่ือนําไปใชสกัดตัวอยางรําขาวที่มีความชื้นปน
อยูทําใหความสามารถในการเขาไปสกัดสารลดลง เน่ืองจากน้ําหรือความชื้นในรําขาวจะไปกีด
ขวางการเขาไปสัมผัสของตัวทําละลายกับสารที่ตองการสกัดทําใหไมสามารถนําพาสารออกมา
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ไดดี ซ่ึงจากผลการทดลอง พบวาเม่ือตัวอยางรําขาวมีปริมาณความชื้นเพ่ิมขึ้นคา Kd ของทั้ง
ไขมันและแกมมาโอไรซานอลในรําขาว ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จะมีคาลดลง ดังแสดงใน
รูปที่ 1 
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รูปที่ 1 แสดงความสัมพันธระหวางคา Kd ของไขมัน (a) และแกมมาโอไรซานอล (b) กับปริมาณ
ความชื้นในตัวอยางรําขาวสายพันธุ กข.6 โดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยเฮกเซน 
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ดังน้ันถาทราบคา Kd ของสารตัวอยาง ที่สภาวะอุณหภูมิและความชื้นที่กําหนด ก็จะ
สามารถทําการวิเคราะหหาปริมาณสารไดดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนโดยทําการสกัดสาร
ตัวอยางเพียงชุดเดียวได ซ่ึงจะชวยใหการวิเคราะหตัวอยางทําไดงาย สะดวกและรวดเร็วยิ่งขึ้น
ดวย นอกจากนี้ยังพบวา คา Kd จากใชสมการที่ 2 สามารถนํามาใชคํานวณหาคารอยละของการ
สกัดได ดังตัวอยางเชน จากคา Kd ของไขมันในตารางที่ 3 สมมติใหปริมาตรของตัวทําละลาย 
เฮกเซนที่ใชในการสกัด เทากับ 10 มิลลิลิตร สกัดตัวอยางรําขาว นํ้าหนัก 1 กรัม จะสามารถ
สกัดไขมันทั้งหมดในรําขาวสายพันธุตางๆ อยูในชวงรอยละ 92-95 ซ่ึงสอดคลองกับผล
การศึกษาของ Proctor และคณะ, 1994 [22] ที่สามารถสกัดไขมันทั้งหมดในรําขาวไดเทากับ 
รอยละ 90 และจากการศึกษาของ Proctor และ Bowen,1996 [31] สามารถสกัดไขมันทั้งหมด
ในรําขาวไดประมาณ รอยละ 89 ที่สภาวะอุณหภูมิหอง (22 องศาเซลเซียส) และอัตราสวน
ระหวางเฮกเซนตอรําขาว (ปริมาตร/นํ้าหนัก) เทากับ 10:1 หรืออาจกลาวไดวาสามารถ
คํานวณหาปริมาตรของตัวทําละลายที่ตองการใชสกัดสารใหสมบูรณจากคา Kd ได ดังแสดงผล
การทดลองในรูปที่ 2 พบวาหากตองการสกัดแกมมาโอไรซานอลจากรําขาวใหไดมากกวารอยละ 
99 จะตองใชอัตราสวนระหวางเฮกเซนตอรําขาว (ปริมาตร/นํ้าหนัก) มากกวาหรือเทากับ 40:1 
ซ่ึงจากผลการทดลองนี้สามารถสรุปไดวาหากตองการวิเคราะหหาปริมาณแกมมาโอไรซานอลใน
รําขาวสามารถทําการสกัดเพียงครั้งเดียวได โดยใชปริมาตรของตัวทําละลายเฮกเซนมากกวา 
40 มิลลิลิตรตอตัวอยางรําขาว 1 กรัม 
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รูปที่ 2 แสดงรอยละของการสกัดแกมมาโอไรซานอลในรําขาวสายพันธุหอมสุพรรณ (คา Kd 
เทากับ 2.65) ที่อัตราสวนระหวางเฮกเซนตอรําขาว (ปริมาตร/นํ้าหนัก) ตางๆ  
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1.4 ศึกษาผลของตัวทําละลายตอการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาว 
 จากผลการทดลองในตารางที่ 1 พบวาการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลโดยวิธี
สกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซนจะมีคาต่ํากวาวิธีด้ังเดิม ซ่ึงคาที่แตกตางกันนี้นาจะ
มาจากผลของตัวทําละลายที่ใชในการสกัดและความถูกตองของคา Kd ที่คํานวณได ทั้งน้ี
เน่ืองจากตัวทําละลายที่ระเหยงายอาจมีผลทําใหปริมาตรที่วัดไดคลาดเคลื่อนไป และเม่ือนําไป
คํานวณหาปริมาณโอไรซานอล โดยการแทนคาลงในสมการทางคณิตศาสตรแลวจะทําใหคาที่
คํานวณไดคลาดเคลื่อนไปดวย ดังนั้นตัวทําละลายที่ระเหยไดยากหรือปานกลางที่อุณหภูมิหอง 
เชน ไอโซโพรพานอล หรือ ไดนอรมัลบิวทิลอีเทอร นาจะเปนตัวทําละลายที่เหมาะสมในการ
วิเคราะหสารดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวน นอกจากนี้ยังพบวางานวิจัยที่ผานมาของ Lusas 
และคณะ, 1994 [32] ไดเสนอใหใชตัวทําละลายไอโซโพรพานอลในการสกัดน้ํามันจากพืช ทั้งนี้
เพ่ือหลีกเลี่ยงปญหาเรื่องการติดไฟไหมเม่ือเปรียบเทียบกับตัวทําละลายเฮกเซน ดังน้ันในการ
ทดลองนี้ไดศึกษาหาตัวทําละลายที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรํา
ขาว โดยตัวทําละลายที่ใชในการศึกษานี้ ไดแก เฮกเซน เอทิลอะซีเตท ไดไอโซโพรพิลอีเทอร 
ไดนอมัลบิวทิลอีเทอร เอทานอล ไอโซโพรพานอลและบิวทานอล และในการทดลองนี้เปนการ
วิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาวโดยการสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียตางๆ 
เพ่ือใหการศึกษามีความถูกตองและแมนยําขึ้นจึงไดทําการศึกษาถึงความยาวคลื่นที่ดูดกลืนแสง
สูงสุดของสารมาตรฐานแกมมาโอไรซานอลในตัวทําละลายตางๆ และความสัมพันธเชิงเสนของ
กราฟสอบเทียบมาตรฐาน ดังแสดงผลไวในตารางที่ 4  
 
ตารางที่ 4 กราฟสอบเทียบมาตรฐานของแกมมาโอไรซานอลและความยาวคลืน่ที่ดูดกลืนแสง
สูงสุด (λMax) 
 

กราฟสอบเทยีบมาตรฐาน ตัวทําละลาย 
สมการเสนตรงa R2 

λMax 
(nm) 

เฮกเซน  y = 36.372x 0.9999 314 
เอทิลอะซีเตท y = 35.850x 0.9999 320 
ไดไอโซโพรพิลอีเทอร y = 36.819x 0.9999 320 
ไดนอมัลบิวทลิอีเทอร y = 32.268x 0.9999 320 
เอทานอล y = 33.273x 0.9996 326 
ไอโซโพรพานอล y = 33.281x 0.9999 326 
บิวทานอล y = 36.861x 0.9994 326 
a y =  คาการดูดกลืนแสง, x = ความเขมขน (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
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 จากผลการทดลอง พบวากราฟสอบเทียบมาตรฐานแกมมาโอไรซานอลในตัวทําละลาย
ตางๆ มีความสัมพันธอยางเปนเสนตรง ซ่ึงมีคา correlation coefficient (R2) มากกวา 0.999 
โดยความเขมขนของสารละลายมาตรฐานแกมมาโอไรซานอลในตัวทําละลายตางๆ อยูในชวง 3-
20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 ในการศึกษาถึงผลของตัวทําละลายตอการวิเคราะหปริมาณของแกมมาโอไรซานอลดวย
การสกัดเพียงบางสวนจากการสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ เม่ือนํามาเปรียบเทียบกับปริมาณ
แกมมาโอไรซานอลที่หาไดจากวิธีด้ังเดิม ไดผลดังตารางที่ 5 พบวาปริมาณของแกมมาโอไรซา
นอลที่วิเคราะหไดโดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายตางๆ ยกเวน เอทานอลและไอ
โซโพรพานอล จะมีคามากกวาเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณแกมมาโอไรซานอลที่หาได
จากวิธีด้ังเดิม เน่ืองจากเมื่อพิจารณาสภาพความเปนขั้วของตัวทําละลายที่ใชในการสกัด สารทั้ง 
2 มีสภาพความมีขั้วสูงทําใหสามารถละลายเปนเนื้อเดียวกับนํ้าไดดีกวาเม่ือเปรียบเทียบกับตัว
ทําละลายที่ไมมีขั้ว ดังน้ันน้ําหรือความชื้นจึงไมเปนอุปสรรคตอการสกัดสารดวยตัวทําละลายที่มี
ขั้วสูง อีกทั้งเนื่องจากสภาพขั้วที่สูงกวา จึงสามารถสกัดเอาโอไรซานอลที่อยูในสวนของไขมัน
ตางๆ ในรําขาวออกมาไดหมด ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาของ Chen และ Bergman, 2005 
[1] ที่พบวาตัวทําละลายเมทานอลและไอโซโพรพานอลสามารถสกัด tocopherols, tocotrienols 
และ γ-oryzanol ในรําขาวไดสูงกวาเม่ือเปรียบเทียบกับการใชตัวทําละลายเฮกเซนในการสกัด
สารทั้ง 3 ชนิดจากรําขาว สวนในกรณีของบิวทานอล แมจะมีสภาพขั้วสูงแตเน่ืองจากบิวทานอล
ไมละลายน้ําจึงทําใหมีอุปสรรคในการที่ตัวทําละลายจะเขาไปสัมผัสสารในเนื้อเยื่อเน่ืองจากใน
ตัวอยางรําขาวมีความชื้นอยูน่ันเอง จากการทดลองนี้ควรเลือกใชไอโซโพรพานอลเปนตัวทํา
ละลายเนื่องจากใหคาปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาวที่ใกลเคียงจากที่หาดวยวิธีด้ังเดิม 
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาวสายพนัธุ กข.6 ที่วิเคราะหไดจาก
วิธีด้ังเดิมกับวธิีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายตางๆ 
 

วิธี/ตวัทําละลาย ปริมาณแกมมาโอไรซา
นอล (มก./กรัมรําแหง) 

Kd จุดเดือดของ 
ตัวทําละลาย (oซ) 

1.วิธีด้ังเดิม  
(ปโตรเลยีมอีเทอร) 

 
3.67 + 0.07 

 
- 

 
40-60 

2.วิธีการสกัดเพียงบางสวน 
เฮกเซน  
เอทิลอะซีเตท  
ไดไอโซโพรพิลอีเทอร  
ไดนอมัลบิวทลิอีเทอร 
เอทานอล  
ไอโซโพรพานอล 
บิวทานอล 

 
3.43 + 0.14 
3.45+ 0.39 
3.48+ 0.17 
3.41+ 0.35 
3.79+ 0.45 
3.74+ 0.30 
3.29+ 0.14 

 
1.76 
1.77 
2.06 
1.87 
2.28 
1.83 
1.14 

 
69 
77 

68-69 
142 
78 
82 
118 
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2 การวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในตัวอยางรําขาวดวย
วิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC 
 จากงานวิจัยที่ผานมา พบวาในรําขาวเปนแหลงของสารอาหารที่มีคุณคาทางโภชนาการ
สูง คือ มีวิตามินและสารอาหารธรรมชาติที่สําคัญตอรางกายหลายชนิด เชน โทโคฟรอล โทโค
ไตรอีนอล และแกมมาโอไรซานอล โดยเฉพาะแกมมาโอไรซานอลจะพบในน้ํามันจากรําขาว
เทานั้นไมพบในน้ํามันพืชชนิดอ่ืน จึงไดรับความสนใจและมีการศึกษาถึงวิธีการวิเคราะห
เอกลักษณและปริมาณแกมมาโอไรซานอลในรําขาวเปนจํานวนมาก [1, 15, 17, 19-20] นอก 
จากสารเหลานี้แลว ยังพบวาในรําขาวประกอบดวยสารตานอนุมูลอิสระที่สําคัญอีกตัวหน่ึง คือ 
กรดเฟอรูลิก [10,12] ซ่ึงมีคุณสมบัติที่สามารถปองกันโรคตางๆ ไดมาก เชน โรคหัวใจ 
โรคเบาหวาน และโรคมะเร็งเตานม แตอยางไรก็ตามการศึกษาถึงวิธีการวิเคราะหหาปริมาณ
กรดเฟอรูลิกในรําขาวยังมีการศึกษาอยูเพียงเล็กนอยเทานั้น และจากผลการทดลองตอนที่ 1 
พบวาการนําวิธีการสกัดสารเพียงบางสวนมาชวยวิเคราะหหาปริมาณสารในรําขาวซึ่งเปนวิธีที่มี
ความถูกตอง สะดวกและรวดเร็ว ดังน้ันงานวิจัยในสวนตอไปจึงสนใจที่จะขยายวิธีการวิเคราะห
สารดวยการสกัดเพียงบางสวนไปใชในการวิเคราะหแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรํา
ขาวไปพรอมๆกันดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC ตอไป 
 
2.1 ศึกษาการวิเคราะหเอกลักษณของกรดเฟอรูลิก 
 เน่ืองจากการวิเคราะหกรดเฟอรูลิกในรําขาวยังมีการศึกษาคอนขางนอย กอนที่จะ
ทําการศึกษาการวิเคราะหแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาวไปพรอมๆกันดวย
วิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหเอกลักษณกรด
เฟอรูลิกในรําขาวตามวิธีการของ Lu และคณะ, 2005 [33] โดยใชระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ 
ประกอบดวยตัวทําละลาย acetic acid (เขมขน 1%):acetonitrile ที่อัตราสวน 19:81 โดย
ปริมาตร ดังโครมาโทแกรมที่แสดงไวในรูปที่ 3 ดวยวิธีการเทียบกับคาเวลาคงคาง (tR) กับสาร
มาตรฐานกรดเฟอรูลิก 
 พบวาพีคที่ 10 ในรูปที่ 3(ก) ซ่ึงมีคา tR เทากับ 9.940 นาที มีคาใกลเคียงกับพีคที่ 2 ใน
รูปที่ 3 (ข) ซ่ึงเปนพีคของสารมาตรฐานของกรดเฟอรูลิกซึ่งมีคา tR เทากับ 9.953 นาที ดังน้ันจึง
สรุปไดวาพบแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกเปนองคประกอบของรําขาว  
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(ข) 

รูปที่ 3 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและสารตัวอยางวิเคราะหดวย RP-HPLC คอลัมน 
µBondapak C18 125oA 10 µm 3.9 x 300 mm ระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ ประกอบดวย acetic 
acid (เขมขน 1%):acetonitrile ที่อัตราสวน 19:81 โดยปริมาตร และใชอัตราการไหล 1 ml/min 
ตรวจวัดดวยเครื่อง Photodiode Array Detector ที่ความยาวคลื่น 320 nm (ก) ตัวอยางรําขาว 
และ (ข) สารมาตรฐานกรดเฟอรูลิก 
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ก) 

 
ข) 

 
  
 
รูปที่ 4 สเปรคตัมการดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลต (UV Spectra) ก) สารมาตรฐานกรดเฟอรูลิก 
ข) ตัวอยางรําขาวจากโครมาโทแกรมรูปที่ 3 (พีคที่ 10) 
 

วัดการดูดกลืนรังสีอัลตราไวโอเลตของตัวอยางรําขาว จากโครมาโทแกรมรูปที่ 3 (พีคที่ 
10) พบวามีการดูดกลืนที่ 238.7 และ 324.3 นาโนเมตร ดังรูปที่ 4 (ข) ซ่ึงมีสเปคตรัมที่
คลายคลึงกับสารมาตรฐานกรดเฟอรูลิกในรูปที่ 4 (ก) 
 และทําการพิสูจนการวิเคราะหกรดเฟอรูลิกดวยแมสสเปกโตมิเตอรที่ตอควบเขากับ 
RP-HPLC (RP-HPLC-MS) ดังแสดงในรูปที่ 5  
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รูปที่ 5 แมสสเปคตัมของตัวอยางรําขาว 

 
จากผลการทดลอง พบวาแมสสเปคตัมของสารมาตรฐานกรดเฟอรูลิกปรากฎในรูป 

protonated molecular ion ที่ m/z 195 ([M+H]+) และพบ daughter ion อีกตัวที่สําคัญ ที่ m/z 
177 ([M+H-H2O]+) ซ่ึงพบวาในตัวอยางรําขาวมี molecular-ion เชนเดียวกัน  ดังน้ันจึงสรุปได
วาพบกรดเฟอรูลิกเปนองคประกอบในตัวอยางรําขาว 

 
2.2 ศึกษาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหแกมมาโอไรซานอลและกรด
เฟอรูลิกในตัวอยางรําขาวดวย RP-HPLC 
 ผลการวิเคราะหตัวอยางรําขาวดวย RP-HPLC พบวานอกจากจะพบแกมมาโอไรซา
นอลในรําขาวแลว ยังพบกรดเฟอรูลิกในตัวอยางรําขาวดวย ถึงแมวางานวิจัยที่ผานมาจะมี
การศึกษาการวิเคราะหแกมมาโอไรซานอลหรือกรดเฟอรูลิกในตัวอยางขาว แตยังไมมีงานวิจัยที่
ศึกษาการวิเคราะหปริมาณทั้งแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกพรอมๆ กันดวย RP-HPLC 
ดังน้ันในการทดลองนี้จึงตองศึกษาหาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหแกมมาโอ
ไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในตัวอยางรําขาวดวย RP-HPLC ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6 แสดงคาเวลาคงคางของสารมาตรฐานแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิก 
ที่วิเคราะหดวย RP-HPLC เม่ือใชวัฏภาคเคลื่อนที่ชนิดตางๆ 
 

เวลาคงคาง (นาที) สารมาตรฐาน 
วัฏภาคเคลื่อนที่ ชนิดที่ 1* วัฏภาคเคลื่อนที่ ชนิดที่ 2* 

1. แกมมาโอไรซานอล - 3.003 
2. กรดเฟอรูลิก 9.940 6.487 
* 0.5 % Acetic acid:Acetonitrile อัตราสวน 19:81 ดัดแปรงมาจาก Lu และคณะ, 2005 [33] 
** 0.5% Acetic acid ใน Methanol [34] 
 
 ผลการทดลองในตารางที่ 6 พบวา วัฏภาคเคลื่อนที่ชนิดที่ 1 สามารถใชวิเคราะหกรด
เฟอรูลิกได แตวัฏภาคเคลื่อนที่น้ีไมมีประสิทธิภาพในการชะแกมมาโอไรซานอลออกจากวัฏภาค
น่ิงได จึงทําใหเกิดปญหาแกมมาโอไรซานอลสะสมในคอลัมน ซ่ึงมีผลทําใหประสิทธิภาพการ
แยกสารของคอลัมนลดลง วัฏภาคเคลื่อนที่ชนิดที่ 2 ซ่ึงเปน methanol และเติม acetic acid 
ปริมาณเล็กนอยเพ่ือปรับสภาวะใหหมูฟนอลของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกอยูในรูป  
–OH พบวาสามารถแยกแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกออกจากกันไดดี และพีคของ
แกมมาโอไรซานอลรวมกันเปนพีคเดียว โดยใชเวลาในการวิเคราะหเพียง 6.5 นาทีเทานั้น 
ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจะทําการวิเคราะหแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาวไปพรอมๆ
กันดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC โดยเลือกใชระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ 
ประกอบดวยตัวทําละลาย 0.5% Acetic acid ใน Methanol  
 
2.3 ศึกษาการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาวดวย
วิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC 

รําขาวสายพันธุหอมนิลที่ใชในการทดลองมีปริมาณความชื้นอยูรอยละ  8.42 + 0.05 ซ่ึง
ทําการวิเคราะหแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาวไปพรอมๆกันดวยวิธีการสกัด
เพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC และเลือกใชระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ ประกอบดวยตัวทํา
ละลาย 0.5% Acetic acid ใน Methanol สําหรับการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอลและ
กรดเฟอรูลิกในรําขาวทําไดโดยการเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายน้ํามันรําขาว
และแกมมาโอไรซานอลดวยตัวทําละลายเมทานอลที่ความเขมขน 40-280 และ 3-20 µg/ml 
ตามลําดับ ซ่ึงกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารละลายทั้งสองกับพ้ืนที่ใตพีคนี้แสดง
ความสัมพันธอยางเปนเสนตรง (คา regression coefficient มากกวา 0.999) 
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ตารางที่ 7 ปริมาณแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรําขาวโดยวิธีการสกัดเพียงบางสวน
ดวยตัวทําละลายเมทานอล 
 

กราฟสอบเทยีบมาตรฐาน สารประกอบ ปริมาณ (มก./กรัมรําแหง) a 
สมการเสนตรงb R2 

1. แกมมาโอไรซานอล 2.64 Y = 6.86 x 107X 0.9992 
2. กรดเฟอรูลิก 0.36 Y = 3.82 x 107X 0.9994 
a ขอมูลที่ไดเปนคาเฉลี่ยจากการทํา 3 ซํ้า + SD (n=3) 
b y =  พ้ืนที่, x = ความเขมขน (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
 

จากการทดลอง พบวาปริมาณแกมมาโอไรซานอล เทากับ 2.64 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม 
(นํ้าหนักแหง) ซ่ึงปริมาณที่วิเคราะหไดใกลเคียงกับผลการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอล
ดวยวิธีการกัดเพียงบางสวนวิเคราะหโดยตรวจวัดดวย UV-Spectrophotometer (ประมาณ 2.65 
มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) สําหรับปริมาณกรดเฟอรูลิกวิเคราะหไดเทากับ 0.36 
มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง)  
 
2.4 ศึกษาหาคาสัมประสิทธ์ิการดูดซับของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในรํา
ขาวดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC 

จากผลการทดลองที่ 1.3 พบวาวิธีการสกัดเพียงบางสวนนี้สามารถนํามาประยุกตหาคา
สัมประสิทธิ์การดูดซับ (adsorption coefficient, Kd) ของสารตางๆ ได ดังน้ันในงานวิจัยน้ีทําการ
หาคา Kd ของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกในตัวอยางรําขาวดวยวิธีการสกัดเพียง
บางสวนรวมกับเทคนิค RP-HPLC และเลือกใชระบบวัฏภาคเคลื่อนที่ ประกอบดวยตัวทาํละลาย 
0.5% Acetic acid ใน Methanolที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 8 คาสัมประสิทธการดูดซับ (Kd) ของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลกิในรําขาวโดย
วิธีการสกัดเพยีงบางสวนดวยตัวทําละลายเมทานอล 
 

คาสัมประสิทธการดูดซับ (Kd) การทดลองที่ 
แกมมาโอไรซานอล กรดเฟอรูลิก 

1 0.79 0.46 
2 0.64 0.45 
3 1.52 0.89 

คาเฉลี่ย + SD 0.99 + 0.47 0.60 + 0.25 
 
ผลการทดลองในตารางที่ 8 พบวาคา Kd ของทั้งแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิก มี

คาแตกตางกันในแตละครั้งที่ทําการทดลอง ความแตกตางของคา Kd ของแกมมาโอไรซานอล
และกรดเฟอรูลิกในตัวอยางรําขาว นาจะมาจากตัวทําละลายที่ใชในการสกัดแกมมาโอไรซานอล
และกรดเฟอรูลิกในรําขาว ทั้งน้ีเน่ืองเมทานอลเปนตัวทําละลายที่ระเหยงายอาจมีผลทําให
ปริมาตรที่วัดไดคลาดเคลื่อนไป และเมื่อนําไปคํานวณหาปริมาณโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิก 
โดยการแทนคาลงในสมการทางคณิตศาสตรแลวจะทําใหคาที่คํานวณไดคลาดเคลื่อนไปดวย อีก
ทั้งยังพบวาเมทานอลเปนตัวทําละลายที่มีขั้วและมีประสิทธิภาพในการสกัดสารทั้งสองไดดี 
(superior extraction solvent) ทําใหโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกถูกสกัดออกมาไดเกือบหมด
ในการสกัดครั้งแรก เม่ือสกัดครั้งที่สองจึงไดคาที่ไมแตกตางหรือใกลเคียงกับครั้งแรก และเม่ือ
แทนคาลงในสมการทางคณิตศาสตรแลวจะทําใหคาที่คํานวณไดมีความแปรปรวน ดังนั้นใน
งานวิจัยตอไปไดทําการศึกษาหาตัวทําละลายที่เหมาะสมเพื่อการสกัดตัวอยางจากรําขาว โดย
ตัวทําละลายที่ใชในการศึกษานี้ ไดแก เมทานอล:นํ้า (100:0) เมทานอล:นํ้า (70:30) และเมทา
นอล:นํ้า (50:50) ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9 คาสัมประสิทธการดูดซับ (Kd) ของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลกิในรําขาวโดย
วิธีการสกัดเพยีงบางสวนดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ 
 

คาสัมประสิทธการดูดซับ (Kd) สารประกอบ 
เมทานอล:นํ้า 

(100:0) 
เมทานอล:นํ้า 

(70:30) 
เมทานอล:นํ้า 

(50:50) 
1. แกมมาโอไรซานอล 0.99 + 0.47 0.01 + 0.01 0.02 + 0.01 
2. กรดเฟอรูลิก 0.60 + 0.25 0.03 + 0.00 0.04 + 0.01 
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 พบวา คา Kd ของทั้งแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกจะมีความแปรปรวนนอยลง
เม่ือตัวทําละลายมีปริมาณน้ําเพิ่มขึ้น โดยคา Kd ของแกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกที่ทํา
การสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล มีคาเทากับ 0.99 + 0.47 และ 0.60 + 0.25 ตามลําดับ ซ่ึงมี
คาสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับการสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล:นํ้า (70:30) และเมทานอล:นํ้า 
(50:50) นอกจากนี้ยังพบวา เม่ือสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล:นํ้า (50:50) คา Kd ของทั้ง
แกมมาโอไรซานอลและกรดเฟอรูลิกจะมีความแปรปรวนนอยที่สุด ดังน้ันการนําคา Kd น้ีไปใช
คํานวณหาปริมาณสารดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยการสกัดเพียงคร้ังเดียวจะสามารถทํา
ไดอยางถูกตองและแมนยําดวย 
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สรุปผลการทดลอง 
 
 จากการศึกษาพบวาวิธีการสกัดสารเพียงบางสวนสามารถนํามาใชวิเคราะหปริมาณ
ไขมันทั้งหมด แกมมาโอไรซานอล และกรดเฟอรูลิกในรําขาวไดอยางถูกตอง ซ่ึงมีคาใกลเคียง
กับการหาปริมาณสารดวยวิธีด้ังเดิม โดยวิธีใหมที่นําเสนอนี้มีขอดีกวา คือ เปนวิธีที่รวดเร็วและ
ประหยัด อีกทั้งยังสามารถนําวิธีใหมน้ีมาประยุกตใชหาคา Kd ของไขมัน แกมมาโอไรซานอล 
และกรดเฟอรูลิกในรําขาว ซ่ึงพบวาคา Kd มีความสําคัญและเปนประโยชนอยางมาก สามารถ
นํามาใชทํานายหาปริมาตรของตัวทําละลายเพื่อใชในการสกัดสารจากตัวอยางตามที่ตองการ 
จากผลการทดลองพบวาความชื้นในรําขาวมากขึ้นทําใหคา Kd ของไขมันและแกมมาโอไรซา
นอลลดลง หรือกลาวไดวาความชื้นในรําขาวทําใหความสามารถในการเขาไปสกัดสารลดลง และ
จากการศึกษาผลของตัวทําละลายตอการวิเคราะหปริมาณแกมมาโอไรซานอล พบวาไอโซ        
โพรพานอลเปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสม นอกจากนี้พบวาวิธีใหมที่นําเสนอนี้รวมกับ            
เทคนิค RP-HPLC สามารถนํามาใชวิเคราะหหาปริมาณแกมมาโอไรซานอล และกรดเฟอรู      
ลิกในรําขาวไปพรอมๆกันไดอยางถูกตอง ซ่ึงวิธีน้ีชวยประหยัดตัวทําละลายและเวลาในการ
วิเคราะหเปนอยางมาก 
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2. การเสนอผลงานในทีป่ระชุมวิชาการ 
2.1 การนําเสนอผลงานแบบโปสเตอร 
 

 การประชุมเพ่ือเสนอผลงานวิจัยของนักวจัิยรุนใหม และพบกับเมธีวจัิยอาวุโส สกว.
ระหวางวันที่ 13-15 ตุลาคม 2548 ณ โรงแรมรีเจนท ชะอํา จังหวัดเพชรบุรี  

 
 การประชุมสัมมนาวิชาการอุตสาหกรรมเกษตร: นวัตกรรมทางอาหาร ครั้งที่ 8 เมื่อวันที่ 

15-16 มิถุนายน 2549 ณ ศูนยประชุมนานาชาติไบเทค บางนา จัดโดย ภาควิชาเทคโนโลยี
ทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย รวมกับ สมาคมสภาวิชาการ
อุตสาหกรรมเกษตร สมาคมวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีทางอาหารแหงประเทศไทย 
(FoSTAT) 
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2.2 การนําเสนอผลงานแบบบรรยาย 
 

 การประชุมประจําป “นักวิจัยรุนใหม...พบ...เมธีวิจัยอาวุโส สกว. ครั้งที่ 3 
ระหวางวันที่ 12-14 ตุลาคม 2549 ณ โรงแรมรีเจนท ชะอํา จังหวัดเพชรบุรี 

 
 


