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โดยทั่วไปการวิเคราะหกรดฟนอลิกในพืช ผัก และผลไมใชวิธีการสกัดดวยตัวทําละลาย
อินทรีย หรือวิธี Soxhlet extraction ซ่ึงเปนวิธีที่ใชเวลานาน และมีความยุงยากซับซอน ดังน้ัน
งานวิจัยน้ีจึงสนใจพัฒนาวิธีวิเคราะหกรดฟนอลิกในน้ําผลไม รําขาว และกากรําขาว ซ่ึงเปน
แหลงที่สําคัญของกรดฟนอลิก โดยอาศัยหลักการสกัดดวยตัวทําละลายเพียงบางสวนรวมกับ
การวิเคราะหสารดวยเทคนิค isocratic HPLC การสกัดสารเหลาน้ีดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวน
ทําไดโดยนําตัวอยางมาสกัดดวยตัวทําละลาย 2 คร้ัง โดยการสกัดแตละครั้งใชปริมาตรของตัว
ทําละลายที่แตกตางกัน (4 และ 8 มิลลิลิตร) และใชเวลาสกัดคร้ังละ 1 นาที พบวาปริมาณกรด
แกลลิก กรดเฟอรูลิก และกรดคลอโรจีนิกในน้ําแอปเปลที่สกัดดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนมีคา
เทากับ 1.66, 0.42 และ 36.9 มิลลิกรัม/ลิตร ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการหาปริมาณกรดฟนอลิกดวย
วิธีการสกัดแบบด้ังเดิม (classical method) นอกจากน้ีในงานวิจัยน้ีไดวิเคราะหหาคา
สัมประสิทธิ์การแบงละลาย (partition coefficient, Kp) ของกรดแกลลิก (0.91) กรดเฟอรูลิก 
(0.46) และกรดคลอโรจีนิก (0.73) ระหวางตัวทําละลายเอทิลอะซิเตรตและนํ้าแอปเปลที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส    ในงานวิจัยน้ีไดวิเคราะหหาปริมาณกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไร
ซานอลในรําขาวสายพันธุตางๆ 4 สายพันธุ และกากรําขาวโดยใชวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวย 
กรดฟนอลิกที่สามารถวิเคราะหไดมี 5 ชนิด คือ กรดเฟอรูลิก กรดพารา-คูมาริก กรดคลอโรจีนิก 
กรดแคฟเฟอิก และกรดไซลินจิก และสามารถหาคาสัมประสิทธิ์การดูดซับ (adsorption 
coefficient, Kd) ของกรดฟนอลิกทั้ง 5 ชนิด และแกมมา-โอไรซานอลระหวางตัวทําละลายเมทา
นอลและตัวอยางรําที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวาคา Kd ของกรดฟนอลิกทั้ง 5 
ชนิดมีคาสูงกวาคา Kd ของแกมมา-โอไรซานอลในทุกตัวอยางของรําขาว นอกจากน้ีพบวา 
วิธีการสกัดเพียงบางสวนนี้จะสามารถนํามาใชในการทํานายหาคาปริมาณของสารเหลาน้ีใน
ตัวอยางรําขาวทําไดอยางงายๆ โดยสกัดเพียงคร้ังเดียวเม่ือทราบคา Kd ของสาร จากผลการ
ทดลองพบวาปริมาณของสารท่ีหาดวยวิธีการสกัดเพียงคร้ังเดียวนี้มีคาถูกตองใกลเคียงกับการ
สกัดเพียงบางสวนที่ทําการสกัด 2 คร้ัง โดยมีคาความแตกตางของกรดฟนอลิกทั้ง 5 ชนิด และ
แกมมา-โอไรซานอลสูงสุดเพียงรอยละ + 3.93 และ + 2.60 ตามลําดับ อีกทั้งวิธีการสกัดเพียง
บางสวนเพียงโดยทําการสกัดเพียวครั้งเดียวนี้ยังสามารถนําไปใชในการทํานายหาคาความ           
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สามาถในการสกัดไดของกรดฟนอลิก (รอยละ 96-104)  และแกมมา-โอไรซานอล (รอยละ 99-
101) ในตัวอยางรําขาวไดอีกดวย วิธีที่ไดจากการศึกษานี้พบวาเปนวิธีที่มีความสะดวก รวดเร็ว 
และมีความถูกตองจึงเหมาะสําหรับการใชวิเคราะหในงานประจํา 

 
คําหลัก: กรดฟนอลิก; วิธีการสกัดเพียงบางสวน; คาสัมประสิทธิ์การดูดซับ; คาสัมประสิทธิ์การ

แบงละลาย; รําขาว; นํ้าผลไม  
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Abstract 
 

Project Code: MRG5280106 

Project Title:  Method Development for the Determination of Phenolic Acids in Fruit 
Juices 

Investigator: Asst. Prof. Dr. Supathra Lilitchan, Mahidol University  

E-mail Address: supathra.lil@mahidol.ac.th, supathral@hotmail.com 

Project Period: 16 March 2009 - 15 June 2012 

Phenolic acids in plant, vegetable and fruit is usually quantified using separation 
techniques such as solvent extraction or Soxhlet extraction method but these methods 
are time-consuming and complicated. Therefore, the objective of this study is to develop 
a method for determination of phenolic acids content in fruit juice, rice bran and defatted 
rice bran, as major source of phenolic acid, using partial extraction and isocratic HPLC. 
Partial extraction (PE) was used to extract these compounds from sample with 
difference volumes of solvent extraction (4 and 8 ml) and extraction time of 1 min. The 
content of gallic, ferulic and chlorogenic acids in apple juice using the proposed method 
were 1.66, 0.42 and 36.9 mg/L, respectively. From the results, it showed that the 
amount of phenolic acids, determined by using the proposed method, agreed well with 
the classical methods. In addition, this method can be used to determine the partition 
coefficient (Kp) of gallic acid (0.91), ferulic acid (0.46) and chlorogenic acid (0.73) 
between ethyl acetate and apple juice at 30oC. In addition, phenolic acids and -
oryzanol contents in four rice bran varieties and a defatted rice bran were analyzed by 
this proposed method. The five phenolic acids; ferulic, p-coumaric, chlorogenic, caffeic 
and syringic acids were identified.  The adsorption coefficient (Kd) of the five phenolic 
acids and -oryzanol, between methanol and bran, at 30 oC was also observed. The Kd 
values of all phenolic acids (2.18-3.65) was higher than -oryzanol (0.67) in all samples. 
Also, a single solid-liquid partial extraction can be conveniently used to estimate the 
amount of these compounds in bran from their Kd values. All the values of single 
extraction are in good agreement with the values of partial extraction. The largest 
differences for phenolic acids and -oryzanol are only + 3.93 and + 2.60 %, 
respectively. In addition, a single solid-liquid partial extraction is also proposed to 
forecast the extractability of phenolic acids (96-104 %) and -oryzanol (99-101 %) from 
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bran samples. This obtained method was convenient, rapid and accurate for routine 
analysis. 

 
Keywords: Phenolic acids; Partial extraction method; Adsorption coefficient; Partition 

coefficient; Rice bran; Fruit juice 
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4. ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป 
 
5. ความสําคัญและที่มาของปญหา 

เปนที่ทราบกันวาสารประกอบหลักในผักและผลไมที่มีความสามารถในการเปนสารตาน
อนุมูลอิสระ คือ สารประกอบฟนอลิก ไดแก ฟลาวานอยด กรดฟนอลิก และ แอนโธไซยานิน ซ่ึง
พบทั่วไปในใบ ลําตนและเปลือกของพืช กลไกในการตานอนุมูลอิสระของสารประกอบฟนอลิก
จะอยูในรูปของการกําจัดอนุมูลอิสระ การใหไฮโดรเจนอะตอม และการกําจัดออกซิเจนท่ีขาด
อิเลคตรอน รวมทั้งการรวมตัวกับโลหะ [1] สารกลุมน้ีมีสวนชวยสงเสริมสุขภาพของระบบตางๆ 
ในรางกายหลายประการ เชน ยับยั้งการถูกทําลายของเซลล [2] มีบทบาทในการชวยชะลอ
ความแก ชวยกระตุนภูมิคุมกัน โดยเฉพาะอยางยิ่งสามารถลดอุบัติการณของโรครายหลายชนิด 
เชน โรคมะเร็ง โรคหัวใจ และความดันโลหิตสูง [3-8] 

ในปจจุบันจึงมีนักวิจัยมากมายใหความสนใจในการศึกษาวิธีการสกัดแยกและวิเคราะห
ปริมาณกรดฟนอลิกในอาหารโดยเฉพาะในผักและผลไม เน่ืองจากสารเหลาน้ีพบวามีความ
หลากหลายและอุดมสมบูรณในผักและผลไมชนิดตางๆ เชน องุน แอปเปล ผลไมประเภทสม  
ผลไมพวกเบอรี แครอท บร็อกโคลี และมะเขือเทศ [9-13] เปนตน นอกจากนี้ยังพบในผลิตภัณฑ
อาหารตางๆ จากผลไม เชน นํ้าผลไม แยมผลไม และเน้ือผลไมตีปน (puree) [14-16] กรดฟ
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นอลิกเปนอนุพันธของกรด benzoic และกรด cinnamic ที่มีหมูไฮดรอกซิลตออยูในตําแหนง
ตางๆ (รูปที่ 5.1) โดยอนุพันธของกรด cinnamic ที่พบมากที่สุด คือ กรด -coumaric, caffeic 
และ ferulic โดยทั่วไปที่พบในอาหารจะอยูในรูปของเอสเทอรกับกรด quinic หรือ glucose ดัง
ตัวอยางเชน กรด chlorogenic สําหรับอนุพันธของกรด benzoic ที่พบมากที่สุด คือ -
hydroxybenzoic, vanillic และ protocatechuic นอกจากน้ียังพบกรดฟนอลิกที่เปน dimeric 
condensation products ของกรด gallic มีชื่อเรียกวา กรด ellagic 

 
 

รูปที่ 5.1 โครงสรางโมเลกุลของกรดฟนอลิก 
 

สําหรับการสกัดแยกกรดฟนอลิกในผักและผลไมดวยตัวทําละลาย (solvent extraction) 
ซ่ึงเปนวิธีการแยกสารพื้นฐาน [17-18] โดยท่ัวไปนิยมใชเทคนิค liquid-liquid extraction [19-
20] และ solid-phase extraction [21-24] ในการสกัดแยกและการทําใหบริสุทธิ์ของสารฟนอลิก
ในผักและผลไม การสกัดแยกสารดวยวิธีน้ีจําเปนตองใชตัวทําละลายอินทรียเปนจํานวนมากเพ่ือ
สกัดสารออกจากตัวอยางไดอยางสมบูรณ  ทําใหเปลืองตัวทําละลาย และการใชตัวทําละลาย
ปริมาณมากยังทําใหสารตัวอยางถูกเจือจาง ซ่ึงจะตองนําไปทําใหเขมขน (preconcentration) 
อีกคร้ังหน่ึง หากการทําใหเขมขนดวยการระเหยตัวทําละลายออก สารตัวอยางที่ระเหยงาย 
(volatile solute) จะระเหยออกมาพรอมกับตัวทําละลาย ปริมาณสารอาจเปลี่ยนแปลงไป  ทํา
ใหผลการวิเคราะหผิดพลาดได นอกจากนี้ยังจะตองทําการพิสูจนใหไดวาการสกัดน้ันสกัดสารได
หมดจด ซ่ึงมักจะทําไดไมงายนัก การสกัดดวยวิธีน้ีสิ้นเปลืองสารเคมีและตองเสียทั้งเวลาและ
คาใชจายในการกําจัดตัวทําละลายอินทรียที่ใชแลว  
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ปจจุบันไดมีการพัฒนาวิธีการสกัดดวยเทคนิคใหมที่งาย สะดวก และใชตัวทําละลายใน
การสกัดสารในปริมาณนอย เชน เทคนิคที่เรียกวา solid phase microextraction (SPME) [25-
26] โดยใช SPME fiber จุมลงในตัวอยาง สารจะถูกดูดซับอยูบน fiber จากน้ันจึงนํา SPME 
fiber น้ีไปวิเคราะหดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ (gas chromatography; GC) จะเห็นวาวิธีน้ี
คอนขางสะดวกและไมตองใชตัวทําละลายในการสกัดสาร แตก็มีขอจํากัดคือ จะตองเตรียมสาร
ใหอยูในรูปของอนุพันธุที่มีจุดเดือดต่ําและระเหยไดงาย กรดฟนอลิกในรูปกรดคารบอกซิลิ
คจะระเหยกลายเปนไอ (volatility) ไดยาก เน่ืองจากกรดฟนอลิกมีขนาดโมเลกุลใหญและ
สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) ได ทําใหจุดเดือด (boiling points) สูงขึ้น 
เม่ือทําใหอยูในรูปอนุพันธุจะระเหยกลายเปนไอไดงายขึ้น และคาจุดเดือดต่ําลง อีกทั้งเทคนิค 
SPME จําเปนตองใช SPME fiber ซ่ึงมีราคาแพง และเม่ือมีการใชงานไประยะหนึ่งจะตอง
เปลี่ยน SPME fiber อันใหม เน่ืองจากสารที่เคลือบบน SPME fiber ที่ใชในการดูดซับตัวอยาง
จะคอยๆ หลุดไปทําใหใชงานตอไปไมได นอกจากน้ียังมีอีกวิธีที่กําลังเปนที่นิยมคือการใช
เทคนิคที่เรียกวา single drop microextraction (SDME) [27] เปนการใชตัวทําละลายเพียงหยด
เดียวในการสกัดสาร ซ่ึงเทคนิคน้ี Jeannot และ Cantwell เปนผูพัฒนาขึ้นในป ค.ศ. 1997 โดย
ใช microsyringe ดูดตัวทําละลายที่มีปริมาตรเพียง 1 ไมโครลิตรหรือเพียงหยดเดียว แลวจุม
ปลายเข็มของ syringe ลงในตัวอยาง จากน้ันกด plunger ของ syringe จะทําใหตัวทําละลายที่
ใชในการสกัดไหลออกมาจาก syringe เกิดเปนหยดของตัวทําละลายอยูที่ปลายเข็ม สารท่ี
ตองการวิเคราะหที่อยูในตัวอยางจะถูกสกัดเขาไปอยูในหยดของตัวทําละลาย จากนั้นดึง 
plunger ของ syringe เพ่ือดูดหยดของตัวทําละลายกลับเขาไปใน syringe แลวนําไปฉีดเขา
เคร่ือง GC เพ่ือทําการแยกสารและวิเคราะหปริมาณของสารตอไป  ขอจํากัดของวิธีน้ีก็
เชนเดียวกับวิธี SPME คือ จะตองเตรียมสารใหอยูในรูปของอนุพันธุที่มีจุดเดือดต่ําและระเหยได
งาย  นอกจากน้ีวิธีน้ีเปนการสกัดสารที่ไมถึงจุดสมดุลของการสกัด ทําใหไดปริมาณการสกัดแต
ละครั้งไมเทากัน หากการควบคุมเวลาหรือขนาดของหยดไมเทากัน  ดังน้ันในการวิเคราะห
ปริมาณของสารจึงจําเปนตองทําการเตรียมสารละลายมาตรฐาน โดยใหมีสภาวะของการทดลอง 
ไดแก ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน ปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการสกัด อัตราการ
กวนและเวลาที่ใชในการสกัดสาระลายมาตรฐานเหมือนกับตัวอยางทุกประการ ซ่ึงเปนวิธีที่
ยุงยากและเกิดความคลาดเคลื่อนได อีกทั้งการควบคุมตัวทําละลายที่ใชในการสกัดตัวอยางใหมี
ปริมาตรแนนอนหรือคงที่เพียง 1 ไมโครลิตรหรือเพียงหยดเดียว มักทําไดไมงายนัก ซ่ึงหาก
ปริมาตรเปลี่ยนแปลงไปก็จะมีผลตอปริมาณสารที่สกัดออกมาไดเปลี่ยนแปลงไปดวยทําใหผล
การวิเคราะหที่ไดไมถูกตอง 

จากการศึกษาของ Lilitchan et al [28] พบวา วิธีการสกัดสารเพียงบางสวน (partial 
extraction method) และอาศัยคาสัมประสิทธิ์การดูดซับของสาร (adsorption coefficient; Kd) 
มาชวยคํานวณหาปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง สามารถนํามาใชวิเคราะหปริมาณไขมัน
ทั้งหมด และแกมมาโอไรซานอลในรําขาวไดอยางถูกตอง คาที่วิเคราะหไดใกลเคียงกับการ
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วิเคราะหปริมาณสารดวยวิธีด้ังเดิม โดยวิธีใหมที่นําเสนอน้ีมีขอดีกวา คือ เปนวิธีที่รวดเร็วและ
สามารถลดปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการสกัด เม่ือเทียบกับวิธีการด้ังเดิม และเม่ือเทียบ
กับวิธี SPME และ SDME วิธีการของ Lilitchan et al [28] ใหขอดีคือ การสกัดแตละครั้งจะสกัด
ที่จุดสมดุล ความแปรปรวนของขอมูลจะลดนอยลงกวา 2 วิธีที่กลาวมา อีกทั้งสารที่สกัดไดยัง
สามารถนํามาวิเคราะหปริมาณดวยวิธีการทางเคมีตางๆ ไดดี หรืออาจจะใชเตรียมอนุพันธเพ่ือ
การวิเคราะหโดย GC  

ดังน้ันในการศึกษานี้สนใจศึกษาการวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกในน้ําผลไมดวยวิธีการ
ของ Lilitchan et al [28] โดยทําการสกัดสารเพียงบางสวน และอาศัยคาสัมประสิทธิ์การแบง
ละลายของสาร (partition coefficient; Kp) มาชวยในการคํานวณปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง 
และการวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลในตัวอยางรําขาว และกากรําขาว
ดวยวิธีการของ Lilitchan et al [28] โดยทําการสกัดสารเพียงบางสวน และอาศัยคาสัมประสิทธิ์
การดูดซับของสาร (adsorption coefficient; Kd) มาชวยในการคํานวณปริมาณสารทั้งหมดใน
ตัวอยาง 

6. วัตถุประสงคของการวิจัย 

6.1 เพ่ือพัฒนาวิธีใหมสําหรับการวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกในน้ําผลไมดวยวิธีการ
สกัดดวยตัวทําละลายเพียงบางสวน และอาศัยคาสัมประสิทธิ์การแบงละลายของสาร (partition 
coefficient; Kp) มาชวยในการวิเคราะหปริมาณไดอยางถูกตอง สะดวกและรวดเร็ว 

6.2 เพ่ือพัฒนาวิธีใหมสําหรับการวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอล
ในตัวอยางรําขาว และกากรําขาวดวยวิธีการสกัดดวยตัวทําละลายเพียงบางสวน และอาศัยคา
สัมประสิทธิ์การดูดซับของสาร (adsorption coefficient; Kd) มาชวยในการวิเคราะหปริมาณได
อยางถูกตอง สะดวกและรวดเร็ว 

7. ขอบเขตของการวิจัย 

7.1 ศึกษาหาคา Kp ของกรดฟนอลิกระหวางชั้นของตัวทําละลายอินทรียที่ใชสกัดกับชั้นของ
นํ้าผลไมดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนโดยตรวจวัดปริมาณสารดวยเทคนิค isocratic 
HPLC 

7.2 ศึกษาการวิเคราะหกรดฟนอลิกในนํ้าผลไมดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวน และใชคา Kp 
เขาชวย โดยทําการตรวจวัดปริมาณสารดวยเทคนิค isocratic HPLC 

7.3 ศึกษาหาคา Kd ของกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลระหวางชั้นของตัวทําละลาย
อินทรียที่ใชสกัดกับชั้นของตัวอยางรําขาวและกากรําขาวดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวน
โดยตรวจวัดปริมาณสารดวยเทคนิค isocratic HPLC 

7.4 ศึกษาการวิเคราะหกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลในตัวอยางรําขาวและกากรําขาว
ดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวน และใชคา Kd เขาชวย โดยทําการตรวจวัดปริมาณสารดวย
เทคนิค isocratic HPLC 
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7.5 ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกในน้ําผลไมดวยวิธีในขอ 7.2 และ
ในรําขาวและกากรําขาวดวยวิธีในขอ 7.4 โดยเทียบกับวิธีการสกัดแบบด้ังเดิม (Sovent 
extraction หรือ Soxhlet extraction) 

8. ผลงานวิจัยที่เก่ียวของ 

ผักและผลไมเปนแหลงของสารตานอนุมูลอิสระที่สําคัญ โดยเฉพาะสารประกอบฟนอลิก 
(phenolic compounds) ดังน้ันผักและผลไมจึงจัดเปนแหลงอาหารที่จําเปนของมนุษยในแงของ
สุขภาพ และการตานทานตอโรคภัยที่เปนผลมาจากอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ขององคประกอบ พวกไขมัน โปรตีน และกรดนิวคลีอิกในรางกาย รวมถึงองคประกอบตางๆ 
ของอาหารที่บริโภค ซ่ึงอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นจะทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับเซลลและ
เน้ือเยื่อในรางกาย เปนผลทําใหเซลลถูกทําลาย อนุมูลอิสระสามารถทําอันตรายตอ ดีเอ็นเอ ซ่ึง
เปนสารพันธุกรรมได ในระยะยาวการไดรับอนุมูลอิสระสะสมเรื่อยๆ มีสวนทําใหเกิดโรคตางๆ 
เชน โรคมะเร็ง โรคหัวใจ โรคไขมันในหลอดเลือด โรคความดันสูง โรคที่เปนความผิดปรกติที่
เกิดจากการเส่ือมสลายของเซลล เชน โรค Parkinson’s และ Ahlzeimer’s diseases  รวมถึง
การเกิดร้ิวรอยและการแกกอนวัย [3-8, 29-30] 
 Wang และคณะ [31] ไดศึกษาประสิทธิภาพของสารตานอนุมูลอิสระจากผลไมชนิด
ตางๆ พบวา สตรอเบอรี่ มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
ไดสูงที่สุด รองลงมาเปน พลัม สม องุนแดง ผลกีวี เกรฟฟรุท องุนเขียว แอปเปล มะเขือเทศ 
honeydew แพร และ กลวย ตามลําดับ สําหรับประสิทธิภาพของสารตานอนุมูลอิสระจากน้ํา
ผลไมชนิดตางๆ ที่มีขายในทองตลาดพบวา นํ้าองุนมีคาสูงที่สุด รองลงมาเปน นํ้าเกรฟฟรุท นํ้า
มะเขือเทศ นํ้าสม และน้ําแอปเปล ตามลําดับ 
 Prior และคณะ [32] ไดวิเคระหหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด ปริมาณ 
anthocyanin และประสิทธิภาพของสารตานอนุมูลอิสระของเบอรรีสายพันธุตางๆ พบวา เม่ือ
ผลไมมีความบริบูรณ (maturity) เพ่ิมขึ้น ประสิทธิภาพของสารตานอนุมูลอิสระ ปริมาณ 
anthocyanin และปริมาณสารประ กอบฟนอลิกทั้งหมดก็เพ่ิมขึ้นดวย 

การศึกษาถึงวิธีการสกัดแยกและการวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกในผักและผลไม ก็
เปนงานวิจัยอีกสวนที่มีนักวิจัยมากมายใหความสนใจ 

ตัวอยางเชน Fernandez de Simon และคณะ [14] ไดศึกษาการวิเคราะห
สารประกอบฟนอลิกในน้ําผลไมชนิดตางๆ ไดแก นํ้าสม นํ้าแอปเปล นํ้าสับประรด นํ้าลูกพีช นํ้า
แอพริคอท นํ้าลูกแพร และน้ําองุน โดยทําการสกัดสารในน้ําผลไมแตละชนิดดวยตัวทําละลาย 
diethyl ether และ ethyl acetate จากน้ันนําสารที่สกัดไดไปวิเคราะหตอดวยเทคนิค high 
performance liquid chromatography (HPLC) และ thin layer chromatography (TLC) ทําการ
ตรวจวัดสารดวย diode array detector จากการศึกษาพบกรด gallic ในน้ําองุนเพียงอยางเดียว
เทาน้ัน นอกจากน้ีไดทําการวิเคราะหหาปริมาณกรดฟนอลิกอิสระ เชน cinnamic acid, caffeic 
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acid, -coumaric acid, ferulic acid, และ sinapic acid พบวามีในน้ําผลไมเกือบทุกชนิด 
ยกเวน sinapic acid ที่พบในน้ําสมและน้ําสับประรดเทาน้ัน 

Tomás-Lorente และคณะ [15] ไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหกรดฟนอลิกในตัวอยาง
ผลิตภัณฑแยมผลไม จากการศึกษาที่ผานมา พบวา การวิเคราะหกรดฟนอลิกในแยมผลไมชนิด
ตางๆ มักมีปญหาและอุปสรรคในขั้นตอนการเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC 
เน่ืองจากในตัวอยางแยมผลไมจะประกอบดวยน้ําตาลและเพคตินในปริมาณที่สูง ทําใหการสกัด
สารประกอบฟนอลิกออกจากตัวอยางไดยาก ในการศึกษาไดเสนอแนวทางในการแกไขดวยการ
กรองสารที่สกัดไดจากตัวอยางมาผานคอลัมนชนิด XAD-2 resin กอนนําตัวอยางไปวิเคราะห
องคประกอบกรดฟนอลิกดวยเทคนิค HPLC พบวาวิธีการน้ีสามารถนํามาใชในการตรวจวัด
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกในผลิตภัณฑแยมผลไมชนิดตางๆ ได ซ่ึงในงานวิจัยน้ีได
ทําการศึกษาการวิเคราะหปริมาณ flavaniods และสารประกอบ ฟนอลิกในแยมผลไมชนิดตางๆ 
เชน แยมแอพริคอท แยมลูกพีช แยมพลัม แยมสตอเบอรรี แยมสม แยมแอปเปล และแยมลูก
แพร  

Suárez Vallés และคณะ [33] ไดศึกษาการวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกในแอปเปล
สายพันธุตางๆ ดวยเทคนิค liquid-liquid extraction โดยทําการสกัดดวยตัวทําละลาย ethyl 
acetate และทําการวิเคราะหสารดวยเทคนิค RP-HPLC บนคอลัมน C18 ทําการตรวจวัดสาร
ดวย diode array detector จากผลการทดลอง พบวา สารประกอบฟนอลิกชนิดไมมีขั้ว (neutral 
phenolic compounds) ที่เปนองคประกอบหลักในน้ําแอปเปล ไดแก เอสเทอรของ caffeic acid 
และ -coumaric acid กับ quinic acid 

จากการศึกษาของ Oleszek และคณะ [34] รายงานวากรดฟนอลิกที่พบมากในลูกแพร 
ไดแก chlorogenic acid, caffeic acid, -coumaroyl quinic และ -coumaric acid โดยใน
การศึกษานี้ไดทําการสกัดแยกกรดฟนอลิกจากตัวอยางลูกแพรดวย 25% เมทานอล และทําการ
สกัดแยกสารและวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  

Andrade และคณะ [16] ไดทําการศึกษาวิธีการสกัดแยกและวิเคราะหสารประกอบฟนอ
ลิก 13 ชนิด ไดแก arbutin, 3-O-caffeoylquinic acid, (+)-catechin, -hydroxybenzoic acid, 
5-O-caffeoyl quinic acid,  (-)-epicatechin, -coumaric acid, phloretin 2-xylosylglucoside, 
phloretin 2-glucoside, rutin, quercetin 3-galactoside, quercetin 3-xyloside, quercetin 3-
rhamnoside จากตัวอยางนํ้าผลไมตีปน (puree) จํานวน 3 ชนิด คือ นํ้าลูกควินซตีปน (quince 
puree) นํ้าลูกแพรตีปน (pear puree) นํ้าแอปเปลตีปน (apple puree) ในการทดลองนี้ไดทําการ
สกัดตัวอยาง 2 คร้ังดวยวิธีที่ตางกัน ซ่ึงการสกัดในครั้งแรกอาศัยวิธี solid phase extraction 
โดยนําตัวอยางนํ้าผลไมตีปนมาผานคอลัมนที่บรรจุดวย Amberlite XAD-2  ที่มีขนาดอนุภาค 
0.3-1.2 มิลลิเมตร และมีขนาดรูพรุนเทากับ 9 นาโนเมตร ทําการชะสารออกจากคอลัมนดวยตัว
ทําละลายเมทานอล จากน้ันนําตัวอยางมาทําการสกัดอีกคร้ังดวยวิธี solvent extraction ดวยตัว
ทําละลายเมทานอล จากนั้นทําการวิเคราะหสารดวย PHLC-Diode array detection จากการ
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ทดลอง สามารถตรวจพบ phloretin 2-xylosylglucoside และ phloretin 2-glucoside เปน
องคประกอบในแอปเปล แตในลูกแพรตรวจพบ  arbutin เปนองคประกอบหลัก นอกจากน้ี
พบวาในน้ําลูกควินซตีปนมีปริมาณ 3-O-caffeoylquinic acid ประมาณ 23.4 % ในขณะที่นํ้าลูก
แพรตีปนมีเพียง 8.2 % และไมพบในน้ําแอปเปลตีปน 

Amakura และคณะ [35] ไดทําการศึกษาการวิเคราะหกรดฟนอลิก 5 ชนิด ไดแก gallic, 
chlorogenic , caffeic , ellagic และ ferulic acid ซ่ึงเปนสารออกฤทธิ์ชีวภาพธรรมชาติ 
(bioactive) ที่พบในตัวอยางนํ้าผลไมตางๆ เชน นํ้าแอปเปล นํ้าองุน นํ้าทับทิม นํ้าลูกพรุน การ
ทดลองนี้ไดทําการสกัดตัวอยางดวยวิธี solid phase extraction และทําการตรวจวิเคราะหสาร
ดวยเทคนิค LC ที่ความดันคงที่ โดยตรวจวัดสารดวย photodiode array UV detector จาก
การศึกษา พบวานํ้าลูกพรุนและน้ําแอปเปลมีกรด chlorogenic เปนองคประกอบมากที่สุด มีคา
เทากับ 190.2 และ 16.6 g/g ตามลําดับ ในขณะที่นํ้าทับทิมมีกรด ellagic เปนองคประกอบ
มากที่สุด มีคาเทากับ 14.3 g/g และน้ําองุนมีกรด gallic เปนองคประกอบมากที่สุด มีคา
เทากับ 12.5 g/g 

Chen และคณะ [22] ศึกษาการพัฒนาวิธีการสกัดแยกและวิเคราะหสารตานอนุมูล
อิสระฟลาวานอยดและสารประกอบฟนอลิกในนํ้าผลไมแครนเบอรรี โดยทําการสกัดสารดวยวิธี 
solid phase extraction และทําการตรวจวิเคราะหสารดวยเทคนิค HPLC จากผลการทดลอง 
พบวาในน้ําผลไมแครนเบอรรีมีปริมาณรวมของฟลาวานอยดและสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด มี
คาเทากับ 400 mg/g ของน้ําผลไม โดยมีกรดฟนอลิกเปนองคืประกอบอยูประมาณ 44 % และฟ
ลาวานอยดเปนองคประกอบประมาณ 56 % สําหรับสารประกอบฟนอลิกที่พบเปนองคประกอบ
หลัก คือ benzoic acid 

ตอมา Schieber และคณะ [17] ไดศึกษาวิธีการวิเคราะหและแยกกรดฟนอลิกและฟ
ลาวานอยดในแอปเปลและลูกแพร โดยทําการสกัดแยกสารดวยตัวทําละลาย ethyl acetate และ
ทําการวิเคราะหสารดวยเทคนิค HPLC จากการศึกษา พบวากากผลแอปเปลที่คั้นน้ําออกแลว 
(apple pomace) เปนแหลงของกรดฟนอลิก โดยปริมาณของกรดฟนอลิกในกากผลแอปเปลจะ
ขึ้นอยูกับสภาวะของการทําแหงและจากการทดลองพบวา chlorogenic acid เปนกรดฟนอลิกที่
พบมากในน้ําแอปเปลและน้ําลูกแพรสายพันธุตางๆ  

Mattila และ Kumpulainen [36] ไดศึกษาการวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกอิสระ (free 
phenolic acids) และปริมาณกรดฟนอลิกทั้งหมด (total phenolic acids) ในผักและผลไม เชน 
มันฝรั่ง แอปเปล มะเขือเทศ แครอท ราสเบอรรี สตอเบอรรี นํ้าแอปเปล ไวน และกาแฟ ที่ทํา
การสกัดแยกกรดฟนอลิกจากตัวอยางอาหารดวยวิธี solvent extraction โดยการสกัดแยกกรดฟ
นอลิกอิสระใชตัวทําละลายผสมระหวางเมทานอลและกรดอะซิติก เขมขน 10 % สําหรับกรดฟ
นอลิกที่ไมอิสระ (bound phenolic acids) นํามาไฮโดรไลซดวยดางและกรด ตามลําดับ จากน้ัน
นํามาทําการสกัดดวยตัวทําละลายผสมระหวาง diethyl ether และ ethyl acetate ที่อัตราสวน 
1:1 และทําการวิเคราะหสารดวยเทคนิค HPLC โดยตรวจวัดสารดวยเคร่ือง diode array 
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detector จากการศึกษากรดฟนอลิกที่พบในอาหาร ไดแก m-hydroxybenzoic acid, p-
hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid, gallic acid, vanillic acid, syringic acid, o-
coumaric acid, m-coumaric acid, p-coumaric acid, caffeic acid, ferulic acid, sinapic acid, 
chlorogenic acid และ ellagic acid 

Zuo และคณะ [37] ไดศึกษาการวิเคราะหปริมาณของ benzoic และ phenolic acids ใน
แครนเบอรรีที่เตรียมใหอยูในรูปของอนุพันธ trimethylsilyl โดยทําการตรวจวัดและวิเคราะหสาร
ดวยเทคนิค GC-MS จากการวิเคระหพบสารทั้งสองในแครนเบอรรีทั้งหมด 15 ชนิด ไดแก 
benzoic, o-hydroxy- benzoic, cinnamic, m-hydroxybenzoic, p-hydroxybenzoic, p-
hydroxyphenyl acetic, phthalic, 2,3-dihydroxybenzoic, vanillic, o-hydroxycinnamic, 2,4-
dihydroxybenzoic, p-coumaric, ferulic, caffeic และ sinapic acid จากผลการทดลองชี้ใหเห็น
วาแครนเบอรรีมีกรดฟนอลิกและกรดเบนโซอิกเปนองคประกอบในปริมาณที่สูง (5.7 g/Kg ของ
นํ้าหนักผลสด) โดยมีกรดเบนโซอิกเปนองคประกอบมากที่สุด (4.7 g/Kg ของน้ําหนักผลสด) 
รองมาเปน p-coumaric acid (0.25 g/Kg ของน้ําหนักผลสด) และ sinapic acid (0.21 g/Kg 
ของนํ้าหนักผลสด) และพบวากรดเบนโซอิกและกรดฟนอลิกสวนใหญอยูในรูปไมอิสระ (bound 
forms) ซ่ึงมีเพียง 10% เทาน้ันที่พบในรูปอิสระ (free acid) 

Tian และคณะ [24] ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกในขาว โดยทํา
การแยกสกัดตัวอยางขาวดวยตัวทําละลาย 70% เอทานอล ทําการกรองและสกัดไขมันออก 
จากน้ันนําสวน aqueous solution มาทําการสกัดดวยเทคนิค SPE โดยใช C18 silica gel 
cartridge และทําการวิเคราะหสารดวยเทคนิค HPLC-ESI-MS (electrospray ionization mass) 
จากการศึกษา พบวาวิธีน้ีสามารถนํามาตรวจวิเคราะหกรดฟนอลิกในขาวได กรดฟนอลิกที่พบ
ในขาว ไดแก 6-O-feruloylsucrose, 6-O-sinapoylsucrose, ferulic acid, sinapinic acid, p-
coumaric acid, chlorogenic (3-caffeoylquinic) acid, caffeic acid, protocatechuic acid, 
hydroxybenzoic acid, vanillic acid และ syringic acid 

Tarnawski และคณะ [38] ไดศึกษาวิธีวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกในตัวอยางสารสกัด
ลูกพีทเขมขน โดยทําการสกัดแยกสารดวยตัวทําละลาย ethyl acetate จากน้ันทําการวิเคราะห
สารดวยเทคนิค RP-HPLC และตรวจวัดดวย UV-vis spectrophotometer จากการศึกษา พบวา
ในสารสกัดลูกพีทมีกรดฟนอลิกที่องคประกอบ ดังน้ี gallic acid, ferulic acid, p-
hydroxybenzoic acid, p-coumaric acid, caffeic acid, vanillic acid และ protocatechuic acid 

Kerem และคณะ [23] ไดเสนอวิธีอยางงายและรวดเร็วในการวิเคราะหสารประกอบกรด
อินทรีย (organic acids) และสารประกอบฟนอลิกไปพรอมๆ กันในตัวอยางไวนและมัสท 
(must) ดวยเทคนิค LC-UV โดยใชคอลัมนแบบ polar end-capping และใชตัวทําละลายน้ําที่ 
pH ต่ําเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) จากการศึกษา พบวาสามารถทําการแยก 
carboxylic acids และสารประกอบฟนอลิกในตัวอยางไวนออกจากกันไดดี โดยสารประกอบ
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ตางๆ ที่พบในตัวอยางไวน ไดแก citric, tartaric, malic, lactic, acetic, caffeic, ellagic และ 
gallic acids, (-)-epicatechin, quercetin และ resveratrol  

Nardini และ Ghiselli [39] ไดเสนอวิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกอิสระและ
ไมอิสระในเบียร เน่ืองจากงานวิจัยที่ผานมา พบวาการวิเคราะหกรดฟนอลิกไมอิสระสวนมากมัก
ใชวิธีการไฮโดรไลซดวยดาง ซ่ึงมีผลทําใหกรดฟนอลิกหลายชนิดเกิดการสูญเสียไปในระหวาง
การวิเคราะห โดยเฉพาะอนุพันธุของไดไฮดรอกซี ในการศึกษานี้จึงไดเสนอการเติมสาร 
ascorbic acid ซ่ึงเปนสารตานอนุมูลอิสระ และ ethylenediamine -tetraacetic acid ซ่ึงเปน
สารคีเลตกับโลหะ ทั้งน้ีเพ่ือชวยลดหรือปองกันการสูญเสียกรดฟนอลิกในขั้นตอนการไฮโดรไลซ
สารดวยดาง จากผลการทดลอง พบวาสามารถ recovery สาร caffeic acid ไดอยางสมบูรณ 
(98.7 + 4.3 %) นอกจากนี้ ไดนําวิธีการวิเคราะหน้ีไปใชในการวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิก
อิสระและปริมาณกรดฟนอลิกทั้งหมด (ปริมาณกรดฟนอลิกอิสระ+ กรดฟนอลิกไมอิสระ) ใน
ตัวอยางเบียร พบวาหลังการไฮโดรไลซตัวอยางเบียรยี่หอตางๆ จํานวน 3 ชนิด มีปริมาณกรดฟ
นอลิกไมอิสระถูกปลดปลอยออกมา ซ่ึงทําใหปริมาณกรดฟนอลิกมีปริมาณที่เพ่ิมมากขึ้น โดย
กรดฟนอลิกที่สามารถตรวจวิเคราะห ไดแก 4-hydroxyphenylacetic acid, vanillic acid, caffeic 
acid, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid และ sinapic acid จากผลการทดลองนี้
แสดงใหเห็นวากรดฟนอลิกสวนใหญในเบียรจะอยูในรูปของกรดฟนอลิกไมอิสระ และมีเพียง
สวนนอยที่พบในรูปกรดฟนอลิกอิสระเทาน้ัน 

นอกจากวิธีทั่วไปซึ่งไดกลาวมาแลว ปจจุบันมีงานวิจัยที่พยายามจะลดการใชตัวทํา
ละลายอินทรียลงโดยการนําเทคนิคอ่ืนๆ มาใชในการสกัดแยกกรดฟนอลิกในตัวอยางอาหาร 
เชน เทคนิคที่เรียกวา solid phase microextraction (SPME) และ single drop 
microextraction (SDME) ดังเชนในงานวิจัยของ Saraji และ Mousavinia [27] ไดเสนอวิธีการ
วิเคราะหกรดฟนอลิกในตัวอยางอาหาร 3 ชนิด คือ นํ้าแอปเปล นํ้าทับทิม และเปลือกแอ
ปเปลอบแหง โดยใชเทคนิค SDME มาใชในการสกัดแยกกรดฟนอลิกดวยตัวทําละลาย hexyl 
acetate และเตรียมกรดฟนอลิกใหอยูในรูปอนุพันธุดวย N,O-bis(trimethylsilyl)acetamide 
ภายใน syringe จากน้ันจึงนําไปทําการวิเคราะหตอดวย GC-MS โดยกรดฟนอลิกที่ใชใน
การศึกษานี้ ไดแก cinnamic acid, o-coumaric acid และ p-hydroxybenzoic acid จาก
การศึกษานี้ยังพบวาชนิดของตัวทําละลายอินทรีย ปริมาตรของตัวทําละลาย เวลาที่ใชในการ
สกัด อุณหภูมิที่ใชในการสกัด คา pH และ ionic strength ของสารละลายเปนปจจัยที่มีผลตอ
การสกัดกรดฟนอลิกในผลไมและน้ําผลไมดวยเทคนิค SDME 

Citová และคณะ [26] ไดเสนอวิธีการวิเคราะหกรดฟนอลิกดวยเทคนิคการสกัดสารแบบ 
SPME และทําการเตรียมตัวอยางใหอยูในรูปอนุพันธของ ethyl และ methyl chloroformate 
จากน้ันนําไปวิเคราะหและตรวจวัดดวย GC-FID โดยในงานวิจัยน้ีไดศึกษาการวิเคราะหกรดฟ
นอลิกชนิดตางๆ  ไดแก p-coumaric, protocatechuic, syringic และ vanillic acid จากการ
ทดลอง พบวาการเตรียมกรดฟนอลิกใหอยูในรูปอนุพันธของ methyl chloroformate เหมาะสม
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สําหรับการสกัดดวยเทคนิค SPME และในงานวิจัยไดศึกษาการสกัดสารดวย SPME fiber ชนิด
ตางๆ  ไดแก polyacrylate (PA), polydimethyl siloxane (PDMS) และ 
polydimethylsiloxane/divinylbenzane (PDMS/DVB)  พบวา PA เปน fiber ที่ใหผลการ
วิเคราะหดีที่สุด ภายใตสภาวะการทดลองที่อุณหภูมิ 25 oC และ desorption time เปนเวลา 10 
นาที 

จากงานวิจัยที่ผานมาของผูวิจัย [28] ซ่ึงไดพัฒนาวิธีการวิเคราะหปริมาณสารดวย
วิธีการสกัดสารออกมาเพียงบางสวนดวยตัวทําละลาย สําหรับวิเคราะหหาปริมาณไขมันทั้งหมด
และแกมมาโอไรซานอลในรําขาว 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 และวิเคราะหสารดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง  (Spectrophotometer) จากผลการ
วิเคราะหปริมาณไขมันทั้งหมดและแกมมาโอไรซานอลในรําขาวสายพันธุ กข 6 ดวยวิธีการสกัด
เพียงบางสวนดวยตัวทําละลายเฮกเซนมีรอยละ 20.72 (นํ้าหนักแหง) และ 3.43 มิลลิกรัม/รํา
ขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) ตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการหาปริมาณไขมันทั้งหมดและ
แกมมาโอไรซานอลดวยวิธี Soxhlet extraction ซ่ึงมีคาเทากับรอยละ 21.25 และ 3.67 
มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) ตามลําดับ โดยวิธีใหมที่นําเสนอนี้สามารถลดปริมาตร
ของตัวทําละลายที่ใชในการสกัด และชวยลดเวลาในการวิเคราะห อีกทั้งไมจําเปนตองใช
เคร่ืองมือเฉพาะสําหรับการสกัดสาร จากหลักการการวเิคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีใหมน้ีนาจะ
สามารถขยายผลนําไปวิเคราะหหาปริมาณสารในตัวอยางอาหารอ่ืนๆ ตอไปไดดวย  

 
9. อุปกรณและวิธีการทดลอง 

9.1. วัตถุดิบและสารเคม ี

 นํ้าแอปเปล (บริษัททิปโก ประเทศไทย จํากัด) 

 รําขาวพันธุตางๆ ไดแก หอมนิล, ปราจีนบุรี 7, ขาวดอกมะลิ 105, กข 5 จากจังหวัด
อํานาจเจริญ ประเทศไทย 

 กากรําขาว (บริษัทนํ้ามันรําขาวสุรินทร จํากัด) 

 ตัวทําละลายอินทรียที่ใชเปนชนิด HPLC grade  

9.2. อุปกรณ 

 เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography; HPLC) : HPLC pump รุน Waters 510 เคร่ืองตรวจวัดชนิด UV 
Spectrophotometer รุน Waters 2487 (ทั้งหมดจากบริษัท Waters ประเทศ
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สหรัฐอเมริกา) ประมวลผลดวย Clarity software  (บริษัท Data Apex ประเทศ
สาธารณรัฐเช็ก)  

 ACE C18-AR column (5 μm, 200 x 4.6 mm) was from Phenomenex 
(Phenomenex, Inc., Torrance, CA).  

 Soxtec system HT 1043 
 เคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง  รุน Ab204  ของบริษัท Mettler Toledo  ประเทศ

สวิสเซอรแลนด 
 ตูอบความรอน 
 เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูง รุน model  4040 Series ( 4000 series )  ของบริษัท 

Centurion  scientific  LTD จาก West  Sussex  UK 
 เคร่ืองปนผสม (Vortex  Mixer) ;  Lab – line  Instruments  ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 เคร่ือง Rotary evaporator รุน BUCHI Rotavapor R-200 (ประเทศเยอรมันนี) 
 โถดูดความชื้น (Desiccator) 
 ถวยหาความชื้น (Moisture  can) 
 เคร่ืองแกวตางๆ เชน  บีกเกอร  ขวดวัดปริมาตร  หลอดทดลองฝาเกลียว ปเปต 

(Pipete) 
 กระดาษกรอง Whatman เบอร 2 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 110 มิลลิเมตร  

9.3 วิธีทําการทดลอง 

9.3.1 สารละลายมาตรฐานและการเตรียม 

สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิก (stock solution) 10 มิลลิกรัมในเมทานอล 100 
มิลลิลิตร (ความเขมขน 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปเปตสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0.1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 
10 มิลลิลิตร หลังจากนั้นปรับปริมาตรดวยวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใชสําหรับวิเคราะหดวย HPLC 
(mobile phase) จะไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0.001, 0.002, 0.005, 0.01, 0.02, 
0.05 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (1-50 มิลลิกรัม/ลิตร) 

สารละลายมาตรฐานแกมมา-โอไรซานอล (stock solution) 10 มิลลิกรัมในเมทานอล 10 
มิลลิลิตร (ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปเปตสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 มิลลิลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 
10 มิลลิลิตร หลังจากนั้นปรับปริมาตรดวยวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใชสําหรับวิเคราะหดวย HPLC 
(mobile phase) จะไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (10-500 มิลลิกรัม/ลิตร) 
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9.3.2 การวเิคราะหองคประกอบและปริมาณของสารสกัดฟนอลกิดวยเทคนิค HPLC  

วิเคราะหหาองคประกอบของกรดฟนอลิกดวยเครื่อง HPLC คอลัมน C 18 reversed-
phase HPLC pump รุน Waters 510 UV-Detector  โดย Mobile phase ที่ใชคือ 2% acetic 
acid ในน้ําตอเมทานอลในอัตราสวน 82:18 (ปริมาตร/ปริมาตร) [38] โดยควบคมุอัตราการไหล
ของวฏัภาคเคลื่อนทีเ่ทากับ 1.2 มิลลิลติร/นาที ใชระบบการแยกสารแบบ isocratic elution ตรวจ
วิเคราะหดวย UV- spectrophotometry detector รุน Waters 2487 ที่ความยาวคลื่นที ่ 280 และ 
320 nm  
 การวิเคราะหลักษณของสารทําโดยการใชคาเวลาคงคางและการหาปริมาณของสารดวย
วิธีการใชสารมาตราฐานภายนอก ทําไดโดยสรางกราฟมาตรฐานหาความสัมพันธระหวางความ
เขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกแตละความเขมขนกับพ้ืนที่ใตกราฟ 
9.3.3 การวเิคราะหองคประกอบและปริมาณของสารสกัดแกมมา-โอไรซานอลดวยเทคนิค 
HPLC  

วิเคราะหหาองคประกอบของแกมมา-โอไรซานอลดวยเครื่อง HPLC คอลัมน C 18 
reversed-phase HPLC pump รุน Waters 510 UV-Detector  โดย Mobile phase ที่ใชคือ เม
ทานอลตอกรดอะซิติกในอัตราสวน 99.5:0.5 (ปริมาตร/ปริมาตร)  โดยควบคุมอัตราการไหล
ของวัฏภาคเคลื่อนที่เทากับ 1.2 มิลลิลิตร/นาที ใชระบบการแยกสารแบบ isocratic elution ตรวจ
วิเคราะหดวย UV- spectrophotometry detector รุน Waters 2487 ที่ความยาวคลื่นที่ 326 nm  
 การวิเคราะหลักษณของสารทําโดยการใชคาเวลาคงคางและการหาปริมาณของสารดวย
วิธีการใชสารมาตราฐานภายนอก ทําไดโดยสรางกราฟมาตรฐานหาความสัมพันธระหวางความ
เขมขนของสารละลายมาตรฐานแกมมา-โอไรซานอลแตละความเขมขนกับพ้ืนที่ใตกราฟ 

9.3.4 การหาปริมาณสารดวยวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม (Classical method) 

9.3.4.1 การหาปริมาณกรดฟนอลิกในนํ้าผลไม 

หาปริมาณกรดฟนอลิกในน้ําผลไมดวยวิธีการสกัดดวยตัวทําละลาย (solvent 
extraction) โดยนํานํ้าผลไม 150 มิลลิลิตรมาสกัดดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตรต 150 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 คร้ัง จากน้ันระเหยตัวทําละลายออกจนแหง นํามาเจือจางดวยดวยวัฏภาคเคลื่อนที่ที่
ใชสําหรับวิเคราะหดวย HPLC (mobile phase) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดมา
กรองดวย Syring filter 0.45 μm จากน้ันนําไปวิเคราะหหาองคประกอบของกรดฟนอลิกดวย
เคร่ือง HPLC และคํานวณหาปริมาณของกรดฟนอลิกในน้ําผลไมไดโดยการเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน  

9.3.4.2 การหาปริมาณกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลในตัวอยางรําขาว 

หาปริมาณกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลในรําขาวดวยวิธี Soxhlet extraction 
โดยใชรําขาว 1 กรัม ใสใน thimble และสกัดดวยเมทานอล ทําการวิเคราะหหาปริมาณกรดฟ
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นอลิกและแกมมา-โอไรซานอล โดยการนําสารที่สกัดไดมาระเหยตัวทําละลายออกจนแหง 
จากน้ันนํามาเจือจางดวยดวยวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใชสําหรับวิเคราะหดวย HPLC (mobile phase) 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดมากรองดวย Syring filter 0.45 μm จากน้ันนําไป
วิเคราะหหาองคประกอบของกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลดวยเคร่ือง HPLC และ
คํานวณหาปริมาณของกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลในรําขาวไดโดยการเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐาน 

9.3.5 การหาปริมาณสารดวยการสกัดเพียงบางสวน (Partial extraction) 

9.3.5.1 การหาปริมาณกรดฟนอลิกในนํ้าผลไม 

 โดยพิจารณาจากสมการ (1) และ (2) แสดงถึงความเขมขนของตัวถูกละลายในสภาวะ
สมดุล เขียนได 

 
   

 L

 U
             p K         (1) 

หรือ              

















L

L

U

U
p M

V

V

M
            K      (2) 

Kp =      สัมประสิทธิ์การแบงละลาย (partition coefficient; Kp)  
[U] =      ความเขมขนของตวัถูกละลายในตวัทําละลายชัน้บน 
[L] =      ความเขมขนของตวัถูกละลายในตวัทําละลายชัน้ลาง 

UM  =      ปริมาณของตัวถูกละลายในตัวทําละลายชั้นบน 

LM  =      ปริมาณของตัวถูกละลายในตัวทําละลายชั้นลาง 

U V  =      ปริมาตรของตัวทําละลายชั้นบน 

L V  =      ปริมาตรของตัวทําละลายชั้นลาง 
โดยตวงน้ําผลไม  2 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว 2 หลอด โดยในหลอดที่ 1 

เติมตัวทําละลายลงไป 4 มิลลิลิตร สวนหลอดที่ 2 เติมตัวทําละลายลงไป 8 มิลลิลิตร ปดฝาเขยา
อยางแรงโดยใชเคร่ือง vortex เปนเวลา 1 นาที แลวตั้งทิ้งไวในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศา
เซลเซียส นาน 3 นาที หลังจากน้ันนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที เพ่ือตกตะกอนสารแขวนลอยตางๆ หลังจากน้ันจึงกรองผานกระดาษกรอง นําสวน
สารละลายใสที่ไดไปวิเคราะหดวย HPLC  

การวิเคราะหปริมาณและการหาคา Kp ทําไดโดยกําหนดให 
W  = ปริมาตรของตัวอยางที่ใชในการทดลอง 
Y  = ปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง 
X 1  = ปริมาณตัวถูกละลายในวัฏภาคของตัวทําละลายที่สกัดไดในชุดที่ 1 
X 2 = ปริมาณตัวถูกละลายในวัฏภาคของตัวทําละลายที่สกัดไดจากการ 

ใชปริมาตรของตัวทําละลายเปน 2 เทาในการสกัดชุดที่ 2  
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ดังน้ันสมการของการสกัดในชุดที่ 1 คือ 

      
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
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การสกัดในชดุที่ 2  

    


















22

2
2 XY

W

V

x
K      (4) 

แต K1 = K2 และ V2 =   2V1 

       





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
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







 22

2

11

1

XYV

X

XYV

X    (5) 

จะได 

    
21

21

X2X

XX
Y


     (6)

  
ดังน้ันจะสามารถหาปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง (Y) จากสมการ (6) ได และเม่ือแทน

คา Y ลงในสมการ (3) หรือ (4) จะไดคา Kp 

9.3.5.2 การหาปริมาณกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลในตัวอยางรําขาว 

โดยพิจารณาจากสมการ (7) และ (8) แสดงถึงความเขมขนของตัวถูกละลายในสภาวะสมดุล 
เขียนได 

s

m
d A

C
K         (7) 

หรือ  sm
d

m s

MM
K

V g

  
   
   

      (8) 

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

 
โดยชั่งตัวอยางตางๆ ประมาณ 1.0 กรัม ใสในหลอดทดลองฝาเกลียว 2 หลอด โดยใน

หลอดที่ 1 เติมตัวทําละลายลงไป 4 มิลลิลิตร สวนหลอดที่ 2 เติมตัวทําละลายลงไป 8 มิลลิลิตร 
ปดฝาเขยาอยางแรงโดยใชเคร่ือง Vortex เปนเวลา 1 นาที แลวตั้งทิ้งไวในอางควบคุมอุณหภูมิ
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ที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที เพ่ือตกตะกอนสารแขวนลอยตางๆ หลังจากน้ันจึงกรองผานกระดาษกรอง นําสวน
สารละลายใสที่ไดไปวิเคราะหดวย HPLC  

การวิเคราะหปริมาณและการหาคา Kd ทําไดโดยกําหนดให 
W  = นํ้าหนักของตัวอยางที่ใชในการทดลอง 
Y  = ปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง 
X 1  = ปริมาณตัวถูกละลายในวัฏภาคของตัวทําละลายที่สกัดไดในชุดที่ 1 
X 2 = ปริมาณตัวถูกละลายในวัฏภาคของตัวทําละลายที่สกัดไดจากการ 

ใชปริมาตรของตัวทําละลายเปน 2 เทาในการสกัดชุดที่ 2  

จากสมการที่ (8) การสกัดในชุดที่ 1  
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แต K1  =  K2 และ V2  =   2V1 
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ดังน้ันจะสามารถหาปริมาณสารทั้งหมดในตัวอยาง (Y) จากสมการ (12) ได และเม่ือ

แทนคา Y ลงในสมการ (9) หรือ (10) จะไดคา Kd 
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10. ผลการทดลองและวิจารณผล 
10.1  การทดสอบการใชไดของวิธีวิเคราะหดวยเทคนคิ HPLC 

ในการศึกษานี้มุงเนนพัฒนาวิธวีิเคราะหสารดวยเทคนิค HPLC แบบ isocratic elution 
เพ่ือใหเหมาะสมกับเครื่องมืออุปกรณที่มีอยูในหองปฏิบัติการ โดยระบบ isocratic น้ีจะมีขอดีที่
องคประกอบของวัฏภาคเคลื่อนที่ไมมีการเปลี่ยนแปลง ดังน้ันสามารถทําการวเิคราะหสารได
อยางตอเน่ือง โดยสภาวะ HPLC ที่ใชในการศึกษาน้ีสามารถแยกพีคของสารออกจากกันได
อยางสมบูรณ ดังแสดงในรูปที่ 10.1 และ 10.2  
  

 
 

รูปที่ 10.1 Chromatogram of standards at wavelength of 280 and 320 nm using ACE 
C18-AR column in mobile phase as 2% (v/v) acetic acid in water – methanol 82:18 (v/v) 
at flow rate 1.2 ml/min. Peaks : (1) chlorogenic acid; (2) caffeic acid; (3) syringic acid; 
(4) p-Coumaric acid; (5) ferulic acid. 
 

ผลการทดสอบการใชไดของการวิเคราะหดวย HPLC สรุปไวในตารางที่ 10.1 เม่ือนํามา
สรางกราฟมาตรฐานระหวางคาพ้ืนที่ ใตพีคที่วัดไดกับความเขมขนของสารละลายหา
ความสัมพันธเชิงเสนที่ใหกราฟมาตรฐานเปนเสนตรง โดยการคํานวณคา R2 จากกราฟ มีคาสูง
กวา 0.999 ซ่ึงมีคาใกลเคียง 1 ดังน้ันวิธีวิเคราะหดวยวิธี HPLC-UV detection น้ีมีความเปน
เสนตรงสูงและใหความคลาดเคลื่อนสุม (random error) นอยมาก สามารถใชวัดปริมาณกรดฟ
นอลิกในตัวอยางได จากผลการทดสอบหาคา LOD จาก 3 เทาของ SD และ LOQ จาก 10 เทา
ของ SD ได LOD เทากับ 0.0001 และ LOQ เทากับ 0.0003 mg/kg ซ่ึงแสดงถึงวาวิธีน้ีมี
สมรรถนะดี สามารถวิเคราะหปริมาณตัวอยางที่มีความเขมขนต่ําได ซ่ึงเหมาะสมกับการ
วิเคราะหหากรดเฟอรลิกในตัวอยางกากรําขาว 

1

2 3

4

5
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รูปที่ 10.2 Chromatogram of standards at wavelength of 295 and 326 nm using ACE 
C18-AR column in mobile phase as methanol : acetic acid (99.5:0.5) at flow rate 1.2 
ml/min. Peaks: (1) ferulic acid (2) α-tocopherol (3) γ-oryzanol 
 
ตารางที่ 10.1 Standard calibration curves, maximum wavelengths (max) and method 
validation data for determination of phenolic compounds by isocratic HPLC-UV detection 

Calibration curves Compound Linear 

range 

(mg/ml) 

Regression 

equation a 

R2 

LOD  

(mg/ml) 

LOQ 

(mg/ml) 

max 

(nm) 

Caffeic acid 0.001-0.1 Y = 66334.53x 0.9997 0.0001 0.0003 320 

Chlorogenic acid 0.001-0.1 Y = 37736.06x 0.9987 0.0003 0.001 320 

Syringic acid 0.001-0.1 Y = 38998.54x 0.9998 0.0001 0.0002 280 

p-Coumaric acid 0.001-0.1 Y = 85720.67x 0.9999 0.0001 0.0004 320 

Ferulic acid 0.001-0.1 Y = 69463.45x 0.9959 0.0001 0.0003 320 

-Oryzanol 0.01-1 Y = 7.126 x 103X 0.9994 0.0021 0.0070 326 

a y =  peak area, x = concentration (mg/ml) 
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2. วิเคราะหองคประกอบและปริมาณกรดฟนอลิกในนํ้าผลไม 
จากผลการวิเคราะหองคประกอบของกรดฟนอลิกในแอปเปลประกอบกรดแกลลิก กรด

คลอโรจินิก กรดแคฟเฟอิก และกรดเฟอรูลิก (รูปที่ 10.3) โดยพบกรดคลอโรจินิกมีปริมาณสูง
ที่สุด 

 

รูปที่ 10.3 HPLC chromatograms of apple juice extract at wavelength of 280 and 320 nm 
using ACE C18-AR column in mobile phase as 2% (v/v) acetic acid in water – methanol 
82:18 (v/v) at flow rate 1.2 ml/min. Peaks : (1) gallic acid; (2) chlorogenic acid; (3) 
caffeic acid; (4) ferulic acid  

จากผลการวิเคราะหปริมาณกรดฟนอลิกในน้ําแอปเปลดวยวิธีการสกัดแบบด้ังเดิม (classical 
method) และวิธีการสกัดเพียงบางสวน (partial extraction) ซ่ึงแสดงไวในตารางที่ 10.2 พบวา 
ปริมาณกรดฟนอลิกในน้ําแอปเปลโดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตรตมี
คาใกลเคียงกับการหาปริมาณกรดฟนอลิกโดยใช Solvent extraction นอกจากน้ีในงานวิจัยน้ีได
วิเคราะหหาคาสัมประสิทธิ์การแบงละลาย (partition coefficient, Kp) ของกรดแกลลิก กรดเฟอรู
ลิก และกรดคลอโรจีนิกระหวางตัวทําละลายเอทิลอะซิเตรตและน้ําแอปเปลที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส มีคาเทากับ 0.91, 0.46 และ 0.73 ตามลําดับ (ตารางที่ 2) 

 

ตารางที่ 10.2 Comparison of the phenolic contents in apple juice using Solvent 
extraction and partial extraction with isocratic HPLC-UV detection 

Partial Extraction  Compound  Solvent  
Extraction  
(mg/L)  

Content (mg/L)  Kp 

Gallic acid  1.66 + 0.09  1.38 + 0.01  0.91 + 0.08  
Ferulic acid  0.42 + 0.04  0.42 + 0.01  0.46 + 0.09  
Chlorogenic acid  36.87 + 1.80  36.03 + 0.002  0.73 + 0.06  
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 นอกจากน้ีไดศึกษาผลของระยะเวลาตอปริมาณกรดฟนอลิกที่สกัดได โดยศึกษา
ระยะเวลาที่ใชในการสกัดกรดแกลลิกในน้ําองุนที่เวลาตางๆ ตั้งแต 1-5 นาที พบวาปริมาณกรด
แกลลิกที่สกัดมีปริมาณใกลเคียงกัน ดังแสดงในตารางที่ 10.3 ดังน้ันจึงสามารถสรุปไดวาการ
วิเคราะหหาปริมาณสารดวยวิธีการสกัดสารเพียงบางสวนรวมกับการแกสมการทางคณิตศาสตร
เปนวิธีที่มีความถูกตอง สะดวกและรวดเร็ว โดยวิธีใหมที่นําเสนอนี้มีขอดีกวาเม่ือเปรียบเทียบกับ
วิธีการสกัดแบบด้ังเดิม คือ สามารถลดปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการสกัด (ใชเพียง 10-15 
มิลลิลิตร) ลดปริมาณตัวอยางที่ตองใชในการวิเคราะห (ประมาณ 2-4 มิลลิลิตร) และชวยลดเวลา
ในการสกัด (เพียง 1 นาที) 

ตารางที่ 10.3 Effect of extraction time on the amount of gallic acid in grape juice using 
partial extraction  

ระยะเวลาที่ใชในการสกัด Content (mg/L) 
1 นาที 6.21 + 0.71 
2 นาที 6.13 + 0.30  
3 นาที 6.18 + 0.71 
4 นาที 6.16 + 0.17 
5 นาที 6.19 + 0.27 
 
3. วิเคราะหองคประกอบและปริมาณกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลในรําขาวสาย
พันธุตางๆ และกากรําขาว 
 จากการศึกษาของ Lilitchan และคณะ, 2008 [28] แสดงใหเห็นวาวิธีการสกัดสารดวย
วิธีการสกัดเพียงบางสวนเปนวิธีที่มีความถูกตอง สะดวก รวดเร็ว และประหยัด เม่ือเปรียบเทียบ
กับวิธีการสกัดดวยตัวทําละลายแบบด้ังเดิม (classical solvent extraction) แตอยางไรก็ตามใน
การศึกษาที่ผานมายังไมสามารถวิเคราะหแยกสารประกอบฟนอลิกแตละตัวที่เปนองคประกอบ
ของรําขาวได ดังนั้นในการศึกษาน้ีจึงมีความสนใจที่จะขยายวิธีการสกัดสารเพียงบางสวนนี้
รวมกับการวิเคราะหดวยเทคนิค isocratic HPLC เพ่ือสามารถนําไปวิเคราะหหาสารประกอบฟ
นอลิกแตละตัวได โดยวิธีการสกัดเพียงบางสวนที่ใชในการศึกษานี้เลือกใชเมทานอลเปนตัวทํา
ละลาย ทั้งนี้เน่ืองจากงานวิจัยที่ผานมานิยมใชเมทานอลเปนตัวทําละลายที่ใชในการสกัดกรดฟ
นอลิกและแกมมา-โอไรซานอลจากตัวอยางรําขาว [40-42] นอกจากน้ี เม่ือพิจารณาถึงคา
สัมประสิทธิ์การดูดซับ (Kd ) ของทั้งกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลระหวางชั้นของเมทา
นอลกับรําขาว พบวามีคาอยูในชวงที่เหมาะสมสําหรับการเลือกใชวิธีการสกัดสารดวยวิธีการ
สกัดเพียงบางสวน ซ่ึงมีคาอยูระหวาง0.67-3.65 [28] ดังแสดงในตารางที่ 10.5  จากการศึกษา
เบื้องตนพบวารําขาวสายพันธุตางๆ มีปริมาณความชื้นอยูในชวงรอยละ 10.13-13.79 และ       
กากรําขาวมีปริมาณความชื้นอยูในชวงรอยละ 9.80 (โดยนํ้าหนักแหง) จากผลการวิเคราะห
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ปริมาณแกมมา-โอไรซานอลดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวนรวมกับการวิเคราะหดวยเทคนิค 
isocratic HPLC-UV detection ไดเทากับ 5.28 + 0.02 มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) มี
คาใกลเคียงกับการหาปริมาณแกมมา-โอไรซานอลโดยใช Soxhlet extraction (5.07 + 0.05 
มิลลิกรัม/รําขาว 1 กรัม) ซ่ึงผลการทดลองที่ไดน้ีสอดคลองกับงานวิจัยที่ผานมา [28] ดังน้ันจึง
สามารถสรุปไดวาวิธีการสกัดเพียงบางสวนนี้สามารถนําไปใชวิเคราะหแยกสารประกอบที่สําคัญ
ทางชีวภาพในตัวอยาวรําขาวได ตารางที่ 10.4 แสดงปริมาณกรดฟนอลิกแตละตัวและแกมมา-
โอไรซานอลที่สกัดไดจากรําขาวสายพันธุตางๆ และกากรําขาว รวมทั้งคาที่ไดจากรายงานวิจัยที่
ผานมา [43-45] ปริมาณกรดเฟอรูลิกและแกมมา-โอไรซานอลในรําขาวสายพันธุขาวดอกมะลิ 
105 (KDML 105) มีอยู 20.33 ไมโครกรัม/กรัม และ 5.39 มิลลิกรัม/กรัม ตามลําดับ นอกจากน้ี
ยังสามารถวิเคราะหกรดฟนอลิกอ่ืนๆ ไดแก กรดพารา-คูมาริก กรดแคฟฟาอิก กรดไซรินจิก
ดวย โดยมีปริมาณนอยกวากรดเฟอรูลิก ซ่ึงคาที่วิเคราะหไดเหลาน้ีใกลเคียงกับงานวิจัยของ 
Butsat & Siriamornpun (2010) แตมีคาแตกตางจากการศึกษาของ Laokuldilok และคณะ 
(2011) และ Harukaze และคณะ (1999) เน่ืองจากมีความแตกตางของสายพันธุ นอกจากน้ี
พบวาวิธีการสกัดเพียงบางสวนสามารถใชวิเคราะหหาสารประกอบเหลาน้ีในตัวอยางกากรําขาว
ไดดวย โดยพบวาในกากรําขาวมีแกมมา-โอไรซานอลเปนองคประกอบอยู 0.48 มิลลิกรัม/กรัม 
ซ่ึงนอยกวาในตัวอยางรําขาว (3.53-7.98 มิลลิกรัม/กรัม)  ทั้งน้ีเน่ืองจากแกมมา-โอไรซานอลจะ
ถูกสกัดออกไปพรอมกับกระบวนการสกัดน้ํามันจากรําขาว สวนกรดฟนอลิกตาง ๆ ยังคง
สามารถตรวจพบในตัวอยางกากรําขาวดวยเชนกัน โดยกรดฟนอลิกที่เปนองคประกอบหลักใน
กากรําขาว ไดแก กรดเฟอรูลิก กรดพารา-คูมาริก และกรดแคฟฟาอิก ซ่ึงมีอยูในปริมาณ 6.17, 
31.17 and 1.89 ไมโครกรัม/กรัม ตามลําดับ จากผลการศึกษานี้ พบวากรดฟนอลิกสวนใหญ
ยังคงเหลืออยูในกากรําขาว หรือกลาวไดวากรดฟนอลิกไมถูกสกัดออกไปในชวงการสกัดนํ้ามัน
จากรําขาวดวยเฮกเซน ทั้งนี้เพราะกรดฟนอลิกเปนสารที่คอนขางโพลาร ดังนั้นเฮกเซนซึ่งเปน
ตัวทําละลายที่ไมมีขั้วจึงไมสามารถสกัดออกไปได จากผลการศึกษานี้ชี้ใหเห็นวากากรําขาว
ยังคงเปนแหลงของกรดฟนอลิกที่สําคัญ ซ่ึงสารสําคัญดังกลาวสามารถนําไปใชประโยชนดาน
ตางๆ เชน ดานอาหาร เคร่ืองสําอางค และผลิตภัณฑเสริมอาหาร เปนตน ตารางที่ 10.5 แสดง
คา Kd ของกรดฟนอลิกแตละตัวและแกมมา-โอไรซานอลระหวางชั้นของเมทานอลและรําขาวที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีคาอยูในชวง 2.18-3.65 สําหรับกรดฟนอลิก และ 0.67 สําหรับ
แกมมา-โอไรซานอล สวนคา Kd ของกรดฟนอลิกแตละตัวและแกมมา-โอไรซานอลระหวางชั้น
ของเมทานอลและกากรําขาวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีคาอยูในชวง 2.83-3.51 
สําหรับกรดฟนอลิก และ 0.76 สําหรับแกมมา-โอไรซานอล จากผลการศึกษานี้พบวาคา Kd ของ
สารในรําขาวและกากรําขาวมีความแตกตางกันเล็กนอย นาจะมาจากผลขององคประกอบของ
นํ้ามันและปริมาณความชื้นในตัวอยาง [28]  
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พบวาหากทราบคา Kd ของสารสามารถนํามาใชทํานายหาปริมาณของสารเหลาน้ันได
ดวยวิธีการสกัดเพียงบางสวน โดยทําการสกัดเพียงคร้ังเดียว ซ่ึงจะชวยใหการวิเคราะหทําได
งายและรวดเร็วขึ้น ผลการทดลองที่ศึกษาไดแสดงไวในตารางที่ 10.6 และ10.7 ซ่ึงพบวามีคา
ความแตกตางที่ไดจากการวิเคราะหสูงสุดเพียงรอยละ + 3.93 เทาน้ัน นอกจากนี้ พบวาสามารถ
นําความรูของคา Kd มาชวยในการทํานายหาคาประสิทธิภาพของการสกัดได ดังแสดงในตาราง
ที่ 10.8 ซ่ึงสามารถทําไดโดยสกัดเพียงคร้ังเดียวหากทราบคา Kd ของสาร ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวก 
รวดเร็วเพ่ือใชในการศึกษาหาตัวทําละลายที่เหมาะสมสําหรับสกัดสารตอไปได 
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ตารางที ่10.4 The amount of phenolic acids and -oryzanol in different rice bran varieties and defatted rice bran using partial extraction method with 
isocratic HPLC-UV detection. 

Content (g/g) Sample 

Ferulic 

acid  

p-Coumaric  

acid 

Syringic 

acid 

Chlorogenic 

acid 

Caffeic acid 

-Oryzanol 

(mg/g) 

Hom Nin 5.05 + 0.16 36.87 + 0.97 trace trace trace 7.35 ± 0.25 

Prachin Buri 7 7.77 + 0.27 2.46 + 0.14 5.09 + 0.12 8.05 + 0.36 trace 3.53 ± 0.02 

Khao Dawk Mali 105 20.33 + 0.61 15.14 + 0.88 trace 1.27 + 0.03 trace 5.39 ± 0.10 

Rice Bran 

RD 5 16.72 + 0.15 10.93 + 0.28 trace trace 3.15 + 0.96 7.98 ± 0.04 

 Laokuldilok et al., 2011a 52.3 15.7 - - - 3.68 

 Butsat & Siriamornporn, 2010 b 20.70-33.45 5.0-13.0 trace trace trace 3.43-5.18 

 Harukaze et al., 1999 c 2.51-29.20 0.10-10.80 - - - - 

Surin Bran Oil Co., Ltd. 6.84 + 0.46 31.17 + 0.70 trace trace 1.89 + 0.03 0.48 ± 0.001 Defatted 

rice bran Renuka Devi & Arumughan, 2007 233 + 2 - - - - 0.32 + 0.004 

a Rice bran of California long grain rice 
b Rice bran of Khao Dawk Mali 105 
c Rice bran of 21 Japonica cultivars 
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ตารางที ่10.5 Adsorption coefficient (Kd) of phenolic acids and -oryzanol in rice bran and defatted rice bran using partial extraction method with 
isocratic HPLC-UV detection.  

Kd value Sample 

Ferulic acid p-Coumaric  

acid 

Syringic acid Chlorogenic  

acid 

Caffeic acid -Oryzanol 

Rice bran 3.65 2.89 2.59 2.18 2.24 0.67 

Defatted rice bran 3.51 2.83 - - 2.54 0.76 
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ตารางที่ 10.6 Comparison the amount of -oryzanol in various rice bran samples by 
using partial extraction and single extraction. 

Content (mg/g) Sample 
Partial 
extraction 

Single 
extraction * 

% Deviation 

Rice bran Hom Nin 3.68 ± 0.12 3.75 ± 0.04 1.90 
 Prachin Buri 7 3.53 ± 0.02 3.62 ± 0.01 2.55 
 Khao Dawk Mali 105 5.39 ± 0.10 5.25 ± 0.05 -2.60 
 RD 5 7.98 ± 0.04 7.99±0.03 0.13 
Defatted 
rice bran 

Surin Bran Oil Co., Ltd 0.489 ± 0.001  0.493±0.007 0.82 

* The content was calculated from the Kd value by using Eq. (1). 
Data represented mean ± standard deviation (n = 3). 
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ตารางที่ 10.7 Comparison the amount of phenolic acids in various rice bran samples by using partial extraction and single extraction. 

Content (ug/g) Phenolic 

acid 

Sample 

Partial extraction Single extraction * 

% Deviation 

Ferulic acid Rice bran Hom Nin 5.05 + 0.16 4.93±0.16 -2.38 

  Prachin Buri 7 7.77 + 0.27 8.02 + 0.62 3.22 

  Khao Dawk Mali 105 20.33 + 0.61 20.36 + 0.69 0.15 

  RD 5 16.72 + 0.15 17.08 + 0.07 2.15 

 Defatted rice bran Surin Bran Oil Co., Ltd 6.84 + 0.46 6.69 + 0.40 -2.19 

Rice bran Hom Nin 36.87 + 0.97 36.11 + 0.91 -2.06 

 Prachin Buri 7 2.46 + 0.14 2.43 + 0.05 -1.23 

 Khao Dawk Mali 105 15.14 + 0.88 14.72 + 0.66 -2.77 

 RD 5 10.93 + 0.28 11.36 + 0.26 3.93 

p-Coumaric  

acid 

Defatted rice bran Surin Bran Oil Co., Ltd 31.17 + 0.70 30.93 + 1.17 -0.77 

Syringic acid Rice bran Prachin Buri 7 5.09 + 0.12 4.91 + 0.16 -2.78 

Chlorogenic acid Rice bran Prachin Buri 7 8.05 + 0.36 7.79 + 0.22 -3.31 

  Khao Dawk Mali 105 1.27 + 0.03 1.24 + 0.03 -2.21 

Caffeic acid Rice bran RD 5 3.15 + 0.96 3.24 + 0.61 2.99 

 Defatted rice bran Surin Bran Oil Co., Ltd 1.98 + 0.03 2.00 + 0.22 1.01 

* The content was calculated from the Kd value by using Eq. (1). 
Data represented mean ± standard deviation (n = 3). 
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ตารางที่ 10.8 Extractability of phenolic acids and -oryzanol from rice bran (Prachin Buri 
7 variety) and defatted rice bran by using single extraction. 

4 ml 8 ml Phenolic 
compounds 

Sample 
Amount Extractability* 

 (%) 
Amount Extractability* 

 (%) 
Phenolic acids                   (μg/g)                                            (μg/g) 
Ferulic acid RB 7.23+0.13 96.27 7.76+0.60 100.00 
 DRB 6.24+0.25 99.98 6.47+0.38 100.13 

RB 2.16+0.21 96.63 2.25+0.13 96.35 p-Coumaric  
acid DRB 28.08+0.14 98.81 29.65+1.12 100.09 

RB 4.55+0.06 101.61 4.69+0.16 100.27 Syringic acid 
DRB - - - - 
RB 6.86+0.03 98.22 7.42+0.16 100.74 Chlorogenic 

acid DRB - - - - 
RB - - - - Caffeic acid 
DRB 1.90+0.07 104.15 1.97+0.14 103.26 

-Oryzanol                    (mg/g)                                            (mg/g) 

RB 2.66+0.58 101.05 3.01+0.07 98.61  
DRB 0.370+0.003 99.77 0.423+0.006 100 

* The extractability (%) was calculated from equation as (E1 x 100)/ E2; E1 was 
extractable value of single extraction and E2 was extractable value of PE. 

 

11. สรุปผลการทดลอง 

วิธีการสกัดดวยตัวทําละลายเพียงบางสวนรวมกับการวิเคราะหสารดวยเทคนิค 
isocratic HPLC สามารถวิเคราะหหาปริมาณกรดฟนอลิกในน้ําแอปเปล รําขาวสายพันธุตางๆ 
และกากรําขาวไดคาใกลเคียงกับวิธีการสกัดแบบด้ังเดิม (classical method) ในงานวิจัยน้ีได
วิเคราะหหาปริมาณกรดฟนอลิกและแกมมา-โอไรซานอลในรําขาวสายพันธุตางๆ 4 สายพันธุ 
และกากรําขาวโดยใชวิธีการสกัดเพียงบางสวนดวย กรดฟนอลิกที่สามารถวิเคราะหไดมี 5 ชนิด 
คือ กรดเฟอรูลิก กรดพารา-คูมาริก กรดคลอโรจีนิก กรดแคฟเฟอิก และกรดไซลินจิก และ
สามารถหาคาสัมประสิทธิ์การแบงละลาย (partition coefficient, Kp) ของกรดฟนอลิกระหวางตัว
ทําละลายเอทิลอะซิเตรตและน้ําแอปเปลที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีคาอยูในชวง 0.46-
0.91 และคาสัมประสิทธิ์การดูดซับ (adsorption coefficient, Kd)  ของกรดฟนอลิกทั้ง 5 ชนิด 
และแกมมา-โอไรซานอลระหวางตัวทําละลายเมทานอลและตัวอยางรําที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส พบวาคา Kd ของกรดฟนอลิกทั้ง 5 ชนิดมีคาสูงกวาคา Kd ของแกมมา-โอไรซานอลใน
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ทุกตัวอยางของรําขาว นอกจากนี้ในงานวิจัยน้ี พบวาวิธีการสกัดเพียงบางสวนนี้สามารถ
นํามาใชในการทํานายหาคาปริมาณของสารเหลาน้ีในตัวอยางรําขาวทําไดอยางงายๆ โดยสกัด
เพียงครั้งเดียวเม่ือทราบคา Kd ของสาร จากผลการทดลองพบวาปริมาณของสารที่หาดวย
วิธีการสกัดเพียงคร้ังเดียวนี้มีคาถูกตองใกลเคียงกับการสกัดเพียงบางสวนที่ทําการสกัด 2 คร้ัง 
โดยมีคาความแตกตางของกรดฟนอลิกทั้ง 5 ชนิด และแกมมา-โอไรซานอลสูงสุดเพียงรอยละ + 
3.93 และ + 2.60 ตามลําดับ อีกทั้งวิธีการสกัดเพียงบางสวนเพียงคร้ังเดียวนี้ยังสามารถนําไปใช
ในการทํานายหาคาความสามาถในการสกัดไดของกรดฟนอลิก (รอยละ 96-104)  และ แกมมา-
โอไรซานอล (รอยละ 99-101) ในตัวอยางรําขาวไดอีกดวย วิธีที่ไดจากการศึกษานี้พบวาเปนวิธี
ที่มีความสะดวก รวดเร็ว และมีความถูกตองจึงเหมาะสําหรับการใชวิเคราะหในงานประจํา 
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 12. ภาคผนวก 
 
1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาต ิ

1.1 ผลงานวจิัยที่สงตีพิมพแลว 
1.2 ผลงานวจิัยที่กําลังอยูในชวงดําเนินการ 

 
2. การเสนอผลงานในทีป่ระชุมวิชาการ 

2.1 การนําเสนอผลงานแบบโปสเตอร 
2.2 การนําเสนอผลงานแบบบรรยาย 
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1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาต ิ

1.1 ผลงานวจิัยที่สงตีพิมพแลว 

ชื่อผูแตง : Supathra Lilitchan, Chaluntorn Sawetavong, Kornkanok Aryusuk, and 
Kanit Krisnangkura 

ชื่อเรื่อง : Determination of phenolic acids and -oryzanol in rice bran using partial 
extraction method and isocratic HPLC-UV detection 

ชื่อวารสาร : Food Chemistry 

วันที่สงตีพิมพ: 27 April 2012 

สถานะ:  Under review 
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1.2 ผลงานวจิัยที่กําลังอยูในชวงดําเนินการ 

ชื่อผูแตง : Supathra Lilitchan, Nattaya Ongphimai, Kornkanok Aryusuk, and Kanit 
Krisnangkura 

ชื่อเรื่อง : Phenolic acids content and antioxidant capacity of fruit extracts  

ชื่อวารสารที่คาดวาจะตีพิมพ : Food Chemistry หรือ Journal of Food Composition and 
Analysis      
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2. การเสนอผลงานในทีป่ระชุมวิชาการ 

2.1 การนําเสนอผลงานแบบโปสเตอร 
 เร่ืองที่ 1: The determination of ferulic acid and -oryzanol in rice bran  

 using partial extraction method and HPLC 
ชื่อการประชุม: การประชมุประจําป “นักวิจัยรุนใหม...พบ...เมธีวิจัยอาวุโส สกว. คร้ังที่ 7 

สถานที่ประชุม: โรงแรมรีเจนท ชะอํา จังหวัดเพชรบุรี 

ปที่นําเสนอ: 14-16 ตุลาคม 2553 

 เร่ืองที่ 2:  The determination of bioactive compounds in different rice brans 

ชื่อการประชุม: International Rice Research Conference (IRRC28) 

สถานที่ประชุม: ฮานอย, เวียดนาม 

ปที่นําเสนอ: 8-12 พฤศจิกายน 2553  

 เร่ืองที่ 3: The determination of phenolic acids in fruit juices 

ชื่อการประชุม: การประชมุประจําป “นักวิจัยรุนใหม...พบ...เมธีวิจัยอาวุโส สกว. คร้ังที่ 8 

สถานที่ประชุม: โรงแรมรีเจนท ชะอํา จังหวัดเพชรบุรี 

ปที่นําเสนอ: 19-21 ตุลาคม 2554 
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2.2 การนําเสนอผลงานแบบบรรยาย 

ชื่อผูนําเสนอผลงาน :  Supathra Lilitchan 

ชื่อเรื่อง: Determination and extraction of bioactive compounds from defatted rice 
bran for food and cosmetics use  

ชื่อการประชุม: International  conference entitled “New challenges for Health 
Research Worldwide: Sharing international experiences and 
responses” TMU’s 50th anniversary celebration ceremony  

สถานที่ประชุม:   Taipei, Taiwan 

ปที่นําเสนอ: May 31st, 2010  
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