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Executive Summary 
โครงการ: การสํารวจหาสารประกอบ polyphenols เพ่ือเพ่ิมมูลคาผลผลิตพลอยไดจากอุตสาหกรรมนํ้าตาล 
เปาหมาย 
 งานวิจัยจํานวนมากพยายามเพ่ิมประสิทธิภาพและมูลคาจากผลผลิตพลอยไดโดยนําไปใชประโยชนใน
หลายรูปแบบ การสํารวจหาสารมูลคาเพ่ิมที่สามารถนําไปใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมชนิดอ่ืน ๆ เปนอีก
แนวทางหน่ึงที่สามารถชวยเพ่ิมมูลคาของผลผลิตพลอยไดเหลาน้ัน สาร polyphenols เปนสารประกอบทุติย
ภูมิกลุมใหญทีพ่บในพืชหลายชนิดรวมทั้งในออย เชน ใบ เปลือก และลําตน สารกลุมน้ีมีคณุสมบัติสําคัญใน
การยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา oxidation ปจจบัุนถูกนําไปใชประโยชนทั้งในผลิตภัณฑที่เปนอาหารและผลิตภัณฑ
ที่ไมใชอาหาร โดย lignin เปนกลุมที่พบมากที่สุดเน่ืองจากในกากออยมีปริมาณ lignin อยูถึง 20% แตสวน
ใหญมักไมไดนํามาใชประโยชนเปนผลิตภัณฑที่มีมูลคา งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคในการศึกษาคุณสมบัติของ 
polyphenols โดยเฉพาะ lignin ที่ไดจากกากออยเพ่ือเปนแนวทางในการนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรม
ตอเน่ืองอ่ืนๆ 
วิธีการ 
 ศึกษาชนิดและปริมาณสาร polyphenols ที่สกัดจากตัวอยางใบออยและกากออย โดยตัวอยางใบ
ออยที่ใชในการศึกษามาจากพันธุขอนแกน 3 และ พันธุ 92-11 อายุประมาณ 10 เดือนนํามาทดลองสกัดสาร 
polyphenols ดวยตัวทําละลายอินทรีย กากออยไดรับความอนุเคราะหจากโรงงานนํ้าตาล 4 แหงไดแก  
โรงงานนํ้าตาลเกษตรไทย โรงงานนํ้าตาลบานไร โรงงานนํ้าตาลมิตรผล และโรงงานนํ้าตาลครบุรี นํามาใชใน
การสกัด lignin ซึ่งเปนสาร polyphenols ที่มีขนาดใหญและมีปริมาณมากใน lignocellulosic material 
หลายชนิดรวมทั้งกากออย โดยใชสภาวะในการสกัดที่ไมรุนแรง (mild condition) สารสกัดที่ไดนําไป
วิเคราะหชนิดและปริมาณดวยเทคนิค spectroscopy เพ่ือจําแนกกลุมของ polyphenols จากน้ันวิเคราะห
โครงสรางทางเคมีดวยเทคนิค FTIR และ 1H-NMR รวมถึงวิเคราะหคุณสมบัติทางชีวภาพดวยการวิเคราะห
สมบัติในการตานจุลินทรีย (antimicrobial activity) และสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ (antioxidant 
activity) ขอมลูทั้งผลไดในการสกัดและคณุสมบัติของสารสกัดจะนําไปใชตอยอดในการผลิตผลิตภัณฑตนแบบ
ของแผนวัสดุปดแผล (โครงการยอยที่ 2) และ การคํานวณตนทุนเพ่ือประเมินความคุมคาทางเศรษฐกิจของทั้ง
การผลิตสาร polyphenols และการผลิตผลิตภัณฑตนแบบของแผนวัสดุปดแผล (โครงการยอยที่ 3) ตอไป 
ผลที่ไดจากงานวิจัย 
 ผลจากงานวิจัยแสดงถึงขอมูลในเชิงปริมาณและคุณภาพของสาร polyphenols ที่ไดจากใบออยและ
กากออยจากวิธีการสกัดที่ไมซับซอนเพ่ือเปนแนวทางในการคัดเลือกสารที่มีคุณสมบัติทีต่องการมาใชประโยชน 
โดยพบวาในเชิงปริมาณ lignin เปนสารที่มีปริมาณมากในกากออยโดยใหผลไดจากการสกัดประมาณ 20% 
และผลไดขึ้นกบัสภาวะในการสกัดโดยการใชดางใหผลไดมากกวาการใชกรด กากออยใหมที่เพ่ิงผานการหีบ
ตองใชกระบวนการระเบิดดวยไอนํ้าเพ่ือเพ่ิมผลการสกัดในขณะที่กากออยเกา (6 - 12 เดือน) สามารถสกัด 
lignin ออกมาไดเทากันหรือมากกวา lignin ที่ไดจากกากออยมีโครงสรางทางเคมีแตกตางกันไปตามสภาวะใน
การสกัดและสงผลตอความสามารถในการตานอนุมูลอิสระที่แตกตางกันโดยกากออยใหมมีความสามารถใน
การตานอนุมูลอิสระสูงกวา lignin จากกากออยเกาเน่ืองมาจากสภาพการเก็บรักษากากออยอาจสงผลตอการ
เกิด oxidation ของ lignin เชนกัน ทั้งน้ีกากออยที่ผานการสกัด lignin แลวยังสามารถนํากลับมาเผาเพ่ือใช
ผลิตกระแสไฟฟาไดโดยใหพลังงานความรอนตํ่ากวากากออยปกติประมาณ 2 - 15% ขึ้นกับอายุของกากออย
และวิธีการสกัดเพราะ lignin ที่ถูกสกัดออกเปนสวนหน่ึงของพลังงานที่เกิดขึ้นจากการเผากากออย  
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 ผลผลิตพลอยไดจากอุตสาหกรรมนํ้าตาลในแตละปมีปริมาณมหาศาลและถูกนํามาใชประโยชนใน
รูปแบบตาง ๆ ซึ่งอาจยังไมเต็มประสิทธิภาพ การสํารวจหาสารมูลคาเพ่ิมที่สามารถนําไปใชเปนสารต้ังตนใน
อุตสาหกรรมชนิดอ่ืน ๆ เปนอีกแนวทางหน่ึงที่สามารถชวยเพ่ิมมูลคาของผลผลิตพลอยไดเหลาน้ันและสงผลตอ
มูลคาของอุตสาหกรรมนํ้าตาลโดยรวม สาร polyphenols เปนสารประกอบทุติยภูมิกลุมใหญที่พบในพืช
หลายชนิดรวมทั้งในออย มคีุณสมบัติสําคญัในการยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา oxidation ปจจุบันถูกนําไปใช
ประโยชนทั้งในผลิตภัณฑที่เปนอาหาร เชน สารแตงกลิน่รส อาหารเสริมสุขภาพ และโภชนเภสัช รวมถึง
ผลิตภัณฑที่ไมใชอาหาร เชน ใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมการผลิตพอลิเมอรหลายชนิด จากโครงสรางทาง
เคมขีองผลผลติพลอยไดของออยพบวา lignin ซึ่งเปน macropolymer ของ polyphenols มีปริมาณมากใน
กากออย งานวิจัยน้ีจึงไดศึกษาวิธีการสกัดรวมถึงคุณสมบัติของ lignin จากกากออย ไดแก โครงสรางทางเคมี 
สมบัติในการตานอนุมูลอิสระ และ สมบัติในการยับย้ังเช้ือจุลินทรีย เพ่ือเปนแนวทางในการนําไปประยุกตใชใน
การผลิตวัสดุปดแผล โดยโครงสรางและคุณสมบัติของสารสกัด lignin แตกตางกันไปตามชนิดตัวทําละลายที่ใช
สกัด (1%NaOH และ formic acid: acetic acid: H2O, 30:55:15, v/v/v) สัดสวนของ solid: liquid ratio 
(1:6 และ 1:12) อายุของกากออย (หลังหบี 1 วัน และ 6 -12 เดือน) และการทํา pretreatment (± steam 
explosion) ผลพบวาการใชกากออยเกาสามารถสกดั lignin ไดโดยไมตองผานกระบวนการ steam 
explosion และใหผลไดสูงสุด 26% โดยนํ้าหนัก ในขณะที่การสกัด lignin จากกากออยใหมตองใช steam 
explosion โดยไดผลไดสูงสดุ 22% ตัวทําละลายที่ใหผลดีที่สุดคือ 1%NaOH ที่อัตราสวน 1:12 อยางไรก็ตาม 
lignin จากกากออยเกามีสมบัติในการตานอนุมูลอิสระตํ่ากวา lignin จากกากออยใหมเล็กนอยซึ่งสวนหน่ึงอาจ
เน่ืองมาจากการเกิด oxidation ของ lignin เมื่อนําไปทดสอบสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย พบวา lignin ที่
ความเขมขนตํ่าสุดที่ 1,250 µg/ml (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) สามารถยับย้ังการเจริญ
ของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Vibrio cholera (DMST 15778), Salmonella typhimurium (DMST 562) 
และ Escherichia coli (DMST 4212)) ไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก (Staphylococcus aureus (DMST 
8840)) นอกจากน้ีกากออยที่ผานการสกดั lignin แลวยังสามารถนํากลับมาใชผลิตไฟฟาตอไดโดยใหคา
พลังงานความรอนลดลงประมาณ 2 - 15% ขึ้นกับปริมาณ lignin ที่ถูกสกัดออกไปเพราะโครงสรางของ lignin 
ที่เปน hydrocarbon polymer ก็เปนสวนที่ใหพลังงานเชนกัน     



 

Abstract 
 

 Large amount of sugar industrial by products is generated annually without fully 
utilization capacity. Investigation of high value added compounds could be a way to 
improve this limitation and hopefully overall value chain of sugar industry could be 
increased. Polyphenols is a group of secondary metabolites available in various plants 
including sugarcane. It becomes more and more interesting compounds due to its ability to 
inhibit oxidation reaction which make it suitable for various products either food i.e flavors, 
nutritional food and pharmaceutical products or non-food such as precursor for polymer 
industries. Lignin is a macropolyphenols found abundantly in bagasse, this work therefore 
aims at investigating a suitable lignin extraction method as well as characterizing its chemical 
structure and biological activity in order to provide necessary information for wound dressing 
fabrication. The results indicated the effect of extracting media (1%NaOH and formic acid: 
acetic acid: H2O, 30:55:15, v/v/v), solid: liquid ratio (1:6 and 1:12), age of bagasse (fresh and 
6 - 12 month old bagasse) and pretreatment (± steam explosion) on extraction yield. The 
highest extraction yield of lignin (26%) was obtained from extraction old bagasse with 1:12 of 
bagasse: 1%NaOH (w/v) without steam explosion while 22% yield could be obtained from 
new bagasse using the same extraction condition but with steam explosion. Lignin obtained 
from new bagasse gave better antioxidant activity than those of old bagasse which could be 
partly due to lignin oxidation. All lignin obtained from all extraction conditions at the 
concentration of 1,250 µg/ml (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) could inhibit 
microbial growth. The better inhibition was observed in gram negative bacteria (Vibrio 
cholera (DMST 15778), Salmonella typhimurium (DMST 562) and Escherichia coli (DMST 
4212)) than gram positive bacteria (Staphylococcus aureus (DMST 8840)). In addition, 
delignified bagasse could be reutilized as an energy source with slight reduction of heat 
building capacity (2 - 15%) as extracted lignin is also a part of energy produced by bagasse. 
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บทนํา 

 ผลผลิตพลอยไดจากอุตสาหกรรมนํ้าตาลในแตละปมีปริมาณมหาศาลและถูกนํามาใชประโยชนใน
รูปแบบตาง ๆ เชน กากออยถูกนํากลับไปเผาใชเปนพลังงานหมุนเวียนในโรงงาน และใชในอุตสาหกรรมเย่ือ
และกระดาษ และกากหมอกรองนําไปใชทําปุย ปจจุบันมีงานวิจัยจํานวนมากพยายามเพ่ิมประสิทธิภาพและ
มูลคาจากผลผลิตพลอยไดดังกลาวโดยนําไปใชประโยชนนอกเหนือจากวิธีการที่มีในปจจุบัน การสํารวจหาสาร
มูลคาเพ่ิมที่สามารถนําไปใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมชนิดอ่ืน ๆ เปนอีกแนวทางหน่ึงที่สามารถชวยเพ่ิม
มูลคาของผลผลิตพลอยไดเหลาน้ันและสงผลตอมูลคาของอุตสาหกรรมนํ้าตาลโดยรวม  
 สาร polyphenols เปนสารประกอบทุติยภูมิกลุมใหญทีพ่บในพืชหลายชนิดรวมทั้งในออย มีคุณสมบัติ
สําคัญในการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา oxidation ปจจุบันถูกนําไปใชประโยชนทั้งในผลิตภัณฑที่เปนอาหาร เชน 
สารแตงกลิ่นรส อาหารเสริมสุขภาพ และโภชนเภสัช รวมถึงผลิตภัณฑที่ไมใชอาหาร เชน ใชเปนสารต้ังตนใน
อุตสาหกรรมการผลิตพอลิเมอรหลายชนิด polyphenols พบไดในสวนตางๆ ของออย ไดแก ใบ และ เปลือก 
มี flavonoids และ anthocyanins รวมถงึผลิตภัณฑและผลผลิตพลอยไดจากหลายขั้นตอนของอุตสาหกรรม
นํ้าตาล โดย lignin เปนกลุมที่พบมากที่สุดเน่ืองจากในกากออยมีปริมาณ lignin อยูถึง 20% แตสวนใหญมัก
ไมไดนํามาใชประโยชน เน่ืองจากเปนองคประกอบที่ถูกกําจัดดวยการยอยดวยกรดหรือดางกอนนํากากออยไป
ใชทําเย่ือกระดาษ lignin  
 จากแนวความคิดเรื่องระบบโรงกลั่นชีวภาพ (biorefinery) ของชีวมวล lignocellulose จะพบวา 
lignin เปนหน่ึงในสามองคประกอบหลักที่ถูกนําไปใชประโยชนในแบบที่ไมซับซอนและมูลคาตํ่า เชน ใชเปน
เช้ือเพลิง เปนสารเช่ือมเน้ือไม ยางมะตอยธรรมชาติ (bitumen) ซึ่งการนํา lignin จากกากออยมาใชประโยชน
ยังสามารถพัฒนาไดอีกดวยวิธีการสกัดที่เหมาะสมเน่ืองจากกากออยมีโครงสรางที่แข็งแรงนอยกวาชีวมวล 
lignocellulose อ่ืน เชน ไมชนิดตาง ๆ ซึ่งตองใชการยอยดวยสภาวะที่รุนแรง รวมไปถึงสาร polyphenols 
ชนิดอ่ืนๆ ที่พบในออยก็ควรมีการสํารวจชนิดและปริมาณรวมทั้งสมบัติทางเคมีเพ่ือเปนแนวทางในการนํามาใช
ประโยชนอยางสูงสุด 
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วิธีการทดลอง 

 
1. การสกัด polyphenols จากใบออย 

 
1.1 การเตรียมตัวอยาง 

เพ่ือปองกันการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบ polyphenols ในตัวอยางสด ตัวอยางใบออยที่ไดจะ
นํามาอบที่อุณหภูมิ 45°C จนนํ้าหนักคงที่ จากน้ันเก็บรักษาตัวอยางแหงที่ 4 องศาเซลเซียส 

  
1.2 การสกัด polyphenols  
นําตัวอยางที่ผานการอบแลวมาลดขนาดเพ่ือเปรียบเทียบผลไดจากการสกัดจากตัวอยาง 2 ขนาด 

ไดแก ตัวอยางใบออยที่ตัดใหมีขนาด ประมาณ 1 cm. และตัวอยางที่ลดขนาดดวยเครื่อง hammer mill ผาน 
sieve ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.2 mm. (ภาพที ่1) จากน้ันทําการสกัดสาร polyphenols จากใบออยโดยใช 
methanol สกัดตัวอยาง 5 กรัม ใน methanol 50 ml. ทําการสกัดบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 225 
รอบ/ นาที ทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันกรองตัวอยางออกจากตัวทําละลายดวยกระดาษกรอง
เบอร 1 ลางสารสกัดออกจากตัวอยางบนกระดาษกรองดวย methanol ครั้งละ 10 ml. จํานวน 3 ครั้ง 
จากน้ันระเหย methanol ออกโดยใช rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จากน้ันคํานวณ
ผลไดจากการสกัด (% extraction) โดยเปรียบเทียบนํ้าหนักของ crude extract ตอนํ้าหนักตัวอยางเริ่มตน  

 

 
 

ภาพที่  1 ตัวอยางใบออยที่ตัดขนาดประมาณ 1 cm. (1) และผาน hammer mill sieve ขนาด 0.2 mm. (2) 
 
2. การสกัด lignin จากกากออย 
  

2.1 การเตรียมตัวอยางกากออย  
 ตัวอยางกากออยที่ไดจาก 4 โรงงาน จะนํามาหาคาความช้ืนโดยการอบตัวอยางนํ้าหนัก 20 กรมัที่
อุณหภูมิ 100 ± 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ช่ังนํ้าหนักตัวอยางที่ปลอยใหเย็นใน dessicator หลังอบ 
บันทึกและอบตัวอยางซ้ําจนไดนํ้าหนักคงที่ (1) โดยคาความช้ืนจะใชในการคํานวณผลไดจากการสกัด lignin 
รายละเอียดของตัวอยางกากออยที่ไดจากโรงงานทั้ง 4 แหงดังแสดงในตารางที่ 1 
 

% ความช้ืน = (นํ้าหนักตัวอยางกอนอบ – นํ้าหนักตัวอยางหลังอบ) x100   (1) 
    นํ้าหนักตัวอยางกอนอบ 

(1)     (2) 



6 
 

ตารางที่  1 ขอมูลของตัวอยางกากออยจาก 4 โรงงาน 

โรงงาน วันที่เก็บตัวอยาง สภาพกองกากออย อาย ุ %ความชื้น 
โรงงานน้ําตาลเกษตรไทย  
จ. นครสวรรค 

30 ต.ค. 2557 

 

6 เดือน 52.7 

โรงงานอุตสาหกรรมน้ําตาล
บานไร จ.อุทัยธานี 

30 ต.ค. 2557 

 

6 เดือน 59.7 

โรงงานน้ําตาลมิตรภูเขียว 
จังหวัดชัยภูมิ 

24 ธ.ค. 2557 

 

12 เดือน 20.8 

โรงงานน้ําตาลครบุรี  
จังหวัดนครราชสมีา 

24 ธ.ค. 2557 

 

12 เดือน 27.6 
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2.2 การสกัด lignin กากออย  
lignin เปนสารประกอบ polyphenols ขนาดใหญและมโีครงสรางและสมบัติทางเคมีที่ซับซอนทําให

ไมสามารถสกดัออกไดดวยการใชตัวทําละลายอินทรียเพียงอยางเดียว โดยมากอุตสาหกรรมเยื่อใชวิธีการ 
delignification ดวยดางเพ่ือแยก lignin ออกจากโครงสรางของ cellulose และ hemicelluloses  

ในงานวิจัยน้ีจะเปรียบเทียบผลไดจากการสกัดจากตัวอยางกากออยที่ผานและไมผานกระบวนการ
ระเบิดดวยไอนํ้า (steam explosion) กอนเขาสูกระบวนการ delignification ดวยสภาวะที่ไมรุนแรง (mild 
condition) ดังแสดงในตารางที่ 2 ตัวอยาง lignin ที่ไดจากทุกสภาวะจะนํามาอบแหงในตูอบลมรอนที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จากน้ันเปรียบเทียบผลได (% extraction yield) จากแตละวิธี 

 
ตารางที่  2 สภาวะในการสกัด lignin จากกากออย 

ตัวอยาง ปจจัยที่ศึกษา สภาวะที่ทดลอง 
 กากออย 1. Delignification  Acid hydrolysis ดัดแปลงจากวิธีการของ Delmas (2011) 

สกัด lignin จากกากออยโดยผสมกับ formic acid: acetic acid: 
H2O, 30:55:15, v/v/v) autoclave ที่ 110°C เปนเวลา 3 ชัว่โมง 
โดยใช solid–liquid ratio เทากับ 1:12 (w/v) กรองกากออยออก
ผานกระดาษกรอง ตกตะกอน lignin โดยเติมน้าํกล่ัน จากนั้นกรอง
ตะกอน lignin ออกผานกระดาษกรอง ระเหยน้ําสวนที่เหลือออกจาก 
lignin โดยการอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส 
 Alkali hydrolysis ดดัแปลงจากวิธกีารของ Zabaleta (2012) 

สกัด lignin จากกากออยโดยผสมกับสารละลาย 1% NaOH 
autoclave ที่ 110°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยใช solid–liquid ratio 
เทากับ 1:12 (w/v) กรองกากออยออกและแยก lignin ออกโดยการ
ปรับ pH ใหเทากับ 2 ดวย 50% H2SO4 10 ml. และกรอง ระเหยน้ํา
สวนที่เหลือออกจาก lignin โดยการอบที่อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

2. Steam explosion +  
delignification 

 Steam explosion ที่ 210 °C เปนเวลา 4 นาที ตามสภาวะของ Cara 
et al. (2008) 
 Acid hydrolysis ดัดแปลงจากวิธีการของ Delmas (2011) 

สกัด lignin จากกากออยโดยผสมกับ formic acid: acetic acid: 
H2O, 30:55:15, v/v/v) autoclave ที่ 110°C เปนเวลา 3 ชัว่โมง 
โดยใช solid–liquid ratio เทากับ 1:12 (w/v) กรองกากออยออก
ผานกระดาษกรอง ตกตะกอน lignin โดยเติมน้าํกล่ัน จากนั้นกรอง
ตะกอน lignin ออกผานกระดาษกรอง ระเหยน้ําสวนที่เหลือออกจาก 
lignin โดยการอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส 
 Alkali hydrolysis ดดัแปลงจากวิธกีารของ Zabaleta (2012) 

สกัด lignin จากกากออยโดยผสมกับสารละลาย 1% NaOH 
autoclave ที่ 110°C เปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยใช solid–liquid ratio 
เทากับ 1:12 (w/v) กรองกากออยออกและแยก lignin ออกโดยการ
ปรับ pH ใหเทากับ 2 ดวย 50% H2SO4 10 ml. และกรอง ระเหยน้ํา
สวนที่เหลือออกจาก lignin โดยการอบที่อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
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2.3 การวิเคราะหคาพลงังานความรอน 
 นําตัวอยางกากออยที่ผานและไมผานกระบวนการสกัด lignin มาวิเคราะหคาพลังงานความรอนตาม
วิธี ASTM D5865 เพ่ือเปรียบเทียบวากากออยที่สกัด lignin ออกแลวสามารถนําไปใชในกระบวนการผลิต
ไฟฟาไดเชนเดียวกับกากออยปกติหรือไม  
 
3. การวิเคราะหทางเคมี 
 ในการคัดเลือกวิธีการสกัด Crude extract จากใบออยและ lignin จากกากออยจะนํามาวิเคราะหเชิง
คุณภาพและปริมาณเบ้ืองตนดวยการวัด total phenolic content (TPC) ดวยเทคนิค 
spectrophotometry โดยใช gallic acid, catechin และ quercetin เปนสารมาตรฐานเปรียบเทียบกับสาร 
polyphenols ในกลุม hydrolyzable tannin, condensed tannin และ flavonoid ตามลําดับ เพ่ือระบุ
ชนิดของ polyphenols ในเชิงคุณภาพจะใชเทคนิค Thin layer chromatography (TLC) เพ่ือเปรียบเทียบ
กลุมของ polyphenols ที่สกัดไดดังรายละเอียดดังตอไปน้ี  
 

3.1 การวิเคราะหชนิดของการสกัด polyphenols ดวยเทคนิค thin layer chromatography 
(TLC) 

 วิเคราะหชนิดของสารดวยเทคนิค TLC ตามวิธีการของ Sharma et al., (1998) เตรียมตัวอยางดวย 
methanol ทีค่วามเขมขน 10 mg/ml เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน plant sterols, catechin และ gallic 
acid ความเขมขน  5 mg/ml หยดตัวอยาง 10 µl และสารละลายมาตรฐาน 5 µl ลงบนแผน TLC (20 
เซนติเมตร x 20 เซนติเมตร เคลือบ silica gel 60G, Merck) วางแผน TLC ลงใน chamber ที่ม ีmobile 
phase (chloroform/ ethyl acetate/acetic acid (50:50:1, v/v/v)) จากน้ันตรวจสอบผลดวย ferric 
chloride reagent 1% (w/v) โดยจุดของ gallic acid methyl gallate, pyrogallol, catechol, catechin, 
epicatechin, cinnamic acid, p-coumaric acid, ferulic acid และ tannic acid จะปรากฏบนแผน TLC 
ทันที จากน้ันพนสารละลาย 40% orthophosphoric acid อีกครั้ง นําไปอบที่อุณหภูมิ 180 °C เปนเวลา 15 
นาที เพ่ือตรวจสอบสารที่ไมใช polyphenols  
 

3.2 ตรวจสอบปรมิาณ total phenolic content (TPC) 
 ทําการวิเคราะห TPC โดยดัดแปลงวิธี Folin – Ciocalteu colorimetric method ตามวิธีการของ 
Wolfe et al., (2003) เตรยีมตัวอยางที่ความเขมขนที่เหมาะสมในชวงของสารมาตรฐาน gallic acid ความ
เขมขน 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 และ 200 µg/ml ดูดตัวอยางปริมาตร 125 µl เติมลงใน
หลอดที่มีนํ้ากลั่น 500 µl เติมสารละลาย Folin – Ciocalteu 125 µl ทิ้งไวนาน 6 นาท ี จากน้ันเติม 7% 
Sodium carbonate ปริมาตร 1250 µl และนํ้ากลั่น 1000 µl ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 90 นาท ีกอนวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 760 nm คํานวณคาเปน mg gallic acid/g crude extract ทําการวิเคราะห 
3 ซ้ําตอตัวอยาง 
 

3.3 การตรวจสอบปริมาณ flavonoids content 
 ทําการวิเคราะหตามวิธีการของ Wolfe et al., (2003) เตรียมตัวอยางที่ความเขมขนที่เหมาะสม
ในชวงของสารมาตรฐาน catechin ความเขมขน 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 และ 300 
µg/ml ดูดตัวอยางปริมาตร 250 µl เติมลงในหลอดที่มนํ้ีากลั่น 1250 µl จากน้ันเติม 5% Sodium nitrite 
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ปริมาตร 75 µl ทิ้งไวนาน 5 นาท ีแลวเติม 10% Aluminium chloride 150 µl ทิง้ไวนาน 6 นาที จากน้ัน
เติม 1M NaOH ปริมาตร 500 µl และนํ้ากลั่น 275 µl นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงทนัททีี่ความยาวคลื่น 510 
nm คํานวณคาเปน mg catechin/g crude extract ทําการวิเคราะห 3 ซ้ําตอตัวอยาง 
 

3.4 การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีดวยเทคนคิ FTIR 
 นําตัวอยางสารสกัด lignin บดเปนผง หนักประมาณ 10 mg ทําการวิเคราะหโครงสรางโมเลกุลดวย
เทคนิค FTIR spectrometry ดวยเครื่อง Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared 
(ATR-FTIR) instrument (Nicolet IR200, Thermo Fisher Scientific, USA) ทําการวัดการดูดกลืนรังสีที่อยู
ในชวงคลื่น (wave number) 4000 – 400 cm-1, Resolution 4 cm-1, 128 scan ตอตัวอยางและวิเคราะห
โครงสรางดวย OMNIC8 software 
 

 
ภาพที่  2 เครื่อง FTIR spectrometer Nicolet IR200 

  
3.5 การวิเคราะหโครงสรางทางเคมีดวยเทคนคิ 1H-NMR 

 ละลายสารสกัด lignin หนัก 10 มิลลิกรัม ในสารละลาย d6-DMSO ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ทาํ
การทดสอบดวยเครื่อง Bruker Avance III HD-NanoBay 400 MHz NMR Spectrometer วิเคราะหผลดวย
โปรแกรม MestReNova 
 
4. การวิเคราะหคุณสมบัติทางชีวภาพ 
 
 4.1 การทดสอบการยับยั้งและทาํลายเชื้อจุลินทรีย 
 ทําการทดสอบหาความเขมขนตํ่าสุดของสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือจุลินทรีย MIC 
(minimal inhibitory concentration) และ MBC (minimal bactericidal concentration) ตามวิธีการของ 
Basri et al (2005) ในเช้ือจุลินทรีย จํานวน 4 สายพันธุไดแก 

 Staphylococcus  aureus (DMST 8840) 
 Escherichia coli (DMST 4212) 
 Salmonella  typhimurium (DMST 562) 
 Vibrio  cholera (DMST 15778) 
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 4.1.1 การเตรยีมสารละลายเชื้อแบคทีเรีย 
 

 การเตรยีมอาหาร Tryptone soy agar   
 ช่ัง Tryptone soy agar (Difco, United States) ตามที่กําหนดคือ 22.5 กรัม ตอนํ้า 1 

ลิตร โดยเตรียมในปริมาณทีต่องการ เติมนํ้ากลั่น ตมจนอาหารเลี้ยงเช้ือใส ดูดอาหารใสหลอด ๆ ละ 5 ml 
นําไปฆาเช้ือโดยผานหมอน่ึงฆาเช้ือที่  121 °C เปนเวลา 15 นาท ี เมื่ออาหารเลี้ยงเช้ือมอุีณหภูมิประมาณ 45 °C 
นําไปเอียงใหผวิหนาอาหารทาํมุม 45 องศา 

 
 การเตรยีมอาหาร Muller-Hinton agar   

  ช่ัง Muller-Hinton agar (Merck, Germany) ตามที่กําหนดคือ 21 กรมั ตอนํ้า 1 ลิตร โดย
เตรียมในปริมาณที่ตองการ เติมนํ้ากลั่น นําไปฆาเช้ือโดยผานหมอน่ึงฆาเช้ือที่ 121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  เมื่อ
อาหารเลี้ยงเช้ือมีอุณหภูมปิระมาณ 45 °C นําไปเทลงในจานอาหารเลีย้งเช้ือ ปรมิาตร 20 ml/จาน 

 
 วิธีการเตรียมสารละลายเชือ้แบคทีเรีย 

             นําเช้ือแบคทีเรียทีเ่จริญบนอาหารวุน Tryptone soy agar (TSA) ที่อุณหภูมิ 37 °C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง มาเจือจางดวยสารละลาย 0.85% NaCl ที่ปราศจากเช้ือ ใหมีความขุนเทากับ McFarland 
No.5 (ปรมิาณเช้ือเทากับ 108 cfu/ml (Kirby-Bauer)) นํามาเจือจางดวยอาหาร ในอัตราสวน 1: 200 
 

 4.1.2 วิธีการเตรียมสารทดสอบ 
 เตรียมสารทดสอบที่ความเขมขน 10,000 µg/ml โดยเจือจางดวย Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) และทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองดวย Syringe filter (Whatman) ที่มีความละเอียด 0.2 µm 
สารทดสอบที่เตรียมได จะถูกนําไปเจือจางอีกครั้งดวยวิธี two-fold dilution   

 
 4.1.3 การทดสอบหาความเขมขนตํ่าสุดของสารทดสอบในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ
 แบคทีเรีย  
 ปเปตอาหาร  Muller-Hinton agar  ปริมาตร 100 µl ใสลงใน microplate 96 หลมุ จาก

น้ันปเปตสารทดสอบ 100 µl ใสลงหลมุและเจือจางดวยวิธี two-fold dilution โดยปเปตสารทดสอบความ
เขมขน  10,000 µg/ml ลง microplate หลุมที่หน่ึง ผสมสารทดสอบกบัอาหารเลี้ยงเช้ือใหเขากัน  โดยใชป
เปตดูดขึ้นลง 4-5 ครั้ง จากน้ันดูดสารผสมปริมาตร  100 µl จากหลุมที่หน่ึงลงหลมุที่สองทําเชนน้ีจนถึงหลุม
สุดทาย  ปเปตสารผสมหลุมสุดทายทิ้งไป 100 µl จากน้ันปเปตสารละลายเช้ือแบคทีเรีย 100 µl ใสในแตละ
หลุมโดยหลุมที่มีเฉพาะอาหารเลี้ยงเช้ือเปน positive control และหลุมทีใ่สเช้ือแบคทีเรียเปน negative 
control นําไปบมที่อุณหภูมิหอง 24-48 ช่ัวโมง 

 
 4.1.4 การตรวจผล 
 

 ตรวจสอบการยับย้ังการเจริญของเช้ือ  โดยเติมสารละลาย  resazurin  ความเขมขน 0.02 
เปอรเซ็นต  ปริมาตร  30  ไมโครลิตร  ลงในแตละหลุม  หาคา  MIC  (Minimun Inhibitory Concentration) 
โดยการสังเกตหลุมสุดทายที่ไมมีการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย  resazurin   
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 ตรวจสอบการทําลายเช้ือแบคทีเรีย โดยการหาคา MBC (Minimum Bactericidal 
Concentration) ตามวิธีการของ  Basri et al .(2005)  โดยนําสารละลายในหลุมที่สังเกตเห็นวาไมมีการเจริญ
ของเช้ือไปเพาะเลี้ยงในอาหาร  Muller-Hinton agar  รายงานคาความเขมขนตํ่าสุดที่ไมมีการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือเปนคา  MBC 

 

4.2 การวิเคราะหคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) ดวยเทคนิค DPPH  
วิเคราะหคุณสมบัติในการตานออกซิเดชัน DPPH โดยดัดแปลงวิธีจาก Fagali and Catala (2008) 

เตรียมตัวอยางที่ความเขมขนที่เหมาะสมใน methanol 1 ml แลวดูดสารตัวอยางผสมกับสารละลาย DPPH 
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 0.25 mM 1 ml ผสมดวย vortex mixer กอนวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 517 nm ที ่0 – 60 นาที ทกุ 1 นาที เปนเวลา 60 นาท ีเปรียบเทียบ % DPPHremaining กับสาร
มาตรฐาน catechin และ gallic acid ที่ความเขมขน 0, 0.01, 0.02 mg/ml คํานวณไดจากสมการ (2) 

 
    % DPPHremaining = (Af / A0) × 100     (2) 
    Af : คาการดูดกลืนแสงในแตละชวงเวลา 

   A0 : คาการดูดกลืนแสงที่จุดเริ่มตน 
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ผลการทดลอง 
 
1. Polyphenols จากใบออย 
 

1.1 ผลไดการสกัด และปริมาณ total phenolic content (TPC) 
 Methanol extraction 

  ทําการทดลองสกัด polyphenols ดวย methanol ในตัวอยางที่ลดขนาดดวย hammer 
mill ผาน sieve ขนาด 0.2 mm. เปนเวลา 24 ช่ัวโมงจากน้ันนํามากรองและ ระเหยเอา methanol ออก 
(ภาพที่ 3)  
 

 
    (1)     (2) 
ภาพที่  3 ตัวอยางใบออยที่ผาน sieve ขนาด 0.2 mm หลังสกัดดวย methanol 24 ช่ัวโมง (1) และตัวอยาง
ใบออยทั้งสองขนาดที่กรองผานกระดาษกรอง (2) 
 
 เปรียบเทียบผลไดการสกัดพบวาเมื่อลดขนาด % extraction yield ที่ไดเพ่ิมขึ้นประมาณ 2.2% 
เทียบกับการตัดเปนช้ินหยาบขนาด 1 cm. (ตารางที่ 3) เมือ่วิเคราะหคา total phenolic content ในรูปของ 
gallic acid (hydrolysable tannin) พบวาใบออยขนาดเล็ก (0.2 mm) มีคา %TPC มากกวา อยางไรก็ตาม
เมื่อเปรียบเทียบเชิงคุณภาพการลดขนาดใบไมมีผลตอ %TPC (w/w crude extract) เมื่อเปรียบเทยีบในรูป
ของ catechin ซึ่งเปน polyphenols ในรปู condensed tannin  
 
ตารางที่ 3 ผลไดการสกัด polyphenols จากใบออย (% extraction yield, w/w) และคา total phenolic 
content ในรปูของ gallic acid และ catechin 

ตัวอยาง 
% extraction yield 

(w/w ใบออย) 
% TPC (gallic acid) 

(w/w crude extract) 
% TPC (gallic acid) 

(w/w ใบออย) 
% TPC (catechin) 

(w/w crude extract) 
% TPC (catechin) 

(w/w ใบออย) 

ใบออย 0.2 mm 6.48a ± 0.13 4.21a ± 0.34 0.27a ± 0.03 0.86a ± 0.06 0.06a ± 0.01 

ใบออย 1 cm 4.15b ± 0.29 3.52b ± 0.15 0.15b ± 1.02 0.80a ± 0.06 0.03b ± 0.00 

: คาเฉล่ียจากการวิเคราะห 3 ซ้ํา ± Standard deviation (SD) 
: ตัวอักษรเดียวกันในแตละคอลัมนแสดงถึงความไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของคาเฉล่ีย (student t test, P < 0.05) 
 

 รายงานวิจัยจํานวนมากสรุปคลายคลึงกันวาชนิด ปริมาณ และการปนเปอนของสารกลุมอ่ืน ๆ ที่ได
จากขั้นตอนการสกัด polyphenols ในตัวอยางพืชแตกตางกันไปตามสภาวะที่ใชในการสกัดโดยเฉพาะชนิด
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ของตัวทําละลาย โดย methanol เปนตัวทําละลายอินทรียที่ใชกันอยางแพรหลายในงานวิจัยเกี่ยวกับ 
polyphenols ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดสาร polyphenols ดวย methanol พบวาการใชกรด
ปริมาณเล็กนอยสามารถชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัด โดยกรดสวนใหญที่ใชไดแก hydrochloric acid 
เน่ืองจาก acetic acid และ formic acid มีผลตอการเปลี่ยนรูปของ polyphenols เชน การเกิด acylation 
จากงานวิจัยของ Escribano-Bailon and Santos-Buelga (2003) พบวาความเขมขนของ hydrochloric 
acid ในชวง 0.01 – 0.05N HCl ใน methanol ไมกอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ polyphenols  

  

 Methanol-HCl extraction 
 ในงานวิจัยน้ีไดทดลองสกัดใบออยบดขนาด 0.2 mm โดยใชตัวอยาง 200 mg ตอ 0.02 N 

HCl ใน methanol ปริมาตร 2 ml ทําการสกัดดวยเครื่อง ultra-sonicate เปนเวลา 5 นาที จากน้ันเหว่ียง
แยกตัวอยางใบออกจาสารสกัดทีค่วามเร็วรอบ 14,000 rpm เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เก็บสารละลายและระเหย methanol ออกดวยแก็สไนโตรเจน ทําการคํานวณผลไดพบวาที่สภาวะการสกัด
ดังกลาว ผลไดของการสกัดเทากับ 6.11% เมื่อนํามาวิเคราะหคา %TPC (gallic acid) ไดเทากับ 3.61% 
(w/w crude extract) ซึ่งไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับการใช methanol เพียงอยางเดียว ในขณะ
ที่ %TFC (catechin) มีคาเทากับ 0.67% (w/w crude extract) ซึ่งนอยกวาการใช methanol เพียงอยาง
เดียวอยางมีนัยสําคัญ ในแงของระยะเวลาที่ใชสกัด การใช acidic methanol ใชเวลานอยกวามากเมื่อเทียบ
กับการใช methanol  

 
ในการคัดเลือกวิธีการจําเปนตองพิจารณารวมกับกระบวนการ electrospinning ที่ใชในการผลิตแผน

วัสดุปดแผลดวยวามี acid residue ซึง่อาจตกคางหรือไมหากเลือกใช acidic methanol ในการสกัด 
polyphenols นอกจากน้ีการวิเคราะหโครงสรางทางเคมีของ crude extract จะมีสวนสําคัญในการเลือก
เน่ืองจาก gallic acid และ cetechin เปน monomeric unit ของ hydrylyzable และ condensed 
tannin ตามลําดับอยางไรก็ตามยังมีสารกลุม polyphenols อ่ืน ๆ ที่โครงสรางอาจยังอยูในลักษณะที่เปน 
polymeric phenols ซึ่งจํานวนของ hydroxyl groups และการเรียงตัวในโมเลกุลที่อาจแตกตางจากสาร
มาตรฐานสงผลโดยตรงตอปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นกับ Folin-Ciocalteu reagent เชนที่งานวิจัยของ Blainski et 
al., (2013) พบวา pyrogallol มีคา specific absorptivity ที่ 760 nm 30 นาที (A1%

pyrogallol) เมื่อทดสอบ
กับ Folin-Ciocalteu reagent เทากับ 1551.8 ± 93.95 ซึ่งสูงกวา A1%

catechin (1188.7 ± 62.50), A1%
gallic 

acid (970.8 ± 31.46) และ A1%
tannic acid (830 ± 39.29) เน่ืองมาจาก pyrogallol มีโครงสรางเปน 1 

aromatic ring และ 3 hydroxyl groups ซึ่งโครงสรางดังกลาวมีจํานวนของ hydroxyl group ตอนํ้าหนัก
โมเลกุลมากกวาสารชนิดอ่ืน (ภาพที่ 4)  



14 
 

 
ภาพที่ 4 โครงสรางทางเคมีของ (1) gallic acid (C7H6O5), (2) catechin (C15H14O6), (3) pyrogallol (C6H6O3) และ 
tannic acid (C76H52O46) 
ท่ีมา: Blainski et al., (2013) 

 
1.2 คุณสมบัติในการตานเชือ้จุลินทรีย 

 ผลการทดสอบหาความเขมขนตํ่าสุด (MIC) และ สมบัติในการทําลายเช้ือจุลินทรีย (MBC) ของสาร
สกัดจากใบออยที่ตัดขนาด 1 cm และ ใบออยที่ผาน sieve ขนาด 0.2 mm ของเครื่อง hammer mill ดัง
แสดงในตารางที่ 4 

 
 ผลการทดสอบพบวาสารสกัด Polyphenols จากใบออยทั้งสองขนาดที่ความเขมขน 1,250 µg/ml 
ใหผลในการยับย้ังเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Vibrio cholera (DMST 15778), Salmonella typhimurium 
(DMST 562) และ Escherichia coli (DMST 4212)) ไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก (Staphylococcus 
aureus (DMST 8840)) อยางไรก็ตามในระดับความเขมขนสูงสุดของสารทั้ง 2 ชนิดที่ทดสอบคือ 2,500 
µg/ml ไมสามารถที่จะทําลายเช้ือไดทั้งหมด จากงานวิจัยที่ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัด polyphenols 
จากพืชชนิดตาง ๆ ในการยับย้ังเช้ือรายงานวาความเขมขนของสารจากการคํานวณคา MIC โดยเฉลี่ยจะเปน
ครึ่งหน่ึงหรือเทากับคา MBC แตทั้งน้ีอาจแตกตางกันไปตามโครงสรางของสารทางเคมีของสารสกัดเชน 
จํานวนและตําแหนงของ hydroxyl group และนํ้าตาลในโครงสรางโดยโครงสรางที่ไมมีนํ้าตาล (Aglycones) 
มีแนวโนมในการยับย้ังเช้ือมากกวาโครงสรางที่มีนํ้าตาล (Glycosides) เชน การทดสอบการยับย้ังเช้ือกอโรคใน
ชองปาก 4 สายพันธุ พบวาสาร polyphenols ที่นํามาทดสอบ (Kaempherol-3-glucoronoids, 
epicatechin, malvin, theaflavin, procyanidin, curcumin, pyrogallol, pyrocatechol, apigenin และ 
diadzein) สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวกเชนกัน คา MBC ของสารแตละ
ชนิดอยูที่ 2 - 3 เทาของคา MIC (MIC ต้ังแต 7.8 - 1250 µg/ml) (M. Shahzad, G. Ramage et al. 2013)  
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ตารางที่ 4 ผลการทดสอบหาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัด polyphenols จากใบออยในการยับย้ังเชื้อจุลินทรีย (Minimum 
Inhibitory Concentration) และทําลายเชื้อจุลินทรีย (Minimum Bactericidal Concentration) 

1. ประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับยั้งและทําลายเชื้อ  Staphylococcus aureus   

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
Minimum  Bactericidal  Concentration (MBC) 

ใบออยตัด (1 cm.) ใบออยบด (0.2 mm.) 

   
2. ประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับยั้งและทําลายเชื้อ  Escherichia coli 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
Minimum  Bactericidal  Concentration (MBC) 

ใบออยตัด (1 cm.) ใบออยบด (0.2 mm.) 

   
3. ประสิทธิภาพสารทดสอบในการยบัยั้งและทําลายเช้ือ Salmonella typhimurium 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
Minimum  Bactericidal  Concentration (MBC) 

ใบออยตัด (1 cm.) ใบออยบด (0.2 mm.) 

   
4. ประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับยั้งและทําลายเชื้อ Vibrio cholera 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
Minimum  Bactericidal  Concentration (MBC) 

ใบออยตัด (1 cm.) ใบออยบด (0.2 mm.) 

   
  
 
  

1   2   3  4  5 

1   2  3  4  5 

1   2  3  4  5 

1   2  3  4   5 
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1.3 คุณสมบัติในการตานอนมูุลอิสระ 

 ทดสอบคุณสมบัติในการเปนสารตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ของ crude extracts ที่ไดจากใบ
ออยขนาด 0.2 mm และขนาด 1 cm ความเขมขน 0.5 mg/ml โดยใชสารมาตรฐาน gallic acid และ 
catechin ที่ความเขมขน 0.01 และ 0.02 mg/ml เปนสารเปรียบเทียบ (ภาพที่ 5) 
 

 
 

ภาพที่ 5 % DPPHremaining ของ crude extract จากใบออยขนาด 0.2 mm และ 1 cm ความเขมขน 
0.5 mg/ml เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid และ catechin ความเขมขน 0.01 และ 0.02 mg/ml 

 
 จากผลการทดลองพบวา crude extract มีสมบัติในการเปนสารตานอนุมูลอิสระเมือ่ทดสอบดวยวิธี 
DPPH โดยเมือ่เปรียบเทียบคา %DDPHremaining กับสารมาตรฐานบริสทุธ์ิ (gallic acid และ catechin) พบวา 
crude extract มีฤทธ์ินอยกวาสารมาตรฐานประมาณ 50 - 100 เทา อยางไรก็ตามสารสกัดที่ไดยังไมผาน
กระบวนการทําใหบริสุทธ์ิหากเทียบจาก % TPC (gallic acid) และ % TFC (catechin) โดยนํ้าหนัก crude 
extract ซึ่งมคีาประมาณ 3.5 – 4.2% และ 0.8% ตามลําดับจะพบวาความเขมขนของ crude extract ที่ 
0.5 mg/ml ทีใ่ชทดสอบจะม ีgallic acid และ catechin อยูประมาณ 0.02 mg และ 0.004 mg ซึ่งใกลเคียง
กับความเขมขนของสารมาตรฐาน แตความสามารถในการเปนสารตานอนุมูลอิสระทีน่อยกวาอาจเน่ืองมาจาก
สารอ่ืนที่อยูใน crude extract โดยเมื่อเปรียบเทียบ %DDPHremaining ของ crude extract ทีไดจากการสกัด
ใบออยคนละขนาดพบวาใบออยขนาด 1 cm ที่ใหผลการสกัดและ %TPC (gallic acid) ที่นอยกวากลับมี
ความสามารถในการตานอนุมูลอิสระมากกวา ซึ่งเมื่อทําการเปรียบเทียบชนิดของสารสกัดจากสองตัวอยางดวย 
TLC พบวาชนิดของสารที่สกัดไดจากตัวอยางออยคนละขนาดแตกตางกัน (ภาพที ่ 6) โดยการสกัดใบขนาด 
0.2 mm ไดปริมาณ tannic acid มากกวา ซึ่งเปนกลุม hydrolysable tannin เชนเดียวกับ gallic acid 
ในขณะทีใ่บขนาด 1 cm ใหสารสกัด polyphenols ทีม่สีีเหลืองซึ่งอาจเปนกลุม cinnamic acid, p-
coumaric acid และ ferulic acid (Sharma, Bhat et al. 1998)  
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ภาพที่ 6 TLC ของสารสกัดจากตัวอยางใบออยขนาด 0.2 mm และ 1 cm ใน mobile phase (chloroform/ ethyl 
acetate/ acetic acid (50:50:1, v/v/v)) ตรวจสอบผลดวย ferric chloride reagent 1% (w/v) โดยสาร polyphenols 
จะปรากฏสีมวงน้ําเงิน สีน้ําเงินเขียว และสีเหลือง (PS; plant sterol, M34; standard mixture, GA; gallic acid, CT; 
catechin, QT; quercetin)  

 
2. Polyphenols จากกากออย 
  

2.1 Non-lignin polyphenols 
ทําการตรวจสอบชนิดและปริมาณของสารประกอบ polyphenols รวมถึง plant lipids ชนิดอ่ืนที่

เปนองคประกอบของเซลลพืชนอกเหนือไปจาก lignin ที่อยูในโครงสรางของกากออย โดยใช hexane ซึ่งเปน
เปนตัวทําละลายที่เหมาะสมกับสารกลุม plant lipids สกัดกากออย จากน้ันนําสารสกัดที่ไดไปตรวจสอบ
องคประกอบดวย TLC เปรียบเทียบกับตัวอยาง lignin ที่ไดหลังจากการสกัด (ภาพที่ 7) 

 
ผลจาก TLC พบวาในตัวอยางกากออยกอนนําไปสกัด lignin ยังมีสารประเภท plant sterols, free 

fatty acidห, waxes และ sterol esters ซึ่งเปนองคประกอบของเซลลพืชสวนใหญตกคางจากกระบวนการ
ผลิต ซึ่งปริมาณที่พบในตัวอยางกากออยจาก 4 โรงงานแตกตางกัน อาจเน่ืองมาจากพันธุและอายุของออย 
กระบวนการเก็บเกี่ยวรวมถึงสภาพแวดลอมในการเก็บกากออยของแตละโรงงาน  

 1    2     3     1     2    3    1    2     3 
 ----R1------      ----R2-----     -----R3----- 

Leaves 0.2 mm 

 1    2     3     1     2    3    1    2     3 
 ----R1------      ----R2-----     -----R3----- 

Leaves 1 cm 

PS  M34 GA  CT   QT 

Tannic acid 
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PS  M34 M40 MP MPN  BR    KB  KBN KST      NSA NSB  SA  NSA  SB   NSB  NSA NSB  NSA NSB  SA  NSA  SB  NSB NSA  NSB 
   --- MP----   --------MPN--------  -----BR----  ----KB----  --------KBN--------  ---KST----- 
                         ------------non-lignin----------      ---------------------------------------------lignin-------------------------------------------------- 

 
ภาพที่  7 TLC ของสารสกัด non-lignin และ lignin จากตัวอยางกากออยเกาและใหม (N) จากโรงงานน้ําตาล 4 โรง (MP: 
มิตรผล, BR: บานไร, KB: ครบุรี และ KST: เกษตรไทย) ในสภาวะตาง ๆ ใน mobile phase (hexane/ diethyl ether/ 
acetic acid (80:20:1, v/v/v)) ตรวจสอบผลโดยพนดวยสารละลาย saturated copper acetate ใน 40% ortho 
phosphoric acid (1:1, v/v) อบท่ี 180 oC นาน 10 นาที (PS; plant sterol, M34; standard mixture, FA; free fatty 
acid, TG; triacylglycerols, ME; methyl ester, Waxes; wax esters และ SE; sterol ester) 

  
 อยางไรก็ตามเมื่อผานกระบวนการสกัด lignin ไมวาจากสภาวะการใชกรดหรือดางหรือการทํา 
steam explosion ไมพบวามีสารกลุมน้ีตกคางอยู สวนหน่ึงอาจมาจากปริมาณของสารกลุมน้ีมีอยูในกากออย
เริ่มตนเพียง 0.03 - 0.25 % (โดยนํ้าหนัก) และสภาวะที่ใชในการสกัดอาจทําลายโครงสรางของสารทําใหไม
พบในตัวอยาง lignin 
  

2.2 Lignin 
 ในการสกัด polyphenols จากกากออยวัตถุประสงคหลักคอืเพ่ือสกัดเอา lignin ซึ่งเปน macro 
polyphenols ที่มีอยูปริมาณมากใน lignocellulosic material ออกมาใชประโยชน ในงานที่เกี่ยวของกับ
การนํา cellulose จากพืชมาใชประโยชน เชน อุตสาหกรรมเยื่อ โดยสวนใหญ มักกําจัด lignin ออกโดยการ
ใชสภาวะที่รุนแรง เชน ดางและอุณหภูมิสงู เพ่ือแยกสวนของ lignin ที่ทําหนาที่เหมือนตัวประสานระหวาง
โครงสรางที่เปน cellulose ของเน้ือเย่ือพืชออก ในการทดลองน้ีไดนํากากออยอายุประมาณ 6 เดือน ความช้ืน
ประมาณ 50% มาทําการสกัด lignin โดยเปรียบเทียบผลไดจากการใชปจจัยในการสกัดดังน้ี 
 
- SA 1:6   : Pretreatment (steam explosion) + acid hydrolysis + solid: liquid ratio (1:6) 
- SA 1:12 : Pretreatment (steam explosion) + acid hydrolysis + solid: liquid ratio (1:12) 
- SB 1:6  : Pretreatment (steam explosion) + alkali hydrolysis + solid: liquid ratio (1:6) 
- SB 1:12 : Pretreatment (steam explosion) + alkali hydrolysis + solid: liquid ratio (1:12) 
- NSA 1:6 : No- pretreatment + acid hydrolysis + solid: liquid ratio (1:6) 
- NSA 1:12 : No- pretreatment + acid hydrolysis + solid: liquid ratio (1:12) 
- NSB 1:6 : No- pretreatment + alkali hydrolysis + solid: liquid ratio (1:6) 
- NSB 1:12 : No- pretreatment + alkali hydrolysis + solid: liquid ratio (1:12) 

ME 
 
 

  TG 
 
 
 
 
 
 

   FA 
 
 

SE 
 

Waxes 
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ภาพที่  8 ผลไดการสกัด lignin จากกากออย (%yield, w/w กากออย) ที่ไดจากสภาวะการสกัดตาง ๆ 
  
 จากการเปรียบเทียบผลไดของการสกัด lignin จากกากออยระหวางการใชและไมใช steam 
explosion ในการเปดโครงสรางของตัวอยางกากออย (ภาพที่ 8)  พบวาการใชสภาวะที่เปนกรดในการสกัด
ใหผลไดตํ่ากวาการใชดางประมาณ 2 - 4 เทาไมวาจะทําการ pretreatment กากออยดวย steam 
explosion หรือไม  
 
 ในการใชดางเมื่อเปรียบเทียบผลของการ pretreatment พบวาสามารถชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการ
สกัดไดอยางมีนัยสําคัญในกรณีที่ใชอัตราสวน solid: liquid เทากับ 1:6 (SB1:6 และ NSB1:6) แตเมื่อใช
อัตราสวน 1:12 (SB1:12 และ NSB1:12) พบวาไมมีความจําเปนตองนํากากออยมาผานกระบวนการ steam 
explosion  
 
 ในกรณีของการใชกรด การเพ่ิมอัตราสวนของ solid: liquid จาก 1:6 เปน 1:12 ไมมีผลตอการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการสกัด ดังน้ันเมื่อพิจารณาในแงการเลือกกระบวนการสกัด สภาวะที่ไมตองผานกระบวนการ 
steam explosion และใชอัตราสวนของกากออย : 1% NaOH เทากับ 1:12 เปนวิธีงายและใหผลไดการสกัด
ที่สูง 
 

2.3 Lignin จากกากออยเกาและใหม 
 จากอัตราสวนของ solid: liquid ที่ไดจากการทดลองสกัด lignin ดวยกรดและดางขางตน ไดทําการ
ทดลองซ้ําโดยใชสภาวะดังกลาวในตัวอยางกากออยที่ไดจากการหีบใหมเพ่ือเปรียบเทียบผลของการทาํ steam 
explosion ตอการเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัด  ผลการสกดั (ภาพที่ 9) พบวาเมื่อสกัด lignin จากกากออยใหม
รวมกับการใชกรดใหผลการสกัดไมแตกตางกันคือ ประมาณ 7% ในขณะที่พบวาหากใชดางในการสกัดการทํา 
steam explosion เพ่ิมผลไดจากการสกัดอยางมีนัยสําคัญ คือจาก 13.8% เปน 17.6% อยางไรก็ตาม ผลได
การสกัดจากกากออยเกามีคามากกวาการสกัดจากกากออยใหมอันเน่ืองมาจากความแข็งแรงของโครงสรางที่
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นอยกวาดังกลาวแลวขางตน ดังน้ันการพิจารณาใชกากออยเกาในการนํามาสกัด lignin จะลดขั้นตอนในการ
สกัดได 
 

 
 

ภาพที่  9 ผลไดการสกัด lignin จากกากออยใหม (% yield, w/w กากออย) ที่ไดจากสภาวะการสกัดตาง ๆ 
 
 อยางไรก็ตาม crude lignin ที่ไดจากสภาวะการสกัดตาง ๆ มีลักษณะทางกายภาพที่แตกตางกัน 
(ภาพที่ 10) จากงานวิจัยที่ศึกษาการสกัด lignin จากพืชชนิดอ่ืน เชน กิ่งกานของตนแอปเปล และกิ่งกานของ
ตนมะกอกโดยใชวิธีการสกัดที่แตกตางกัน เชน การทํา autohydrolysis pretreatment การใชดาง หรือการ
ใชตัวทําละลายอินทรียหรือ organosolv จะสงผลตอขนาดและคุณภาพของ lignin ที่ได โดยการใชดางพบวา
จะได lignin ที่มีนํ้าหนักโมเลกุลขนาดเล็กกวาที่ไดจากการใชกรดหรือตัวทําละลายอินทรีย เน่ืองจากเกิดการ
oxidation โดยขึ้นกับความเขมขนของสารที่ใช แตขณะเดียวกันการใชดางพบวามีการปนเปอนของนํ้าตาลมาก
ที่สุด โดยชนิดของนํ้าตาลที่พบเปนหลักคือ xylose เน่ืองจากเปน hemicellulosic sugar  
 
 ตัวอยาง lignin ที่ไดจากการสกัดจากกากออยทั้ง 4 สภาวะน้ีจะนําไปทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพ 
(antimicrobial และ antioxidant activity) รวมทั้งวิเคราะหเชิงปริมาณและคณุภาพ เพ่ือเลือกชนิดที่
เหมาะสมในการทดลองขึ้นรูปเปน nanofiber ตอไป 
 

    

Acid Steam Acid Alkali Steam Alkali 

 
ภาพที่ 10 ลักษณะทางกายภาพของตัวอยาง lignin จากสภาวะการสกัดตาง ๆ 
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2.4 โครงสรางทางเคมีของ lignin 
เน่ืองจาก lignin เปนสารสกัดที่มโีครงสรางและสมบัติทางเคมหีลากหลายตามวิธีการสกัดและชนิด

ของพืช ในการตรวจสอบเชิงคุณภาพและปริมาณของ lignin ที่ไดจากการสกัดกากออยดวยสภาวะตาง ๆ จะ
ไดเปรียบเทียบกับ lignin ทีม่ีทางการคา ไดแก Kraft lignin ซึ่งสามารถละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย
เชนเดียวกันกับ lignin ที่ไดจากกากออย นอกจากน้ีการแยก lignin จาก black liquor ในกระบวนการ Kraft 
pulping ยังใชวิธีการตกตะกอนดวยกรด (acid washing) เชนเดียวกับการทดลองน้ี ในขณะที่ 
lignosulfonates ซึ่งเปน lignin เชิงการคาอีกชนิดที่ไดจาก liquid waste ในอุตสาหกรรมทีผ่ลติเย่ือดวยวิธี 
sulfite pulping จะแยก lignin โดยวิธีการเติมดางมากเกินพอจนไดสารประกอบ lignin ในรูปเกลอืของ Ca, 
Na และ Mg ซึง่จะสามารถละลายนํ้าได  
   

 ปริมาณ total phenolic content (TPC) 
 ปริมาณ total phenolic content (TPC) ของสารสกัด lignin ตรวจสอบโดยวิธี Folin - Ciocalteu 
test เปรียบเทยีบกับสารมาตรฐาน gallic acid และ Kraft lignin (ตารางที่ 5) ผลพบวาในสารสกัด lignin ที่
ไดจากกากออยใหมทีผ่าน steam explosion และสกัดดวย 1%NaOH (SB 1:12) ใหคา total phenolic 
content (w/w lignin) สูงที่สุดทั้งในรูปทีเ่ทียบเทากับ mg gallic acid (22.7%) และ mg Kraft lignin 
(76.6%) ในขณะที่ตัวอยางกากออยทั้งเกาและใหมที่ไมผาน steam explosion (NSB 1:12) ใหคา % 

TPCkraft และคา % TPCgallic (w/w lignin) ไมตางกันอยางมีนัยสําคัญ  
 
 นอกจากน้ีคา % TPCkraft และคา % TPCgallic (w/w lignin) จาก NSB 1:12 มีคาตํ่ากวาจากกากออย
ใหมทีใ่ช steam explosion รวมกับกรด (SA 1:6) (% TPCkraft 64.8% และ % TPCgallic 18.8%) แตเมื่อ
เปรียบเทียบกับนํ้าหนักกากออยเริ่มตน (% w/w bagasse) พบวากากออยเกาที่ใชดาง (NSB 1:12) ใหคา % 

TPCkraft และคา % TPCgallic (w/w bagasse) สูงกวา 
 
ตารางที่  5 Total phenolic content (%TPC) ในรูปของ gallic acid และ Kraft lignin  
 

ตัวอยาง % TPCkraft 
(w/w lignin) 

% TPCkraft 
(w/w bagasse) 

% TPCgallic 

(w/w lignin) 
% TPCgallic 

(w/w bagasse) อายุกากออย สภาวะการสกัด 

เกา NSA 1:6 43.0d ± 1.15 4.15e ± 0.11 12.7d ± 0.32 1.22e ± 0.03 
NSB 1:12 48.2c ± 0.30 10.1b ± 0.06 14.1c ± 0.08 2.96b ± 0.02 

ใหม SA 1:6 64.8b ± 1.01 4.84d ± 0.08 18.8b ± 0.34 1.40d ± 0.02 
NSA 1:6 37.0e ± 1.22 3.03f ± 0.10 10.9e ± 0.11 0.90f ± 0.03 
SB 1:12 76.6a ± 1.50 13.0a ± 0.25 22.7a ± 0.28 3.85a ± 0.07 

NSB 1:12 50.1c ± 0.41 6.35c ± 0.05 14.6c ± 0.42 1.86c ± 0.01 
: คาเฉล่ียจากการวิเคราะห 3 ซ้ํา ± Standard deviation (SD) 
: ตัวอักษรเดียวกันในแตละคอลัมนแสดงถึงความไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของคาเฉล่ีย (student t test, P < 0.05) 

  
 จากผลการทดลองอาจกลาวไดวาเมื่อเปรียบเทียบเชิงคุณภาพกากออยใหมที่ไดจากการหีบและนํามา
สกัด lignin ที่ระยะเวลาไมเกิน 1 เดือนหลังการเก็บตัวอยาง ยังคงมีปริมาณ phenolic group มากกวากาก
ออยเกา สวนหน่ึงอาจเน่ืองมาจากสภาวะการเก็บรักษากากออยเกาที่เปนสภาพกลางแจงภายนอกอาคาร อาจ
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ทําใหเกิดการ oxidize ของ phenolic compound ไดงาย แตในเชิงปริมาณการใช 1%NaOH ยังใหทั้งผลได
การสกัดและ %TPC ดีที่สุดจากตัวอยางกากออยทั้งสองแบบ 
  

 ผลการวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค FT-IR 
เมื่อนํา lignin จากทั้ง 6 สภาวะการสกัดมาวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค ATR-FTIR (ภาพที่ 11) 

ตรวจพบสัญญาณที่ wave number 3030-3690 cm-1 (ตารางที่ 6) ซึ่งตรงกับการสั่นสะเทือนที่เกิดจาก O-H 
stretching ของทั้งโครงสรางแบบ aliphatic และ aromatic  

 
ที่ wave number 2930 - 2845 cm-1 ตรงกับ C-H stretching ในโครงสราง methoxyl groups, 

methyl และ methylene groups ของ side chains นอกจากน้ียังพบวามีสัญญาณที่ wave number 
1595, 1515 และ 1425 cm-1 ซึ่งพบโดยทั่วไปในสารประกอบ aromatic รวมทั้ง lignin ในทุกตัวอยาง
(Zabaleta 2012) 

 

  
 

ภาพที่  11 ATR-FTIR spectrum จากตัวอยางกากออยเกาและใหม (new) จากสภาวะการสกัดตาง ๆ 
 
 ผลจากการวิเคราะห FITR พบวาสารสกัดที่ไดจากกากออยของทุกสภาวะการสกัดตรงกับโครงสราง
ของ lignin เมื่อเทียบกับงานวิจัยอ่ืนๆ ที่เกีย่วของ โดยเมื่อเปรียบเทียบ FTIR spectrum จากแตละสภาวะการ
สกัดพบวาสญัญาณที่ wave number 1710 cm-1 ซึ่งตรงกับ C=O bond stretching ในโครงสราง 
unconjugated ketones, carbonyl และ ester groups พบในสภาวะการสกัดดวยกรดมากกวาในสภาวะ
การสกัดดวยดาง  
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ตารางที่  6 Functional groups จาก wave number ตาง ๆ ของตัวอยาง lignin จากกากออยเกาและใหม 
Wave numbers (cm-1) Functional groups 
3030-3690 OH stretching vibrations and hydrogen bonding in phenolic and aliphatic structure 
2845-2930 C-H stretching in aromatic methoxyl groups and in methyl or methylene    

groups of side chains 
1710 C=O bond stretching 

Unconjugated ketone, carboxyl, ester group 
1695 Unconjugated ketones or carboxyl group stretching 
1595, 1515, 1465 Aromatic structure in lignin 
1418 C-H deformation in lignin 
1326 Syringyl ring breathing with C-O stretching 
1261 Guaiacyl ring breathing with C=O stretching 
1218 Ring breathing with C-O stretching of both the syringyl and guaiacyl structure 

Syringyl substructure 
1161 Ester bond associated with p-hydroxypheny propane 
1121 Aromatic C-H in plain deformation of syringyl unit 

Syringyl structure 
1030 Deformation or the aromatic C-H linkages in guaiacyl substructure 

Deformation of the bond C-O in primary alcohols 
835 C-H in positions 2 and 6 in syringyl substructure 

 

 ผลการวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิค 1H-NMR 
 1H-NMR spectrum ของสารสกัด lignin ที่ไดจากสภาวะการสกัดดวยดาง (NSB 1:12) และกรด 
(NSA 1:6) ดังแสดงในภาพที ่12 และ 13  
 

 
 

ภาพที่  12 1HNMR spectrum ของ lignin จากกากออยทีส่กัดดวยดางที่ไมผาน steam explosion (NSB 1:12) 
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ภาพที่  13 1H NMR spectrum ของ lignin จากกากออยทีส่กัดดวยกรดที่ไมผาน steam explosion (NSA 1:6) 

 จากคา proton chemical shift (ตารางที่ 7) สามารถยืนยันโครงสรางของ lignin ไดจากทั้งสภาวะ
การสกัดดวยดางและกรด  
 

ตารางที่  7 Proton chemical shift (δ, ppm) ของ lignin จากกากออยจากการวิเคราะหดวย 1H NMR 

ตัวอยาง δ (ppm) Assignments 
NSB 1:12 8.00 - 6.00 Aromatic proton in guaiacyl (G) and syringyl (S) unit in lignin 

6.80 Aromatic proton in guaiacyl (G) unit in lignin 
6.71 Aromatic proton in syringyl (S) unit in lignin 
3.73, 3.36 Methoxyl proton 
1.51 - 0.86 Aliphatic moiety in the lignin fraction 

NSA 1:12 7.3 - 7.4 Aromatic proton in position 2 and 6 in structure contain Cα=O group 
- p-hydroxyphenyl (H) units conjugated with double bond 

- proton in Cα=Cβ structure 
- aromatic proton in p-coumaric and fururic acid 

6.80 Aromatic proton in guaiacyl propane 
6.20 Aromatic proton in syringyl propane 
3.70 Methoxyl proton (-OCH3)  
2.0 - 0.8 Proton in aliphatic group  

- side chain of lignin 
- acetyl group in xylans 
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 จากการวิเคราะหพบความแตกตางของ signal intensity ที่ 8.00 - 6.00 ppm ของ NSB และ 7.3 - 
7.4 ppm ของ NSA ซึ่งแสดงถึงโครงสรางของ aromatic proton ใน  guaiacyl (G) และ syringyl (S) unit 
ของ lignin และ aromatic  proton โครงสราง p-hydroxyphenyl (H) units ตามลําดับ ซึ่งโครงสรางของ 
lignin จากพืชใบเลี้ยงเด่ียวจะประกอบดวยสาม unit หลักดังกลาวอยูแลว อยางไรก็ตามความแตกตางของ
อัตราสวนของ unit ที่ตรวจพบอาจเน่ืองมาจากการทําลายพันธะ C - C และ C- O - C แบบสุมซึ่งสงผลตอ
โครงสรางและสมบัติทางเคมีของ lignin  (Delmas 2011) 

 
2.5 คุณสมบัติในการตานเชือ้จุลินทรีย 

 ผลการทดสอบความสามารถในการยับย้ังเช้ือจุลินทรียและทําลายเช้ือจุลินทรียของตัวอยาง lignin ที่
ไดจากการสกัดดวยกรดและดางจากกากออยเกาและใหมจากโรงงานนํ้าตาล 4 แหงที่ไดใหความอนุเคราะห
ตัวอยางกากออย ดังแสดงในตารางที่ 8 และผลการทดสอบหาความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัด lignin ในการ
ยับย้ังเช้ือจุลินทรีย (Minimum Inhibitory Concentration) และทําลายเช้ือจุลินทรีย (Minimum 
Bactericidal Concentration) ดังแนบในภาคผนวก  
 
ตารางที ่  8 ผลการทดสอบหาความเขมขนตํ่าสุด (µg/ml) ของสารสกัด lignin จากกากออยในการยับย้ัง
เช้ือจุลินทรีย (Minimum Inhibitory Concentration) และทําลายเช้ือจุลินทรีย (Minimum Bactericidal 
Concentration)  

ตัวอยาง 
S. aureus  E. coli  S. typhimurium V. cholera  

MIC* MBC* MIC* MBC* MIC* MBC* MIC* MBC* 

MP-NSA 1:6 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

MP-NSB 1:12 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

MPN-SA 1:6 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

MPN-NSA 1:6 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 

MPN-SB 1:12 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

MPN-NSB 1:12 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

BR-NSA 1:6 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 

BR-NSB 1:12 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

KB-NSA 1:6 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 

KB-NSB 1:12 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

KBN-SA 1:6 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

KBN-NSA 1:6 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

KBN-SB 1:12 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

KBN-NSB 1:12 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

KST-NSA 1:6 2,500 >2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

KST-NSB 1:12 2,500 ≥2,500 1,250 >2,500 1,250 >2,500 1,250 2,500 

: ทําการทดลองจํานวน 3 ซํ้า  

: กากออยเกา, MP:  โรงงานน้ําตาลมิตรผล, KB: โรงงานน้ําตาลครบรุ,ี BR: โรงงานน้ําตาลบานไร, KST: โรงงานน้ําตาลเกษตรไทย 

: กากออยใหม, MPN:  โรงงานน้ําตาลมิตรผล, KBN: โรงงานน้ําตาลครบุรี 
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 จากคา MIC และ MBC จากตัวอยางทั้งหมดใหผลไปในทางเดียวกันกับสารสกัด polyphenols ที่ได
จากใบออยดังอธิบายผลขางตน โดยที่ความเขมขน 1250 µg/ml สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรียได 
แตที่ความเขมขน 2500 µg/ml ไมสามารถทําลายเช้ือจุลินทรียได ทัง้น้ีความเขมขนสูงสุดที่เตรียมไดสําหรับ
การทดสอบ MIC มีขอจํากดัเรื่องความสามารถในการละลายของ lignin ใน DMSO ซึ่งไมสามารถละลายได
สมบูรณที่อุณหภูมิหอง เมื่อเตรียมที่ความเขมขนสูงกวา 2.5 mg/ml จึงไมสามารถทราบคาความเขมขน
สุดทายของ MBC ได อยางไรก็ตาม การละลายไดของ lignin ขึ้นกับปจจัยหลายอยาง เชน ชนิด และ พันธุพืช 
สภาพแวดลอมในการเจรญิเติบโตไปจนถึงสภาวะที่ใชในการสกัด ซึ่งโดยสวนใหญการทํา delignification ใน
สภาวะที่ใชความเขมขนกรด ดาง สารละลาย หรือตัวทําละลายอินทรีย ที่อุณหภูมิและระยะเวลาที่แตกตางกัน
สงผลตอโครงสรางทางเคมีของ lignin โดยตรง ไดแก molar mass ความไวตอการเกิดปฏิกิริยา การเกิด 
crosslinking และความหนาแนน ไปจนถึงสมบัติทางชีวภาพ เมื่อเปรียบเทียบกับ lignin ที่ไดจากกากออยใน
การทดลองน้ีกับงานวิจัยที่ทดลองสกัด lignin จากเศษตอซังขาวโพดดวยสภาวะการสกัดใกลเคียงกัน (4% 
NaOH, 95 oC นาน 120 นาที) พบวา lignin ที่ไดจากเศษตอซังขาวโพดสามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก S. 
aureus ที่ความเขมขน 1,250 µg/ml (MIC) และใหคา MBC เทากับ 3,125 µg/ml (Donga, Donga et al. 
2011) ในขณะที่ lignin จากกากออยที่ความเขมขนมากกวาสองเทา (2,500 µg/ml) ไมสามารถยับย้ัง S. 
aureus ได แตยังย้ังแบคทีเรียแกรมลบไดที่ความเขมขนเทากัน (1,250 µg/ml) 
  

2.6 คุณสมบัติในการตานอนมูุลอิสระ  
 ผลการทดสอบสมบัติในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี DPPH ของสารสกัด lignin ที่ไดจากสภาวะการ
สกัดตาง ๆ ทีค่วามเขมขน 0.5 mg/ml เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid ที่ 0.01 และ 0.001 
mg/ml ดังแสดงในภาพที่ 14 

 

    
 
ภาพที่  14 % DPPHremaining ของสารสกัด lignin ความเขมขน 0.5 mg/ml จากสภาวะการสกัดตาง ๆ
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน gallic acid ที่ ความเขมขน 0.01 และ 0.001 mg/ml 
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 เมื่อพิจารณาจากคา % DPPHremaining พบวาสารสกัด lignin ที่ไดจากสภาวะการสกัดดวยกรดใหคา 
%DPPHremaining ที่ 60 นาทีของการวัดสูงกวาทุกตัวอยางที่ใชดางในการสกัด (55.9 - 66.6% ตอ 33.4- 
51.2%) ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการยบัย้ังอนุมูลอิสระที่ตํ่ากวา ทั้งในตัวอยางที่ใช solid: liquid ratio 
เทากับ 1:6 และ 1:12  
  
 เปรียบเทียบตัวอยาง lignin ที่ไดจากสภาวะการสกัดที่ดีที่สุดที่ไมใช steam explosion (NSB 1:12) 
และใช steam explosion พบวามีคา % DPPHremaining ตํ่ากวาตัวอยางที่ผานการทํา steam explosion (SB 
1:12) คือ 43.0% และ 33.4% ตามลําดับ ความแตกตางน้ีสวนหน่ึงอาจมาจากความแตกตางกันของปริมาณ 
total phenolic content (%TPC) ซึ่งมากกวาในตัวอยาง SB 1:12 อยางไรก็ตามจะเห็นไดวาที่ 60 นาที คา 
% DPPHremaining ของตัวอยางทั้ง SB 1:12 และ NSB 1:12 ยังคงมีแนวโนมลดลงและอาจตอเน่ืองตอไปซึ่ง
แตกตางจากตัวอยางที่ไดจากการสกัดดวยกรดซึ่งมีคา % DPPHremaining คงที่ที่นาทีที่ 60 เชนเดียวกับสาร
มาตรฐาน gallic acid โดยความแตกตางของลักษณะการเกิดปฏิกิริยากับ DPPH อาจเน่ืองมาจากความ
แตกตางของสารสกัด lignin ที่ไดจากแตละสภาวะ ซึ่งในงานวิจัยของ  Li and Ge (2012) ที่ทดลอง
เปรียบเทียบคุณสมบัติของ lignin ในการตานอนุมูลอิสระดวย Fenton reagent ซึ่งใชหลักการวัด hydroxyl 
radical scavenging activity เชนเดียวกันกับ DPPH พบวา lignin ที่ไดจากการสกัดดวย 10%NaOH มี
สมบัติในการตานอนุมูลอิสระสูงกวา lignin ทีส่กัดดวย ethanol ประมาณสองเทาเน่ืองมาจากปริมาณ 
phenolic hydroxyl และ methoxyl group ที่สูงกวา นอกจากน้ีนํ้าหนักโมเลกุลและความทนตออุณหภูมิสูง 
ของ lignin จากการสกัดดวยดางก็สูงกวาซึ่งเปนผลจากการสกัด 
 
 นอกจากน้ีงานวิจัยของ Ugartondo et al. (2008) ซึง่ศึกษาคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระและ
ทดสอบความเปนพิษของ lignin ประเภทตาง ๆ (กากออย, lignosulfonate, Kraft lignin และ steam 
explosion lignin) ตอเซลลกลาววา lignin จากกากออยมีสมบัติในการยับย้ังการแตกตัวของเซลลเม็ดเลือด
แดง (in vitro AAPH-induced red blood cell haemolysis) ดีที่สุด โดยประสิทธิภาพในการยับย้ังเพ่ิมตาม
ความเขมขนของ lignin ที่ทดสอบ (12.5 - 200 µg/ml) โดยคา IC60 ของ lignin จากกากออยที่ทดสอบ (40 
µg/ml) ใกลเคียงกับคาที่ไดจาก (-) epicathechin (42.3 µg/ml) ซึ่งเปน polyphenols ในกลุม flavonoid 
ที่เปนสารตานอนุมูลอิสระทีพ่บมากในองุนและชา กลาวไดวา lignin จากกากออยมีศักยภาพในการนําไป
ประยุกตใชในผลิตภัณฑที่ตองการสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ 
 

2.7 คาพลงังานความรอน 

 เน่ืองจากวัตถุประสงคของการสกัด lignin จากกากออยคือเพ่ือแยกเอาสารที่มีมูลคาสูงออกกอนนํา
กากออยไปใชในการผลิตเปนเช้ือเพลิงตามปกติ จึงไดตรวจสอบคาพลังงานความรอนจากกากออยกอนและ
หลังการสกัดเอา lignin ออก ตามวิธีการ ASTM D5865 ผลดังแสดงในตารางที่ 9 
 
  



28 
 

ตารางที่  9 คาพลังงานความรอนจากกากออยของตัวอยางจากโรงงาน 4 แหงกอนและหลังการสกัด lignin 
 

ที่มา ตัวอยาง 
สภาวะการ

สกัด 
% 

moisture 
energy power 

(cal/g) 
energy power 
(watt-hour) 

โรงงานน้ําตาลมิตรผล 

กากออยใหม 

กอนสกัด 4.1 4268 4.96 
SA 1:6 5.5 4180 4.86 

NSA 1:6 5.7 4045 4.70 
SB 1:12 8.4 3693 4.29 

NSB 1:12 9.9 3663 4.26 

กากออยเกา 
กอนสกัด 4.7 4129 4.80 
NSA 1:6 6.5 3744 4.35 

 NSB 1:12 10.6 3350 3.90 
โรงงานน้ําตาลครบุร ี

กากออยใหม 

กอนสกัด 3.6 4287 4.99 
SA 1:6 7.3 4256 4.95 

NSA 1:6 9.0 3948 4.59 
SB 1:12 11.2 3629 4.22 

NSB 1:12 14.0 3535 4.11 

กากออยเกา 
กอนสกัด 3.8 4169 4.85 
NSA 1:6 6.0 3238 3.77 
NSB 1:12 10.0 3214 3.74 

โรงงานน้ําตาลเกษตร
ไทย กากออยเกา 

กอนสกัด 6.2 4120 4.79 
NSA 1:6 6.0 3979 4.63 
NSB 1:12 9.0 3674 4.27 

โรงงานน้ําตาลบานไร 
กากออยเกา 

กอนสกัด 4.8 4236 4.93 
NSA 1:6 6.0 3238 3.77 
NSB 1:12 10.0 3214 3.74 

  

 ตัวอยางกากออยทั้งเกาและใหมกอนการสกดัจากทั้ง 4 โรงงาน ที่ความช้ืนประมาณ 3 - 6% เมือ่

ทดสอบหาคาความรอนแบบ gross (cal/g) มีคาใกลเคียงกัน (4120 - 4287 cal/g หรือประมาณ 5 watt-
hour) และหลังกระบวนการสกัดพบวาในกากออยที่สกัดเอา lignin ออกดวยกรดใหคาพลังงานความรอนไม
แตกตางจากกากออยที่ยังไมสกัด ในขณะที่การใชดางในการสกัดทาํใหกากออยที่เหลือใหคาความรอนลดลง
ประมาณ 15 - 20% เมื่อเทียบกับคาความรอนที่ไดจากกากออยที่ยังไมไดสกัด สวนหน่ึงเน่ืองมาจาก lignin 
เองเมื่อนํามาเผาก็ใหพลังงานเชนเดียวกันและโดยทั่วไปในโรงงานเย่ือก็จะนํา black liquor ที่ม ี lignin อยูมา
เผาเพ่ือใชเปนพลังงานเชนเดียวกัน ทั้งน้ีความแตกตางของคาความรอนยังขึ้นกับสภาพของกากออยดวย
เชนกันวามีการเสื่อมสภาพไปตามระยะเวลาการเก็บรักษาหรือไม  
 
 ทั้งน้ีนอกจากขอมูลเชิงคุณภาพของกากออยกอนและหลังการสกัดแลว ยังคงตองพิจารณารวมดวยวา
กระบวนการสกัด lignin สงผลใหปรมิาณกากออยหลังการสกัดลดลงประมาณ 50 % เน่ืองมาจากโครงสราง
ของ lignocellulose ที่ประกอบดวย cellulose, hemicellulose และ lignin ที่เช่ือมโยงกันถูกทําลาย ทําให 
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hemicellulose ซึ่งมีอยูประมาณ 25-28% โดยนํ้าหนักในโครงสรางและสามารถละลายนํ้าไดสูญเสียไป 
อยางไรก็ตามสามารถกลาวไดวากากออยที่สกัด lignin ออกแลวยังสามารถนํากลับไปใชเปนเช้ือเพลิงไดตาม
กระบวนการปกติของโรงงานนํ้าตาล 
 

สรุปผลการดําเนนิงาน 
 

 ในขั้นตอนการสกัด polyphenols จากใบออยพบวาการใช methanol ในการสกัดใหผลไดประมาณ 
6.5% โดยนํ้าหนักใบออย โดยขนาดของตัวอยางที่แตกตางกันใหผลไดของการสกัดรวมถึงชนิดของสารสกัดที่
ไดแตกตางกัน สารสกัดที่ไดจากใบออยขนาดเล็กมีคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระนอยกวาสารสกัดที่ไดจาก
ใบขนาดใหญเน่ืองมาจากองคประกอบของสารสกัดที่ไดแตกตางกัน สารสกัด polyphenols จากใบออยมี
ศักยภาพในการนําไปใชประโยชนเน่ืองจากมีสมบัติใกลเคยีงกับสารมาตรฐานบริสุทธ์ิทีใ่ชในการทดสอบ (gallic 
acid และ catechin) นอกจากน้ียังมีสมบัติในการยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรียกอโรค 4 ชนิดได โดย
สามารถยับย้ังเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Vibrio cholera (DMST 15778), Salmonella typhimurium 
(DMST 562) และ Escherichia coli (DMST 4212)) ไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก (Staphylococcus 
aureus (DMST 8840)) 
 
 ในสวนของกากออย polyphenols ที่เปนองคประกอบหลักคือ lignin (macropolypehols) และมี
สวนประกอบที่เปน plant lipids อยูในปริมาณเล็กนอย (0.03 - 0.25%โดยนํ้าหนัก) และสูญเสยีไปในขั้นตอน
การสกัด lignin โดยผลไดการสกัด lignin ขึ้นกับชนิดของตัวทําละลายที่ใช การใชดาง (1% NaOH) ใหผลได
การสกัดมากกวาการใชกรด (formic acid: acetic acid: H2O, 30:55:15, v/v/v) ประมาณ 3 เทา นอกจาก
ชนิดตัวทําละลายแลวปจจัยทีม่ีผลตอผลไดการสกัดยังรวมถึง solid: liquid ratio พบวาการใชดางเพ่ิมจาก
อัตราสวน 1:6 เปน 1:12 จะเพ่ิมผลไดการสกัดประมาณ 5 -10% ในขณะที่การเพ่ิมอัตราสวนของกรดไมมีผล
ตอประสิทธภาพการสกัด นอกจากน้ีในการทดลองสกัด lignin จากกากออยใหมพบวาจําเปนตองมีการทํา 
pretreatment ดวยวิธี steam explosion เน่ืองจากกากออยใหมมีโครงสรางที่แข็งแรงกวากากออยเกา
รวมถึงมีคา total phenolic content สูงกวากากออยเกา ซึ่งสงผลตอสมบัติการตานอนุมูลอิสระที่สูงกวาของ 
lignin ในกากออยใหมเทียบกับกากออยเกา  
 
 เมื่อตรวจสอบโครงสรางทางเคมีดวยเทคนิค ATR-FTIR และ 1H-NMR พบวาโครงสรางของ lignin ที่
ไดจากทั้งการสกัดดวยกรดและดางมี functional groups ที่แสดงโครงสรางของ lignin ใกลเคียงกับงานวิจัยที่
ศึกษาการสกัด lignin ในสภาวะใกลเคียงกัน ทั้งน้ีการเลือกใชวิธีการสกัด lignin ขึ้นกับความตองการในการ
นําไปใชประโยชนและการจัดการกากออยเกาและใหมของโรงงาน ทั้งน้ีกากออยที่ผานการสกัด lignin แลวยัง
สามารถนํากลบัมาใชผลิตไฟฟาตอไดโดยใหคาพลังงานความรอนลดลงประมาณ 5 - 15% เทียบกับกากออย
ปกติ 
 
 จากงานวิจัยน้ีสามารถกลาวไดวา lignin ที่ไดจากกากออยมีศักยภาพในการนําไปประยุกตใชในงานที่
หลากหลาย เน่ืองจากมีปริมาณสูงเมื่อเทียบกับสารสกัดกลุมที่เปน bioactive compound อ่ืนทีไ่ดจากพืช 
อาหาร รวมทั้งมีคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระเทียบเทากับสารมาตรฐานรวมถึงสมบัติในการยับย้ังการเจริญ
ของจุลินทรีย นอกเหนือไปจากการพัฒนาผลิตภัณฑทางการแพทยหรือเพ่ือสุขภาพและความงาม การนํา 
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lignin ไปใชประโยชนในเชิงพาณิชยยังสามารถพัฒนาเพ่ืออุตสาหกรรมอ่ืนไดอีก เชน fine chemicals เพราะ
โครงสรางพ้ืนฐานที่เปน aromatic hydrocarbon เชน phenol ยังมศีักยภาพในการนําไปผลิตสารต้ังตนของ 
polymer หลายชนิดทดแทน phenol ที่ไดจากนํ้ามันปโตรเลียม ทั้งน้ีจําเปนตองมีการศึกษาเพ่ิมเติมในดาน
การเปลี่ยนแปลงโครงสรางทางเคมี เชน chemical depolymerization ตอไป 

 
ขอเสนอแนะ 

 
 การสกัดสาร polyphenols จากใบออย 

 
 ในงานวิจัยน้ีทําการสกัดสารประกอบ polyphenols โดยใช methanol เปนตัวทําละลายเด่ียวเพ่ือ
ลดขั้นตอนในการสกัดและเปรียบเทียบผลของขนาดตัวอยางใบออยที่ตัดหยาบขนาดประมาณ 1 cm. และ
บดละเอียดผาน hammer mill sieve ขนาด 0.2 mm. ในงานวิจัยเกี่ยวกับการสกัดสาร polyphenols จาก
พืช ตัวทําละลายอินทรียที่ใชกันแพรหลายในการสกัด polyphenols มีหลายชนิด เชน methanol, 
acetone, ethanol, ethyl acetate และนํ้า (Escribano-Bailon and Santos-Buelga 2003) เมื่อพิจารณา
จากงานวิจัยที่เกี่ยวของพบวาสารในกลุม polyphenols ที่สกัดไดจากใบออยสวนใหญอยูในกลุม flavonoids 
และ anthocyanins ในการสกัดจึงจําเปนตองใชตัวทําละลายอินทรียที่สามารถสกัดสารไดทั้งสองกลุม ตัวทํา
ละลายที่ใชกันแพรหลายมากที่สุดคือ methanol และ ตัวทําละลายผสมระหวาง methanol และนํ้า อยางไร
ก็ตาม เพ่ือหาวิธีการเตรียมตัวอยางที่งายโดยคํานึงถึงความเปนไปไดในการขยายระดับการสกัดในการทดลองน้ี
จึงเลือกใช methanol เปนตัวทําละลายเด่ียวซึ่งสามารถระเหยและนํากลับมาใชใหมไดงายกวาการใชนํ้าเปน 
ตัวทําละลายผสมซึ่งจําเปนตองใชอุณหภูมิสูงขึ้นเพ่ือระเหยเอาตัวทําละลายออกทั้งหมด ทัง้น้ีการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการสกัดสามารถทําไดโดยการเพ่ิมกรดปริมาณเล็กนอยใน methanol โดยกรดที่ใชโดยสวนใหญ
คือ hydrochloric acid โดยระดับที่เหมาะสมโดยไมสงผลตอการเกิด degradation ของ monoacylated 
anthocyanins คือที่ 0.1% HCl (0.012N HCl ใน methanol)  
 ในการศึกษาตอไปในอนาคตหากพิจารณาในแงของวิธีการสกัดที่ปลอดภัยและเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม 
อาจตองพิจารณาชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่มีความปลอดภัยมากขึ้นแมวาจะยังไมมีรายงานวา methanol 
เปนสารกอมะเร็งแตในรายงานของ U.S Department of Health and Human Services (2012) 
methanol ถกูจัดอยูในกลุม Class 2 ซึ่งวาอันตรายตอสุขภาพมากกวา ethanol และ acetone (Class 3)  
 
 การสกัดสาร polyphenols (lignin) จากกากออย 

 Lignin จัดเปนสาร polyphenols สําคญัที่เปนองคประกอบหลักในโครงสราง lignocellulosic 
material โดยมีโครงสรางเปนลักษณะสามมิติประกอบดวย Phenylpropanoid unit โดยเฉพาะ Syringyl 
(S), Guaiacyl (G) และ p-hydroxyphenol (H) monomer และเช่ือมตอกันผานปฏิกิริยา 
dehydrogenation ในการสกัด lignin โดยสวนใหญดังที่กลาวขางตน มักเพ่ือวัตถุประสงคในการนํา 
cellulose ซึ่งเปนโครงสรางหลักไปใชประโยชนทั้งในการใชเปนเย่ือกระดาษ และการนําเขาสูกระบวนการ
ผลิต bioethanol อยางไรก็ตามในการแยกสารสําคญัตางๆ จากเซลลพืชโดยเฉพาะ lignocellulosic 
material กอใหเกิดสารชีวโมเลกุลที่หลากหลายซึ่งยังสามารถนําไปใชประโยชนได โดยเฉพาะศักยภาพของ 
lignin ตออุตสาหกรรมเคมี เชน สารเคมีในอุตสาหกรรมเกี่ยวกับการรักษาเน้ือไม polyurethane foam และ
สวนผสมในผลติภัณฑกําจัดแมลง ทําความสะอาด และคอนกรีต เปนตน อยางไรก็ตามโครงสรางและสมบัติ
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ของ lignin แตกตางกันไปตามชนิดของพืชและวิธีการที่ใชในการสกดัจากพืช จึงมีงานวิจัยจํานวนมากที่
ทําการศึกษาทัง้ในระดับตนนํ้าต้ังแตการเปลี่ยนแปลงกระบวนการชีวสังเคราะหของ lignin ไปจนถึงปลายนํ้า
ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด lignin มาใชประโยชน แตขอจํากัดในดานการนําไปใชประโยชนยัง
อยูในวงจํากัดอยูในผลิตภัณฑที่มีมูลคานอย การพัฒนาวิธีการสกัดและวิเคราะหโครงสรางและคุณสมบัติทั้งใน
ดานเคมีและชีวภาพจึงยังตองมีการพัฒนาตอไป 
 
 ทั้งน้ีในภาพรวมของ polyphenol profile ที่จะไดจากอุตสาหกรรมออยและนํ้าตาล ยังควรตองมี
การศึกษาตอเน่ืองเพ่ือใหทราบถึงแหลงของตัวอยางที่มีศักยภาพในการนํามาสกัด polyphenols เพ่ือนําไปใช
ประโยชน โดยเริ่มตนต้ังแตในสวนตาง ๆ ของตนออย ไปจนถึงเมื่อนําออยเขาสูกระบวนการผลิตนํ้าตาลเพ่ือให
ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงของชนิดและปริมาณในแตละขั้นตอน แตทั้งน้ียังคงตองการการศึกษาเชิงลึก 
โดยเฉพาะเทคนิคในการวิเคราะหทั้งโครงสรางและปริมาณเน่ืองจากสารกลุมน้ีมีความไวตอการเกิดปฏิกิริยาซึ่ง
อาจทําใหโครงสรางที่ไดมีความแตกตางจากชนิดและปริมาณที่พบในธรรมชาติ ซึ่งงานศึกษา polyphenol 
profile จากอุตสาหกรรมออยและนํ้าตาลขณะน้ีในดําเนินการในสวนของงานวิทยานิพนธในระดับปริญญาเอก
ตอไป  
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 ผลความเขมขนตํ่าสุดของสารสกัด lignin จากกากออย ที่สภาวะตาง ๆ ในการยบัยั้งเชื้อจุลินทรีย 
(Minimum Inhibitory Concentration; MIC) และทําลายเชื้อจลุินทรีย (Minimum Bactericidal 
Concentration; MBC) 
 
ตารางภาพที่ 1 ผลการตรวจประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือ  S. aureus  
 

ภาพการทดสอบผล  MIC ภาพการทดสอบผล  MBC ภาพการทดสอบผล  MBC 
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ตารางภาพที่ 1 (ตอ) ผลการตรวจประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือ S.aureus   
 

ภาพการทดสอบผล  MIC ภาพการทดสอบผล  MBC ภาพการทดสอบผล  MBC 
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ตารางภาพที่ 2 ผลการตรวจประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือ E.coli 
 

ภาพการทดสอบผล  MIC ภาพการทดสอบผล  MBC ภาพการทดสอบผล  MBC 
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ตารางภาพที่ 2 (ตอ) ผลการตรวจประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือ  E.coli 
 

ภาพการทดสอบผล  MIC ภาพการทดสอบผล  MBC ภาพการทดสอบผล  MBC 
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ตารางภาพที่ 3 ผลการตรวจประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือ Salmonella typhimurium  
 

ภาพการทดสอบผล  MIC ภาพการทดสอบผล  MBC ภาพการทดสอบผล  MBC 
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ตารางภาพที่ 3 (ตอ) ผลการตรวจประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือ Salmonella typhimurium  

 
ภาพการทดสอบผล  MIC ภาพการทดสอบผล  MBC ภาพการทดสอบผล  MBC 
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ตารางภาพที่ 4 ผลการตรวจประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือ Vibrio cholera 
 

ภาพการทดสอบผล  MIC ภาพการทดสอบผล  MBC ภาพการทดสอบผล  MBC 
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ตารางภาพที่ 4 (ตอ) ผลการตรวจประสิทธิภาพสารทดสอบในการยับย้ังและทําลายเช้ือ Vibrio cholera 
 

ภาพการทดสอบผล  MIC ภาพการทดสอบผล  MBC ภาพการทดสอบผล  MBC 
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