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การพัçนาวิธีส�าหรับวิเคราะห์แกมมา�โอริซานอลในร�าข้าว

ด้วยตัวท�าละลายที่เปŨนมิตรกับสิ่งแวดล้อม
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บทคัดย่อ
โครงงานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาวิธีส�าหรับวิเคราะห์ปริมาณแกมมา-โอริซานอลในร�าข้าวด้วยตัวท�าละลาย

ที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมโดยใช้วิธีการสกัดแบบบางส่วนด้วยตัวท�าละลายเอทิลแลคเตทร่วมกับปŦจจัยในการสกัด

เพื่อหาปริมาณแกมมา-โอริซานอลทั้งหมดในร�าข้าว	 ส�าหรับการหาสภาวะของการสกัดที่มีการวิเคราะห์ปริมาณ

แกมมา-โอริซานอลในร�าข้าวได้สูงได้ศึกษาปŦจจัยที่มีผลต่อการสกัดแบบบางส่วน	 ได้แก่	 น�้าหนักร�าข้าว	 ปริมาตรตัว

ท�าละลาย	และเวลาที่ใช้ในการสกัด	จากผลการทดลองพบว่าสภาวะที่มีการวิเคราะห์ปริมาณแกมมา-โอริซานอลใน

ร�าข้าวได้สูงคือ	 น�้าหนักร�าข้าว	 50	 มิลลิกรัม	 ปริมาตรตัวท�าละลาย	 5	 มิลลิลิตร	 และเวลาที่ใช้ในการสกัด	 2	 นาที	

เมื่อท�าการสกัดแกมมา-โอริซานอลในร�าข้าวด้วยวิธีการสกัดแบบบางส่วนโดยใช้ตัวท�าละลายเอทิลแลคเตทและ

วิธีการสกัดแบบดั้งเดิมได้ปริมาณแกมมา-โอริซานอลทั้งหมดในร�าข้าวเท่ากับ	 4.23	 และ	 4.32	 มิลลิกรัมต่อกรัม

ร�าข้าว	 ตามล�าดับ	 ปริมาณแกมมา-โอริซานอลที่ได้จากวิธีการสกัดทั้งสองวิธีมีค่าใกล้เคียงกัน	 เมื่อน�าสารที่สกัด

ได้จากร�าข้าวไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องแยกของเหลวแบบสมรรถนะสูงพบว่าสารที่สกัดได้มีองค์ประกอบหลักคือ

ไซโคลอาร์ทีนิลเฟอร์รูเลต,	24-เมทิลีนไซโคลอาร์ทานิลเฟอร์รูเลต	และเคมเพสทานิลเฟอร์รูเลต	วิธีวิเคราะห์ปริมาณ

แกมมา-โอริซานอลในร�าข้าวด้วยตัวท�าละลายเอทิลแลคเตทที่ได้พัฒนาขึ้นนี้	 เป็นวิธีการที่ง่าย	 อุปกรณ์ที่ใช้มีใน

ห้องปฏิบัติการทั่วไป	ค่าใช้จ่ายต�่า	ประหยัดเวลา	และตัวท�าละลายที่ใช้เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม	
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Abstract 
This	 research	project	 aim	 to	develop	method	 for	 analysis	 of	 gamma-oryzanol	 in	 rice	

bran	with	 environmental	 friendly	 solvent.	 The	 total	 content	 of	 gamma-oryzanol	 in	 rice	 bran

was	 investigated	using	 the	combination	between	partial	extraction	method	with	ethyl	 lactate	

solvent	and	the	study	of	factors	on	partial	extraction.	The	parameters	that	effect	the	amount	of	

gamma-oryzanol	with	partial	extraction	method	consist	of	weight	of	rice	bran,	volume	of	solvent

and	extraction	time	were	conducted.	The	result	shown	the	maximum	content	of	gamma-oryzanol	

that	extracted	with	50	milligrams	of	rice	bran,	5	milliliters	of	ethyl	lactate	and	2	minutes	of	extraction	

time.	The	quantity	of	gamma-oryzanol	in	rice	bran	that	observed	using	partial	extraction	method	

with	ethyl	lactate	solvent	and	classical	extraction	method	were	4.23	and	4.32	milligram	per	gram	

rice	bran,	respectively.	The	results	from	both	extraction	methods	were	well	agreement.	When	

the	extracted	rice	bran	was	separated	with	High	Performance	Liquid	Chromatography,	the	result	

shown	the	main	compositions	of	extracted	rice	bran	including	cycloartenyl	ferulate,	24-Methylene	

cycloartanyl	ferulate	and	campestanyl	ferulate.	The	develop	method	for	analysis	of	gamma-oryzanol	

in	rice	bran	using	partial	extraction	with	ethyl	lactate	solvent	is	easy,	use	only	small	apparatus	in	

laboratory,	cheap,	short-time	consuming	and	use	environmental	friendly	solvent.
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1. บทน�า 
ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมที่มีข้าวเป็น

พืชเศรษฐกิจ	โดยกระบวนการขัดสีเมล็ดข้าวจะมีปริมาณ	

ร�าข้าวที่เป็นผลพลอยได้จ�านวนมาก	 ซึ่งร�าข้าวส่วนใหญ่

จะน�าไปใช้ประโยชน์ด้านอาหารสัตว์และการสกัดน�้ามัน	

จากการศึกษาองค์ประกอบของน�้ามันร�าข้าวดิบพบว่า

ประกอบด้วยสารที่ถูกไăโดรไลซ์ด้วยด่าง	(Saponifiable	

Group)	ประมาณร้อยละ	90-96	และสารทีไ่ม่ถกูไăโดรไลซ์

ด้วยด่าง	 (Unsaponifiable	 Group)	 ประมาณร้อยละ	

4	 [1]	 ซึ่งเป็นปริมาณที่สูงกว่าน�้ามันอื่นๆ	 นอกจากนี้ใน

น�้ามันร�าข้าวยังมีสารอาหารที่ส�าคัญและมีประโยชน์ต่อ

ร่างกาย	เช่น	แกมมา–โอริซานอล	(Gamma–Oryzanol)	

และวิตามินอี	(Vitamin	E)	

	 แกมมา–โอรซิานอลเป็นกลุม่ของสารทีม่โีครงสร้าง

ทางเคมีของเอสเทอร์ระหว่างกรดเฟอร์รูลิก	 (Ferulic	

Acid)	 และสเตอรอล	 (Sterol)	 โดยโครงสร้างส่วนแรก

เป็นส่วนท่ีมีขั้วของกรดเฟอร์รูลิก	 ซึ่งเป็นองค์ประกอบ

หลักที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลง	 ส่วนที่สองเป็นส่วนที่มีหมู่

ฟŦงก์ชัน	 (Functional	 Group)	 เป็นแอลกอăอล์	 ได้แก่	

สเตอรอล	 (Sterol)	 หรือไตรเทอร์พีนแอลกอăอล์	

(Triterpene	 Alcohol)	 ซึ่งโครงสร้างมีลักษณะคล้าย

โคเลสเตอรอล	(Cholesterol)	และจากงานวิจัยได้มีการ

ค้นพบอนุพันธ์แกมมา-โอริซานอลทั้งสิ้น	10	อนุพันธ์	[2]

โดยมอีนพุนัธ์	3	ชนดิทีเ่ป็นองค์ประกอบหลกัของแกมมา-

โอริซานอลคือ	ไซโคลอาร์ทีนิลเฟอร์รูเลต	(Cycloartenyl	

Ferulate),	 24-เมทิลีนไซโคลอาร์ทานิลเฟอร์รูเลต	

(24-Methylene	Cycloartanyl	Ferulate)	และเคมเพส

ทานิลเฟอร์รูเลต	 (Campestanyl	 Ferulate)	 เนื่องจาก

แกมมา–โอริซานอลมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ

ที่มีประโยชน์หลายประการจึงได้มีการน�าไปใช้ประโยชน์

ทัง้ด้านผลติภัณฑ์อาหาร	เครือ่งส�าอาง	และทางการแพทย์	

	 ส�าหรับกระบวนการสกัดน�้ามันออกจากร�าข้าว

มีหลายวิธี	 เช่น	 การสกัดด้วยตัวท�าละลาย	 (Solvent	

Extraction)	 การสกัดด ้วยของไหลเหนือจุดวิกฤต	

(Supercritical	 Fluid	 Extraction,	 SFE)	 และการสกัด

แบบซอล์คเลต	(Soxhlet	Extraction)	[3]	ซึ่งวิธีการสกัด

น�้ามันจากร�าข้าวด้วยตัวท�าละลายอินทรีย์เป็นวิธีที่นิยม

และสามารถสกัดน�้ามันร�าข้าวได้ปริมาณสูง	ตัวท�าละลาย

อินทรีย์ที่นิยมใช้	 ได้แก่	 ปŗโตรเลียมอีเทอร์	 เอทานอล

ไอโซโพรพานอล	เăกเซน	และเมทานอล	เป็นต้น	[4]	แต่

วิธีการสกัดด้วยตัวท�าละลายแบบดั้งเดิมนั้นต้องใช้ตัวท�า

ละลายปริมาณมากและเวลาที่ใช้ในการสกัดนาน	 อีกทั้ง

ตัวท�าละลายอินทรีย์บางชนิด	 เช่น	 เăกเซน	 หากมีการ

ปนเปŚŪอนในอาหาร	 ผลิตภัณฑ์หรือสิ่งแวดล้อม	 อาจเป็น

พษิต่อผูบ้รโิภคหรอืเป็นปŦญหาทางด้านสิง่แวดล้อม	ซ่ึงงาน

วจิยัในปŦจจบัุนได้ให้ความส�าคญัเกีย่วกบัการพฒันาวธิกีาร

สกัดโดยใช้สารทีม่คีวามเป็นมติรกบัสิง่แวดล้อมมากขึน้	[5]

	 เอทลิแลคเตทมีชือ่ทางเคมี	คอื	แลคตคิแอซิดเอทลิ

เอสเทอร์	 (Lactic	Acid	Ethyl	Ester)	หรือมีชื่อทางเคมี

ในระบบ	 IUPAC	 คือ	 Ethyl-2hydroxypropanoate

มีสูตรโมเลกุลเป็น	C
5
H

10
O

3
	เอทิลแลคเตทเป็นผลิตผลที่

ได้จากกระบวนการหมักวัตถุดิบประเภทข้าวโพดหรือ

คาร์โบไăเดรต	ท�าใหเ้อทิลแลคเตทสามารถย่อยสลายได้	

(Biodegradable)	 เป็นสารที่ไม่มีฤทธิĝกัดกร่อน	 (Non-

Corrosive)	ไม่เป็นสารที่ก่อมะเร็ง	(Non-carcinogenic)	

เป็นสารที่ง่ายต่อการรีไซเคิลและค่าใช้จ่ายต�่า	 ไม่ท�าลาย

ชั้นโอโซนและไม่ก่อให้เกิดมลพิษทางอากาศ	 ส่งผลให้มี

การประยุกต์ใช้เอทิลแลคเตทในอุตสาหกรรมอาหาร	 ยา	

และเครื่องส�าอางหลายชนิด	[6]	

	 เม่ือร�าข้าวผ่านข้ันตอนการสกัดด้วยตัวท�าละลาย

แล้วจะน�าไปวิเคราะห์ปริมาณแกมมา–โอริซานอลใน

ร�าข้าวโดยเทคนิคยูวีวิสิเบิลสเปคโตรสโครปี	 [7]	 และ

เทคนิคการแยกของเหลวสมรรถนะสูง	 [8]	 ซึ่งขั้นตอน

การวิเคราะห์ต้องสกดัแกมมา–โอรซิานอลออกจากร�าข้าว

ก่อนซึ่งใช้เวลานาน	ท�าให้มีงานวิจัยที่ได้น�าเสนอการสกัด

ด้วยตัวท�าละลายแบบบางส่วน	 (Partial	 Extraction)	

ที่ใช้เวลาในการสกัดน้อยกว่าวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม	

(Classical	Method)	 ปริมาตรตัวท�าละลายอินทรีย์ที่ใช้

น้อย	และใช้ตัวอย่างร�าข้าวประมาณ	1	กรัมหรือน้อยกว่า	

โดยวเิคราะห์หาปรมิาณแกมมา-โอรซิานอลทีม่ใีนสารสกดั
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จากร�าข้าวด้วยเครื่องยูวีวิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์	

ซึ่งเป็นเครื่องมือที่มีอยู่ทั่วไปในห้องปฏิบัติการ	[9]

การสกัดด้วยตัวท�าละลายแบบบางส่วน	 เป็น

เทคนิคการสกัดสารที่สนใจออกจากของแข็งด้วยตัว

ท�าละลายอินทรีย์แล้วค�านวณหาปริมาณสารท่ีสนใจ

ทั้งหมดในตัวอย่าง	 โดยอาศัยค่าสัมประสิทธิĝการ

กระจายตัว	 (Distribution	 Coefficient)	 หรือค่า

สัมประสิทธิĝการดูดซับ	(Adsorption	Coefficient)	ใช้

ตัวย่อว่า	K	ร่วมกับการแก้สมการคณิตศาสตร์	[9]

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าสัมประสิทธิĝการดูดซับ

ความเข้มข้นของตัวถูกละลายในตวัท�าละลายอนิทรย์ี

และในของแขง็	เป็นดงันี้

	 =	ค่าสัมประสิทธิĝการดูดซับ		 (1)

	 	 (2)

โดยที่

K	 =	ค่าสัมประสิทธิĝการดูดซับ	

C
m
	 =	ความเข้มข้นของสารในชั้นของตัวท�าละลาย

	 	 อินทรีย์	

A
s
	 =	ปรมิาณของสารทีก่ระจายอยูใ่นช้ันของของแขง็

	 	 ต่อหน่วยน�้าหนัก	

M
m
	=	ปริมาณของตวัถกูละลายในชัน้ของตวัท�าละลาย

	 	 อินทรีย์	

M
s
	 =	ปริมาณของตัวถูกละลายในชั้นของของแข็ง	

V
m	

=	ปริมาตรของตัวท�าละลายอินทรีย์	

g
s
	 =	น�้าหนักของของแข็ง	

	 ในกรณีที่สกัดสารตัวอย่าง	 2	 ชุดด้วยปริมาณ

เท่ากัน	โดยให้ปริมาตรของตัวท�าละลายในชุดที่	2	เป็น

สองเท่าของตัวท�าละลายในชุดที่	1	โดยก�าหนดให้

Y	 =	ปริมาณสารทั้งหมดในของแข็ง

9
1
	 =	ปริมาณตัวถูกละลายในวัฏภาคของตัวท�า

	 	 ละลายที่สกัดได้ในชุดที่	1

9
2
	 =	ปริมาณตัวถูกละลายในวัฏภาคของตัวท�า

	 	 ละลายท่ีสกัดจากการใช้ปริมาตรของตัวท�า

	 	 ละลายเป็น	2	เท่า	ในการสกัดชุดที่	2

จากสมการ	(2)

การสกัดในชุดที่	1

การสกัดในชุดที่	2

แต่	K
1
	=	K

2	
และ	V

2
	=	2V

1

ส�าหรับการสกัดด้วยตัวท�าละลายแบบบางส่วน

มีการรายงานผลการวิจัยโดยใช้ตัวท�าละลายในขั้นตอน

การสกัดหลายชนิดเช่น	เăกเซน	เอทิลอะซิเตท	ไอโซโพร-

พิลอีเทอร์	 ไอโซโพรพานอล	 และเอทานอล	 เป็นต้น	 [9]

แต่อย่างไรก็ตามในขั้นตอนการสกัดด้วยตัวท�าละลาย	

ควรเลือกใช้ตัวท�าละลายท่ีเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและ

มีความปลอดภัยกับผู้ปฏิบัติการวิเคราะห์ทดสอบ	รวมถึง

ไม่เป็นอันตรายหากมีการตกค้างในผลิตภัณฑ์	

	 ดงันัน้งานวจิยันีจ้งึมีวตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาสภาวะ

ส�าหรับการวิเคราะห์แกมมา-โอริซานอลในร�าข้าวแบบ

เมื่อแก้สมการทางคณิตศาสตร์	จะได้
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สกัดบางส่วนด้วยตัวท�าละลายเอทิลแลคเตท	 ซึ่งเป็นตัว

ท�าละลายที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม	เพื่อให้ได้วิธีวิเคราะห์

แกมมา–โอริซานอลในร�าข้าวที่ง่าย	 ขั้นตอนไม่ซับซ้อน	

ประหยัดเวลา	ราคาถูก	อุปกรณ์ที่ใช้หาง่ายในห้องปฏิบัติ

การ	และตัวท�าละลายที่ใช้เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม

2. ระเบียบวิธีวิจัย 
2.1 ขั้นตอนการวิจัย 
2.1.1 สารเคมี 

2.1.1.1	 แกมมา–โอริซานอล	(AR	Grade,	Merck	

KGaH)

	 2.1.1.2	 นอร์มัล-เăกเซน	 (AR	 Grade,	 Ajax	

Finechem)

	 2.1.1.3	 ไอโซโพรพานอล	 (AR	 Grade,	 Fisher	

Chemical)

	 2.1.1.4	 เอทลิแลคเตท	(AR	Grade,	Merck	KGaH)

	 2.1.1.5	 ปŗโตรเลียมอีเทอร์	 (AR	 Grade,	Merck	

KGaH)

	 2.1.1.6	 เมทานอล	(HPLC	Grade,	Chromasolv)

	 2.1.1.7	 อะซิโตไนไทรล์	 (HPLC	 Grade,	 RCI	

Labscan)

	 2.1.1.8	 กรดอะซติกิ	(Acetic	Acid,	HPLC	Grade,	

BDH)	

2.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

2.1.2.1	 เครื่องยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์	

(รุ่น	V650,	ยี่ห้อ	Jasco)	

2.1.2.2	 เครื่องแยกของเหลวสมรรถนะสูง	 (รุ่น	

717	Autosampler,	ยี่ห้อ	Water)	

2.1.2.3	 เครื่อง	 Vortex	Mixer	 (รุ่น	 G560-E,	

ยี่ห้อ	Vortex	Genie	2)	

2.1.2.4	 ชุดอ่างน�้าควบคุมอุณหภูมิ	

2.1.2.5	 ชดุอปุกรณ์สกดัแบบซอล์คเลต	(Soxhlet

Extraction	Apparatus)	

	 2.1.2.6	 ตู้อบความร้อน	(ยี่ห้อ	Memmert)

	 2.1.2.7	 เครื่องชั่งทศนิยม	 4	 ต�าแหน่ง	 (รุ ่น	

BP110S,	ยี่ห้อ	Startorius)

	 2.1.2.8	 ไมโครป ŗ เปต	 (ยี่ห ้อ	 Eppendorf	

Research)	

2.1.3 แหล่งที่มาของตัวอย่างร�าข้าว 

	 ร�าข้าวที่ใช้ในการทดลองน�ามาจาก	 โรงสีข้าว

น�าชยั	เลขที	่54	หมู	่8	ถนนสรุนิทร์-สงัขะ	ต�าบลเทนมย์ี	

อ�าเภอเมือง	จังหวัดสุรินทร์	

 

2.1.4 การเตรียมตัวอย่างร�าข้าว 

	 น�าตัวอย่างร�าข้าวมาอบให้แห้งที่อุณหภูมิ	 100	

องศาเซลเซียสจนกระทั่งน�้าหนักคงที่	แล้วเก็บตัวอย่าง

ร�าข้าวที่อบแล้วไว้ในขวดเก็บตัวอย่างสีชา	 แล้วเก็บไว้

ในโถดูดความชื้น	(Desiccator)

2.2 การหาสภาวะส�าหรับการวิ เคราะห ์

 แกมมา�โอริซานอลแบบสกัดบางส่วน

 ด้วยตัวท�าละลายเอทิลแลคเตท 
2.2.1 ศึกษาผลของน�้าหนักร�าข้าว 

ชั่งตัวอย่างร�าข้าว	50	มิลลิกรัม	ใส่หลอดทดลอง

ที่มีòาปŗดจ�านวน	4	หลอด	และเติมตัวท�าละลายเอทิล

แลคเตท	ปรมิาตร	5	มลิลลิติร	จากนัน้น�าทัง้	4	หลอดมา

เขย่าด้วยเครือ่ง	Vortex	Mixer	เป็นเวลา	2	นาท	ีแล้วน�า

หลอดทดลองไปแช่ในอ่างควบคุมที่อุณหภูมิ	30	องศา

เซลเซียส	เป็นเวลา	3	นาที	หลังจากนั้นแยกสารละลาย

ที่สกัดได้และร�าข้าวออกจากกันด้วยเครื่องหมุนเหว่ียง	

(Centrifuge)	 น�าเฉพาะส่วนที่เป็นสารละลายไป

วิเคราะห์หาปริมาณแกมมา-โอริซานอลด้วยเครื่องยูวี

วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์	และท�าการทดลองซ�้าโดย

เปลี่ยนน�้าหนักของร�าข้าวจาก	50	มิลลิกรัม	เป็น	100,	

150	 และ	 200	 มิลลิกรัม	 ตามล�าดับ	 (แต่ละสภาวะ

ท�าการทดลองซ�้า	4	ครั้ง,	n=4)
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2.2.2 ศึกษาผลของปริมาตรตัวท�าละลาย 

ชั่งตัวอย่างร�าข้าว	50	มิลลิกรัม	ใส่หลอดทดลอง

ที่มีòาปŗดจ�านวน	 4	 หลอด	 และเติมเอทิลแลคเตท	

ปริมาตร	 5	 มิลลิลิตร	 จากน้ันท�าการทดลองเช่นเดียว

กับข้อ	 2.2.1	 แล้วน�าเฉพาะส่วนท่ีเป็นสารละลายไป

วิเคราะห์หาปริมาณแกมมา-โอริซานอลด้วยเครื่องยูวี

วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์	และท�าการทดลองซ�้าโดย

เปลี่ยนปริมาตรจาก	5	มิลลิลิตร	เป็น	7.5,	10.0	และ	

12.5	มลิลลิติร	ตามล�าดบั	(แต่ละสภาวะท�าการทดลอง

ซ�้า	4	ครั้ง,	n=4)

 

2.2.3 ศึกษาผลของเวลาที่ใช้ในการสกัด 

	 ชั่งตัวอย่างร�าข้าว	50	มิลลิกรัม	ใส่หลอดทดลอง

ที่มีòาปŗดจ�านวน	 4	 หลอด	 แล้วเติมเอทิลแลคเตท	 5	

มลิลลิติร	จากนัน้เขย่าหลอดทดลองด้วยเครือ่ง	Vortex	

Mixer	เป็นเวลา	2	นาที	แล้วน�าหลอดทดลองไปแช่ใน

อ่างควบคุมที่อุณหภูมิ	30	องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา	3	

นาที	 หลังจากนั้นแยกสารละลายที่สกัดได้และร�าข้าว

ออกจากกนัด้วยเครือ่งหมุนเหวีย่ง	น�าเฉพาะส่วนทีเ่ป็น

สารละลายไปวิเคราะห์หาปริมาณแกมมา-โอริซานอล

ด้วยเครื่องยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์	 และท�าการ

ทดลองซ�้าโดยเปลี่ยนเวลาที่ใช้ในการสกัดจาก	 2	 นาที	

เป็น	4,	6,	8	และ	10	นาที	ตามล�าดับ	(แต่ละสภาวะ

ท�าการทดลองซ�้า	4	ครั้ง,	n=4)

2.3 การวิเคราะห์ปริมาณแกมมา�โอริซานอล

ในร�าข้าวด้วยวธิกีารสกัดแบบดัง้เดมิและ 

วธิกีารสกดัด้วยตัวท�าละลายแบบบางส่วน
2.3.1 วิธีการสกัดแบบดั้งเดิม

ชั่งตัวอย่างร�าข้าว	 3	 กรัมด้วยเครื่องช่ังทศนิยม	

4	 ต�าแหน่ง	 แล้วบรรจุร�าข้าวในหลอดกระดาษกรอง

ส�าหรับการสกัด	 (Extraction	 Thimble)	 แล้วจัดชุด

อุปกรณ์ซอล์คเลตในตู้ดูดควัน	 และท�าการสกัดด้วย

ตัวท�าละลายปŗโตรเลียมอีเทอร์	 ท่ีอุณหภูมิ	 60	 องศา

เซลเซียส	 เป็นเวลา	 8	 ชั่วโมง	 เมื่อครบเวลาที่ก�าหนด

น�าสารละลายที่สกัดได้ไประเหยตัวท�าละลายออกใน

ตู้ดูดควัน	หลังจากนั้นเจือจางสารที่สกัดได้ด้วยเăกเซน	

และน�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืนสูงสุด

ที่	315	นาโนเมตร	ด้วยเครื่องยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโต

มิเตอร์	 และค�านวณหาปริมาณแกมมา–โอริซานอลใน

ร�าข้าวโดยการเทียบกับกราฟมาตรฐาน

2.3.2 วิธีการสกัดด้วยตัวท�าละลายแบบบางส่วน 

	 ท�าการสกดัแกมมา-โอรซิานอลในตวัอย่างร�าข้าว

โดยใช้สภาวะทีใ่ห้ปรมิาณแกมมา-โอรซิานอลในร�าข้าว

สูงสุด	 (จากผลการศึกษาตามข้อ	 2.2)	 ในการทดลอง

ชั่งตัวอย่างร�าข้าว	50	มิลลิกรัม	ใส่หลอดทดลองที่มีòา

ปŗดจ�านวน	8	หลอด	โดยแบ่งหลอดทดลองเป็น	2	ชุด	

ชุดละ	4	หลอด	ซึ่งหลอดทดลองชุดแรกเติมเอทิลแลค-

เตท	ปริมาตร	5	มิลลิลิตร	ส่วนชุดที่สองเติมเอทิลแลค-

เตท	10	มลิลลิติร	จากนัน้เขย่าหลอดทดลองด้วยเครือ่ง	

Vortex	Mixer	เป็นเวลา	2	นาที	แล้วน�าหลอดทดลอง

ไปแช่ในอ่างควบคุมที่อุณหภูมิ	30	องศาเซลเซียส	เป็น

เวลา	3	นาที	หลังจากนั้นแยกสารละลายที่สกัดได้และ

ร�าข้าวออกจากกนัด้วยเครือ่งหมุนเหวีย่ง	น�าเฉพาะส่วน

ที่เป ็นสารละลายไปวิเคราะห์หาปริมาณแกมมา-

โอริซานอลด้วยเครื่องยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์	

และท�าการทดลองซ�้าโดยเปลี่ยนจากตัวท�าละลาย

เอทิลเลตเตทเป็นตัวท�าละลายไอโซโพรพานอล	 แล้ว

น�าผลการทดลองที่ได้มาค�านวณหาปริมาณแกมมา-

โอริซานอลทั้งหมดในตัวอย่างร�าข้าว	 (แต่ละสภาวะ

ท�าการทดลองซ�้า	4	ครั้ง,	n=4)

2.4 การวเิคราะห์แกมมาıโอรซิานอลทีส่กดัได้

ด้วยเครื่องแยกของเหลวสมรรëนะสูง 
การวิเคราะห์แกมมา-โอริซานอลที่สกัดจาก

ร�าข้าวด้วยเครื่องแยกของเหลวสมรรถนะสูงในงาน

วิจัยนี้	 ใช้คอลัมม์	Nova-Pak	C18	ขนาด	3.9	x	150	

นาโนเมตร	ระบบการวเิคราะห์แยกเป็นแบบ	Gradient	

Elution	 โดยเฟสเคล่ือนที่	 (Mobile	 Phase)	 ท่ีใช้คือ	
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อะซโิตไนไทรล์:เมทานอล:ไอโซโพรพานอล:สารละลาย	

ร้อยละ	1	กรดอะซิตกิ	ในอตัราส่วน	45:45:5:5	ตวัตรวจ

วัดเป็น	UV	Detector	ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น	325

นาโนเมตร	 ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน

แกมมา–โอริซานอลท่ีใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐาน

เท่ากับ	10,	20,	50	และ	100	มิลลิกรัมต่อลิตร

	 ส�าหรับการเตรียมตัวอย่าง	 เตรียมโดยช่ังสาร

ที่สกัดได้จากร�าข้าว	 30	 มิลลิกรัม	 ละลายด้วยตัวท�า

ละลายที่เป็นเฟสเคลื่อนท่ีแล้วปรับปริมาตรเป็น	 10	

มลิลลิิตรโดยใชข้วดวดัปรมิาตร	แลว้น�าสารละลายทีไ่ด้

ไปกรองด้วย	Syringe	Filter	ขนาด	0.45	ไมโครเมตร	

แล้วน�าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองแยกของเหลวสมรรถนะ

สูง	

 

3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล 
3.1 การหาสภาวะส�าหรับการวเิคราะห์แกมมา�

โอริซานอลแบบสกัดบางส่วนด้วยตัวท�า

ละลายเอทิลเลตเตท 
3.1.1 ผลของน�้าหนักร�าข้าว 

การหาสภาวะส�าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ

แกมมา-โอริซานอลในตัวอย่างร�าข้าวด้วยวิธีการสกัด

แบบบางส่วน	 โดยศึกษาผลของน�้าหนักร�าข้าวที่มีต่อ

การสกัดแบบบางส่วน	 ในการทดลองใช้น�้าหนักร�าข้าว

ตัวอย่างเท่ากับ	50,	100,	150	และ	200	มิลลิกรัม	จาก

การทดลองพบว่าปรมิาณแกมมา-โอรซิานอลในร�าข้าวที่

สกัดได้เป็น	0.37,	0.36,	0.36	และ	0.34	มิลลิกรัมต่อ

กรมัร�าข้าว	ตามล�าดบั	ดังรูปที	่1	ซึง่ปรมิาณของแกมมา-

โอริซานอลที่สกัดได้ต่อกรัมร�าข้าวมีค่าใกล้เคียงกัน

ดังนั้นในงานวิจัยน้ีจึงใช้น�้าหนักร�าข้าวเท่ากับ	 50	

มลิลกิรมั	เป็นน�า้หนกัร�าข้าวท่ีเหมาะสมส�าหรบัการสกดั

แบบบางส่วนด้วยตัวท�าละลายเอทิลแลคเตท	

3.1.2 ผลของปริมาตรตัวท�าละลาย 

	 การศึกษาผลของปริมาตรตัวท�าละลายที่มีต่อ

การสกัดแบบบางส่วน	โดยการใช้เอทิลแลคเตทเป็นตัว

ท�าละลาย	จากผลการทดลองพบว่าเมือ่ใช้ปรมิาตรของ

ตัวท�าละลายเพิ่มมากข้ึน	 ความเข้มข้นของแกมมา-

โอริซานอลในสารละลายที่สกัดได้จะน้อยลง	เนื่องจาก

น�้าหนักร�าข ้าวที่ ใช ้ในการสกัดเท ่ากันทุกสภาวะ

(น�้าหนักร�าข้าว	 50	 มิลลิกรัม)	 แต่ปริมาตรของตัวท�า

ละลายไม่เท่ากัน	 ดังนั้นเม่ือใช้ตัวท�าละลายปริมาตร

มากขึ้นความเข ้มข ้นของแกมมา-โอริซานอลใน

สารละลายจึงน้อยลงดังรูปที่	 2	 โดยเมื่อใช้ปริมาตร

เอทิลแลคเตทเป็น	5.0,	7.5,	10.0	และ	12.5	มิลลิลิตร

จะได้ความเข้มข้นของแกมมา-โอรซิานอลในสารละลาย

เท่ากับ	4.4,	1.35,	0.98	และ	0.85	มิลลิกรัมต่อลิตร	

ตามล�าดับ	 ดังนั้นในการทดลองนี้จึงใช้ปริมาตรของ

เอทิลแลคเตทเท่ากับ	 5.0	 มิลลิลิตร	 เนื่องจากมีความ

เข้มข้นของแกมมา-โอริซานอลในสารทีส่กัดได้มากทีส่ดุ	

รูปที่ 1	ผลของน�้าหนักร�าข้าวต่อปริมาณ

แกมมา-โอริซานอลที่สกัดได้จากร�าข้าว

ด้วยตัวท�าละลายเอทิลแลคเตท
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3.1.3 ผลของเวลาที่ใช้ในการสกัดแบบบางส่วน

ในการทดลองใช้เอทิลแลคเตทเป็นตวัท�าละลาย	

ปริมาตร	 5	 มิลลิลิตร	 น�้าหนักตัวอย่างร�าข้าว	 50	

มิลลิกรัม	และใช้เวลาในการสกัดเป็น	2,	4,	6,	8	และ	

10	 นาที	 จากการทดลองพบว่าได้ปริมาณแกมมา-

โอริซานอลที่เป็น	0.37,	0.36,	0.35,	0.37	และ	0.37	

มลิลกิรัมต่อกรัมร�าข้าว	ตามล�าดบั	ดงัรปูท่ี	3	ซ่ึงปรมิาณ

ของแกมมา-โอรซิานอลทีส่กดัได้มค่ีาใกล้เคยีงกนั	ดงันัน้	

งานวิจัยนี้จึงใช้เวลาในการสกัดเท่ากับ	2	นาทีเป็นเวลา

ในการสกัดที่เหมาะสม	 เพราะสามารถสกัดแกมมา-

โอริซานอลได้ในปริมาณท่ีใกล้เคียงกับเม่ือใช้เวลาใน

การสกัดที่เพิ่มมากขึ้น	เพื่อเป็นการประหยัดเวลา	

3.2 การวิเคราะห์ปริมาณแกมมา�โอริซานอล

 ในร�าข้าวด้วยวิธกีารสกัดแบบดัง้เดมิและ 

 วธิกีารสกดัด้วยตวัท�าละลายแบบบางส่วน
ส�าหรับวิธีการสกัดแบบดั้งเดิมได้ท�าการสกัด

ตัวอย่างร�าข้าวด้วยตัวท�าละลายปŗโตรเลียมอีเทอร์	 ที่

อุณหภูมิ	 60	 องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา	 8	 ชั่วโมง	 ซึ่ง

ใช้เวลาในข้ันตอนการสกัดค่อนข้างนาน	 หลังจากนั้น

ระเหยตัวท�าละลายออก	 แล้ววิเคราะห์หาปริมาณ

แกมมา-โอริซานอลในตัวอย่างร�าข้าว	 โดยช่ังน�้าหนัก

ที่แน่นอนของสารสกัดที่ได้จากตัวอย่างร�าข้าว	 แล้ว

ละลายในตัวท�าละลายเăกเซน	หลังจากนั้นน�าไปตรวจ

วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยด้วยเครื่องยูวีวิสิเบิลสเปก-

โตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคล่ืน	 313.6	 นาโนเมตร	

แล้วน�าค่าการดดูกลนืแสงทีไ่ด้	ค�านวณหาความเข้มข้น

แกมมา-โอริซานอลในสารสกัดโดยค�านวณเทียบกับ

กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานแกมมา-โอริซานอล	

จากผลการทดลองพบว่าตัวอย่างร�าข้าวที่ใช้ในการ

ทดลองนี้มีปริมาณแกมมา-โอริซานอลเท่ากับ	 4.32	

มิลลิกรัมต่อกรัมร�าข้าวแห้ง	 ซึ่งผลการทดลองที่ได้

มีความสอดคล้องกับผลงานวิจัยของ	 Cholticha	

Tangprawat	 [10]	 ที่วิเคราะห์ปริมาณไขมันทั้งหมด

และแกมมา-โอริซานอลในร�าข้าวแล้วพบว่ามีปริมาณ

แกมมา-โอริซานอลอยู่ในช่วง	 1.95–3.07	 มิลลิกรัม

ต่อกรัมร�าข้าวแห้ง	 ซ่ึงปริมาณของแกมมา-โอริซานอล

ในตัวอย่างร�าข้าวที่มีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับหลาย

ปŦจจัย	 [11]	 เช่น	 สายพันธุ์ของข้าว	 ระยะเวลาในการ

เจริญเติบโต	 วิธีการบด	 วิธีการขัดสีเมล็ดข้าว	 และวิธี

การเก็บเกี่ยว	เป็นต้น

	 ส�าหรับวิธีการสกัดตัวอย่างร�าข้าวด้วยตัวท�า

ละลายแบบบางส่วน	 โดยท�าการสกัดร�าข้าว	 2	 ชุด

รูปที่ 2	ผลของปริมาตรตัวท�าละลายเอทิลแลคเตทต่อ

ปริมาณแกมมา-โอริซานอลที่สกัดได้จากร�าข้าว

รูปที่ 3	ผลของเวลาที่ใช้ในการสกัดต่อปริมาณ

แกมมา-โอริซานอลที่สกัดได้จากร�าข้าว



98 วารสารวิชาการและวิจัย มทร.พระนคร ปีที่ �� ฉบับที่ � มกราคม-มิëčนายน ����

ด้วยน�้าหนักร�าข้าวที่เท่ากัน	 โดยใช้ปริมาตรของตัวท�า

ละลายในชดุที	่2	เป็นสองเท่าของตวัท�าละลายในชดุที	่1	

ซึง่วธิกีารสกดัแบบบางส่วนนัน้ใช้เวลาในการสกดัเพียง	

2	 นาที	 หลังจากน้ันหมุนเหว่ียงเพื่อแยกร�าข้าวและ

สารละลายออกจากกนั	น�าเฉพาะส่วนทีเ่ป็นสารละลาย

ไปตรวจวัดค่าการดดูกลนืแสงด้วยด้วยเครือ่งยวูวีสิเิบลิ

สเปกโตรโฟโตมิเตอร์	 แล้วน�าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้	

ค�านวณหาความเข้มข้นแกมมา-โอริซานอลในสารสกัด

โดยค�านวณเทยีบกบักราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน

แกมมา-โอริซานอล	 หลังจากน้ันค�านวณหาปริมาณ

แกมมา-โอริซานอลทั้งหมดในร�าข้าว	 (ค�านวณโดยใช้

ความสัมพันธ์ตามสมการที่	6)

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณแกมมา-โอริซานอล

ที่ได้จากวิธีการสกัดด้วยตัวท�าละลายแบบดั้งเดิมกับ

วิธีการสกัดแบบบางส่วน	 จากผลการทดลองพบว่า

ปริมาณแกมมา-โอริซานอลท้ังหมดในตัวอย่างร�าข้าว

ที่ได้จากทั้งสองวิธีมีค่าใกล้เคียงกัน	ดังตารางที่	1	เมื่อ

พิจารณาปริมาณของแกมมา-โอริซานอลท่ีได้จากวิธี

การสกัดแบบบางส่วนด้วยตัวท�าละลายชนิดต่างๆ	

พบว่าเมื่อท�าการสกัดด้วยไอโซโพรพานอล	 ได้ปริมาณ

ของแกมมา-โอริซานอลมากกว่าเม่ือใช้ตัวท�าละลาย

เอทลิแลคเตท	ทัง้นีเ้นือ่งจากสภาพความมขีัว้ของตวัท�า

ละลายแต่ละชนิดไม่เท่ากัน	 จึงมีความสามารถในการ

สกัดแกมมา-โอริซานอลในร�าข้าวได้แตกต่างกัน	โดยที่

ไอโซโพรพานอลมสีภาพความมขีัว้สงูและมหีมู่ไăดรอก-

ซิลในโครงสร้าง	 (-OH)	 จึงสามารถสกัดแกมมา-

โอรซิานอลท่ีอยูใ่นตวัอย่างร�าข้าวได้ด	ีซึง่ผลการทดลอง

จากโครงงานวิจัยนี้มีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ	

Chen	 และ	 Bergman	 ที่ได้รายงานการวิจัยว่าไอโซ-

โพรพานอลและเมทานอลสามารถสกดัแกมมา-โอรซิา-

นอลออกจากตวัอย่างร�าข้าวได้ด	ีเนือ่งจากในโครงสร้าง

ของเฟอร์รูเลตเอสเทอร์	 (Ferulate	 Ester)	 มีหมู ่

ไăดรอกซลิบนวงแหวนเบนซนิท�าให้มคีวามสามารถใน

การละลายได้ดีในสารประเภทแอลกอăอล์	[12]

	 ส�าหรับปริมาณแกมมา-โอริซานอลที่สกัดแบบ

บางส่วนด้วยตัวท�าละลายเอทิลแลคเตทซ่ึงเป็นมิตร

กับสิ่งแวดล้อมที่ใช้ในงานวิจัยนี้	 มีค่าน้อยกว่าตัวท�า

ละลายไอโซโพรพานอลเล็กน้อย	 แต่อย่างไรก็ตาม

ปริมาณแกมมา-โอริซานอลที่สกัดได้มีค่าใกล้เคียงกับ

วิธีการสกัดแบบดั้งเดิม	 ดังน้ันตัวท�าละลายเอทิล-

แลคเตทจึงสามารถใช้เป็นตัวท�าละลายส�าหรับการ

วิเคราะห์ปริมาณแกมมา-โอริซานอลในตัวอย่างร�าข้าว

ด้วยวธิกีารสกดัแบบบางส่วนได้	นอกจากนีเ้มือ่พจิารณา

ถึงจุดเดือดของตัวท�าละลาย	 ยังพบว่าตัวท�าละลาย

เอทิลเลตเตทเป็นสารที่มีจุดเดือดสูง	 ซึ่งเป็นคุณสมบัติ

ทีเ่หมาะสมส�าหรบัการเป็นตวัท�าละลายทีใ่ช้ในการสกดั

	 ส�าหรับการหาปริมาณแกมมา-โอริซานอลใน

ร�าข้าวด้วยวิธีการสกัดแบบดั้งเดิมนั้น	 จะต้องท�าการ

สกัดน�้ามันออกจากร�าข้าวก่อนโดยใช้เวลาในการสกัด

นานและต้องใช้ปริมาตรของตัวท�าละลายจ�านวนมาก	

ส่วนวิธีการสกัดแบบบางส่วนนั้นเป็นวิธีที่สะดวก	 ขั้น

ตอนง่าย	 รวดเร็ว	 ใช้ปริมาตรของตัวท�าละลายจ�านวน

น้อยและประหยัดเวลากว่าวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม

ตารางที่ 1 ปริมาณแกมมา-โอริซานอลทั้งหมดใน

	 ตัวอย่างร�าข้าว	 ที่ได้จากวิธีการสกัดแบบ

	 ดั้งเดิมและวิธีการสกัดแบบบางส่วน

วิธีการสกัด

ปริมาณแกมมา�

โอริซานอล

(มิลลิกรัมต่อกรัม

ร�าข้าวแห้ง)

จุดเดือดของ

ตัวท�าละลาย

(องศา

เซลเซียส)

1.	วิธีการสกัดแบบดั้งเดิม	(Classical	method)

ปŗโตรเลียมอีเทอร์ 4.32 42-62

2.	วิธีการสกัดแบบบางส่วน	(Partial	extraction	method)

เอทิลแลคเตท 4.23 151-154

ไอโซโพรพานอล 4.95 82
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3.3 ผลการวเิคราะห์แกมมา�โอริซานอลท่ีสกดั

 จากร�าข้าวด้วยเครื่องแยกของเหลว

 สมรรëนะสูง (HPLC)
จากผลการทดลองพบว่าเม่ือวิเคราะห์แยกสาร

สกัดในร�าข้าวด้วยเครื่องแยกของเหลวแบบสมรรถนะ

สูง	จะได้พีค	(Peak)	ที่เวลาของการแยก	(Retention	

Time)	 เท่ากับ	 22.8,	 24.2	 และ	 25.1	 นาที	 ซึ่งเป็น

อนพุนัธ์ทีเ่ป็นองค์ประกอบหลักของแกมมา-โอรซิานอล

3	อนพุนัธ์	คือ	ไซโคลอาร์ทนิลิเฟอร์รเูลต	(Cycloartenyl	

Ferulate),	 24-เมทิลินไซโคลอาร์ทานิลเฟอร์รูเลต	

(24-Methylene	 Cycloartanyl	 Ferulate),	 และ

เคมเพสทีริลเฟอร์รูเลต	 (Campesteryl	 Ferulate)

ซึ่งผลการทดลองในงานวิจัยนี้มีความสอดคล้องกับ

ผลงานวิจัยของ	 Chen	 และ	 Bergman	 ซ่ึงรายงาน

ผลการวิจัยว่า	 ได้พีคของแกมมา-โอริซานอลในช่วง	

Retention	Time	ตั้งแต่	18-24	นาที	[12]	

4. สรุป 
สภาวะส�าหรบัการวเิคราะห์แกมมา-โอรซิานอลใน

ร�าข้าวแบบสกดับางส่วนด้วยตวัท�าละลายเอทลิแลคเตทซึง่

เป็นตัวท�าละลายที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมคือ	 น�้าหนัก

ร�าข้าว	50	มิลลิกรัม	ปริมาตรเอทิลแลคเตท	5	มิลลิลิตร	

เวลาในการสกัด	 2	 นาที	 ผลการวิเคราะห์แกมมา-

โอริซานอลที่วิเคราะห์ด้วยวิธีการสกัดแบบบางส่วนมี

ค่าใกล้เคียงกับการวิเคราะห์ด้วยวิธีแบบดั้งเดิม	 ซ่ึงการ

วิเคราะห์แกมมา–โอริซานอลในร�าข้าวด้วยการสกัด

แบบบางส่วนด้วยเอทิลเลตเตทเป็นวิธีที่ง่าย	 ขั้นตอนไม่

ซบัซ้อน	ประหยดัเวลา	ราคาถกู	อปุกรณ์ทีใ่ช้หาง่ายในห้อง

ปฏิบัติการ	และตัวท�าละลายที่ใช้เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม	

5. กิตติกรรมประกาศ 
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