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บทคัดยอ 
 

 การสกัดดวยน้ํากึง่วกิฤต (subcritical water extraction) คือการใชน้ําที่อุณหภูมสูิงกวา
จุดเดือดภายใตความดันสูงเพียงพอที่ทาํใหน้าํอยูในสภาวะของเหลวเปนตัวสกัด ไดรับความสนใจ
ในการใชสกัดสารประกอบฟนอลิกจากวตัถุดิบชนิดตางๆ แตขอมูลความคงตัวของสารประกอบ 
ฟนอลิกเหลานั้นในน้าํกึง่วิกฤตยังไมไดรับการศึกษาอยางเพยีงพอ งานวิจยันี้จงึศึกษาความคงตัว
ของสารประกอบฟนอลิก 10 ชนิด ไดแก gallic acid, protocatechuic acid, gentisic acid, 
vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, 
chlorogenic acid และ catechin ในน้าํกึ่งวิกฤตที่อุณหภูมิ 100, 150, 200 และ 250 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30, 60, 90 และ 120 นาท ี ใน batch-type reactor (ปริมาตร 3 mL) โดย
วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่เหลือดวยเทคนิคโครมาโตกราฟฟของเหลวความดันสูง 
(HPLC) วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดโดย folin-ciocalteu assay  และวิเคราะห
ความสามารถในการจับอนมุูลอิสระ DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl) จากการศึกษา
พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอน ทาํใหสารประกอบฟนอลิกชนิดตางๆ เกิดการ
สลายตัวมากข้ึน โดยการสลายตัวสามารถอธิบายไดดวยจลนพลศาสตรอันดับหนึ่ง (first-order 
kinetics) สารประกอบฟนอลิกทกุชนิดที่ศึกษาสลายตัวอยางสมบูรณหลังจากใหความรอน 30 
นาท ีที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส ซึ่งเมือ่พิจารณาคาพลังงานกอกมัมันตจากสมการ Arrhenius 
พบวา catechin อาจมกีลไกการสลายตัวแตกตางจากสารประกอบฟนอลิกชนิดอ่ืน และพบวาการ
สลายตัวทําใหความสามารถในการตานอนมุูลอิสระและปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด
ลดลง โดยความสัมพนัธระหวางปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดกับความสามารถในการจับ
อนุมูลอิสระ DPPH ของสารละลายสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดมีความสัมพนัธกนัในลักษณะที่
เปนเสนตรง เปนทีน่าสนใจวาผลิตภัณฑที่เกิดจากการสลายตัวที่อุณหภูมิสูงของ protocatechuic 
acid, syringic acid, caffeic acid, chlorogenic acid และ catechin แสดงความสามารถในการ
ตานอนมุูลอิสระไดเชนกัน  
 
คําสําคัญ น้าํกึ่งวกิฤต, ไฮโดรไลซิส, สารประกอบฟนอลิก, ดีคารบอกซิเลชัน, การตานอนมุูลอิสระ 
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Abstract 
 

 Subcritical water extraction, an extraction using water at temperature higher 

than 100C under pressurized condition as solvent, has received much interest from 
researchers for extraction of phenolic compounds from various materials. However, 
stability of phenolic compounds in subcritical water is still not extensively reported in 
literature. Therefore, this study investigated stability of 10 phenolic compounds, i.e. 
gallic acid, protocatechuic acid, gentisic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, 
syringic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, chlorogenic acid and catechin in subcritical 
water using a batch-type reactor (net volume 3 mL) at 100, 150, 200 and 250°C for 30, 
60, 90 and 120 min. The amount of phenolic compounds was determined by HPLC, total 
phenolic content was determined by folin-ciocalteu assay and free radical scavenging 
activity was measured using DPPH assay. The results showed that as the heating 
temperature and time increased, phenolic compounds was more decomposed and the 
degradation process can be described by first-order kinetics model. All tested 
compounds degraded completely after heating for 30 min at 250°C. Activation energy 
from Arrhenius plot indicated that catechin may degrade with different mechanism from 
other phenolic compounds. Degradation of phenolic compounds resulted in reduction of 
DPPH free radical scavenging activity and total phenolic content of the heated solution. 
The relationship between total phenolic content and DPPH radical scavenging activity 
for each phenolic compound was linear. Interestingly, degradation products from 
protocatechuic acid, syringic acid, caffeic acid, chlorogenic acid and catechin at high 
temperature exhibited considerable free radical scavenging activity.  
 
Keywords: Superheated water; Hydrolysis; Phenolic compounds; Decarboxylation; Radical 
scavenging 
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บทสรุปผูบรหิาร 
 

 การสกัดดวยน้ํากึง่วกิฤต (subcritical water extraction) ซึ่งเปนการสกัดโดยใชน้าํทีอุ่ณหภูมิสูง 
(100-374 องศาเซลเซียส ภายใตความดันเพื่อคงสถานะของเหลวของน้ํา) เปนเทคนคิการสกัดที่ไดรับ
ความสนใจในปจจุบันเนื่องจากเปนเทคนิคที่เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม และมีประสิทธภิาพในการสกดัสาร
ตางๆ ไดดีโดยเฉพาะในการสกัดสารประกอบฟนอลิกจากพืชชนิดตางๆ แตเนื่องจากสารประกอบฟนอลิก
อาจจะสลายตัวไดงายในสภาวะที่รุนแรงของการสกัดดวยน้ํากึ่งวิกฤตดังนัน้การศึกษาเกีย่วกบัอัตราการ
สลายตัวจึงเปนส่ิงที่จําเปนในการเลือกสภาวะที่เหมาะสมของการสกัด  

 โครงการนี้ศึกษาอัตราการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิกจํานวน 10 ชนิดไดแก gallic 
acid, protocatechuic acid, gentisic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic 
acid, caffeic acid, p-coumaric acid, chlorogenic acid และ catechin ในน้าํกึง่วิกฤตที่
อุณหภูมิ 100, 150, 200 และ 250 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30, 60, 90 และ 120 นาที ใน 
batch-type reactor โดยใชความเขมขนเร่ิมตนของสารประกอบเปน 100 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งผล
การศึกษาพบวาที่อุณหภูม ิ 250 องศาเซลเซียสสารประกอบทุกชนิดสลายตัวหมดภายใน 30 นาที 
และที ่ 200 องศาเซลเซยีส นั้นมเีพยีง protocatechuic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic 
acid, syringic acid และ chlorogenic acid ที่ยงัหลงเหลืออยูหลังใหความรอนเปนเวลา 60 นาท ี
สําหรับในชวงอุณหภูมิ 100 - 200 องศาเซลเซียสนั้นอัตราการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิก
สามารถอธิบายไดดวยสมการจลนพลศาสตรอันดับหนึง่ โดยเวลาคร่ึงชวีิตอยูในชวง 57-1,082, 21 
– 151 และ 9 -31 นาท ี สําหรับอุณหภูมิ 100 และ 150 องศาสเซลเซียส ตามลําดับ โดย 
p-hydroxybenzoic acid เปนสารประกอบที่ทนสภาวะที่ใชในการทดลองไดมากที่สุด แตอยางไร
ก็ตามผลการทดลองไดแสดงใหเห็นวาสารประกอบฟนอลิกบางชนิด ไดแก protocatechuic acid, 
syringic acid, caffeic acid, chlorogenic acid และ catechin สลายตัวไดเปนสารประกอบที่
ยังคงมีโครงสรางเปนสารประกอบฟนอลิก และยังคงแสดงความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระได 
จึงควรจะมกีารศึกษาถงึชนดิของผลิตภัณฑที่ไดและอัตราการเกิดผลิตภัณฑเหลานัน้ 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและที่มาของงานวจิัย 

การสกัดดวยน้ํากึง่วกิฤต (subcritical water, superheated water หรือ pressurized hot 
water extraction) หมายถึงการสกัดโดยใชน้ําที่อุณหภูมิสูงกวาจุดเดือดแตไมเกินอุณหภูมิวิกฤต 
คือ 374 องศาเซลเซียส ภายใตความดันสูงเพียงพอที่ทาํใหน้าํอยูในสภาวะของเหลว (Smith, 
2002) นั้นไดรับความสนใจจากนักวจิัยอยางแพรหลายในหลายสาขารวมถึงวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีการอาหาร เนื่องจากมีประสิทธภิาพสูงในการเปนตัวทําละลายสกัดสารหลากหลายกลุม
จากวัตถุดิบหลากหลายประเภท และเปนวิธีทีม่ีประสิทธิภาพในการสกัดสูง ใชเวลาในการสกัดส้ัน 
และไมตองใชตัวทําละลายอินทรียที่เปนพิษ (Herrero และคณะ, 2006) โดยเฉพาะการสกัด
สารประกอบฟนอลิกจากวตัถุดิบชนิดตางๆ เชน มะระข้ีนก สมอไทย ใบออริกาโน และเมล็ดองุน 
เปนตน ซึ่งสารประกอบฟนอลิกนั้นเปนสารประกอบหนึ่งในกลุมของสารพฤกษเคมี 
(phytochemicals) ที่พบมากที่สุด สังเคราะหไดจากกระบวนการตางๆ ของพืชในระหวางการ
เจริญเติบโต มกีารศึกษาพบวามีประโยชนหลากหลาย เชน เปนสารปองกันการเกิดออกซิเดชัน 
เปนสารตอตานจุลินทรีย เปนตน (Balasundram และคณะ, 2006 และ Naczk และ Shahidi, 
2004) แตขอมูลที่สําคัญประการหนึง่คือความคงตัวของสารประกอบฟนอลิกเหลานั้นในน้าํกึง่
วิกฤตยงัไมไดรับการศึกษาอยางเพียงพอ โดยงานวิจยับางสวนมีการรายงานวาการเพิ่มอุณหภูมทิี่
สูงข้ึนทําใหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทีส่กัดไดมีคาลดลงซ่ึงแสดงใหเหน็วาสารประกอบเหลานี้
มีความคงตัวในน้าํกึง่วิกฤตไมดีนัก ดังนัน้การศึกษาถึงความคงตัวของสารประกอบฟนอลิกกลุม
ตางๆ เปนส่ิงที่จําเปนเพื่อใหสามารถกาํหนดสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการสกัดสารเหลานี้ตอไปได 
และจะเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการพฒันาระบบการสกัดดวยน้าํกึ่งวกิฤตนี้ตอไป 
 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 

1.2.1 เพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาตอการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิกใน 
น้ํากึง่วกิฤต  

1.2.2 เพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาตอการเปล่ียนแปลงความสามารถในการจบัอนุมูล
อิสระของสารละลายสารประกอบฟนอลิก 
1.3 สมมติฐานของการวิจัย 
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อุณหภูมิและเวลาที่ใชในการใหความรอนมีผลตอการสลายตัวและความสามารถในการ
จับอนุมูลอิสระของสารประกอบฟนอลิกในน้าํกึง่วิกฤต  
 
1.4 ขอบเขตของการวิจัย 

- ศึกษาในระบบ batch reactor สําหรับการศึกษาการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิก 10 
ชนิด ไดแก ไดแก gallic acid, protocatechuic acid, gentisic acid, vanillic acid, 
p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, chlorogenic 
acid และ catechin ซึ่งระบบ batch นั้นความดันจะข้ึนกับความดันไอสมดุลของน้าํที่
อุณหภูมินัน้ๆ 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 
2.1 สารประกอบฟนอลกิ (Phenollic compounds) 
 สารประกอบฟนอลิกคือ กลุมของสารประกอบทีม่ีหมูไฮดรอกซิล (-OH) 1 หมูหรือมากกวา 
ตอกับวงแหวนอะโรมาติกไฮโดรคารบอน มีความหลากหลายเชิงโครงสรางมาก ซึ่งฟนอลเปน
โครงสรางพื้นฐานของสารประกอบฟนอลิก แสดงดังภาพที ่1 แมวาฟนอลจะมีความคลายกับ 
แอลกฮอลมากซ่ึงมีโครงสรางเปนอะลิฟาติก มหีมูไฮดรอกซิลตออยูกบัสายของคารบอน แตฟนอล
มีหมูไฮดรอกซิลตออยูกับวงแหวนอะโรมาติกไฮโดรคารบอน ออกซเิจนจับอยูกบัวงแหวน 
อะโรมาติกอยางแนนหนาและออกซิเจนเกาะอยูกับไฮโดรเจนดวยพันธะอยางหลวมๆ ไฮโดรเจนที่
หมูไฮดรอกซิลจึงสามารถเกดิการเปล่ียนแปลงทางเคมีไดงาย ทาํใหฟนอลมีความเปนกรดออน 
(Vermerris และ Nicholson, 2006) 

 
ภาพที่ 1  โครงสรางของฟนอล 

ที่มา: Vermerris และ Nicholson (2006) 
 

สารประกอบฟนอลิกเปนสารที่ไดจากกระบวนการตางๆ ของพืชในระหวางการเจริญ 
เติบโต และในสภาวะทีม่คีวามเครียด พบอยูในทุกๆสวนของพืช มีบทบาทสําคัญในการ
เจริญเติบโต การแพรพนัธุ การปองกนัและตอตานเชื้อโรค ทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ เปน
สารปองกนัรังสีอัลตราไวโอเลตและเปนสารใหสีในพืช สวนในอาหารสารประกอบฟนอลิกจะให
ลักษณะทางประสาทสัมผัสเฉพาะตัว เชน อาจจะใหรสขม รสฝาด เปนสารใหสี กล่ินรส และเปน
สารปองกนัการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในผลิตภัณฑ สารประกอบฟนอลิกเปนสารประกอบหนึ่งใน
กลุมของสารพฤกษเคมี (phytochemicals) ที่พบมากทีสุ่ดและมีคุณสมบัติตางๆ มากมาย เชน แก
แพ, แกอักเสบ, ตอตานเช้ือจุลินทรีย, รักษาระบบหัวใจ, ตอตานการเกิดออกซิเดชัน เปนตน โดย
ประโยชนหลักที่ไดรับจากสารประกอบฟนอลิกก็คือการตานการเกิดออกซิเดชัน โดยสารประกอบฟ
นอลิกนัน้ทําหนาที่จับอนมุูลอิสระ (free radical) ดวยการใหอะตอมไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก
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อนุมูลอิสระ และจับไอออนของโลหะที่สามารถเรงการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ปริมาณของ
สารประกอบฟนอลิกจะกระจายอยูในเนือ้เยื่อและเซลลของพืชแตกตางกนั โดยทีส่ารประกอบ 
ฟนอลิกที่ไมละลายน้ําจะเปนองคประกอบของผนังเซลล ขณะที่สารประกอบฟนอลิกที่ละลายน้ํา
จะพบอยูในแวคิวโอล และที่เนื้อเยื่อดานนอกของพชืจะพบสารประกอบฟนอลิกในปริมาณที่สูง
กวาเนื้อเยื่อดานในของพืช (Balasundram และคณะ, 2006; Naczk และ Shahidi, 2004 และ 
Rice-Evans และคณะ, 1997) โดยเราสามารถแบงกลุมของสารประกอบฟนอลิกออกไดเปนกลุม
ดังตารางที ่ 1 โดย กรดฟนอลิก (phenolic acids), ฟลาโวนอยด (flavonoids) และแทนนนิ 
(tannins) เปนกลุมที่สําคัญที่สุดของสารประกอบฟนอลิก ซึ่งปริมาณที่มีอยูในอาหารมีต้ังแตนอย
กวา 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ถึง 3,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ข้ึนอยูกบัปจจัยตางๆ ดังนี้คือ พื้นที่
เพาะปลกู อายุ สภาวะในการเจริญเติบโต เชน ปุย, อุณหภูมิ, ศัตรูพืช, แสงและน้ํา เปนตน แตละ
สวนของพืช กระบวนการแปรรูปและการเกบ็รักษา (King และ Young, 1999) 
 
ตารางที ่1 กลุมของสารประกอบฟนอลิกในพืช 

Class Structure 
Simple phenolics, benzoquinones 
Hydroxybenzoic acids  
Acethophenones, phenylacetic acids  
Hydroxycinnamic acids, phenylpropanoids 
(coumarins, isocoumarins, chromones, chromenes) 
Napthoquinones  
Xanthones 
Stilbenes, anthraquinones 
Flavonoids, isoflavonoids 
Lignans, neolignans  
Biflavonoids  
Lignins 
Condensed tannins (proanthocyanidins or flavolans) 

C6 
C6–C1 
C6–C2 
C6–C3 
 
C6–C4 
C6–C1–C6 
C6–C2–C6 
C6–C3–C6 
(C6–C3)2 
(C6–C3–C6)2 
(C6–C3)n 
(C6–C3–C6)n 

ที่มา: Balasundram และคณะ (2006) 
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 2.1.1 กรดฟนอลิก (Phenolic acids) แบงเปน 2 กลุมยอย คือ กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก
และกรดไฮดรอกซีซินนามิก กลุมกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก มีโครงสรางเปน C6-C1 พบอยูทั่วไปใน
อาหารและพบวาเปนองคประกอบของสารประกอบเชิงซอน เชน ลิกนนิ และ hydrolyzable 
tannins (Shahidi และ Naczk, 2004) สวนกลุมกรดไฮดรอกซีซินนามิกนัน้มีโครงสรางเปนวง
แหวนอะโรมาติกตอกับสายคารบอน 3 ตัว C6-C3 (Balasundram และคณะ, 2006) ตัวอยาง
สารประกอบทีอ่ยูในแตละกลุมและแหลงที่พบแสดงดังตารางที่ 2 
 
ตารางที ่2 ตัวอยางสารประกอบกรดฟนอลิกในแตละกลุมและแหลงทีพ่บ 

Phenolic acids แหลงที่พบ อางอิง 

Hydroxybenzoic acids 
gallic acid 
 

 
 

 
เบอรร่ีและถ่ัว 
เปลือกองุน เมล็ดองุน 
 
มะระข้ีนก 
สตรอเบอร่ี 
 
กานพลู  

 
King และ Young (1999)   
Ju และ Howard (2005), Palma 
และคณะ (2001) 
Budrat และ Shotipruk (2009) 
Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Shan และคณะ (2005) 

ellagic acid  

 

เบอรร่ีและถ่ัว  
สมอไทย 
ราสเบอร่ีแดง  

King และ Young (1999)    
Rangsriwong และคณะ (2009) 
Anttonen และ Karjalainen (2005) 

p-hydroxybenzoic acid 

 
 

เคร่ืองเทศ, แครอท  
และสตรอเบอร่ี  
ขาวบารเลย ขาวสาลี 
อัลมอนด เฮเซลนัท  
ถั่วพีแคน วอลนัท เมล็ด
ทานตะวนั แครนเบอรร่ี  
แครอท หัวหอม 

Amiot และคณะ (1997) 
 
Shahidi และ Naczk (2004) 
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ตารางที่ 2 ตัวอยางสารประกอบกรดฟนอลิกในแตละกลุมและแหลงที่พบ (ตอ) 

Phenolic acids แหลงที่พบ อางอิง 

protocatechuic acid 

 

สตรอเบอร่ี  
 
องุน 
ผักกาดหอม 
โหระพา พืชตระกูลผักช ี
อบเชย 
ขาวบารเลย ถัว่พีแคน
วอลนทั หัวหอม 

Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Palma และ Taylor (1999) 
Altunkaya และ Gokmen (2009) 
Shan และคณะ (2005) 
Anderson และคณะ (2004) 
Shahidi และ Naczk (2004) 

vanillic acid 

 

สตรอเบอร่ี 
 
พริกไทย  
ขาวบารเลย ขาวสาลี  
อัลมอนด เฮเซลนัท ถัว่ลิสง 
ถั่วพีแคน วอลนัท ถัว่เหลือง
เมล็ดทานตะวนั น้ํามนั
มะกอก แครนเบอรร่ี 
หัวหอม 

Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Liazid และคณะ (2007) 
Shahidi และ Naczk (2004) 

syringic acid 

 

สตรอเบอร่ี  
 
ขาวบารเลย ขาวสาลี  
ถั่วพีแคน วอลนัท ถัว่เหลือง 
เมล็ดทานตะวนั แครอท 

Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Shahidi และ Naczk (2004) 

veratric acid 

 

สตรอเบอร่ี 
 
พริกไทย 

Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Liazid และคณะ (2007) 
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ตารางที ่2 ตัวอยางสารประกอบกรดฟนอลิกในแตละกลุมและแหลงทีพ่บ (ตอ) 

Phenolic acids แหลงที่พบ อางอิง 

gentisic acid 

 

สตรอเบอร่ี 
 
พริกไทย 
มะระข้ีนก 
เปลือกขาวสาลี ถั่วพีแคน 
วอลนทั ถัว่เหลือง 

Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Liazid และคณะ (2007) 
Budrat และ Shotipruk (2009) 
Shahidi และ Naczk (2004) 

Vanillin  

 

สตรอเบอร่ี 
 
พริกไทย 
ไวน น้ําองุน องุน 

Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Liazid และคณะ (2007) 
Palma และ Taylor (1999) 

Hydroxycinnamic acids 
ferulic acid 

 
 

 
มะระข้ีนก 
ไวน น้ําองุน องุน 
กาแฟ 
บลูเบอรร่ี เชอรร่ี น้ําเชอรร่ี  
แอปเปล น้าํแอปเปล ลูก
แพร สม  

 
Kubola และ Siriamornpun (2008) 
Palma และ Taylor (1999) 
Balasundram และคณะ (2006) 
King และ Young (1999) 
 

p-coumaric acid 

 

มะระข้ีนก 
แอปเปล 
พริกไทย 
กาแฟ 
ผักกาดหอม 
โหระพา ออริกาโน 
เบอรร่ีทั่วไป 
กากแอปเปล พีซ 

Kubola และ Siriamornpun (2008) 
Alonso-Salces และคณะ (2001) 
Liazid และคณะ (2007) 
Balasundram และคณะ (2006) 
Altunkaya และ Gokmen (2009) 
Shan และคณะ (2005) 
King และคณะ (2007) 
Adil และคณะ (2007) 
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ตารางที ่2 ตัวอยางสารประกอบกรดฟนอลิกในแตละกลุมและแหลงทีพ่บ (ตอ) 

Phenolic acids แหลงที่พบ อางอิง 

caffeic acid 

 

สตรอเบอร่ี 
 
พริกไทย 
โรสแมร่ี 
ไวน น้ําองุน องุน 
กาแฟ 
ผักกาดหอม 
มินท โหระพา ออริกาโน 
โรสแมร่ี พืชตระกูลผักช ี
เมล็ดยี่หรา กระวานเขียว 
ลูกจันทรเทศ ขิง 
บลูเบอรร่ี เชอรร่ี น้ําเชอรร่ี 
แอปเปล น้าํแอปเปล ลูก
แพร สม มันฝร่ัง เกรฟฟรุต 

Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Liazid และคณะ (2007) 
Terpinc และคณะ (2009) 
Palma และ Taylor (1999) 
Balasundram และคณะ (2006) 
Altunkaya และ Gokmen (2009) 
Shan และคณะ (2005) 
 
 
 
King และ Young (1999) 

rosmarinic acid 

 

โรสแมร่ี 
มินท โหระพา ออริกาโน 

Terpinc และคณะ (2009) 
Shan และคณะ (2005) 

chlorogenic acid 

 

แอปเปล 
สตรอเบอร่ี 
 
กาแฟ อัลมอนด  
ผักกาดหอม 
ธัญพืช เมล็ดทานตะวนั  
บลูเบอรร่ี เชอรร่ี ลูกแพร 
แอปเปล น้าํแอปเปล สม 
มันฝร่ัง เกรฟฟรุต 

Alonso-Salces และคณะ (2001) 
Herrera และ Luque de Castro 
(2005) 
Balasundram และคณะ (2006) 
Altunkaya และ Gokmen (2009) 
King และ Young (1999) 
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2.1.2 ฟลาโวนอยด (Flavonoids) เปนกลุมของรงควัตถุที่พบในพืช มีสีเหลือง เปน
สารประกอบฟนอลิกกลุมใหญที่สุดของพชื ฟลาโวนอยดเปนสารประกอบที่มมีวลโมเลกุลตํ่า
ประกอบ ดวยอะตอมของคารบอน 15 อะตอม มีโครงสรางเปน C6-C3-C6 แสดงดังภาพที่ 2 และ
มักจะอยูรวมกับโมเลกุลน้ําตาล ฟลาโวนอยดแบงเปนกลุมยอยไดดังนี้ คือ ฟลาโวนอล (flavonols), 
ฟลาโวน (flavones), ฟลาวาโนน (flavanones), ฟลาวานอล (flavanols หรือ catechin),  
ไอโซฟลาโวน (isoflavones) และ แอนโทไซยานิดิน (anthocyanidins) (Balasundram และคณะ, 
2006) โดยโครงสรางของฟลาโวนอยดแตละกลุมแสดงดังภาพที่ 3  
  ฟลาโวนอล (Flavonols) เปนฟลาโวนอยดที่มีมากที่สุด ประกอบดวย เควอซิติน 
(quercetin), เคมพเฟอรอล (kaempferol) และ ไมริซีติน (myricetin) และรูติน (rutin) ซึ่งเปนตัว
หลักของฟลาโวนอยดกลุมนี ้ โดยที ่ เควอซิติน เปน ฟลาโวนอยดที่สําคัญที่สุดของพืช อาหารที่
พบฟลาโวนอลในปริมาณสงู ไดแก หัวหอม, แอปเปล, ผักกาด, ใบผักกาดหอม, แครนเบอรร่ี, 
บร็อคโคล่ี และชา เปนตน 

ฟลาโวน (Flavones) ประกอบดวย ลูเตโอลิน (luteolin), อะพิจนีนิ (apigenin)  
เปนตน พบมากใน ข้ึนฉาย, ผักชีฝร่ัง (parsley) และมะกอก  
  ฟลาวานอล (Flavanols) ประกอบดวย คาเทชิน (catechin) และ  อิพิคาเทชิน 
(epicatechin) พบในลูกแพร, แอปเปล, ใบชาเขียว, ไวนแดง, ไวนขาว เปนตน และมักจะอยูรวม
กับกรดแกลลิก (gallic acid) เปน epigallocatechin gallate และ epicatechin gallate ในชา 
หรือเปน condensed tannin ในผลไม, พืชตระกูลถัว่ และธัญพืช ผลไมดิบมีฟลาวานอลใน
ปริมาณสูง (King และ Young, 1999) 

ไอโซฟลาโวน (Isoflavones) สวนใหญพบในพืชตระกูลถัว่เกือบทั้งหมด โดยเฉพาะ 
ในถั่วเหลืองพบในปริมาณทีสู่งประมาณ 1,600-2,400 mg/kg ไอโซฟลาโวนทนความรอน และ
ละลายในนํ้าไดเล็กนอย แตละลายไดมากในแอลกอฮอล (King และ Young, 1999)  

ฟลาวาโนน (Flavanones) มักพบในผลไมตระกูลสม (Naczk และ Shahidi,  
2004) 

แอนโทไซยานดิิน (anthocyanidins) โครงสรางพืน้ฐานในโมเลกุลประกอบดวย 
วงแหวนเบนโซไพแรน (benzopyran) 2 วงตอกับวงแหวนฟนิล (phenyl ring) สารประกอบ 
แอนโทไซยานดิินทีพ่บมากจะอยูในรูปของออกโซเนยีมไอออน (oxonium ion) คือ ทีอ่ะตอมของ
ออกซิเจนมีประจุบวก ไดแก ไซยานิดิน (cyanidin) พีลารโกนิดิน (pelargonidin) เดลฟนิดิน 
(delphinidin) และพีโอนิดิน (peonidin) พทีูนิดิน (Petunidin) มัลวิดิน (malvidin) พบในบลูเบอรร่ี
องุน และสตรอเบอร่ี เปนตน (นิธิยา, 2549) 
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ภาพที่ 2  โครงสรางพื้นฐานของฟลาโวนอยด 

ที่มา: Balasundram และคณะ (2006) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  โครงสรางของฟลาโวนอยดแตละกลุม 

ที่มา: Balasundram และคณะ (2006) 
 

2.1.3 แทนนิน (Tannins) เปนกลุมของสารประกอบเชิงซอนที่มมีวลโมเลกุลสูงทีไ่ดจาก
ธรรมชาติ เปนสารที่ทาํใหเกิดรสฝาด และมีสีเหลืองจนถงึน้าํตาล นอกจากนัน้ยังทาํให
เกิดปฏิกิริยาการเกิดสีน้าํตาลที่เรงดวยเอนไซมดวย พบอยูในเปลือกของไมยืนตนและยังพบไดใน
สวนอ่ืนๆ ของพืชดวย เชนพบมากในใบชา โกโก และผลไมดิบที่มีรสฝาด ไดแก พลับ ละมุด กลวย 
องุน ทอ แอปเปล และสาล่ี แทนนนิยังมปีระโยชนในการทําไวน แตถามีมากเกินไปจะทาํใหไวนมี
รสชาติไมดี เชนมีรสฝาด แทนนนิแบงเปน 2 กลุม คือ hydrolyzable tannins (แทนนนิที่ไฮโดรไลซ
ได) และ condensed tannins  

Condensed tannins เปนกลุมของสารประกอบแทนนนิที่เปนโพลีเมอรของ  
catechin หรือ epicatechin พบมากในผลไม ธัญพืช และพืชตระกูลถั่ว โดยมักสะสมอยูใน
เนื้อเยื่อชัน้นอกของพืช  

Hydrolyzable tannins เปนกลุมของสารประกอบแทนนินที่เปนโพลีเมอรของ 
กรดแกลลิก (gallic acid) หรือ กรดเอลลาจิก (ellagic acid) เรียกวา แกลโลแทนนนิ 
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(gallotannins) และเอลลาจิแทนนิน (ellagitannin) ตามลําดับ และมีน้ําตาลกลูโคสอยูในโมเลกลุ
ดวย 1 โมเลกลุ พบในเบอรร่ีและถ่ัว ตัวอยางสารประกอบในกลุมนี้คือ กรดแทนนกิ (tannic acid) 
เปนแกลโลแทนนิน (นิธิยา, 2549 และ King และ Young, 1999) 
 
 การสกัดสารประกอบฟนอลิกในพืชข้ึนอยูกับคุณสมบัติทางเคมีของสารนั้น วิธทีีใ่ชการ
สกัด ขนาดของอนุภาคของตัวอยาง ระยะเวลาการเก็บ สภาวะที่ใชในการสกัด และสารรบกวน 
โดยความสามารถในการละลายของสารประกอบฟนอลิกข้ึนอยูกับชนดิของตัวทําละลายที่ใช 
(ความมีข้ัว) degree of polymerization ของสารประกอบฟนอลิก และการเกิดปฏิกิริยากนั
ระหวางสารประกอบฟนอลิกกับองคประกอบอ่ืนในอาหาร ตัวทาํละลายทีม่ักใชในการสกัด
สารประกอบฟนอลิกไดแก เมทานอล เอทานอล อะซโีตน น้าํ เอธิลอะซีเตต โพรพานอล  
ไดเมธิลฟอรมาไมด และสารผสมของตัวทาํละลายเหลานี้ (Naczk และ Shahidi, 2004) แตการ
สกัดดวยตัวทาํละลายมีขอเสียหลายประการ คือ ใชระยะเวลาในการสกดัมาก ยุงยาก มี
ประสิทธิภาพในการสกัดตํ่า และยังกอใหเกิดสารพิษจากตัวทาํละลายจํานวนมาก  ดังนั้นจึงมกีาร
นําเทคโนโลยีใหมทีเ่ปนมิตรกับส่ิงแวดลอมมาใชในการสกัดสารจากพืชไดแก การสกัดดวยน้าํกึ่ง
วิกฤต (subcritical water extraction) ซึ่งสามารถสกัดสารไดหลากหลายกลุมจากวัตถุดิบหลาย
ประเภท และเปนวิธีทีม่ีประสิทธิภาพในการสกัดสูง ใชเวลาในการสกัดส้ัน และไมตองใชตัวทาํ
ละลายอินทรียที่เปนพษิ (Herrero และคณะ, 2006) 
 
2.2 น้ํากึ่งวิกฤต (Subcritical water) 
 จากแผนภูมวิฏัภาคของน้ํา (ภาพที่ 4) เมือ่ควบคุมความดันและอุณหภูมิของน้าํใหสูงเกิน
จุดวิกฤต (374 องศาเซลเซียส, 220 atm) ก็จะไดน้ําในสภาวะที่เรียกวาน้ําวิกฤตยวดยิง่ 
(supercritical water) แตเนื่องจากสภาวะที่รุนแรงของน้ําวิกฤตยวดยิ่งทาํใหมีการใชประโยชนใน
อุตสาหกรรมอาหารโดยตรงคอนขางนอย แตหากมนี้าํอุณหภูมิสูงกวาจุดเดือดแตยังคงตํ่ากวาจุด
วิกฤต (นัน่คือน้ําที่มีอุณหภูมิต้ังแต 100-374 องศาเซลเซียส) ภายใตความดันที่สูงเพียงพอทีจ่ะ
รักษาสถานะของเหลวไวได จะไดสสารทีเ่รียกวา น้ํากึ่งวิกฤต (subcritical water, superheated 
water, pressurized hot water) ซึ่งมีคุณสมบัติพิเศษหลายประการที่นาสนใจ สามารถนํามาใช
ในอุตสาหกรรมอาหารไดเปนอยางดี และไดรับความสนใจจากนกัวทิยาศาสตรหลายแขนงในการ
นํามาประยกุตใชในหลากหลายสาขา เชน การสกัดดวยน้าํกึง่วกิฤต, การยอยสลายวัสดุชวีภาพ
ดวยน้าํกึง่วกิฤต, โครมาโตกราฟฟแบบน้ํากึ่งวกิฤติ เปนตน แตการสกดัดวยน้าํกึ่งวิกฤตนับวาเปน
การประยุกตใชที่ไดรับการศึกษาอยางแพรหลายมากที่สุด เนื่องจากมีประสิทธิภาพในการสกัดสาร
หลากหลายกลุมจากวัตถุดิบหลากหลายประเภท (Herrero และคณะ, 2006 และ Smith, 2002)   
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ภาพที่ 4 แผนภูมิวัฏภาคของน้ํา  
ที่มา : ปราโมทย (2549)  
 

2.2.1 คุณสมบัติของน้ํากึ่งวิกฤต 
น้ําเปนตัวทําละลายท่ีมีลักษณะเฉพาะ คือ มีโครงสรางที่ประกอบดวยพนัธะไฮโดรเจน

จํานวนมาก ที่อุณหภูมหิองน้าํมีคาคงที่ไดอิเล็กทริก (dielectric constant) และความเปนข้ัวสูง 
อยางไรก็ตามคุณสมบัติของน้ําจะมีเปล่ียนแปลงเม่ือมีการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิ เมื่ออุณหภูมิของ
น้ําสูงข้ึนพันธะไอโดรเจนจะถูกทาํลาย คาคงที่ไดอิเล็กทริกมีคาลดลง ทําใหมกีารเปล่ียนแปลง
ความเปนข้ัวของน้าํ ความหนืดและแรงตึงผิว (surface tension) ลดลงและอัตราการแพรเพิ่มข้ึน 
(Smith, 2002) 

คุณสมบัติสําคัญของน้ํากึง่วิกฤติที่แตกตางไปจากน้าํทีส่ภาวะปกติ ไดแก คาคงที่ได
อิเล็คทริก (dielectric constant) และคาคงที่การแตกตัว (ion product) พิจารณาภาพที่ 5 จะเห็น
ไดวาคาคงที่ไดอิเล็คทริกสัมพัทธ (relative dielectric constant,  ของน้าํ ซึง่สะทอนถึงความเปน
ข้ัวของโมเลกลุนั้นมีคาประมาณ 79.0 ที่ 25 องศาเซลเซียส นั่นคือน้ําเปนตัวทําละลายท่ีมีความ
เปนข้ัวสูง คานี้จะลดลงจนเหลือเพยีง 35.5 ที่ 200 องศาเซลเซียส และ 20.7 ที่ 300 องศาเซลเซยีส 
ซึ่งเปนคาในระดับเดียวกนักบัตัวทําละลายอยางเมทานอล ( = 32 ที ่25 องศาเซลเซียส) และ 
อะซิโตน ( = 21 ที ่ 25 องศาเซลเซยีส) จากคุณสมบัติที่เปล่ียนแปลงไปนีท้าํใหน้ํากึง่วกิฤติมี
พฤติกรรมคลายกับตัวทาํละลายท่ีไมมีข้ัว และสามารถทําละลายสารประกอบที่ไมมีข้ัวไดดีกวาน้าํ
ที่สภาวะปกติมาก ทาํใหสามารถสกัดและเขาทาํปฏิกิริยากับสารกลุมนี้ไดดี ดังเชน Miller และ 
Hawthorne (1998) รายงานวาสารกาํจัดแมลง chlorothalonil  ซึ่งปกติละลายในนํ้าไดนอยมาก
นั้น มีความสามารถในการละลายน้ํามากข้ึนถงึ 130,000 เทาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิจาก 25 องศา
เซลเซียสไปเปน 200 องศาเซลเซียสและจากภาพท่ี 5 จะสังเกตไดอีกวาหากทาํการปรับอุณหภูมิ
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ใหเหมาะสมจะไดน้ํากึง่วกิฤติที่มีความเปนข้ัวแตกตางกนัไปทําใหสามารถเลือกสกัดหรือละลาย
สารแตละกลุมได คุณสมบัติที่สําคัญอีกประการของน้ํากึง่วกิฤติคือมีคาคงทีก่ารแตกตัว (KW) สูง 
โดยที่ความดัน 15 MPa คา log KW เพิม่ข้ึนจาก -14 ที่ 25 องศาเซลเซียสเปน -11.3 ที่อุณหภูมิ
ในชวง 200-250 องศาเซลเซียส แสดงใหเห็นวาความเขมขนของไฮโดรเนียมไอออน(H3O

+) และ 
ไฮดรอกซีไอออน (OH-) เพิ่มข้ึนจาก 1×10-7 mol/L ไปเปน 2.2 ×10-6 mol/L หรือมากกวา 20 เทา 
การเพิม่ข้ึนของคา KW นัน้จะเปนปจจยัทีเ่รงปฏิกิริยาที่เรงดวยกรดและเบส (acid-base catalyst) 
เชน ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (ปราโมทย, 2549)  

 
ภาพที่ 5 การเปล่ียนแปลงของคาไดอิเล็คทริกสัมพทัธและคาคงที่การแตกตัวของน้ําตามอุณหภูมิ 
 ที่ความดัน 15 MPa  
ที่มา : Khuwijitjaru (2004) 
 
 เมื่อเทียบกับการสกัดที่สภาวะปกติแลวการสกัดดวยน้าํกึง่วิกฤตนัน้มีประสิทธิภาพสูงกวา
ทั้งนี้เนื่องมาจากความสามารถในการละลายและการถายเทมวลของสารที่ทาํการสกดัเพิ่มข้ึนและ
เพิ่มการทาํลายสมดุลระหวางผิวสัมผัส (surface equilibria) โดยเมื่อเพิม่อุณหภูมิจะทําให
ความสามารถในการละลายของตัวทาํละลายตางๆ มีสูงข้ึน ความหนืดของน้าํลดลง การแพร
เพิ่มข้ึนสงผลใหน้าํสามารถแทรกผานเขาไปในอนุภาคไดดีข้ึน นอกจากน้ีถาน้ํามกีารไหลตอเนือ่ง
ในระหวางการสกัดแบบไดนามิกแลวจะเพิ่มการถายเทมวล ทําใหเพิม่ประสิทธิภาพในการสกัด ทัง้
อุณหภูมิสูงและความดันสามารถทาํลายสมดุลระหวางผิวสัมผัสได การเพิม่อุณหภูมิสามารถ
ทําลายแรงยึดเหนีย่วระหวางตัวถูกละลายกับตัววัสดุ ไดแก แรงแวนเดอวาลว และพนัธะไฮโดรเจน 
ทําใหการปลดปลอยของสารออกจากวัสดุเกิดไดงายข้ึน สวนความดันจะชวยเพิ่มการสัมผัส
ระหวางวัตถุดิบกับน้าํ (Teo และคณะ, 2009) 
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2.2.2 การสกดัดวยน้ํากึ่งวกิฤต (Subcritical water extraction) 
การใชประโยชนจากน้าํกึง่วกิฤตที่สําคัญคือ การใชแทนตัวทาํละลายอินทรีย หรือแมแต

การแทนที่คารบอนไดออกไซดวิกฤตยวดยิง่ในการสกัดสารที่มีมูลคาจากวัสดุทางการเกษตรโดยมี
การศึกษาในวัตถุดิบหลายชนิด (Smith, 2002) ตัวอยางการศึกษาการสกัดสารตางๆ จากพืชโดย
ใชเทคนิคการสกัดดวยน้าํกึง่วิกฤตที่มีรายงานแสดงดังตารางที่ 3  

 
ตารางที ่3 ตัวอยางการศึกษาการใชน้ํากึง่วิกฤตในการสกัดสารตางๆ จากพืช  

วัตถุดิบ สารประกอบ อางอิง 

สารออกฤทธิท์างยา   

บัวบก asiatic acid และ 
asiaticoside 

Kim และคณะ (2009) 

รากยอ anthraquinones Anekpankul และคณะ (2007) 

รากกาวา kava lactone Kubátová และคณะ (2001) 

รากชะเอม nutraceutical compound Baek และคณะ (2008) 

สารกลุมฟนอลและโพลีฟนอล   

มะระข้ีนก สารประกอบฟนอลิก Budrat และ Shotipruk (2009) 

ผิวมะกรูด สารประกอบฟนอลิก Khuwijitjaru และคณะ (2008) 

สมอไทย  สารประกอบฟนอลิก Rangsriwong และคณะ 
(2009) 

ใบออริกาโน สารประกอบฟนอลิก Rodriguez-Meizoso และ
คณะ (2006) 

รําขาว สารประกอบฟนอลิก Pourali และคณะ (2010) 

ปาน  สารประกอบฟนอลิก Kim และ Mazza (2006) 

เมล็ดองุน สารประกอบฟนอลิก Garcia-Marino และคณะ 
(2006) 

แบลคเคอเรนท แอนโทไซยานนิสและ 
สารประกอบฟนอลิกอ่ืนๆ 

Cacace และ Mazza (2002) 
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ตารางที ่3 ตัวอยางการศึกษาการใชน้ํากึง่วิกฤตในการสกัดสารตางๆ จากพืช (ตอ) 

วัตถุดิบ สารประกอบ อางอิง 

เปลือกองุนแดง แอนโทไซยานนิสและ 
สารประกอบฟนอลิกอ่ืนๆ 

Ju และ Howard (2005) 

แครอทมวง แอนโทไซยานนิส Gizir และคณะ (2008) 

เมล็ดองุน สารกลุมคาเทชินและ 
อิพิคาเทชิน 

Piñeiro และคณะ (2004) 

โรสแมรี สารแอนต้ีออกซิแดนท Ibanez และคณะ (2003) 

ถั่วเหลือง ไอโซฟลาโวนส Li-Hsun และคณะ (2004) 

น้ํามนัหอมระเหย   

เมล็ดผักชี น้ํามนัหอมระเหย Eikani และคณะ (2007) 

มินท น้ํามนัหอมระเหย Ozel และ Kaymaz (2004) 

ออริกาโน  น้ํามนัหอมระเหย Ayala และ Luque de Castro 
(2001) 

เมล็ดยี่หรา น้ํามนัหอมระเหย Gámiz-Gracia และ Luque 
de Castro (2000) 

 
2.2.3 ความคงตัวของสารประกอบฟนอลิกในน้าํกึ่งวิกฤต 
การใชประโยชนจากน้าํกึง่วกิฤตในการสกดัสารที่มีมูลคาจากวัตถุดิบทางการเกษตรนั้น

ไดรับความสนใจจากนักวจิัยจํานวนมาก โดยเฉพาะสารประกอบฟนอลิก ซึ่งมีการศึกษาการ
ประยุกตใชน้าํกึ่งวกิฤตมาสกัดสารประกอบฟนอลิกจากพืชชนิดตางๆ กันอยางกวางขวาง แตใน
การสกัดสารประกอบที่ไมเสถียรตอความรอนดวยน้ํากึ่งวกิฤต จะมีการสลายตัวเกิดข้ึนในบางคร้ัง 
ซึ่งการศึกษาดานความคงตัวของสารประกอบเหลานี้ในน้าํกึ่งวิกฤตยังไมไดรับการศึกษาอยาง
เพียงพอ โดยงานวิจัยบางสวนมีการรายงานวาการเพิ่มอุณหภูมิที่สูงข้ึนจะทําใหปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกที่สกัดไดมีคาลดลงหรือสูญเสียความสามารถในการเปนสารตอตานอนุมูล
อิสระของสารสกัด ซึ่งแสดงใหเหน็วาสารประกอบเหลานี้มีความคงทนตอสภาวะในการสกัดไดไมดี
นัก เชน Ju และ Howard (2005) พบวาการใชอุณหภูมิสูงกวา 110 องศาเซลเซยีส ในการสกดั
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สารฟนอลิกจากเปลือกองุนดวยน้าํกึง่วิกฤตจะทําใหเกิดการลดลงของทั้งปริมาณแอนโทไซยานินส
และปริมาณสารประกอบฟนอลิกโดยรวม สวน Rangsriwong และคณะ (2009) ศึกษาการสกัด
สารโพลีฟนอลิกจากผลสมอไทยดวยน้ํากึง่วิกฤต พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิถึง 220 องศาเซลเซียส
ปริมาณ gallic acid และ ellagic acid ในสารสกัดลดลงซึ่งอาจเปนไปไดวาอาจเกิดการสลายตัวที่
อุณหภูมิสูง และเมื่อเพิม่เวลาในการสกัดใหนานข้ึน ความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชัน
ของสารสกัดตํ่าลง เชนเดียวกับการสกดัสารประกอบฟนอลิกจากมะระข้ีนกดวยน้ํากึ่งวกิฤต คือ 
ปริมาณของสารประกอบฟนอลิกทัง้หมด ปริมาณของ catechin, gentisic acid และ chlorogenic 
acid ที่สกัดไดและความสามารถในการตานการเกิดออกซิเดชันของสารสกัดเพิ่มข้ึนเมื่ออุณหภูมิ
เพิ่มข้ึนถึง 200 องศาเซลเซยีสแตปริมาณ gallic acid ทีส่กัดไดลดลงเล็กนอยที่อุณหภูมิ 200 
องศาเซลเซยีสแตเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนถึง 230 องศาเซลเซียสปริมาณของสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดที่สกัดไดลดลง ซึ่งอาจเกิดการสลายตัวที่อุณหภูมิสูงเชนเดียวกัน (Butrat และ Shotipruk, 
2009) 

Herrera และ Luque de Castro (2005) รายงานความคงตัวของสารประกอบฟนอลิกเมื่อ
ผานการสกัดดวยน้าํกึง่วิกฤตที่มีการเติมกรด HCl 1.2 M ที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซยีส  
(ตารางที่ 4) พบวาสารประกอบฟนอลิก 7 ชนิดสลายตัวหมด 100 % ภายในเวลา 10 นาที และมี
เพียง 3 ชนิดเทานั้นมีการการสลายตัวอยูในชวง 50 % แตงานวิจัยจํานวนมากยังพบวาสามารถ
สกัดสารประกอบฟนอลิกไดแมใชอุณหภูมิสูงแสดงใหเหน็วาสารประกอบฟนอลิกบางชนิดอาจจะ
มคีวามคงตัวตอความรอนในน้าํกึง่วิกฤตไดดี 
 Lindquist และ Yang (2011) ศึกษาความคงตัวของ benzoic acid และอนุพนัธของ 
benzoic acid 3 ชนิด ไดแก anthranilic acid, salicylic acid และ syringic acid ภายใตสภาวะ
น้ํากึง่วกิฤต โดยศึกษาที่อุณหภูม ิ 50-350 องศาเซลเซียสพบวาการสลายตัวของอนพุันธของ 
benzoic acid เพิ่มข้ึนเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึน และมีความเสถียรนอยลงเมื่อเพิ่มเวลาในการใหความ
รอน สารทัง้ 4 ชนิด ยังคงเสถียรจนถึงอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซยีส แตที่อุณหภูมิ 150 องศา
เซลเซียส อนพุันธของ benzoic ทั้ง 3  ชนิด เกิดการสลายตัวเพียงเล็กนอยหลังจากใหความรอน 
30 นาท ี แตสลายตัวมาก และสลายตัวอยางสมบูรณที่ 250 องศาเซลเซียสแต benzoic acid 
ยังคงเสถียรอยูที่อุณหภูม ิ300 องศาเซลเซียส หลังจากใหความรอน 10 นาท ีที่อุณหภูมิ 200 และ 
250 องศาเซลเซียส สารประกอบ anthranilic acid, salicylic acid, syringic acid และ benzoic 
acid เกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชันไปเปนสารประกอบตัวอ่ืนไดแก ไดแก aniline, phenol, 
syringol และ benzene ตามลําดับ (ภาพที่ 6) ซึ่งกลไกการเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชันของ  
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anthranilic acid แสดงดังภาพที่ 7 
 
ตารางที ่4 การสลายตัวของสารประกอบฟนอลิกภายใตการสกัดดวยน้ํากึ่งวิกฤต  

Degradation (%) Analyte 
Subcritical water extraction ที่เติมกรด 

HCl 1.2 M ทีอุ่ณหภูมิ 130 องศาเซลเซยีส 
gallic acid 
protocatechuic acid 
gentisic acid 
p-hydroxybenzoic acid 
vanillic acid 
chlorogenic acid 
caffeic acid 
syrinic acid 
vanillin 
syringic acid 
syringaldehyde 
salicylic acid 
p-Coumaric acid  
veratric acid 
ferulic acid 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
96 
58 
99 
55 
49 
76 
82 
68 

ที่มา : Herrera และ Luque de Castro (2005) 
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ภาพที่ 6 ปฏิกิริยาการสลายตัวของ benzoic acid และ อนพุันธของ benzoic acid : (a)  
 benzoic acid (b) anthranilic acid (c) salicylic acid และ (d) syringic acid 
ที่มา: Lindquist และ Yang (2011) 

 
 

ภาพที่ 7 กลไกการเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชันของ anthranilic acid  

ที่มา: Lindquist และ Yang (2011 

 
 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1 สารเคม ี

3.1.1 gallic acid monohydrate (98%, M.W.= 188.14, Sigma, U.S.A.) 

3.1.2 protocatechuic acid (97%, M.W.= 154.12), p-hydroxybenzoic acid 

(99%, M.W.= 138.12, Aldrich, Germany) 

 3.1.3 caffeic acid(95%, M.W.= 180.16), vanillic acid (97%, M.W.= 168.15, 
Fluka, China ) 

3.1.4 gentisic acid sodium salt hydrate (98%, M.W.= 176.10, Aldrich, U.S.A. ) 

3.1.5 p-coumaric acid (98%, M.W.= 164.16, Fluka, UK) 

3.1.6 syringic acid (95%, M.W.= 198.17, Sigma, UK) 

3.1.7 chlorogenic acid (95%, M.W.= 354.31, Aldrich, India)  

3.1.8 catechin hydrate (96%, M.W.= 290.27, Fluka, Indonesia) 
3.1.9 DPPH˚ (2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl) (Sigma-Aldrich, Germany) 
3.1.10 Folin-ciocalteu (Merck, Germany) 
3.1.11 Sodium carbonate anhydrous (Na2CO3) (Ajax Finechem, Australia) 
3.1.12 เมทานอล (Merck, Germany) 
3.1.13 กรดอะซีติก (J.T. Baker, Thailand) 
3.1.14 L-ascorbic acid (Riedel-de Haën, China) 
3.1.15 น้ํากล่ัน       
  

 3.2 อุปกรณ 
 3.2.1 ชุดอุปกรณใหความรอนแบบ batch-type (ภาพที่ 6ก) ซึ่งประกอบดวย  
  - เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (Temperature controller) (AS ONE, Japan) 
  - อางซิลิโคน (Silicone oil bath) 
  - เทอรโมคัปเปล  
 - เทอรโมมิเตอร (Fluk รุน 52 II, China) 
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 - High pressure reactor (ขนาดเสนผานศูนยกลางภายในความสูงภายนอก: 

  0.610.6 เซนติเมตร, ปริมาตร 3.3 มิลลิลิตร, บริษัทนานาสยามอินเตอรเทรด 
   จาํกัด) 

3.2.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
- ชุดที ่1 ประกอบดวยปม HPLC (Dionex รุน P680A LPG-4, Germany), Photodiode 

array detector (Dionex รุน PDA-100, USA) คอลัมนแบบ Inertsil ODS-3 (ขนาด 4.6250 
มิลลิเมตร ยี่หอ GL Science, Japan) และ Luna 5u C18 (ขนาด 4.6×150 มิลลิเมตร ยี่หอ 
Phenomenex, USA) 

3.2.3 เคร่ืองวดัคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) (Thermo Spectronic, รุน  
Genesys 10uv, USA) 

3.2.4 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตําแหนง (Sartorius AG รุน ED224S, Germany) 
3.2.5 เคร่ืองแกวชนิดตางๆ 
3.2.6 ตูแชเยือกแข็ง ตูเยน็ 
3.2.7 นาฬิกาจับเวลา 

 

 
ข. 

ภาพที่ 8  อุปกรณที่ใชในการทดลองแบบ batch-type ( 
 
3.3 วิธกีารทดลอง 

3.3.1 การใหความรอนกบัสารละลายสารประกอบฟนอลกิดวยน้ํากึ่งวิกฤต 
3.3.1.1 เตรียมสารละลายสารประกอบฟนอลิกในน้ํา ไดแก gallic acid,  

protocatechuic acid, gentisic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, 
caffeic acid, p-coumaric acid, chlorogenic acid และ catechin  ความเขมขน 100 ppm  
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3.3.1.2 กําจัดอากาศออกโดยการแทนท่ีดวยกาซไนโตรเจน  
3.3.1.3 บรรจุสารละลายสารประกอบฟนอลิกแตละชนดิใน batch-type reactor  

2.6 มิลลิลิตร (80% ของปริมาตร reactor) (ภาพที่ 6 ก)  
3.3.1.4 วางลงในอางซิลิโคนที่ต้ังอุณหภูมิที่ตองการไว (ภาพที ่6 ข) เพื่อใหความ 

รอนแกสารละลายสารประกอบฟนอลิกจนถึงอุณหภูมทิีต่องการ (โดยที่อุณหภูม ิ100 องศา
เซลเซียส ใชเวลาประมาณ 3 – 5 นาท ีอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส ใชเวลาประมาณ 5 – 7 นาท ี
อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซยีส ใชเวลาประมาณ 5 – 7 นาท ีและอุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส ใช
เวลาประมาณ 6 – 8 นาที) จงึเร่ิมจับเวลาเปนเวลา 30, 60, 90, 120 นาท ีโดยทําการทดลอง 3 ซ้าํ 

3.3.1.5 เมื่อครบตามเวลาทีก่ําหนดไวจงึนาํ reactor ออกจากอางซิลิโคน ทาํให 
เย็นทันทีโดยการจุมลงในน้าํผสมน้ําแข็ง  

3.3.1.6 เก็บสารละลายตัวอยางที่ผานการใหความรอนในขวดใสตัวอยางสีชา 
แลวเก็บที่อุณหภูมตํ่ิากวา -18 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะหตอไป  
 

3.3.2 การวิเคราะห 
3.3.2.1 วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกที่เหลือหลังจากการใหความรอน 

ดวยน้าํกึง่วิกฤตใชวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (ดัดแปลงจาก
วิธีการของ Subba Roa และ Muralikrishna, 2002) ทําการวิเคราะหตัวอยางละ 2 ซ้ํา วธิีการ
วิเคราะหแสดงรายละเอียดในภาคผนวก ข  

3.3.2.2 วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดดวยวธิี Folin-Ciocalteu 
method (Maisuthisakul และคณะ, 2007) ทําการวิเคราหตัวอยางละ 3 ซ้ํา ซึง่ผลการทดลอง
แสดงในหนวยของมิลลิกรัมกรดแกลลิกตอกรัมน้ําหนักตัวอยาง (mg GAE/g sample) วิธีการ
วิเคราะหแสดงรายละเอียดในภาคผนวก ข  

3.3.2.3 วิเคราะหความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical 
scavenging) (ดัดแปลงจากวิธีการของ Brand-Williams และคณะ, 1995) ทําการวิเคราห 
ตัวอยางละ 3 ซ้ํา ซึง่ผลการทดลองแสดงในหนวยของมิลลิกรัมของวิตามินซีตอกรัมน้ําหนกั 
ตัวอยาง (g VCEAC/g sample) วิธกีารวิเคราะหแสดงรายละเอียดในภาคผนวก ข 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนดวยนํ้ากึ่งวิกฤตตอการสลายตัวของ
สารประกอบฟนอลกิ  

การศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนตอการสลายตัวในนํ้ากึ่งวิกฤตของ
สารประกอบฟนอลิก 10 ชนิด ทีม่ีความเขมขน 100 ppm โดยแบงเปนกลุมไดดังนี้ คือ  
กลุมกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (Hydroxybenzoic acids) ประกอบดวย gallic acid, 
protocatechuic acid, gentisic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid และ syringic 
acid กลุมกรดไฮดรอกซีซินนามิก (Hydroxycinnamic acids) ประกอบดวย caffeic acid,       
p-coumaric acid และ chlorogenic acid และกลุมฟลาโวนอยด ประกอบดวย catechin โดย
ศึกษาที่อุณหภูมิ 100, 150, 200 และ 250 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30, 60, 90 และ 120 นาที 
แสดงดังภาพที่ 9 ซึ่งแสดงสัดสวนความเขมขนของสารประกอบฟนอลิกที่คงเหลือแตละชนิดตอ
ความเขมขนทีเ่วลาเร่ิมตน (C/C0) พบวาเมื่อเวลาในการใหความรอนดวยน้าํกึง่วิกฤตเพ่ิมข้ึนจาก 
30 นาที ถงึ 120 นาที สงผลใหสารประกอบฟนอลิกทัง้ 10 ชนิด มปีริมาณลดลง เชนเดียวกับเมื่อ
อุณหภูมิในการใหความรอนดวยน้าํกึง่วิกฤตเพ่ิมข้ึน จาก 100 ถึง 250 องศาเซลเซยีส สงผลให
สารประกอบฟนอลิกทัง้ 10 ชนิด มีปริมาณลดลงดวยเชนกนั โดยที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซยีส 
ข้ึนไปนั้นสารประกอบฟนอลิกทั้ง 10 ชนดิ สลายตัวไปในปริมาณมาก 
 สารประกอบฟนอลิกสวนใหญสลายตัวไมหมดที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส หลังจากให
ความรอนเปนเวลา 30 นาท ีไดแก protocatechuic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic 
acid, syringic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, chlorogenic acid และ catechin มี
สารประกอบฟนอลิกเพียง 2 ชนิด เทานัน้ที่ไมพบหลังจากใหความรอนดวยสภาวะนี้ คือ gallic 
acid และ gentisic acid แตเมื่อสารประกอบเหลานี้ผานการใหความรอนที่อุณหภูมินี้เปนเวลา 60 
นาที พบวาสารประกอบฟนอลิกที่ทนอยูในสภาวะนี้ไดเหลือเพยีง 5 ชนิด ไดแก protocatechuic 
acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic acid และ chlorogenic acid แตใน
ปริมาณที่ตํ่า (นอยกวารอยละ 35) 

ในขณะที่การใหความรอนดวยน้าํกึง่วกิฤตที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส นัน้ พบวา
สารประกอบฟนอลิกทัง้ 10 ชนิด สลายตัวหมด หลังจากใหความรอนเปนเวลาเพียง 30 นาที 
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ภาพที่ 9 การลดลงของสาร gallic acid (a), protocatechuic acid (b), gentisic acid (c), vanillic acid (d), p-hydroxybenzoic acid (e),   

 syringic acid (f), caffeic acid (g), p-coumaric acid (h), chlorogenic acid (i) และ catechin (j) ที่ผานการใหความรอนดวยน้าํกึง่วกิฤตที ่
อุณหภูมิ 100°C (  ), 150°C (  ), 200°C (  ), 250°C (  ) ที่เวลาตางๆ โดย C คือความเขมขนของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดที่
คงเหลือที่เวลาใดๆ และ C0 คือ ความเขมขนที่เวลาเริ่มตน
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ในการเพิ่มอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนดวยน้ํากึง่วกิฤต สงผลใหสารประกอบ 
ฟนอลิกทัง้ 10 ชนิด มีปริมาณลดลง เนื่องจากสารประกอบฟนอลิกเกดิการสลายตัวข้ึนที่อุณหภูมิ
สูง ซึง่ผลการศึกษาดังกลาวนี้สอดคลองกับผลการศึกษาของ Lindquist และ Yang (2011) ที่
พบวา การสลายตัวของอนพุันธของ benzoic acid ไดแก anthranilic acid, salicylic acid และ 
syringic acid ในน้ํากึง่วกิฤต เพิ่มข้ึนเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจาก 50 องศาเซลเซียส ถงึ 350 องศา
เซลเซียส  ซึง่ Lindquist และ Yang (2011) ไดวิเคราะหพบวาปฏิกิริยาการสลายตัวของสาร 
ฟนอลิกทัง้ 3 ชนิด คือ ปฏิกริิยาดีคารบอกซิเลชัน โดยสลายตัวอยางสมบูรณที่ 250 องศาเซลเซยีส 
เชนเดียวกับผลการศึกษาของ Yang และคณะ (2007) ที่พบวาอุณหภูมิมีผลตอความคงตัวของ 
carvacrol  ในน้ํากึง่วกิฤต ซึง่ carvacrol นั้นเปนสารประกอบฟนอลิกโมโนเทอรปนส โดยการ
สลายตัวของ carvacrol  ในน้ํากึง่วกิฤต เพิ่มข้ึนเมื่ออุณหภูมิเพิม่ข้ึนจาก 100 องศาเซลเซียส ถึง 
250 องศาเซลเซียส ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส carvacrol มีการสลายตัวตํ่ากวารอยละ 10 
และที่อุณหภูมิ 200 และ 250 องศาเซลเซียส เกิดการสลายตัวมาก และเมื่อใหความรอนเปน
เวลานานข้ึนจาก 30-300 นาท ีทาํใหปริมาณของ carvacrol ลดลงดวย แตผลการศึกษาของ 
Herrera และ Luque de Castro (2005) ทีศึ่กษาความคงตัวของสารประกอบฟนอลิกเมื่อผานการ
สกัดดวยน้าํกึง่วิกฤตที่มกีารเติมกรด HCl 1.2 M ที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียส พบวา
สารประกอบฟนอลิก 7 ชนดิ ไดแก gallic acid, protocatechuic acid, gentisic acid, 
p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, chlorogenic acid และ caffeic acid สลายตัวหมด 
100 % ภายในเวลา 10 นาที และมีเพียง 3 ชนิดเทานั้นมีการการสลายตัวอยูในชวง 50 % ไดแก  
vanillin, syringaldehyde, salicylic acid 

การลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดทีผ่านการใหความรอนดวยน้าํกึ่ง
วิกฤต เมื่อพิจารณาในทางจลนพลศาสตร โดยการพล็อตคาลอการิทมึ C/C0 กับเวลานั้นจะเหน็ได
วาไดความสัมพันธเปนเสนตรง (ภาพที่ 10) แสดงใหเห็นวาการสลายตัวสามารถอธิบายไดดวย
จลนพลศาสตรอันดับหนึง่ (first-order kinetics) ดังสมการ 
 ln C/C0 = -kt  (1) 
 เมื่อ C คือ ความเขมขนที่คงเหลือที่เวลาใดๆ 
  C0 คือ ความเขมขนที่เวลาเริ่มตน 
  k คือ คาคงที่อัตรา 
  t คือ เวลา (นาที) 
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ภาพที่ 10 ความสัมพันธระหวาง ln C/C0 กับเวลาของสาร gallic acid (a), protocatechuic acid (b), gentisic acid (c), vanillic acid (d),  

 p-hydroxybenzoic acid (e), syringic acid (f), caffeic acid (g), p-coumaric acid (h), chlorogenic acid (i) และ catechin (j)   
 ที่อุณหภูมิ 100°C (  ),150°C (  ) และ 200°C (  ) 
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ตารางที ่5 คาคงที่อัตราการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิก(k) คาสัมประสิทธิ์สหสัมพนัธ(R2) และคาครึ่งชีวติ (t1/2) จากการวิเคราะหรีเกรสชั่น 

อุณหภูมิ  (˚C) 
100 150 200 สารประกอบฟนอลิก 

k (min-1) R2 t1/2 (นาที) k (min-1) R2 t1/2 (นาที) k (min-1) R2 t1/2 (นาที) 
gallic acid 0.0062 0.9720 112 0.0326 0.9658 21 nd nd nd 
protocatechuic acid 0.0034 0.9865 204 0.0089 0.9637 78 0.0744 0.9922 9 
gentisic acid 0.0046 0.9828 151 0.0180 0.8959 39 nd nd nd 
vanillic acid 0.0009 0.9450 812 0.0056 0.6750 123 0.0346 0.9586 20 
p-hydroxybenzoic acid 0.0006 0.8862 1082 0.0046 0.9127 151 0.0221 0.9878 31 
syringic acid 0.0021 0.9527 326 0.0080 0.9108 87 0.0279 0.9687 25 
caffeic acid 0.0082 0.9316 85 0.0324 0.9854 21 nd nd nd 
p-coumaric acid 0.0014 0.5930 495 0.0076 0.8806 91 nd nd nd 
chlorogenic acid 0.0065 0.9873 107 0.0185 0.9428 37 0.0381 0.9336 18 
catechin 0.0130 0.8349 57 0.0153 0.8560 33 nd nd nd 

nd หมายถึง ไมสามารถคํานวณคาไดเนือ่งจากขอมูลไมเพียงพอ
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ซึ่งจลนพลศาสตรอันดับหนึง่พบไดบอยสําหรับการสลายตัวของสารประกอบที่มีอยูใน
อาหารที่อุณหภูมิคงที่ (Taoukis และคณะ,1997) และพบในการไฮโดรไลซิส  
มอลโตโอลิโกแซคคาไรด การสลายตัวของน้าํตาลมอลโตสในน้ํากึ่งวิกฤต (Khajavi และคณะ, 
2006 และ Khajavi และคณะ, 2004) การไฮโดรไลซิสสตารช เซลลูโลสและโปรตีนในน้าํกึง่วิกฤต 
(Rogalinski และคณะ, 2008) และการไฮโดรไลซิสเอสเตอรของกรดไขมันในน้ํากึ่งวิกฤต 
(Khuwijitjaru, 2004)  
 โดยการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดในรูปของกราฟจลนพลศาสตรแสดง
ดังภาพที่ 10 และคาคงที่อัตราการสลายตัว (k)  และคาคร่ึงชีวิต (half-life, t1/2) แสดงดังตารางที่ 
5 ซึ่งเมื่ออุณหภูมิในการใหความรอนเพิ่มข้ึนจาก 100 องศาเซลเซียส ถึง 200 องศาเซลเซียส มีผล
ใหคาคงที่อัตราการสลายตัวของของสารประกอบฟนอลิกทั้ง 10 ชนิด มีคาเพิม่ข้ึน และคาคร่ึงชีวิต
มีคาลดลง ซึ่งคาคร่ึงชีวิตหมายถึงเวลาที่ใชในการทําใหความเขมขนลดลงคร่ึงหนึ่ง แตสําหรับที่
อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส มีขอมูลไมเพียงพอสําหรับพล็อตกราฟ โดยคาคงที่อัตราการสลายตัว 
ของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส มคีาเพิ่มข้ึนมากกวาคาคงที่
อัตราการสลายตัวที่อุณหภูมิ 100 และ 150 องศาเซลเซียส มากอยางเหน็ไดชัด และคาคร่ึงชีวิตกม็ี
คาลดลงมากอยางเหน็ไดชัดเชนกนั ดังนัน้การใหความรอนกับสารประกอบฟนอลิกเหลานี้ ดวยน้าํ
กึ่งวกิฤตที่อุณหภูมิสูงทําใหสารประกอบเหลานี้มปีริมาณลดลงอยางรวดเร็วกวาที่อุณหภูมิตํ่า  
 จากผลการศึกษานี้สนับสนุนผลการทดลองของ Rangsriwong และคณะ (2009) ทีศึ่กษา
การสกัดสารโพลีฟนอลิกจากผลสมอไทยดวยน้าํกึง่วิกฤต พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการสกัดสารถึง 
220 องศาเซลเซียส ปริมาณ gallic acid และ ellagic acid ในสารสกัดลดลง ซึง่เปนไปไดวาเกิด
การสลายตัวทีอุ่ณหภูมิสูง เชนเดียวกับการทดลองของ Butrat และ Shotipruk (2009) ที่พบวาเมื่อ
เพิ่มอุณหภูมิในการสกัดเปน 200-230 องศาเซลเซยีส ในการสกัดสารประกอบฟนอลิกจากมะระ
ข้ีนกดวยน้ํากึง่วิกฤตนัน้ ทําใหสาร gallic acid ที่สกัดไดและปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดมี
ปริมาณลดลง ซึ่งเกิดการสลายตัวที่อุณหภูมิสูงเชนเดียวกัน  

ความสัมพันธระหวางคาคงที่อัตราการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิด กับ
อุณหภูมิแสดงดวยสมการ Arrhenius  
 ln k = ln k0 – Ea/RT  (2) 
 โดยที ่ k คือ คาคงที่อัตรา 
  k0 คือ คา Pre-exponential factor  
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  Ea คือ คาพลังงานกระตุน หรือพลังงานกอกัมมันต (Activation energy) (cal/ 
mol) 
  R คือ คาคงทีข่องกาซในอุดมคติ มีคาเทากับ 1.986 cal.mol-1.K-1 
  T คือ อุณหภูมิสัมบูรณ (เคลวิน) 

เมื่อพล็อตกราฟความสัมพนัธระหวางคาลอการิทึมของคาคงที่อัตราของปฏิกิริยาการ
สลายตัวของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิด (ln k) กับสวนกลับของอุณหภูมิสัมบูรณ (1/T) (ภาพ
ที่ 11) พบวาไดลักษณะความสัมพนัธเปนเสนตรง จากสมการความสัมพันธ Arrhenius ซึ่งเปน
สมการที่แสดงการเปล่ียนแปลงของอัตราการเกิดปฏิกิริยากับอุณหภูม ิเมื่อคํานวณคาพลังงาน
กอกัมมนัต จากคาความชันของกราฟของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิด (ตารางที ่6) พบวา
สารประกอบฟนอลิกแตละชนิดในกลุมกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกและกลุมกรดไฮดรอกซีซินนามิกมี
คาพลังงานกอกัมมันตไมแตกตางกนัมากนัก ซึ่งนาจะบงชี้ใหเหน็วาการสลายตัวของ
สารประกอบฟนอลิกแตละชนิดมีกลไกไมแตกตางกนั แตสําหรับ catechin มีคาพลังงาน 
กอกัมมนัตนอยที่สุดในกลุมของสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ศึกษา แสดงใหเหน็วา catechin 
อาจมีกลไกการสลายตัวไมเหมือนกับสารประกอบฟนอลิกในกลุมกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกและกลุม
กรดไฮดรอกซีซินนามิก โดย catechin นั้นเปนสารประกอบฟนอลิกที่อยูในกลุมฟลาโวนอยด ซึ่งมี
โครงสรางตางกับสารในกลุมกรดฟนอลิกทั้ง 2 กลุมดังกลาวอยางมาก ซึ่งในการศึกษาของ 
Lindquist และ Yang (2011) พบวาการสลายตัวของกรดฟนอลิกในน้าํกึ่งวิกฤตเกิดปฏิกิริยาการ
ปฏิกิริยาดีคารบอกซิเลชัน ซึ่งเปนปฏิกิริยาที่หมูคารบอกซิลของกรดคารบอกซิลิกถูกแทนที่ดวย
อะตอมของไฮโดรเจน
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ภาพที่ 11 Arrhenius plot สําหรับการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิกกลุมไฮดรอกซีเบนโซอิกแอซิด (A) : gallic acid (  ), protocatehuic acid (  ), 

 gentisic acid (  ), vanillic acid (  ), p-hydroxybenzoic acid ( + ), syringic acid (  ) กลุมไฮดรอกซีซินนามิกแอซิด (B) : caffeic  
  acid (  ), p-coumaric acid (  ),  chlorogenic acid (  ) และกลุมฟลาโวนอยด (C) : catechin (  ) 
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ตารางที ่6  คาพลังงานกอกัมมันตของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิด 
 

สารประกอบฟนอลกิ Ea (kcal/mol) 
Hydroxybenzoic acids  
vaniilic acid 12.93 
p-hydroxybenzoic acid 12.41 
protocatechuic acid  10.61 
gallic acid*  10.41 
syringic acid 9.00 
gentisic acid* 8.56 

Hydroxycinnamic acids  
p-coumaric acid* 10.61 
caffeic acid* 8.62 
chlorogenic acid 6.22 

Flavonoids  
catechin*  3.39 

หมายเหตุ : * หมายถงึ คาพลังงานกอกัมมันตที่คํานวณไดจากอุณหภูมิในชวง 100-150 องศา
เซลเซียสเทานัน้ 
 
4.2 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนดวยนํ้ากึ่งวิกฤตตอปริมาณสารประกอบ 
ฟนอลกิทั้งหมด 

จากการนาํสารละลายสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดทีผ่านการใหความรอนดวยน้าํกึ่ง
วิกฤตที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ มาวเิคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดดวยวธิ ี
Folin-Ciocalteu ซึ่งอาศัยการทําปฏิกิริยาระหวางสาร folin-ciocalteu กับสารประกอบฟนอลิกทกุ
ชนิดในสารละลายเพื่อใหเกดิสีที่สามารถติดตามดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 765 นาโนเมตร 
พบวาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดของสารละลายที่ผานการใหความรอนดวยน้าํกึง่วกิฤต
มีคาลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอน จากภาพที ่12 ซึ่งแสดงความสัมพนัธ
ระหวางสัดสวนที่สลายตัวของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดที่ไดจากการวิเคราะหดวย HPLC 
กับปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด โดยสารประกอบฟนอลิกทุกชนดิมีแนวโนมเดียวกนั คือ 
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เมื่อสัดสวนทีส่ลายตัวของสารประกอบเพิม่ข้ึน ทําใหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดของ
สารละลายลดลงดวยเชนกนั  

ที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส สารละลายของ gallic acid และ gentisic acid  
ไมพบปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมด ซึ่งสอดคลองกับการสลายตัว ที่ไมพบสาร gallic acid 
และ gentisic acid ที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส (1-C/C0=1) แตสารละลายของ  
protocatechuic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, caffeic acid, 
p-coumaric acid, chlorogenic acid และ catechin ยังคงพบวามปีริมาณสารประกอบ 
ฟนอลิกทัง้หมดอยูในทกุอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอน แมวาทีอุ่ณหภูมิ 250 องศา
เซลเซียส ไมสามารถตรวจพบสารประกอบฟนอลิกเหลานี้ดวย HPLC แลวก็ตาม (1-C/C0=1) ซึ่ง
อาจเกิดจากมสีารประกอบอ่ืนที่เกิดจากการสลายตัวของสารประกอบเหลานี้เกิดข้ึน ซึ่งอาจอยูใน
รูปของสารประกอบฟนอลิกหรืออยูในรูปของสารอ่ืนที่สามารถเกิดปฏิกริิยากับ folin-ciocalteu ได 
ดังจะเห็นไดจากโครมาโตแกรมของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดไดแก protocatechuic acid  
(ภาพที ่13) vanillic acid (ภาพที ่14) caffeic acid (ภาพที่ 15) p-coumaric acid (ภาพที่ 16) 
catechin (ภาพที ่17) ที่พบวามพีีคของสารประกอบอ่ืนเกิดข้ึนบนโครมาโตแกรมของสารละลาย
สารประกอบฟนอลิกหลังจากการใหความรอนที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส ซึ่งในการศึกษาของ 
Lindquist และ Yang (2011) พบวาการสลายตัวของอนพุันธของ benzoic acid 3 ชนิด ไดแก 
anthranilic acid, salicylic acid และ syringic acid ภายใตสภาวะน้ํากึ่งวกิฤต ที่อุณหภูมิ 200 
และ 250 องศาเซลเซียส โดยเกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชันข้ึน ซึ่งเปนปฏิกิริยาทีห่มู 
คารบอกซิลของกรดคารบอกซิลิกถกูแทนที่ดวยอะตอมของไฮโดรเจน โดยขจัดหมูคารบอกซิลออก
ไปเปนคารบอนไดออกไซด โดยสารประกอบ anthranilic acid, salicylic acid และ syringic acid 
เกิดปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชนัไปเปนสารประกอบ aniline, phenol และ syringol ตามลําดับ 
(โครงสรางของสารทัง้ 3 ชนิดแสดงดังภาพที ่6)  ซึ่งกลไกการเกิดเร่ิมจากโมเลกุลของน้ํามาสราง
พันธะกับไฮโดรเจนในหมูคารบอกซิล ตามดวยการเคลื่อนที่ของไฮโดรเจนในหมูคารบอกซิลไปสูน้าํ 
และสุดทายไฮโดรเจนของโมเลกุลน้าํมาเชือ่มตอกับวงแหวนเบนซีน ซึง่เปนผลใหเกดิการสูญเสีย
คารบอนไดออกไซด โดยผลิตภัณฑที่เกิดข้ึน คือ phenol และ syringol นั้นจัดเปนสารประกอบใน
กลุมสารประกอบฟนอลิก  
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ภาพที่ 12 ความสัมพันธระหวางสัดสวนที่สลายตัวของสาร gallic acid (a), protocatechuic acid (b), gentisic acid (c), vanillic acid (d),  

 p-hydroxybenzoic acid (e), syringic acid (f), caffeic acid (g), p-coumaric acid (h), chlorogenic acid (i) และ catechin (j) กับ 
 ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด ที่อุณหภูมิ 100°C (  ), 150°C (  ), 200°C (  ), 250°C (  )
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ภาพที่ 13 โครมาโตแกรมของสารละลาย protocatechuic acid ทีไ่มผานการใหความรอน (a)  
 และที่ผานการใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส 30 นาที (b)   
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ภาพที่ 14 โครมาโตแกรมของสารละลาย vanilic acid ที่ไมผานการใหความรอน (a) และ 
 ที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส 30 นาท ี(b) 
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ภาพที่ 15 โครมาโตแกรมของสารละลาย caffeic acid ที่ไมผานการใหความรอน (a) และ 
  ที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส 30 นาท ี(b)   
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ภาพที่ 16 โครมาโตแกรมของสารละลาย p-coumaric acid ที่ไมผานการใหความรอน (a) และ 
 ที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส 30 นาท ี(b) 
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ภาพที่ 17 โครมาโตแกรมของสารละลาย catechin ที่ไมผานการใหความรอน (a) และ 
  ที่ผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส 30 นาท ี(b)   
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4.3 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนดวยนํ้ากึ่งวิกฤตตอความสามารถในการ
ตานอนุมูลอิสระ 
 เมื่อนําสารละลายสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดที่ผานการใหความรอนดวยน้ํากึ่งวกิฤต
ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ มาวิเคราะหความสามารถในการตานอนุมลูอิสระ โดยวธิกีารจับอนมุูล
อิสระ DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl) พบวาสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดมี
ความสามารถในการตานอนมุูลอิสระเร่ิมตนแตกตางกัน (ตารางที่ 7) โดยที่สาร gallic acid มี
ความสามารถในการตานอนมุูลอิสระสูงทีสุ่ด รองลงมาคือ protocatechuic acid, caffeic acid, 
catechin, gentisic acid, chlorogenic acid, syringic acid, p-coumaric acid, vanillic acid 
ตามลําดับ ในขณะที่ p-hydrodroxybenzoic acid มีความสามารถในการตานอนุมลูอิสระตํ่าที่สุด 
ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาของ Brand-Williams และคณะ (1995) ที่ศึกษาความสามารถใน
การตานอนุมลูอิสระ DPPH ของสารแอนต้ีออกซิแดนท 20 ชนิด พบวา gallic acid, caffeic acid 
และ gentisic acid มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระสูงที่สุด รองลงมาคือ protocatechuic 
acid และมีคาสูงกวากรดแอสคอบิก สวน p-coumaric acid และ vanillic acid มีความสามารถ
ในการตานอนมุูลอิสระตํ่ากวากรดแอสคอบิก โดย vanillic acid มีความสามารถในการตานอนุมูล
อิสระตํ่ามาก ทั้งนี้เปนเพราะวาความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของสารประกอบฟนอลิก
ข้ึนอยูกับโครงสรางของสารประกอบฟนอลิก ในกรณีของสารประกอบกรดฟนอลิก ความสามารถ
ในการตานอนมุูลอิสระข้ึนอยูกับจํานวนและตําแหนงของหมูไฮดรอกซิลที่มีความสัมพันธ 
หมูคารบอกซิล ดังนี้คือ สารประกอบ monohydroxy benzoic acids ที่มีหมูไฮดรอกซิล (-OH) ที่
ตําแหนง ortho- หรือ para- กับหมูคารบอกซิล (-COOH) จะไมแสดงคุณสมบัติในการเปนสาร
ตานอนมุูลอิสระ และความสามารถในการตานอนุมูลอิสระของกรดฟนอลิกจะเพิ่มข้ึนเมื่อจํานวน
หมูไฮดรอกซิลเพิ่ม เชนในกรณีของ gallic acid เปน triphenol แสดงความสามารถในการตาน
อนุมูลอิสระสูงที่สุด (Rice-Evans และคณะ, 1996) ซึ่งสอดคลองกบัผลการทดลองทีพ่บวา 
p-hydrodroxybenzoic acid มีความสามารถในการตานอนุมูลอิสระตํ่ามาก เนื่องจาก 
p-hydrodroxybenzoic acid เปนสารประกอบ monohydroxy benzoic acids ที่มีหมูไฮดรอกซิล 
(-OH) ที่ตําแหนง para- กับหมูคารบอกซิล และพบวา gallic acid มีความสามารถในการตาน
อนุมูลอิสระสูงที่สุด ซึ่งความสัมพนัธของจํานวนหมูไฮดรอกซิลและความสามารถในการจับอนมุูล
อิสระ DPPH ของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดแสดงดังตารางที่ 7 
 
 
 



 

39 
 

ตารางที ่7  จํานวนหมูไฮดรอกซิลกับความสามารถในการจับอนุมลูอิสระ DPPH ของ 
 สารประกอบฟนอลิกแตละชนิดทีย่ังไมผานการใหความรอน 
 

สารประกอบฟนอลกิ 
ความสามารถในการ
จับอนุมูลอิสระ DPPH 
(g VCEAC/g sample) 

จํานวนหมู-OH ที่
แทนท่ีบนวง

แหวนอะโรมาติก 

ตําแหนงของ 
-OH กับ –COOH 

Hydroxybenzoic acids    
gallic acid 3.16 3 meta+para 
protocatechuic acid 2.79 2 meta+para 
gentisic acid 2.09 2 ortho+meta 
vaniilic acid 0.30 1 para 
p-hydroxybenzoic 
acid 

0.07 1 para 

syringic acid 1.12 1 para 
Hydroxycinnamic 
acids 

   

caffeic acid 2.37 2 meta+para 
p-coumaric acid 0.66 1 para 
chlorogenic acid 1.39 2 meta+para 
Flavonoids    
catechin 2.27 5 3,5,7,3’,4’ 
หมายเหตุ : VCEAC ยอมาจาก vitamin C equivalent antioxidant capacity 
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ภาพที่ 18 ความสัมพันธระหวางสัดสวนที่สลายตัวของสาร gallic acid (a), protocatechuic acid (b), gentisic acid (c), vanillic acid (d),  

 p-hydroxybenzoic acid (e), syringic acid (f), caffeic acid (g), p-coumaric acid (h), chlorogenic acid (i) และ catechin (j) กับ 
 ความสามารถในการจับอนมุูลอิสระ DPPH ที่อุณหภูม ิ100°C (  ), 150°C (  ), 200°C (  ), 250°C (  ) 
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จากภาพที ่18 ซึ่งแสดงความสัมพนัธระหวางสัดสวนทีส่ลายตัวของสารประกอบ 
ฟนอลิก ชนิดตางๆกับความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ DPPH ของสารละลายที่ผานการให
ความรอนพบวาเมื่ออุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนเพิ่มข้ึน ทําใหความสามารถในการตาน
อนุมูลอิสระของสารละลายสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดลดลง ซึ่งที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส 
สารละลาย gallic acid, gentisic acid, vanillic acid, p-hydroxybenoic acid และ p-coumaric 
acid ไมพบความสามารถในการจับอนมุูลอิสระ ซึ่งสอดคลองกับการสลายตัวของสารประกอบ 
ฟนอลิกแตละชนิด ที่ไมสามารถตรวจพบสารประกอบฟนอลิกเหลานี้จากการวิเคราะหดวย HPLC 
แตมีสารละลายสารประกอบฟนอลิกบางชนิดที่ยงัคงมีความสามารถในการตานอนมุูลอิสระในทุก
อุณหภูมิที่ศึกษา แมไมสามารถตรวจพบสารประกอบฟนอลิกแลว (1-C/C0=1)  ทีอุ่ณหภูมิ 250 
องศาเซลเซยีส ไดแก สารละลายของสาร protocatechuic acid, syringic acid, caffeic acid, 
chlorogenic acid และ catechin ทั้งนี้อาจเนื่องจากมีสารประกอบอ่ืนที่เกิดจากการสลายตัวของ
สารประกอบเหลานี้เกิดข้ึน และยังคงมีความสามารถในการตานอนุมลูอิสระดวยดังจะเหน็ไดจาก
โครมาโตแกรมของสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดไดแก protocatechuic acid  (ภาพที ่13) 
caffeic acid (ภาพที ่15) และ catechin (ภาพที ่17) ทีพ่บวามีกราฟของสารประกอบอ่ืนเกิดข้ึนใน
โครมาแกรม ซึง่ในการศึกษาของ Lindquist และ Yang (2011) ที่ศึกษาการสลายตัวของอนุพนัธ
ของ benzoic acid 3 ชนิด ไดแก anthranilic acid, salicylic acid และ syringic acid ภายใต
สภาวะน้ํากึง่วกิฤต ที่อุณหภูมิ 200 และ 250 องศาเซลเซียส พบวาเกดิปฏิกิริยาดีคารบอกซีเลชนั 
(decarboxylation) ไปเปนสารประกอบตัวอ่ืนไดแก aniline, phenol และ syringol ตามลําดับ 
โดย phenol และ syringol นั้นยังเปนสารประกอบในกลุมสารประกอบฟนอลิก ซึง่ syringol นั้น
เปนสารที่มีคุณสมบัติในการเปนสารตานอนุมูลอิสระ (Loo และคณะ, 2008)  
 ผลิตภัณฑที่เกดิจากการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิกบางชนิดมีความสามารถในการ
จับอนุมูลอิสระท่ีนาสนใจ ไดแก สาร caffeic acid ซึ่งเมื่อผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 250 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที สารประกอบนี้สลายตัวหมด ไมสามารถวิเคราะหดวย HPLC 
แลว แตพบวาสารผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนนั้นมคีวามสามารถในการจับอนมุูลอิสระสูงมาก และยัง
คงทนตออุณหภูมิสูง นอกจากผลิตภัณฑที่เกิดจากการสลายตัวของ caffeic acid แลว ผลิตภัณฑ
ที่เกิดจากการสลายตัวของ protocatechuic acid, syringic acid, chlorogenic acid และ 
catechin ก็ยังคงมีความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระสูงเชนกัน ดังนั้นถามกีารใหความรอนที่
อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส เปนเวลานอยกวา 30 นาท ีอาจจะใหความสามารถในการจับอนมุูล
อิสระที่สูงกวานี้ได จึงควรมีการศึกษาตอไป  



 

42 
 

 ความสัมพันธระหวางปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดกับความสามารถในการจับ
อนุมูลอิสระของสารละลายสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดหลังจากผานการใหความรอนดวยน้าํ
กึ่งวกิฤตที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ แสดงดังภาพที่ 19 พบวาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมด
กับความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ DPPH ของสารละลายสารประกอบฟนอลิกแตละชนิดมี
ความสัมพันธกันในลักษณะที่เปนเสนตรง โดยความสามารถในการตานอนุมูลอิสระลดลง เมื่อ
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดลดลง แสดงใหเหน็วาสารประกอบฟนอลิกที่ผานการใหความ
รอนดวยน้ํากึง่วิกฤตนั้นมกีารสลายตัวไปเปนสารประกอบในกลุมสารประกอบฟนอลิก ทีม่ี
ความสามารถในการจับอนมุูลอิสระ แตมีสารละลายสารประกอบฟนอลิกบางชนิดที่ไมสามารถ
วิเคราะหความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ แตสามารถวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดได ไดแก vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid และ p-coumaric acid เนื่องจาก
สารประกอบฟนอลิกสลายตัวไปเปนสารประกอบชนิดอ่ืนซ่ึงอาจยงัเปนสารในกลุมสารประกอบ 
ฟนอลิกอยูแตไมมีความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระ ซึ่งความสามารถในการจับอนุมูลอิสระของ
สารประกอบฟนอลิกนัน้ข้ึนอยูกับโครงสรางของสาร สารประกอบแตละชนิดแสดงความสามารถใน
การจับอนมุูลอิสระแตกตางกัน และสาร folin-ciocalteu reagent นัน้ไมจําเพาะเจาะจง และ
สามารถทําปฏิกิริยากับสารประกอบในกลุมฟนอลิกทัง้หมดทีพ่บได นอกจากนี ้ความหลากหลาย
ของสารประกอบฟนอลิก มกีารตอบสนองที่แตกตางกนัใน Folin-Cioacalteu assay (Naczk และ 
Shahidi, 2004)



 

43 
 

 

y = 0.0038x - 0.0848

R2 = 0.9872

y = 0.0031x - 0.3778

R2 = 0.9748

y = 0.0033x- 0.0906

R2 = 0.9416

y = 0.0005x - 0.1817

R2 = 0.672

y = 0.0002x - 0.1183

R2 = 0.7221

y = 0.0039x - 0.6727

R2 = 0.9398

y = 0.0029x - 0.233

R2 = 0.9656
y = 0.0014x  - 0.269

R2 = 0.9756

y = 0.0029x - 0.4519

R2 = 0.6696

y = 0.0033x  - 0.8499

R2 = 0.9488

0

4

8

0 1400 2800 4200 5600 7000

Total phenolic content (mg GAE/g sample)

DP
PH

 ra
dic

al 
sc

av
en

gin
g 

ac
tiv

ity

(g
 V

CE
AC

/g
 s

am
ple

)

2

2

6000 1200 6000 1200 6000 1200 6000 1200 6000 1200

4

 
ภาพที่ 19 ความสัมพันธระหวางปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดกับความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ DPPH ของสาร gallic acid (  ),  

protocatechuic acid (  ), gentisic acid (  ), vanillic acid (  ), p-hydroxybenzoic acid ( + ), syringic acid (  ), caffeic acid 
(  ), p-coumaric acid (  ), chlorogenic acid (  ) และ catechin (  ) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนดวยน้ํากึ่งวกิฤตตอความคงตัว
ของสารประกอบฟนอลิก 10 ชนิด ไดแก gallic acid, protocatechuic acid, gentisic acid, 
vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, 
chlorogenic acid และ catechin ที่อุณหภูมิ 100, 150, 200 และ 250 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 
30, 60,90 และ 120 นาที พบวาการสลายตัวของสารประกอบฟนอลิก สามารถอธิบายไดดวย
สมการจลนพลศาสตรอันดับที่ 1 โดยเมื่อเพิ่มอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอน ทําให
สารประกอบฟนอลิกชนิดตางๆ เกิดการสลายตัวมากข้ึน และที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส 
สารประกอบฟนอลิกสลายตัวอยางสมบูรณ หลังจากใหความรอน 30 นาที ซึง่เมื่อพจิารณาคา
พลังงานกอกมัมันตจากสมการ Arrehenius สาร catechin นาจะมีกลไกการสลายตัวตางจาก
สารประกอบฟนอลิกในกลุมกรดฟนอลิกชนิดอ่ืน ดังนั้นการนาํน้าํกึง่วกิฤตไปใชในการสกัด
สารประกอบฟนอลิกจากพชื ไมควรใชอุณหภูมิในการสกัดสูงและใชเวลานาน  

เมื่ออุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนเพิ่มข้ึนทําใหความสามารถในการตานอนมุูล
อิสระและปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดในสารละลายลดลง ซึ่งก็สอดคลองกบัการสลายตัว
ที่มากข้ึนเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึน แตสารละลายสารประกอบฟนอลิกบางชนิด ยงัพบวาสามารถ
วิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดได แมไมพบสารชนิดนัน้แลว ไดแก สารละลายของ 
protocatechuic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, caffeic acid, 
p-coumaric acid, chlorogenic acid และ catechin และยังพบความสามารถในการตานอนุมลู
อิสระ ไดแก สารละลายของ protocatechuic acid, syringic acid, caffeic acid, chlorogenic 
acid และ catechin  

ผลิตภัณฑที่เกดิจากการสลายตัวของ caffeic acid, protocatechuic acid, syringic 
acid, chlorogenic acid และ catechin ที่อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซยีส มีความสามารถในการจบั
อนุมูลอิสระทีน่าสนใจ ดังนัน้ถามีการใหความรอนที่อุณหภูมิสูงเปนเวลาส้ันๆ อาจจะทําใหเกิด
สารประกอบทีม่ีความสามารถในการจับอนมุูลอิสระสูง จงึควรมีการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก ก 
การใหความรอนดวยนํ้ากึง่วิกฤต 

 
การใหความรอนกับสารละลายสารประกอบฟนอลิกดวยน้ํากึ่งวิกฤตที่อุณหภูม ิ100, 150, 

200 และ 250 องศาเซลเซียส สามารถแสดงการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิภายใน batch-type reactor
เมื่อต้ังคาที่อุณหภูมิตาง ๆ ไดดังภาพที ่30 

 

0

50

100

150

200

250

300

0 10 20 30 40 50 60 70

เวลา (นาที)

อุณ
หภู

มิ 
(อ
งศ
าเ
ซล

เซี
ยส

) 100 ˚C

150 ˚C

200 ˚C

250 ˚C

 
ภาพที่ 20  การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิภายใน batch-type reactor เมื่อต้ังคาที่อุณหภูมิตาง ๆ 
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ภาคผนวก ข วิธกีารวิเคราะห 
 

1. การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกดวย HPLC(ดัดแปลงจากวิธกีารของ Subba 
Roa และ Muralikrishna, 2002)  

1.1 สภาวะที่ใชในการวิเคราะห 
1.1.1 คอลัมนที่ใช คือ Inertsil ODS-3 C18 (GL Sciences, Japan) ขนาด  

4.6×250 มิลลิเมตรสําหรับ gallic acid และ protocatechuic acid และ Luna 5u C18 
(Phenomenex, USA) ขนาด 4.6×150 มิลลิเมตร สําหรับ gentisic acid, vanillic acid, 
p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, chlorogenic acid 
และ catechin  
   1.1.2 mobile phase คือ น้าํ/กรดอะซีติก/เมทานอล อัตราสวน 80/5/15 (v/v) 
กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และกําจัดฟองกาซออกดวยอางอุลตราโซนิค เปน
เวลา 30 นาท ี 

1.1.3 อัตราการไหลของ mobile phase คือ 1.0 มิลลิลิตรตอนาท ี
1.1.4 วิเคราะหปริมาณ p-hydroxybenzoic acid ที่ความยาวคล่ืน 250 นาโน 

เมตร ปริมาณ vanillic acid ที่ความยาวคล่ืน 270 นาโนเมตร ปริมาณ protocatechuic acid, 
gallic acid, caffeic acid, p-coumaric acid syringic acid, catechin ที่ความยาวคล่ืน คือ 280 
นาโนเมตร และปริมาณ gentisic acid และ chlorogenic acid ที่ความยาวคล่ืน 320 นาโนเมตร 

1.2 การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
1.2.1 เตรียมสารละลายของสารมาตรฐาน คือ protocatechuic acid , gallic 

acid , gentisic acid, vanillic acid, p-hydroxybenzoic acid, syringic acid, caffeic acid, 
p-coumaric acid, chlorogenic acid และ catechin ความเขมขน 20-100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร โดยใชน้ําเปนตัวทาํละลาย 

1.2.2 กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมไวผาน syringe filter ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร ฉีดตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตรเขาเคร่ือง HPLC 

1.2.3 นาํคาพืน้ที่ใตกราฟและความเขมขน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ของสาร
มาตรฐานแตละชนิดหาความสัมพันธในรูปของสมการเสนตรง 
 สมการเสนตรงของสารมาตรฐานที่ไดเปนดังนี ้
 gallic acid  y = 1.9242x + 2.1786, R2 = 0.9991 
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 protocatechuic acid  y = 0.7615x + 0.4666, R2 = 0.9985 
 gentisic acid  y = 0.3644x - 0.2415, R2 = 0.9999 
 vanillic acid  y = 1.1764x + 3.04, R2 = 0.9999 
 p-hydroxybenzoic acid  y = 2.2709x + 7.627, R2 = 0.9993 
 syringic acid  y = 1.181x + 1.7213, R2 = 0.9997 
 caffeic acid  y = 1.1325x + 0.2723, R2 = 0.9963 
 p-coumaric acid  y = 1.63x + 6.5099, R2 = 0.9989 
 chlorogenic acid  y = 1.1103x - 0.5288, R2 = 0.9988 
 catechin  y = 0.2106x + 0.0786, R2 = 0.9991 

เมื่อ  y = พื้นที่ใตกราฟ (mAU*min) 
 x = ความเขมขนของสารมาตรฐาน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
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ภาพที่ 21 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานแตละชนดิ 
 

1.3 วิธีการวิเคราะหตัวอยาง 
กรองตัวอยางผาน syringe filter ขนาด 0.45 ไมครอน ฉีดตัวอยางเขาเคร่ือง HPLC  

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เปรียบเทียบกับคา retention time และเสนสเปกตรัม (ภาพท่ี 32) กับสาร
มาตรฐาน และคํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลิกจากกราฟมาตรฐานของสารประกอบฟนอลิก
มาตรฐานแตละชนิด 
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ภาพที่ 22 สเปกตรัมของสารมาตรฐาน (a) gallic acid, (b) protocatechuic acid, (c) gentisic 

  acid, (d) vanillic acid, (e) p-hydroxybenzoic acid, (f) syringic acid, (g) 
  caffeic acid, (h) p-coumaric acid, (i) chlorogenic acid, (j) catechin 
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2. การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดดวยวธิี Folin-Ciocalteu method 
(Maisuthisakul และคณะ, 2007) 
 2.1 สารเคม ี

 2.1.1 สารละลาย Folin-ciocalteu reagent ความเขมขนรอยละ 10  
 2.1.2 สารละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ความเขมขนรอยละ 7.5   
2.2 การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 
 2.2.1 ชั่งสารกรดแกลลิกมาตรฐาน 0.0100 กรัม (บันทึกน้ําหนกัที่แนนอน) 

ละลายดวยน้าํกล่ัน ปรับปริมาตรจนได 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลายกรดแกลลิกมาตรฐานความ
เขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 2.2.2 นาํสารละลายกรดแกลลิกมาตรฐาน ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร มาเจือจางใหไดความเขมขน 80, 60, 40, 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 2.2.3 ปเปตสารละลายมาตรฐานที่เตรียมไวแตละความเขมขนปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 

2.2.4 เติมสารละลาย Folin-ciocalteu reagent ความเขมขนรอยละ 10 ปริมาตร 
2.0 มิลลิลิตร เขยา และต้ังทิง้ไว 3 นาท ี  

2.2.5 เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนต ความเขมขนรอยละ 7.5 ปริมาตร 1.6  
มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัดวยเคร่ืองปนผสม 

 2.2.6 ต้ังทิง้ไวในที่มืด 30 นาท ีวัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคล่ืน 765  
นาโนเมตร 

2.2.7 blank คือน้ํากล่ัน 0.4 มิลลิลิตร สารละลาย Folin-ciocalteu ความเขมขน 
รอยละ10 ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร และสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขนรอยละ7.5 
ปริมาตร 1.6 มิลลิลิตร 
  2.2.8 นาํคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน ไปเขียน
กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก หาความสัมพันธในรูปของสมการเสนตรง 
 2.3 วิธีการวิเคราะหตัวอยาง 
  2.3.1 ปเปตสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 

 2.3.2 เติมสารละลาย Folin-ciocalteu reagent ความเขมขนรอยละ 10 ปริมาตร 
2.0 มิลลิลิตร เขยา และต้ังทิง้ไว 3 นาท ี
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 2.3.3 เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนต ความเขมขนรอยละ 7.5 ปริมาตร 1.6 
มิลลิลิตรผสมใหเขากนัดวยเคร่ืองปนผสม 

2.3.4 ต้ังทิง้ไวในที่มืด 30 นาท ีวัดคาการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคล่ืน 765  
นาโนเมตร 
  2.3.5 blank คือน้ํากล่ัน 0.4 มิลลิลิตร สารละลาย Folin-ciocalteu ความเขมขน
รอยละ10 ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร และสารละลายNa2CO3 ความเขมขนรอยละ7.5 ปริมาตร 1.6 
มิลลิลิตร 

 2.3.6 คํานวณหาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
ของกรดแกลลิก โดยรายงานผลในหนวยของมิลลิกรัมเมือ่เทียบกบักรดแกลลิก (mg gallic acid 
equivalent; mg GAE) ตอน้ําหนกัตัวอยาง 1 กรัม  
 

y = 0.0118x + 0.0271

R2 = 0.9993
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ภาพที่ 23 กราฟมาตรฐานกรดแกลลิกสําหรับการวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมด 
 
3. วิเคราะหความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ DPPH (DPPH radical scavenging) 
(ดัดแปลงจากวิธกีารของ Brand-Williams และคณะ, 1995) 
 3.1 สารเคม ี
  3.1.1 เมทานอล 
  3.1.2 สารละลาย DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl) ความเขมขน 0.1 
mM  
 3.2 การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิก 
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 3.2.1 ชั่งสารกรดแอสคอบิก 0.0250 กรัม (บันทกึน้าํหนักที่แนนอน) ละลายดวย
น้ํากล่ัน ปรับปริมาตรจนได 25 มิลลิลิตร จะไดสารละลายกรดแอสคอบิกมาตรฐานความเขมขน 
1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

 3.2.2 นาํสารละลายกรดแอสคอบิกความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มา
เจือจางใหไดความเขมขน 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
  3.2.3 ปเปตสารละลายสารมาตรฐานท่ีเตรียมไว 50 ไมโครลิตร ใสในขวดสีชา 
  3.2.4 เติมสารละลาย DPPH ความเขมขน 0.1 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 3.2.5 ต้ังทิง้ไวในที่มืด 120 นาที แลวนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
 517 นาโนเมตร โดยใช methanol เปน Blank  

 3.2.6 นาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณคา % Radical scavenging activity 
 จากสมการ 

% Radical scavenging activity = [(control OD-sample OD)/control OD] × 100 
โดยที ่  Control OD   =  คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH  

Sample OD  =  คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ผสมกับตัวอยาง 
  3.2.7 นาํคา% Radical scavenging activity และความเขมขนของกรด
แอสคอบิก ไปเขียนกราฟมาตรฐานของกรดแอสคอบิก หาความสัมพนัธในรูปของสมการเสนตรง 

3.3 วิธีการวิเคราะหตัวอยาง 
3.3.1 ปเปตสารละลายตัวอยาง 50 ไมโครลิตร ใสในขวดสีชา  
3.3.2 เติมสารละลาย DPPH ความเขมขน 0.1 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
3.3.3 ต้ังทิง้ไวในที่มืด 120 นาที แลวนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

 517 นาโนเมตร โดยใช methanol เปน Blank  
3.3.4 นาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณคา % Radical scavenging activity 

  3.3.5 หาความสามารถในการจับอนุมูลอิสระ DPPH ของสารละลายจากกราฟ
มาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิก (vitamin C) ไดเปน vitamin C equivalent 
antioxidant capacity (VCEAC) กรัมของ vitamin C equivalents ตอกรัมตัวอยาง 
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y = 110.57x + 1.855

R2 = 0.9988
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ภาพที่ 24 กราฟมาตรฐานกรดแอสคอบิกสําหรับการวิเคราะหความสามารถในการตานอนุมูล 
 อิสระ DPPH 
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ABSTRACT 

The degradation of ten phenolic compounds including nine phenolic acids (caffeic, 

chlorogenic,  p-coumaric, gallic, gentisic,  p-hydroxybenzoic, protocatechuic, syringic 

and vanillic acids) and one flavanol (catechin) in subcritical water at the initial 

concentration of 100 mg/L was investigated in a temperature range of 100 – 250°C for 30 

– 120 min in a batch-type vessel. The degradation process followed the first-order 

kinetics model. After treatment at 250°C for 30 min, all the compounds completely 

disappeared. We also demonstrated that the subcritical water treatment of some phenolic 

compounds, especially, caffeic acid, resulted in products that were quite stable at high 

temperature and exhibited a high DPPH radical scavenging activity, i.e., retaining about 

50% of the DPPH radical scavenging activity compared to the original caffeic acid 

solution after the treatment at 250°C for 120 min. 

 

Keywords: Polyphenol; Flavonoids; Decarboxylation; Superheated water; Thermal 

stability 
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INTRODUCTION 

 

    In recent years, several studies have shown that subcritical water, i.e., water in the 

temperature range of 100 - 374°C under pressure that is high enough to keep it in liquid 

state, can be used as an extractant for various groups of compounds.
[1-3]

 The extraction of 

phenolic compounds from agricultural materials is one of the applications of subcritical 

water.
[4-7]

 Some advantages of subcritical water extraction over others conventional 

organic solvent extraction methods have been demonstrated in these studies, e.g., it is an 

environmental friendly method and has a high efficiency for the extraction of phenolic 

compounds. 

    Even though several authors have discussed the fact that the decomposition of phenolic 

compounds might occur during an extraction process under such severe conditions of 

subcritical water extraction, there has not been many studies to support this. Until now, 

only a few studies have reported data of phenolic compound degradation in subcritical 

water. González et al.
[8]

  studied the degradation of vanillic acid under sub- and 

supercritical water conditions and showed that the first-order kinetics was applicable for 

describing the reaction. More recently, Lindquist and Yang
[9]

  showed that syringic acid 

underwent a decarboxylation reaction in subcritical water to form syringol at 

temperatures higher than 150°C and the acid was completely degraded after treatment at 

250°C for 30 min. Catechin degradation was studied in the temperature range of  25-

165°C.
[10, 11]

 

    In addition, it has been suggested by several authors that the higher antioxidant activity 

from extracts at high temperatures using subcritical water was due to the higher amount 
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of phenolic compounds extracted and also from the Maillard reaction, caramellization 

and thermal oxidation products.
[12, 13]

 However, in a different field of study, Guillot et 

al.
[14]

 reported that the pyrolysis of rosmaric, chlorogenic and caffeic acids resulted in 

products that exhibited much higher antioxidative activities. The main products identified 

earlier by Stadler et al.
[15]

 from pyrolysis of caffeic acid at 225°C were cyclocondensed 

dimers and polymers.  Since these products could be also formed by acid treatment,
[15]

 we 

expected that it might be possible to obtain similar types of products from the subcritical 

water treatment of phenolic compounds as well. 

    Due to the lack of these kinds of data, especially for a kinetic analysis, the objectives 

of this study were to kinetically evaluate the degradation of ten phenolic compounds, 

including nine phenolic acids and one flavanol, and to evaluate the DPPH radical 

scavenging activity of these phenolic compound solutions which may lead to the 

possibility of finding novel and efficient antioxidants by the chemical reaction of 

phenolic compounds in subcritical water. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Reagents 

 

   The phenolic compounds used for the stability testing in this study were caffeic acid (≥  

95%, Fluka, China), chlorogenic acid (≥95%, Aldrich, India),  p-coumaric acid (≥ 98%, 

Fluka, UK), gallic acid (monohydrate, ≥ 98%, Sigma, MO, USA), gentisic acid (sodium 

salt hydrate, ≥ 98%, Aldrich, MO, USA), p-hydroxybenzoic acid (≥ 99%, Aldrich, 
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Steinheim, Germany), protocatechuic acid (≥ 97%, Aldrich, Steinheim, Germany), 

syringic acid (≥ 95%, Sigma, UK), vanillic  acid (≥  97%, Fluka, China) and catechin 

(hydrate , ≥ 96%, Fluka, Indonesia). The structures of phenolic compounds tested are 

shown in Figure 1. Pyrocatechol (≥ 99%) was obtained from Aldrich (India). 4-

Ethylcatechol (≥ 95%) was obtained from Aldrich (Germany). Folin-ciocalteu’s phenol 

reagent was purchased from Merck (Darmstadt, Germany). DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) was purchased from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). L-Ascorbic 

acid (≥ 99%) was obtained from Ajax Finechem (NSW, Australia).  

 

Subcritical Water Treatment 

 

    A solution of each phenolic compound (100 mg/L) was prepared in distilled water. A 

sample (2.6 mL) was added to a 3.3-mL stainless steel vessel (108 × 9 mm o.d.) 

fabricated by Nana Siam Intertrade (Bangkok, Thailand). The vessel was tightly closed 

and heated in a silicone fluid bath at the specified temperatures (100, 150, 200 and 

250°C). After the heat-up period for each treatment temperature (4, 6, 6 and 7 min, 

respectively), the vessel was immediately cooled to stop the reaction and the remaining 

concentration of each phenolic compound was considered as the initial concentration for 

kinetics analysis. Heating-up period resulted in decomposition of phenolic compounds 

but less than 30 % for all conditions tested. The treatment times (30, 60, 90 and 120 min) 

were started after the heat-up period. Because the volume of the solution in the vessel 

was ca.78.8%, the pressure inside the vessel was equal to the saturated vapor pressure of 
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water at that treatment temperature, i.e., 0.10, 0.48, 1.56 and 3.98 MPa, respectively.  All 

heating experiments were performed in triplicate.  

 

Quantitative Analysis of Phenolic Compounds 

 

    The HPLC analyses were performed using a high pressure pump (P680) unit equipped 

with a photodiode array detector (PDA-100) from Dionex (CA, USA). A reversed phase 

separation was achieved on an Inertsil ODS-3 (250 × 4.6 mm, GL Science, Tokyo, Japan) 

for the gallic and protocatechuic acids and on a Luna 5µ C18 (150 × 4.6 mm, 

Phenomenex, CA, USA) for the caffeic, chlorogenic, p-coumaric, gentisic, p-

hydroxybenzoic, syringic and vanillic acids and catechin. The mobile phase in all the 

determinations was water/acetic acid/methanol (80/5/15 v/v) at the flow rate of 1.0 

mL/min. p-Hydroxybenzoic acid was monitored at 250 nm, vanillic acid was monitored 

at 270 nm, caffeic, p-coumaric, gallic, protocatechuic and syringic acids and catechin 

were monitored at 280 nm, while the chlorogenic and gentistic acids were monitored at 

320 nm.  

 

Total Phenolic Content (TPC) 

 

    The TPC of the treated solutions was evaluated based on the reaction of the phenolic 

compounds with Folin-ciocalteu reagent as described by Maisuthisakul et al.
[16]

 The TPC 

was calculated as mg gallic acid equivalent (mg GAE). 
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DPPH Assay 

    The DPPH radical scavenging activity of the treated solutions was determined by 

mixing 50 µL of the sample with 5 mL of a 0.1 mM DPPH solution. The absorbance of 

the mixture was measured at 517 nm after storage in the dark for 120 min. The radical 

scavenging activity was calculated from: 

100
)-(

  (%)activity  scavenging Radical
C

SC ×=
A

AA
  (1) 

where AC and AS were the absorbances of the DPPH solution without and with sample, 

respectively. Solutions of L-ascorbic acid (0.1-0.8 mg/mL) were used for calculating the 

ascorbic acid equivalent antioxidant capacity (g AAEAC/g). 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

Degradation of Phenolic Compounds  

 

    Phenolic compounds tested in this study can be classified according to their chemical 

structures as benzoic acid derivatives (gallic, gentisic, protocatechuic, syringic, p-

hydroxybenzoic, and vanillic acids), cinnamic acid derivatives (chlorogenic, caffeic and 

p-coumaric acids) and flavanol (catechin). The degradation of the ten phenolic 

compounds in subcritical water at 100 - 250°C was monitored for 30-120 min in a batch-

type reactor. As expected, all the compounds degraded as the temperature and treatment 

time increased.  However, each compound degraded at a different rate. At 100 and 150°C, 
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the degradation process of all the phenolic compounds could be described by the first-

order kinetics according to eq. (1):  

ln C/C0 = - kt     (1) 

where C and C0 are the concentration of the tested phenolic compounds at time t and the 

initial concentration, respectively, and k is the reaction rate constant. Typical first order 

kinetic plots for all the compounds tested at 150°C are shown in Fig. 2 (a) and a plot for 

each temperature for chlorogenic acid is shown in Fig. 2(b).  A first-order kinetics model 

was also used for describing the degradation of vanillic acid in the sub- and super-critical 

water regions.
[8]

  The degradation rate constants for each compound are listed in Table 1. 

However, at 200 and 250°C, the phenolic compounds degraded much faster. Only the 

chlorogenic, p-hydroxybenzoic, protocatechuic and syringic acids were present at 200°C 

after 60 min or longer, while at 250°C, all the phenolic compounds completely degraded 

after 30 min of treatment, and therefore, the kinetic data could not be derived at this 

temperature. Lindquist and Yang
[9]

  also reported that benzoic acid and its derivatives 

were almost completely degraded at 250°C within 10 min.         

   Lindquist and Yang
[9]

 indicated that substituent groups on the ring structure, such as 

amino, hydroxyl and methoxyl, acted as an activating group which helps the thermal 

decarboxylation of benzoic acid derivatives under subcritical water conditions. 

Comparison of k values at 150°C (Table 1) indicated that gallic acid, which contains 

three hydroxyl groups on its ring, decomposed much faster than other benzoic acid 

derivatives (protocatechuic, syringic, vanillic, gentisic and p-hydroxybenzoic acids). This 

may suggest that methoxyl group did not affect much on promoting of decarboxylation of 

benzoic acid derivatives in subcritical water conditions. Contrastingly, caffeic acid, 
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which contains two hydroxyl groups, decomposed as fast as caffeic acid. Carboxylic 

group on the acrylic acid side chain might be easily decarboxylated than carboxylic group 

attached to the benzene ring. This was also true for p-coumaric acid in comparison with 

syringic, p-hydroxybenzoic and vanillic acids, which contain only one hydroxyl group. 

The structure of catechin is different from phenolic acids and therefore decomposition 

mechanism might be different.  

   The Arrhenius plots for the degradation of chlorogenic, p-hydroxybenzoic, 

protocatechuic and syringic acids are shown in Fig. 3 and the activation energies for their 

degradation were estimated (Table 1). González et al.
[8]

  reported the average activation 

energy for the degradation of vanillic acid in the subcritical water region (280 to 350 °C) 

to be 57 kJ/mol. This was, in fact, in agreement with our result because higher activation 

energy means that the temperature dependency is high, and therefore, the vanillic acid 

degraded at a very high rate at the higher temperatures. Previous studies have shown that 

the decarboxylation of phenolic acid might have occurred under subcritical water 

conditions. González et al.
[8]

  specified that the main decomposition reaction for vanillic 

acid was decarboxylation reaction and the product was guaiacol. Lindquist and Yang
[9]

 

have also shown that the product of syringic acid degradation in subcritical water was its 

decarboxylated compound, syringol. Nevertheless, Stadler et al.
[15]

 also found that under 

pyrolysis at 225-226°C, besides decarboxylation, other reactions including the 

cyclocondensation of caffeic acid to form dimers and polymers also occurred. On the 

other hand, catechin can undergo both degradation and epimerization. 
[10, 11]

  

   Identification of the products from the subcritical water treatment of caffeic acid at 

250°C for 120 min was performed.  The HPLC analysis using an Inertsil ODS-3 column 

Page 9 of 26

John Wiley & Sons

2t-S-1Ed-D-P

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

 10

(250 × 4.6 mm, GL Science, Tokyo, Japan), methanol and 0.5% acetic acid (20:80 v/v) as 

a mobile phase and a UV detection at 280 nm (SPD-M20A, Shimadzu, Kyoto, Japan) 

revealed that only small amount of the decarboxylated products, i.e., pyrocatechol 

(retention time 6.1 min), was present in the treated solution (Fig 4.) while 4-ethyl-

catechol (retention time 43.0 min) was not detectable after the treatment under these 

conditions. However, another large unknown peak at 7.3 min was observed.   

 

TPC 

 

    The TPC evaluated by the Folin-ciocalteu reagent can help in estimating the total 

amount of phenolic compounds in the solution that could not be identified by the HPLC 

analysis. Plotting the TPC of the subcritical water treated solution (TPC/TPC0), in which 

TPC0 is the initial TPC value of the solution, and the fraction of degraded phenolic 

compound (1-C/C0), one can differentiate the phenolic compounds into two groups which 

could be well exemplified by the gallic and caffeic acids, as shown in Fig. 5. For the 

gallic acid, the TPC value decreased with the amount of gallic acid at the ratio of 

approximately 1:1. This may suggest that the products from the gallic acid degradation 

did not contain phenol structure or those products were thermally labile and thus readily 

decomposed under these conditions.  On the other hand, the caffeic acid degradation did 

not give a linear relationship with the TPC value. The TPC gradually decreased with the 

caffeic content to about 50% at 100 and 150°C. While the HPLC result indicated that all 

the caffeic acid was absent after a 30-min treatment at 200°C, the TPC value was still 

detectable at a high level (ca. 80%) and then gradually decreased with the treatment time 

Page 10 of 26

John Wiley & Sons

2t-S-1Ed-D-P

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60



For Peer Review

 11

to ca. 47% after 120 min. A similar pattern also occurred at 250 °C with somewhat 

higher TPC values at every treatment time. These results suggested that the degradation 

products of caffeic acid contain the phenol structure and were very stable in subcritical 

water even after treatment at 250 °C for 120 min. Similar results were also observed for 

chlorogenic acid, vanillic acid and catechin.  

 

DPPH Radical Scavenging Activity 

 

    Phenolic compounds act as hydrogen or electron-donating agents and therefore exhibit 

free radical scavenging activities. For the phenolic acids, their free radical scavenging 

activities depend on the number and position of hydroxyl groups in the molecules.
[17]

 

Among the ten compounds studied, the gallic, protocatechuic and caffeic acids, in 

respective order, possessed the highest DPPH radical scavenging activity prior to the 

subcritical water treatment (Table 2). Phenolic compounds Fig. 6 shows the changes in 

the DPPH radical scavenging activity (DPPH/DPPH0), where DPPH0 is the initial DPPH 

radical scavenging activity of the solution, with the degraded fraction of the phenolic 

compound for the gallic and caffeic acids. The patterns were similar to their 

corresponding TPC values in Fig. 5. This suggested that the degradation products from 

gallic acid possessed no radical scavenging activity at all, while the degradation products 

from caffeic acid exhibited a radical scavenging activity as high as 90% of the caffeic 

acid. As shown in Fig. 3, only small peak of pyrocatechol was observed in the treated 

caffeic acid solution and since it is known that pyrocatechol possess ca. 50-80% 

antioxidant activity compared to caffeic acid,
[18, 19]

  therefore the large unknown peak 
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should be a major contribution to the DPPH radical scavenging activity of the treated 

solution.   

 

Relationship between Degradation Rate Constant and DPPH Radical 

Scavenging Activity 

 

     We found that the degradation rate constant, k, of phenolic compounds at 100 and 

150°C positively correlated with the DPPH radical scavenging activities of the 

compounds prior to the subcritical water treatment (Fig. 7). The DPPH radical 

scavenging activity of phenolic acids usually depends on the number and position of the 

hydroxyl groups in the ring structure.
[17]

  As the DPPH radical scavenging activity of the 

compound became higher, the higher the difference in k between 100 and 150°C. These 

results revealed one of the important issues in subcritical water extraction. During the 

phenolic compound extraction process, it is preferable to obtain compounds with a high 

antioxidative activity. This study, however, demonstrated that highly antioxidative active 

compounds might be highly susceptible to degradation under these conditions and 

therefore an accurate control of the temperature and time during the extraction process is 

critical to obtain these compounds.    

 

CONCLUSION 

 

    This work demonstrated that the degradation of some phenolic acids and flavanol 

(catechin) in subcritical water in the temperature range of 100 – 200°C for 30 – 120 min 
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could be described by the first-order kinetics model, and at 250°C, all compounds tested 

completely degraded in 30 min. In addition, we also demonstrated that the degradation 

products of some phenolic compounds, especially caffeic acid, possessed a phenol 

structure, exhibited a DPPH radical scavenging activity and were very stable even after 

treatment at 250°C for 120 min.  
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Figure 1 Structures of phenolic compounds tested. 

 

Figure 2 First-order kinetics plots for phenolic compounds fraction (C/C0) remaining in 

subcritical water at (a) 150°C for caffeic (�, R
2
 = 0.8741), chlorogenic (�, R

2
 = 0.8469), 

p-coumaric (�, R
2
 = 0.9097), gallic (�, R

2
 = 0.9100), gentisic (�, R

2
 = 0.9431), p-

hydroxybenzoic (�, R
2
 = 0.9264), protocatechuic (�, R

2
 = 0.9461), syringic (�, R

2
 = 

0.9645) and vanillic acids (�, R
2
 = 0.7101) and catechin (�, R

2
 = 0.8445) and at (b) 100 

(�, R
2
 = 0.9880), 150 (�, R

2
 = 0.8469) and 200 °C (�, R

2
 = 0.7579) for chlorogenic 

acid.  

 

Figure 3 Arrhenius plots for degradation of chlorogenic (�, R
2
 = 0.9976), p-

hydroxybenzoic (�, R
2
 = 0.8429), protocatechuic (�, R

2
 = 0.9254) and syringic acids 

(�, R
2
 = 0.9973). 

 

Figure 4 HPLC analysis (UV detection at 280 nm) of subcritical water treated caffeic 

acid at 250°C for 120 min. 

 

Figure 5 Changes in the total phenolic content (TPC/TPC0) of the solution with degraded 

fraction of gallic (open symbol) and caffeic (closed symbol) acids (1-C/C0) after 

subcritical treatment at 100 (�, �), 150 (�, �), 200(�, �) and 250°C (�, �). 
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Figure 6 Changes in the DPPH scavenging activity (DPPH/DPPH0) of the solution with 

degraded fraction of gallic (open symbol) and caffeic (closed symbol) acids (1-C/C0) 

after subcritical treatment at 100 (�, �), 150 (�, �), 200(�, �) and 250°C (�, �). 

 

Figure 7 Relationships between the DPPH scavenging activities of the phenolic 

compounds and the degradation rate constants, k, at 100 (�) and 150°C (�). Dotted lines 

were drawn empirically. 
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Table 1 Degradation kinetics parameters for phenolic compounds in subcritical water.  

 

Compounds Temperature (°C) Rate constant,  

k ×10
3
 (min

-1
)
*
 

Activation energy 

(kJ/mol)
*
 

Caffeic acid  

 

100 

150 
7.8 ± 0.6 

28.0 ± 2.1 

- 

Chlorogenic acid 

 

100 

150 

200 

6.1 ± 0.3 

18.4 ± 1.1 

42.3 ± 1.9 

28.4 ±  0.4 

 

p-Coumaric acid  

 

100 

150 
1.7 ± 0.3 

7.1 ± 0.8 

- 

Gallic acid 

 

100 

150 
5.9 ± 0.3 

32.2 ± 3.8 

- 

Gentisic acid 

 

100 

150 
4.3 ± 0.2 

16.1 ± 1.9 

- 

p-Hydroxybenzoic acid 

 

100 

150 

200 

0.7 ± 0.1 

3.8 ± 0.5 

18.8 ± 0.2 

48.1 ±  2.5 

 

Protocatechuic acid 

 

100 

150 

200 

3.3 ± 0.1 

8.3 ± 0.3 

60.7 ± 2.1 

41.9  ± 11.9 

 

Syringic acid  

 

100 

150 

200 

1.9 ± 0.2 

6.6 ± 0.9 

21.2 ± 0.6 

35.3 ± 1.7 

Vanillic acid  100 

150 
0.8 ± 0.1 

1.6 ± 0.1 

- 

Catechin 

 

Vanillic acid 

100 

150 

280-350 

11.7 ± 0.8 

20.6 ± 0.7 

- 

- 

 

57 [8] 
*
Data are expressed as estimated value ± standard error of estimation from linear 

regression. 
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Table 2 DPPH radical scavenging of phenolic acid compounds. 

Compounds DPPH radical scavenging activity  

(g AAEAC/g)* 

Caffeic acid  2.37 ± 0.09 

Chlorogenic acid 1.39 ± 0.12 

p-Coumaric acid  0.66 ± 0.08 

Gallic acid 3.16 ± 0.20 

Gentisic acid 2.09 ± 0.25 

p-Hydroxybenzoic acid 0.07 ± 0.02 

Protocatechuic acid 2.79 ± 0.21 

Syringic acid  1.12 ± 0.09 

Vanillic acid  0.30 ± 0.10 

Catechin 2.29 ± 0.17 

*Data are expressed as mean ± standard deviation (n = 3). 
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Figure 2  
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Figure 3  
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Figure 4  
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Figure 5  
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Figure 6  
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Figure 7  
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