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บทคัดย่อ 
การวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อพฒันาวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครและทดสอบความใช้ได้ของวิธีการส าหรับวิเคราะห์

ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในสารสกดัใบรางแดง (Ventilago denticulata Willd.) ผลการศกึษาพบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมของ
วิธี คือ ใช้สารตวัอย่าง 100 ไมโครลิตร สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent เข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้นร้อยละ 3.75 โดยมวลต่อปริมาตร 100 ไมโครลิตร เวลาเข้าสู่สมดุล 40 นาที และใช้กรด               
แกลลิกเป็นสารมาตรฐาน ให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ไม่แตกต่างจากวิธี Folin-Ciocalteu แบบ                         
มีโซซึง่เป็นวิธีท่ีใช้ปริมาณสารมากกว่าวิธีนี ้20 เท่า (P>0.05) การทดสอบความใช้ได้ของวิธี พบว่ามีความเป็นเส้นตรง (R2>0.999) 
และมีความจ าเพาะ (กราฟมาตรฐานและกราฟแสดงความจ าเพาะขนานกนัมีความชนัแตกต่างกนัร้อยละ 0-5.91) ขีดจ ากดัของการ
ตรวจวดั (LOD) และขีดจ ากดัของการวดัปริมาณ (LOQ) เท่ากบั 3.70 และ 11.22 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ความแม่นและ
ความเท่ียงอยู่ในช่วงท่ียอมรับได้ มีร้อยละของการกลับคืน เท่ากับ 82.11-105.31 และ %RSD=4.77-6.42 ความเท่ียงของการ
ทวนซ า้ในวนัเดียวกนั, การท าซ า้ต่างวนักนั และ intermediate-precision method มีค่า %RSD=0.77-2.42, 2.41-3.63 และ 1.39-
3.26 ตามล าดบั มีความคงทนต่อการเปลี่ยนแปลงอณุหภมูิในช่วง 20-50 องศาเซลเซยีส (%RSD=0.21-6.03) เมื่อน าวิธีท่ีพฒันาได้
ไปวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกัดใบรางแดงเทียบกับวิธี Folin-Ciocalteu แบบมีโซ พบว่า มีค่า 73.87±0.75 และ 
74.61±0.82 มิลลิกรัมกรดแกลลิกต่อกรัมน า้หนักแห้ง ตามล าดับ ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) สรุปได้ว่า วิธี Folin-
Ciocalteu แบบเซมิไมโครท่ีพฒันาได้ในการศกึษานีส้ามารถใช้วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในตวัอย่างท่ีต้องวิเคราะห์
เป็นประจ าได้ดีเน่ืองจากใช้เวลาท าปฏิกิริยาและใช้สารละลายน้อยลง ลดการใช้สารเคมี เกิดของเสียน้อยลง จึงปลอดภยัและเป็น
มิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากขึน้ 
ค าส าคัญ  :  การทดสอบความใช้ได้ของวิธี ; วธีิ Folin-Ciocalteu ; สารประกอบฟีนอลิก ; รางแดง 
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Abstract 
 The purposes of this research were to develop and validate the Folin-Ciocalteu semi-micro method for total 
phenolic compounds determination in Rangdaeng (Ventilago denticulata Willd. )  extract.  The results showed that 
the optimum condition was as follows: 100 L of sample, 250 L of 20%v/v Folin-Ciocalteu phenol reagent, 100 L 
of 3.75%w/v Na2CO3 and 40 minutes of the equilibrium time using gallic acid as the standard.  The absorbance at 
765 nm was no significant difference (P>0.05)  compared with the conventional Folin-Ciocalteu meso-method                     
( 20 folds in volume of the sample and reagents) .  Method validation revealed good linearity (R2>0.999)  and 
specificity (calibration curve and specificity curve were paralleled with 0-5.91% of slope difference) .  LOD and                  
LOQ was 3.70 and 11.22 g/mL, respectively. Accuracy and precision of the method were acceptable. Percentage 
of recovery and %RSD were in the range of 82.11-105.31 and 4.77-6.42, respectively.  Repeatability ( intra-day) , 
reproducibility (inter-day) and intermediate-precision method as %RSD were 0.77-2.42, 2.41-3.63 and 1.39-3.26, 
respectively. Method also showed the robustness under temperature in the range of 20-50 oC (%RSD=0.21-6.03). 
The developed Folin-Ciocalteu semi-micro method was applied to the determination of total phenolic compounds 
(TPC) in Rangdaeng (V. denticulata) extract, compared with the Folin-Ciocalteu meso-method. The results showed 
that the TPC were 73.87±0.75  and 74.61±0.82 mg GAE/g dw, respectively, which were not different significantly 
(P>0.05) .  In conclusion, the Folin-Ciocalteu semi-micro method is appropriated to the routine assay.  Due to the 
decreasing in the reaction time, it is faster.  This method reduces solution volume, chemical usage and wasted 
discharge so it is more environmental-friendly and safer.   
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บทน า   
สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) เป็นสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิที่พืชสร้างขึน้ ลักษณะส าคัญ คือ                  

มีวงแหวนแอโรแมติกอย่างน้อย 1 วง ในโมเลกุลซึ่งมีหมู่ไฮดรอกซิลเป็นหมู่แทนที่ ประกอบด้วยสารหลายกลุ่ม เช่น ฟลาโว
นอยด์ กรดฟีนอลกิ แทนนิน และลกินิน เป็นต้น สารประกอบฟีนอลกิมีสมบตัิเป็นตวัต้านออกซิเดชนั (antioxidants) ช่วยชะลอ
ความเสื่อมของเซลล์และป้องกนัการเกิดโรคหลายชนิด เช่น มะเร็ง เบาหวาน (Martinez, 2005; Hu, 2011) ลดอตัราการเกิด
โรคหวัใจและหลอดเลือด เสริมความแข็งแรงของปอด (Keaney & Frei, 1994; Bland, 1995) ควบคมุระดบัน า้ตาลและไขมนั
ในเลอืด (Shori, 2015; Srimoon, Anartgnam, & Tilarux, 2020) ลดริว้รอยและช่วยชะลอวยั (Leu et al., 2006) เป็นต้น   

การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมนิยมใช้วิธี Folin-Ciocalteu ซึ่งใช้หลกัการถ่ายโอนอิเล็กตรอนระหวา่ง
สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent กับสารประกอบฟีนอลิกในสภาวะด่าง สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol 
reagent ประกอบด้วยโซเดียมทังสเตต (Na2WO4) โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4) กรดฟอสฟอริก (H3PO4) และโซเดียม
คาร์บอเนต (Na2CO3) โมลิบดินัมและทังสเตนในสารละลายอยู่ในรูป Mo6+ และ W6+ ซึ่งมีสีเหลือง เมื่อรับอิเล็กตรอนจาก
สารประกอบฟีนอลิกแล้วจะเปลี่ยนไปอยู่ในรูป Mo5+ และ W5+ ซึ่งมีสีน า้เงินโมลิบดินัมบลู (molybdenum blue) และ
ทังสเตนบลู (tungsten blue) ตามล าดับ โดยเกิดเป็นสารเชิงซ้อนฟอสโฟโมลิบเดต/ฟอสโฟทังสเตต ([phe-MoW11O40]4-)                
ดงัสมการ (1) ปลอ่ยให้เกิดปฏิกิริยาประมาณ 1 ชัว่โมง แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 765 นาโนเมตร   

 
     Na2WO4/Na2MoO4            [phe-MoW11O40]4-     (1)  
             สเีหลอืง   สนี า้เงิน 
 

 วิธี Folin-Ciocalteu นิยมใช้ในการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในตัวอย่างพืช ผลิตภัณฑ์จากพืช และ
ผลิตภณัฑ์อาหารทัว่ไป มีข้อดีคือ ท าได้ง่าย เคร่ืองมือไม่ซบัซ้อน ได้ผลรวดเร็ว รีเอเจนท์มีความเสถียรแม้จะเจือจางลงมาก มี
ความไวและความเที่ยงสงู แต่ข้อเสียคือ เป็นวิธีที่ไม่จ าเพาะเจาะจง เนื่องจากเป็นการวดัความสามารถในการให้อิเล็กตรอน
หรือสมบัติรีดิวซ์ (reducing power) ของสาร ดังนัน้ สารอื่นในตวัอย่างที่มีสมบัติรีดิวซ์ เช่น น า้ตาลรีดิวซ์ กรดแอสคอร์บิก 
เฟอรัสไอออน (Fe2+) และซัลไฟต์ อาจรบกวนการวิเคราะห์ได้โดยเฉพาะอย่างยิ่งตัวอย่างที่มีปริมาณน า้ตาลสูงหรือเป็น
ผลิตภณัฑ์ที่มีการเติมสารกนัเสีย (Medina, 2011) มีการพฒันาวิธี Folin-Ciocalteu ให้มีประสิทธิภาพมากขึน้ เช่น เพิ่มความ
แมน่โดยก าจดัสิง่รบกวนออกจากตวัอยา่ง การตกตะกอนโปรตีนก่อนการวิเคราะห์ (Clcco et al., 2009) ใช้คอลมัน์ดดูซบัแบบ
ของแข็ง (solid-phase extraction, SPE) และใช้สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ก าจดัสารรบกวนที่มีสมบตัิรีดิวซ์ 
(Sánchez-Rangel et al., 2013)  

ส าหรับพืชที่ใช้ในการทดสอบวิธีการวิเคราะห์ที่พฒันาได้ในครัง้นี ้คือ รางแดง (Ventilago denticulata Willd.) ซึง่เป็น
พืชที่ผู้วิจยัได้ศึกษาก่อนหน้าและพบว่ามีสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในปริมาณสงู โดยเฉพาะกรดโปรโตคาเทชอูิก 
กรดวานิลลิก กรดไซแนปิก กรดเฟอรูลิก กรดแกลลิก เควอร์ซีทิน รูทิน และคาเทชิน มีฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน ยบัยัง้เอนไซม์
แอลฟากลโูคซิเดส อะไมเลส และไลเปส (Srimoon, Anartgnam, & Tilarux, 2020) มีรายงานวิจยัพบว่า สารสกัดจากล าต้น
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และเถาของรางแดงยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ฟอสโฟไดเอสเทอเรส ช่วยรักษาโรคหวัใจและหลอดเลือด โรคปอดอุดกัน้
เรือ้รัง และภาวะความดนัในหลอดเลือดแดงปอดสูง (Temkitthawon et al., 2008) ดังนัน้ การวิจัยนีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ
พฒันาวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโคร ซึ่งใช้สารตวัอย่างปริมาตรน้อย (100 ไมโครลิตร) เพื่อลดปริมาณสารตวัอย่างและ
สารเคมีที่ใช้ให้น้อยที่สุด ลดเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ (น้อยกว่า 1 ชั่วโมง) โดยศึกษาขนาดของสารตวัอย่างและปริมาตร                  
รีเอเจนท์ที่เหมาะสม ความเข้มข้นของรีเอเจนท์ คือ สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent และ Na2CO3 เวลาที่ใช้ท า
ปฏิกิริยา และสารมาตรฐานท่ีใช้เทียบปริมาณ จากนัน้ น าวิธีที่พฒันาได้ไปทดสอบความใช้ได้ของวิธีการ (method validation) 
ตามมาตรฐานของ ICH  หรือ The international conference on the harmonization of technical requirements for the 
registration of pharmaceuticals for human use (ICH Guideline, 2017) และใช้วิธีการที่ได้วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ               
ฟีนอลกิรวมในใบรางแดง ซึง่ผลที่ได้จะเป็นแนวทางในการน าวิธีที่ได้ไปประยกุต์ใช้ในตวัอยา่งพืชชนิดอื่นตอ่ไป  
 
วิธีด าเนินการวิจัย   
1. อปุกรณ์และสารเคมี 

สารเคมีที่ใช้ทัง้หมดเป็นเกรดวิเคราะห์ (analytical reagent grade): Folin-Ciocalteu phenol reagent กรดแกลลิก 
(gallic acid) กรดโปรโตคาเทชูอิก (protocatechuic acid) และกรดเฟอรูลิก ( ferulic acid) ของ Sigma-Aldrich (USA) 
โซเดียมคาร์บอเนต  (Na2CO3) ของ  Univar Ajax Finechem (New Zealand)  กรดวานิลลิก  (vanillic acid) ของ Alfa-Aesar 
(UK) เอทานอล (ethanol) ของ Merck (Germany) เคร่ืองระเหยสารแบบลดความดนั (rotary evaporator) Labora 4003 ของ 
Heidolph เคร่ืองอลัตราไวโอเลต-วสิเิบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ Lambda 365 ของ Perkin Elmer และ Libra S22 ของ Biochrom  
2. การเตรียมตวัอย่างสารสกดัใบรางแดง 

2.1 การเตรียมตวัอย่าง 
ตวัอย่างใบรางแดงได้มาจากวิสาหกิจชมุชนใน ต. เกาะเกร็ด จ. นนทบรีุ เก็บเฉพาะใบอ่อนที่ยอด น าไปล้างด้วยน า้              

ให้สะอาด อบด้วยตู้ อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน แล้วเก็บในถุงพลาสติกซิปล็อค ในที่แห้งและ
อณุหภมูิห้องก่อนน าไปวิเคราะห์ ตวัอยา่งใบรางแดงได้รับการระบชุนิดพนัธุ์ที่แนน่อนด้วยผู้ เช่ียวชาญด้านพืชและพรรณไม้ และ
เก็บรักษาตวัอยา่งแห้งไว้ที่สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลติพืชและภมูิทศัน์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลตะวนัออก วิทยาเขต
จนัทบรีุ โดยมีรหสัพรรณไม้ (voucher specimen) R. Srimoon 1 

2.2 การเตรียมสารสกดัหยาบเข้มข้น 
ตวัอย่างใบรางแดงแห้งน าไปสกดัด้วยวิธีสกดัแบบหมกั (maceration) โดยใช้สารละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 

โดยปริมาตร  ในอตัราส่วน ตวัอย่าง:ตวัท าละลาย=1:5 โดยน า้หนกัต่อปริมาตร (ใช้ตวัอย่างใบรางแดงแห้ง 252.3628 กรัม                
ตวัท าละลาย 1,520 มิลลลิติร) แช่ไว้ 1 คืน สกดัซ า้อีกครัง้ น าสารที่สกดัได้ไประเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยสารแบบ
ลดความดนัท่ีอณุภมูิ 70 องศาเซลเซียส เมื่อระเหยตวัท าละลายออกไปหมดแล้ว จะได้สารสกดัหยาบเข้มข้น (crude extract)  
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3. การพฒันาวิธี Folin-Ciocalteu method แบบเซมิไมโคร 
 3.1 การทดสอบขนาดสารตวัอย่าง (sample size) และปริมาตรรีเอเจนท์ทีเ่หมาะสม 
 เตรียมสต็อคของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนัน้เจือจางเป็น 25, 50 
และ 75 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ในเอทานอล และใช้สารละลายเอทานอลร้อยละ 70 โดยปริมาตร เป็นแบลงค์ ทดสอบปริมาตร
สารตวัอย่างและรีเอเจนท์ตามภาพที่ 1 เกณฑ์ขนาดสารตวัอย่างอ้างอิงจาก Christian (1994) ได้แก่ วิธีที่ 1: มีโซ (ปริมาตร
ปกติ) ตามวิธีการของ Srimoon, Anartgnam, & Tilarux (2020), วิธีที่ 2: มีโซ (ปริมาตรลดลง 2 เท่า), วิธีที่ 3: มีโซ (ปริมาตร
ลดลง 10 เทา่) และวิธีที่ 4: เซมิไมโคร (ปริมาตรลดลง 20 เทา่) แตล่ะการทดลองวิเคราะห์ 3 ซ า้ เปรียบเทียบคา่การดดูกลนืแสง
ที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร (A765) ของแต่ละวิธี จากนัน้น าวิธีที่ได้ไปวิเคราะห์สารมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร สารสกดัใบรางแดงเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร และสารละลายแบลงค์ แล้วสแกนสเปกตรัมช่วง
ความยาวคลืน่ 400-850 นาโนเมตร เพื่อดคูวามยาวคลืน่ท่ีดดูกลนืแสงสงูสดุของวิธีที่พฒันาขึน้ 
 

 
ภาพที่ 1 แผนภาพการทดสอบขนาดสารตวัอยา่งและปริมาตรรีเอเจนท์ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์  

 
   3.2 การทดสอบความเข้มข้นของรีเอเจนท์ทีเ่หมาะสม 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในเอทานอล ใช้วิธีวิเคราะห์วิธีที่ 4                
(เซมิไมโคร) แต่ทดสอบความเข้มข้นของรีเอเจนท์ที่ใช้ เป็นเพิ่มขึน้ 2 เท่า, 1 เท่า และลดลง 2 เท่า ได้แก่ สารละลาย Folin-
Ciocalteu phenol reagent เข้มข้นร้อยละ 20, 10 และ 5 โดยปริมาตร และสารละลาย Na2CO3 เข้มข้นร้อยละ 15, 7.5 และ 
3.75 โดยมวลตอ่ปริมาตร แตล่ะการทดลองวิเคราะห์ 3 ซ า้ เปรียบเทียบคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 765 นาโนเมตร  
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 3.3 เวลาทีใ่ช้เข้าสู่สมดลุ (equilibrium time) 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในเอทานอล ใช้วิธีวิเคราะห์วิธีที่ 4                
(เซมิไมโคร) แต่ใช้ความเข้มข้นของสารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent ร้อยละ 20 โดยปริมาตร และ Na2CO3                
ร้อยละ 3.75 โดยมวลต่อปริมาตร  วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ทุก ๆ 5 นาที จนครบ 60 นาที 
วิเคราะห์ 3 ซ า้ เขียนกราฟระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงกบัเวลา เพื่อหาเวลาเข้าสูส่มดลุของปฏิกิริยา 

3.4 การทดสอบสารมาตรฐานทีเ่หมาะสม 
 ศกึษาสารมาตรฐานท่ีเหมาะสมเพื่อใช้เทียบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวม โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานกรด
แกลลิก กรดโปรโตคาเทชูอิก และกรดเฟอรูลิก ชนิดละ 7 ความเข้มข้น ได้แก่ 5, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลลิติร ในเอทานอล น าไปวิธีวิเคราะห์ด้วยวิธีที่ 4 (เซมิไมโคร) ความเข้มข้นของสารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent 
ร้อยละ 20 โดยปริมาตร และ Na2CO3 ร้อยละ 3.75 โดยมวลตอ่ปริมาตร วดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 765 นาโนเมตร 
ที่เวลา 40 นาที แต่ละการทดลองวิเคราะห์ 3 ซ า้ เขียนกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของสารมาตรฐานแต่ละชนิด หา
สมการถดถอยเชิงเส้น เปรียบเทียบค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) และความชันของกราฟมาตรฐานเพื่อหาสารมาตรฐานที่
เหมาะสมเพื่อใช้เทียบปริมาณฟีนอลกิรวม 
 
4. การทดสอบความใช้ไดข้องวิธีการ 
 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีการ (method validation) ที่พัฒนาได้ ดังภาพที่ 2 ตามมาตรฐานของ ICH  (ICH 
Guideline, 2017) ดงัตอ่ไปนี ้
 

 
ภาพที่ 2  แผนภาพการทดลองวเิคราะห์ปริมาณฟีนอลกิรวมด้วยวธีิ Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครท่ีพฒันาได้  
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4.1 ความเป็นเสน้ตรง (linearity) 
ความเป็นเส้นตรง คือ ความสามารถของวิธีที่จะให้ผลเป็นสดัสว่นโดยตรงกบัความเข้มข้นของสารที่ใช้ในช่วงความ

เข้มข้นที่ก าหนด ทดสอบด้วยวิธี The least-square โดยเตรียมสต็อคของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร เจือจางเป็น  7 ความเข้มข้น ได้แก่ 5, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ในเอทานอล 
และเตรียมสต็อคของสารสกดัใบรางแดงเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางเป็น 7 ความเข้มข้น ได้แก่ 100, 200, 
300, 500, 700, 900 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในเอทานอล น าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีการที่พฒันาได้ แต่ละการทดลอง
วิเคราะห์ 3 ซ า้ เขียนกราฟมาตรฐานของกรดแกลลกิและกราฟมาตรฐานของสารสกดัใบรางแดง หาสมการถดถอยเชิงเส้น และ
คา่ R2 เพื่อหาความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นท่ีทดสอบ 

4.2 ความจ าเพาะ (specificity) 
ความจ าเพาะ คือ ความสามารถของวิธีที่จะวิเคราะห์เฉพาะสารที่ต้องการได้โดยไม่ถูกรบกวนจากสารอื่นที่อยู่ใน

ตวัอย่าง การทดสอบความจ าเพาะใช้วิธีการที่อ้างอิงจาก Blainski, Lopes, & De Mello (2013) โดยเปรียบเทียบความชนัของ
กราฟมาตรฐานกบักราฟแสดงความจ าเพาะ (specificity curve) ที่สร้างจากสารมาตรฐานหรือสารสกดัที่เติมสารมาตรฐาน
ภายใน (internal standard) อีกชนิดหนึ่งที่ทราบความเข้มข้นและปริมาณที่แน่นอนลงไปในที่นีใ้ช้กรดวานิลลิก เนื่องจากเป็น
กรดฟีนอลกิที่พบในปริมาณสงูในตวัอยา่งสารสกดัใบรางแดง (357.42 ไมโครกรัมตอ่กรัมน า้หนกัแห้ง) เป็นสารในกลุม่อนพุนัธ์
ของกรดเบนโซอิกเช่นเดียวกับกรดแกลลิก และมีต าแหน่งพีกในโครมาโทแกรมใกล้กับกรดแกลลิกเมื่อแยกด้วยวิธี HPLC 
(Srimoon, Anartgnam, & Tilarux, 2020) โดยเตรียมสต็อคของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เจือจางเป็น  7 ความเข้มข้น ได้แก่ 5, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในเอทานอล และเตรียม
สต็อคของสารสกัดใบรางแดงเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เจือจางเป็น 7 ความเข้มข้น ได้แก่ 100, 200, 300, 500, 
700, 900 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในเอทานอล จากนัน้เติมสารละลายกรดวานิลลิก เข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงไปในสารแต่ละความเข้มข้น แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีที่พฒันาได้ แต่ละการทดลอง
วิเคราะห์ 3 ซ า้ วดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 765 นาโนเมตร เขียนกราฟแสดงความจ าเพาะ หาสมการถดถอยเชิงเส้น
และคา่ R2 เทียบกบักราฟมาตรฐาน เพื่อหาความจ าเพาะของวิธีการ 

4.3 ขีดจ ากดัของการตรวจวดั (limit of detection, LOD) และขีดจ ากดัของการวดัปริมาณ  
     (limit of quantification, LOQ) 

 คา่ LOD เป็นความเข้มข้นต ่าสดุที่วิธีสามารถวิเคราะห์ได้ สว่นคา่ LOQ เป็นความเข้มข้นต ่าสดุที่วิธีวิเคราะห์สามารถ
วดัปริมาณได้อย่างแมน่ย าและมีความเที่ยงที่ยอมรับได้ ทดสอบโดยเตรียมสารละลายแบลงค์โดยใช้เอทานอลร้อยละ 70 โดย
ปริมาตร น าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีที่พฒันาได้ ทัง้หมด 10 ซ า้ ค านวณคา่ LOD และ LOQ จากสมการท่ี (2) และ (3) ตามล าดบั 
 

           LOD =      3.3      (2) 
              S  
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           LOQ =      10      (3) 
              S  

 เมื่อ  คือ สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของสารละละลายแบลงค์ ท่ีวดั 10 ซ า้ และ S คือ ความชนัของกราฟมาตรฐาน  
 

4.4 ความแม่น (accuracy) 
ความแมน่ คือ ความถกูต้องของผลการวิเคราะห์ ทดสอบโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 3 ระดบัความ

เข้มข้น คือ ความเข้มข้นต ่า 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ความเข้มข้นใกล้กับค่า LOQ ที่ได้จากการทดลอง 4.3 คือ 11.22 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ความเข้มข้นกลาง 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และความเข้มข้นสูง 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร                  
สารสกัดใบรางแดงเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารละลายเอทานอลร้อยละ 70 โดยปริมาตรเป็นแบลงค์ สารสกัด                
ใบรางแดงเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรที่เติมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น 10, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร และสารละลายแบลงค์ที่เติมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกเข้มข้น  10, 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ละ
ชดุการทดลองน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีที่พฒันาได้ 3 ซ า้ ค านวณร้อยละของการกลบัคืน (% recovery) จากสมการท่ี (4)  

 
ร้อยละของการกลบัคืน = ความเข้มข้นของสารมาตรฐานและตวัอยา่ง - ความเข้มข้นของสารตวัอยา่ง   x   100     (4) 
                    ความเข้มข้นของสารมาตรฐานท่ีเติมลงไป  
 

4.5 ความเทีย่ง (precision) 
ความเที่ยง คือ การตรวจสอบว่าวิธีการที่ใช้ให้ผลใกล้เคียงกนัมากน้อยเพียงใดเมื่อท าซ า้ภายใต้สภาวะเดียวกนัหรือ

ใกล้เคียงกัน ท าโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 3 ความเข้มข้น ได้แก่ 20, 50 และ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ทดสอบความเที่ยง 3 กรณี ได้แก่ ความสามารถในการทวนซ า้ในวันเดียวกัน (repeatability หรือ intra-day precision) 
วิเคราะห์สารมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้นละ 7 ซ า้ ในวนัเดียวกัน, ความสามารถในการท าซ า้ (reproducibility หรือ 
inter-day precision) วิเคราะห์สารมาตรฐานกรดแกลลิกความเข้มข้นละ 3 ซ า้ ติดต่อกนั 3 วนั และ intermediate-precision 
method วิเคราะห์สารมาตรฐานกรดแกลลกิความเข้มข้นละ 7 ซ า้ ในวนัเดียวกนั โดยผู้วิเคราะห์ 2 คน ใช้เคร่ืองอลัตราไวโอเลต-
วิสเิบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 2 เคร่ือง ค านวณคา่เฉลีย่ สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน และร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 
(relative standard deviation, %RSD) ดงัสมการท่ี (5) เพื่อหาความเที่ยงของวิธีการ 

 
  % RSD   =   สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน  x  100        (5) 
        คา่เฉลีย่ 
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4.6 ความคงทน (robustness) 
ความคงทนของวิธีการ คือ วิธีวิเคราะห์ให้ผลการทดสอบใกล้เคียงกนัหรือคลาดเคลือ่นเพียงเลก็น้อยที่ไมม่ีผลกระทบ

อยา่งมีนยัส าคญัตอ่การวิเคราะห์ ท าโดยดดัแปลงวิธีวิเคราะห์ให้ตา่งไปเลก็น้อย ในการศกึษานี ้จะทดสอบความคงทนของวิธีที่
พฒันาได้ตอ่การเปลีย่นแปลงอณุหภมูิที่แตกตา่งกนั 3 คา่ คือ  20, อณุหภมูิห้อง (32±2) และ 50 องศาเซลเซียส น าไปวิเคราะห์
ด้วยวิธีการท่ีพฒันาได้ แตล่ะอณุหภมูิวิเคราะห์ทัง้หมด 3 ซ า้ ค านวณคา่ %RSD เพื่อหาความคงทนของวิธีการ 
5. การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในสารสกดัใบรางแดง 

5.1 การวิเคราะห์ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโคร (semi-micro method) ทีพ่ฒันาได ้
ปิเปตสารสกดัหรือสารละลายแบลงค์ 100 ไมโครลิตร ใส่หลอดทดลองขนาดเล็ก เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu 

phenol reagent เข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมาตร 250 ไมโครลติร จากนัน้เติมสารละลาย Na2CO3 เข้มข้นร้อยละ 3.75 โดยมวล
ต่อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไว้ที่อณุหภมูิห้องนาน 40 นาที น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 
ค านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวมเทียบกบักรดแกลลกิ (mg GAE/g dw)   

5.2 การวิเคราะห์ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu แบบมีโซ (meso method) 
วิธี Folin-Ciocalteu แบบมีโซใช้วิธีของ Srimoon, Anartgnam, & Tilarux (2020) ปิเปตสารสกัดหรือสารละลาย     

แบลงค์ 2 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง เติมสารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent เข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 5 
มิลลลิติร ตัง้ทิง้ไว้ 3 นาที เติมสารละลาย Na2CO3 เข้มข้นร้อยละ 7.5 โดยปริมาตร 2 มิลลลิติร ตัง้ทิง้ไว้ 1 ชัว่โมง น าไปวดัคา่การ
ดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ค านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมเทียบกบักรดแกลลิก (mg GAE/g dw) 
6. การทดสอบทางสถิติ 
 ผลการทดลองแสดงในรูปค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD.) หรือร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์ (%RSD) ของการทดลอง 3, 7 หรือ 10 ซ า้ ขึน้กบัการทดสอบ วิเคราะห์ความแปรปรวน analysis of variance, ANOVA
และเปรียบเทียบความแตกตา่งของคา่เฉลีย่โดยวิธี Duncan’s multiple range test และ t-test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 
 
ผลการวิจัย   
 ตวัอยา่งใบรางแดงแห้ง 252.3628 กรัม ได้สารสกดัหยาบหนกั 107.4518 กรัม คิดเป็นร้อยละของสารสกดัหยาบที่ได้
เทา่กบั 42.58 ผลการศกึษาการพฒันาวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโคร เป็นดงัตอ่ไปนี ้
1. การพฒันาวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโคร 

1.1 ผลการทดสอบขนาดสารตวัอย่างและปริมาตรรีเอเจนท์ทีเ่หมาะสม 
ผลทดสอบขนาดสารตวัอย่างและปริมาตรรีเอเจนท์ที่เหมาะสม เป็นดงัตารางที่ 1 พบว่า แต่ละวิธีให้ค่าการดดูกลืน

แสงที่ 765 นาโนเมตร ไม่แตกต่างกนั (P>0.05) แสดงว่า การใช้สารตวัอย่างปริมาณน้อย (100 ไมโครลิตร) และใช้รีเอเจนท์
ปริมาตรน้อยลง ให้ผลไมแ่ตกตา่งจากการใช้สารตวัอยา่งและรีเอเจนท์ปริมาณมาก  
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ตารางที่ 1 ผลการทดสอบขนาดสารตวัอยา่งและปริมาตรรีเอเจนท์ที่เหมาะสมในการวเิคราะห์ (n=3) 

ความเข้มข้นของ 
กรดแกลลกิ (g/mL) 

คา่การดดูกลนืแสง (A765) 

วิธีที่ 1 (มีโซ) วิธีที่ 2 (มีโซ) วิธีที่ 3 (มีโซ) วิธีที่ 4 (เซมิไมโคร) 
2,000 mL (200 L) 1,000 mL (100 L) 200 mL (0.2 L) 100 mL (0.1 L) 

25 0.157±0.004 0.161±0.009 0.152±0.006 0.153±0.002 
50 0.321±0.005 0.327±0.008 0.316±0.007 0.319±0.002 
75 0.459±0.008 0.453±0.010 0.444±0.001 0.450±0.001 

 หมายเหต ุ A765ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P>0.05)  
 

จากนัน้น าวิธีที่ได้ไปวิเคราะห์สารมาตรฐานกรดแกลลกิเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิิตร สารสกดัใบรางแดงเข้มข้น 
500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลายแบลงค์ แล้วสแกนสเปกตรัมช่วงความยาวคลื่น 400-850 นาโนเมตร เพื่อดู               
ความยาวคลื่นที่ดูดกลืนแสงสงูสดุของวิธีที่พฒันาขึน้  ผลเป็นดงัภาพที่ 2 พบว่า ทัง้สารมาตรฐาน และสารสกัดใบรางแดง                 
ให้รูปแบบสเปกตรัมที่เหมือนกนั และสามารถอา่นคา่ความยาวคลืน่สงูสดุได้ที่ 765 นาโนเมตร  
 

 
ภาพที่ 3  สเปกตรัมช่วงความยาวคลืน่ 400-850 นาโนเมตร ของสารมาตรฐานกรดแกลลกิเข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร     
               สารสกดัใบรางแดงเข้มข้น 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร และสารละลายแบลงค์เอทานอลร้อยละ 70 โดยปริมาตร 

 
1.2 ผลการทดสอบความเข้มข้นของรีเอเจนท์ทีเ่หมาะสม 

 ผลการทดสอบความเข้มข้นของรีเอเจนท์ที่ใช้ ได้แก่ Folin-Ciocalteu phenol reagent และ Na2CO3 ผลเป็นดัง             
ตารางที่ 2 สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent ที่ความเข้มข้นร้อยละ 20 ให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ 765 นาโนเมตร
สูงสุด อย่างมีนัยส าคัญ (P0.05) ค่าการดูดกลืนแสงจะลดลงเมื่อความเข้มข้นของสารละลาย Folin-Ciocalteu phenol 
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reagent ลดลง ในขณะท่ีสารละลาย Na2CO3 แตล่ะความเข้มข้นให้คา่การดดูกลนืแสงไมแ่ตกตา่งกนั (P>0.05) แสดงวา่ ความ
เข้มข้นของสารละลาย Na2CO3 ไมม่ีผลตอ่การวิเคราะห์ ดงันัน้ จึงเลอืกใช้สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent เข้มข้น
ร้อยละ 20 โดยปริมาตร และสารละลาย Na2CO3 ความเข้มข้นร้อยละ 3.75 โดยมวลตอ่ปริมาตร ส าหรับการวิเคราะห์ตอ่ไป 
 
ตารางที่ 2  การทดสอบความเข้มข้นของรีเอเจนท์ทีเ่หมาะสมในการวเิคราะห์ (n=3)      

ความเข้มข้นสารละลาย 
Folin-Ciocalteu phenol 

reagent (%v/v) 

คา่การดดูกลนืแสง (A765) 
ความเข้มข้น Na2CO3 (%w/v) 

15 7.5 3.75 
20 0.361±0.006a 0.359±0.003a 0.360±0.002a 

10 0.322±0.002b 0.317±0.001b 0.320±0.002b 

5 0.282±0.003c 0.292±0.008c 0.295±0.002c 

 หมายเหต ุตวัอกัษรภาษาองักฤษ (a, b, c) ที่แตกตา่งกนัในแตล่ะแถวแสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P0.05)  
 

1.3 ผลการทดลองเวลาทีใ่ช้เข้าสู่สมดลุ 
 เวลาที่ใช้เข้าสูส่มดลุของปฏิกิริยาการเกิดสารเชิงซ้อนสนี า้เงินโมลบิดินมับลแูละทงัสเตนบล ูเป็นดงัภาพท่ี 4 และจาก
ตารางที่ 3 ซึ่งแสดงค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ที่วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าการดดูกลืนแสงใน
ช่วงเวลาต่าง ๆ ทางสถิติด้วยวิธี Duncan’s multiple range test จะเห็นวา่ ที่เวลาตัง้แต ่30 นาที เป็นต้นไปคา่การดดูกลนืแสง
จะไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P>0.05) แตเ่มื่อพิจารณาคา่การดดูกลนืแสงที่เพิ่มขึน้ในช่วง 30-40 นาที มีคา่มากกวา่ร้อย
ละ 1 แตห่ลงัเวลา 40 นาทีไปแล้ว คา่การดดูกลนืแสงเพิ่มขึน้น้อยกวา่ร้อยละ 1 แสดงวา่ ปฏิกิริยาเข้าสูส่มดลุที่เวลา 40 นาที 
  

 
ภาพที่ 4  ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงกบัเวลาทีใ่ช้ท าปฏิกิริยา 
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ตารางที่ 3  คา่การดดูกลนืแสงกบัเวลาที่ใช้ท าปฏิกิริยาด้วยวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครทีท่ดสอบข้อมลูทางสถิติ 
                  ด้วยวิธี  Duncan’s multiple range test (n=3) 
เวลา (นาที) คา่การดดูกลนืแสง (A765) %A ที่เพิ่มขึน้ 

5 0.221±0.012     - 
10  0.268±0.006    21.299 
15  0.273±0.005    2.117 
20   0.287±0.008   5.122 
25   0.299±0.002 0.299±0.002  3.944 
30    0.302±0.009 0.302±0.009 1.228 
35    0.307±0.001 0.307±0.001 1.654 
40     0.314±0.004 2.169 
45     0.314±0.008 0.106 
50     0.315±0.003 0.212 
55     0.313±0.011 -0.529 
60     0.3150.008 0.532 

 หมายเหต ุ A765 ที่อยูต่า่งคอลมัน์แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P0.05)  
 

 1.4 ผลการทดสอบสารมาตรฐานทีเ่หมาะสม 
 การเปรียบเทียบกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน 3 ชนิด ได้แก่ กรดแกลลิก กรดโปรโตคาเทชูอิก และกรดเฟอรูลกิ 
ผลเป็นดงัภาพที่ 5 และตารางที่ 4 ซึ่งกรดฟีนอลิกทัง้ 3 ชนิด พบมากในสารสกัดใบรางแดงที่ได้จากการศึกษาก่อนหน้าของ
ผู้วิจยั (Srimoon, Anartgnam, & Tilarux, 2020) จากผลการทดลองพบวา่ กราฟมาตรฐานกรดแกลลกิและกรดโปรโตคาเทชอูิก 
มีค่า R2>0.999 และ %RSD<5 และสูงกว่ากราฟมาตรฐานของกรดเฟอรูลิกอย่างมีนัยส าคัญ (P0.05) แสดงว่า กราฟ
มาตรฐานกรดแกลลกิและกราฟมาตรฐานกรดโปรโตคาเทชอูิก มีความเป็นเส้นตรงสงู ความชนัของกราฟมาตรฐานกรดแกลลกิ
มีคา่สงูกวา่ความชนัของกราฟมาตรฐานของกรดเฟอรูลกิและกราฟมาตรฐานกรดโปรโตคาเทชูอิก ตามล าดบั (P0.05) ดงันัน้ 
เมื่อพิจารณาจากค่า R2 และความชันของกราฟมาตรฐานแล้ว พบว่า กรดแกลลิก มีความเหมาะสมที่จะน าไปใช้เป็นสาร
มาตรฐานในการเทียบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวมตอ่ไป 
 

 
ภาพที่ 5  กราฟมาตรฐานของกรดแกลลกิ กรดโปรโตคาเทชอูกิ และกรดเฟอรูลกิ 
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ตารางที่ 4 สมการถดถอยเชิงเส้นและคา่ R2 ของสารมาตรฐานกรดแกลลกิ กรดโปรโตคาเทชอูิก และกรดเฟอรูลกิ (n=3)  
 สารมาตรฐาน สมการถดถอยเชิงเส้น R2 

กรดแกลลกิ y = 0.0068a x + 0.0063 0.9995a 

กรดโปรโตคาเทชอูิก y = 0.0031b x + 0.0076 0.9993a 

กรดเฟอรูลกิ y = 0.0057c x + 0.0162 0.9943b 

 หมายเหต ุตวัอกัษรภาษาองักฤษ (a, b, c) ที่แตกตา่งกนัในแตล่ะแถวแสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P0.05)  
 

2. ผลการทดสอบความใช้ไดข้องวิธีการ 
2.1 ความเป็นเสน้ตรง  
ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงของวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครท่ีพฒันาได้ เป็นดงัภาพท่ี 6 และพารามิเตอร์

ต่างๆ ในสมการถดถอยเชิงเส้นแสดงในตารางที่ 5 พบว่า วิธีการมีความเป็นเส้นตรงสงูพิจารณาจากค่า R2>0.999 ทัง้กราฟ
มาตรฐานกรดแกลลิกในช่วงความเข้มข้น 5-100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และกราฟมาตรฐานสารสกดัใบรางแดง ในช่วงความ
เข้มข้น 100-1,000 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร  

 

 
 

ภาพที่ 6  กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของ (a) กรดแกลลกิ และ (b) สารสกดัใบรางแดง 
 

ตารางที่ 5  พารามิเตอร์ในสมการถดถอยเชิงเส้นและคา่ R2 ของสารมาตรฐานกรดแกลลกิและสารสกดัใบรางแดง (n=3) 
พารามเิตอร์  กราฟมาตรฐานกรดแกลลกิ กราฟมาตรฐานสารสกดัตวัอยา่งใบรางแดง 
ความชนั 0.0068±0.0001 0.001±0.0001 
จดุตดัแกน 0.0063±0.0017 -0.0198±0.0057 

R2 0.9995±0.0003 0.9992±0.0005 
 

2.2 ความจ าเพาะ  
ความจ าเพาะของวิธีการได้จากการเปรียบเทียบกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกหรือสารสกัดใบรางแดงกับกราฟ

แสดงความจ าเพาะที่ได้จากการเติมสารมาตรฐานภายในกรดวานิลลิกเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า กราฟ
มาตรฐานและกราฟแสดงความจ าเพาะขนานกัน ดังภาพที่ 7 ความชันของกราฟมาตรฐานและกราฟแสดงความจ าเพาะ

(a) (b) 
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แตกต่างกนัร้อยละ 0-5.91 ซึ่งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) ถือว่าวิธีการมีความจ าเพาะโดยไม่มีผลรบกวนการวิเคราะห์
ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิจากสารอื่นในตวัอยา่งใบรางแดง 

 

 
 

ภาพที่ 7  กราฟมาตรฐานและกราฟแสดงความจ าเพาะ (specificity curve) ของ (a) กรดแกลลกิ และ (b) สารสกดัใบรางแดง  
 

2.3 ขีดจ ากดัของการตรวจวดั (LOD) และขีดจ ากดัของการวดัปริมาณ (LOQ) 
 ผลการทดสอบค่า LOD และ LOQ ของวิธีที่พัฒนาได้ มีค่า 3.70 และ 11.22 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั 
%RSD ของความเข้มข้นแบลงค์ เท่ากับ 0.799 ซึ่งน้อยกว่าร้อยละ 5 ถือว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาได้นีม้ี  LOD และ LOQ ต ่า                
ท าให้สามารถวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิปริมาณน้อย ๆ ได้ดี 

2.4 ความแม่น  
ความแมน่ของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาได้แบบเซมิไมโคร มีร้อยละของการกลบัคืน เป็นดงัตารางที่ 5 พบว่า ความแมน่ท่ี

ความเข้มข้นกรดแกลลิก 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร มีค่าร้อยละของการกลบัคืน และ %RSD อยู่นอกช่วงที่ยอมรับได้เลก็น้อย 
และพบว่า ความแม่นมีค่าเพิ่มขึน้เมื่อความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์เพิ่มขึน้ ถ้าความแม่นมีค่าร้อยละของการกลบัคืนอยู่
ในช่วง 90-110 และ %RSD<5 จะถือวา่วิธีการมีความแมน่ย าสงู (ICH Guideline, 2017)  

 

ตารางที่ 6  ความแมน่ของวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครท่ีพฒันาได้ (n=3) 
ความเข้มข้นกรดแกลลกิที่เตมิลงใน

ตวัอยา่ง (g/mL) 

ร้อยละของการกลบัคืน 
ช่วง เฉลีย่ %RSD 

10 82.11-93.07 86.97±5.58 6.42 
50 94.69-104.37 99.21±4.87 4.91 
100 96.74-105.31 99.83±4.76 4.77 

 
 
 

(a) (b) 
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2.5 ความเทีย่ง  
ผลการทดสอบความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ เป็นดังตารางที่ 7 พบว่า ความเที่ยงของการทวนซ า้ในวันเดียวกัน 

(repeatability) มี %RSD ต ่ากว่าความเที่ยงของการท าซ า้ต่างวันกัน (reproducibility) และวิธี intermediate-precision 
method ตามล าดบั (P0.05) ปริมาณฟีนอลิกรวมที่ได้จากการวิเคราะห์ซ า้ภายในวนัเดียวกนัไม่แตกต่างกนั (P>0.05) แตค่า่            
ที่ได้จะแตกต่างกนัหากมีการวิเคราะห์ต่างวนัหรือใช้ผู้ วิเคราะห์คนละคนและเคร่ืองมือคนละเคร่ือง (P0.05) อย่างไรก็ตาม 
%RSD ของการทวนซ า้ในวนัเดียวกนัและการท าซ า้ต่างวนักนัมีค่าน้อยกว่าร้อยละ 5 ถือว่าวิธีที่ใช้มีความเที่ยงอยู่ในเกณฑ์ที่
ยอมรับได้ ส่วน %RSD ของ intermediate-precision method ตามมาตรฐานของ ICH ต้องไม่เกินร้อยละ 2 แต่จากผลการ
ทดลองพบวา่มี %RSD >2 เมื่อวิเคราะห์ความเข้มข้น 20 และ 40 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร แต ่%RSD จะต ่ากวา่ 2 เมื่อวิเคราะห์
ที่ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร และพบวา่ %RSD จะลดลงถ้าวิเคราะห์สารท่ีความเข้มข้นสงูขึน้  

 
ตารางที่ 7  ความเที่ยงของวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครท่ีพฒันาได้  

ความเข้มข้น
กรดแกลลกิ 
(g/mL) 

%RSD ของความเข้มข้นกรดแกลลกิที่วิเคราะห์ได้ 
repeatability (intra-day) 

(n=7) 
reproducibility (inter-day) 

(n=3) 
intermediate-precision method 

(n=7) 
20 2.42a 3.63b 3.26c 

40 2.03a 2.97b 2.07a 

80 0.77a 2.41b 1.39c 

หมายเหต ุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษ (a, b, c) ที่แตกตา่งกนัในแตล่ะคอลมัน์แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P0.05)  
              

2.6 ความคงทน  
ความคงทนของวิธีวิเคราะห์ต่อการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิที่แตกต่างกัน ในช่วง 20-50 องศาเซลเซียส ผลเป็นดงั         

ตารางที่ 8 พบวา่ วิธีที่การมีความคงทนตอ่การเปลีย่นแปลงอณุหภมูิในช่วงที่ศกึษา %RSD อยูใ่นช่วง 0.21-6.03 ความเข้มข้น
กรดแกลลกิที่วิเคราะห์ได้ไมแ่ตกตา่งกนัทางสถิติ (P>0.05) แสดงให้เห็นวา่ อณุหภมูิไมม่ีผลตอ่วิธีการวิเคราะห์ 

 
ตารางที่ 8 ความคงทนของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาได้ตอ่การเปลีย่นแปลงอณุหภมูิที่แตกตา่งกนั (n=3) 

ความเข้มข้นกรด
แกลลกิ (g/mL) 

ความเข้มข้นท่ีกรดแกลลกิที่วิเคราะห์ได้ที่อณุหภมูิตา่ง ๆ (g/mL) 
20 oC   อณุหภมูิห้อง (32±2) oC 50 oC 

คา่เฉลีย่ %RSD คา่เฉลีย่ %RSD คา่เฉลีย่ %RSD 
20 20.15±0.37 1.84 20.20±0.22 1.11 21.13±1.27 6.03 
40 40.79±0.45 1.10 39.96±0.74 1.84 40.99±0.53 1.29 
80 79.71±0.17 0.21 80.89±1.77 2.19 81.87±2.68 3.27 

 หมายเหต ุ ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P>0.05)  
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 สรุปผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครที่พฒันาได้ แสดงในตารางที่ 9 
 

ตารางที่ 9  สรุปการทดสอบความใช้ได้ของวิธีการ Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโคร 
พารามเิตอร์ที่ทดสอบ ผลการทดสอบ 

ความเป็นเส้นตรง สารมาตรฐานกรดแกลลกิ ช่วงความเข้มข้น 5-100 g/mL y = 0.0068x + 0.0063   R2 = 0.9995 
สารสกดัใบรางแดง ช่วงความเข้มข้น 100-1,000 g/mL y = 0.0010x – 0.0198    R2 = 0.9992 

ความจ าเพาะ สารมาตรฐานกรดแกลลกิที่เติมกรดวานิลลกิ y = 0.0063x + 0.2096   R2 = 0.9904 
สารสกดัใบรางแดงที่เติมกรดวานิลลกิ y = 0.0009x + 0.1966   R2 = 0.9965 

LOD  (g/mL) 
LOQ  (g/mL) 

3.70 
11.22 

ความแมน่  %recovery 94.69-104.37 
%RSD 4.91 

ความเที่ยง 
(%RSD) 

repeatability (intra-day) 0.77-2.42 
reproducibility (inter-day) 2.41-3.63 
intermediate-precision 1.39-3.26 

ความคงทน (ตอ่อณุหภมูิ)  (%RSD) 0.21-6.03 
 

3. ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในสารสกดัใบรางแดง 
เมื่อน าวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครที่พัฒนาได้ไปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในสารสกัด                 

ใบรางแดงเทียบกับวิธีแบบมีโซ (meso method) ซึ่งใช้ปริมาตรมากกว่า 20 เท่า ผลเป็นดังตารางที่ 10 พบว่า ปริมาณ                  
ฟีนอลิกรวมที่วิเคราะห์ได้มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ค่า %RSD=1.09 และมีร้อยละความคลาดเคลื่อน                     
(%error)=1.00  
 

ตารางที่ 10  ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวมที่วิเคราะห์ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครเทียบกบัวิธีแบบมีโซ (n=3) 
 วิธีวิเคราะห์ ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวม  (mg GAE/g dw) 

วิธีเซมิไมโคร (semi-micro method) 73.87±0.75 

วิธีแบบมีโซ (meso method) 74.61±0.82 
 หมายเหต ุ  ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P>0.05)  
 

วิจารณ์ผลการวิจัย   
การพฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโคร ซึ่งใช้ปริมาณสาร

ตวัอย่างและรีเอเจนท์ลดลงกว่าวิธีปกติ 20 เท่า พบว่า ขนาดสารตวัอย่างและปริมาตรรีเอเจนท์ที่เหมาะสม คือ สารตวัอย่าง 
100 ไมโครลติร สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent 250 ไมโครลติร และ Na2CO3 100 ไมโครลติร ให้คา่การดดูกลนื
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แสงไม่แตกต่างกบัวิธีวิเคราะห์ที่ใช้สารปริมาตรมากกว่า (P>0.05) สเปกตรัมของสารมาตรฐานกรดแกลลิกและสารสกดัใบ
รางแดงมีลกัษณะเหมือนกนัและความยาวคลื่นสงูสดุมีค่า 765 นาโนเมตร เมื่อทดสอบความเข้มข้นของรีเอเจนท์ที่ใช้ พบว่า 
สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent เข้มข้นร้อยละ 20 โดยปริมาตร ให้ค่าการดดูกลืนแสงสงูสดุเมื่อเทียบกบัความ
เข้มข้นร้อยละ 10 และ 5 ตามล าดบั (P0.05) ในขณะที่สารละลาย Na2CO3 เข้มข้นร้อยละ 3.75 โดยมวลต่อปริมาตร ให้ค่า
การดดูกลนืแสงไมแ่ตกตา่งจากความเข้มข้นร้อยละ 7.5 และ 15 (P>0.05) แสดงวา่ ความเข้มข้นของสารละลาย Na2CO3 ไมม่ี
ผลตอ่การวิเคราะห์  สอดคล้องกบังานวิจยัของ Pereira, Arruda, & Pastore (2018) ที่ใช้สารตวัอยา่งปริมาตร 100 ไมโครลติร 
สารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent เข้มข้นร้อยละ 50 โดยปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ Na2CO3 เข้มข้นร้อยละ 5 
โดยมวลต่อปริมาตร 800 ไมโครลิตร วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมในผักและผลไม้หลายชนิด ได้ค่าไม่แตกต่างจากการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu แบบดัง้เดิม และการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารละลาย Na2CO3 มีผลต่อความแม่น
และความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์น้อยกวา่การเปลีย่นแปลงความเข้มข้นของสารละลาย Folin-Ciocalteu phenol reagent    

จากการทดลองเวลาที่ใช้เข้าสูส่มดลุของปฏิกิริยาในช่วง 0-60 นาที พบวา่ คา่การดดูกลนืแสงของสารละลายเร่ิมคงที่
ที่เวลา 40 นาที ในการทดลองจึงทิง้สารละลายไว้ 40 นาที ก่อนน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 
เวลาที่ได้นีต้ ่ากวา่เวลาที่ใช้ในวิธี Folin-Ciocalteu ทัว่ไปที่ใช้สารละลายปริมาตรมากกวา่ ซึ่งสว่นใหญ่ใช้เวลาเกิดปฏิกิริยา 60 
นาที (Wong, Leong, & Koh, 2006; Srimoon, Anartgnam, & Tilarux, 2020) และ 120 นาที (Ainsworth & Gillespie, 2007) 
ส าหรับการเปรียบเทียบความเหมาะสมของสารมาตรฐานในการเทียบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม โดยพิจารณาจาก
ค่า R2 และความชนัของกราฟมาตรฐาน พบว่า กราฟมาตรฐานกรดแกลลิก มีค่า R2 มากกว่า 0.999 ให้ความเป็นเส้นตรงสงู
และมีความชนัมากกวา่กราฟมาตรฐานกรดโปรโตคาเทชอูิกและกรดเฟอรูลิก แสดงว่าการใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐานจะ
ให้ความไว (sensitivity) ของการวิเคราะห์สงูกว่าสารมาตรฐานอีก 2 ชนิด ท าให้สามารถแยกความแตกต่างของสาร 2 ความ
เข้มข้นที่ใกล้เคียงกนัได้ดี (Matić, SabljIć, & Jakobek, 2017) อย่างไรก็ตาม การเลือกสารมาตรฐานส าหรับเทียบหาปริมาณ
ต้องพิจารณาว่าในตวัอย่างที่วิเคราะห์มีสารประกอบฟีนอลิกใดเป็นกลุ่มเด่น ก็ควรเลือกสารนัน้เป็นสารมาตรฐาน ซึ่งจาก
การศึกษาก่อนหน้าของผู้วิจยัพบวา่ ในตวัอยา่งใบรางแดงพบกรดโปรโตคาเทชอูิก กรดเฟอรูลิก และกรดแกลลิก เป็นกลุม่เดน่ 
ดงันัน้ การเลอืกใช้กรดแกลลกิเป็นสารมาตรฐาน จึงมีความเหมาะสม  

เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์แล้ว ก่อนน าไปใช้วิเคราะห์ตวัอย่างจริง ต้องทดสอบความใช้ได้ของ
วิธีการเพื่อยืนยนัว่าวิธีที่พฒันาได้มีความน่าเช่ือถือยอมรับได้ ซึ่งผลการทดสอบ พบว่า วิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโคร               
มีความเป็นเส้นตรงสูง โดยพิจารณาจากค่า R2 มากกว่า 0.999 ทัง้กราฟมาตรฐานกรดแกลลิกในช่วงความเข้มข้น 5-100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และกราฟมาตรฐานของสารสกัดใบรางแดง ในช่วงความเข้มข้น 100-1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร               
จึงถือว่าวิธีการที่ใช้มีความเป็นเส้นตรงเป็นไปตามกฎของเบียร์และแลมเบิร์ตในช่วงความเข้มข้นที่ ทดสอบ ส่วนการทดสอบ
ความจ าเพาะของวิธีโดยการเปรียบเทียบกราฟมาตรฐานของกรดแกลลกิหรือสารสกดัใบรางแดงกบักราฟแสดงความจ าเพาะที่
ได้จากการเติมสารมาตรฐานภายในกรดวานิลลิกลงไป พบวา่ กราฟมาตรฐานและกราฟแสดงความจ าเพาะมีลกัษณะขนานกนั 
ความชนัของกราฟทัง้สองไม่แตกต่างกนั (P>0.05) จึงถือว่าวิธีการมีความจ าเพาะ อย่างไรก็ตามความจ าเพาะที่ได้นีแ้สดงถึง
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เมทริกซ์ (matrix) ของสารในตวัอย่างสารสกดัใบรางแดงไม่มีผลรบกวนการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธีที่
พฒันาได้ แตไ่มแ่สดงถึงความจ าเพาะตอ่ชนิดหรือสารประกอบฟีนอลกิกลุม่ยอ่ยแตอ่ยา่งใด 
 การทดสอบขีดจ ากัดของการตรวจวัด (LOD) และขีดจ ากัดของการวัดปริมาณ (LOQ) มีค่า 3.70 และ 11.22 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ค่าที่ได้ใกล้เคียงกับ LOD และ LOQ ของการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิกรวมด้วยวิธี 
Folin-Ciocalteu แบบไมโครของ Matić, SabljIć, & Jakobek (2017) ซึ่งใช้ตัวอย่างปริมาตรเพียง 20 ไมโครลิตร LOD และ 
LOQ อยูใ่นช่วง 0.47-2.14 และ 1.41-6.48 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ตามล าดบั ถือวา่วิธีวิเคราะห์ที่พฒันาได้ในครัง้นีม้ีขีดจ ากดั
ของการตรวจวดัและขีดจ ากดัของการวดัปริมาณที่ต ่า ท าให้สามารถวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิปริมาณน้อย ๆ ได้ดี  

การทดสอบความแม่นของวิธีการ พบว่า ความแม่นที่ความเข้มข้นกรดแกลลิก 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็น
ความเข้มข้นที่ใกล้เคียงกบัค่า LOQ มีค่าร้อยละของการกลบัคืน และ %RSD อยู่นอกช่วงที่ยอมรับได้เล็กน้อย แต่ความแม่น
ของการวิเคราะห์จะเพิ่มขึน้เมื่อวิเคราะห์ที่ความเข้มข้นสงูขึน้ ถ้าความแม่นมีคา่ร้อยละของการกลบัคืนอยูใ่นช่วง 90-110 และ 
%RSD<5 จะถือวา่วิธีการมีความแมน่ย าสงู (ICH Guideline, 2017)  ดงันัน้ จากผลการทดลองจึงถือวา่วธีิการท่ีใช้มีความแมน่
อยูใ่นเกณฑ์ที่ยอมรับได้ และมีความแมน่ใกล้เคียงกบัวิธี Folin-Ciocalteu แบบมีโซของ Blainski, Lopes, & De Mello (2013) 
ซึง่มีคา่ ร้อยละของการกลบัคืนอยูใ่นช่วงร้อยละ 89.9-101.6  ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ในรูปของความสามารถในการทวนซ า้
ในวนัเดียวกนั (repeatability) ความสามารถในการท าซ า้ต่างวนักนั (reproducibility) และ intermediate-precision method 
ของผู้ทดลองคนละคนและเคร่ืองมือวิเคราะห์คนละเคร่ือง พบว่า ความเที่ยงของการทวนซ า้ในวนัเดียวกนัมีคา่ %RSD ต ่ากวา่
ความเที่ยงของการท าซ า้ต่างวันกัน และ intermediate-precision method ตามล าดับ (P0.05) นอกจากนี  ้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลกิที่ได้จากการวิเคราะห์ซ า้ภายในวนัเดียวกนัไม่แตกตา่งกนั (P>0.05) แตค่า่ที่ได้จะแตกตา่งกนัมากขึน้หาก
มีการวิเคราะห์คนละวนักนัหรือใช้ผู้วิเคราะห์คนละคน (P0.05) แสดงให้เห็นวา่ มีความแปรผนัในการวิเคราะห์ตา่งวนักนัและ
ระหวา่งผู้วิเคราะห์มากกวา่ ซึง่ผลการศกึษานีส้อดคล้องกบัผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณกรดฟีนอลิกด้วย
วิธี differential pulse voltammetric (DPV) ของ Magarelli et al. (2013) ที่พบว่า ความเที่ยงของการท าซ า้ต่างวันมีค่า              
สงูกวา่ความเที่ยงของการทวนซ า้ในวนัเดียวกนั อยา่งไรก็ตาม ความเที่ยงทัง้ 2 กรณี มี %RSD<5 ยงัถือวา่วิธีที่ใช้มีความเที่ยง
อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ ในขณะที่ %RSD ที่ยอมรับได้ตามเกณฑ์ของ ICH ของ intermediate-precision method ต้องไม่เกิน
ร้อยละ 2 แต่จากผลการทดลองพบว่ามี %RSD>2 ที่ความเข้มข้น 20 และ 40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ %RSD<2 ที่ความ
เข้มข้น 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อพิจารณาแนวโน้มของ %RSD พบว่า %RSD จะลดลงถ้าวิเคราะห์สารที่ความเข้มข้น
สงูขึน้ สอดคล้องกับผลการทดลองความแม่นข้างต้น แสดงว่า ความแม่นและความเที่ยงของการวิเคราะห์จะสงูขึน้ถ้าสารที่
ต้องการวิเคราะห์มีปริมาณมากพอควร   

การทดสอบความคงทนของวิธีที่ใช้ต่อการเปลี่ยนแปลงอณุหภมูิในช่วง 20-50 องศาเซลเซียส พบว่า วิธีการมีความ
คงทนต่อการเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิในช่วงที่ศึกษา โดย %RSD อยู่ในช่วง 0.21-6.03 แสดงให้เห็นว่า อุณหภูมิไม่มีผลต่อการ
วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมด้วยวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครที่พฒันาได้ สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Pereira, 
Arruda, & Pastore (2018) ที่พบว่า การเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิในช่วง 25-40 องศาเซลเซียส ไม่มีผลต่อความแม่นและความ
เทีย่งของการทดลอง ดงันัน้ การวิเคราะห์จึงสามารถท าได้ในอณุหภมูิห้องปกติ  
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เมื่อน าวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโครที่พัฒนาได้นีไ้ปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในสารสกัด                
ใบรางแดงเทียบกับวิธี Folin-Ciocalteu แบบมีโซ ซึ่งใช้สารปริมาณมากกว่า พบว่า ปริมาณฟีนอลิกรวมที่วิเคราะห์ได้มีค่า                 
ไมแ่ตกตา่งกนั (P>0.05) คา่ %RSD เทา่กบั 1.09 และมี %error เทา่กบั 1.00 แสดงวา่ วิธีการท่ีพฒันาได้แบบเซมิไมโคร ซึง่ใช้
สารละลายตัวอย่างปริมาตรน้อย เพียง 100 ไมโครลิตร และใช้รีเอเจนท์ปริมาณน้อย สามารถน าไปใช้วิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกรวมในใบรางแดงได้โดยให้ผลไม่แตกต่างกบัวิธี Folin-Ciocalteu ที่ใช้โดยทัว่ไป ท าให้สามารถลดการใช้
สารเคมีและลดเวลาการวิเคราะห์ลงได้ 

 
สรุปผลการวิจัย   

การพฒันาวิธี Folin-Ciocalteu แบบเซมิไมโคร (semi-micro method) โดยใช้สารตวัอย่างและรีเอเจนท์ปริมาณน้อย 
มีความแม่น ความเที่ยง และความคงทนสูง สามารถวิเคราะห์ได้โดยมีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ                    
มีความจ าเพาะโดยเมทริกซ์หรือสิง่รบกวนในตวัอยา่งไมม่ีผลตอ่การวิเคราะห์ อยา่งไรก็ตาม วิธี Folin-Ciocalteu ไมจ่ าเพาะตอ่
ชนิดของสารประกอบฟีนอลิกแต่ละกลุ่ม เนื่องจากเป็นการวิเคราะห์ปริมาณรวมเท่านัน้ นอกจากนี ้LOD และ LOQ มีค่าต ่า 
แสดงให้เห็นว่าสามารถตรวจวดัสารที่มีความเข้มข้นต ่า ๆ ได้ดี เมื่อน าไปวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวมในสารสกดัตวัอยา่งใบ
รางแดง พบว่า ได้ผลไม่แตกต่างกับวิธี Folin-Ciocalteu ที่ใช้ทั่วไป โดยวิธีเซมิไมโครที่พัฒนาได้ในครัง้นีม้ีข้อดี คือ ใช้สาร
ตวัอยา่งปริมาตรน้อยเหมาะแก่การวิเคราะห์ที่มีสารตวัอยา่งอยูจ่ ากดั ใช้รีเอเจนท์ในการท าปฏิกิริยาน้อยลงจึงมีของเสยีเกิดขึน้
จากการทดลองน้อย เป็นมิตรตอ่สิง่แวดล้อมมากขึน้ มีความปลอดภยั และลดคา่ใช้จ่ายในการวิเคราะห์ นอกจากนี ้ยงัสามารถ
ลดเวลาในการท าปฏิกิริยาลงเหลอืเพียง 40 นาที ท าให้สามารถวิเคราะห์ได้รวดเร็วขึน้ จึงเหมาะแก่การน าไปใช้เป็นวิธีวิเคราะห์
ปริมาณสารประกอบฟีนอลกิรวมในตวัอยา่งส าหรับห้องปฏิบตัิการทัว่ไปได้เป็นอยา่งดี 
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