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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์และที่มา : เลซิตินจากถั่ วเหลืองนิยมใช้ทั้งในผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร และเป็นส่วนผสมในอาหาร ยา 
เครื่ องส าอาง  และอาหารสัตว์ โดยเลซิตินประกอบด้วยสารส าคัญหลายชนิด  เช่น  phosphatidylcholine (PC), 
phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylinositol (PI), phosphatidic acid (PA) และ phosphatidylserine (PS) ซึ่งมี
บทบาทส าคญัต่อการเจริญเติบโตของเซลล ์การขนส่งไขมนั และการสงัเคราะหส์ารส่ือประสาท เช่น อะเซทิลโคลีน  แมเ้ลซิติน
จะมีประโยชนห์ลากหลาย แต่การบรโิภคในปรมิาณมากเกินไปอาจก่อใหเ้กิดผลขา้งเคียง เช่น คล่ืนไส ้อาเจียน เบื่ออาหาร หรือ
เหงื่อออกมาก ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นในการควบคุมคุณภาพด้วยการวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของฟอสโฟลิปิด                         
ในผลิตภัณฑเ์ลซิตินอย่างถูกตอ้งและแม่นย า เทคนิคที่นิยมใชใ้นปัจจุบนัในการวิเคราะหฟ์อสโฟลิปิด ไดแ้ก่ โครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) และอินฟราเรดสเปกโทรสโคปี (FT-IR) ซึ่งสามารถวิเคราะหไ์ดท้ัง้เชิงคุณภาพและเชิงปรมิาณ 
อย่างไรก็ตาม เทคนิคดงักล่าวมีขอ้จ ากดั เช่น การพ่ึงพาสารมาตรฐานอา้งอิงตามชนิดของสารท่ีตอ้งการวเิคราะห ์อาศยัวฏัภาค
คงที่และเคล่ือนที่ที่เฉพาะเจาะจง ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน และก่อให้เกิ ดของเสียจ านวนมาก ด้วยเหตุนี ้งานวิจัยนี ้                       
จึงมีความสนใจในการประยุกตใ์ชเ้ทคนิคฟอสฟอรสันิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปกโทรสโคปี ( 31P-NMR) ในการวิเคราะห์
ฟอสโฟลิปิด โดยเทคนิคนีส้ามารถตรวจวดัฟอสโฟลิปิดหลายชนิดไดพ้รอ้มกนัในการวิเคราะหค์รัง้เดียว มีความจ าเพาะสงูจาก
ลกัษณะเฉพาะของสญัญาณ 31P ที่แตกต่างกนัในแต่ละฟอสโฟลิปิด ดงันัน้การพฒันาและประยกุตใ์ชเ้ทคนิค 31P-NMR ในการ
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ตรวจวัดชนิดและปริมาณฟอสโฟลิปิดในเลซิตินจึงเป็นทางเลือกที่มีศักยภาพสูง เพื่อลดข้อจ ากั ดของวิธีดั้งเดิม และเพื่อ
ประโยชนต์่อผูบ้รโิภคในดา้นความปลอดภยัและคณุภาพของผลิตภณัฑ ์
วิธีด าเนินการวิจัย : ในงานวิจยันีม้ีการเตรียมสารละลายส าหรบัใชใ้นการสกัดฟอสโฟลิปิดจากเลซิตินของถั่วเหลืองโดยใช้
สารละลาย Cs2CO3/EDTA ความเขม้ขน้ 0.75 M ที่ pH 8.5 กับ deuterated chloroform และสารละลายมาตรฐาน triphenyl 
phosphate เขม้ขน้ 6 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ในตวัท าละลายเมทานอล ในอตัราส่วน 2:2:2 จากนัน้ท าการสกดัตวัอย่างเลซิติน
ปริมาณ 300 มิลลิกรมั ที่อุณหภูมิหอ้งแลว้น าส่วนชั้นสารอินทรียไ์ปทดสอบดว้ยเทคนิค 31P-NMR จ านวน 3 ซ  า้ต่อตัวอย่าง 
ตวัอย่างเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ท  าการศึกษาแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มตวัอย่างคือ สารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลือง เลซิตินจาก              
ถั่วเหลืองชนิดแคปซูลที่จ  าหน่ายตามทอ้งตลาด เลซิตินจากถั่วเหลืองที่ผ่านการปรบัปรุงคุณภาพทางเคมี และเลซิตินที่ผูว้ิจยั        
ท าการสกัดจากเมล็ดถั่วเหลืองกะเทาะเปลือก มีการศึกษาค่าการวิเคราะหค์ือค่าขีดจ ากัดการตรวจดั (LOD) และค่าขีดจ ากดั
การตรวจวัดเชิงปริมาณ (LOQ) โดยใชต้ัวอย่างที่เตรียมในลักษณะเดียวกับการวิเคราะหป์กติ เพื่อใหไ้ดผ้ลการวิเคราะหท์ี่
น่าเชื่อถือมีการวิเคราะหฟ์อสโฟลิปิดดว้ยเทคนิค HPLC โดยเตรียมสารมาตรฐาน phosphatidylcholine (PC) ความเขม้ขน้                
5 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร แลว้น ามาสรา้งกราฟมาตรฐานในช่วง 100–1250 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร ตัวอย่างเลซิตินถูกเตรียม         
โดยชั่งน า้หนกั ละลายในเมทานอล ช่วยละลายดว้ยอัลตรา้โซนิก และวิเคราะหด์ว้ยระบบ reverse phase-HPLC โดยใชต้วั           
ท าละลายเคล่ือนที่ผสมระหว่างไอโซโพรพานอล น า้ และเมทานอล อัตราส่วน 70:22:8 ตรวจวดัที่ความยาวคล่ืน 205 นาโน
เมตร เป็นเวลา 30 นาที 
ผลการวิจัย : การศึกษาพัฒนาวิธีการตรวจวัดชนิดและปริมาณฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบในเลซิตินจากถั่วเหลืองใน
งานวิจัยนีไ้ดท้  าการศึกษาวิธีการวิเคราะหใ์นกลุ่มตัวอย่าง 4 ประเภทคือสารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลือง เลซิตินที่สกัด               
จากเมล็ดถั่วเหลืองกะเทาะเปลือก เลซิตินจากถั่วเหลืองชนิดแคปซูล และเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ท  าการปรบัเปล่ียนโครงสรา้ง
ทางเคมี ผลการวิเคราะห์พบว่าในตัวอย่างเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ท  าการศึกษาทั้งหมดพบฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบ             
ทั้ ง สิ ้น  11 ชนิ ดคื อ  phosphatidylcholine (PC), 1 - lysophosphatidylcholine (1 -LPC), phosphatidylinositol (PI), 2 -
lysophosphatidylcholine (2-LPC), lysophosphatidylinositol (LPI), phosphatidylethanolamine (PE), diphosphatidyl  
glycerol (DPG), lysophosphatidylethanolamine (LPE), phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylserine (PS) และ 
lysophosphatidic acid (LPA) โดยมีชนิดและปริมาณที่แตกต่างกันแบ่งออกเป็นแต่ละกลุ่มคือ สารมาตรฐานเลซิตินจากถั่ว
เหลืองพบฟอสโฟลิปิดทัง้สิน้ 10 ชนิด เลซิตินท่ีสกดัจากเมล็ดถั่วเหลืองกะเทาะเปลือกพบฟอสโฟลิปิดทัง้สิน้ 7 ชนิด เลซิตินชนิด
แคปซูลที่จ  าหน่ายในรูปแบบอาหารเสรมิพบฟอสโฟลิปิดทัง้สิน้ 11 ชนิด และเลซิตินท่ีผ่านกระบวนการปรบัปรุงทางเคมีพบฟอส
โฟลิปิดทั้งสิน้ 11 ชนิด ซึ่งฟอสโฟลิปิดแต่ละชนิดปรากฏสัญญาณ 31P-NMR ที่ค่า chemical shift แตกต่างกันอย่างชัดเจน
ในช่วง -0.77 ถึง 3.8 ppm เมื่อศึกษาค่า relaxation time (T1) พบว่าฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบในเลซิตินจากถั่วเหลืองจะ
มีค่า T1 ของอะตอมฟอสฟอรัสอยู่ในค่าไม่เกิน 2 วินาที ในขณะที่สารมาตรฐานอ้างอิง triphenyl phosphate ทีใช้เป็นสาร
อา้งอิงในการค านวนหาปรมิาณฟอสโฟลิปิด พบว่าใหค้่า T1 อยู่ที่ 5.65 วินาที ซึ่งเป็นค่าที่สงูที่สดุครอบคลมุ T1 ของฟอสโฟลิปิด
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ชนิดอื่นๆ และก าหนดใหค้่า number of scan มีค่าเท่ากับ 256 ซึ่งจะไดค้่า signal to noise ratio เท่ากับ 3070 ซึ่งจะใชเ้วลา
ทดสอบหาปรมิาณฟอสโฟลิปิดต่อหน่ึงตวัอย่างที่ประมาณ 46 นาที ส าหรบัค่าทางการวิเคราะหค์ือขีดจ ากดัการตรวจวดั (LOD) 
และขีดจ ากดัการตรวจวดัเชงิปรมิาณ (LOQ) ดว้ยเทคนิค 31P-NMR มีค่าเท่ากบั 0.01 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร และ 0.02 มิลลิกรมั
ต่อมิลลิลิตรตามล าดบั 
สรุปผลการวิจัย : งานวิจยันีม้ีประสบความส าเร็จในการพฒันาและประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค 31P-NMR ส าหรบัการ
วิเคราะหช์นิดและปริมาณของฟอสโฟลิพิดที่เป็นองคป์ระกอบในเลซิตินจากถั่วเหลือง โดยมุ่งลดขอ้จ ากดัของวิธีวิเคราะหแ์บบ
ดั้งเดิม อาทิเช่น HPLC, TLC และ FTIR ซึ่งมีข้อจ ากัดดา้นความตอ้งการใชส้ารมาตรฐานเฉพาะชนิด ใช้ระยะเวลาในการ
วิเคราะหน์าน และก่อใหเ้กิดของเสียในปริมาณมาก ผลการวิเคราะหแ์สดงใหเ้ห็นว่าต าแหน่งสญัญาณ (chemical shift) ของ
ฟอสโฟลิปิดแต่ละชนิดจากกลุ่มตวัอย่าง 4 ประเภท มีความเหมือนกนัและแยกออกจากกนัอย่างชดัเจนในช่วง -0.77 ถึง 3.80 
ppm เหมาะสมที่จะน ามาวิเคราะหเ์ชิงคุณภาพและปริมาณ อนัเนื่องมาจากความแตกต่างของโครงสรา้งเคมีของฟอสโฟลิปิด
ดังกล่าว ผลการศึกษายงัแสดงใหเ้ห็นว่าการวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค 31P-NMR สามารถวิเคราะหช์นิดและปริมาณฟอสโฟลิปิด
จากถั่วเหลืองไดถ้ึง 11 ชนิดในการทดสอบเพียงครัง้เดียวและใชเ้วลาทดสอบเพียง 46 นาที ส่งผลใหส้ามารลดเวลา ของเสียที่
เกิดขึน้ และไม่ตอ้งพึ่งพาสารมาตรฐานตามชนิดของฟอสโฟลิปิดที่ตอ้งการวิเคราะห ์และที่ส  าคญัใหค้่าขีดจ ากดัการตรวจวดัต ่า
ถึง 0.01 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
ค าส าคัญ  :  ฟอสโฟลิปิด ; เลซิตินจากถั่วเหลือง ;  ฟอสฟอรสันิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปกโตรสโคปี  

 
Abstract 

Background and Objectives :  Soy lecithin is widely utilized in dietary supplements as well as in the formulation of 
food, pharmaceuticals, cosmetics, and animal feed. Its structure comprises several key phospholipids, including 
phosphatidylcholine (PC), phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylinositol (PI), phosphatidic acid (PA), and 
phosphatidylserine (PS), all of which play crucial roles in cellular growth, lipid transport, and the synthesis of 
neurotransmitters such as acetylcholine. Despite its numerous health benefits, excessive intake of lecithin may lead 
to adverse effects, including nausea, vomiting, loss of appetite, and excessive sweating. Therefore, accurate and 
precise analysis of the types and quantities of phospholipids in lecithin products is essential for quality control. 
Currently, high performance liquid chromatography (HPLC) and fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) are 
commonly employed for both qualitative and quantitative analysis of phospholipids. However, these techniques 
have certain limitations, such as reliance on reference standards specific to each analyte, dependence on specific 
stationary and mobile phases, long analysis times, and the generation of considerable chemical waste. To address 
these limitations, this study explores the application of phosphorous nuclear magnetic resonance spectroscopy 
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(31P-NMR) for the analysis of phospholipids. This technique enables the simultaneous detection of multiple 
phospholipid species in a single analysis with high specificity, due to the distinct 31P signals characteristic of each 
phospholipid type. Therefore, the development and application of ³¹P-NMR as a method for identifying and 
quantifying phospholipids in soy lecithin presents a promising alternative, offering significant advantages over 
conventional methods and contributing to product safety and quality assurance for consumers. 
Methodology :  In the present study, a solvent system was formulated for the extraction of phospholipids from 
soybean lecithin using a mixture comprising 0.75 M Cs2CO3/EDTA (pH 8.5), deuterated chloroform, and a standard 
solution of triphenyl phosphate at a concentration of 6 mg/mL in methanol, in a volumetric ratio of 2:2:2. Soy lecithin 
samples (300 mg) were extracted at ambient temperature, and the organic layer was subsequently collected for 
analysis using 31P nuclear magnetic resonance spectroscopy (31P-NMR). Each sample was analyzed in triplicate to 
ensure reproducibility. The lecithin samples were categorized into four groups: (1) standard soybean lecithin, (2) 
commercially available encapsulated soybean lecithin, (3) chemically modified soybean lecithin and (4) lecithin 
extracted from dehulled soybean seeds. Analytical performance parameters, including the limit of detection (LOD) 
and limit of quantitation (LOQ), were determined using samples prepared in the same manner as those used for 
routine 31P-NMR analysis to ensure methodological reliability. To validate the NMR findings, complementary 
quantitative analysis of phospholipids was performed using high performance liquid chromatography (HPLC).                   
A phosphatidylcholine (PC) standard solution was prepared at a concentration of 5 mg/mL and employed to 
construct a calibration curve within the range of 100–1250 µg/mL. Lecithin samples were accurately weighed, 
dissolved in methanol, subjected to ultrasonic-assisted dissolution and analyzed using a reverse-phase HPLC 
system. The mobile phase consisted of a mixture of isopropanol, water, and methanol in a ratio of 70:22:8. UV 
detection was carried out at a wavelength of 205 nm over a chromatographic run time of 30 minutes. 
Main Results :  This study focused on the development of a method for the identification and quantification of 
phospholipid components in soybean-derived lecithin. The investigation was conducted on four types of                     
samples: (1) standard soybean lecithin, (2) lecithin extracted from dehulled soybean seeds, (3) encapsulated 
soybean lecithin used as dietary supplements, and (4) chemically modified soybean lecithin. The analysis                  
revealed the presence of 11 phospholipid species across all lecithin samples: phosphatidylcholine (PC), 1-
lysophosphatidylcholine (1-LPC), phosphatidylinositol (PI), 2-lysophosphatidylcholine (2-LPC), lysophosphatidy 
 linositol (LPI), phosphatidylethanolamine (PE), diphosphatidylglycerol (DPG), lysophosphatidylethanolamine (LPE), 
phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylserine (PS), and lysophosphatidic acid (LPA). However, the number and 
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relative abundance of phospholipid species varied among the sample types: standard soybean lecithin contained 
10 phospholipid species, lecithin from dehulled soybean seeds contained 7, the encapsulated lecithin supplement 
contained all 11, and the chemically modified lecithin also contained 11. Each phospholipid exhibited a distinct        
³¹P-NMR signal with a chemical shift in the range of -0.77 to 3.8 ppm. Relaxation time (T1) measurements showed 
that phosphorous atoms in soybean lecithin phospholipids had T1 values not exceeding 2 seconds. In contrast, the 
internal standard, triphenyl phosphate, used for quantification, exhibited a T1 value of 5.65 seconds, longer than 
those of all other phospholipids. Making it suitable as a reference compound. The number of scans was set to 256, 
yielding a signal-to-noise ratio (S/N) of 3070. Under these conditions, the time required for quantification of each 
sample was approximately 46 minutes. The analytical limits obtained using the 31P-NMR technique included a limit 
of detection (LOD) of 0.01 mg/mL and a limit of quantification (LOQ) of 0.02 mg/mL. 
Conclusions  :   This research successfully developed and evaluated the effectiveness of the 31P-NMR technique 
for the qualitative and quantitative analysis of phospholipids present in soy lecithin. The aim was to overcome the 
limitations associated with conventional analytical methods such as HPLC, TLC, and FTIR, which typically require 
specific reference materials, involve lengthy analytical procedures and generate considerable chemical waste. The 
analysis results demonstrated that the chemical shift positions of various phospholipid species across four sample 
groups were consistent and distinctly separable within the range of -0.77 to 3.80 ppm, making the technique suitable 
for both qualitative and quantitative analysis due to the structural differences among phospholipid types. 
Furthermore, the findings revealed that the 31P-NMR technique enabled the identification and quantification of up to 
eleven phospholipid species in a single run, with a total analysis time of only 46 minutes. This significantly reduced 
analysis time, minimized waste production, and eliminated the need for phospholipid-specific standards. Notably, 
the method also achieved a detection limit as low as 0.01 mg/mL.  
Keywords :  phospholipids ; soy lecithin ; 31P nuclear magnetic resonance spectroscopy 
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Introduction 
ประเทศไทยมีการบรโิภคถั่วเหลืองและผลิตภณัฑท์ี่เก่ียวขอ้งในปรมิาณมาก โดยขอ้มลูจากกรมการคา้ภายในรายงาน

ว่าในปี 2564 ประเทศไทยมีการผลิตถั่วเหลืองในประเทศปริมาณมากกว่า 29,000 ตัน และมีการน าเข้าถั่วเหลืองจาก
ต่างประเทศสงูถึงกว่า 250,000 ตนั โดยน าเขา้มาเพื่อใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องส าอาง อาหารเสริม ยา และอาหารสตัว ์

mailto:sarayut.wa@buu.ac.th
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เป็นหลัก โดยถั่วเหลืองเป็นแหล่งของสารอาหารที่ส  าคัญทั้งโปรตีน คารโ์บไฮเดรต กรดอะมิโน โดยสารส าคัญชนิดหนึ่งคือ               
ฟอสโฟลิปิด (phospholipids) ที่อยู่ในรูปของเลซิติน (lecithin) ที่สกัดไดจ้ากถั่วเหลือง ฟอสโฟลิปิดเป็นสารประกอบออรก์าโน
ฟอสเฟตที่มีความส าคัญอย่างมากต่อส่ิงมีชีวิตเนื่องจากเป็นส่วนประกอบของเยื่อหุม้เซลล ์นอกจากนั้นฟอสโฟลิปิดนีจ้ะท า
หน้าที่เป็นอิมัลซิไฟเออร ์(Emulsifier) ที่ช่วยให้ร่างกายดูดซึมไขมันได้ (Jangle et al., 2013; Mertins et al., 2008) โดยใน
โครงสรา้งจะมีส่วนท่ีมีคุณสมบตัิ hydrophilic และ hydrophobic (Sousa et al., 2013) ดว้ยเหตผุลนีผู้ท้ี่รกัในการดแูลสขุภาพ
จึงมีการบริโภคผลิตภัณฑ์เลซิตินจากถั่วเหลืองทั้งในรูปแบบผลิตภัณฑ์เสริมอาหารและการผสมลงไปเป็นส่วนเสริมใน
ผลิตภณัฑอ์าหาร ในขณะเดียวกนัผูป้ระกอบการผลิตอาหาร ยา เวชส าอาง รวมถึงอาหารสตัว ์ก็มีการผสมเลซิตินในผลิตภณัฑ์
เหล่านีเ้ช่นเดียวกัน เลซิตินเป็นสารที่พบไดใ้นเนือ้เยื่อของสตัวแ์ละในน า้มันพืช ประกอบดว้ยโคลีนกลีเซอรอล (glycerol) กรด
ไขมันไกลโคลิปิดไตรเอซิลกลีเซอรอล ( triacyl glyceride) และส่วนใหญ่เป็นฟอสโฟลิปิด  เช่น ฟอสฟาติดิลโคลีน 
(phosphatidylcholine หรือ PC) ฟอสฟาติดิลเอทานอลเอมีน (phosphatidylethanolamine หรือ PE) และฟอสฟาติดิลลิ              
โนซิทอล (phosphatidylinositol หรือ PI) โดยมีกรดฟอสฟาติดิก (phosphatidic acid หรือ PA) และฟอสฟาติดิลซีรีน 
(phosphatidylserine หรือ PS) ในปริมาณเล็กนอ้ย (Cooper & Ainscough, 2016; Scholfield, 1981) ฟอสโฟลิปิดที่มีอยู่ใน     
เลซิตินเป็นส่วนประกอบที่ส าคัญของเยื่อหุม้เซลล ์ซึ่งจ าเป็นต่อการเจริญเติบโต (Liu et al., 2013) โดยที่ฟอสฟาติดิลโคลีน 
phosphatidylcholine (PC) มีอยู่ในปริมาณมากที่สุดในเลซิติน และมีส่วนส าคญัในการก่อตัวของชั้นไบลิปิดในเยื่อหุม้เซลล ์
นอกจากนีย้งัเป็นสารตัง้ตน้ของการสงัเคราะหโ์คลีน ซึ่งเป็นสารอาหารที่จ  าเป็นส าหรบัการขนส่งไขมนั และเป็นสารตัง้ตน้ในการ
ผลิตอะเซทิลโคลีน ที่ท  าหนา้ที่เป็นสารส่ือประสาท (Blusztajn et al., 1987) โดยโครงสรา้งของฟอสโฟลิปิดบางชนิดที่มกัพบใน
ผลิตภัณฑ์อาหารแสดงดัง Figure 1 ในปัจจุบันมีการน าเลซิตินมาจ าหน่ายในรูปของอาหารเสริมเป็นจ านวนมาก การ
รบัประทานเลซิตินในปริมาณที่มากเกินไปอาจจะท าใหเ้กิดผลขา้งเคียงได ้เช่น อาจท าใหเ้กิดอาการคล่ืนไส ้อาเจียน น า้ลาย
หลั่งออกมาก เบื่ออาหาร และมีเหงื่อออกมาก ดงันัน้จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการวิเคราะหช์นิดและปริมาณฟอสโฟลิปิดใน
ผลิตภณัฑเ์ลซิตินดงักล่าวเพื่อเป็นขอ้มลูในการพิจารณาส าหรบัผูบ้รโิภค  

การวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของฟอสโฟลิปิดในปัจจุบัน นิยมใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
(HPLC) (Hurst & Martin, 1984) thin-layer chromatography (TLC) (Deranieh et al., 2013) และอินฟราเรดสเปคโทรสโคปี 
(FT-IR) (Meng et al., 2014)  เนื่องจากการวิเคราะหท์ าไดไ้ม่ยาก สามารถวิเคราะหไ์ดท้ัง้เชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ มีความ
แม่นย าสงู แต่อย่างไรก็ตามการวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค HPLC จ าเป็นตอ้งพึ่งพาสารมาตรฐานส าหรบัใชใ้นการวิเคราะหต์ามชนิด
ของสารที่ตอ้งการวิเคราะห ์พึ่งพาชนิดของวฏัภาคคงที่ (stationary phase) ใชเ้วลาในการทดสอบนาน และที่ส  าคญัคือมีของ
เสียที่ใช้เป็นวัฏภาคเคล่ือนที่ (mobile phase) เกิดขึน้จากกระบวนการวิเคราะหจ์ านวนมาก ดังนั้นนักวิจัยจึงสนใจที่จะ
วิเคราะหฟ์อสโฟลิปิดดว้ยเทคนิคอื่นท่ีใหป้ระสิทธิภาพท่ีดีกว่า ลดเวลาในการวิเคราะหแ์ละลดของเสียที่เกิดขึน้จากกระบวนการ
วิเคราะห ์หน่ึงในวิธีนัน้คือการใชเ้ทคนิคฟอสฟอรสันิวเคลียรแ์มกเนตกิเรโซแนนซส์เปกโทรสโคปี (31P-NMR) เพื่อน ามาวิเคราะห์
ชนิดและปรมิาณของฟอสโฟลิปิด เนื่องจากเป็นวิธีที่ใชใ้นการวิเคราะหท์ี่สามารถวิเคราะหฟ์อสโฟลิปิดหลายชนิดไดพ้รอ้มๆ กนั 
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ในการวิเคราะหเ์พียงครัง้เดียว มีความจ าเพาะเจาะจงในการวิเคราะหท์ี่สูง เนื่องมาจากลักษณะเฉพาะของนิวเคลียสของ
ฟอสฟอรสัที่อยู่ในโครงสรา้งของฟอสโฟลิปิดแต่ละชนิดที่มีสภาวะแวดลอ้มที่แตกต่างกันจะใหส้ัญญาณค่า chemical shift              
ที่แตกต่างกนัดว้ย (Glonek, 1998; Horn et al., 2000; Zheng et al., 2017; Liu et al., 2025) 31P-NMR เป็นเทคนิคที่สนใจใน
การวดัสญัญาณของนิวเคลียสของ 31P มกัใชใ้นการจ าแนกลกัษณะเฉพาะของนิวคลีโอไทดแ์ละฟอสโฟลิปิด แมว้่าเทคนิคนี ้           
จะมีสภาพไว (sensitivity) น้อยกว่า 1H-NMR  แต่ก็มีสภาพไวที่ดีกว่า 13C-NMR เนื่องจาก 31P เป็นไอโซโทปที่เสถียรและมี
จ านวนมากถึง 100% ดงันัน้ 31P-NMR จึงถูกน ามาใชอ้ย่างกวา้งขวาง เช่นใชใ้นการระบุความบริสทุธ์ิของสารประกอบ (purity 
determination) (Feringa et al., 1985)  เนื่องจากสัญญานของ 31P ส่วนใหญ่จะปรากฏขึน้ในบริเวณที่มีลักษณะเฉพาะ                  
ไม่ซอ้นทบักบัสญัญานต าแหน่งอื่นๆ จึงสามารถน ามาใชใ้นการค านวนหาปรมิาณไดด้ี โดยค่านิวเคลียรส์ปิน (I) ของ 31P คือ ½ 
และสญัญาณของ 31P-NMR จะปรากฏในช่วง chemical shift ที่ +250 ถึง -250 ppm  

 

 
Figure 1  Structures of example phospholipids in lecithin 
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   Methodology  

1. สารเคม ี
สารเคมีและตวัท าละลายที่ใชใ้นงานวิจยันีเ้ป็นเกรดส าหรบัวิเคราะห ์(analytical reagent grade) และเกรดส าหรบั 

HPLC โดยสารมาตรฐาน phosphatidylcholine (PC) และ ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate เป็น
ของบริษัท Merck เกลือ cesium carbonate สารมาตรฐานเลซิตินสกัดจากถั่วเหลือง และ triphenyl phosphate ของบริษัท 
Tokyo Chemical Industry ตัวท าละลาย isopropanol, methanol, acetone, hexane ยี่หอ้ QREC และ RCI Labscan 
ส าหรบัตวัท าละลาย deuterated chloroform ยี่หอ้ Eurisotop  

2. เครือ่งมือและอปุกรณ ์
- เครื่องป่ันไฟฟา้ยี่หอ้ Mandine รุน่ MBL600M1-16 
- เครื่องคนสารละลายแบบใหค้วามรอ้นยี่หอ้ IKA รุน่ C-MAG HS7 
- เครื่องวดัค่า pH ของสารละลายยี่หอ้ Metrohm รุน่ 913 
- เครื่องป่ันเหวีย่งตกตะกอนยี่หอ้ Hettich รุน่ EBA 200 
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 และ 5 ต าแหน่ง ยี่หอ้ Mettler Toledo รุน่ ME 204 และ NewClassic MS 
- เครื่องนวิเคลียรแ์มกเนตกิเรโซแนนซส์เปกโทรมิเตอรย์ี่หอ้ Bruker รุน่ Avance III HD 400 พรอ้มหวัตรวจวดัแบบ 

CryoProbeTM Prodigy 
- เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC system) ยี่หอ้ Agilent Technologies รุน่ 1260 infinity II 

Quaternary pump (G7111A), Diode array detector (G7117C), autosampler (G7129A) คอลมัน ์Agilent Eclipse XDB-

C18, 4.6x150 mm, 5 M (PN : 993967-902) 
3. การเตรียมสารละลายส าหรบัการสกดัฟอสโฟลิปิดจากเลซิตนิ 
    3.1 การเตรียมสารละลาย Cs2CO3/EDTA ความเขม้ขน้ 0.75 M pH 8.5 
     ในงานวิจยันีไ้ดป้ระยกุตว์ิธีการเตรียมสารละลายส าหรบัสกัดฟอสโฟลิปิดจากเลซิตินจากงานวิจยัของ Ahmmed 

และคณะ (Ahmmed et al., 2021) โดยท าการเตรียมสารละลาย Cs2CO3/EDTA ความเข้มข้น 0.75 M ที่ pH 8.5 จากการ
ละลาย ethylenediaminetetraacetic acid disodium salts dihydrate ปริมาณ 13.96 กรมั ละลายดว้ยน า้กลั่น 40 มิลลิลิตร
และเติม cesium carbonate (Cs2CO3) ปริมาณ 0.3 กรมั จากนัน้น าของผสมไปใหค้วามรอ้นที่อณุหภูมิ 100 oC พรอ้มทัง้คน
สารละลายผสมต่อเนื่องจนกระทั่งของแข็งละลายได ้จึงปล่อยใหส้ารละลายเย็นลงที่อุณหภูมิหอ้ง และท าการปรบั pH ของ
สารละลายใหไ้ดค้่า 8.5 ดว้ยการเติม Cs2CO3 ที่เป็นของแข็งพรอ้มคนสารละลายอย่างต่อเนื่อง จากนัน้ถ่ายสารละลายที่เตรยีม
ได ้ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปรบัปริมาตรดว้ยน า้กลั่น จะไดส้ารละลาย Cs2CO3/EDTA ความเขม้ขน้ 0.75 M 
pH 8.5 
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 3.2 การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน triphenyl phosphate 
      สารละลายมาตรฐาน (internal standard) triphenyl phosphate (TPP) ที่ใชส้  าหรบัการวิเคราะหป์ริมาณฟอสโฟ
ลิปิด ดว้ยเทคนิค 31P-NMR สามารถเตรียมไดโ้ดยท าการละลาย triphenyl phosphate ปรมิาณ 300 มิลลิกรมั ในตวัท าละลาย
เมทานอล จากนัน้ท าการปรบัปริมาตรสารละลายในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐาน triphenyl 
phosphate เขม้ขน้ 6 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 

4. การวเิคราะหช์นดิและปริมาณของฟอสโฟลิปิดดว้ยเทคนคิ 31P-NMR  
    4.1 การสกดัเลซิตนิจากเมล็ดถั่วเหลือง 
     ในงานวิจยันีท้  าการประยุกตว์ิธีการสกัดเลซิตินจากเมล็ดถั่วเหลืองจากวิธีของ Wu (Wu, 2002) โดยน าตวัอย่าง        

ถั่วเหลืองที่ผ่านการกะเทาะเปลือกแลว้ ท่ีซือ้จากท้องตลาดในประเทศไทย ชั่งน า้หนักประมาณ 300 กรัมและน าไปป่ันให้
ละเอียดดว้ยเครื่องป่ันไฟฟ้า จากนัน้ถ่ายลงใส่ในบีกเกอรข์นาด 2000 มิลลิลิตร ท าการแช่ตวัอย่างถั่วเหลืองที่ป่ันละเอียดแลว้
ดว้ย hexane ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร คนใหเ้ขา้กันและน าตวัอย่างไปใหค้วามรอ้นดว้ยอ่างน า้รอ้นที่อุณหภูมิ 60-65 oC เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง โดยคนของผสมทุก ๆ 10 นาที เมื่อครบ 1 ชั่วโมง น าไปกรองและเก็บชัน้ hexane ท าการสกัดกากถั่วเหลืองซ า้
จ านวน 2 ครัง้ และน าชั้น hexane ที่กรองไดไ้ประเหยตัวท าละลายดว้ยเครื่องระเหยตัวท าละลายแบบลดความดัน จะได้
ผลิตภณัฑเ์ป็นของผสมของเลซิตินและน า้มนั (crude oil) เป็นของเหลวสีเหลืองสม้ น าของผสมที่ไดไ้ปเติมน า้กลั่นปรมิาณ 3% 
(w/w) ของน า้หนักของ crude oil ที่ได ้ท าการคนสารละลายผสมพรอ้มทั้งใหค้วามรอ้นที่อุณหภูมิ 60 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนัน้น าของผสมถ่ายใส่หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร และน าไปท าการป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเรว็ 3500 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 5 นาที จะไดข้องผสมแยกออกจากกันเป็น 3 ส่วนคือส่วนที่เป็นน า้มนัชัน้บน ของแข็งชัน้กลาง (กัม, gum) และ
ส่วนน า้ชั้นล่าง ท าการถ่ายส่วนที่เป็นน า้มนัชัน้บนและน า้ชัน้ล่างออก เก็บส่วนกัมน ามาละลายดว้ยอะซีโตนเย็นปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เพื่อก าจดัส่วนที่เป็นน า้มนั และน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเรว็ 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จะไดส่้วนของเลซิติน
เป็นของแข็งที่กน้หลอด ถ่ายส่วนที่เป็นของเหลวออก ละลายส่วนของแข็งดว้ย hexane ถ่ายใส่ขวดกน้กลมและน าไประเหยแหง้
ดว้ยเครื่องระเหยตัวท าละลายแบบลดความดัน จะไดผ้ลิตภัณฑ์เลซิตินเป็นของเหลวกึ่งแข็งสีเหลืองสม้ ที่พรอ้มจะน าไป
วิเคราะหป์รมิาณฟอสโฟลิปิดต่อไป 

    4.2. การสกดัฟอสโฟลิปิดจากเลซิตนิจากถั่วเหลือง 
      ชั่งตวัอย่างเลซิตินจากถั่วเหลืองประมาณ 300 มิลลิกรมั ดว้ยเครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง ใส่หลอดเซนตริฟิวจ์

ขนาด 15 มิลลิลิตร พรอ้มทั้งบันทึกน ้าหนักที่แน่นอน จากนั้นเติมสารละลายมาตรฐาน triphenyl phosphate เข้มข้น 6 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปรมิาตร 2 มิลลิลิตร ท าการเขย่าสารละลายผสมเป็นเวลา 5 นาที จนกระทั่งเลซิตินกระจายตวัสม ่าเสมอ
ในสารละลาย ท าการเติม deuterated chloroform ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงไปยงัของผสมเพื่อใชเ้ป็นตวัท าละลายส าหรบัการ
วิเคราะหด์ว้ยเครื่อง NMR (deuterium solvent as the lock signal) และน าสารละลายผสมดงักล่าวไปเขย่าใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 
5 นาที สุดท้ายเติมสารละลาย Cs2CO3/EDTA ความเข้มขน้ 0.75 M pH 8.5 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเขย่าสารละลายให้               
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ผสมกัน จากนัน้น าสารละลายผสมไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จะไดส้ารละลายแยกชั้นเป็น              
2 ชัน้ เก็บชัน้ตวัท าละลายอินทรีย ์(ชัน้ล่าง) เพื่อน าไปวิเคราะหใ์นขัน้ต่อไป ในส่วนของตวัอย่างเลซิตินส าเรจ็รูปชนิดแคปซูลให้
ท าการตัดแคปซูลที่บรรจุเลซิตินจ านวน 5 แคปซูล และน าเลซิตินที่ไดม้าผสมกัน จากนั้นท าการเตรียมตัวอย่างเช่นเดียวกับ            
เลซิตินจากถั่วเหลืองดงัที่กล่าวมา 
 4.3 การเตรียมสารตวัอย่างเลซิตนิเพือ่น ามาวเิคราะห์ดว้ยเทคนคิ 31P-NMR  
  ปิเปตชัน้ตวัท าละลายอินทรียท์ี่เตรียมไดจ้ากขอ้ 4.2 ใส่ลงในหลอด NMR เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร ความ
หนา้ผนังหลอด 0.38 มิลลิเมตร ปริมาตร 600 ไมโครลิตร และน าไปวดัสัญญาณ 31P-NMR (ท าซ า้ 3 ครัง้) จากนั้นน าผลการ
วิเคราะหท์ี่ไดม้าค านวณหารอ้ยละองคป์ระกอบของฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบ โดยใชส้มการท่ี 1 (Bharti & Roy, 2012) 
 

                                                                                     (1) 
 

 โดยที่ Px    คือ % w/w ของฟอสโฟลิปิดที่วิเคราะห ์
   Pcal  คือ ความบรสิทุธ์ิ (% w/w) ของสารมาตรฐานท่ีใชเ้ป็น internal standard  
   Ix     คือ พืน้ท่ีพีคของฟอสโฟลิปิดที่วิเคราะห ์
   Ical   คือ พืน้ท่ีพีคของ internal standard  
   Nx     คือ จ านวนอะตอมของ 31P ของพีคฟอสโฟลิปิดที่วิเคราะห ์ 
   Ncal   คือ จ านวนอะตอมของ 31P ของพีค internal standard 
   Mx     คือ มวลโมเลกลุของฟอสโฟลิปิดที่วิเคราะห ์ 
   Mcal    คือ มวลโมเลกลุของ internal standard 
   Wx     คือ น า้หนกัของเลซิตินท่ีชั่งได ้(มิลลิกรมั) 
   Wcal   คือ น า้หนกัของ internal standard (มิลลิกรมั) 
 

 4.4 การเตรียมสภาวะเครือ่ง NMR ส าหรบัการท าปริมาณวเิคราะห์ดว้ยเทคนคิ 31P-NMR  
  ในการท าปริมาณวิเคราะหด์ว้ยเทคนิคนิวเคลียรแ์มกเนติกเรโซแนนซส์เปกโทรสโคปี (Quantitative Nuclear 
Magnetic Resonance Spectroscopy, qNMR) มีพารามิเตอรท์ี่ตอ้งค านึงถึงในการทดสอบแตกต่างจากการทดสอบดว้ย
เทคนิค NMR เชิงคุณภาพพอสมควร โดยผู้ทดสอบจ าเป็นตอ้งเลือกสัญญาณ (peak) ที่จะน ามาท าปริมาณวิเคราะหท์ี่มี
คณุภาพสงู มีค่า signal to noise ratio (S/N) ที่ดีพอ ซึ่งการท่ีจะใหไ้ดม้าซึ่งสญัญาณที่ดดีงักล่าวจ าเป็นตอ้งก าหนดพารามิเตอร์
ที่ให้ถูกตอ้ง เช่น ค่า pulse angle, repetition time (TR), time domain (TD), receiver gain (RG) และ relaxation time (T1), 
delay time (D1) เป็นตน้ งานวิจยันีไ้ดท้  าการประยุกตใ์ชพ้ารามิเตอรจ์ากงานวิจยัของ Glonek  (Glonek, 1998) บางส่วนและ
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ท าการปรบัเปล่ียนบางพารามิเตอรใ์หเ้หมาะสมกับตัวอย่างเลิซิตินของถั่วเหลืองในประเทศไทยเพื่อใหไ้ดผ้ลการวิเคราะหท์ี่
แม่นย าที่สุด โดยท าการหาค่า T1 ของสารตัวอย่าง โดยใช้ฟังก์ชั่นการหาค่า T1 ด้วยโปรแกรม Topspin 3.7 และก าหนด
พารามิเตอร ์D1 โดยใช ้repetition time เท่ากบั 3 (D1 = 3T1)  

5. การศกึษาคา่ทางการวเิคราะห์ 
 5.1 การเตรียมตวัอย่างเพือ่ใชว้เิคราะห์หา Limit of Detection (LOD) และ Limit of Quantitation (LOQ) 

    ชั่งตวัอย่างสารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลือง 300 มิลลิกรมั ดว้ยเครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง ใส่หลอดเซนตรฟิิวจ์
ขนาด 15 มิลลิลิตร พรอ้มทั้งบันทึกน ้าหนักที่แน่นอน จากนั้นเติมสารละลายมาตรฐาน triphenyl phosphate เข้มข้น 6 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปรมิาตร 2 มิลลิลิตร ท าการเขย่าสารละลายผสมเป็นเวลา 5 นาที จนกระทั่งเลซิตินกระจายตวัสม ่าเสมอ
ในสารละลาย ท าการเติม deuterated chloroform ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงไปยงัของผสมและน าสารละลายผสมดงักล่าวไป
เขย่าใหเ้ขา้กันเป็นเวลา 5 นาที สดุทา้ยเติมสารละลาย CsCO3/EDTA ความเขม้ขน้ 0.75 M pH 8.5 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ
เขย่าสารละลายให้ผสมกัน จากนั้นน าสารละลายผสมไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 5000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จะได้
สารละลายแยกชัน้เป็น 2 ชัน้ เก็บชัน้ตวัท าละลายอินทรีย ์(ชัน้ล่าง) เพื่อน าไปวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค 31P-NMR ซ า้จ านวน 3 ซ  า้ 
ค  านวณหาค่า S/N ของสญัญาณของ triphenyl phosphate เมื่อก าหนดใหค้่า LOD คือความเขม้ขน้ของ triphenyl phosphate 
ที่ใหค้่า S/N มีค่าประมาณ 3 และ LOQ คือความเขม้ขน้ของ triphenyl phosphate ที่ใหค้่า S/N มีค่าประมาณ 10 โดยท าการ
เจือจางตวัอย่างดว้ย deuterated chloroform และวิเคราะหจ์นพบความเขม้ขน้ท่ีใหค้่า S/N ดงักล่าว 

6. การวเิคราะห์ปริมาณฟอสโฟลิปิดดว้ยเทคนคิ HPLC   
 6.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน phosphatidylcholine (PC) ส าหรบัการสรา้งกราฟมาตรฐาน 
 สารละลายมาตรฐาน stock solution ของ phosphatidylcholine (PC) เขม้ขน้ 5.00 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร สามารถ
เตรียมไดโ้ดยชั่ง สารมาตรฐาน PC ปริมาณ 50 มิลลิกรมั ดว้ยเครื่องชั่งทศนิยม 5 ต าแหน่ง ละลายดว้ยเมทานอล และถ่ายใส่
ขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรบัปริมาตรดว้ยเมทานอล จากนัน้ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานใหม้ีความเขม้ขน้
ในช่วง 100-1250 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร จากสารละลายมาตรฐานเขม้ขน้ 5.0 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร โดยปรบัปริมาตรดว้ย            
เมทานอล 
 6.2 การเตรียมตวัอย่างเลซิตนิ 
 ชั่งตวัอย่างเลซิตินปรมิาณ 10.00 มิลลิกรมั ดว้ยเครื่องชั่งทศนิยม 5 ต าแหน่ง บนัทึกน า้หนกั จากนัน้ท าการละลาย
ดว้ยเมทานอล 1 มิลลิลิตร ใชเ้ครื่องอลัตรา้โซนิกช่วยละลาย กรองสารละลายตวัอย่างดว้ยไนลอนเมมเบรนความละเอียดรูพรุน 

0.45 m และน าไปทดสอบดว้ย HPLC  
 6.3 สภาวะส าหรบัการทดสอบ 
 สภาวะที่ใชว้ิเคราะหป์รมิาณ PC ประยกุตจ์ากวิธีการทดสอบของ Jangle และคณะ (Jangle et al., 2013) โดยใช้
เป็นระบบ reverse phase -HPLC โดยใช้ไอโซโพรพานอล : น ้า : เมทานอล อัตราส่วน 70:22:8 %v/v เป็นตัวท าละลาย
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เคล่ือนที่ ที่อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรสารตวัอย่างที่ฉีด 10 ไมโครลิตร ตรวจวดัที่ความยาวคล่ืน 205 นาโน
เมตร ระยะเวลาในการวิเคราะห ์30 นาที 
  

Results  
1. ผลการวเิคราะห์ชนดิของฟอสโฟลิปิดดว้ยเทคนคิ 31P-NMR  

เมื่อน าตวัอย่างสารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลืองมาวิเคราะหเ์พื่อศึกษาชนิดของฟอสโฟลิปิดดว้ยเทคนิค 31P-NMR 
ไดผ้ลการทดลองแสดงไดด้งั Figure 2 จาก 31P-NMR สเปกตรมัพบว่าสารมาตรฐานเลซิตินประกอบดว้ยฟอสโฟลิปิดจ านวน 
10 ชนิด ได้แก่  phosphatidylcholine (PC), 1-lysophosphatidylcholine (1-LPC), phosphatidylinositol (PI), 2-lysophos 
phatidylcholine (2-LPC), lysophosphatidylinositol (LPI), phosphatidylethanolamine (PE), diphosphatidylglycerol 
(DPG), lysophosphatidylethanolamine (LPE), phosphatidylglycerol (PG) และ lysophosphatidic acid (LPA) ในขณะที่
เมื่อท าการวิเคราะหต์วัอย่างเลซิตินที่สกัดไดจ้ากเมล็ดถั่วเหลืองที่มีจ าหน่ายในทอ้งตลาดจ านวน 3 เครื่องหมายการคา้พบว่า
ได้ผลการทดสอบดัง Figure 3 โดยปรากฏว่าเลซิตินที่ท  าการวิเคราะห์พบฟอสโฟลิปิดจ านวน 7 ชนิด เช่นเดียวกับสาร
มาตรฐานเลซิตินโดยไม่พบฟอสโฟลิปิดชนิด 1-LPC, 2-LPC และ LPE ส าหรบัตวัอย่างเลซิตินจากถั่วเหลืองกลุ่มที่ 3 ที่ท  าการ
วิเคราะหค์ือตวัอย่างเลซิตินชนิดแคปซูลที่เป็นอาหารเสรมิที่จ  าหน่ายในทอ้งตลาดของประเทศไทยจ านวน 3 เครื่องหมายการคา้
พบว่ามีองคป์ระกอบของฟอสโฟลิปิดทัง้หมด 11 ชนิดโดยมีชนิดที่เพิ่มเตมิมาจากสารมาตรฐานเลซิตนิคือ Phosphatidylserine 
(PS) โดย 31P-NMR สเปคตรมัของเลซิตินชนิดแคปซูลแสดงดงั Figure 4 

การระบุต าแหน่งค่า 31P-NMR chemical shift ที่สอดคลอ้งกับชนิดของฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบในเลซิตินจาก
ถั่วเหลืองในงานวิจยันีด้  าเนินการโดยการศึกษางานวิจยัที่เก่ียวขอ้งที่มีรายงานก่อนหนา้นีท้ี่มีการศึกษาชนิดของฟอสโฟลิปิด
ดว้ยเทคนิค 31P-NMR ในตัวอย่างที่มีความหลากหลายเช่นในตัวอย่างอาหาร เลซิตินจากพืชและสัตวช์นิดต่างๆ (Glonek, 
1998; Lanier et al., 2008; Monakhova & Diehl, 2015; Ahmmed et al., 2021) และการใช้สารมาตรฐานเ ป็นข้อมูล
เปรียบเทียบ โดยขอ้มลูชนิด ค่า chemical shift และน า้หนกัโมเลกลุของฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบของเลซิตินทัง้ 11 ชนิด
และสารประกอบออรก์าโนฟอสเฟตที่ใชเ้ป็นสารมาตรฐานอา้งอิง แสดงใน Table1 ซึ่งมีค่าที่สอดคลอ้งกบัเอกสารอา้งอิง  

2. สภาวะเครือ่ง NMR ส าหรบัการท าปริมาณวเิคราะห์ดว้ยเทคนคิ NMR  
การวิเคราะหฟ์อสโฟลิปิดดว้ยเทคนิค 31P-NMR ในงานวิจัยนี ้ไดท้  าการประยุกตใ์ช้พารามิเตอรจ์ากงานวิจัยของ 

Glonek  (Glonek, 1998) และท าการปรบัเปล่ียนบางพารามิเตอรใ์หเ้หมาะสมกบัตวัอย่างเลซิตินจากถั่วเหลืองในประเทศไทย
เพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่แม่นย าที่สุด โดยท าการวิเคราะห์ค่า relaxation time (T1) ของสารประกอบฟอสเฟตที่ เป็น
องคป์ระกอบในตวัอย่างที่ท  าการวิเคราะห ์พบว่า triphenyl phosphate ซึ่งใชเ้ป็นสารมาตรฐานอา้งอิง ใหค้่า T1 ที่มากที่สดุที่ 
5.65 วินาที ดงันัน้จึงท าการก าหนดค่า D1 โดยใช ้repetition time เท่ากบั 3 ใหม้ีค่าเท่ากบั 16.95 วินาที (D1 = 3T1) ในส่วนของ 
number of scan นั้นก าหนดใหม้ีค่าเท่ากับ 256 scan เพื่อให้ไดค้่า signal to noise ratio (S/N) ที่ดีเพียงพอในการน าพืน้ที่              



 

                                      วารสารวิทยาศาสตรบ์รูพา ปีที่ 30 (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม  –  สิงหาคม  พ.ศ. 2568 
                               BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 30 (No.2)  May  –  August   2025                         บทความวิจยั 

 

 

 679 
 

ใต้กราฟไปใช้ค านวนเชิงปริมาณวิเคราะห์ โดยพบว่าค่า S/N ของ triphenyl phosphate ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐานก าหนด
ปริมาณมีค่าอยู่ที่ประมาณ 3070 และค่า S/N ของฟอสโฟลิปิดที่ตรวจพบในปริมาณความเขม้ขน้ต ่าเช่น LPC LPI LPE และ 
PG มีค่าอยู่ระหว่าง 184 ถึง 275 โดย parameter อื่นๆ ที่ใชใ้นการทดสอบดงัแสดงใน Table 2  

 
 
 

 
 

Figure 2  31P-NMR spectrum of standard soy lecithin with triphenyl phosphate (TPP) in CDCl3 
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Figure 3 31P-NMR spectra of soy lecithin extracted from soybeans of three brands available in local markets of Chonburi, Thailand 

with triphenyl phosphate (TPP) in CDCl3 
 

Table 1  Chemical shift (ppm), molecular weight and number of 31P atom of phospholipids in soy lecithin   

Phospholipids 
Molecular 

weight 
(g/mol) 

Number of 
31P atom 

Chemical shift (ppm) in 
this study 

Chemical shift (ppm) from 
references 

Phosphatidylcholine (PC) 770 1 -0.77 -0.77 

1-Lysophosphatidylcholine (1-LPC) 515 1 -0.37 -0.40 
Phosphatidylinositol (PI) 835 1 -0.31 -0.37 
2-Lysophosphatidylcholine (2-LPC) 515 1 -0.26 -0.29 
Lysophosphatidylinositol (LPI) 570 1 -0.13 -0.25 

Phosphatidylethanolamine (PE) 725 1 0.00 0.00 
Phosphatidylserine (PS) 797 1 0.03 -0.08 
Diphosphatidylglycerol (DPG) 1450 2 0.15 0.18 
Lysophosphatidylethanolamine (LPE) 470 1 0.46 0.46 

Phosphatidylglycerol (PG) 758 1 0.50 0.48 
Lysophosphatidic acid (LPA) 430 1 3.48 3.50 
Triphenyl phosphate (TPP) 326.28 1 -17.80 - 
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Figure 4  31P-NMR spectra of soy lecithin products (capsule) from soybeans of three brands available in local markets of 

Chonburi, Thailand with triphenyl phosphate (TPP) in CDCl3 
 

3. ผลการวเิคราะห์ปริมาณของฟอสโฟลิปิดดว้ยเทคนคิ 31P-NMR ในตวัอยา่งสารมาตรฐานเลซิตนิจากถั่วเหลือง 

ผลการศึกษาการวิเคราะหส์ารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลืองดว้ยเทคนิค 31P-NMR พบว่าสเปกตรมัของฟอสโฟลิปิด             
ที่เป็นองคป์ระกอบในสารมาตรฐานเลซิตินที่ท  าการทดสอบแสดงดงั Figure 2 นัน้สามารถน ามาค านวณหารอ้ยละองคป์ระกอบ
ของฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบในเลซิตินจากถั่วเหลือง โดยใชส้มการท่ี  1 พบว่ารอ้ยละองคป์ระกอบ (%w/w) ของฟอสโฟ              
ลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบในสารมาตรฐานเลซิตินเรียงล าดบัจากมากไปนอ้ยไดด้งันี ้PC > PE > PI > DPG > LPA > PG > 2-
LPC > LPE > LPI > 1-LPC ตามล าดบั และมีรอ้ยละโดยรวมของฟอสโฟลิปิดทัง้ 10 ชนิด เท่ากับ 38.82 ± 1.53 โดยค่าพืน้ที่
ใตก้ราฟ (peak area) และปรมิาณของฟอสโฟลิปิดที่ค  านวนไดแ้สดงดงั Table 3 
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                          Table 2  NMR parameter for determination of phospholipids in soy lecithin by 31P-NMR 
NMR instrument parameter Value 

NMR instrument 400 MHz 
NMR probe head BBFO CryoProbe 
Observe nucleus 31P 

Pulse program zgpg (pulse angle 90o)  
Size of FID  35836 
Solvents  Chloroform-D 
Number of scans  256 

Number of dummy scans  10 
Spectral width 160 ppm 
FID resolution 1.453380 Hz 
Acquisition time 0.6880512 s 
Receiver gain 203 

Dwell time 19.20 s 
Pre-scan delay 18.00 s 
Probe temperature 298 K 
Delay time 16.95 s 
Transmitter frequency offset 1.00 ppm 

 
Table 3  Concentration and peak area of phospholipids in standard soy lecithin determination by 31P-NMR  (N.D. = Not detected) 

Phospholipids Integral (peak area ± SD) 
Relative phospholipid concentration 

(%w/w ± SD) 
Phosphatidylcholine (PC) 179.54 ± 9.38 16.35 ± 0.47 
1-Lysophosphatidylcholine (1-LPC) 0.39 ± 0.07 0.04 ± 0.01 
Phosphatidylinositol (PI) 64.01 ± 4.72 3.90 ± 0.21 
2-lysophosphatidylcholine (2-LPC) 5.78 ± 0.45  0.35 ± 0.02 
Lysophosphatidylinositol (LPI) 1.35 ± 0.26 0.09 ± 0.02 
Phosphatidylethanolamine (PE) 141.24 ± 8.12 12.11 ± 0.45 
Phosphatidylserine (PS) N.D. N.D. 
Diphosphatidylglycerol (DPG) 9.61 ± 0.72 3.29 ± 0.18 
Lysophosphatidylethanolamine (LPE) 2.76 ± 0.28 0.15 ± 0.01 
Phosphatidylglycerol (PG) 6.24 ± 0.39 0.56 ± 0.02 
Lysophosphatidic acid (LPA) 37.05 ± 2.21 1.88 ± 0.07 
Triphenyl phosphate (TPP) 100.00 - 
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4. ผลการวเิคราะห์ปริมาณของฟอสโฟลิปิดในเลซิตนิจากถั่วเหลืองดว้ยเทคนคิ HPLC  

 เพื่อใหไ้ดผ้ลการวิเคราะหป์รมิาณฟอสโฟลิปิดในเลซิตินจากถั่วเหลืองที่มีความน่าเชื่อถือจึงจ าเป็นตอ้งท าการทดสอบ
เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานที่มีการรายงานมาก่อนหนา้นี ้ โดยในงานวิจยันีไ้ดเ้ลือกใชว้ิธีการวิเคราะหฟ์อสโฟลิปิดในเลซิติน
จากถั่วเหลืองดว้ยเทคนิค HPLC ตามรายงานวจิยัของ Jangle และคณะ (Jangle et al., 2013) แต่อย่างไรก็ตามผูว้ิจยัสามารถ
ท าการเลือกวิเคราะหป์รมิาณ PC ในตวัอย่างเลซิตินเพียงชนิดเดียวเนื่องจากขอ้จ ากดัที่สามารถหาซือ้สารมาตรฐาน PC ที่สกดั
จากถั่วเหลืองไดเ้พียงชนิดเดียวอีกทัง้สารมาตรฐานดงักล่าวยงัมีราคาที่สงู  โดยท าการวิเคราะหป์ริมาณ PC ในเลซิตินจากถั่ว
เหลืองที่แตกต่างกัน 3 กลุ่มคือเลซิตินที่สกัดจากเมล็ดถั่วเหลืองส าหรบับริโภค (soy lecithin extracts) สารมาตรฐานเลซิติน 
(standard soy lecithin) และเลซิตินอาหารเสริมชนิดแคปซูล (soy lecithin capsule) ที่มีจ าหน่ายในทอ้งตลาด โดยตวัอย่าง
โครมาโทแกรมของการวิเคราะหเ์ลซิตินแสดงดงั Figure 5  ผลการวิเคราะหพ์บว่าสญัญาณของ PC จะปรากฏที่ค่า retention 
time เท่ากับ 14.5 นาที ซึ่งเมื่อท าการค านวนปริมาณ PC ที่พบในตัวอย่างแต่ละชนิดใหผ้ลการวิเคราะหเ์ปรียบกับผลการ
วิเคราะหด์ว้ยเทคนิค 31P-NMR ดงัแสดงใน Table 4 
 

 
Figure 5   HPLC chromatogram of PC, stand lecithin, lecithin capsule and lecithin extracts 
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 ผลการวิเคราะหป์รมิาณ PC ดว้ยเทคนิค HPLC พบว่าในตวัอย่างสารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลือง เลซิตินจากการ
สกดัเมล็ดถั่วเหลืองและเลซิตนิชนิดแคปซูล มีองคป์ระกอบของ PC อยู่ในช่วง 3.68 ถึง 14.30 %w/w ซึ่งผลการทดสอบดงักลา่ว
ให้ค่าปริมาณ PC ที่ตรวจพบมีค่าใกลเ้คียงกับการทดสอบดว้ยเทคนิค 31P-NMR เป็นที่น่าสังเกตคือผลิตภัณฑ์เลซิตินชนิด
แคปซูลจ านวน 2 เครื่องหมายการคา้พบปรมิาณ PC ในปรมิาณต ่าในช่วง 3.68 ถึง 4.62 %w/w 
 

             Table 4  Comparison of PC phospholipid concentration determination by HPLC and 31P-NMR methods 

Samples 
Concentration of PC (% w/w) 

31P-NMR HPLC 
Standard soy lecithin 16.35 ± 0.47 14.30 ± 0.43 
Soy lecithin extracts A 10.24 ± 0.69 10.27 ± 0.38 
Soy lecithin extracts B 8.69 ± 0.30 9.02 ± 0.97 
Soy lecithin extracts C 3.09 ± 0.09 3.85 ± 0.12 
Soy lecithin capsule D  5.21 ± 0.16 4.62 ± 0.16 
Soy lecithin capsule E  3.20 ± 0.17 3.68 ± 0.18 
Soy lecithin capsule F  10.69 ± 0.11 10.30 ± 0.32 

 

5. การศกึษาคา่ทางการวเิคราะห์  
    5.1 ผลการศกึษาหาคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั (Limit of detection, LOD) และขีดจ ากดัการตรวจวดัเชงิปริมาณ 

(Limit of quantitation, LOQ) 
การวิเคราะหห์าค่าขีดจ ากดัในการตรวจวดัฟอสโฟลิปิด สามารถหาไดจ้ากการน าขอ้มลูการวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค 31P-

NMR โดยค านวณหาค่า S/N ของสญัญาณของ triphenyl phosphate ที่ต  าแหน่งค่า chemical shift -17.8 ppm เมื่อก าหนดให้
ค่า LOD คือความเขม้ขน้ของ triphenyl phosphate ที่ใหค้่า S/N มีค่าประมาณ 3 และ LOQ คือความเขม้ขน้ของ triphenyl 
phosphate ที่ใหค้่า S/N มีค่าประมาณ 10 ซึ่งจากผลการวิเคราะหพ์บว่าที่ความเขม้ขน้ของ triphenyl phosphate เท่ากับ 10 
มิลลิกรมัต่อลิตร (10 ppm) จะใหค้่า S/N เฉล่ียอยู่ที่ 3.83 ± 0.18 และที่ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรมัต่อลิตร (20 ppm) จะใหค้่า 
S/N เฉล่ียอยู่ที่ 13.23 ± 0.31 จึงสามารถสรุปไดว้่าค่าขีดจ ากัดการตรวจวดัฟอสโฟลิปิดดว้ยเทคนิค 31P-NMR มีค่าเท่ากับ 10 
ppm และค่าขีดจ ากดัการตรวจวดัเชิงปรมิาณมีค่าเท่ากบั 20 ppm 

     5.2 ผลการวเิคราะห์ปริมาณของฟอสโฟลิปิดดว้ยเทคนคิ 31P-NMR ในตวัอยา่งเลซิตนิจากถั่วเหลือง 
จากการศึกษาการวิเคราะหป์ริมาณของฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบในเลซิตินที่ท  าการสกัดจากเมล็ดถั่วเหลืองที่

จ  าหน่ายในทอ้งตลาดของประเทศไทยจ านวน 3 เครื่องหมายการคา้ดังแสดงใน Table 5  พบว่าเลซิตินที่สกัดไดจ้ากเมล็ด                
ถั่วเหลืองทัง้ 3 เครื่องหมายการคา้ (soy lecithin extracts A-C) มีปริมาณ PC สงูที่สดุ รองลงมาเป็น PE และ PI และผลการ
ทดสอบไม่พบ 1-LPC, 2-LPC, PS และ LPE ในส่วนของผลิตภัณฑเ์ลซิตินจากถั่วเหลืองชนิดแคปซูลที่จ  าหน่ายในทอ้งตลาด
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จ านวน 3 เครื่องหมายการค้า (soy lecithin capsule D-F) ในรูปของอาหารเสริมจากการทดลองจะเห็นได้ว่าเลซิตินทั้ง             
3 เครื่องหมายการคา้มีฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบเหมือนกับสารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลืองดังแสดงใน Figure 2                 
โดยพบว่าเลซิตินแคปซูลเครื่องหมายการคา้ F มีปริมาณ PC สูงกว่าเครื่องหมายการคา้ D และ E อย่างมีนยัส าคญั ส าหรบั               
เลซิตินกลุ่มสดุทา้ยที่ท  าการทดสอบหาปริมาณและชนิดของฟอสโฟลิปิดดว้ยเทคนิค 31P-NMR คือเลซิตินที่ผ่านกระบวนการ
ปรบัปรุงคุณภาพทางเคมีจ านวน 3 ตัวอย่าง (processed soy lecithin 1-3) พบว่าเลซิตินในกลุ่มดังกล่าวมีปริมาณ 2-LPC             
สูงที่สุดในช่วง 3.60 ถึง 5.26 % w/w รองลงมาเป็น PS และ LPE ในปริมาณ  1.71 ถึง 3.02 %w/w ในขณะที่ปริมาณ PC มี
นอ้ยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัเลซิตินในกลุ่มอื่นๆ   

 

Discussion 
การศึกษาพัฒนาวิธีการตรวจวัดชนิดและปริมาณฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบในเลซิตินจากถั่วเหลือง โดยใช้

เทคนิค 31P-NMR  ในงานวิจัยนีถู้กพัฒนาขึน้มาเพื่อลดข้อจ ากัดของวิธีการดัง้เดิมเช่น HPLC TLC และ FTIR ที่จ าเป็นตอ้ง
พึ่งพาสารมาตรฐานฟอสโฟลิปิดแต่ละชนิดที่ตอ้งการวิเคราะห ์การเกิดของเสียปรมิาณมาก และใชเ้วลาในการวิเคราะหท์ี่นาน 
การศึกษาครัง้นีอ้าศยัขอ้มลูค่า chemical shift และน า้หนกัโมเลกุลของสารประกอบฟอสโฟลิปิดที่มีรายงานในงานวิจยัก่อน
หนา้นี ้โดยในงานวิจยันีไ้ดท้  าการศึกษาวิธีการวิเคราะหใ์นกลุ่มตวัอย่าง 4 ประเภทคือสารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลือง เลซิ
ตินที่สกัดจากเมล็ดถั่วเหลืองกะเทาะเปลือก เลซิตินจากถั่วเหลืองชนิดแคปซูล และเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ท  าการปรบัเปล่ียน
โครงสรา้งทางเคมี ผลการวิเคราะหเ์อกลกัษณข์องสญัญาณ 31P-NMR พบว่าในตวัอย่างเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ท  าการศึกษา
ทั้งหมดพบฟอสโฟลิปิดที่เป็นองคป์ระกอบทั้งสิน้ 11 ชนิดคือ phosphatidylcholine (PC), 1-lysophosphatidylcholine (1-
LPC), phosphatidylinositol (PI), 2-lysophos phatidylcholine (2-LPC), lysophosphatidylinositol (LPI), 
phosphatidylethanolamine (PE), diphosphatidylglycerol (DPG), lysophosphatidylethanolamine (LPE), 
phosphatidylglycerol (PG), phosphatidylserine (PS) และ lysophosphatidic acid (LPA) โดยมีชนิดและปรมิาณที่แตกตา่ง
กันแบ่งออกเป็นแต่ละกลุ่มคือ สารมาตรฐานเลซิตินจากถั่วเหลืองพบฟอสโฟลิปิดทัง้สิน้ 10 ชนิด เลซิตินที่สกัดจากเมล็ดถั่ว
เหลืองกะเทาะเปลือกพบฟอสโฟลิปิดทัง้สิน้ 7 ชนิด เลซิตินชนิดแคปซูลที่จ  าหน่ายในรูปแบบอาหารเสริมพบฟอสโฟลิปิดทัง้สิน้ 
11 ชนิด และเลซิตินที่ผ่านกระบวณการปรบัปรุงทางเคมีพบฟอสโฟลิปิดทั้งสิน้ 11 ชนิด ซึ่งฟอสโฟลิปิดแต่ละชนิดปรากฏ
สญัญาณ 31P-NMR ที่ค่า chemical shift แต่กต่างกนัอย่างชดัเจนในช่วง -0.77 ถึง 3.8 ppm อนัเป็นผลมาจากการท่ีโครงสรา้ง
ทางเคมีของฟอสโฟลิปิดที่มีหมู่อลัคิลสายยาวที่แตกต่างกันเป็นปัจจยัใหค้วามหนาแน่นของอิเล็กตรอนที่หมู่ฟอสเฟตมีความ
แตกต่างกันส่งผลโดยตรงต่อค่า chemical shift ของอะตอมฟอสฟอรสั ผลการทดสอบยงัแสดงใหเ้ห็นว่าในผลิตภณัฑเ์ลซิติน
จากถั่วเหลืองที่ไม่ไดผ่้านการปรบัปรุงคุณภาพดว้ยกระบวนการทางเคมีจะมีปริมาณ PC สงูกว่าฟอสโฟลิปิดชนิดอื่นๆ เสมอ 
รองลงมาคือ PE และ PI ส่วนเลซิตินท่ีผ่านกระบวณการปรบัปรุงคุณภาพจะมีการเปล่ียนแปลงปรมิาณของ PC เปล่ียนไปเป็น 
2-LPC เพิ่มมากขึน้ 
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Table 5   Phospholipids concentration determination by 31P-NMR method (N.D. = not detected) 

Samples 
Phospholipids concentration (% w/w) 

PC 1-LPC PI 2-LPC LPI PE PS DPG LPE PG LPA 
Soy lecithin extracts A 10.24 ± 0.69 N.D. 2.09 ± 0.02 N.D. 0.05 ± 0.01 3.51 ± 0.07 N.D. 2.11 ± 0.25 N.D. 0.48 ± 0.07 0.53 ± 0.02 

Soy lecithin extracts B 8.69 ± 0.30 N.D. 2.30 ± 0.75 N.D. 0.07 ± 0.03 7.62 ± 0.05 N.D. 2.14 ± 0.70 N.D. 0.46 ± 0.07 0.86 ± 0.59 

Soy lecithin extracts C 3.09 ± 0.09 N.D. 1.07 ± 0.03 N.D. 0.04 ± 0.00 2.73 ± 0.06 N.D. 1.67 ± 0.01 N.D. 0.26 ± 0.13 0.76 ± 0.00 

Soy lecithin capsule D 5.21 ± 0.16 0.53 ± 0.05 0.56 ± 0.03 3.38 ± 0.03 0.06 ± 0.01 3.04 ± 0.07 2.53 ± 1.07 2.11 ± 0.69 2.41 ± 0.05 0.12 ± 0.08  0.47 ± 0.00 

Soy lecithin capsule E 3.20 ± 0.17 0.42 ± 0.02 0.29 ± 0.01 2.34 ± 0.10 0.04 ± 0.00 1.78 ± 0.10 1.38 ± 0.08 1.98 ± 0.15 1.70 ± 0.07 0.11 ± 0.01 0.55 ± 0.03 

Soy lecithin capsule F  10.69 ± 0.11 0.21 ± 0.01 1.84 ± 0.10 1.17 ± 0.06 0.01 ± 0.00 5.35 ± 0.11 0.67 ± 0.02 1.96 ± 0.67 0.71 ± 0.04 0.32 ± 0.02 1.10 ± 0.23 

Processed soy lecithin 1 1.33 ± 0.10 0.67 ± 0.00 1.01 ± 0.08 3.62 ± 0.17 0.03 ± 0.01 0.25 ± 0.01 1.98 ± 0.09 0.37 ± 0.16 1.71 ± 0.04 0.05 ± 0.01 0.22 ± 0.01 

Processed soy lecithin 2 2.87 ± 0.07 0.62 ± 0.04 0.66 ± 0.02 3.60 ± 0.11 0.07 ± 0.01 1.18 ± 0.06  2.66 ± 0.07 1.02 ± 0.08 2.23 ± 0.04 0.08 ± 0.05 0.56 ± 0.03 

Processed soy lecithin 3 1.98 ± 0.04 0.76 ± 0.01 1.32 ± 0.03 5.26 ± 0.05 0.07 ± 0.01 0.50 ± 0.02 3.02 ± 0.01 0.79 ± 0.06 2.46 ± 0.06 0.06 ± 0.00 0.32 ± 0.01 
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เมื่อศึกษาค่า relaxation time (T1) ที่เหมาะสมของอะตอม 31P ในโครงสรา้งฟอสโฟลิปิด พบว่าฟอสโฟลิปิดที่เป็น
องคป์ระกอบในเลซิตินจากถั่วเหลืองจะมีค่า T1 ของอะตอมฟอสฟอรสัอยู่ในค่าไม่เกิน 2 วินาที ซึ่งสอดคลอ้งกับผลการศึกษา
ของ Kato และคณะ (Kato et al., 2018) อย่างไรก็ตามส าหรบัสารมาตรฐานอา้งอิง triphenyl phosphate ทีใชเ้ป็นสารอา้งอิง
ในการค านวนหาปริมาณฟอสโฟลิปิด พบว่าให้ค่า T1 อยู่ที่ 5.65 วินาที ซึ่งเป็นค่าที่สูงที่สุดครอบคลุม T1 ของฟอสโฟลิปิด              
ชนิดอื่นๆ ดงันัน้จึงเลือกใชค้่า T1 ดงักล่าวมาก าหนดค่า relaxation delay (D1) โดยเลือกใชเ้ป็นสามเท่าของค่า T1 เพื่อไม่ใหใ้ช้
เวลาในการวิเคราะหม์ากเกินไป (โดยปกติจะก าหนดค่า D1 อยู่ในช่วง 3 ถึง 7 เท่าของค่า T1) และก าหนดใหค้่า number of 
scan มีค่าเท่ากบั 256 เมื่อก าหนดค่า parameter ที่ท าการทดสอบดงั Table 2 แลว้ จะใชเ้วลาทดสอบหาปรมิาณฟอสโฟลิปิด
ต่อหนึ่งตวัอย่างที่ประมาณ 46 นาที เมื่อท าการศึกษาค่าทางการวิเคราะหค์ือขีดจ ากัดการตรวจวดั (LOD) และขีดจ ากัดการ
ตรวจวดัเชิงปริมาณ (LOQ) ดว้ยเทคนิค 31P-NMR โดยอา้งอิงทฤษฎีค่า signal to noise ratio (S/N) 3 เท่า และ 10 เท่า พบว่า
ตัวอย่างสารมาตรฐานอา้งอิง triphenyl phosphate ที่เตรียมใหส้ภาวะการทดสอบจริง (real sample matrix) ซึ่งปรากฏพีค             
ที่ค่า chemical shift -17.8 ppm  จะใหค้่า LOD ที่ความเขม้ขน้ของ triphenyl phosphate เท่ากับ 0.01 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
และ LOQ เท่ากับ 0.02 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร โดยให ้S/N เท่ากับ 3.83 ± 0.18 และ 13.23 ± 0.31 ตามล าดบั ในส่วนของการ
วิเคราะหป์ริมาณฟอสโฟลิปิดในตัวอย่างเลซิตินจากถั่วเหลืองดว้ยวิธี HPLC เพื่อเป็นการเปรียบเทียบผลการทดลองกับวิธี                
31P-NMR นั้น ในการศึกษาไดท้ าการวิเคราะห์ปริมาณ PC เพื่อเป็นตัวแทนฟอสโฟลิปิดที่ท  าการทดสอบ โดยผลการทดสอบ
แสดงใหเ้ห็นว่าปริมาณ PC ที่ตรวจพบจากทั้งสองวิธีไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ จึงเป็นการยืนยันไดว้่าเทคนิค             
31P-NMR นัน้สามารถน ามาใชเ้ป็นวิธีการตรวจวดัปรมิาณฟอสโฟลิปิดในตวัอย่างเลซิตินจากถั่วเหลืองไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 

 
Conclusions 

งานวิจยันีม้ีประสบความส าเร็จในการพัฒนาและประเมินประสิทธิภาพของเทคนิค 31P-NMR ส าหรบัการวิเคราะห์
ชนิดและปริมาณของฟอสโฟลิพิดที่เป็นองคป์ระกอบในเลซิตินจากถั่วเหลือง โดยมุ่งลดขอ้จ ากัดของวิธีวิเคราะหแ์บบดัง้เดิม 
อาทิเช่น HPLC, TLC และ FTIR ซึ่งมีขอ้จ ากดัดา้นความตอ้งการใชส้ารมาตรฐานเฉพาะชนิด ใชร้ะยะเวลาในการวิเคราะหน์าน 
และก่อใหเ้กิดของเสียในปริมาณมาก ผลการวิเคราะหแ์สดงใหเ้ห็นว่าต าแหน่งสัญญาณ (chemical shift) ของฟอสโฟลิปิด               
แต่ละชนิดจากกลุ่มตัวอย่าง 4 ประเภท มีความเหมือนกันและแยกออกจากกันอย่างชัดเจนในช่วง -0.77 ถึง 3.80 ppm 
เหมาะสมที่จะน ามาวิเคราะหเ์ชิงคุณภาพและปริมาณ อันเนื่องมาจากความแตกต่างของโครงสรา้งเคมีของฟอสโฟลิปิด
ดังกล่าว ผลการศึกษายงัแสดงใหเ้ห็นว่าการวิเคราะหด์ว้ยเทคนิค 31P-NMR สามารถวิเคราะหช์นิดและปริมาณฟอสโฟลิปิด
จากถั่วเหลืองไดถ้ึง 11 ชนิดในการทดสอบเพียงครัง้เดียวและใชเ้วลาทดสอบเพียง 46 นาที ส่งผลใหส้ามารถลดเวลาวิเคราะห ์
ของเสียที่เกิดขึน้ และไม่ตอ้งพึ่งพาสารมาตรฐานตามชนิดของฟอสโฟลิปิดที่ตอ้งการวิเคราะห ์และที่ส  าคญัใหค้่าขีดจ ากดัการ
ตรวจวดัต ่าถึง 10 ppm  
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