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 ดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอ็กแทรคชนั ในตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรูป
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 กรดเฟอรร์ูรกิเป็นสารต้านอนุมูลอสิระที�มอียู่ตามธรรมชาต ิพบได้ในเปลอืก เมลด็ และซงั
ข้าวโพด ซึ�งกรดเฟอร์รูร ิกเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที�มีประสิทธิภาพ สามารถป้องกันการเกิด

เซลล์มะเรง็ และลดผลกระทบจากรงัสีอลัตราไวโอเลตแก่ผวิหนัง ในงานวจิยันี�มจีุดประสงค์ที�จะ

พฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื�อวเิคราะห์กรดเฟอรร์ูรกิในตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรูป
จากขา้วโพด โดยใชเ้ทคนิคดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั ในการสกดักรดเฟอรร์รูกิ

จากตัวอย่างที�ผ่านการทําอัลคาไลน์ไฮโดรไลซิส ด้วยตัวทําละลายอินทรยี์ ก่อนนําไปวิเคราะห์
ปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิครเีวริส์เฟสโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ทั �งนี�งานวจิยันี�ได้

ศึกษาหาสภาวะที�เหมาะสมในการทดลอง รวมทั �งศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ จาก

การศกึษาการพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื�อวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์ูรกิด้วยเทคนิคดสิเพอรซ์พี 
ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอ็กแทรคชนัในตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรูปจากขา้วโพด พบว่าใน

การเตรยีมตวัอย่างจะใช้ตวัทําละลายสกดัและตวัทําละลายกระจาย ที�เหมาะสมคอื ไดคลอโรมเีทน 

และอะซโิตไนไตรล ์ในอตัราส่วน 1.2:12 (v/v) ทําการสกดั เป็นเวลา 5 นาท ีหมุนเหวี�ยงที� 4000 rpm 
นาน 5 นาท ีและใหค้วามรอ้นแก่ตวัอย่างขา้วโพดที�อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ี 

ในการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิครเีวริส์เฟสโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ใชก้รดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) : เมทานอล ในอตัราส่วน (1:1) เป็นวฏัภาคเคลื�อนที� ควบคุมอตัรา

การไหลที� 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีผลการศกึษาประสทิธภิาพของวธิวีเิคราะห ์พบว่า ค่าขดีจาํกดัตํ�าสุด

ในการตรวจวดัและขดีจาํกดัตํ�าสุดในการวเิคราะหป์รมิาณ เท่ากบั 0.02 และ 0.06 ไมโครกรมัต่อ
มลิลลิติร ตามลําดบั และใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนือยู่ในช่วง 80.63±1.12 - 105.39±1.08 การศกึษา

ผลของสารรบกวนในตวัอย่าง ไดแ้ก่ กรดแกลลคิ กรดแทนนิค คาเทชนิ กรดแอล-กลูตามคิ กรดไลซนี 
และกรดทริปโตเฟน พบว่าในระบบการทดลองด้วยสภาวะที�เหมาะสมนี�ไม่มผีลรบกวนต่อการ

วเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ ทั �งนี�ไดท้ําการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอย่างดว้ยเทคนิค

ข้างต้น พบว่ากรดเฟอร์รูร ิกในข้าวโพดและผลิตภัณฑ์แปรรูปจากข้าวโพดมีค่าอยู่ในช่วง   
0.37±0.21 - 6.50±0.63 mg/g 
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 Ferulic acid is an antioxidant, naturally found in the husk, kernel and corn cob. Such 
the powerful antioxidant of ferulic acid, it protects cells from cancer and reduces the effects 

of ultraviolet radiation to the skin. The aim of this work was to develop sample preparation 

method for ferulic analysis in corn and processed corn products by dispersive liquid-liquid 
microextraction technique for preparation of ferulic acid from alkaline hydrolysis samples by 

organic solvent before analysis ferulic acid using reverse phase high performance liquid 
chromatography. The optimized method was studied and validated. The results obtained 

from optimization study in the preparation method by dispersive liquid-liquid microextraction 

technique showed that the extraction solvent and dispersive solvent was dichloromethane: 
acetonitrile (1.2: 12) (v/v), 5 minutes of extraction time, 5 minutes of centrifuge at 4000 rpm 

and heating at 100 oC for 60 minutes. The optimal condition for ferulic acid analysis by 

reverse phase high performance liquid chromatography technique was found to be 1% (v/v) 
acetic acid: methanol (1:1) used as mobile phase solvent which and flow rate was 

controlled at 1.0 mL/min. For the validation method studies found that the limit of detection 
and limit of quantitation of the analysis method were 0.02 and 0.06 µg/mL, respectively. The 

recoveries percentages were in the range of 80.63±1.12 - 105.39±1.08. There were not the 

effects for ferulic acid analysis from the interference including tannic acid, gallic acid 
catechin, L- glutamic, lysine acid and tryptophan acid. The ferulic acid contents in corn and 

processed corn were in the range of 0.37±0.21 - 6.50±0.63 mg/g. 
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ประกาศคณูุปการ 
 

 ปริญญานิพนธ์ฉบับนี�สําเร็จสมบูรณ์ได้ด้วยดี เนื�องจากผู้วิจ ัยได้รบัคําแนะนํา ความ

ช่วยเหลือ ความอนุเคราะห์อย่างยิ�งจากคณาจารย์ในภาควิชาเคมีหลายท่าน ผู้วิจยัขอกราบ
ขอบพระคุณ 

 รองศาสตราจารย์ ดร.พรพิมล ม่วงไทย ประธานควบคุมปริญญานิพนธ์ ที�กรุณาให้
คาํปรกึษาและคาํชี�แนะ ตลอดจนแกไ้ขขอ้บกพรอ่งต่างๆ ในการแก้ปญัหาทุกขั �นตอนอนัเกดิจากการ

วจิยัและการเขยีนปรญิญานิพนธ ์

 ขอกราบขอบพระคุณ ดร.วนิัย อวงพพิฒัน์ ที�ให้ความกรุณาในการเป็นประธานกรรมการ
ในการสอบปากเปล่าปรญิญานิพนธ ์และรองศาสตราจารย ์ดร.วณีา เสยีงเพราะ ที�ใหค้วามกรุณาใน

การเป็นกรรมการในการสอบปากเปล่าปรญิญานิพนธ์ ตลอดให้คําแนะนําและชี�แนะข้อบกพร่อง
ต่างๆ เพื�อใหป้รญิญานิพนธฉ์บบันี�สาํเรจ็สมบรูณ์ยิ�งขึ�น  

 ขอขอบพระคุณคณาจารยภ์าควชิาเคมทีุกท่าน ที�ไดป้ระสทิธิ �ประสาทวชิาความรูแ้ก่ผูว้จิยั 

และขอบพระคุณเจา้หน้าที�หอ้งปฏบิตักิารภาควชิาเคม ีที�ให้คําแนะนํา และช่วยเหลอื อํานวยความ
สะดวกแก่ผูว้จิยัตลอดการศกึษา ผูว้จิยัรูส้กึซาบซึ�งในความกรุณาของทุกๆ ท่านเป็นอย่างยิ�ง ผูว้จิยั

ขอน้อมรําลกึถงึพระคุณบดิา มารดา และญาตสินิททุกท่านที�ได้อบรมเลี�ยงดู ใหก้ําลงัใจและให้การ
สนับสนุนในดา้นการศกึษาแก่ผูว้จิยั ขอบพระคุณอาจารย ์รวมถงึผูม้พีระคุณทุกๆ ท่านที�มไิดก้ล่าว

รายนามไว ้ณ ที�นี�ดว้ย ที�มสี่วนช่วยใหง้านวจิยัครั �งนี�สาํเรจ็ลุล่วงไปไดด้ว้ยด ี
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บทที� 1 

บทนํา 

 

ภมิูหลงั 

 อนุมูลอสิระ (free radical) มบีทบาทที�สําคญัในกระบวนการเกดิโรค ทั �งเป็นต้นเหตุของ

การเกดิโรคและเป็นปจัจยัทาํใหโ้รคมพีฒันาการอยา่งรวดเรว็และมคีวามรุนแรงยิ�งขึ�น โดยเฉพาะโรค

ที�เกี�ยวกบัความเสื�อมและความบกพร่องของเซลลป์ระสาทและเกี�ยวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบของ

รา่งกาย (วชัระคุปต ์และคณะ 2549: 27-43) รา่งกายของมนุษยจ์ะถูกออกซไิดซห์รอืภาวะเครยีดออกซเิดชนั 

(oxidative stress) ซึ�งสามารถนําไปสู่การทําลายเซลล์และเนื�อเยื�อของสิ�งมชีวีติได ้โดยทั �วไปการ

สรา้งอนุมลูอสิระเกดิขึ�นตลอดเวลา แต่รา่งกายมรีะบบในการป้องกนัตวัเองและสามารถช่วยลดความ

รุนแรงจากพษิของอนุมลูอสิระไดโ้ดยอาศยัสารต้านอนุมลูอสิระ (antioxidant) ซึ�งเป็นสารที�สามารถ

ทาํปฏกิริยิากบัอนุมลูอสิระไดโ้ดยตรง เพื�อกําจดัอนุมลูอสิระใหห้มดไปหรอืหยดุปฏกิริยิาลกูโซ ่

 ดงันั �นร่างกายจงึต้องมกีารกําจดัอนุมูลอสิระที�มมีากเกนิไปภายในร่างกายโดยปรบัสมดุล

ปฏกิริยิารดีอกซ ์ กลไกการกําจัดอนุมูลอิสระประกอบด้วยการกําจัดหรือลดการสร้างอนุมูล

ออกซเิจนอสิระ (reactive oxygen species, ROS) โดยการทํางานของเอนไซมแ์ละวติามนิภายใน

รา่งกาย และนอกจากนี�ยงัไดจ้ากสารกลุ่มฟีนอลกิ (phenolic) ที�มอียูใ่นอาหารที�บรโิภค ซึ�งสารกลุ่มนี�

มฤีทธิ �สงูในการยบัยั �งการเกดิเครยีดออกซเิดชนั (B. Halliwell. 2009: 531-542) 

 สารตา้นอนุมลูอสิระแบ่งตามแหล่งที�มาได ้2 ชนิด คอื สารต้านอนุมลูอสิระสงัเคราะห ์เช่น 

โพรพลิ แกลเลต (propyl gallate) และบวิทเิลเทต ไฮดรอกซโีทลูอนี (butylated hydroxytoluene, 

BHT) เป็นตน้ และสารต้านอนุมลูอสิระที�มอียู่ตามธรรมชาต ิเช่น กรดฟีนอลกิ (phenolic acid) ฟีนิล

โพรพานอยด ์(phenylpropanoids) และฟลาโวนอยด ์(flavonoids) เป็นต้น (J. Pokorny; et al. 2001) 

จากการศึกษาที�ผ่านมาพบว่าผกัและผลไม้ของไทยหลายชนิดมสีารประกอบฟีนอลิก (phenolic 

compound) ซึ�งมคีุณสมบตัิเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที�ทําหน้าที�ป้องกนัการเกิดภาวะเครยีดออกซเิดชนั 

เป็นองคป์ระกอบ ทาํใหก้ารบรโิภคผกัและผลไมเ้ป็นที�นิยมเป็นอยา่งมาก 

 สารต้านอนุมูลอสิระที�มอียู่ตามธรรมชาตทิี�สําคญัที�พบในผกัและผลไม้ เช่น ข้าวโพด ขา้ว

สาล ีมะเขอืเทศ กะหลํ�าปล ีและหน่อไมฝ้รั �ง คอืสารในกลุ่มฟีนิลโพรพานอยด์ (phenylpropanoids) 

ซึ�งในขา้วโพดจะพบสารในกลุ่มกรดฟีนอลกิ (phenolic acid) ที�สําคญั คอื กรดเฟอรร์รูกิ (ferulic 

acid) เป็นสารที�พบในเปลอืก เมลด็และซงัของขา้วโพด ซึ�งมคีุณสมบตัชิ่วยให้ผนังเซลล์ของพชืมี



2 

 

ความแขง็แรง กรดเฟอรร์ูรกิในขา้วโพดดบิจะแฝงตวัอยู่ในผนังเซลล์ของพชืซึ�งอยู่ในรปูของกลูโคไซด ์

(glucoside) คอื สารที�นํ�าตาลกลูโคสเป็นองค์ประกอบที�ทําให้ขา้วโพดหวาน ซึ�งกรดเฟอรร์ูรกิเป็น

สารต้านอนุมูลอิสระที�มีประสิทธิภาพ ถูกใช้สําหรบัต่อต้านการแก่ (aging) ป้องกันการเกิด

เซลลม์ะเรง็ โรคหวัใจ ไขห้วดั และต่อตา้นผลกระทบจากรงัสอีลัตราไวโอเลตแก่ผวิหนงัได ้

 ปจัจุบนัผู้คนให้ความสําคญัและหนัมาบรโิภคผกัและผลไม้มากขึ�น ซึ�งข้าวโพดเป็น

อาหารที�มคีุณค่าทางโภชนาการ เนื�องจากมแีป้ง นํ�าตาล ไขมนัและไฟเบอรเ์ป็นส่วนประกอบ นิยม

นํามาบรโิภคและนิยมนํามาแปรรูปเป็นอาหารประเภทต่างๆ เช่น ข้าวโพดต้ม ข้าวโพดอบกรอบ 

ขา้วโพดคั �ว และนํ�านมขา้วโพด ซึ�งในอดตีและปจัจบุนัไดม้กีารวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิดว้ย

วธิกีารสกดั เช่น วธิไีฮโดรไลซสิดว้ยด่าง (alkaline hydrolysis) และนําไปวเิคราะห์หาปรมิาณกรด

เฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี  (M.F. Andreasen; et al. 2000: 2837-2842) ดงันั �นผูว้จิยั

จงึมคีวามสนใจที�จะพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื�อวเิคราะหก์รดเฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิคดสิเพอรซ์พี 

ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั (dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME) ในตวัอย่าง

ขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด ซึ�งกรดเฟอรร์รูกินี�เป็นสารต้านอนุมลูอสิระที�สําคญัชนิด

หนึ�ง จากสารที�สกดัได้จากเมลด็ของขา้วโพด ซึ�งเป็นส่วนที�นิยมนํามารบัประทาน นอกจากจะช่วย

เพิ�มคุณค่าของขา้วโพดใหม้มีลูค่ามากขึ�นแลว้ยงัเป็นฐานขอ้มลูทางวทิยาศาสตรใ์นการสนับสนุนฤทธิ �

ตา้นอนุมลูอสิระของขา้วโพด และนําไปประยกุตใ์ชใ้นทางการแพทยต่์อไป  

 

ความมุ่งหมายของการวิจยั 

1. เพื�อพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งเพื�อวเิคราะหก์รดเฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิคดสิเพอรซ์พี 

ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั ในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 

2. เพื�อศกึษาปจัจยัที�มผีลต่อการสกดัและการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ 

3. เพื�อวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิในขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 
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ความสาํคญัของการวิจยั 

1. ทาํใหท้ราบวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งกรดเฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิคดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ  
ไมโครเอก็แทรคชนั ในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 

2. ทาํใหท้ราบปจัจยัที�มผีลต่อการสกดัและการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ 

3. ทาํใหท้ราบปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 
 

ขอบเขตของการวิจยั 

1. ศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการเตรยีมตวัอยา่งดว้ยเทคนิคดสิเพอรซ์พี  
ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั ที�ใชใ้นการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ 

1.1  ศกึษาชนิดของตวัทาํละลายสกดัและตวัทาํละลายกระจาย 

1.2  ศกึษาปรมิาตรของตวัทาํละลายสกดัและตวัทาํละลายกระจาย 
1.3  ศกึษาเวลาที�ใชใ้นการสกดั 

1.4  ศกึษาเวลาในการหมนุเหวี�ยง 
2. ศกึษาตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ 

2.1  ศกึษาผลของอุณหภมูแิละเวลา 

2.2  ศกึษาผลของการแปรรปูตวัอยา่ง 
3. ศกึษาสภาวะที�เหมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ โดยใชเ้ทคนิค 

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  
3.1  ศกึษาความเหมาะสมของวฏัภาคเคลื�อนที� 

3.2  ศกึษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 

4. ศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารวเิคราะห ์
4.1  การสรา้งกราฟมาตรฐานกรดกรดเฟอรร์รูกิ 

4.2  ศกึษาขดีจาํกดัของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และขดีจาํกดัของการ 
วดัเชงิปรมิาณ (Limit of quantitation, LOQ) 

4.3  ศกึษาความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะห ์(accuracy) 

4.4  ศกึษาความแมน่ยาํของวธิวีเิคราะห ์(precision) 
5. ศกึษาผลของสารรบกวนจากตวัอยา่ง 

5.1 ศกึษาผลของกรดอะมโิน 
5.2 ศกึษาผลของสารประกอบฟีนอลกิ 

6. วเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 

6.1 การเตรยีมตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพดดว้ยวธิอีลัคาไลน์ 
ไฮโดรไลซสิ 

6.2  การเตรยีมตวัอยา่งขา้วโพดดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั 
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6.3 การวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปู 
จากขา้วโพด มดีงันี� 

 6.3.1 ขา้วโพดหวาน 

 6.3.2 ขา้วโพดขา้วเหนียวขาว 
 6.3.3 ขา้วโพดขา้วเหนียวดาํ 

 6.3.4 ขา้วโพดอ่อน 
 6.3.5 ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกสห์รอืขา้วโพดอบกรอบแหง้ 

 6.3.6 ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 

 6.3.7 ผลติภณัฑป๊์อปคอรน์หรอืขา้วโพดคั �ว 
 

ขั �นตอนของการวิจยั 

1. ศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการเตรยีมตวัอยา่งดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พี  
ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั ที�ใชใ้นการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ 

2. ศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ 

3. ศกึษาสภาวะที�เหมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ โดยใชเ้ทคนิค 
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  

4. ศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารวเิคราะห ์
5. ศกึษาผลของสารรบกวนจากตวัอยา่ง 

6. วเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 



บทที� 2 

เอกสารและงานวิจยัที�เกี�ยวข้อง 
 
 การวจิยันี�เกี�ยวข้องกับการพฒันาวิธกีารเตรยีมตัวอย่างเพื�อวิเคราะห์กรดเฟอร์รูรกิด้วย

เทคนิคดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั ในตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจาก
ขา้วโพด โดยผูว้จิยัไดศ้กึษาคน้ควา้เอกสารและงานวจิยัที�เกี�ยวขอ้งและนําเสนอตามหวัขอ้ดงัต่อไปนี� 

- ขา้วโพดและส่วนประกอบของขา้วโพด 

- อนุมลูอสิระ สารตา้นอนุมลูอสิระและกรดเฟอรร์รูกิ  
- การเตรยีมตวัอยา่งดว้ยการสกดัดว้ยตวัทาํละลายและวธิวีเิคราะห ์

- งานวจิยัที�เกี�ยวขอ้ง 
 

ข้าวโพดและส่วนประกอบของข้าวโพด 

 ขา้วโพด เป็นพชืจาํพวกหญ้า มลีําต้นตั �งตรงแขง็แรง เนื�อภายในคล้ายฟองนํ�า สูงประมาณ 

1.4 เมตร ใบจะเป็นเสน้ตรงปลายแหลม ยาวประมาณ 30-100 เซนตเิมตร เสน้กลางของใบจะเหน็ได้
ชดั ตรงขอบใบมขีนอ่อนๆ ดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมยีอยู่ในต้นเดยีวกนั ช่อดอกตวัผูอ้ยู่ส่วนยอดของ

ลําต้น ช่อดอกตัวเมียอยู่ตํ� าลงมาอยู่ระหว่างกาบของใบ และลําต้นฝกัเกิดจากดอกตัวเมียที�
เจรญิเตบิโตแลว้ ฝกัอ่อนจะมสีเีขยีว พอแก่จะเป็นสนีวล 

 

ขา้วโพด (ศรพีจิติต.์ 2527)  
ชื�อวทิยาศาสตร ์                  Zea mays L. 

การจาํแนกทางพฤกษศาสตร ์
   Class                            Angiospermae 

Subclass                        Monocotyledonae  

Family                            Gramineae 
Genus                            Zea 

Species   mays 
 

ชนิดของขา้วโพด 

ขา้วโพดอาจจาํแนกทางพฤกษศาสตร ์ โดยถอืเอาลกัษณะของแป้งและเปลอืกหุม้เมลด็เป็น
หลกั จาํแนกออกเป็น 7 ชนิด ดงันี� 
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 1) ขา้วโพดเลี�ยงสตัว์หรอืขา้วโพดไร่ (field corn) มชีื�อทางวทิยาศาสตรว์่า Zea mays 
indentata ขา้วโพดชนิดนี�เมื�อเมลด็แหง้แลว้ตรงส่วนหวับนสุดจะมรีอยบุ๋มลงไป ซึ�งเป็นส่วนของแป้ง

สขีาว ขา้วโพดชนิดนี�มหีลายสายพนัธุมโีปรตนีน้อยกว่าพวกขา้วโพดหวัแขง็  

 
 2) ขา้วโพดหวัแขง็ (fint corn) มชีื�อทางวทิยาศาสตรว์่า Zea mays indurate ขา้วโพดชนิดนี�

ส่วนบนสุดของเมลด็มกัมสีเีหลอืงจดัและเมื�อแห้งจะแขง็มาก ภายในเมลด็มสีารที�ทําให้ขา้วโพดมสีี
เหลอืงเป็นสารใหส้ทีี�ชื�อ ครปิโตแซนทนี (cruptoxanthin) สารนี�เมื�อสตัวไ์ดร้บัร่างกายสตัวจ์ะเปลี�ยน

สารนี�ใหเ้ป็นวติามนิเอ 

 
 3) ขา้วโพดหวาน (sweet corn) มชีื�อทางวทิยาศาสตรว์่า Zea mays saccharata เป็น

ขา้วโพดที�ใช้รบัประทาน ไม่มกีารแปรรูป เมลด็มกัจะใสและเหี�ยวเมื�อแก่เต็มที� เพราะมนํี�าตาลมาก 
ก่อนที�จะสุกจะมรีสหวานมากกว่าชนิดอื�น ๆ จงึเรยีกขา้วโพดหวาน มหีลายสายพนัธุ ์

 

4) ขา้วโพดคั �ว (pop corn) มชีื�อทางวทิยาศาสตรว์่า Zea mays everta เป็นขา้วโพดที�ใช้
รบัประทาน เมลด็ค่อนขา้งแขง็ ถ้าเมลด็มลีกัษณะแหลมเรยีกว่า ขา้วโพดขา้ว (rice corn) ถ้าเมลด็

กลม เรยีกว่า ขา้วโพดไขม่กุ (pearl corn) 
 

5) ขา้วโพดแป้ง (flour corn) มชีื�อทางวทิยาศาสตรว์่า Zea mays amylocea เมลด็มสีหีลาย

ชนิด เช่น ขาว (ขุ่นๆ หรอืปนเหลอืงนิดๆ) หรอืสนํี�าเงนิคลํ�า หรอืมทีั �งสขีาวและสนํี�าเงนิคลํ�าในฝกั

เดยีวกนั ขา้วโพดสคีลํ�านี�จะมไีนอาซนี สงูกว่าขา้วโพดที�มแีป้งสขีาว 
 

6) ขา้วโพดเทยีน (waxy corn) มชีื�อทางวทิยาศาสตรว์่า Zea mays ceratina เป็นขา้วโพดที�

ใช้รบัประทาน จะมแีป้งที�มลีกัษณะเฉพาะคือ นุ่มเหนียว เพราะในเนื�อแป้งจะประกอบด้วยแป้ง
พวกอะไมโลเปคตนิ (amylopectin) ส่วนขา้วโพดอื�นๆ มแีป้งอะไมโลส (amylose) ประกอบอยู่ดว้ย 

จงึทาํใหแ้ป้งค่อนขา้งแขง็ 
 

7) ขา้วโพดปา่ (pod corn) มชีื�อทางวทิยาศาสตรว์่า Zea mays tunica มลีกัษณะใกลเ้คยีง
ขา้วโพดพนัธุ์ป่า มลีําต้นและฝกัเลก็กว่าขา้วโพดธรรมดา ขนาดเมลด็ค่อนข้างเลก็เท่าๆ กบัเมล็ด

ขา้วโพด มขี ั �วเปลอืกหุม้ทุกเมลด็ และยงัมเีปลอืกหุม้ฝกัอกีชั �นหนึ�ง เหมอืนขา้วโพดธรรมดาทั �ว ๆ ไป 
เมลด็มลีกัษณะต่างๆ กนั ขา้วโพดชนิดนี�ไมม่คีวามสาํคญัทางเศรษฐกจิ ปลกูไวเ้พื�อการศกึษาเท่านั �น 
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 ข้าวโพด นอกจากจะเป็นพืชที�สําคญัต่อเศรษฐกิจในประเทศไทยเรา ที�ให้คุณค่าต่างๆ
มากมาย ทั �งการบรโิภค การแปรรปู และใชส้รา้งรายไดเ้พิ�ม เนื�องจากขา้วโพดเป็นพชืที�ปลูกง่ายและ

การดูแลที�ไม่ซับซ้อนมากนัก ออกผลผลิตได้ทีละมาก อีกทั �งยังมีส่วนประกอบทางเคมีที�เป็น

ประโยชน์ต่อรา่งกาย ดงัแสดงในตาราง 1 
 

ตาราง 1 ส่วนประกอบทางเคมขีองขา้วโพด 
 

        ส่วนประกอบทางเคมี ปริมาณ (กรมั/100 กรมั) 

คารโ์บไฮเดรต 
โปรตนี 

75.32 
9.78 

ไขมนั 4.58 
เสน้ใย 1.32 

เหลก็ 1.98 

ทองแดง 0.30 
แมกนีเซยีม 0.16 

สงักะส ี 1.23 
ความชื�น 7.74 

เถา้ 1.30 

 

 ที�มา: P. Guria. (2006).  
 

นอกจากขา้วโพดจะมคีุณค่าทางสารอาหารสูงแล้ว ยงัอาจมกีารปนเปื�อนของสารพษิหลาย
ชนิด โดยเฉพาะที�สําคญั คอื อะฟลาทอ็กซนิ (aflatoxin) ที�มอีนัตรายต่อคนและสตัว ์ก่อนที�เราจะนํา

ขา้วโพดมารบัประทาน โดยเฉพาะขา้วโพดแหง้หรอืผลติภณัฑจ์ากขา้วโพด ควรตรวจดูใหแ้น่ใจก่อน 

เพราะขา้วโพดมคีวามชื�นสงู และจะขึ�นราไดง้า่ย 

 

 ปจัจบุนัผูบ้รโิภคเริ�มใหค้วามสาํคญักบัสุขภาพ มแีนวโน้มที�จะบรโิภคอาหารเพื�อสุขภาพมาก

ขึ�น จงึได้มกีารนําข้าวโพดมารบัประทานในรูปแบบอาหารคาวหวาน นิยมนํามาเป็นอาหารว่าง
ระหว่างมื�ออาหาร โดยการนํามาต้ม ปิ�ง คั �ว คลุกเนยทอด หรอืการใชป้ระโยชน์จากการนําขา้วโพด

มาแปรรปู เช่น แป้งขา้วโพด นํ�านมขา้วโพด กาแฟขา้วโพด ขา้วเกรยีบขา้วโพด นํ�าพรกิเผาขา้วโพด 

นํ�าตาลผง นํ�าเชื�อม นํ�าหวาน นํ�าสลดั เนยเทียม มายองเนส เครื�องสําอาง นํ�ามนัใส่ผม นํ�าหอม 
สบู ่นํ�ายาทาํความสะอาด กระดาษ ยา ผา้ เป็นต้น เป็นต้น สิ�งหนึ�งที�ทําใหข้า้วโพดเป็นธญัพชืที�นิยม
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นํามาแปรรูปเป็นอาหารนานาชนิดก็เนื�องจากเป็นพชืที�ให้พลงังานสูง เพราะมคีาร์โบไฮเดรตเป็น
ส่วนประกอบหลกั อกีทั �งยงัมโีปรตนี ไขมนั เกลอืแร ่และวติามนิที�มปีระโยชน์อกีมากมาย 

 ซึ�งการแปรรูปขา้วโพด เช่น นํ�านมขา้วโพด เป็นเครื�องดื�มชนิดหนึ�งที�กําลงัได้รบัความนิยม

ในการบรโิภคอยา่งแพรห่ลาย สาํหรบัเป็นอาหารว่างใชร้บัประทานเสรมิอาหารเชา้หรอืเป็นเครื�องดื�ม
บรรจุในภาชนะปิดมดิชดิ มรีสชาตดิ ีมกีลิ�นหอมซึ�งเป็นกลิ�นเฉพาะของขา้วโพดหวานและมสีเีหลอืง

ทองคล้ายสีของเมล็ดข้าวโพดหวาน และสารอาหารในนํ� านมข้าวโพด มีดังนี�  โปรตีน 0.89 
เปอรเ์ซ็นต์ ไขมนั 0.23 เปอร์เซน็ต์ คารโ์บไฮเดรต 0.38 เปอร์เซน็ต์ ความชื�น 90.33 เปอรเ์ซน็ต ์

นํ�าตาล 8 บรกิซ์ สารอาหารที�เป็นประโยชน์อื�นๆ ได้แก่ วติามนิ และเส้นใย (ศูนยว์จิยัขา้วโพดและ

ขา้วฟ่างแห่งชาต.ิ 2544)  
 สําหรบัการแปรรูปข้าวโพดสําหรบัโรงงานอุตสาหกรรมบรรจุกระป๋อง สามารถแปรรูปได้

หลายรูปแบบ เช่น ในรูปปรุงแต่งไม่แช่เยน็จนแขง็ หรอืแช่แขง็เป็นขา้วโพดแช่แขง็ทั �งฝกั (frozen 
corn on cob) และเมลด็ขา้วโพดแช่แขง็ (frozen whole kernel) ในรปูของเมลด็ขา้วโพด (whole 

kernel corn) ครมีขา้วโพด (cream style corn) และขา้วโพดหวานบรรจถุุงสุญญากาศ 

 

อนุมลูอิสระ  สารต้านอนุมลูอิสระและกรดเฟอรร์ริูก 

อนุมลูอสิระ (free radicals) คอื อะตอมหรอืโมเลกุลของออกซเิจนที�มอีเิลก็ตรอนเป็นจาํนวน

คี� (unpaired electron) อยู่ในวงอเิลก็ตรอนวงนอกสุด และชอบจบัคู่กบัโมเลกุลอื�น โดยอนุมลูอสิระ
จะไปแย่งจบัหรอืดงึเอาอิเล็กตรอนจากโมเลกุลหรอือะตอมสารที�อยู่ข้างเคยีงเพื�อให้ตวัมนัเสถียร 

โมเลกุลที�อยูข่า้งเคยีงที�สูญเสยีหรอืรบัอเิลก็ตรอนจะกลายเป็นอนุมลูอสิระชนิดใหม่ ซึ�งอนุมลูอสิระที�

เกดิมาใหม่นี�จะไปทําปฏกิริยิากบัสารโมเลกุลอื�นต่อไป เกดิเป็นปฏกิริยิาลูกโซ่ (T. Yoshikawa; et 
al. 2000; G.R. Buettner. 2001; & M. Valko; et al. 2007) ดงัภาพประกอบ 1  

 

 
 

ภาพประกอบ 1 ปฏกิริยิาระหว่างอนุมลูอสิระกบัเป้าหมาย 

 

 ที�มา: ดดัแปลงจาก นามโชต.ิ (2555). 
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ตวัอย่างอนุมลูอสิระที�เกดิขึ�นในร่างกาย เช่น ไฮดรอกซลิแรดคิลั (hydroxyl radical, OH•) 
ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ (hydrogen peroxide, H2O2) ซุปเปอรอ์อกไซดแ์อนไอออน (superoxide 

anion, O2
•-) ไฮโดรเปอรอ์อกซลิแรดคิลั (hydroperoxyl radical, HOO•) และอลัคอกซลิแรดคิลั

(alkoxyl radical, RO•) เป็นต้น (B. Halliwell. 2009) ซึ�งสามารถพบอนุมลูอสิระของออกซเิจนชนิด
ต่างๆ ในสิ�งมชีวีติที�ใชอ้อกซเิจนในการดํารงชวีติ โดยมสีาเหตุและปจัจยัทั �งจากภายในและภายนอก

รา่งกาย ดงันี� 

 

1) ปจัจยัภายในรา่งกาย ไดแ้ก่ 

    1.1) ปฏกิริยิาออโตออกซเิดชนั (autooxidation) เป็นกระบวนการทางธรรมชาตทิี�เกดิ
จากปฏิกิริยาระหว่างโมเลกุลออกซิเจนกับไขมันไม่อิ�มตัว เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ที�เกี�ยวข้องกับ     

อนุมลูอสิระ (M. Chaijan. 2008) 

    1.2) ปฏกิริยิาออกซเิดชนัที�มเีอนไซมเ์ป็นตวัเร่ง มผีลกระตุ้นการสรา้งอนุมลูอสิระภายใน
ร่างกาย ได้แก่ เอนไซม์ แซนทีนออกซิเดส (xanthine oxidase, XO) และเอนไซม์ไลโพออกซีจเีนส 

(lipoxygenase, LOX) (B. Halliwell; et al. 1995) 
 

2) ปจัจยัภายนอกรา่งกาย ไดแ้ก่ รงัส ีควนับุหรี� และยารกัษาโรค 

สารต้านอนุมูลอสิระ (antioxidant) เป็นสารที�ทําหน้าที�ป้องกนัไม่ให้พวกอนุมูลอสิระก่อตวัขึ�น 
โดยจะทําการยบัยั �งปฏกิริยิาลูกโซ่ของอนุมลูอสิระและหยุดการก่อตวัใหม่ของอนุมลูอสิระหรอืยบัยั �ง

การเกิดปฏกิิรยิาออกซเิดชนั ช่วยซ่อมแซมความเสยีหายที�เกดิจากอนุมูลอิสระที�ไปทําลายเซลล์
ต่างๆ ในร่างกาย รวมทั �งช่วยกําจดัและแทนที�โมเลกุลที�ถูกทําลาย ซึ�งกลไกการทํางานของสารต้าน

อนุมลูอสิระไดโ้ดยการทําใหโ้มเลกุลของอนุมลูอสิระมคีวามเสถยีรขึ�น ซึ�งกลไกของปฏกิริยิาเกดิโดย

การใหไ้ฮโดรเจนหรอือเิลก็ตรอนแก่อนุมลูอสิระ (G. valacchi; et al. 2004 and D.A. Scott; et al. 
2005) ซึ�งอนุมลูอสิระมบีทบาทสาํคญัก่อใหเ้กดิโรค จงึมกีารป้องกนัอนัตรายจากสารนี�โดยทดลองใช้

สารตา้นอนุมลูอสิระในรปูแบบต่างๆ เพื�อชะลอความชราและการเกดิโรค 

 

แหล่งที�มาของสารตา้นอนุมลูอสิระ ม ี2 ประเภทไดแ้ก่ 

1) สารต้านอนุมูลอสิระสงัเคราะห์ (synthetic antioxidants) เป็นสารต้านอนุมูลอสิระที�

สงัเคราะห์ขึ�นเพื�อใช้ยบัยั �งการเกิดปฏกิิรยิาออกซิเดชนัของไขมนัอนัเป็นสาเหตุให้อาหารมกีลิ�น      
สแีละรสชาตทิี�เปลี�ยนไป สารสงัเคราะห์เหล่านี�มปีระสทิธภิาพและความคงตวัสูงกว่าสารสกดัจาก

ธรรมชาต ิแต่มขีอ้จาํกดัของการใช้เนื�องจากปญัหาด้านความปลอดภยัในการบรโิภค ตวัอย่างสาร
ต้านอนุมูลอสิระกลุ่มนี� เช่น โพรพลิแกลเลต (propyl gallate) 2-บวิทเิลเตดไฮดรอกซแีอนิโซล           

(2-butylated hydroxyanisole) บวิทเิลเตดไฮดรอกซโีทลูอนี (butylated hydroxytoluene) (J. Pokorny; 

et al. 2001 and H.S. Yim; et al. 2013) 
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2) สารต้านอนุมลูอสิระจากธรรมชาต ิ (natural antioxidants) สารต้านอนุมลูอสิระเหล่านี� 
พบได้จากแหล่งธรรมชาติทั �งในจุลชีพ สตัว์ และพืช ซึ�งมหีลายชนิด เช่น วิตามินต่างๆ ได้แก่ 

วติามนิซ ีวติามนิอ ีเบตา้แคโรทนี และสารกลุ่มโพลฟีีนอล (polyphenols) เช่น แซนโทน (xanthone) 

และฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ซึ�งประกอบด้วยหมู่ ไฮดรอกซลิที�เกาะบนวงเบนซนี (aromatic 
hydroxyl) ตั �งแต่ 2 หมู่ขึ�นไป นอกจากนี�สารประกอบโพลฟีีนอล ที�มโีครงสรา้งของออรโ์ธไดไฮดรอกซลิ

ฟีนอล (ortho-dihydroxyl phenol) อยูใ่นโมเลกุลยงัสามารถยบัยั �งการเกดิอนุมลู OH• ในปฏกิริยิาที�มี
อนุมลูโลหะทรานซชินั คอื Fe2+ และ Cu2+ เป็นตวัเหนี�ยวนําไดโ้ดยการเขา้จบักบัโลหะดงักล่าวเกดิ

เป็นสารประกอบเชงิซอ้น (C.S. Moreno; et al. 2000 and H. Sies; et al. 1992)  

 
กรดเฟอรร์รูกิ หรอื (4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid) มชีื�อเรยีกตามระบบ IUPAC คอื 

(E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) prop-2-enoic acid มสีูตรโครงสรา้งทางเคม ีดงัภาพประกอบ 2  
มสีตูรโมเลกุลคอื C10H10O4 มมีวลโมเลกุลเท่ากบั 194.18 กรมั/โมล มลีกัษณะทางกายภาพเป็น ผง

ผลกึ มจีดุหลอมเหลวเท่ากบั 168-172 °C 

 

 
 

ภาพประกอบ 2 สตูรโครงสรา้งทางเคมขีองกรดเฟอรร์รูกิ 

 

          ที�มา: ดดัแปลงจาก D. Boskou; et al. (2006). 

 
 กรดนี�เป็นสารในกลุ่มสารประกอบฟีนอลกิกลุ่มหนึ�งที�ถูกสรา้งขึ�นโดยพชื ซึ�งกรดเฟอรร์รูกิจดั

ว่าเป็นสารในกลุ่มกรดไฮดรอกซซีนินามกิ (hydroxycinnamic acids) ดงัภาพประกอบ 3 ซึ�งเป็นกลุ่ม

ที�ใหญ่ที�สุดที�พบได้ทั �วไปในพชื โดยปกตจิะเกดิขึ�นจากหลายๆ รูปแบบ เช่น เกดิจากการย่อยของ
เอนไซมห์รอืการเชื�อมกนัของเอสเทอรข์องกรดไฮดรอกซ ี(hydroxy acids) (Oryza Oil & Fat 

Chemical Ver. 1.1M.) 
   



11 

 

 

 

 
 

ภาพประกอบ 3 หมวดหมู่ของสารไฟโตเคมคีอล (phytochemical) 

 
 ที�มา: R.H. Liu. (2011). 

 

 กรดเฟอรร์ูรกิ เป็นสารที�พบในใบและเมลด็ของพชืหลายชนิด มคีุณสมบตัชิ่วยใหผ้นังเซลล์
ของพชืมคีวามแขง็แรง แหล่งที�พบมากที�สุดคอืในธญัพชื เช่น ขา้ว ขา้วสาล ีขา้วโพด ขา้วโอ๊ต เมลด็

กาแฟ แอปเปิล อาตโิช๊ค ถั �วลสิง สม้และสบัปะรด นอกจากนี�ยงัสามารถสกดัไดจ้ากราํขา้วสาลแีละ
ขา้วโพด และยงัมปีระโยชน์ต่อร่ายกายอีกมากมายซึ�งช่วยในการป้องกนัการเกดิอนุมูลอสิระใน

ร่างกาย เช่น ป้องกนัการเกิดเซลล์มะเรง็ โรคหวัใจ ไข้หวดั รกัษาสุขภาพของกล้ามเนื�อ ต่อต้าน

ผลกระทบจากรงัสอีลัตราไวโอเลต จงึช่วยป้องกนัมะเรง็ผวิหนังได้ (S. Zhao; et al. 2013) 
นอกจากนี�ยงัถูกนํามาใชใ้นอุตสาหกรรมเครื�องสําอางอกีดว้ย (C. Rossi; et al. 2005) กรดเฟอรร์รูกิ

จะทาํหน้าที�ยบัยั �งการทาํงานของเอนไซมล์โิพออกซจีเีนส (lipoxygenase) ที�เร่งปฏกิริยิาอนุมลูอสิระ 
โดยสามารถเขา้จบักบัไอออนของเหลก็ซึ�งเป็นโคเเฟกเตอร ์(cofactor) ส่งผลใหเ้อนไซมด์งักล่าวไม่

สามารถทาํงานได ้(R. Puerta. 1999) 

 
            จะเห็นว่า กรดเฟอร์รูรกิซึ�งเป็นสารในกลุ่มฟีโนลกิที�มคีุณสมบตัิสําคญัในการเป็นสารต้าน

อนุมลูอสิระชนิดหนึ�ง ที�มรีายงานการพบไดใ้นพชืหลายชนิด โดยเฉพาะในขา้วโพด (L.Y. Liangli; et 
al. 2012)  
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การเตรียมตวัอย่างด้วยการสกดัด้วยตวัทาํละลายและวิธีวิเคราะห ์
 การสกดัด้วยตวัทาํละลาย (solvent extraction)  

 การสกดัด้วยตวัทําละลาย เป็นวธิกีารแยกและการทําให้สารบรสิุทธิ �โดยใช้ตวัทําละลายที�

เหมาะสม โดยอาศยัหลกัการของการกระจายตวั (distribution) ของตวัถูกละลายในตวัทําละลาย 2 
ชนิด ที�ไม่เป็นเนื�อเดียวกัน เมื�อตัวถูกละลายแพร่กระจายในตัวทําละลายทั �งสองจนถึงสมดุล 

อตัราส่วนของความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายในตวัทาํละลายทั �งสองจะมคี่าคงที� หลกัการของการสกดั

คอื การใชต้วัทาํละลายที�เหมาะสมละลายสารที�ตอ้งการออกมาจากสารผสม การสกดัสามารถแบ่งได้
เป็น 3 วธิ ีดงันี�  

 1) การสกดัดว้ยวฏัภาคของเหลวออกจากของแขง็ (solid-liquid extraction) เป็นการใชต้วั
ทาํละลายที�เหมาะสมละลายสารที�ตอ้งการออกมาจากสารผสมซึ�งเป็นของแขง็ ซึ�งการสกดัวธินีี�ทําได้

โดยนําของแขง็สกดัในตวัทาํละลายที�ตอ้งการ 

 2) การสกดัดว้ยวฏัภาคของเหลวออกจากของเหลว (liquid-liquid extraction) เป็นการใชต้วั
ทําละลายที�เหมาะสมละลายสารที�ต้องการออกมาจากสารผสมซึ�งเป็นของเหลว ซึ�งตวัทําละลายที�

เหมาะสมในการสกดัควรมสีมบตัเิดยีวกบัตวัทาํละลายที�เลอืก 
 3) การสกดัโดยใช้กรดหรอืเบส (acid-base extraction) เป็นการใช้ปฏกิริยิากรดเบสเพื�อ

แยกสารอนิทรยีท์ี�มสีมบตัเิป็นกรดแก่ กรดอ่อน กลาง และเบสออกจากกนั โดยหลกัการของการสกดั

วธินีี�คอื สารเหล่านี�อยูใ่นรปูที�ไมแ่ตกตวัจะละลายไดด้ใีนตวัทาํละลายอนิทรยี ์เมื�อทําปฏกิริยิากบักรด
หรอืเบสที�เหมาะสมก็จะเกดิเป็นเกลอื ซึ�งอยู่ในรูปของไอออนจงึละลายนํ�าได้ด ีทําให้สามารถแยก

ออกจากสารที�ไมแ่ตกตวัอื�นๆ ไดโ้ดยงา่ย 

 

 การเตรียมตวัอย่างเพื�อใช้วิเคราะหท์างเคม ี

 ตามปกติสารตวัอย่างที�นํามาวเิคราะห์จะเป็นสารที�ไม่บรสิุทธิ � มสีิ�งเจอืปนหรอืสารรบกวน

ต่างๆ รวมอยูด่ว้ย ดงันั �นจงึตอ้งทาํการแยกสารที�สนใจออกจากจากสิ�งเจอืปน เพื�อป้องกนัไม่ใหม้ผีล
รบกวนการวเิคราะหส์ารที�สนใจตรวจสอบในตวัอย่าง ดงันั �น วธิกีารการเตรยีมตวัอย่างจงึเป็นสิ�งที�

จาํเป็นอยา่งมากสาํหรบัการวเิคราะหท์างเคม ี 

 การสกดัสารใหบ้รสิุทธิ �และการสกดัสารเพื�อเพิ�มความเขม้ขน้ 
 1) วธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ (alkaline hydrolysis method)  

วธินีี�เป็นการนําตวัอย่างไปทําปฏกิริยิากบัด่างในสภาวะที�เหมาะสม เช่น โซเดยีมไฮดรอกไซด์
หรอืโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด์ ซึ�งจะช่วยให้สารที�สกดัมคีวามบรสิุทธิ �และสามารถเพิ�มความเขม้ขน้ 

ของสารที�ตอ้งการ อกีทั �งเป็นกระบวนการที�ลดการสญูเสยีสารกลุ่มไฟโตนิวเทรยีนตใ์หน้้อยที�สุด 

 2) วธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั (dispersive liquid-liquid microextraction 
method, DLLME) 
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วธินีี�เป็นการสกดัด้วยตวัทําละลายปรมิาณน้อย โดยในขั �นตอนการสกดันั �นจะใชส้ารละลาย 2 
ชนิด คอื ตวัทําละลายสกดั (extraction solvent) ที�ไม่ผสมเป็นเนื�อเดยีวกนักบันํ�า (water immiscible 

solvent) และตวัทําละลายกระจาย (dispersive solvent) ที�ผสมเป็นเนื�อเดยีวกนักบันํ�า (water 

miscible solvent) ส่งผลให้สารละลายที�สกดัได้จากการสกดัวธินีี�มลีกัษณะขุ่น (cloudy state) 
เนื�องจากการเกดิหยดของตวัทําละลายอนิทรยีเ์ลก็ๆ ลอยอยู่ในเฟสนํ�า โดยรวมจงึเรยีกว่า cloudy 

solution ซึ�งการเกดินี�จะทําใหเ้กดิการเคลื�อนยา้ยมวล (mass transfer) ของสารละลายที�ถูกสกดัซึ�ง
อยูใ่นสารละลายตวัอย่าง ไปสู่ตวัทําละลายสกดั  ดงันั �นการเกดิ cloudy solution จงึเป็นผลจากการ

ฉีดตวัทาํละลายกระจายอย่างรุนแรงเพื�อใหเ้ฟส 2 เฟส สามารถเคลื�อนที�เขา้หากนัไดอ้ย่างด ี เป็นการ

เพิ�มประสทิธภิาพการสกดั ดงัภาพประกอบ 4 
 

 

ภาพประกอบ 4 กระบวนการสกดัดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พีลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั 
 

 ที�มา: ดดัแปลงจาก Y. Zhang & H.K. Lee. (2012). 
 

 การเตรยีมตวัอยา่งดว้ยการสกดัดว้ยตวัทาํละลาย ดงักล่าวขา้งต้นพบว่า การเตรยีมตวัอย่าง

ด้วยวธิดีสิเพอร์ซพี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอ็กแทรคชนั เป็นวธิกีารสกดัแบบใหม่ที�ใช้ตวัทําละลาย
ปรมิาณน้อยมาก และมคีวามเหมาะสมกบัการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอย่างขา้วโพดและ

ผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 
 

 วิธีการวิเคราะหท์างเคมี 

 เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography, 

HPLC) 
 เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เ ป็นเทคนิคการแยกสารประกอบ 

(substances) โดยอาศยัหลกัการความแตกต่างของอตัราการเคลื�อนที�ของสารประกอบระหว่างเฟส 
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2 เฟส คอื เฟสคงที� (stationary phase) กบัเฟสเคลื�อนที� (mobile phase) เป็นตวัพาไป ซึ�งสารจะ
ถูกแยกออกมาในเวลาที�ต่างกนั  โดยสารผสมที�อยูใ่นตวัอย่างสามารถถูกแยกออกจากกนัได ้ขึ�นอยู่

กบัความสามารถในการเขา้กนัไดด้ขีองสารนั �นกบัเฟสเคลื�อนที�หรอืเฟสคงที� สารประกอบตวัไหนที�

สามารถเข้ากนัได้ดกีบัเฟสเคลื�อนที�จะเคลื�อนที�ผ่านคอลมัน์ได้เรว็ สารนั �นจะถูกแยกออกมาก่อน 
ส่วนสารที�เขา้กนัไดไ้ม่ดกีบัเฟสเคลื�อนที�หรอืเขา้กนัไดด้กีบัเฟสคงที�จะเคลื�อนที�ผ่านคอลมัน์ไดช้า้ ก็

จะถูกแยกออกมาทีหลงั โดยสารที�ถูกแยกออกมาได้นี� จะถูกตรวจวดัสัญญาณด้วยตัวตรวจวัด 
(detector) สญัญาณที�บนัทกึไดจ้ากตวัตรวจวดัจะมลีกัษณะเป็นพคี ซึ�งเรยีกว่า โครมาโทแกรม โดย

เทคนิคนี�จะสามารถวเิคราะห์ได้ทั �งในเชงิคุณภาพและเชงิปรมิาณ โดยเทยีบกบัสารมาตรฐาน ซึ�ง

ส่วนใหญ่นิยมนํามาทดสอบสารประกอบที�ระเหยได้ยาก (low volatile substation) หรอืสารที�มี
นํ�าหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight compounds) โดยมสี่วนประกอบของเครื�อง HPLC ดงั

ภาพประกอบ 5 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 ส่วนประกอบของเครื�อง High Performance Liquid Chromatography, HPLC 

           

 ที�มา: ชยัวาฤทธิ �. (2012). 
 

งานวิจยัที�เกี�ยวข้อง 

 ในปี ค.ศ. 1995 เอส เคอมาชา และคณะ (S. Kermasha; et al. 1995: 245-252) ไดท้ํา
การวเิคราะห์กรดฟีนอลกิ และสารประกอบเฟอรฟู์รลัในตวัอย่างนํ�าแอปเปิ�ล ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสงู ตวัตรวจวดัที�ใชเ้ป็นไดโอดอารเ์รย ์และอเิลก็โตรเคมคิอล นําตวัอยา่งที�ซื�อจาก

แหล่งต่างๆ มากรองแลว้ทําการแยกสารดว้ยคอลมัน์ Econosil C18 ขนาด 150 x 4.6 มลิลเิมตร   
วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นอะซโิตไนไตรล ์(phase A) ต่อ 0.75% กรดไตรคลอโรอะซติกิ (phase B) ใช้

ระบบการไหลแบบเกรเดยีนต ์(gradient) ควบคุมอตัราการไหล ที� 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการ
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ดูดกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 280 และ 320 นาโนเมตร และค่าศกัยไ์ฟฟ้า 600 มลิลโิวลต์ จาก
การศึกษาพบว่าได้มกีารวเิคราะห์ปรมิาณกรดฟีนอลิกและสารประกอบเฟอร์ฟูรลัในตวัอย่างนํ�า  

แอปเปิ�ล มคี่าขดีจาํกดัในการตรวจวดั (LOD) ที�ความยาวคลื�น 280 และ 320 นาโนเมตร และค่า

ศกัยไ์ฟฟ้า 600 มลิลโิวลต ์เท่ากบั 0.100, 0.050 และ 0.005 มลิลกิรมัต่อลติร ตามลาํดบั 
 

 ในปี ค.ศ. 1996 โอ เนกชิ ิและท ีโอซาวา (O. Negishi; & T. Ozawa. 1996: 129-136) ได้
ทําการวเิคราะห์หาปรมิาณกรดไฮดรอกซซีนินามกิ กรดไฮดรอกซเีบนโซอกิ ไฮดรอกซเีบนซาลดไีฮด ์  

ไฮดรอกซเีบนซลิแอลกอฮอล ์และกลูโคไซด ์จากสารสกดัที�ไดจ้าก Vanilla planifolia  green beans 

ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ตวัตรวจวดัที�ใชเ้ป็นยวูวีสิเิบลิ สเปกโทรสโกปี โดย
นําตัวอย่างมาทําให้สารแขวนลอยในเมทานอล และทําให้เป็นเนื�อเดียวกัน จากนั �นทิ�งไว้ที�

อุณหภูมิห้อง จากนั �นนํามาสกัดอีกครั �งด้วยเมทานอล และระเหยให้เหลือปริมาตรน้อยกว่า 1 
มลิลลิติร ภายใตค้วามดนัและอุณหภูม ิหลงัจากนั �นเตมินํ�าปรมิาตร 20 มลิลลิติร แลว้นําไปสกดัดว้ย 

นอรม์อล-เพนเทน (n-pantane) และนํามาสกดัต่อด้วยสารละลายอีเทอร์ ซึ�งในส่วนนี�จะเปลี�ยนรูป

เป็นอะไกลโคน (aglycones) จากนั �นนําไประเหยแห้งและปรบัปรมิาตรด้วยเมทานอล แล้วทําการ
แยกสารดว้ยคอลมัน์ TSK-gel C18 ขนาด 150 x 4.6 มลิลเิมตร ใชว้ฏัภาคเคลื�อนที� 2 ระบบ ควบคุม

อตัราการไหลที� 0.6 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 280 นาโนเมตร จาก
การศึกษาพบว่าวธิดีงักล่าวมคีวามเหมาะสมสําหรบัการตรวจวดัปรมิาณกรดไฮดรอกซซีนินามกิ 

กรดไฮดรอกซเีบนโซอกิ ไฮดรอกซเีบนซาลดไีฮด์ ไฮดรอกซ ีเบนซลิแอลกอฮอล์ และกลูโคไซด ์ 

จากสารสกดัที�ไดจ้าก Vanilla planifolia  green beans 
 

 ในปี ค.ศ. 2000 เอม็ เอฟ แอนดด์รเีซน และคณะ (M.F. Andreasen; et al. 2000: 2837-
2842) ได้ทําการศึกษาปรมิาณกรดฟีนอลกิ และกรดเฟอร์รูรกิดไีฮโดรไดเมอร์ (ferulic acid 

dehydrodimers) ในตวัอย่างขา้วไรน์ (Secale cereal L.) 17 สายพนัธุ ์ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง ตัวตรวจวัดที�ใช้เป็นยูวีวิสิเบิลสเปกโทรสโกปี เตรียมตัวอย่างด้วยวิธ ี        
อลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ โดยนําตวัอย่างไปทําปฏกิริยิากบัเมทานอล ที�อุณหภูมงิ 25 °C (ภายใต้ก๊าซ

ไนโตรเจนและในที�มดื)  จากนั �นปรบั pH ใหน้้อยกว่า 2 ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิ (hydrochloric acid) 
แลว้นําไปเหวี�ยงแยก จากนั �นนําส่วนใส (supernatant) มาสกดัดว้ยเอทลิอะซเิตท และเหวี�ยงแยกอกี

ครั �ง จากนั �นนําชั �นของสารอนิทรยีม์าระเหยภายใต้ความดนัและอุณหภูม ิ30 °C และนํามาละลาย

ดว้ย   เมทานอล และฟอสเฟตบฟัเฟอร ์แลว้ทําการแยกสารดว้ยคอลมัน์ LiCroCART C18 วฏัภาค
เคลื�อนที�เป็นฟอสเฟตบฟัเฟอร ์0.02 โมลาร,์ pH 2.15 (phase A) และเมทานอลต่อฟอสเฟต

บฟัเฟอร ์0.02 โมลาร ์(40:60, v/v), pH 2.15 (phase B) ใชร้ะบบการไหลแบบเกรเดยีนต์ ควบคุม
อตัราการไหลที�  1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 280 นาโนเมตร 
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จากการศกึษาพบว่าในขา้วไรน์สายพนัธุ์ Ponsi และ Nikita มปีรมิาณกรดกรดฟีนอลกิ และกรด
เฟอรร์รูกิดไีฮโดรไดเมอรส์งูที�สุด 

 

 ในปี ค.ศ. 2001 ด ีเฮอแมนซ์ และคณะ (D. Hernanz; et al. 2001: 4884-4888) ได้
ทําการศึกษาปรมิาณกรดไฮดรอกซซีนินามกิ และกรดเฟอร์รูรกิดไีฮโดรไดเมอร ์ในตวัอย่างขา้ว

บารเ์ลย ์11 ชนิด ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ตวัตรวจวดัที�ใชเ้ป็นโฟโตไดโอดอารเ์รย ์
เตรยีมตวัอยา่งดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ โดยนําตวัอย่างมาสกดัดว้ยเอทานอล และสกดัต่อดว้ย

เฮกเซนด้วยเครื�องอลัตราโซนิค แล้วนําไปเหวี�ยงแยก จากนั �นนําสารละลายตวัอย่างที�สกดัไปทํา

ปฏกิริยิากบัโซเดยีมไฮดรอกไซด ์(บ่มภายใต้แก๊สไนโตรเจน) จากนั �นนําไปเหวี�ยงแยก นําส่วนใสมา
เติมกรดไฮโดรคลอรกิ และสกดัด้วยเอทลิอะซเิตท จากนั �นนํามาระเหยแห้งและนํามาละลายด้วย

สารละลายผสมระหว่างเมทานอลและนํ�า แลว้ทําการแยกสารดว้ยคอลมัน์ Nova-pack C18 ขนาด 30 
เซนตเิมตร x 3.9 มลิลเิมตร วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นนํ�าต่อกรดอะซติกิ ในอตัราส่วน 98:2, v/v (phase A) 

และนํ�าต่ออะซโิตไนไตรลต่์อกรดอะซติกิ ในอตัราส่วน 78:20:2, v/v/v (phase B) ใชร้ะบบการไหล

แบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที� 1.2 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 
280 นาโนเมตร จากการศึกษาด้วยวธิกีารดงักล่าวพบว่าสามารถนํามาหาปรมิาณกรดไฮดรอกซี

ซนินามกิ และกรดเฟอรร์รูกิดไีฮโดรไดเมอรใ์นขา้วบารเ์ลย ์ทั �ง 11 ชนิด ได ้ 
 

 ในปี ค.ศ. 2002 เค เค อาดมั และอาร ์เอส ลวิ (K. K. Adam; & R.H. Liu. 2002: 6182-

6187) ไดท้าํการศกึษาสมบตักิารต้านอนุมลูอสิระของธญัพชื ไดแ้ก่ ขา้วโพด ขา้วสาล ีขา้วโอ๊ต และ
ขา้ว โดยทําการทดสอบวดัปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิ ดว้ยการทําปฏกิริยิากบั Folin–Ciocalteu’s 

reagent และหาปรมิาณฟลาโวนอยด์ โดยให้อยู่ในรูปของสารประกอบเชิงซ้อนฟลาโวนอยด์-     
อะลมูนิมั พรอ้มกบัทดสอบสมบตักิารตา้นอนุมลูอสิระ ดว้ยการวดัค่าการดดูกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 

760 นาโนเมตร และหาปรมิาณด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตวัตรวจวดัที�ใช้

เป็นยูววีสิเิบลิสเปกโทรสโกปี เตรยีมตวัอย่างด้วยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ โดยนําตวัอย่างไปทํา
ปฏกิริยิากบัโซเดยีมไฮดรอกไซด ์จากนั �นปรบั pH ใหเ้ป็นกลางดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิ แลว้สกดัดว้ย

เอทลิอะซเิตท และระเหยภายใต้แก๊สไนโตรเจนและอุณหภูม ิ35°C แลว้ทําการแยกสารดว้ยคอลมัน์ 
Supelcosil LC-18-DB C18 ขนาด 150 x 4.6 มลิลเิมตร วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นอะซโิตไนไตรล ์20% 

(phase A) และกรดไตรฟลูออโรอะซติกิ (triflouroacetic acid) (phase B) ใชร้ะบบการไหลแบบ   

ไอโซเครตคิ (isocratic) ควบคุมอตัราการไหลที� 0.6 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�
ความยาวคลื�น 280 นาโนเมตร จากการศกึษาพบว่าขา้วโพดมสีมบตักิารเป็นสารต้านอนุมลูอสิระได้

ดีที�สุด ตามด้วยข้าวสาลี ข้าวโอ๊ต และข้าว ตามลําดบั และให้ค่าร้อยละการกลบัคืนเท่ากับ 
105.13±5.23 
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 ในปี ค.ศ. 2004 เอม็ นารด์นิี และเอ กเิซลล ี(M. Nardini; & A. Ghiselli. 2004: 137-143) 
ไดท้ําการศกึษาปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิอสิระ (free phenolic compounds) และสารประกอบ  

ฟีนอลกิยดึเหนี�ยว (bound phenolic compounds) ในตวัอย่างเบยีร ์3 ชนิด ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง ตวัตรวจวดัที�ใช้เป็นอิเล็กโตรเคมคิอลคูลอมเมตรกิ โดยเปรยีบเทยีบการ
เตรยีมตวัอย่างระหว่างวธิทีี�ไม่ทําไฮโดรไลซสิกบัวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ โดยทําการแยกสารดว้ย

คอลมัน์ Supelcosil LC-18 C18 ขนาด 250 x 4.6 มลิลเิมตร วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นกรดอะซติกิ 1.25% 
(phase A) และเมทานอล (phase B) ใชร้ะบบการไหลแบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที� 1.0 

มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัที�ค่าศกัยไ์ฟฟ้าเท่ากบั +600 มลิลโิวลต์ จากการศกึษาพบว่าการเตรยีม

ตวัอย่างดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิทําใหป้รมิาณกรดฟีนอลกิอสิระ และกรดฟีนอลกิยดึเหนี�ยวใน
เบยีรท์ั �ง 3 ชนิด สงูกว่าวธิทีี�ไมท่าํไฮโดรไลซสิ 

 
 ในปี ค.ศ. 2006 จ ีออสคาน และเอน็ จ ีเบดาร ์(G. Ozkan; & N. G. Baydar. 2006: 229-

234) ได้ทําการศึกษาปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิ ในตวัอย่างไวน์แดง 4 ชนิด ด้วยเทคนิค        

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตวัตรวจวดัที�ใช้เป็นไดโอดอารเ์รย ์โดยทําการแยกสารด้วย
คอลมัน์ C18 ขนาด 250 x 4.6 มลิลเิมตร วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นกรดอะซติกิต่อนํ�า ในอตัราส่วน 2:98, v/v 

(phase A) และเมทานอล (phase B) ใชร้ะบบการไหลแบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที� 1.0 
มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 278 นาโนเมตร จากการศกึษาพบว่ามี

ปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิในไวน์แดงทั �ง 4 ชนิด โดยสามารถแยกสารประกอบฟีนอลกิไดภ้ายใน

ระยะเวลา 60 นาท ี
  

 ในปี ค.ศ. 2007 เอส ไอ มสัซาต์โต และคณะ (S.I. Mussatto; et al. 2007: 231-237) ได้
ทาํการศกึษาปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิ และกรดพารา-คมูารกิ ในตวัอยา่งกากเบยีร ์11 ชนิด ดว้ยเทคนิค

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตวัตรวจวดัที�ใช้เป็นยูววีสิิเบลิสเปกโทรสโกปี โดยเตรยีม

ตวัอยา่งดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ แลว้ทําการแยกสารดว้ยคอลมัน์ Waters Resolve C18 ขนาด 
3.9 x 300 มลิลเิมตร วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นอะซโิตไนไตรล ์(phase A) และนํ�า (phase B) ใชร้ะบบ

การไหลแบบไอโซเครตคิ ควบคุมอตัราการไหลที� 0.9 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�
ความยาวคลื�น 276 นาโนเมตร จากการศกึษาพบว่าสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการเตรยีมตวัอย่าง

ดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ คอื โซเดยีมไฮดรอกไซด ์(sodium hydroxide) และพบว่ามปีรมิาณ

กรดเฟอรร์ูรกิ และกรดพ-ีคูมารกิ ในกากเบยีร ์ทั �ง 11 ชนิด สูงที�สุดเท่ากบั 145.3 และ 138.8 
มลิลกิรมัต่อลติร ตามลาํดบั 
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 ในปี ค.ศ. 2008 พ ีทอรเ์ร และคณะ (P. Torre; et al. 2008: 500-506) ไดท้ําการศกึษา
กรดเฟอรร์ูรกิ ในตวัอย่างซงัขา้วโพด โดยเตรยีมตวัอย่างด้วยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ และหา

ปรมิาณดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตวัตรวจวดัที�ใชเ้ป็นยวูวีสิเิบลิสเปกโทรสโกปี 

โดยทําการแยกสารด้วยคอลมัน์ Vydac 201TP54 C18 วฏัภาคเคลื�อนที�เป็น 1% กรดอะซติกิ 
(phase A) และกรดอะซติกิต่อนํ�าต่อเมทานอล ในอตัราส่วน 1:9:10%, v/v (phase B) ใชร้ะบบการ

ไหลแบบ  เกรเดยีนต ์ควบคุมอตัราการไหลที� 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�ความ
ยาวคลื�น 280 นาโนเมตร จากการศกึษาพบว่าสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการเตรยีมตวัอย่างด้วย

วธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ คอืโซเดยีมไฮดรอกไซด ์และพบว่ามปีรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอย่างซงั

ขา้วโพด เท่ากบั 1171.0±34.0 มลิลกิรมัต่อลติร 
 

 ในปี ค.ศ. 2009 เอช ฟาราจ ิและคณะ (H. Faraji; et al. 2009: 8569-8574) ได้
ทําการศกึษาการเพิ�มความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลกิ ในตวัอย่างนํ�า โดยเตรยีมตวัอย่างดว้ย

วธิลีคิวดิ-ลคิวดิไมโครเอก็แทรคชนั (liquid-liquid microextraction, LLME) โดยนําตวัอย่างใส่ลงใน

หลอดทดลอง จากนั �นเตมิโพแทสเซยีมคาร์บอเนต และอะซติกิแอนไฮดรายด์ แล้วเขย่า และเติม   
1-อนัเดคานอล (1-undecanol) แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื�องเขย่า และนําสารสกดัที�ไดไ้ปหา

ปริมาณด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟีแมสสเปกโทรเมทรี แล้วทําการแยกสารด้วยคอลัมน์    
แคพลิลารี� HP-5 MS ขนาด 30 x 0.25 มลิลเิมตร ใชแ้ก๊สฮเีลยีมเป็นแก๊สตวัพา จากการศกึษาพบว่า

สภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีลิควิด-ลิควิดไมโครเอ็กแทรคชัน คือ 

โพแทสเซียมคาร์บอเนต และอะซิติกแอนไฮดรายด์ ใช้ เ ป็นรีเอเจนต์ในการทําอนุพันธุ ์             
และ 1-อนัเดคานอล ใชเ้ป็นตวัทาํละลายที�ช่วยในการสกดั จากการทดลองที�สภาวะที�เหมาะสมพบว่า

สารประกอบฟีนอลกิในนํ�า ใหค้่าขดีจาํกดัตํ�าสุดที�สามารถตรวจวดัได ้เท่ากบั 0.005-0.68 ไมโครกรมั
ต่อลติร และใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนืมากกว่า 84 เปอรเ์ซน็ต์ ซึ�งวธินีี�เป็นวธิทีี�สามารถเพิ�มความ

เขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลกิ มคีวามรวดเรว็ ง่าย และสะดวกในการวเิคราะห ์อกีทั �งยงัมรีาคาไม่

แพง 
 

 ในปี ค.ศ. 2012 พ ีไบพารว์า และคณะ (P. Biparva; et al. 2012: 87-94) ไดท้ําการศกึษา
สารต้านอนุมลูอสิระสงัเคราะห ์ไดแ้ก่ บวิทเิลเตดไฮดรอกซอีะนีโซล และบวิทเิลเตดไฮดรอกซโีทลูอนี 

ในตวัอย่างนํ�าผลไม ้โดยเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอ็กแทรคชนั ดว้ย

ตวัทําละลายที�มนํี�าหนักโมเลกุลที�เบากว่านํ�า โดยนําสารละลายมาตรฐานสําหรบัใช้งาน ใส่ลงใน
หลอดทดลองที�ประดษิฐข์ึ�นมาใหม่ จากนั �นฉีดโซเดยีมคลอไรด ์และสารผสมของ 2-เอทลิ-1-เฮกซานอล 

และอะซิโตน ลงไปอย่างรวดเร็ว แล้วนําไปผสมให้เข้ากันด้วยเครื�องเขย่า แล้วนําไปเหวี�ยงแยก 
จากนั �นนําชั �นของสารอนิทรยีท์ี�ลอยอยู่ชั �นบนเพื�อไวว้เิคราะห ์และหาปรมิาณดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสงู ตวัตรวจวดัที�ใชเ้ป็นยวูวีสิเิบลิสเปกโทรสโกปี แลว้ทาํการแยกสารดว้ยคอลมัน์ 



19 

 

 

 

C18 ขนาด 250 x 4.6 มลิลเิมตร วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นเมทานอลต่อนํ�าต่อกรดอะซติกิ ในอตัราส่วน
75:24:1, v/v/v ใชร้ะบบการไหลแบบไอโซเครตคิ ควบคุมอตัราการไหลที� 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีจาก

การศึกษาพบว่าสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการเตรยีมตัวอย่างด้วยวิธีดิสเพอร์ซีพ ลิควิด-ลิควิด      

ไมโครเอก็แทรคชนั คอื 2-เอทลิ-1-เฮกซานอล ใชเ้ป็นตวัทําละลายที�ใชใ้นการสกดั และอะซโิตน ใช้
เป็นตวัทําละลายที�ช่วยในการกระจาย จากการทดลองที�สภาวะที�เหมาะสมพบว่า บวิทเิลเตดไฮดรอกซ ี

อะนีโซล และบวิทเิลเตดไฮดรอกซโีทลูอนี ให้ค่าขดีจํากดัตํ�าสุดที�สามารถตรวจวดัได้ เท่ากบั 2.5 
และ 0.9 ไมโครกรัมต่อลิตร และให้ค่าความสามารถในการเพิ�มความเข้มข้นของสารที�สนใจ 

(enrichment factors) เท่ากบั 208 และ 203 ตามลาํดบั และใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนือยู่ในช่วง 94.0-

99.8 ซึ�งวธินีี�เป็นวธิทีี�สามารถเพิ�มความเขม้ขน้และสามารถนําไปประยุกต์เพื�อหาปรมิาณสารต้าน
อนุมลูอสิระสงัเคราะหใ์นตวัอยา่งนํ�าผลไมช้นิดอื�นๆ ได ้

 
 ในปี ค.ศ. 2013 บ ีชามมกุสัซามี� และคณะ (B. Shammugasamy; et al. 2013: 31-37) ได้

ทําการศกึษาโทโคฟีรอล (tocopherols) และโทโคไตรอนีอล (tocotrienols) ในตวัอย่างธญัพชื ด้วย

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตวัตรวจวดัที�ใช้เป็นฟลูออเรสเซนต์ โดยเตรยีม
ตวัอย่างด้วยวิธีซาพอนนิฟิเคชนั และวิธีดิสเพอร์ซีพ ลิควิด-ลิควิด ไมโครเอ็กแทรคชนั โดยนํา

ตัวอย่างใส่ลงในหลอดทดลองฝาเกลียว จากนั �นเติมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ เอทานอล      
โซเดยีมคลอไรด ์อะซติกิแอนไฮดรายด ์และโพแทสเซยีมคารบ์อเนต จากนั �นนําสารละลายผสมที�ได้

ไปบ่มด้วยอ่างนํ�าควบคุมอุณหภูมพิร้อมกบัการกวนสาร จากนั �นนํามาทําให้เยน็ลงที�อุณหภูมหิ้อง 

แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื�องเขย่า และนําไปเหวี�ยงแยก จากนั �นนําสารละลายส่วนใสไปสกดั
ต่อดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั โดยนําสารละลายที�ไดจ้ากการสกดัดงักล่าว

ลงในขวดปรมิาตรทรงกรวย จากนั �นเตมิสารผสมของเตตระคลอโรมเีทน และอะซโิตไนไตรล ์แลว้ฉีด
นํ�าที�ปราศจากไอออนลงไปอย่างรวดเรว็ แลว้เขย่าเบาๆ และตั �งทิ�งไว้ แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย

เครื�องเขย่า แลว้นําไปเหวี�ยงแยก และจากนั �นเกบ็สารละลายที�สกดัไดเ้พื�อไวว้เิคราะห ์แลว้ทําการแยก

สารดว้ยคอลมัน์ COSMOSIL π-NAP C18 ขนาด 250 x 4.6 มลิลเิมตร วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นนํ�าต่อ    
เมทานอลต่ออะซโิตไนไตรล ์ในอตัราส่วน 13:80:7, v/v/v ใชร้ะบบการไหลแบบไอโซเครตคิ ควบคุม

อตัราการไหลที� 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�ความยาวคลื�น Ex/Em = 295/330 

นาโนเมตร จากการศกึษาพบว่าสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิ ี DLLME คอื  
เตตระคลอโรมเีทน ใชเ้ป็นตวัทําละลายที�ใชใ้นการสกดั และอะซโิตไนไตรล ์ใชเ้ป็นตวัทําละลายที�

ช่วยในการกระจาย จากการทดลองที�สภาวะที�เหมาะสมพบว่าใหค้่าขดีจาํกดัตํ�าสุดที�สามารถตรวจวดั
ได ้และใหค้่าความสามารถในการเพิ�มความเขม้ขน้ของสารที�สนใจ อยู่ในช่วง 0.01-0.11 และ 50-73 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ตามลําดบั และใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนืเท่ากบั 85.5-116.6 ซึ�งวธินีี�เป็นวธิทีี�

มคีวามรวดเรว็ งา่ย และสะดวกในการวเิคราะห ์อกีทั �งยงัมรีาคาไมแ่พง 
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 ในปี ค.ศ. 2013 เอม็ พ ีโกดอย คาเบลเลโร และคณะ (M.P. Godoy-Caballero; et al. 
2013: 291-301) ไดท้ําการศกึษาหาปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิ ในตวัอย่างนํ�ามนัมะกอกบรสิุทธิ � 

ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตัวตัวตรวจวัดที�ใช้เ ป็นไดโอดอาร์เรย์

และแมสสเปกโทรเมทร ีโดยเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิรีเีวริส์เฟส ดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิไมโครเอก็แทรคชนั 
(reversed phase dispersive liquid–liquid microextraction, RP-DLLME) โดยนําตวัอย่างใส่ลงใน

หลอดทดลองที�มเีอทานอล และนํ�า จากนั �นฉีดเตมิ 1,4-ไดออกเซน ลงไปอย่างรวดเรว็ แล้วนําไป
ผสมให้เข้ากนัด้วยเครื�องเขย่า และนําไปเหวี�ยงแยก จากนั �นทําการแยกสารด้วยคอลมัน์ Zorbax 

Eclipse XDB C18 ขนาด 50 x 4.6 มลิลเิมตร วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นนํ�ากบักรดอะซติกิ 0.5 % และ  

อะซโิตไนไตรล ์ 1% (phase A) และอะซโิตไนไตรลก์บักรดอะซติกิ 0.5% (phase B) ใชร้ะบบการ
ไหลแบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที� 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที�ความ

ยาวคลื�นที�แตกต่างกนั จากการศึกษาพบว่าสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการเตรยีมตวัอย่างด้วยวธิ ี    
รเีวริส์เฟส ดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิไมโครเอก็แทรคชนั คอื เอทานอล และนํ�า ใชเ้ป็นตวัทําละลายที�

ใชใ้นการสกดั และ 1,4-ไดออกเซน (1,4-dioxane) ใชเ้ป็นตวัทาํละลายที�ช่วยในการกระจาย จากการ

ทดลองที�สภาวะที�เหมาะสมพบว่าใหค้่าขดีจาํกดัตํ�าสุดที�สามารถตรวจวดัได ้ที�ไดจ้ากตวัตรวจวดัที�ใช้
เป็นไดโอดอารเ์รยแ์ละแมสสเปกโทรเมทรอียู่ในช่วง 10-400 และ 1-200 นาโนกรมัต่อลติร ตามลําดบั 

เนื�องจากตวัตรวจวดัชนิดแมสสเปกโทรเมทรทีี�ให้ความไวในการตรวจวดัสูง แต่มรีาคาแพง จงึ
สามารถใชต้วัตรวจวดัชนิดไดโอดอารเ์รยแ์ทนไดซ้ึ�งกใ็หช้่วงของการตรวจวดัที�กวา้งและใหค้่าความ

ถูกตอ้งไดเ้ช่นเดยีวกนั 

  
 เนื�องจากยงัไม่พบรายงานสําหรบัการพฒันาวิธีการเตรยีมตัวอย่างกรดเฟอร์รูรกิด้วย

เทคนิคดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอ็กแทรคชนั จากตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรูป
จากขา้วโพด แต่จากขอ้มลูเบื�องต้นพบว่ามกีารวเิคราะห์ปรมิาณสารต้านอนุมูลอสิระชนิดต่างๆ ใน

ตวัอย่างที�แตกต่างกนัไปโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใชก้ารสกดัด้วยวธิ ี  

อลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ และวธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั ดงันั �นจงึเป็นที�น่าสนใจ
ที�จะทาํการศกึษาและวจิยัเพื�อพฒันาใหส้ามารถนําไปประยกุตใ์ชก้บัตวัอยา่งชนิดอื�นๆ ต่อไปได ้



บทที� 3 

วิธีดาํเนินการวิจยั 
 

อปุกรณ์  เครื�องมือและสารเคมีที�ใช้ในการวิจยั 
 1. อปุกรณ์และเครื�องมือที�ใช้ในการวิจยั 

  - เครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงและใช้ตวัตรวจวดัแบบไดโอดอารเ์รย ์

(diode array detector) จากบรษิทั Hewlett-Packard รุน่ HP 1100 

  - คอลมัน์ C18 (SphereClone 5 µm ODS, ขนาด 250 x 4.60 mm) จากบรษิทั Phenomenex 

  - เครื�องยวู-ีวซิเิบลิ สเปกโทรโฟโทมเิตอร ์รุน่ UV-2401 PC จากบรษิทั Shimadzu 

  - เครื�องชั �งอยา่งละเอยีด 4 ตําแหน่ง (Mettier Toledo รุน่ AB104-S) จากบรษิทั Mettler 

  - เครื�องผลตินํ�าปราศจากไอออนรุน่ LaboStar จากบรษิทั Siemens 

  - เครื�องเขยา่ (vortex) รุน่ Vortex-genie 2 จากบรษิทั Scientific Industries 

  - เครื�องหมนุเหวี�ยง (centrifuge) รุน่ Zentrifugen EBA 8S จากบรษิทั Hettich 

  - เครื�องอลัตราโซนิค (ultrasonic) จากบรษิทั Mettler electronic 

  - เครื�องใหค้วามรอ้น (hotplate) จากบรษิทั Scientific 

  - เครื�อง pH meter จากบรษิทั Mettier Toledo 

  - อ่างควบคุมอุณหภมู ิ(water bath) จากบรษิทั Memmert 

  - ไมโครปิเปตขนาด 10 100 และ 1000 ไมโครลติร จากบรษิทั Socorex 

  - ชุดกรองวฏัภาคเคลื�อนที� ขนาด 1000 มลิลลิติร จากบรษิทั Alltech 

  - ไซรนิจฟิ์ลเตอร ์(syringe filters) ชนิด PTFE (polytetrafluoroethylene)  

ขนาด 0.45 ไมครอน จากบรษิทั International Scientific 

 

 2. สารเคมีที�ใช้ในการวิจยั 

  - กรดอะซติกิ (acetic acid, AR grade) จากบรษิทั Merck 

  - โซเดยีมคลอไรด ์(sodium chloride, AR grade) จากบรษิทั RCI Lab San 

  - โซเดยีมไฮดรอกไซด ์(sodium hydroxide, AR grade) จากบรษิทั RCI Lab San 

  - ไดคลอโรมเีทน (dichloromethane, AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 

  - ไตรคลอโรมเีทน (trichloromethane, AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 

  - โพแทสเซยีมคารบ์อเนต (potassium carbonate, AR grade) จากบรษิทั RCI Lab San 
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  - โพแทสเซยีมไฮดรอกไซด ์(patassium hydroxide, AR grade) จากบรษิทั RCI Lab San 

  - เมทานอล (methanol, HPLC grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 

  - สารมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิ (standard ferulic acid) จากปรษิทั Sigma-Aldrich 

  - อะซโิตไนไตรล ์(acetonitrile, HPLC grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 

  - อะซโิตน (acetone, AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 

  - เอทานอล (ethanol, AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 

 

 3. ตวัอย่างข้าวโพดและผลิตภณัฑแ์ปรรปูจากข้าวโพด 

3.1 ขา้วโพดหวาน 
3.2 ขา้วโพดขา้วเหนียวขาว 

3.3 ขา้วโพดขา้วเหนียวดาํ 

3.4 ขา้วโพดอ่อน 
3.5 ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกสห์รอืขา้วโพดอบกรอบแหง้ 

3.6 ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 
3.7 ผลติภณัฑป๊์อปคอรน์หรอืขา้วโพดคั �ว 
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วิธีดาํเนินการวิจยั 
 ตอนที� 1 การศึกษาผลของตัวแปรต่างๆ ที�มีผลต่อการเตรียมตวัอย่างด้วยวิธี       

ดิสเพอรซี์พ ลิควิด-ลิควิด ไมโครเอก็แทรคชนั ที�ใช้ในการวิเคราะหป์ริมาณกรดเฟอรร์ริูก 

 ทําการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ได้แก่ การศึกษาชนิดของตวัทําละลายสกดัและตวัทํา

ละลายกระจาย ปรมิาตรของตวัทําละลายสกดัและตวัทําละลายกระจาย เวลาที�ใชใ้นการสกดั และ
เวลาในการหมนุเหวี�ยง 

 1.1 ศึกษาชนิดของตวัทาํละลายสกดัและตวัทาํละลายกระจาย 

  1.1.1 ศึกษาชนิดของตวัทาํละลายสกดั  

   โดยทาํการทดลองดงันี� 
   1.1.1.1 นําสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์ูรกิ มา 1.00 มลิลลิติร ลงในหลอด

ทดลองขนาด 10 มลิลลิติร ทาํการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ 

   1.1.1.2 จากนั �นนําสารละลายที�ไดจ้ากการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ มา 
1.00 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แลว้เตมิสารละลายผสมของตวัทําละลายสกดั      

ไดคลอโรมเีทน และตวัทาํละลายกระจายอะซโิตไนไตรล ์ในอตัราส่วน (1:10 v/v) 
   1.1.1.3 ฉีดนํ�าที�ปราศจากไอออน ปรมิาตร 3.0 มลิลลิติร ลงไปอย่างรวดเรว็ แลว้

เขยา่เบ่าๆ และตั �งทิ�งไวเ้ป็นเวลา 5 นาท ี

   1.1.1.4 แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื�องเขย่า เป็นเวลา 10 วนิาทแีละนําไป
หมุนเหวี�ยงที�ความเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ี สารละลายตวัอย่างที�สกดัไดจ้ะแยก

ออกเป็นสองชั �น 
   1.1.1.5 นําสารละลายตวัอย่างที�สกดัได้จากชั �นล่าง ไปฉีดเขา้เครื�องโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ใช้ตวัตรวจวดัแบบไดโอดอาร์เรยแ์ละวดัค่าการ

ดดูกลนืแสงที� 320 นาโนเมตร 
   1.1.1.6 ทํานองเดยีวกนั ทําการศกึษาชนิดของตวัทําละลายสกดั โดยเปลี�ยนเป็น

ใชต้วัทาํละลายสกดัไตรคลอโรมเีทน แลว้ทาํการทดลองดว้ยวธิขีา้งตน้ 

  1.1.2 ศึกษาชนิดของตวัทาํละลายกระจาย 

   โดยทาํการทดลองดงันี� 

   1.1.2.1 นําสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์ูรกิ มา 1.00 มลิลลิติร ลงในหลอด
ทดลองขนาด 10 มลิลลิติร ทาํการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ 

   1.1.2.2 จากนั �นนําสารละลายที�ไดจ้ากการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ มา 

1.00 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แลว้เตมิสารละลายผสมของตวัทําละลายสกดั      
ไดคลอโรมเีทน และตวัทาํละลายกระจายอะซโิตไนไตรล ์ในอตัราส่วน (1:10 v/v) 

   1.1.2.3 ฉีดนํ�าที�ปราศจากไอออน ปรมิาตร 3.0 มลิลลิติร ลงไปอย่างรวดเรว็ แลว้
เขยา่เบ่าๆ และตั �งทิ�งไวเ้ป็นเวลา 5 นาท ี
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   1.1.2.4 แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื�องเขย่า เป็นเวลา 10 วนิาทแีละนําไป
หมุนเหวี�ยงที�ความเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ี สารละลายตวัอย่างที�สกดัไดจ้ะแยก

ออกเป็นสองชั �น 

   1.1.2.5 นําสารละลายตวัอย่างที�สกดัได้จากชั �นล่าง ไปฉีดเขา้เครื�องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ใช้ตวัตรวจวดัแบบไดโอดอาร์เรยแ์ละวดัค่าการ

ดดูกลนืแสงที� 320 นาโนเมตร 
   1.1.2.6 ทํานองเดียวกัน ทําการศึกษาชนิดของตัวทําละลายกระจาย โดย

เปลี�ยนเป็นใชต้วัทาํละลายกระจายชนิดอะซโิตน และเอทานอล แลว้ทาํการทดลองดว้ยวธิขีา้งตน้ 

 1.2 ศึกษาปริมาตรของตวัทาํละลายสกดัและตวัทาํละลายกระจาย 

  โดยทาํการทดลองดงันี� 

  1.2.1 นําสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์ูรกิ มา 1.00 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง

ขนาด 10 มลิลลิติร ทาํการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ 
  1.2.2 จากนั �นนําสารละลายที�ได้จากการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ มา 1.00 

มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แลว้เตมิสารละลายผสมของตวัทาํละลายสกดัและตวั
ทําละลายกระจายอะซโิตไนไตรล ์ในอตัราส่วน (1:10 v/v) ที�ไดจ้ากการทดลองขอ้ที� 1.1 มา 80 100 

120 และ 140 ไมโครลติร และ 0.80 1.00 1.20 และ 1.40 มลิลลิติร ตามลาํดบั 

  1.2.3 ฉีดนํ�าที�ปราศจากไอออน ปรมิาตร 3.0 มลิลลิติร ลงไปอย่างรวดเรว็ แลว้เขย่า
เบ่าๆ และตั �งทิ�งไวเ้ป็นเวลา 5 นาท ี

  1.2.4 แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัด้วยเครื�องเขย่า เป็นเวลา 10 วนิาทแีละนําไปหมุน
เหวี�ยงที�ความเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีสารละลายตวัอย่างที�สกดัไดจ้ะแยกออกเป็น

สองชั �น 

  1.2.5 นําสารละลายตัวอย่างที�สกัดได้จากชั �นล่าง ไปฉีดเข้าเครื�องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ใช้ตวัตรวจวดัแบบไดโอดอาร์เรยแ์ละวดัค่าการ

ดดูกลนืแสงที� 320 นาโนเมตร 

 1.3 ศึกษาเวลาที�ใช้ในการสกดั 

  โดยทาํการทดลองดงันี� 

  1.3.1 นําสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์ูรกิ มา 1.00 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง

ขนาด 10 มลิลลิติร ทาํการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ 
  1.3.2 จากนั �นนําสารละลายที�ได้จากการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ มา 1.00 

มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แลว้เตมิสารละลายผสมของตวัทาํละลายสกดัและตวั
ทําละลายกระจายอะซิโตไนไตรล์ ในอตัราส่วน (1:10 v/v) ที�ได้จากการทดลองข้อที� 1.1 ด้วย

ปรมิาตรที�ไดจ้ากการทดลองขอ้ที� 1.2 
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  1.3.3 ฉีดนํ�าที�ปราศจากไอออน ปรมิาตร 3.0 มลิลลิติร ลงไปอย่างรวดเรว็ แลว้เขย่า
เบ่าๆ และตั �งทิ�งไวเ้ป็นเวลา 0.0 2.5 5.0 7.5 และ 10.0 นาท ี

  1.3.4 แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื�องเขย่า เป็นเวลา 10 วนิาท ีและนําไปหมุน

เหวี�ยงที�ความเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีสารละลายตวัอย่างที�สกดัไดจ้ะแยกออกเป็น
สองชั �น 

  1.3.5 นําสารละลายตัวอย่างที�สกัดได้จากชั �นล่าง ไปฉีดเข้าเครื�องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ใช้ตวัตรวจวดัแบบไดโอดอาร์เรยแ์ละวดัค่าการ

ดดูกลนืแสงที� 320 นาโนเมตร  

 1.4 ศึกษาเวลาในการหมนุเหวี�ยง 

  โดยทาํการทดลองดงันี� 

  1.4.1 นําสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์ูรกิ มา 1.00 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง

ขนาด 10 มลิลลิติร ทาํการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ 
  1.4.2 จากนั �นนําสารละลายที�ได้จากการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ มา 1.00 

มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แลว้เตมิสารละลายผสมของตวัทาํละลายสกดัและตวั
ทําละลายกระจายอะซิโตไนไตรล์ ในอตัราส่วน (1:10 v/v) ที�ได้จากการทดลองข้อที� 1.1 ด้วย

ปรมิาตรที�ไดจ้ากการทดลองขอ้ที� 1.2 

  1.4.3 ฉีดนํ�าที�ปราศจากไอออน ปรมิาตร 3.0 มลิลลิติร ลงไปอย่างรวดเรว็ แลว้เขย่า
เบ่าๆ และตั �งทิ�งไวเ้ป็นเวลาที�ไดจ้ากการทดลองขอ้ที� 1.3 

  1.4.4 แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัด้วยเครื�องเขย่า เป็นเวลา 10 วนิาทแีละนําไปหมุน
เหวี�ยงที�ความเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2.5 5.0 7.5 และ 10.0 นาท ี สารละลายตวัอย่างที�

สกดัไดจ้ะแยกออกเป็นสองชั �น 

  1.4.5 นําสารละลายตัวอย่างที�สกัดได้จากชั �นล่าง ไปฉีดเข้าเครื�องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ใช้ตวัตรวจวดัแบบไดโอดอาร์เรยแ์ละวดัค่าการ

ดดูกลนืแสงที� 320 นาโนเมตร 

 

 ตอนที� 2 การศึกษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มีผลต่อการวิเคราะหป์ริมาณกรดเฟอรร์ริูก 

 ทาํการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ไดแ้ก่ การศกึษาผลอุณหภูมแิละเวลา และทําการศกึษา

ผลของการเปรยีบเทยีบผลระหว่างตวัอยา่งขา้วโพดที�ใหค้วามรอ้นและตวัอย่างขา้วโพดที�ไม่ใหค้วาม
รอ้น โดยทาํการทดลองดงันี� 
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 2.1 ศึกษาผลของอณุหภมิูและเวลา 

  โดยทาํการทดลองดงันี� 
  2.1.1 นําตวัอย่างขา้วโพดมาต้มที�อุณหภูม ิ80 และ 100 องศาเซลเซยีส ที�ระยะเวลา 

20 นาท ี มา 1.000 มลิลกิรมั ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร ทําการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์
ไฮโดรไลซสิ 

  2.1.2 แลว้นําไปสกดัดว้ยสภาวะที�เหมาะสมที�ไดจ้ากการทดลองตอนที� 1 จากนั �นนํา

สารละลายที�สกดัไดไ้ปฉีดเขา้เครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร 
โดยใชต้วัตรวจวดัชนิดไดโอดอารเ์รยแ์ละวดัค่าการดดูกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 320 นาโนเมตร 

  2.1.3 ทํานองเดยีวกนั ทําการศกึษาอุณหภูม ิ80 และ 100 องศาเซลเซยีส โดย
เปลี�ยนเป็นระยะเวลา 30 40 50 และ 60 นาท ีตามลาํดบั และทาํการทดลองดว้ยวธิขีา้งตน้ 

 2.2 ศึกษาผลของการแปรรปูตวัอย่าง 

  โดยทาํการทดลองดงันี� 

  2.2.1 นําตวัอย่างขา้วโพดที�ใหค้วามรอ้นและตวัอย่างขา้วโพดที�ไม่ใหค้วามรอ้น มา 
1.00 มลิลกิรมั ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร ทาํการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ 

  2.2.2 แลว้นําไปสกดัดว้ยสภาวะที�เหมาะสมที�ไดจ้ากการทดลองตอนที� 1 จากนั �นนํา
สารละลายที�สกดัไดไ้ปฉีดเขา้เครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร 

โดยใชต้วัตรวจวดัชนิดไดโอดอารเ์รยแ์ละวดัค่าการดดูกลนืแสงที�ความยาวคลื�น 320 นาโนเมตร   

  2.2.3 จากนั �นเปรยีบเทยีบผลระหว่างตวัอย่างขา้วโพดที�ให้ความรอ้นและตวัอย่าง
ขา้วโพดที�ไมใ่หค้วามรอ้น 

  

 ตอนที� 3 การศึกษาสภาวะที�เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณกรดเฟอรร์ริูก โดยใช้

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

 3.1 ศึกษาความเหมาะสมของวฏัภาคเคลื�อนที� 

  ทาํการศกึษาโดยกําหนดสภาวะต่างๆ ดงันี� 

   - ความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิ 10 มลิลกิรมัต่อลติร 
   - อตัราการไหลของวฏัภาคเลื�อนที� 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ี

   - คอลมัน์ C18 ขนาด 5 µm (250 mm x 4.6 mm) 
   - อุณหภมูหิอ้ง (ควบคุมที�อุณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส) 

   - ทาํการศกึษากรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และเมทานอล ที�อตัราส่วน 50:50  

     55:45 60:40 65:35 และ 70:30 
   - ทาํการทดลอง 3 ซํ�า (n=3) 
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  ทําการศึกษาเช่นเดมิ แต่ใช้วฏัภาคเคลื�อนที�เป็นกรดอะซติิกเข้มข้น 1% (v/v) และ  
อะซโิตไนไตรล ์ที�แปรผนั อตัราส่วน 50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 โดยทําการทดลอง      

3 ซํ�า (n=3)  

 3.2 ศึกษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 

  ทาํการศกึษาโดยกําหนดสภาวะต่างๆ ดงันี� 

   - ความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิ 10 มลิลกิรมัต่อลติร 

   - ทาํการศกึษาอตัราการไหลของวฏัภาคเลื�อนที�ที� 0.7 0.8 0.9 และ 1.00 มลิลลิติร 
     ต่อนาท ี

   - คอลมัน์ C18 ขนาด 5 µm (250 mm x 4.6 mm) 
   - อุณหภมูหิอ้ง (ควบคุมที�อุณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส) 

   - วฏัภาคเคลื�อนที�ที�ไดจ้ากการทดลองขอ้ที� 3.1 

   - ทาํการทดลอง 3 ซํ�า (n=3) 

 

 ตอนที� 4 การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห ์

 4.1 การสร้างกราฟมาตรฐานกรดกรดเฟอรร์ริูก 

  การเตรียมสารมาตรฐานกรดเฟอร์รูร ิก ทําการทดลองโดยใช้สารมาตรฐาน          

กรดเฟอรร์รูกิที� 6 ความเขม้ขน้ คอื 0.5 2.0 10.0 25.0 50.0 และ 100.0 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร โดย
มขีั �นตอนต่างๆ ดงันี� 

  4.1.1 เตรยีมสารละลายมาตรฐานตั �งต้นที�มคีวามเขม้ขน้ของกรดเฟอรร์ูรกิ เท่ากบั 
1000 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) 

  4.1.2 เจอืจางสารละลายมาตรฐานจากสารละลายมาตรฐานตั �งต้น ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 

100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ 1000 มลิลกิรมัต่อลติร มา 
5.0 มลิลลิติร และปรบัปรมิาตรดว้ยเมทานอลใหค้รบ 50 มลิลลิติร (สารละลาย ก.) 

  4.1.3 เตรยีมสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิที�มคีวามเขม้ขน้เท่ากบั 0.5 2.0 10.0 
25.0 และ 50.0 มลิลกิรมัต่อลติร ตามลําดบั โดยปิเปตสารละลาย ก. มา 0.125 0.50 2.50 6.25 และ

12.50 มลิลลิติร ตามลําดบั ลงในขวดวดัปรมิาตร จากนั �นปรบัปรมิาตรด้วยเมทานอลให้ครบ 25 

มลิลลิติร และกรองสารละลายมาตรฐานที�ไดด้ว้ยไซรนิจฟิ์ลเตอร ์PTFE ขนาด 0.45 ไมครอน 
  4.1.5 และนําสารละลายมาตรฐานไปฉีดเขา้เครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

ปรมิาตร 20 ไมโครลติร บนัทกึโครมาโทแกรมที�ความยาวคลื�นที�มกีารดูดกลนืแสงสูงสุดเท่ากบั 320 
นาโนเมตร 
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 4.2 ศึกษาขีดจาํกดัของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และขีดจาํกดัของ

การวดัเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 

  ทําการศกึษาโดยใช้สารมาตรฐานกรดเฟอรร์ูรกิ (spiked sample blank) ที�ความ
เขม้ขน้ 0.02-0.2 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร โดยทาํการทดลองดงันี� 

  4.2.1 เตรยีมสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิที�ความเขม้ขน้ 0.02 0.05 0.10 และ 
0.2 มลิลกิรมัต่อลติร  

  4.2.2 ฉีดเตรยีมสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิเขา้เครื�องโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ทําการทดลอง 10 ซํ�า (n=10) บนัทกึโครมาโทแกรมที�ความ
ยาวคลื�นที�มกีารดดูกลนืแสงสงูสุด 320 นาโนเมตร 

  4.2.3 คํานวณค่าส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐาน และหาค่าเฉลี�ยของแต่ละความเข้มข้น 
เขยีนกราฟระหว่างส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐานกบัความเขม้ขน้เฉลี�ยแต่ละจุด คํานวณหาค่า LOD และ 

LOQ โดยค่า LOD ใหส้ญัญาณเป็น 3 เท่า ของสญัญาณ noise (S/N) และ LOQ ใหส้ญัญาณเป็น 10 

เท่าของสญัญาณ noise (S/N) 
  จากนั �นคํานวณหาค่า LOD และ LOQ ดงัสมการที� 1 และ 2 ตามลาํดบั 

   - LOD = 3S/N   .................. (1) 
   - LOQ = 10S/N   .................. (2) 

 

 4.3 ศึกษาความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์(accuracy) 

  โดยการศึกษาหาเปอรเ์ซน็ต์รอ้ยละกลบัคนื (% recovery) ทําการทดลองโดยนํา

ตวัอยา่งขา้วโพด มา 1.00 กรมั ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร ทําการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์

ไฮโดรไลซสิ จากนั �นนําสารละลายตวัอย่างที�ได้จากการสกดัด้วยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ มา 1.00 
มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แลว้เตมิสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิ ความ

เขม้ขน้ 25 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร แล้วทําการทดลองตามสภาวะที�เหมาะสมที�ไดจ้ากการทดลอง
ตอนที� 1-3 ทาํการทดลอง 5 ซํ�า (n=5) จากนั �นคาํนวณหาค่ารอ้ยละการไดก้ลบัคนืดงัสมการที� 3 

 

   รอ้ยละการกลบัคนื = ((Cin sample + Cadded) - Cin sample)) x 100   .............. (3) 
         Cadded 

    
   เมื�อ  Cin sample คอื ความเขม้ขน้ของสารที�วเิคราะห ์

     Cadded  คอื ความเขม้ขน้ที�เตมิลงในตวัอยา่ง 
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 4.4 ศึกษาความแม่นยาํของวิธีวิเคราะห ์(precision) 

  ในการศกึษาความแม่นยาํภายในวนัเดยีวกนั (intra-day precision) และความแม่นยาํ
ระหว่างวนั (inter-day precision) ทําการทดลองโดยนําตวัอย่างขา้วโพด มา 1.00 กรมั ลงในหลอด

ทดลองขนาด 10 มลิลลิติร ทาํการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ จากนั �นนําสารละลายตวัอย่างที�
ได้จากการสกดัด้วยวิธอีัลคาไลน์ไฮโดรไลซิสมา 1.00 มลิลลิิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 

มลิลลิติร แล้วทําการทดลองตามสภาวะที�เหมาะสมที�ได้จากการทดลองตอนที� 1-3 ทําการทดลอง   

5 ซํ�า (n=5) จากนั �นคาํนวณหาค่า %RSD (% relative standard deviation) 

  

 ตอนที� 5 การศึกษาผลของสารรบกวนจากตวัอย่าง 

 5.1 ศึกษาผลของกรดอะมิโน 

 ศกึษาผลของสารรบกวนจากตวัอย่าง โดยศกึษาผลของกรดอะมโิน ไดแ้ก่ กรดแอล-กลูตามคิ 

(L-glutamic acid) กรดไลซนี (lysine acid) กรดทรปิโตเฟน (tryptophan acid) 

 5.2 ศึกษาผลของสารประกอบฟีนอลิก 

 ศกึษาผลของสารรบกวนจากตวัอย่าง โดยศกึษาผลของสารประกอบฟีนอลกิ ไดแ้ก่ กรด

แกลลคิ (gallic acid) กรดแทนนิค (tannic acid) คาเทชนิ (catechin)  

 

 ทําการทดลองโดยเตรยีมสารละลายมาตรฐานผสมของกรดเฟอร์รูรกิ กรดแกลลคิ กรด

แทนนิค คาเทชนิ กรดแอล-กลูตามคิ กรดไลซนี และกรดทรปิโตเฟน ที�ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมั
ต่อมลิลลิติร จากนั �นนําไปวเิคราะหด์ว้ยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถะสงู 

 

 ตอนที� 6 การวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอรร์ริูกในตวัอย่างข้าวโพดและผลิตภณัฑ์

แปรรปูจากข้าวโพด 

 6.1 การเตรียมตัวอย่างข้าวโพดและผลิตภัณฑ์แปรรูปจากข้าวโพดด้วย              

วิธีอลัคาไลน์ไฮโดรไลซิส  

  (ดดัแปลงจาก B. Shammugasamy et al., 2013) โดยทาํการทดลองดงันี� 

  6.1.1 ชั �งตวัอย่าง ปรมิาณ 1.00 กรมั ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร จากนั �น

เตมิโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด ์ 0.06 กรมัต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร และเอทานอล 95% 
ปรมิาตร 2.5 มลิลลิติร โซเดยีมคลอไรด์ 0.06 กรมัต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร อะซติกิ   

แอนไฮดรายด ์0.5% (w/v) ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร โพแทสเซยีมคารบ์อเนต 0.5% (w/v) ปรมิาตร 
0.5 มลิลลิติร และเอทานอล 95% ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร แล้วนําสารละลายผสมที�ได้ไปต้มที�

อุณหภมู ิ70 °C เป็นเวลา 45 นาท ีดว้ยอ่างนํ�าควบคุมอุณหภมู ิ  

  6.1.2 จากนั �นนําไปทําใหเ้ยน็ลงที�อุณหภูมหิ้อง แล้วนําไปผสมให้เขา้กนัด้วยเครื�อง
เขยา่ เป็นเวลา 10 วนิาท ีและนําไปหมนุเหวี�ยงที�ความเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ี 
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  6.1.3 นําสารละลายตวัอยา่งที�ไดไ้ปสกดัต่อดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็
แทรคชนั  

 6.2 การเตรียมตวัอย่างข้าวโพดด้วยวิธีดิสเพอรซี์พ ลิควิด-ลิควิด ไมโครเอก็แทรคชนั 

  6.2.1 นําสารละลายตวัอย่างที�ไดจ้ากการทดลองขอ้ที� 6.1 มา 1.00 มลิลลิติร ลงใน
หลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แลว้เตมิสารละลายผสมของตวัทําละลายสกดัไดคลอโรมเีทน และ

ตวัทาํละลายกระจายอะซโิตไนไตรล ์

  6.2.2 จากนั �นฉีดนํ�าที�ปราศจากไอออน ปรมิาตร 3.0 มลิลลิติร ลงไปอย่างรวดเรว็ 
แลว้เขยา่เบ่าๆ และตั �งทิ�งไวเ้ป็นเวลา 5 นาท ี

  6.2.3 แลว้นําไปผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื�องเขย่า เป็นเวลา 10 วนิาท ีและนําไปหมุน
เหวี�ยงที�ความเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีสารละลายตวัอย่างที�สกดัไดจ้ะแยกออกเป็น

สองชั �น 

  6.2.4 นําสารละลายตวัอย่างที�สกดัได้จากชั �นล่าง ไปฉีดเขา้เครื�องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ใช้ตวัตรวจวดัแบบไดโอดอาร์เรยแ์ละวดัค่าการ

ดดูกลนืแสงที� 320 นาโนเมตร 

 6.3 การวิเคราะหห์าปริมาณกรดเฟอรร์ริูกในตวัอย่างข้าวโพดและผลิตภณัฑแ์ปรรปู

จากข้าวโพด 

  ตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด จดัซื�อจากตลาดสดและซุปเปอร์

มารเ์กต็ในเขตกรงุเทพมหานคร ดงัตารางที� 2 โดยทาํการเกบ็รกัษาตวัอย่างไวท้ี�อุณหภูม ิ4 °C ดว้ย
ถุงพลาสตกิที�มซีปิปิด ทําการทดลอง 3 ซํ�า (n=3) จากนั �นบนัทกึพื�นที�ใต้พคีของโครมาโทแกรมกรด

เฟอร์รูรกิ เพื�อนําไปเทยีบกราฟมาตรฐานที�เตรยีมไว้ แล้วคํานวณหาปรมิาณกรดเฟอร์รูรกิใน

ตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 

 

ตาราง 2 แหล่งที�มาหรอืยี�หอ้การคา้ของตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด  

 

ลาํดบั  ตวัอย่าง แหล่งที�มา 

S1  ขา้วโพดหวานดบิ ตลาดสด กทม. 

S2  ขา้วโพดขา้วเหนียวขาวดบิ ตลาดสด กทม. 

S3  ขา้วโพดขา้วเหนียวดําดบิ ตลาดสด กทม. 

S4  ขา้วโพดอ่อนดบิ ตลาดสด กทม. 

B1  ขา้วโพดหวานตม้ ตลาดสด กทม. 

B2  ขา้วโพดขา้วเหนียวขาวตม้ ตลาดสด กทม. 

B3  ขา้วโพดขา้วเหนียวดําตม้ ตลาดสด กทม. 
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ตาราง 2 (ต่อ) 
 

ลาํดบั  ตวัอย่าง แหล่งที�มา 

B4  ขา้วโพดอ่อนตม้ ตลาดสด กทม. 

P1  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P2  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P3  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P4  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P5  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P6  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P7  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P8  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P9  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P10  ผลติภณัฑป๊์อปคอรน์ ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

P11  ผลติภณัฑป๊์อปคอรน์ ซุปเปอรม์ารเ์กต็ กทม 

 



 
 

บทที� 4 

ผลการทดลอง 

 
 สาํหรบัการศึกษาการวิจยัครั �งนี�  ผูวิ้จยัเสนอผลการวิจยัตามลาํดบัดงันี� 
 1.  ผลการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการเตรยีมตวัอยา่งดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พี 

ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั ที�ใชใ้นการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ 

 2.  ผลการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ 
 3.  ผลการศกึษาสภาวะที�เหมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิ โดยใชเ้ทคนคิ

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 4.  ผลการศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารวเิคราะห ์

 5.  ผลการศกึษาผลของสารรบกวนจากตวัอยา่ง 

 6.  ผลการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจาก
ขา้วโพด 

 

ตอนที� 1 ผลการศึกษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มีผลต่อการเตรียมตวัอย่างด้วย 

วิธีดิสเพอรซี์พ ลิควิด-ลิควิด ไมโครเอก็แทรคชนั ที�ใช้ในการวิเคราะห ์   

ปริมาณกรดเฟอรร์ริูก 
 ในงานวจิยันี�ผูว้จิยัไดท้าํการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ไดแ้ก่ ศกึษาชนิดของตวัทําละลาย

สกดัและตวัทาํละลายกระจาย ปรมิาตรของตวัทําละลายสกดัและตวัทําละลายกระจาย และเวลาที�ใช้

ในการสกดั 

 1.1 ศึกษาผลของชนิดของตวัทาํละลายสกดัและตวัทาํละลายกระจาย 

  การเลอืกชนิดของตวัทําละลายสกดัและตวัทําละลายกระจาย พบว่า ตวัแปรนี�เป็นตวั

แปรที�สาํคญัสาํหรบัการศกึษาวจิยัอยา่งมาก เพราะสามารถเป็นตวักําหนดปรมิาณของสารที�เราสนใจ
สกดั ซึ�งตวัทําละลายสกดัอนิทรยีท์ี�เลอืกพจิารณา 2 ชนิด ไดแ้ก่ ไดคลอโรมเีทน และไตรคลอโรมเีทน 

และตวัทาํละลายกระจายอนิทรยีท์ี�เลอืกพจิารณา 3 ชนิด ไดแ้ก่ อะซโิตไนไตรล ์อะซโิตน และเอทานอล 
โดยจากภาพประกอบ 6 และ 7 นั �นเป็นการแสดงผลการทดลองการสกดัโดยการใชส้ารละลายผสม

ของตวัทําละลายสกดัและตวัทําละลายกระจายอนิทรยีใ์นอตัราส่วน (1:10, v/v) โดยนําสารละลาย

ตวัอย่างข้าวโพดที�ผ่านการทําอลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิมา 1.00 มลิลลิติร แล้วนํามาสกดัด้วยวิธ ี
DLLME พบว่าสารละลายผสมของตวัทําละลายสกดัชนิดไดคลอโรมเีทนและตวัทําละลายกระจาย

ชนิดอะซโิตไนไตรลใ์ห้ประสทิธภิาพรอ้ยละการได้กลบัคนืดกีว่าตวัทําละลายชนิดไตรคลอโรมเีทน 
ดงันั �นงานวจิยันี�จงึได้เลอืกใช้ตวัทําละลายสกดัชนิดไดคลอโรมเีทนและตวัทําละลายกระจายชนิด   

อะซโิตไนไตรลใ์นการสกดักรดเฟอรร์รูกิ 
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ภาพประกอบ 6 รอ้ยละการไดก้ลบัคนืของการใชส้ารละลายผสมของตวัทาํละลายสกดัไดคลอโรมเีทน   

       และตวัทาํละลายกระจายอะซโิตไรไตรล ์อะซโิตน และเอทานอล 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 รอ้ยละการไดก้ลบัคนืของการใชส้ารละลายผสมของตวัทาํละลายสกดัไตรคลอโรมเีทน  

       และตวัทาํละลายกระจายอะซโิตไรไตรล ์อะซโิตน และเอทานอล 

 

 1.2 ศึกษาผลของปริมาตรของตวัทาํละลายสกดัและตวัทาํละลายกระจาย 

        ปรมิาตรของตวัทําละลายสกดัและตวัทําละลายกระจายที�ใช้ในการสกดักรดเฟอรร์ูรกิ 

ไดใ้ชส้ารละลายผสมของตวัทําละลายสกดัไดคลอโรมเีทนและตวัทําละลายกระจายอะซโิตไนไตรลท์ี�
ปรมิาตร 80-140 ไมโครลติร และ 800-1400 ไมโครลติร ตามลาํดบั โดยนําสารละลายตวัอย่างที�ผ่าน

การทําอลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิมา 1.00 มลิลลิติร แลว้นํามาสกดัด้วยวธิ ีDLLME พบว่าสารละลาย

ผสมของตวัทําละลายสกดัชนิดไดคลอโรมเีทนและตัวทําละลายกระจายชนิดอะซิโตไนไตรล์ ใน
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อตัราส่วน 1.2:12 (v/v) ใหป้ระสทิธภิาพการสกดัที�ดกีว่าตวัทําละลายในอตัราส่วน 0.8:8 และ 1:10 
(v/v) และตวัทําละลายในอตัราส่วน 1.4:14 (v/v) ใหป้ระสทิธภิาพการสกดัที�ดแีละคงที�เท่ากบัตวัทํา

ละลายในอตัราส่วน 1.2:12 (v/v) ดงันั �นงานวจิยันี�จงึไดเ้ลอืกใชส้ารละลายผสมของตวัทําละลายสกดั

ชนิดไดคลอโรมเีทนและตวัทําละลายกระจายชนิดอะซโิตไนไตรลใ์นอตัราส่วน 1.2:12 (v/v) เพื�อใช้
สกดักรดเฟอรร์รูกิ ดงัแสดงในภาพประกอบ 8 

 

 
ภาพประกอบ 8 การเปรยีบเทยีบความเขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิ (µg/mL) ที�ไดจ้ากการสกดัดว้ยวธิ ีDLLME   

       โดยสกดัดว้ยสารละลายผสมของตวัทาํละลายสกดัชนิดไดคลอโรมเีทนและตวัทาํละลายกระจาย 
       ชนิดอะซโิตไนไตรล ์ในอตัราส่วน (0.8:8 1:10 1.2:12 และ 1.4:14 (v/v)) 

 

 1.3 ศึกษาผลของเวลาที�ใช้ในการสกดั 

      เวลาในการสกัดเป็นอีกหนึ�งตัวแปรหลกัสําคญั ไม่ว่าจะใช้เวลาสั �นหรอืนานก็ตาม    

(B. Lopornik; et al. 2005) จากการศกึษาในครั �งนี� (ภาพประกอบ 9) พบว่า การสกดักรดเฟอรร์รูกิที�
ใชส้ารละลายตวัอย่างที�ผ่านการทําอลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิมา 1.00 มลิลลิติร แลว้นํามาสกดัด้วยวธิ ี

DLLME โดยสกดัด้วยสารละลายผสมของตวัทําละลายสกดัชนิดไดคลอโรมเีทนและตวัทําละลาย

กระจายชนิดอะซโิตไนไตรลใ์นอตัราส่วน 1.2:12 (v/v) ซึ�งศกึษาการสกดัในช่วงเวลา (0.0 2.5 5.0 
7.5 และ 10.0 นาท)ี พบว่าที�เวลา 5.0 นาท ีใหผ้ลการสกดัที�มปีระสทิธภิาพที�ดกีว่าการสกดัที�เวลา 

0.0 และ 2.5 นาท ีอยา่งมนียัสาํคญั และในเวลา 7.5 และ 10.0 นาท ีไดผ้ลการสกดัที�ใกลเ้คยีงกนักบั
การสกดัที�เวลา 5.0 นาท ี ดงันั �นเพื�อเป็นการลดเวลาในการสกดัลง จงึไดเ้ลอืกเวลาในการสกดัที� 5 

นาท ีซึ�งสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ (E.M. Silva; et al. 2007) ที� กล่าวว่า ถ้าเวลาในการสกดัมาก

เกนิไปก็ไม่ไดช้่วยให้สกดัสารได้มากขึ�น และเมื�ออธบิายจากกฎการแพร่ขอ้ที� 2 ของฟิกค์ (Fick’s 
second law) ที�ว่า เมื�อถงึความเขม้ขน้ที�สมดุลสุดทา้ยระหว่างของเหลวและของเหลว กจ็ะเป็นการ
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แพร่ที�สมบรูณ์ นอกจากนั �นการใชเ้วลาในการสกดัที�นานอาจเกดิการออกซเิดชนัของสารเนื�องจาก
แสงและออกซเิจนไดอ้กีดว้ย (M. Nazck; & F.Shahidi. 2004; S.W. Chan; et al. 2009; D.B. 

Uma; et al. 2010; & I. Hismath; et al. 2011)   

 
ภาพประกอบ 9 ผลของความเขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิ (µg/mL) ที�ไดจ้ากการสกดัดว้ยวธิ ีDLLME 

       โดยสกดัดว้ยสารละลายผสมของตวัทาํละลายสกดัชนิดไดคลอโรมเีทนและตวัทาํละลาย 
       กระจายชนิดอะซโิตไนไตรลใ์นอตัราส่วน 1.2:12 (v/v) ในช่วงเวลา 0.0-10.0 นาท ี

 

 1.4 ศึกษาผลของเวลาในการหมนุเหวี�ยง 

        การหมุนเป็นอกีหนึ�งปจัจยั จากการศกึษาในครั �งนี� (ภาพประกอบที� 10) พบว่า การ

สกดักรดเฟอรร์รูกิที�ใชส้ารละลายตวัอยา่งที�ผ่านการทําอลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิมา 1.00 มลิลลิติร แลว้

นํามาสกดัด้วยวธิ ีDLLME โดยสกดัด้วยสารละลายผสมของตวัทําละลายสกดัชนิดไดคลอโรมเีทน
และตวัทําละลายกระจายชนิดอะซโิตไนไตรลใ์นอตัราส่วน 1.2:12 (v/v) เป็นเวลา 5 นาท ีแลว้นําไป

หมนุเหวี�ยง ที� 4000 รอบต่อนาท ี(rpm) ซึ�งไดศ้กึษาเวลาในการหมนุเหวี�ยงในช่วงเวลา (2.5 5.0 7.5 
และ 10.0 นาท)ี พบว่าที�เวลา 2.5 5.0 7.5 และ 10.0 นาท ีใหผ้ลการวเิคราะหท์ี�มปีระสทิธภิาพและมี

ปรมิาณความเขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิที�ใกล้เคยีงกนัมาก ดงัแสดงในภาพประกอบ 10 ดงันั �นเพื�อ

ความรวดเรว็ในการวเิคราะห ์จงึไดเ้ลอืกเวลาในการหมนุเหวี�ยงที� 5.0 นาท ี 
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ภาพประกอบ 10 ผลของความเขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิ (µg/mL) ที�ไดจ้ากการสกดัดว้ยวธิ ีDLLME  
       โดยสกดัดว้ยสารละลายผสมของตวัทาํละลายสกดัชนิดไดคลอโรมเีทนและตวัทาํละลายกระจาย 

       ชนิดอะซโิตไนไตรลใ์นอตัราส่วน 1.2:12 (v/v) เป็นเวลา 5 นาท ีและทาํการหมนุเหวี�ยงใน  
       ช่วงเวลา (2.5-10.0 นาท)ี 

 

ตอนที� 2 ผลการศึกษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มีผลต่อการวิเคราะหป์ริมาณกรด 

 เฟอรร์ริูก 
 ในงานวจิยันี�ผูว้จิยัไดท้าํการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการวเิคราะหป์รมิาณกรด

เฟอรร์รูกิ ไดแ้ก่ การศกึษาผลอุณหภมูแิละเวลา และทาํการศกึษาผลของการเปรยีบเทยีบผลระหว่าง
ตวัอยา่งขา้วโพดที�ใหค้วามรอ้นและตวัอยา่งขา้วโพดที�ไมใ่หค้วามรอ้น 

 2.1 ศึกษาผลของอณุหภมิูและเวลา 

  การศึกษาผลของอุณหภูมิ และเวลา เป็นส่วนสําคญัมากที�ช่วยเพิ�มปรมิาณความ
เขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิจากตวัอย่างขา้วโพด โดยทําการศกึษาที�อุณหภูม ิ 80 และ 100 องศา

เซลเซยีส ที�เวลา (20 30 40 50 และ 60 นาท)ี พบว่าการให้ความรอ้นที�อุณหภูม ิ100 องศา

เซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ีใหป้รมิาณความเขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิมากที�สุดและมปีระสทิธภิาพดี
ที�สุด ดงัแสดงในภาพประกอบ 11 และ 12 ดงันั �นจงึเลอืกใหค้วามรอ้นแก่ตวัอย่างขา้วโพดที�อุณหภูม ิ

100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที มาใช้ในการวิเคราะห์ ซึ�งสอดคล้องกับผลวิจัยของ           
(V. Dewanto; et al. 2002) ที�ไดศ้กึษาสารต้านอนุมลูอสิระจากขา้วโพดหวานที�ผ่านขบวนการแปร

รปู 
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ภาพประกอบ 11 ผลของความเขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิ (µg/ml) ที�ไดจ้ากผลของการใหค้วามรอ้นที�    

       อุณหภมู ิ80 องศาเซลเซยีส ที�ระยะเวลา 20-60 นาท ี  
 

 
ภาพประกอบ 12 ผลของความเขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิ (µg/ml) ที�ไดจ้ากผลของการใหค้วามรอ้นที�  

       อุณหภมู ิ100 องศาเซลเซยีส ที�ระยะเวลา 20-60 นาท ี
 

 2.2 ศึกษาผลของการแปรรปูตวัอย่าง 

  การศกึษาผลของการแปรรปู โดยเปรยีบเทยีบผลระหว่างการใหค้วามรอ้นแก่ตวัอย่าง
และตวัอย่างที�ไม่ผ่านความร้อน ทางผู้วจิยัได้ทําการศึกษาโดยเปรยีบเทยีบผลของปรมิาณความ

เขม้ขน้ของกรดเฟอรร์รูกิที�วเิคราะหไ์ดจ้ากการตวัอย่างขา้วโพดที�ใหค้วามรอ้นกบัตวัอย่างขา้วโพดที�
ไมใ่หค้วามรอ้น จากการทดลองพบว่าตวัอยา่งขา้วโพดที�ใหค้วามรอ้นใหป้รมิาณของกรดเฟอรร์รูกิสูง
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กว่าตวัอย่างตวัอย่างขา้วโพดที�ไม่ใหค้วามรอ้น ซึ�งกส็อดคลอ้งกบัผลวจิยัของ (V. Dewanto; et al. 
2002) ที�ไดศ้กึษาสารตา้นอนุมลูอสิระจากขา้วโพดหวาน 

 

ตอนที� 3 ผลการศึกษาสภาวะที�เหมาะสมในการวิเคราะหป์ริมาณกรดเฟอรร์ริูก  

 โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 ในการศกึษาทางโครมาโทกราฟีจะเกี�ยวขอ้งกบัประสทิธภิาพของคอลมัน์ในเทอมของ H 
(Height equivalent to a theoretical plate) ที�เรยีกว่า ทฤษฎเีพลต (plate theory) ไดอ้ธบิายไวว้่า

อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื�อนที�มคีวามสมัพนัธแ์บบผกผนักบัความสงูของเพลต ถา้มจีาํนวนเพลต

ที�บรรจุอยู่ในคอลมัน์มากประสทิธภิาพการแยกก็จะด ีซึ�งจํานวนเพลตจะแปรผนัตรงกบัความยาว
ของคอลมัน์ โดยทฤษฎดีงักล่าวไม่สามารถอธบิายได้ครอบคลุม ดงันั �นจงึต้องอาศยัทฤษฎอีตัรา 

(rate theory) ที�สามารถอธิบายพฤติกรรมทางโครมาโทกราฟีได้ ซึ�งทําเกิดแบนด์กว้างใน
กระบวนการชะสาร ซึ�งในกระบวนการชะสารนั �นจะมกีลไกของการเกดิการแพร่กระจาย ได้แก่ การ

แพรก่ระจายแบบเอด็ดี� (eddy diffusion) การแพร่กระจายแบบลองจทิูดนิอล (longitudinal diffusion) 

และ การเคลื�อนมวลโดยการส่งผ่าน (mass transfer effect) ซึ�งกลไกดงักล่าวจะอธบิายผลของ    
ตวัแปรทั �ง 3 ออกเป็นเทอมต่างๆ ทั �งสิ�น 3 เทอม ที�มคีวามสมัพนัธ์กบัค่า H ตามสมการของ      

Van Deemter ในสมการที� 4 

       .................. (4) 

 
 H = HETP 

 A = eddy diffusion 
 B = longitudinal diffusion 

 C = mass transfer effect 

 µ = linear velocity 
  

 จากสมการ Van Deemter จะเหน็ว่า ถ้าอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื�อนที� (µ) มคี่าน้อย 
จะทําใหเ้ทอม B มคี่ามาก ซึ�งทําใหป้ระสทิธภิาพการแยกตํ�า เพราะตวัถูกละลายแพร่กระจายอยู่ใน

คอลมัน์ไดน้านมากขึ�น ดงันั �นจงึควรเพิ�มอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื�อนที�ใหม้ากขึ�น เพื�อลดเทอม 

B แต่ในทางกลบักนัถา้อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื�อนที� (µ) มคี่ามากขึ�น จะทําใหเ้ทอม C มากขึ�น
ดว้ย เนื�องจากตวัถูกละลายมกีารแพร่ยงัไม่ถงึสมดุลระหว่างเฟสอยู่กบัที�และวฏัภาคเคลื�อนที� ทําให ้

H มากตาม ประสทิธกิารแยกเลยลดลง ดงันั �นความสมัพนัธ์ระหว่างอตัราการไหลของวฎัภาค
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เคลื�อนที� (µ) และประสทิธภิาพของคอลมัน์ (H) ในทางโครมาโทกราฟี จะทําให้การวเิคราะห์มี
ประสทิธภิาพมากขึ�น 

 ในงานวิจยันี�ได้ทําการศึกษาสภาวะที�เหมาะสมในการวิเคราะห์ปรมิาณกรดเฟอร์รูร ิก 

ด้วยวฏัภาคเคลื�อนที�ชนิดกรดอะซิติกเข้มข้น 1% (v/v) และตัวทําละลายอินทรยี์ 2 ชนิด คือ         
เมทานอล และอะซโิตไนไตรล ์อตัราส่วนของวฏัภาคเคลื�อนที� และอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที�

ที�มผีลต่อการแยกกรดเฟอรร์รูกิ 

 3.1 ศึกษาความเหมาะสมของวฏัภาคเคลื�อนที� 

       การศกึษาการแยกกรดเฟอรร์ูรกิโดยใช้วฏัภาคเคลื�อนที�กรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) 

และเมทานอล ที�อตัราส่วน 50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 (v/v) ที�ความเขม้ขน้ของกรด
เฟอรร์รูกิเท่ากบั 10 µg/mL ซึ�งผลจากการศกึษาอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื�อนที�ระหว่างกรดอะซติกิ

เขม้ขน้ 1% (v/v) และเมทานอล ที�อตัราส่วนดงักล่าวพบว่าใหผ้ลการทดลองดงัแสดงในภาพประกอบ 13 

และพบว่าที�อตัราส่วน 50:50 ใหพ้คีที�มคีวามสมมาตร เกดิการแยกไดด้ ีซึ�งกรดเฟอรร์รูกิจะถูกหน่วง
ในคอลมัน์ไม่นาน และใช้เวลา 4.9 นาท ี และเมื�อเปลี�ยนอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื�อนที�ระหว่าง

กรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และเมทานอล เป็น 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 (v/v) พบว่าพคีที�
ได้มลีกัษณะเป็นแถบกว้าง (band broadening) ดงันั �นจงึเลือกใช้วฏัภาคเคลื�อนที�ระหว่างกรด      

อะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และเมทานอล ที�อตัราส่วน 50:50 ดงัทฤษฎทีี�เมื�อการแพร่กระจายถงึจุด

สมดุลระหว่างเฟสทั �งสอง คอืเฟสที�อยูก่บัที�และเฟสเคลื�อนที� ทาํใหม้ปีระสทิธภิาพการแยกที�ด ี
 

 
ภาพประกอบ 13 โครมาโทแกรมการเปรยีบเทยีบวฏัภาคเคลื�อนที�ระหว่างกรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v)  

       และเมทานอล ที�อตัราส่วน 50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 (v/v) ของกรดเฟอรร์รูกิ 

       เขม้ขน้ 10 µg/mL 
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 ผลการศึกษาการแยกกรดเฟอร์รูรกิโดยใช้วฏัภาคเคลื�อนที�กรดอะซติิกเข้มข้น 1% 

(v/v) และอะซโิตไนไตรล ์ที�อตัราส่วน 50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 (v/v) ที�ความเขม้ขน้

ของกรดเฟอรร์ูรกิเท่ากบั 10 µg/mL ซึ�งผลจากการศกึษาอตัราส่วนวฏัภาคเคลื�อนที�ระหว่างกรด   
อะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และอะซโิตไนไตรล ์ ที�อตัราส่วน 50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 

(v/v) พบว่าพคีที�ไดไ้ม่มคีวามสมมาตร เกดิแถบกวา้ง ดงันั �นจงึไม่เลอืกใชว้ฏัภาคเคลื�อนที�ระหว่าง
กรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และซโิตไนไตรล ์

 

 จากการศึกษาการแยกกรดเฟอร์รูรกิด้วยวฏัภาคเคลื�อนที�กรดอะซิติกเข้มข้น 1% 
(v/v) และตวัทําละลายอนิทรยี ์2 ชนิด คอื เมทานอล และอะซโิตไนไตรล์ ที�ความเขม้ขน้ของกรด

เฟอร์รูรกิเท่ากบั 10 µg/mL ดงัแสดงในภาพประกอบ 14 จะเห็นว่าการใช้วฏัภาคเคลื�อนที�กรด     
อะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และเมทานอล ให้พคีที�มคีวามสมมาตร เกดิการแยกได้ดมีากกว่าการใช ้ 

วฏัภาคเคลื�อนที�กรดอะซติิกเข้มข้น 1% (v/v) และอะซโิตไนไตรล์ ดงันั �นในงานวจิยันี�จงึเลือกใช้

กรดอะซติิกเข้มข้น 1% (v/v) และเมทานอล ที�อตัราส่วน 50:50 มาใช้สําหรบัวเิคราะห์หาปรมิาณ
กรดเฟอรร์รูกิ 

 

 
ภาพประกอบ 14 ตวัอยา่งโครมาโทแกรมการเปรยีบเทยีบวฏัภาคเคลื�อนที�ระหว่างกรดอะซติกิเขม้ขน้  

       1% (v/v) และตวัทาํละลายอนิทรยี ์(ทั �ง (1) อะซโิตไนไตรล ์(2) เมทานอล) ของกรดเฟอรร์รูกิ 
       เขม้ขน้ 10 µg/mL 

  

 

1 2 
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 3.2 ศึกษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 

  การศกึษาอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที�ดงันี� 0.7 0.8 0.9 และ 1.0 มลิลลิติรต่อ
นาท ีโดยพจิารณาระยะเวลารเีทนชนัของกรดเฟอรร์รูกิ ดงัแสดงในภาพประกอบ 15 

 

 
ภาพประกอบ 15 ผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที�ที�ส่งผลต่อเวลารเีทนชนั 

 

  อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที�มผีลผลต่อระยะเวลารเีทนชนัของสาร เนื�องจากการ

เพิ�มอตัราการไหลจะทําให้สารถูกชะออกจากคอลมัน์ได้เรว็ขึ�น ซึ�งเป็นการช่วยลดระยะเวลาในการ
วเิคราะห์ โดยทําการทดลองด้วยวฏัภาคเคลื�อนที�กรดอะซติิกเข้มข้น 1% (v/v) และเมทานอล ที�

อตัราส่วน 50:50 (v/v) โดยใชอ้ตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที�เป็น 0.7 mL/min พบว่าสารถูกชะ

ออกจากคอลมัน์ที�ระยะเวลา 5.8 นาท ีจากนั �นเพิ�มอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที�เป็น 0.8 0.9 
และ 1.0 mL/min พบว่าสารถูกชะออกจากคอลมัน์ที�ระยะเวลา 5.4  5.1 และ 4.9 นาท ีตามลําดบั 

ดงันั �นงานวจิยันี�จงึได้เลอืกใชอ้ตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 1.0 mL/min เพราะเป็นอตัราการ
ไหลที�มคีวามเหมาะสมต่อการแยกและสามารถเพิ�มประสทิธภิาพในการแยกสาร และเนื�องจากที�

อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 0.9 0.8 และ 0.7 mL/min นั �นใชเ้วลาของการถูกชะของสารออก

จากคอลมัน์นานกว่าการใชอ้ตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 1.0 mL/min และการใชอ้ตัราการไหล
ของวฏัภาคเคลื�อนที�ที�มากกว่า 1.0 mL/min อาจจะมผีลต่อการวเิคราะหป์รมิาณ ซึ�งในตวัอย่างนั �น

อาจจะมสีารรบกวนการวิเคราะห์ เช่น สารในกลุ่มฟิโนลิกชนิดอื�นๆ ปะปน และอาจจะเกิดการ
ซอ้นทบัระหว่างพคีของกรดเฟอรร์รูกิกบัสารรบกวนอื�นๆ อกีดว้ย 

 

     จากการศกึษาการแยกกรดเฟอรร์ูรกิดว้ยวฏัภาคเคลื�อนที�ชนิดกรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% 
(v/v) และตวัทําละลายอนิทรยี ์2 ชนิด คอื เมทานอล และอะซโิตไนไตรล์ อตัราส่วนของวฏัภาค

เคลื�อนที�และอัตราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที�ที�มผีลต่อการแยกกรดเฟอร์รูรกิ พบว่าสภาวะที�
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เหมาะสมต่อการแยกกรดเฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง สามารถสรุปได้
ตารางที� 3 

 

ตาราง 3 สภาวะที�เหมาะสมต่อการแยกกรดเฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
        

  ตวัแปร สภาวะที�ใช้ในการทดลอง   

 

ระบบการแยก ไอโซเครตกิ 
 

 

คอลมัน์ C18 ขนาด 5 µm (250 mm x 4.6 mm) 
 

 

วฏัภาคเคลื�อนที� กรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และเมทานอล 
 

 

อตัราส่วนของวฏัภาคเคลื�อนที� 50:50 (v/v) 
 

 

อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 1.0 mL/min 
 

 

เครื�องตรวจวดั ไดโอดอารเ์รย ์
 

  ความยาวคลื�น 320 nm.   

 

ตอนที� 4 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห ์
 4.1 การสร้างกราฟมาตรฐานกรดกรดเฟอรร์ริูก 

  เมื�อไดส้ภาวะที�เหมาะสมในการแยกกรดเฟอรร์รูกิดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง สามารถนําสภาวะดงักล่าวนั �นมาใชว้เิคราะหเ์พื�อหาปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอย่าง
ขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรูปจากขา้วโพด ในการวเิคราะห์ปรมิาณในสารตวัอย่างนิยมใช้วธิเีทยีบ

กบักราฟมาตรฐานเพราะมคีวามสะดวกและใหค้วามถูกต้อง โดยจะทําเปรยีบเทยีบสญัญาณที�วดัได้
จากตวัอย่างกบักราฟมาตรฐาน ซึ�งในงานวจิยันี�ได้ทําการสร้างกราฟมาตรฐานโดยใช้สารละลาย

มาตรฐานที�ความเขม้ขน้ 0.5 - 100 µg/mL หลงัจากทําการวเิคราะหส์ารมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิดว้ย

เครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง จากนั �นสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความ
เขม้ขน้ µg/mL (แกนนอน) กบัพื�นที�พคี mAU/s (แกนตั �ง) ไดก้ราฟเสน้ตรงแสดงดงัภาพประกอบ 16 

จากกราฟมาตรฐานกรดเฟอรร์ูรกิเขม้ขน้ 0.5 - 100 µg/mL ให้ค่าสมัประสทิธิ �สหสมัพนัธ์ (R2) 
เท่ากบั 1.00 
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ภาพประกอบ 16 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างพื�นที�พคี (mAU/s) กบัชว่งความเขม้ขน้  
       ของกรดเฟอรร์รูกิ (µg/mL) 

 

 4.2 ศึกษาขีดจาํกดัของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และขีดจาํกดัของ

การวดัเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 

  การศกึษาขดีจํากดัของการตรวจพบ (LOD) และขดีจํากดัของการวดัเชงิปรมิาณ 

(LOQ) ทําโดยเตรยีมสารมาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิเขม้ขน้ 0.02 - 0.2 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร จากนั �น

วดัค่าด้วยเครื�องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยทําการทดลอง 10 ซํ�า (n=10) แล้ว
คาํนวณหาค่า LOD และ LOQ โดยค่า LOD ใหส้ญัญาณเป็น 3 เท่า ของสญัญาณ noise (S/N) และ 

LOQ ใหส้ญัญาณเป็น 10 เท่าของสญัญาณ noise (S/N) 
  จากผลการศกึษาหาประสทิธภิาพของระบบที�ทดลองโดยหาค่า LOD และ LOQ พบว่า 

ใหค้่า LOD และ LOQ เท่ากบั 0.02 และ 0.06 ตามลาํดบั 

 4.3 ศึกษาความถกูต้องของวิธีวิเคราะห ์(accuracy) 

  การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ โดยการศึกษาหาเปอร์เซ็นต์ร้อยละ

กลบัคนื (% recovery) ซึ�งในงานวจิยันี�ไดท้ําการทดลองโดยนําตวัอย่างมา 1.00 กรมั ลงในหลอด

ทดลองขนาด 10 มลิลิลิตร จากนั �นเติมสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูรกิ ความเข้มข้น 25 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร แลว้ทําการทดลองตามสภาวะที�เหมาะสม โดยทําการทดลอง 5 ซํ�า (n=5) 

จากนั �นคาํนวณหาค่ารอ้ยละการไดก้ลบัคนืดงัสมการที� 3 
  จากผลการวเิคราะห์หาร้อยละการได้กลบัคืนของปรมิาณกรดเฟอร์รูรกิในตวัอย่าง

ขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพดดว้ยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ดงัแสดง

ในตาราง 4 จะพบว่าให้ผลการวเิคราะห์หาร้อยละการได้กลบัคนืของกรดเฟอร์รูรกิในตวัอย่าง
ข้าวโพดและผลิตภัณฑ์แปรรูปจากข้าวโพดด้วยสภาวะที�เหมาะสมอยู่ในช่วง 80.63±1.12 - 

105.39±1.08 ซึ�งสอดคลอ้งกบั (AOAC. 2002) ซึ�งมคี่ารอ้ยละการกลบัคนือยูใ่นช่วง 80 - 115 
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ตาราง 4 รอ้ยละการได้กลบัคนื (%recovery±SD) ในตวัอย่างข้าวโพดและผลติภณัฑแ์ปรรูปจาก
ขา้วโพดดว้ยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

 

ลาํดบั  ตวัอย่าง 
ร้อยละการได้กลบัคืน 

(%Recovery±SD) 

S1  ขา้วโพดหวานดบิ 87.12±1.55 

S2  ขา้วโพดขา้วเหนียวขาวดบิ 88.22±1.03 

S3  ขา้วโพดขา้วเหนียวดําดบิ 82.77±1.57 

S4  ขา้วโพดอ่อนดบิ 84.46±1.19 

B1  ขา้วโพดหวานตม้ 96.17±1.39 

B2  ขา้วโพดขา้วเหนียวขาวตม้ 92.04±1.29 

B3  ขา้วโพดขา้วเหนียวดําตม้ 95.36±1.03 

B4  ขา้วโพดอ่อนตม้ 105.36±1.77 

P1  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ 95.23±1.06 

P2  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ 81.40±1.70 

P3  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ 81.27±1.52 

P4  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ 93.16±1.31 

P5  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 105.39±1.08 

P6  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 81.49±1.57 

P7  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 94.74±1.60 

P8  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 97.06±1.42 

P9  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 80.63±1.12 

P10  ผลติภณัฑป๊์อปคอรน์ 93.74±1.11 

P11  ผลติภณัฑป๊์อปคอรน์ 81.33±1.60 

 

 4.4 ศึกษาความแม่นยาํของวิธีวิเคราะห ์(precision) 

  การตรวจสอบความแม่นยําของวธิวีเิคราะห์ โดยการศึกษาความแม่นยําภายในวนั

เดยีวกนั (intra-day precision) และความแม่นยาํระหว่างวนั (inter-day precision) ซึ�งในงานวจิยันี�
ไดท้ําการทดลองโดยนําตวัอย่างขา้วโพดมา 1.00 กรมั ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แลว้

ทําการทดลองตามสภาวะที�เหมาะสม โดยทําการทดลอง 5 ซํ�า (n=5) จากนั �นคํานวณหาค่า %RSD       

(% relative standard deviation) 
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  จากการศึกษาความแม่นยําภายในวันเดียวกัน และความแม่นยําระหว่างวัน ใน
ตวัอยา่งขา้วโพด พบว่าใหค้่า %RSD เท่ากบั 1.10 และ 1.16 ตามลาํดบั 

 

ตอนที� 5 ผลการศึกษาผลของสารรบกวนจากตวัอย่าง 
 การศกึษาผลของสารรบกวนจากตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด โดย

ผู้วิจยัได้ทําการศึกษาผลของกรดอะมโิน และผลของสารประกอบฟีนอลิก ที�อาจจะมผีลต่อการ
วเิคราะหด์ว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

 5.1 ศึกษาผลของชนิดกรดอะมิโน 

  การศกึษาผลของกรดอะมโิน ไดแ้ก่ กรดแอล-กลตูามคิ กรดไลซนี และกรดทรปิโตเฟน 
ซึ�งทําการทดลองโดยเตรยีมสารละลายมาตรฐานผสมที�ความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร จากนั �น

นําไปวเิคราะห์ด้วยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยให้ผลการทดลองดงัแสดงใน

ตารางที� 5 

 5.2 ศึกษาผลของสารประกอบฟีนอลิก 

  การศกึษาผลของสารประกอบฟีนอลกิ ได้แก่ กรดแกลลคิ กรดแทนนิค คาเทชนิ ซึ�ง

ทาํการทดลองโดยเตรยีมสารละลายมาตรฐานผสมที�ความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร จากนั �นนําไป
วเิคราะหด์ว้ยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยใหผ้ลการทดลองดงัแสดงในตาราง 5 

 

ตาราง 5 ระยะเวลารเีทนชนัของพคีโครมาแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ กรดแกลลคิ กรดแทนนิค        
      คาเทชนิ กรดแอล-กลตูามคิ กรดไลซนี และกรดทรปิโตเฟน 

       

ชนิดของสารรบกวน สารรบกวน เวลารีเทนชนั (นาที) 
 

กรดอะมโิน กรดแกลลคิ 3.238 
 

 
กรดแทนนิค 4.424 

 

 
คาเทชนิ ไมพ่บ 

 
สารประกอบฟีนอลกิ กรดแอล-กลตูามคิ ไมพ่บ 

 

 
กรดไลซนี ไมพ่บ 

 

 
กรดทรปิโตเฟน ไมพ่บ 

 
สารที�วเิคราะห ์ กรดเฟอรร์รูกิ 4.923 

 
 

 จากตารางที� 5 จะเหน็ว่าพคีโครมาแกรมของกรดแกลลคิ กรดแทนนิค คาเทชนิ กรดแอล-

กลูตามคิ กรดไลซนี และกรดทรปิโตเฟน ให้ระยะเวลารเีทนชนัที�ต่างจากพคีโครมาแกรมของกรด

เฟอรร์รูกิ ซึ�งแสดงใหเ้หน็ชดัเจนว่าสารรบกวนเหล่านี�ไม่มผีลรบกวนต่อการวเิคราะหป์รมิาณกรด
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เฟอรร์รูกิ เนื�องจากสารรบกวนเหล่านี�ไม่ไดเ้กดิการซอ้นทบักนักบัพคีโครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ 
และสัญญาณของกรดเฟอร์รูร ิกที�ได้จากการวิเคราะห์นั �นไม่มีการเปลี�ยนแปลง ดังแสดงใน

ภาพประกอบ 17 

 

 
ภาพประกอบ 17 ผลการศกึษาของสารละลายมาตรฐานผสม ไดแ้ก่ กรดเฟอรร์รูกิกรดแกลลคิ 
       กรดแทนนิค คาเทชนิ กรดแอล-กลตูามคิ กรดไลซนี และกรดทรปิโตเฟน ที�ความเขม้ขน้  

       10 µg/mL 

 

ตอนที� 6 ผลการวิเคราะหห์าปริมาณกรดเฟอรร์ริูกในตวัอย่างข้าวโพด 

 และผลิตภณัฑแ์ปรรปูจากข้าวโพด 
 ขั �นตอนของการเตรยีมตัวอย่างมคีวามจําเป็นอย่างมากเพื�อความเหมาะสมต่อวิธีการ

วเิคราะห ์ ซึ�งมวีธิกีารเตรยีมตวัอย่างที�นิยมใช้กนัทั �วไป เช่น วธิกีารตกตะกอน และวธิกีารสกดัดว้ย

ตัวทําละลาย เป็นต้น โดยตัวอย่างข้าวโพดและผลิตภณัฑ์แปรรูปจากข้าวโพดที�จะมาวิเคราะห์
ปรมิาณกรดเฟอร์รูรกินั �นจะต้องมกีารเตรยีมตวัอย่างเพื�อให้ตวัอย่างมคีวามสะอาด เนื�องจากใน

ตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพดนั �นอยูใ่นสถานะของแขง็และของเหลว และมสีาร
รบกวนอื�นๆ ปะปนอยู่ เช่น ไขมนั กรดอะมโิน และอื�นๆ จงึไม่เหมาะที�จะทําการวเิคราะห์โดยตรง

ด้วยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ทางผู้วจิยัจงึได้ทําการเตรยีมตวัอย่างทั �งหมด 2 

ขั �นตอน คอื การเตรยีมตวัอยา่งดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ และการเตรยีมตวัอยา่งดว้ยวธิดีสิเพอร์
ซพี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอ็กแทรคชนั ซึ�งในขั �นตอนที� 1 เป็นขั �นตอนของการสกดัและกําจดัสาร

รบกวนอื�นๆ ส่วนในขึ�นตอนที� 2 เป็นการเพิ�มความเขม้ข้นของปรมิาณกรดเฟอรร์ูรกิในตวัอย่าง
ขา้วโพดและและผลติภณัฑแ์ปรรูปจากขา้วโพดเพื�อวเิคราะห์ปรมิาณกรดเฟอรร์ูรกิด้วยเทคนิคโคร

มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
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 6.1 การเตรียมตวัอย่างข้าวโพดและผลิตภณัฑแ์ปรรปูจากข้าวโพดด้วย 

วิธีอลัคาไลน์ไฮโดรไลซิส 

  จากงานวจิยัของ (B. Shammugasamy; et al. 2013) ไดท้าํการศกึษาโทโคฟีรอล และ
โทโคไตรอนีอล ในตวัอยา่งธญัพชื ดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิและเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสงู ผูว้จิยัจงึไดนํ้างานวจิยัดงักล่าวนี�มาดดัแปลงและใชก้บัการเตรยีมตวัอย่างขา้วโพดและ
ผลติภณัฑแ์ปรรูปจากขา้วโพด โดยชั �งตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรูปจากขา้วโพดปรมิาณ 

1.00 กรมั ทําการสกดัดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ จะไดส้ารละลายตวัอย่างเพื�อนําไปสกดัต่อดว้ย

วธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั 

 6.2 การเตรียมตวัอย่างข้าวโพดด้วยวิธีดิสเพอรซี์พ ลิควิด-ลิควิด ไมโครเอก็แทรคชนั

 เมื�อได้สารละลายตัวอย่างจากการสกัดด้วยวิธีอัลคาไลน์ไฮโดรไลซิสแล้ว จากนั �นนํา

สารละลายที�ได ้มา 1.00 มลิลลิติร ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร แล้วนําไปสกดัดว้ย
วธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั ดว้ยสภาวะที�เหมาะสม จากนั �นสารสกดัที�ไดจ้ะแยก

ชั �นเป็น 2 ชั �น แล้วนําสารละลายชั �นล่าง ไปฉีดเข้าเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ปรมิาตร 20 ไมโครลติร โดยใชต้วัตรวจวดัชนิดไดโอดอารเ์รยแ์ละวดัค่าการดูดกลนืแสงที�ความยาว

คลื�น 320 นาโนเมตร 

 6.3 การวิเคราะหห์าปริมาณกรดเฟอรร์ริูกในตวัอย่างข้าวโพดและผลิตภณัฑแ์ปรรปู

จากข้าวโพด 

       ในวเิคราะห์หาปรมิาณกรดเฟอร์รูรกิในตวัอย่างข้าวโพดและผลติภณัฑ์แปรรูปจาก

ขา้วโพดดว้ยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง จากผลการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิ

ในตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพดดว้ยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ดงัแสดงในตาราง 6 จะพบว่าให้ผลการวเิคราะห์หาปรมิาณกรดเฟอรร์ูรกิในตวัอย่างขา้วโพดและ

ผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพดดว้ยสภาวะที�เหมาะสมอยู่ในช่วง 6.50±0.63 - 0.37±0.21 mg/g ซึ�ง
พบได้มากที�สุดในตวัอย่างขา้วโพดหวานต้ม (B1) และพบน้อยที�สุดในตวัอย่างผลติภณัฑค์อร์น

เฟลกส ์(P1) 

 

ตาราง 6 ปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิ (mg/g±SD) ในตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด
ดว้ยเครื�องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

 

ลาํดบั  ตวัอย่าง 
ปริมาณกรดเฟอรร์ริูก 

(mg/g±SD) 

S1  ขา้วโพดหวานดบิ 5.03±0.72 

S2  ขา้วโพดขา้วเหนียวขาวดบิ 3.56±0.70 

S3  ขา้วโพดขา้วเหนียวดําดบิ 3.17±0.06 



48 
 

ตาราง 6 (ต่อ) 
 

ลาํดบั  ตวัอย่าง 
ปริมาณกรดเฟอรร์ริูก 

(mg/g±SD) 

S4  ขา้วโพดอ่อนดบิ 0.95±0.31 

B1  ขา้วโพดหวานตม้ 6.50±0.63 

B2  ขา้วโพดขา้วเหนียวขาวตม้ 4.30±0.65 

B3  ขา้วโพดขา้วเหนียวดําตม้ 3.46±0.79 

B4  ขา้วโพดอ่อนตม้ 1.79±0.37 

P1  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ 0.37±0.21 

P2  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ 0.67±0.23 

P3  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ 0.66±0.06 

P4  ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์ 0.71±0.16 

P5  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 3.51±0.19 

P6  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 4.61±0.17 

P7  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 0.62±0.02 

P8  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 0.51±0.06 

P9  ผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 0.43±0.20 

P10  ผลติภณัฑป๊์อปคอรน์ 0.44±0.04 

P11  ผลติภณัฑป๊์อปคอรน์ 0.58±0.19 

 
 จากผลการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจาก

ข้าวโพด พบว่าเมื�อนําตวัอย่างข้าวโพดมาแปรรูปด้วยการนํามาต้มสุกให้ปรมิาณกรดเฟอร์รูรกิ
เพิ�มขึ�น ซึ�งสอดคลอ้งกบัผลวจิยัของ (V. Dewanto; et al. 2002) ที�ไดศ้กึษาสารต้านอนุมลูอสิระจาก

ขา้วโพดหวานที�ผ่านขบวนการแปรรปูโดยการใหค้วามรอ้น 

 



บทที� 5 

สรปุผล อภิปรายผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 

 
 การศกึษาการพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างกรดเฟอรร์ูรกิด้วยเทคนิคดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-
ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั จากตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด ไดแ้ก่ ขา้วโพด

หวาน ขา้วโพดขา้วเหนียวขาว ขา้วโพดขา้วเหนียวดํา ขา้วโพดอ่อน ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกสห์รอื

ข้าวโพดอบกรอบแห้ง ผลิตภัณฑ์นํ� านมข้าวโพด ผลิตภัณฑ์ป๊อปคอร์นหรือข้าวโพดคั �ว โดย
ทําการศกึษาผลของ   ตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ 

ไมโครเอ็กแทรคชนั และศึกษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มผีลต่อการวเิคราะห์ปรมิาณกรดเฟอร์รูรกิ 
ตลอดจนศกึษาสภาวะที�เหมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดเฟอรร์รูกิโดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง เพื�อใหไ้ดส้ภาวะที�เหมาะสมและมปีระสทิธภิาพในการตรวจวเิคราะหป์รมิาณ

กรดเฟอรร์รูกิในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด  
 

สรปุผล อภิปรายผลการวิจยั 
 จากการศกึษาการวจิยั สรปุผลไดด้งันี� 

 1. การศึกษาผลของตวัแปรต่างๆ ที�มีผลต่อการเตรียมตวัอย่างด้วยเทคนิคดิส

เพอรซี์พ ลิควิด-ลิควิด ไมโครเอก็แทรคชนั ที�ใช้ในการวิเคราะหป์ริมาณกรดเฟอรร์ริูก ดงันี�  

  1.1 ศกึษาชนิดของตวัทาํละลายสกดัและตวัทาํละลายกระจาย 
  1.2 ศกึษาปรมิาตรของตวัทาํละลายสกดัและตวัทาํละลายกระจาย 

  1.3 ศกึษาเวลาที�ใชใ้นการสกดั 

  1.4 ศกึษาเวลาในการหมนุเหวี�ยง 
 จากตวัแปรดงักล่าวขา้งต้น พบว่าชนิดและปรมิาตรของตวัทําละลายสกดัและตวัทําละลาย

กระจาย เวลาที�ใช้ในการสกัด และเวลาในการหมุนเหวี�ยง ที�ใช้ในการเตรยีมตัวอย่างด้วยเทคนิค      
ดสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอ็กแทรคชนั เพื�อวเิคราะห์ปรมิาณกรดเฟอรร์ูรกิ คอื ตวัทําละลายสกดั

ชนิดไดคลอโรมเีทนและตวัทําละลายกระจายชนิดอะซโิตไนไตรล ์ดว้ยปรมิาตรของตวัทําละลายสกดั

และตวัทําละลายกระจายในอตัราส่วน 1.2:12 (v/v) ใชเ้วลาในการสกดั 5 นาท ีและใชเ้วลาในการ
หมนุเหวี�ยงที� 4000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีตามลาํดบั 

 

 2. การศึกษาผลตวัแปรต่างๆ ที�มีผลต่อการวิเคราะหป์ริมาณกรดเฟอรร์ริูก ดงันี�  

  2.1 ศกึษาอุณหภมูแิละเวลา 

  2.2 ศกึษาการแปรรปูตวัอยา่ง 
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 จากตัวแปรดงักล่าวข้างต้น พบว่าอุณหภูมแิละเวลาที�มผีลต่อการวิเคราะห์ปรมิาณกรด  
เฟอร์รูรกิ คอื 100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ี และเมื�อศกึษาการแปรรูปตวัอย่าง โดย

เปรยีบเทยีบผลระหว่างตวัอยา่งขา้วโพดที�ใหค้วามรอ้นและตวัอย่างขา้วโพดที�ไม่ใหค้วามรอ้น พบว่า

ตวัอยา่งขา้วโพดที�ใหค้วามรอ้นใหป้รมิาณของกรดเฟอรร์รูกิสูงกว่าตวัอย่างตวัอย่างขา้วโพดที�ไม่ให้
ความรอ้น 

 

 3. การศึกษาสภาวะที�เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณกรดเฟอร์รูริก โดยใช้

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ดงันี�  

  3.1 ศกึษาความเหมาะสมของวฏัภาคเคลื�อนที� 

  3.2 ศกึษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 
 จากสภาวะดงักล่าวข้างต้น พบว่าวฏัภาคเคลื�อนที�กรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และตวัทํา

ละลายอนิทรยี ์2 ชนิด คอื เมทานอล และอะซโิตไนไตรล ์อตัราส่วนของวฏัภาคเคลื�อนที� และอตัรา

การไหลของวฏัภาคเคลื�อนที�ที�มผีลต่อการแยกกรดเฟอร์รูรกิ ที�ได้ คือ วฏัภาคเคลื�อนที�ระหว่าง
กรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และเมทานอล ที�อตัราส่วน (1:1) ที�อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื�อนที� 

1.0 mL/min ตามลาํดบั โดยที�กรดเฟอรร์รูกิถูกชะออกมาจากคอลมัน์ที�ระยะเวลา 4.9 นาท ี
 

 4. การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห ์ดงันี�  

  4.1 การสรา้งกราฟมาตรฐานกรดกรดเฟอรร์รูกิ 
  4.2 ศกึษาขดีจาํกดัของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และขดีจาํกดัของการ

   วดัเชงิปรมิาณ (Limit of quantitation, LOQ) 

  4.3 ศกึษาความถูกตอ้งของวธิวีเิคราะห ์(accuracy) 
  4.4 ศกึษาความแมน่ยาํของวธิวีเิคราะห ์(precision) 

 จากการศึกษาประสทิธภิาพของวธิีการวเิคราะห์ พบว่ากราฟมาตรฐานของสารละลาย
มาตรฐานกรดเฟอรร์รูกิเขม้ขน้ในช่วง 0.5 - 100 µg/mL ใหค้่าสมัประสทิธิ �สหสมัพนัธ ์(R2) เท่ากบั 

1.00ใหข้ดีจาํกดัของการตรวจพบ (LOD) และขดีจาํกดัของการวดัเชงิปรมิาณ (LOQ) เท่ากบั 0.02 

และ 0.06 ตามลําดบั และให้ค่าร้อยละการกลบัคนื (%recovery) ของตวัอย่างข้าวโพด อยู่ในช่วง 
80.63±1.12 - 105.39±1.08 

 

 5. การศึกษาผลของสารรบกวนจากตวัอย่าง ดงันี�  

  5.1 ศกึษาผลของกรดอะมโิน 

  5.2 ศกึษาผลของสารประกอบฟีนอลกิ 

 จากการศกึษาผลของกรดอะมโิน และสารประกอบฟีนอลกิ ได้แก่ กรดแกลลคิ กรดแทนนิค      
คาเทชนิ กรดแอล-กลูตามคิ กรดไลซนี และกรดทรปิโตเฟน ที�ความเขม้ขน้ 10 มลิลกิรมัต่อลติร 
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พบว่าในระบบการทดลองด้วยสภาวะที�เหมาะสมนี�ไม่มผีลรบกวนต่อการวิเคราะห์ปรมิาณกรด  
เฟอรร์รูกิ เนื�องจากสารรบกวนเหล่านี�ไม่ไดเ้กดิการซอ้นทบักนักบัพคีโครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ 

และสญัญาณของกรดเฟอรร์รูกิที�ไดจ้ากการวเิคราะหน์ั �นไมม่กีารเปลี�ยนแปลง 

 
 

 6. การวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอรร์ริูกในตวัอย่างข้าวโพดและผลิตภณัฑแ์ปรรปู

จากข้าวโพด ดงันี�  

  6.1 การเตรยีมตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพด 
   ดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ 

  6.2 การเตรยีมตวัอยา่งขา้วโพดดว้ยวธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั 
  6.3 การวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปู 

   จากขา้วโพด  

 จากการศกึษาการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์ูรกิในตวัอย่างขา้วโพดและผลติภณัฑ ์แปร
รูปจากข้าวโพดโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ด้วยวิธีอลัคาไลน์ไฮโดรไลซิส   

และวธิดีสิเพอรซ์พี ลคิวดิ-ลคิวดิ ไมโครเอก็แทรคชนั พบว่าใหผ้ลการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิ
ในตวัอยา่งขา้วโพดและผลติภณัฑแ์ปรรปูจากขา้วโพดดว้ยสภาวะที�เหมาะสมอยู่ในช่วง 0.37±0.21 - 

6.50±0.63 mg/g พบไดม้ากที�สุดในตวัอย่างขา้วโพดหวานต้ม (B1) และพบน้อยที�สุดในตวัอย่าง

ผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์(P1)  

 

ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรศึกษาวฏัภาคเคลื�อนที�อื�นๆ เพื�อเป็นการลดการใช้ตวัทําลายโดยสิ�นเปลอืง ซึ�ง    

วฏัภาคเคลื�อนที�ที�ใช้ในการศกึษาอยู่ คอื กรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) และเมทานอล ที�อตัราส่วน 

(1:1) 
 2. การวเิคราะหป์รมิาณปรมิาณกรดเฟอรร์รูกิ สามารถนําไปประยุกต์ใชก้บัตวัอย่างอาหาร

ชนิดอื�นๆ ได ้
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ภาคผนวก ก 

โครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์ริูกในสารตวัอย่าง 
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ภาพประกอบ 18 โครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ ในตวัอยา่งขา้วโพดหวานตม้ 

 

 

 

 

 

 
ภาพประกอบ 19 โครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ ในตวัอยา่งขา้วโพดขา้วเหนียวขาวตม้ 
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ภาพประกอบ 20 โครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ ในตวัอยา่งขา้วโพดขา้วเหนียวดาํตม้ 

 

 

 

 

 

 
ภาพประกอบ 21 โครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ ในตวัอยา่งขา้วโพดอ่อนตม้ 
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ภาพประกอบ 22 โครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ ในตวัอยา่งผลติภณัฑค์อรน์เฟลกส ์

 

 

 

 

 
ภาพประกอบ 23 โครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ ในตวัอยา่งผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 

 



63 
 

 
ภาพประกอบ 24 โครมาโทแกรมของกรดเฟอรร์รูกิ ในตวัอยา่งผลติภณัฑป๊์อปคอรน์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาคผนวก ข 

รปูตวัอย่าง สารละลายตวัอย่าง เครื�องมือ และอปุกรณ์ 
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ภาพประกอบ 25 ตวัอยา่งขา้วโพด  

 

  1 แทน ตวัอยา่งขา้วโพดหวาน 
  2 แทน ตวัอยา่งขา้วโพดขา้วเหนียวขาว 

  3 แทน ตวัอยา่งขา้วโพดขา้วเหนียวดาํ 
  4 แทน ตวัอยา่งขา้วโพดอ่อน 

 

 

 
ภาพประกอบ 26 ตวัอยา่งขา้วโพด (ต่อ) 

 
  5 แทน ตวัอยา่งผลติภณัฑค์อรน์เฟลกสห์รอืขา้วโพดอบกรอบแหง้ 

  6 แทน ตวัอยา่งผลติภณัฑนํ์�านมขา้วโพด 
  7 แทน ตวัอยา่งผลติภณัฑป๊์อปคอรน์หรอืขา้วโพดคั �ว 

 

1 2 3 4 

5 6 7 
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ภาพประกอบ 27 สารละลายตวัอยา่งที�จากการเตรยีมดว้ยวธิซีาพอนนิฟิเคชนั 
 

 

 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 28 สารละลายตวัอยา่งที�จากการเตรยีมดว้ยวธิ ีDLLME 

 
 

Sedimented phase 
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ภาพประกอบ 29 เครื�องชั �ง 4 ตําแหน่ง 
 

 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 30 อ่างนํ�าควบคุมอุณหภูม ิ

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

ประวติัย่อผูวิ้จยั 
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