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บทคัดยอ

กรดเฟรูลิก (Ferulic acid) เปนสารฟนอลิกหลักในขาวโพดหวาน มีฤทธิ์ทางชีวภาพและมีคุณสมบัติ
ในการตานอนุมูลอิสระ ดังนั้นการสกัดกรดเฟรูลิกอิสระออกจากขาวโพดสามารถนําไปใชประโยชนใน
การสกัดกรดเฟรูลิกอิสระในอุตสาหกรรม งานวิจัยนี้เปนการศึกษาสภาวะของการสกัดกรดเฟรูลิกอิสระ 
(Free Ferulic Acid, FA) ในขาวโพดหวานผานปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสดวยดาง (Hydrolysis Alkaline 
Extraction) และวิเคราะหปริมาณโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง เชื่อมตอ
เครื่องตรวจวัดคาการดูดกลืนแสง (HPLC-UV Method) โดยศึกษาสภาวะการสกัดกรดเฟรูลิกดวยดาง 
ไดแก ความเขมขนของดางโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขน 1.0 - 4.0 โมลาร อุณหภูมิการสกัด 
(อุณหภูมิหอง -150 องศาเซลเซียส) และเวลาในการสกัดระหวาง 30 - 150 นาที พบวาสภาวะที่เหมาะสม
ในการสกัดกรดเฟรูลิกไดดีที่สุด คือ การสกัดในสารละลายดางโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 3.0 โมลาร 
ในเวลา 120 นาที ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส จากนั้นวิเคราะหปริมาณกรดเฟรูลิกโดยใชชนิดของเฟส
เคลื่อนที่เปนสารละลายผสมระหวางเมทานอลตอกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 1.0 ในอัตราสวน 30 ตอ 70 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมของการวิเคราะหพบคาความแมนยําอยูในระดับที่ยอมรับได คาความเขมขน
ตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได (LOD) เทากับ 2.4 มิลลิกรัมตอลติร มีคารอยละการกลับคืนเทากับรอยละ 
117.3 และจากกลุมตัวอยางพบปริมาณของกรดเฟรูลิกอิสระสูงสุดเทากับ 7.55 มิลลิกรัมตอขาวโพดหวาน 
1.0 กรัม จากงานวิจัยจะเห็นไดวาการสกัดกรดเฟรูลิกดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเปนวิธีที่งาย ไมยุงยาก
และไดผลที่ยอมรับได สามารถเปนแนวทางในการสกัดกรดอิสระเพื่อประโยชนในอุตสาหกรรมตอไป
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Abstract

Ferulic acid is a phenolic compound in sweet corn. It has a bioactive and an anti-oxidant 
properties. Then, the extraction of free ferulic acid (FA) was utilized for industries. 
The work was to study an extraction of FA in sweet corn via alkaline hydrolysis 
extraction and to determine by High performance liquid chromatography connected to 
UV detection (HPLC-UV method). The alkaline extraction and HPLC conditions were 
investigated. The concentrations of NaOH (1.0 - 4.0 M), extraction temperatures as 
30 - 150oC and extraction times as 30 - 150 min were studied. Using an alkaline solution 
is to release FA, when an optimal condition of hydrolysis was obtained as 3.0 M 
NaOH at 120oC for 120 min extraction time. A HPLC condition was performed using 
a methanol and 1% acetic acid mixture with ratio of 30 : 70. The LOD was found as 
2.4 mg/l. The repeatabilities for intraday and interday were satisfied, while a recovery 
was acceptable as 117.3%. A maximum amount of FA was found as 7.55 mg per gram of 
sweet corn. The work was presented an easy, uncomplicated and acceptable method 
for extraction of FA. It is useful for application in industries.
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บทนํา

ขาวโพดหวาน (Zea mays L.) เปนพืชท่ีปลูกไดตลอดปในทุกสภาพอากาศ เปนธัญพืชท่ีเราพบเห็นไดท่ัวไป
จนทําใหหลายคนมองไมเห็นคุณประโยชนที่หลากหลาย เพราะไมเพียงแตประโยชนเพื่อการบริโภคสด
ขาวโพดหวานยังถูกแปรรูปเปนขาวโพดกระปองเพื่อการสงออก หรือเปนสวนประกอบในเครื่องสําอาง
หรือแมแตมีการกําหนดเปนมาตรฐานเพื่อประโยชนของการสงเสริมและพัฒนาการสงออกตามมาตรฐาน 
มกษ 1512-2554 (Thai Agricultural Standard (TAS), 2011) ขาวโพดหวานมีสารตานอนุมูลอิสระ 
(Anti-Oxidant) ท่ีสําคัญคือ กรดเฟรูลิก (Ferulic Acid) (Harakotr, B. et al., 2015) กรดเฟรูลิกมีช่ือตาม
ระบบมาตรฐาน (IUPAC name) คือ (E)-3-(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl) prop-2-enoic acid 
จัดเปนพฤกษเคมี (Phytochemicals) กลุมพอลีฟนอล (Polyphenol Compound) ท่ีสามารถเกิดไดเอง
ตามธรรมชาติโดยผานกระบวนการสังเคราะหจากกรดคาเฟอิก (Caffeic Acid) กรดเฟรูลิกมีสูตรทางเคมี คือ 
C10H10O4 และมีสูตรโครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาติกท่ีมีหมูไฮดรอกซิล (Hydroxyl Group) ดังรูปท่ี 1 

รูปที่ 1 โครงสรางทางเคมีของกรดเฟรูลิก
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 ประโยชนของกรดเฟรูลิกนอกจากฤทธิ์ในการตานอนุมูลอิสระ ยังสามารถตานการอักเสบ 
(Anti-Imflamatory) ยับย้ังการทํางานของเช้ือแบคทีเรียบางชนิด (Anti-Microbial Activity) รวมถึงยับย้ัง
การเกิดมะเร็ง (Anti-Cancer Effect) ในลําไสใหญและผิวหนังได กรดเฟรูลิกพบในพืชท่ีมีเมล็ดหลายชนิด 
(เชน ขาว ขาวสาล ี เมล็ดของกาแฟ ถั่วลิสง และขาวโพด เปนตน) และผลไม (เชน สัปปะรด แอปเปล 
และสม เปนตน) (Wichaipong, P., 2010) ปริมาณที่พบจะแตกตางกันตั้งแต 5 - 50 กรัมตอกิโลกรัม 
ซึ่งกรดเฟรูลิกที่พบในพืชนี้ไมไดอยูในรูปกรดอิสระ แตอยูในรูปสารประกอบเอสเทอร (Ester-Linkage 
Ferulic Acid) และอีเทอร (Ether-Linkage Ferulic Acid) รวมกับโปรตีนและคารโบไฮเครตใน
ผนังเซลลของพืชและเมล็ดพืช มีสวนชวยเพิ่มความแข็งแรงของเซลล สําหรับในขาวโพดหวานนั้นจะพบ
กรดเฟรูลิก บริเวณเปลือกหุมเมล็ดทั้งในรูปอิสระและเอสเทอร (Kokkaew, H. et al., 2014) จากการ
รายงานปริมาณกรดเฟรูลิกในขาวโพดหวานและขาวโพดขาวเหนียว พบปริมาณกรดเฟรูลิกเฉลี่ย 
0.930 - 2.485 ไมโครโมลตอตัวอยางขาวโพด 100 กรัม (Nunant, N. et al., 2009) และในขาวโพดตม
ท่ีผานการตมท่ีอุณหภูมิสูงและใชเวลาตมนานจะพบปริมาณกรดเฟรูลิกอิสระมากข้ึน (Wichaipong, P., 2010) 
 การสกัดกรดเฟรูลิกอิสระที่มีประสิทธิภาพตองสามารถสลายพันธะเอสเทอรและอีเทอรเพื่อแยก
ใหไดกรดในรูปกรดอิสระออกมามากท่ีสุด ซ่ึงวิธีการสกัดมีหลายวิธี เชน การสกัดแบบแบงสวน (Partial 
Extraction) รวมกับตัวทําละลายเมทานอลในการสกัดกรดเฟรูลิกในรําขาว พบปริมาณกรดเฟรูลิก 
0.38 มิลลิกรัมตอรําขาว 1 กรัม (นํ้าหนักแหง) (Sawetavong, C. et al., 2010) หรือการสกัด
แบบอัลตราซาวนด (Ultrasonic Extraction) รวมกับตัวทําละลายเอทานอลในการสกัดกรดเฟรูลิก
ในสมุนไพรจีน พบวาสภาวะการสกัดที่เหมาะสมจะตองใชอัตราสวนตัวทําละลายเอทานอล ปริมาตร 
8 มิลลิลิตรตอนํ้าหนักตัวอยาง 1 กรัม (Can, Q. et al., 2009) ซึ่งการสกัดทั้งสองวิธีมีขอเสียคือใชเวลา
ในการวิเคราะหนาน ดังนั้น จงึมีการใชคลื่นอัลตราซาวนดกับการสกัดดวยดาง เพื่อลดเวลาการสกัดและ
ตัวทําละลายอินทรีย (Mellina, D. R. S. et al., 2011) และตอมามีการศึกษาวิธีการสกัดดวยดางแบบแช 
หลีกเลี่ยงการใชเครื่องมือหรืออุปกรณแบบอัลตราซาวนด ซึ่งภายใตสภาวะดางที่เหมาะสมนั้น ดางจะ
เปลี่ยนเอสเทอรใหอยูในรูปกรดอิสระโดยผานปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส (Hydrolysis) ปฏิกิริยาดังรูปที่ 2

รูปที่ 2 ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสดวยโซเดียมไฮดรอกไซด

 การสกัดดวยสารละลายดาง NaOH ที่ความเขมขน 1.0 - 4.0 โมลาร สกดัที่อุณหภูมิหองหรือ
ตํ่ากวาเรียกวาการสกัดแบบ Mild Alkaline Hydrolysis ซึ่งการสกัดแบบนี้อาจใชเวลาในการสกัดนาน
ถึง 24 ชั่วโมง ภายใตสภาวะการสกัดสามารถทําลายเฉพาะพันธะเอสเทอรเทานั้น ขณะที่พันธะอีเทอรจะ
ไมสลาย (Mellina, D. R. S. et al., 2011) เชน การสกัดกรดเฟรูลิกในขาวโพดโดยใช NaOH 
ที่ความเขมขน 0.2 - 2.0 นอรแมล ใชเวลาในการสกัด 1 - 24 ชั่วโมง (Paolo, T. et al., 2008) 
แตถาทําการสกัดดวยดางที่ความเขมขนสูงขึ้นและใชอุณหภูมิการสกัดสงูกวา 50 องศาเซลเซียส เรียกวา
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การสกัด Hot Alkaline Hydrolysis การสกัดนี้ใชเวลาในการสกัดนอยกวาแบบแรก (1 - 6 ชั่วโมง
ขึ้นกับอุณหภูมิที่ใช) ภายใตสภาวะการสกัดสามารถทําลายทั้งพันธะเอสเทอรและอีเทอร เชน สกัดแยก
กรดเฟรูลิกอิสระโดยใชดางเขมขน 4.0 โมลาร อุณหภูมิ 170 องศาเซลเซียส ใชเวลาการสกัดเพียง 
2 ชั่วโมง (Noor, H. M. S. et al., 2011) หรือการสกัดดวยดางเพื่อวิเคราะหปริมาณกรดเฟรูลิก
ในเมล็ดธัญพืชดวยสารละลาย NaOH เขมขนรอยละ 2.0 ที่ 120 องศาเซลเซียส ใชเวลาในการสกัด 
90 นาที (Mussatto, S. L. et al., 2007) และเมื่อแยกกรดเฟรูลิกอิสระออกจากตัวอยางแลว 
การวิเคราะหตรวจวัดปริมาณสวนใหญจะใชเทคนิคโครมาโมกราฟชนิด RP-HPLC โดยใชระบบของ
เฟสเคลื่อนที่ตาง ๆ กัน เชน การใชเฟสเคลื่อนที่ระหวางเมทานอลกับกรดฟอสฟอริก (Buronov, A. U. 
et al., 2009) หรือการใชระบบของเฟสเคลื่อนที่ผสมระหวางเมทานอลกับกรดฟอรมิกในการวิเคราะห
ปริมาณกรดเฟรูลิกอิสระ (Free Ferulic Acid) และใชเฟสเคลื่อนที่ผสมระหวางเมทานอลตอ
โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) ในการวิเคราะหกรดเฟรูลิกรวม (Total Ferulic Acid) 
(Guang, H. L. et al., 2007) หรือการใชเฟสเคลื่อนที่ของเมทานอลกับ Trifluoroacetic Acid 
ในการวิเคราะหปริมาณกรดเฟรูลิกในฟางขาวโดย (Noor, H. M. S. et al., 2011) หรือการใชเฟสเคลื่อนที่
อะซิโตรไนไตรและกรดฟอรมิกในการวิเคราะหกรดขาวโพดหวานและขาวโพดขาวเหนียว (Nunant, N. 
et al., 2009) อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการสกัดกรดเฟรูลิกอิสระในขาวโพดหวานดวยดางผาน
ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกรดเฟรูลิกอิสระใน
ขาวโพดหวานดวยดาง และวิเคราะหปริมาณกรดอิสระดวยเทคนิคโครมาโทกราฟเหลวดวยเฟสเคลื่อนที่
เมทานอลตอกรดอะซิติก ซึ่งขอมูลที่ไดอาจใชเปนแนวทางในการแยกกรดอิสระเพื่อใชประโยชนใน
อุตสาหกรรมอาหารหรือเครื่องสําอางตอไป

วัตถุประสงคของการวิจัย

 1. เพื่อศึกษาสภาวะที่ใชในการสกัดกรดเฟรูลิกอิสระดวยดาง (NaOH) ในขาวโพดหวาน
 2. เพื่อศึกษาชนิดของระบบเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมในการตรวจวัดกรดเฟรูลิกอิสระจาก
ขาวโพดหวานดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ (RP-HPLC)
 3. เพื่อใชเปนแนวทางในการสกัดแยกกรดเฟรูลิกอิสระในอุตสาหกรรม

วิธีดําเนินการทดลอง

 1. อุปกรณการทดลองและสารเคมี
  1.1  เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) บริษัท Waters รุน W 600-717-
2424 ประเทศสหรัฐอเมริกาตอกับเครื่องตรวจวัดยูวี วิสิเบิล บริษัท Waters รุน 2489 
  1.2  ชุดกรองเมมเบรน บริษัท Waters
  1.3  อางอัลตราโซนิก (Ultrasonic Bath) บริษัท Elma รุน D-78224 ประเทศเยอรมนี
  1.4  เตาใหความรอนแบบแมเหล็ก
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  1.5  กรดเฟรูลิก (Ferulic Acid, AR Grade) บริษัท SIGMA ประเทศเยอรมนี
  1.6  เมทานอล (HPLC Grade) บริษัท Fisher Scientific ประเทศอังกฤษ
  1.7  กรดอะซิติก (Acetic Acid, AR Grade ) บริษัท MERCK ประเทศเยอรมนี
  1.8  นํ้าปราศจากไอออน (Mili Q water)
  1.9  ตัวอยางขาวโพดหวานชนิดดิบ ซ่ึงสุมเก็บตัวอยางจากตลาดคลองเตย กรุงเทพมหานคร

 2. วิธีการทดลอง
  2.1  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดเฟรูลิกที่ความเขมขน 2,000 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยชั่งกรดเฟรูลิก 0.0388 กรัม แลวทําการปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยเมทานอล
  2.2  การเก็บตัวอยางขาวโพดหวานชนิดดิบจากรานคา 3 รานในตลาดคลองเตย 
กรุงเทพมหานคร นํามาแกะเอาเฉพาะสวนเมล็ดขาวโพด ผสมรวมเปนกลุมตัวอยางเดียวกัน จากนั้น
นําไปบดใหละเอียด
  2.3  ชั่งขาวโพดหวานที่บดแลวนํ้าหนักจํานวน 5 กรัม แลวนําไปสกัดในสารละลายดาง
(โดยดัดแปลงสภาวะการสกัดจากงานวิจัยอางอิงของ Mussatto, S. I. et al., 2007 และ Noor, H. M. S. 
et al., 2011) ศึกษาการสกัดในสารสะลายดางที่ความเขมขน 1.0 - 4.0 โมลาร อุณหภูมิการสกัดต้ังแต
อุณหภูมิหอง -150 องศาเซลเซียส และเวลาในการสกัด 30 - 150 นาที 
  2.4  เม่ือไดตัวอยางของแตละสภาวะ นําตัวอยางกรองผานผาขาวบางเอาเฉพาะสารละลาย
ซึ่งจะไดสารละลายสีเหลือง จากนั้นกรองผานกระดาษกรอง เตรียมตัวอยางซํ้าขอ 2.3 อีก 2 ครั้ง
  2.5  กอนการวิเคราะหดวยวิธี HPLC กรองตัวอยางที่ไดจากขอ 2.4 ผานกระดาษกรอง
เมมเบรน (Membrane Filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนฉีดเขาระบบ HPLC 
  2.6  การทดสอบความใชไดของวิธี (Method Validation) โดยแสดงขอมูลทางสถิติ ดังน้ี
    1) การศึกษาชวงความเปนเสนตรง (Linearity) โดยดูคาสัมประสิทธิการตัดสินใจ 
(Coefficient of Variance, R2) จากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดเฟรูลิกท่ีความเขมขนตาง ๆ 
(5 10 25 50 100 300 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร) กับพื้นที่พีกโดยกําหนดเกณฑการยอมรับ 
คือ คา R2 ≥ 0.99
    2) การหาขีดจํากัดในการวิเคราะห LOD (Limit of Detection) และขีดจํากัด
ในการวิเคราะหที่ถูกตองและแมนยํา LOQ (Limit of Quantitation) และโดยนําสารละลายมาตรฐาน
กรดเฟรูลิกที่มีความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร (ซึ่งเปนความเขมขนตํ่าสุดที่พีกปรากฏ) นํามาวิเคราะห
จํานวน 7 ครั้ง แลวคํานวณหาคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) โดย LOD = yintercepn + 10SD และ 
LOQ = yintercep +3SD
    3) การหาความแมนยําทําการวิเคราะหทดสอบโดยนําสารละลายมาตรฐาน
กรดเฟรูลิกท่ีความเขมขนแนนอน 50 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร นํามาใสในตัวอยางแลวทําการวิเคราะห
โดยทําการวิเคราะห 5 ซํ้า แลวคํานวณรอยละของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%Relative Standard 
Deviation, %RSD) คาที่ยอมรับไดควรอยูในเกณฑ %RSD ≤ 10.0



208 การสกัดดวยดางและการวิเคราะหกรดเฟรูลิกอิสระในขาวโพดหวาน

    4) การตรวจสอบการวิเคราะหความถูกตอง (Accuracy) โดยเติมสารละลายมาตรฐาน
กรดเฟรูลิกความเขมขนคือ 1000 มิลลิกรัมตอลิตร ลงในตัวอยางท่ีตองการวิเคราะห แลวนําคาความเขมขน
ท่ีไดมาคํานวณหารอยละการกลับคืน (%recovery) ซ่ึงผลท่ีไดควรจะอยูในชวงรอยละ 100 ± 20 โดยคํานวณ
ตามสมการ 
 

(1)%recovery =
 (คาตัวอยางที่เติมสารมาตรฐาน - คาตัวอยางที่ไมเติม) 

×100
           คาความเขมขนของสารมาตรฐานที่เติม

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง

 1. การหาเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสม
  การเลือกใชระบบของเฟสเคลื่อนที่มีความสําคัญตอกระบวนการแยกในเทคนิค RP-HPLC 
การศึกษาไดเลือกใชเมทานอลเปนองคประกอบ เน่ืองจากงานวิจัยท่ีกลาวมามักเลือกใชเมทานอลเปนสวนใหญ 
อีกทั้งมีราคาถูกกวาสารชนิดอื่น (เชน อะซิโตรไนไตร) โดยการศึกษาชนิดของเฟสเคลื่อนที่ 3 ชนิด ไดแก 
ชนิดที่หนึ่งสารละลายผสมเมทานอลกับนํ้า ชนิดที่สองสารละลายผสมเมทานอลกับอะซิติก รอยละ 1 
และชนิดท่ีสามสารละลายผสมเมทานอลกับกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 2 ซ่ึงพบวาสารละลายผสมเมทานอล
กับอะซิติกรอยละ 1 เปนเฟสเคลื่อนที่ดีที่สุด มีความแรงเพียงพอในการตรวจวัดกรดเฟรูลิก จากน้ัน
ศึกษาที่อัตราสวนของสารละลายผสม พบวาอัตราสวนที่เหมาะสมคือเมทานอลตอกรดอะซิติกรอยละ 1 
อัตราสวน 30 ตอ 70 ซึ่งที่อัตราสวนนี้ลดปริมาตรการใชเมทานอลเกรด HPLC เมื่อเทียบกับงานวิจัย
ของ Sawetvong, C. (Sawetvong, C. et al., 2010) และที่สภาวะดังกลาวใหพีกที่มีลักษณะแคบ 
สัญญาณของ Base Line ตํ่าสัญญาณมีความเสถียร เรียบสมํ่าเสมอ เมื่อเทียบกับสภาวะอื่นที่ศึกษา 
นอกจากน้ีจากการวิเคราะหตัวอยางเบ้ืองตน พบวาไมมีพีกจากสารอ่ืนรบกวนตําแหนงพีกของกรดเฟรูลิกท่ีเวลา 
10 นาที (เน่ืองจากพีกของสารอ่ืนรบกวนปรากฏในชวง 6 - 8 นาทีแรกของการวิเคราะห) โครมาโทแกรมสาร
มาตรฐานกรดเฟรูลิกภายใตเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสม แสดงดังรูปที่ 3

รูปที่ 3  โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดเฟรลิูกเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยเฟสเคล่ือนท่ี
 สารละลายผสมเมทานอลตอกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 1 อัตราสวน 30 ตอ 70  
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 2. การทดสอบความใช ไดของวิธี
  การทดสอบความใชไดของวิธีโดยทดสอบชวงความเปนเสนตรงของสารละลายกรดเฟรูลิก
มาตรฐานที่ความเขมขน 5 - 500 มิลลิกรัมตอลิตร พบความเปนเสนตรงเปนไปตามสมการ 
y = 13807x-19931 มีคาสัมประสิทธิการตัดสินใจ (R2) เทากับ 0.9932 ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับได 
คาปริมาณต่ําสุดท่ีสามารถตรวจพบ (LOD) เทากับ 2.4 มิลลิกรัมตอลิตร และคาปริมาณต่ําสุดท่ีสามารถ
วิเคราะหได (LOQ) เทากับ 4.5 มิลลิกรัมตอลิตร และการทดสอบความเท่ียงของวิธีโดยแสดงเปนคารอยละ
ความเบี่ยงเบนสัมพัทธ (%RSD) ของพื้นที่ใตพีก (Peak Area) และเวลาที่สารถูกหนวง (Retention 
Time) พบคาที่ไดมีคานอยกวารอยละ 10.0 ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับ
 3. ผลของความเขมขนของดาง
  ศึกษาความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด โดยเริ่มใชการสกัดแบบ Mild 
Hydrolysis Extraction ที่ความเขมขนของดาง 1.0 - 4.0 โมลาร โดยใชปริมาณตัวอยาง 5.0 กรัม 
ตอปริมาตรสารละลายดาง 100 มิลลิลิตร ทําการสกัดเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหองไดผลการทดลอง
ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1  ผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอปริมาณกรดเฟรูลิก

 
ความเขมขนของ  เวลาในการสกัด อุณหภูมิในการสกัด

 คาเฉลี่ยของปริมาณกรด

 
NaOH (โมลาร) (นาที) (องศาเซลเซียส)

 เฟรูลิกที่ตรวจพบ

    (มิลลิกรัมตอ 1.0 กรัม - ตัวอยาง)

 1.0 30 หอง 0.83 ± 0.03

 2.0   1.97 ± 0.56

 3.0   5.50 ± 1.05

 4.0   5.53 ± 0.90

 ภายใตสภาวะที่ศึกษาการสกัดตามสภาวะที่กําหนดพบวา ความเขมขนของดางเพิ่มขึ้นจะได
กรดเฟรูลิกอิสระออกมาไดมากขึ้นเปนไปตามสมมติฐาน เนื่องจากความแรงของดางที่เพิ่มขึ้นจะชวย
เพ่ิมความสามารถในการสลายพนัธะเอสเทอรและอีเทอรไดกรดอิสระไดมากข้ึน ซ่ึงสภาวะท่ีสกัดกรดเฟรูลิก
ที่เลือกใช คือ การสกัดดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 3.0 โมลาร (แทนการใช 4.0 โมลาร 
เพื่อลดปริมาณการใชสารเคมี) และจากการศึกษาแสดงใหเห็นวาการสกัดดวยดางแบบแชนี้เปนวิธีการ
สกัดท่ีงาย ไมยุงยาก ไมตองจัดต้ังอุปกรณเหมือนการสกัดแบบ Sohklet หรือ Sonication (Guang, H. L., 
2007) แตสามารถสกัดกรดเฟรูลิกอิสระออกมาไดอยางมีประสิทธิภาพไมแพวิธีการสกัดแบบอื่น
 4. ผลของเวลาในการสกัด
  ศึกษาผลเวลาในการสกัดตอปริมาณกรดท่ีไดในชวงการสกัด 30 - 150 นาที โดยใชสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 3.0 โมลาร สกัดที่อุณหภูมิหองไดผลการทดลองดงัตารางที่ 2
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ตารางที่ 2  ผลของเวลาในการสกัดตอปริมาณกรดเฟรูลิก

 
เวลาในการสกัด

  ความเขมขนของ 
อุณหภูมิในการสกัด

 คาเฉลี่ยของปริมาณกรด

 
(นาที)

 NaOH 
(องศาเซลเซียส)

 เฟรูลิกที่ตรวจพบ

  (โมลาร)  (มิลลิกรัมตอ 1.0 กรัม - ตัวอยาง)

 30 3.0 หอง 0.86±0.03

 60   1.97±0.55

 90   2.16±0.26

 120   5.53±0.90

 150   5.11±1.31

 จากการศึกษาผลของเวลาตอปริมาณกรดที่สกัดได พบวาปริมาณกรดเฟรูลิกที่สกัดไดเพิ่มขึ้น
ตามเวลาที่ใชในการสกัด แตจะคงที่ที่ 120 นาที ปริมาณกรดไมเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นเปน 150 นาที 
ดังนั้น เลือกใชเวลาในการสกัด 120 นาที ซึ่งแสดงวาภายใตสภาวะของการศึกษาเวลา 120 นาที
สามารถสกัดกรดอิสระออกไดหมด
 5. ผลของอุณหภูมิในการสกัด
  ศึกษาอุณหภูมิในการสกัด อุณหภูมิหองถึง 150 องศาเซลเซียส โดยใชสารละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซดเขมขน 3.0 โมลาร เวลาในการสกัด 120 นาที ไดผลการทดลองดังตารางที่ 3

ตารางที่ 3  ผลของอุณหภูมิในการสกัดตอปริมาณกรดเฟรูลิก

 อุณหภูมิใน  ความเขมขนของ 
เวลาในการสกัด

 คาเฉลี่ยของปริมาณกรด

 การสกัด NaOH 
(นาที)

 เฟรูลิกที่ตรวจพบ

 (องศาเซลเซียส) (โมลาร)  (มิลลิกรัมตอ 1.0 กรัม - ตัวอยาง)

 อุณหภูมิหอง (30) 3.0 120 2.16 ± 0.25

 60   5.11 ± 0.03

 90   5.44 ± 0.74

 120   5.53 ± 0.90

 150   ตรวจไมพบ
 
 จากการศึกษาพบวาที่อุณหภูมิหองไดปริมาณกรดไมสูงมาก แตจะเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มอุณหภูมิ และ
มีคาคงที่ที่ 60 - 120 องศาเซลเซียส ซึ่งการไดปริมาณกรดเฟรูลิกที่ใกลเคียงกัน แสดงวาการสกัดดวย
ดางท่ีความเขมขน 3.0 โมลารนี้สามารถใชชวงอุณหภูมิในการสกัดไดตั้งแตอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
แตไมควรเกิน 150 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่ใกลเคยีงกับจุดเดือดของกรดเฟรูลิก เพราะอาจทําให
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กรดเฟรูลิกเกิดการสลายตัว อยางไรก็ตามงานวิจัยน้ีเลือกใชอุณหภูมิท่ี 120 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนอุณหภูมิ
ที่สามารถสกัดกรดเฟรูลิกออกมาไดมากที่สุด และอุณหภูมิดังกลาวใกลเคียงกับงานวิจัยของมหาวิทยาลัย
คอรเนลที่รายงานในวารสารการเกษตรและโภชนเคมี สมาคมเคมีของอเมริกัน รายงานวาที่อุณหภูมิ 
115 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่สกัดกรดเฟรูลิกในขาวโพดไดดีที่สุด (Rattanakan. W, 2015) 
 6. การวิเคราะหปริมาณและการทดสอบความถูกตองของวิธี
  จากการที่ศึกษาพบปริมาณกรดเฟรูลิกอิสระในกลุมตัวอยางขาวโพดที่สุมเก็บจากตลาด
คลองเตย อยูในชวง 0.83 - 7.55 มิลลิกรัมตอตัวอยาง 1.0 กรัม ซึ่งคํานวณปริมาณจากสมการ
 

(2)ปริมาณกรดเฟรูริคอิสระ = (ความเขมขนที่ไดจากกราฟ (มิลลิกรัมตอลิตร) × ปริมาตรของตัวอยาง(ลิตร))

      (มิลลิกรัมตอกรัม)                               (นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม))

และเพื่อทดสอบความถูกตองของวิธีและผลการวิจัยที่ได ไดแสดงคารอยละการกลับคืน (%Recovery) 
ของวิธีการวิเคราะห ซึ่งไดคารอยละการกลับคืนเทากับ 117.3 ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับดังตารางที่ 4 และ
โครมาโทแกรมแสดงดังรูปที่ 4

ตารางที่ 4  ผลของคารอยละความถูกตองของวิธีในรูปรอยละการกลับคืน

 
ตัวอยาง

 คาเฉลี่ยของปริมาณกรดเฟรูลิก 
คารอยละการกลับคืน

  ที่ตรวจพบ (มิลลิกรัมตอลิตร)

 ตัวอยางที่เตรียมขึ้น 108.1 -

 ตวัอยางที่เตรียมขึ้น + สารละลาย
 มาตรฐานกรดเฟรูลิก  225.4 117.3
 100 มิลลิกรัมตอลิตร 

รูปที่ 4 โครมาโทแกรมของตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐานกรดเฟรูลิกเขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
 สภาวะของ HPLC ดังรูปที่ 3
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สรุป

จากการศึกษาการสกัดกรดเฟรูลิกอิสระในครั้งนี้ พบวาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด คือ การสกัด
ในสารละลายดางโซเดียมไฮดรอกไซดที่ความเขมขน 3.0 โมลาร เวลาที่ใชในการสกัด 120 นาที ที่อุณหภูมิ 
120 องศาเซลเซียส และวิเคราะหปริมาณดวย HPLC โดยใชเฟสเคลื่อนที่เปนสารละลายผสมระหวาง
เมทานอลตอกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 1.0 อัตราสวน 30 ตอ 70 อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 
วัดคาการดูดกลนืแสงที่ 254 นาโนเมตร ซึ่งสภาวะที่ใชในการทดสอบมีคาความถูกตองและความแมนยํา
อยูในเกณฑที่ยอมรับได และสามารถสกัดกรดเฟรูลิกออกมาไดมากที่สุด นอกจากนี้จะพบวาการสกัด
ดวยดางเปนวิธีการสกัดกรดเฟรูลิกท่ีงาย ไมยุงยากซับซอน สามารถใชในการแยกกรดอิสระเพ่ืออุตสาหกรรม
ตาง ๆ ตอไป
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