
บทท่ี4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอรร์ูลิก ด้วยเทคนิค HPLC ที่มีตัว 
      ตรวจวัดเป็นยูวี-วิสิเบลิ ดีเทคเตอร์ 
      4.1.1 ศกึษาหาอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที ่
      ศึกษาหาอัตราการไหลท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิก โดยใช้สัดส่วนของเฟส
เคลื่อนที่ สารละลายอะซิโทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเข้มขน้ 2% 15 : 85 ปรมิาตรโดยปริมาตร ตรวจวัดที่
ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร ปริมาตรในการฉีดวิเคราะห์คือ 10 ไมโครลิตร 
      จากการศึกษาพบว่าเมื่อใช้สารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิกทดสอบหาอัตราการไหลที่ 0.6 0.8 
และ 1.0 มลิลลิิตรต่อนาที อัตราการไหลท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิก คอื 1.0 
มิลลลิิตรต่อนาที ซึ่งเป็นอัตราการไหลท่ีเหมาะสมเน่ืองจากมีเวลารีเทนชันเร็วกว่าอัตราการไหลท่ี 0.6  
และ 0.8 มิลลลิิตรต่อนาที  ดังตารางที่ 4.1  
 
ตารางที่ 4.1 แสดงค่าเวลารีเทนชัน (retention time) ในการแยกสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิกที ่
                 อัตราการไหลต่าง ๆ  

 
อัตราการไหล 

(มิลลลิิตรต่อนาที) 
เวลารีเทนชัน 

(นาที) 
0.6 28.31 
0.8 21.14 
1.0 17.18 
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   รูปที่ 4.1 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิก ความเข้มข้น 100 ppm  

       เฟสเคลือ่นที่เป็นสารละลายอะซิโทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเข้มข้น 2% 15 : 85  ปริมาตร 
              โดยปริมาตร และอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 0.6 มลิลิลติรต่อนาที  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.2 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิก ความเข้มข้น 100 ppm  
   เฟสเคลื่อนที่เป็นสารละลายอะซิโทไนไทรล์ : กรดแอซติิกเข้มข้น 2% 15 : 85  ปรมิาตร 

            โดยปริมาตร และอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ 0.8 มลิลิลติรต่อนาที  
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รูปที่ 4.3 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิก ความเข้มข้น 100 ppm 
                เฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายอะซิโทไนไทรล ์: กรดแอซิติกเขม้ข้น 2% 15 : 85  ปรมิาตร 

                   โดยปริมาตร และอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ 1.0 มลิลิลิตรต่อนาที 
 
      4.1.2 ศึกษาหาอัตราส่วนของเฟสเคลือ่นที ่

      ใช้สารละลายตัวอย่าง วิเคราะห์ด้วยคอลัมน์ HiQ sil C18 HS ขนาดอนุภาค 5 ไมครอนโดยศึกษา 
จากอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ 1.0 มลิลิลิตรต่อนาท ี ปริมาตรในการฉีดวิเคราะห์คือ 10 ไมโครลิตร
และสัดส่วนของเฟสเคลื่อนที่ที่ใช้ในการศึกษาคืออะซิโทไนไทรล ์ : กรดแอซิติกเข้มข้น2% 10 : 90   15 : 
85  และ  20 : 80     ปรมิาตรโดยปริมาตรตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร  
       จากการศึกษาพบว่า สภาวะที่เหมาะสมที่สุดสําหรบัการแยกสารละลายตัวอย่างคือ อัตราส่วน อะซิ
โทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเขม้ข้น 2%  15 : 85  ปริมาตรโดยปริมาตร จากในรูปที ่ 4.5 ได้ผลการแยกที่
เวลารีเทนชันที่ 17.133 โดยอัตราส่วน 10 : 90 เมื่อทําการวิเคราะห์สารตัวอย่างจะถูกชะออกจากคอลัมน์
เร็วทําให้การแยกสารตัวอย่างไม่ดี (รูปที่ 4.4)   และอัตราส่วน 20 : 80 เมื่อทําการวิเคราะห์สารตัวอย่าง
จะถูกชะออกจากคอลัมน์เร็วทําให้เกิดการแยกที่ไม่สมบูรณ์ ลักษณะดังกล่าวเกิดจากกการเคลื่อนที่ยังไม่
เหมาะสมเพียงพอ (รูปที่ 4.6) 
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รูปที่ 4.4 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายตัวอย่างข้าวดอกมะลิ 105 กล้องงอก โดยเฟส 

                     เคลื่อนที่อะซิโทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเขม้ข้น2% 10 : 90  ปริมาตรโดยปริมาตร และ  
                     อัตราการไหล 1.0 มลิลลิติรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร ปริมาตร    
                     ในการฉีดวิเคราะห์คือ 10 ไมโครลิตร 
 
 

 
รูปที่ 4.5 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายตัวอย่างข้าวดอกมะลิ 105 กล้องงอก โดยเฟส 

                     เคลื่อนที่อะซิโทไนไทรล์ : แอซิติกเขม้ข้น2% 15 : 85  ปริมาตรโดยปริมาตร   และ 
                     อัตราการไหล 1.0 มลิลลิติรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร ปริมาตร 
                     ในการฉีดวิเคราะห์คือ 10 ไมโครลิตร 
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รูปที่ 4.6 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายตัวอย่างข้าวดอกมะลิ 105 กล้องงอกโดยเฟส 

                     เคลื่อนที่อะซิโทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเขม้ข้น2%  20 : 80  ปริมาตรโดยปริมาตร   
                     และอัตราการไหล 1.0 มลิลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร   
                     ปริมาตรในการฉีดวิเคราะห์คือ 10 ไมโครลิตร 
 
      ดังน้ันจึงสรุปได้ว่าเฟสเคลื่อนที่สําหรับใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างที่เหมาะสมคืออะซิโทไนไทรล์ : กรด
แอซิติกเข้มข้น 2%  15 : 85  ปริมาตรโดยปริมาตร ซึ่งสามารถแยกสารประกอบกรดเฟอร์รูลิกจากสาร
ตัวอย่างได้เน่ืองจากมีความแรงของตัวทําละลายสําหรับการชะที่เหมาะสม (ภาคผนวก ก.) อัตราส่วนใน
การแยกสารละลายกรดเฟอร์รูลิกสรุปได้ดังตารางที่ 4.2 
 
 ตารางท่ี 4.2 แสดงอัตราส่วนในการแยกสารละลายกรดเฟอร์รูลิกที่อัตราส่วนต่างๆ ตรวจวัดที่ 
                  ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร 
 
อัตราส่วนของอะซิโทไนไทรล ์: กรดแอซิติกเข้มข้น 2%         
                       (ปริมาตรโดยปริมาตร) 

อัตราการไหล 
(มิลลลิิตรต่อนาที) 

เวลารีเทนชัน 
(นาที) 

10 :90 1.0 15.520 
15 :85 1.0 17.133 
20 :80 1.0 9.410 
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4.2 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรร์ูลิก 

       นําสภาวะที่เหมาะสมจากข้อ 4.1 มาสร้างกราฟมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิกโดยทําการศึกษาในช่วง 
ความเข้มข้น 10-50  mg/L ในเฟสเคลื่อนทีอ่ะซิโทไนไทรล ์: กรดแอซิติกเข้มข้น 2%    15 : 85          
ปริมาตรโดยปริมาตร อัตราการไหล 1.0 มิลลลิิตรต่อนาที  ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร 
ปริมาตรในการฉีดวิเคราะห์คือ 10 ไมโครลติร ทําการตรวจวัดซ้ํา 3 ครัง้ (ภาคผนวก ข.) แล้วสร้างกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนที่พีคและความเขม้ข้นของสารมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิก ดังรูปที่ 4.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.7 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลายกรดเฟอร์รูลิก    ช่วงความเข้มข้น 10-50 mg/L 
                   โดยใช้เฟสเคลื่อนที่อะซิโทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเข้มข้น 2%  15 : 85  ปริมาตรโดย 
                   ปริมาตร และอัตราการไหล 1.0 มลิลลิิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 310 นาโน  
                   เมตรปริมาตรในการฉีดวิเคราะห์คือ 10 ไมโครลิตร 
       
      จากกราฟสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิก รูปที ่ 4.7 คํานวณค่าสัมประสทิธิการตัดสินใจ (R2) 
เท่ากับ 0.9993 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ พบว่าปริมาณกรดเฟอร์รูลิกตํ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LOD) 
เท่ากับ  1.4995   mg/L และปริมาณกรดเฟอร์รูลิกตํ่าสุดที่สามารถวิเคราะห์ได้(LOQ) เท่ากับ  4.9985    
mg/L (ภาคผนวก ง.) 
 
 
 
 
 

y = 67028x + 24831
R2 = 0.9993
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4.3 ศึกษาความเที่ยง (Precission)  
      ศึกษาโดยการนําสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิก เข้มข้น  100  mg/L  ตรวจวัดที่ความยาว  
คลื่น 310 นาโนเมตร โดยใช้เฟสเคลื่อนที่อะซิโทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเขม้ข้น2%  15 : 85  ปริมาตรโดย
ปริมาตร และอัตราการไหล 1.0 มลิลลิิตรต่อนาที ทําการตรวจวัดซ้ํา 5 ครั้ง ได้ค่า % RSD เท่ากับ1.37  
ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ (% RSD ไม่ควรเกินร้อยละ 2.0) ดังแสดงตารางที่ 4.3 
 
ตารางที4่.3 แสดงผลความเที่ยงสําหรับการตรวจวัดปริมาณสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิก 
               เขม้ข้น 100  mg/L   
  

ครั้งที ่ ปริมาณกรดเฟอร์รลูิก 
(mg/L) 

1 99.37 
2 98.03 
3 99.1 
4 100.48 
5 101.59 

ค่าเฉล่ีย 99.71 
ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 1.36 

% RSD 1.37 
 
 
4.4 ศึกษาความแม่นยํา (Accuracy)  
      ทําการศึกษาโดยปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิกจาก stock standard solution 100 mg/L ด้วย
วิธี spiked sample    
ตัวอย่างที่ทดสอบ มีปริมาณกรดเฟอร์รูลิก   = 20 mg/L 
ตัวอย่าง + spiked  มีปริมาณกรดเฟอร์รูลิก   = 68 mg/L 
สารละลายมาตรฐานกรดเฟอร์รูลิก ที่เติมมคีวามเข้มข้น = 50 mg/L 
คํานวณร้อยละการคืนกลับ (% recovery) ได้เท่ากับ (68-20)*100/50 = 96 %  
ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ (% recovery จะต้องอยู่ระหว่าง 85-115 % )  
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4.5 การวิเคราะห์ปริมาณกรดเฟอร์รลูิกในตัวอย่างข้าวกล้องงอก     
       4.5.1 การวิเคราะห์โดยเทคนิคการสร้างกราฟมาตรฐาน (External Standard Method) 
       นําตัวอย่างข้าวกล้องงอกที่ผ่านการสกัดตามหัวข้อ 3.2.2    ที่สภาวะการทดลองที่ใช้ใช้เฟส
เคลื่อนที่อะซิโทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเข้มข้น2%  15 : 85  ปริมาตรโดยปริมาตร และอัตราการไหล 1.0 
มิลลลิิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น  310 นาโนเมตร ปริมาตรในการฉีดวิเคราะห์คือ 10 ไมโครลิตร 
       วิเคราะห์ผลที่ได้เทียบหาปริมาณกรดเฟอร์รูลิกจากกราฟมาตรฐานหัวข้อ 4.2 โดยการฉีดตัวอย่างซ้ํา 
3  ครั้ง  (n = 3)  (ภาคผนวก ข.) 
 
ตารางที4่.4 แสดงผลการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิกในตัวอย่างข้าวกล้องงอก 
                    ด้วยเทคนิค External Standard Method 
 

ตัวอย่าง 
ข้าว 

ปริมาณกรดเฟอร์รลูิกเฉลีย่ 
(มิลลิกรัม/ตัวอย่าง100 กรัม) 

ดอกมะลิ 105 14.73 
หอมมะลิแดง 13.74 
เสาไห้ 14.67 
 
        
       4.5.2 การวิเคราะห์โดยเทคนิคการเติมสารมาตรฐาน  (Standard Addition Method) 
       นําสารละลายที่เตรียมได้จากหัวข้อ 3.2.5.2       ทีส่ภาวะเหมาะสมอัตราส่วนของเฟสเคลื่อนที่อะซิ
โทไนไทรล์ : กรดแอซิติกเข้มข้น2%  15 : 85  ปริมาตรโดยปริมาตร    และอัตราการไหล 1.0 มลิลลิิตร
ต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น  310 นาโนเมตร  วัดพ้ืนที่พีคและเขียนกราฟระหว่างพ้ืนที่พีคกับปริมาณ
สารมาตรฐานที่เติมลงไปในปริมาณต่างๆ เพ่ือหาปริมาณของกรดเฟอร์รูลิกในตัวอย่างข้าวกล้องงอก
(ภาคผนวก ค.) 
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ตารางที4่.5 แสดงผลการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิกในตัวอย่างข้าวกล้องงอกด้วย 
               เทคนิค Standard  Addition Method 
 

ตัวอย่าง 
ข้าวกล้องงอก 

น้ําหนัก
ตัวอย่าง 
(กรัม) 

ความเข้มข้น
สารมาตรฐาน

ที่เติม 
(mg/L) 

ปริมาณกรด
เฟอร์รลูิก
เฉลี่ย  

(mg/10 mL) 

ปริมาณกรด
เฟอร์รลูิก
เฉลี่ย 

(mg/100 g) 

% RSD 

ดอกมะลิ 105 2.0636 2 
4 
6 

 
1.56 

 
15.60 

 
6.03 

หอมมะลิแดง 2.0377 2 
4 
6 

 
1.79 

 
17.90 

 
14.24 

เสาไห้ 2.0582 2 
4 
6 
 

 
1.63 

 
16.36 

 
0.18 

        
       จากตารางที่ 4.5 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิกที่ได้สามารถคํานวณหาค่าสัมประสทิธ์ิ
ความแปรผันได้อยู่ในช่วงที่ยอมรับ แสดงว่าผลการวิเคราะห์มีความเที่ยงที่ยอมรับได้ 
 
ตารางที4่.6 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิกในตัวอย่างข้าวกล้องงอกท้ัง 2 วิธี 
 

ตัวอย่าง 
ข้าวกล้องงอก 

ปริมาณกรดเฟอร์รลูิก 
External Standard Method Standard Addition Method 

ดอกมะลิ 105 15.330.47 15.600.94 
หอมมะลิแดง 16.000.24 17.902.55 
เสาไห้ 15.060.82 16.360.03 
 
      นําผลการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิกในตัวอย่างข้าวกล้องงอกไปทดสอบโดยวิธี เพ่ือ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างวิธีวิเคราะห์ แสดงผลดังตารางที่ 4.6 (การคํานวณในภาคผนวก จ.) 
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ตารางที4่.7 แสดงผลการวิเคราะห์ t-test ในตัวอย่างข้าวกล้องงอก ที่ระดับความม่ันใจ 99% (P0.01) 
 

ตัวอย่าง 
ข้าวกล้องงอก 

ปริมาณกรดเฟอร์รลูิก (มิลลิกรัม/100กรัม) 

External Standard Standard Addition 
Mean SD %RSD Mean SD %RSD 

ดอกมะลิ 105 15.33 0.47 3.08 15.60 0.94 6.03 
หอมมะลิแดง 16.00 0.24 1.53 17.90 2.55 14.24 
เสาไห้ 15.06 0.82 5.47 16.36 0.03 0.18 
 
       จากผลการคํานวณ t-test ที่คํานวณได้ (t cal)  น้อยกว่าค่า จากตาราง (t table)             แสดงว่า
วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิก ทัง้ 2 วิธี        ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญที่ระดับ
ความมั่นใจ 99% (P0.01) (การคํานวณในภาคผนวก จ.ตารางที่ จ.1) 
 
ตารางที4่.8 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิกในตัวอย่างข้าวกล้องงอก และขา้วกล้อง 
 

ตัวอย่าง 
พันธุ์ข้าว 

ปริมาณกรดเฟอร์รลูิก (มิลลิกรัม/100กรัม) 
ข้าวกล้องงอก ข้าวกล้อง 

ดอกมะลิ 105 14.73 14.48 
หอมมะลิแดง 13.74 13.64 
เสาไห้ 14.67 14.80 
 
      จากผลการคํานวณ t-test ที่คํานวณได้ (t cal)  น้อยกว่าค่า จากตาราง (t table)             แสดงว่าวิธีการ
วิเคราะห์หาปริมาณกรดเฟอร์รูลิก ทั้งในตัวอย่างข้าวกล้องงอกและข้าวกล้อง       ไมม่ีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยสําคัญที่ระดับความม่ันใจ 99%  (P0.01)(การคํานวณในภาคผนวก จ. ตารางที่ จ.2) 
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