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บทคัดย่อ 

 
กรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกนิยมใช้เป็นสารกันบูดในอาหาร เพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ท่ีเป็นสาเหตุ

ท าให้อาหารเน่าเสีย โดยหากมีสารกันบูดอยู่ในอาหารมากเกินไป อาจก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้บริโภคได้ ดังนั้นในงานวิจัยนี้ได้
พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิก โดยท าการสกัดด้วยเทคนิคการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาค
ของแข็ง (SPME) และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี  (HPLC) โดยท าการเปรียบเทียบ
ระหว่างการสกัดระดับจลุภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบโดยตรง (DI-SPME) และการสกัดระดับจลุภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบ
เฮดสเปซ (HS-SPME) โดยใช้เส้นใยชนิดพอลิอะคริเลต (df=85 ไมโครเมตร) ท าการสกัด 40 นาที และท าการชะด้วย
สารละลายผสมของเมทานอล-น้ า (อัตราส่วน 40:60) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที พบว่า การสกัดแบบ DI-SPME ที่
อุณหภูมิห้อง ให้ประสิทธิภาพสูงกว่าการสกัดแบบ HS-SPME ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แต่การสกัดแบบ DI-SPME อาจ
เกิดการรบกวนจากเมทริกซ์ในตัวอย่างมากกว่า จากนั้นท าการศึกษาปัจจัยต่างๆ เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดด้วย HS-SPME 
ได้แก่ ความเป็นกรด-เบสของสารละลายและการเติมเกลือ พบว่า การสกัดแบบ HS-SPME มีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้น เมื่อให้สาร
ตัวอย่างอยู่ในกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 0.05 โมลาร์ และเติมเกลือโซเดียมซัลเฟต 0.4 กรัมต่อมิลลิลิตร 
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Abstract 
 

 Sorbic and benzoic acids commonly use as a preservative in food in order to inhibit the growth of 
microorganisms which is the cause of food spoilage. However, exceeding use of preservatives will be 
harmful to the consumer. Therefore, a method for determination of sorbic and benzoic acids was 
developed in this research project. The extraction by solid phase microextraction (SPME) prior to the 
analysis by high performance liquid chromatography (HPLC) was studied. Direct immersion solid phase 
microextraction (DI-SPME) and headspace solid phase microextraction (HS-SPME) with polyacrylate fiber 
(df=85 µm) were compared.  Extraction time of 40 min, 1 mL of methanol-water (40:60) as elution solvent 
and elution time of 5 min were applied. As a result, DI-SPME at room temperature gave a better efficiency 

than HS-SPME at 50◦C. Nevertheless, the sample matrix may interfere the analysis in DI-SPME. Therefore, 
the condition in HS-SPME was studied to improve the extraction efficiency which are solution pH and 
addition of salt. As a result, sample solution in 0.05 M of sulfuric acid and additional of 0.4 g/mL of 
sodium sulfate can enhance the extraction efficiency of HS-SPME. 
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chromatography 



จ 

 

กิตติกรรมประกาศ 
 

งานวิจัยฉบับนี้ส าเร็จลงได้ด้วยดี เนื่องจากได้รับความกรุณาจากผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.พุทธรักษา วรานุศุภากุล 
อาจารย์ที่ปรึกษา ซึ่งกรุณาสละเวลา ให้ความรู้ ค าแนะน า ตลอดจนปรับปรุงแก้ไขข้อบกพร่องต่าง ๆ ด้วยความเอาใจใส่อย่างดี
ยิ่ง ผู้วิจัยตระหนักถึง ความตั้งใจจริงและความทุ่มเทของอาจารย์และขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ ท่ีนี้  

ผู้วิจัยขอขอบพระคุณคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ท่ีได้ให้เงินทุนส าหรับสนับสนุนบางส่วนในการท า
วิจัย รวมทั้งรุ่นพี่ในห้องปฏิบัติการทุกท่านท่ีคอยให้ค าปรึกษา ค าแนะน า และให้ก าลังใจตลอดเวลาในการท างานวิจัย 

ขอขอบพระคุณ คุณพ่อ และคุณแม่ ผู้เป็นท่ีรัก รวมถึงขอบคุณเพื่อนๆทุกคน ที่ให้ความช่วยเหลือ สนับสนุน และให้
ก าลังใจมาโดยตลอด 
 ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า งานวิจัยฉบับนี้จะเป็นประโยชน์แก่บุคลากรทางการศึกษา และผู้สนใจทั่วไปอยู่ไม่น้อย 
 

 

กรรณิการ์ ธรรมาภิมุข 

ผู้วิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

 

สารบัญ 
 

หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย ค 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ง 
กิตติกรรมประกาศ จ 
สารบญั ฉ 
สารบญัรูปภาพ ช 
สารบญัตาราง ซ 
สัญลักษณ์และค าย่อ ฌ 
บทท่ี 1 บทน า 1 

1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 1 
1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 2 
1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 2 
1.4 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 4 

1.4.1 สารกันบูด 4 
1.4.2 ลิควิดโครมาโทกราฟ ี 4 
1.4.3 การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฎภาคของแข็ง (solid phase microextraction, SPME) 5 

1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะไดร้ับ 7 
บทท่ี 2 การทดลอง 8 

2.1 อุปกรณ ์ 8 
2.2 สารเคม ี 8 
2.3 วิธีการทดลอง 9 

2.3.1 การเตรียมสารละลายต่างๆ 9 
2.3.1 การวิเคราะห์กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกด้วยเทคนิค HPLC 9 
2.3.2 การสกัดด้วยเทคนิค SPME 10 
2.3.4 การศึกษาปัจจัยทีส่่งผลต่อประสิทธิภาพการสกดัด้วยเทคนิค HS-SPME 12 

บทท่ี 3 ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 13 
3.1 การวิเคราะห์กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกด้วยเทคนิค HPLC 13 
3.2 เปรียบเทยีบประสิทธิภาพการสกดัแบบ DI-SPME และการสกดัแบบ HS-SPME 14 
3.3 ผลของความเป็นกรดในสารละลายตัวอย่าง 15 
3.4 ผลของการเติมเกลือ 16 
3.5 ประสิทธิภาพการสกัด 17 

บทท่ี 4 สรุปผลการทดลอง 19 
บรรณานุกรม 20 
ภาคผนวก 23 
ประวัตผิู้วิจัย 25 



ช 

 

สารบัญรูปภาพ 
 

หน้า 

รูป 1.1 ส่วนประกอบของ SPME 5 
รูป 1.2 ขั้นตอนการสกัดของเทคนคิ SPME 6 
รูป 1.3 การสกัดสารด้วยเทคนิค DI-SPME 6 
รูป 1.4 การสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME 7 

รูป 2.1 SPME holder แบบ manual sampling 10 
รูป 2.2 การสกัดด้วยเทคนิคการสกัดแบบ DI-SPME 11 
รูป 2.3 การสกัดด้วยเทคนิคการสกัดแบบ HS-SPME 11 
รูป 3.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐาน 50 มิลลิกรมัต่อลติร                 13 
รูป 3.2 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกดัแบบ DI-SPME และการสกัดแบบ HS-SPME 14 
รูป 3.3 ผลของความเป็นกรดต่อประสิทธิภาพการสกัดแบบ HS-SPME 15 
รูป 3.4 ผลของเกลือต่อประสิทธิภาพการสกัดแบบ HS-SPME 16 
รูป 3.5 โครมาโทแกรมจากการสกดัสารละลายมาตรฐาน 50 มิลลิกรมัต่อลิตร ที่มีการเติมกรดให้มคีวามเข้มข้น 17 
รูป 3.6 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างการสกดัแบบ DI-SPME ในสารละลายที่ไมม่ีการเติมกรดและเกลือ 
          กับการสกัดแบบ HS-SPME ในสารละลายที่มีการเติมกรดและเกลือ 18 
  



ซ 

 

สารบัญตาราง 
 

หน้า 
ตาราง 1.1 สมบัติทางเคมีของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก 4 
ตาราง 2.1 สภาวะในการวิเคราะห์กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกดว้ยเทคนิค HPLC               10 
ตาราง 2.2 การเตรียมน้ าตัวอย่างที่มีความเข้มข้นกรดซลัฟิวริกต่างๆ 12 
ตาราง 3.1 สภาวะทีเ่หมาะสมในการสกัดกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกด้วยเทคนิค HS-SPME              17 
ตาราง 1 เปรียบเทียบการสกัดแบบ DI-SPME กับ HS-SPME                 23 
ตาราง 2 ผลการสกดัแบบ HS-SPME เมื่อมีความเข้มข้นกรดต่างๆ 23 
ตาราง 3 ผลการสกดัแบบ HS-SPME เมื่อมีความเข้มข้นกรด 0.05 M และเตมิเกลือปริมาณตา่งๆ 24 



ฌ 

 

สัญลักษณ์และค าย่อ 
 

ชื่อเต็ม ค าย่อ 
   

1.  การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็ง  
(solid phase microextraction) 

SPME 

   

2. การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งโดยตรงหรือการแช่สกัด 
(Direct immersion solid phase microextraction) 

DI-SPME 

   

3. การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปซ  
(Headspace solid phase microextraction) 

HS-SPME 

   

4. ไฮเพอร์ฟอร์แมนซล์ิควิดโครมาโทกราฟี 
(High performance liquid chromatography) 

HPLC 

   

5. พอลิอะคริเลต (Polyacrylate) PA 
 

 

 

 

 

 



 
 

 

บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 

 

การถนอมอาหารมีการพัฒนาขึ้นตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน เพื่อช่วยในการเก็บอาหารที่ออกมามากตามฤดูกาลไม่ให้
เน่าเสีย หรือช่วยให้สามารถเก็บรักษาอาหารไว้บริโภคได้เป็นเวลานาน โดยที่อาหารนั้นจะไม่สูญเสียคุณภาพ ทั้งในด้านความ
สะอาด สี กลิ่น รส และเนื้อสัมผัส ส าหรับวิธีการถนอมอาหารในปัจจุบันนั้นมีหลากหลายวิธี เช่น การให้ความร้อน การให้
ความเย็น การท าแห้ง การเติมสารเคมี และการฉายรังสี เป็นต้น ปัจจุบันการเติมสารเคมีเพื่อเพิ่มอายุของอาหารเป็นที่นิยม
มาก เนื่องจากสารเคมีมีผลในการควบคุมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ หรือท าลายส่วนต่างๆ ของเซลล์จุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุ
ท าให้อาหารเน่าบูด โดยสารเคมีที่เตมิไปนั้น คือ สารกันบูด ซึ่งอาจก่อให้เกิดอันตรายต่อร่างกายได้ สารกันบูดที่นิยมใช้มาก คือ 
กรดอินทรีย์ ได้แก่ กรดแอซิตริก (Acetic acid) กรดเบนโซอิก (Benzoic acid) กรดซอร์บิก (Sorbic acid) รวมถึงเกลือของ
กรดชนิดต่างๆ สารประกอบไนไตรต์ (Nitrite) และไนเตรต (Nitrate)  

กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกถูกใช้อย่างแพร่หลาย โดยกรดเบนโซอิกสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
(1) และประสิทธิภาพของกรดเบนโซอิกจะสูงสุดในช่วง pH 2.5 - 4.0 ส่วนกรดซอร์บิกสามารถป้องกันการเจริญของยีสต์ รา 
และแบคทีเรียได้ (1) โดยค่า pH ที่เหมาะสมต่อกระบวนการท างานของกรดซอร์บิกมีค่าต่ ากว่า 6.5 ซึ่งจะเห็นว่าช่วง pH ที่ให้
ประสิทธิภาพในการท างานสูงสุดของกรดสองชนิดนี้เป็นช่วง pH ที่ไม่ท าให้กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกอยู่ในรูปที่แตกตัว 
ดังนั้น จึงนิยมใช้กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกเป็นสารกันบูดในอาหารที่มีรสเปรี้ยว เช่น อาหารหมักดอง อย่างไรก็ตามการใส่
สารกันบูดปริมาณมากเกินอาจน าไปสู่ผลเสียต่อร่างกาย เช่น การเป็นโรคลมพิษ การเกิดภาวะกรดในพลาสมาเพิ่มขึ้น โรค
ภูมิแพ้ การเกิดอาการชัก และอาการหอบ (2,3) นอกจากน้ีการบริโภคอาหารหมักดองในปริมาณมาก สารกันบูดในอาหารหมัก
ดองนั้นอาจมีผลต่อการท าลายเยื่อบุกระเพาะอาหารและล าไส้ ท าให้เกิดแผลในกระเพาะอาหารและล าไส้ รวมถึงอาจท าให้
ผู้บริโภคมีอาการอาเจียน หูอื้อ หรือมีไข้ จากอันตรายดังกล่าว ทางกฎหมายจึงมีการก าหนดปริมาณสูงสุดของกรดเบนโซอิก
และกรดซอร์บิกในอาหาร โดยก าหนดให้ใส่กรดเบนโซอิกในผักผลไม้ดองได้ไม่เกิน 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร และสามารถใส่กรด
ซอร์บิกในผักผลไม้ดองได้ไม่เกิน 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และเพื่อให้แน่ใจว่าอาหารมีความปลอดภัยต่อการบริโภค จึงมีความ
จ าเป็นอย่างมากที่จะพัฒนาประสิทธิภาพ และความน่าเช่ือถือในวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกใน
อาหาร ซึ่งปัจจุบันมีวิธีการวิเคราะห์มากมาย เช่น เทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (Thin layer chromatography, TLC) 
(4) เทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส (Capillary electrophoresis, CE) (5,6) แก๊สโครมาโทกราฟี (Gas chromatography, 
GC) (7,8) และไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High performance liquid chromatography, HPLC) (9-11) 
อย่างไรก็ตามการใช้เทคนิคทางโครมาโทกราฟีเพื่อวิเคราะห์หาสารที่สนใจในสารตัวอย่างที่อาจมีสารอื่นๆ เจือปนอยู่นั้น
จ าเป็นต้องน าสารตัวอย่างผ่านกระบวนการการสกัด โดยปัจจุบันมีวิธีการสกัดกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกมากมาย เช่น การ
สกัดด้วยวัฏภาคของเหลว (Liquid-liquid extraction, LLE) (12) การสกัดระดับจุลภาคด้วยของเหลวแบบกระจาย 
(Dispersive liquid–liquid microextraction, DLLME) (13) การสกัดสารโดยการกลั่นด้วยไอน้ า (steam distillation) (14) 
และการสกัดด้วยวัฏภาคของแข็ง (Solid phase extraction, SPE) (15,16) และการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็ง
แบบเฮดสเปซ (Headspace solid phase microextraction, HS-SPME) (1)  

ในงานวิจยันี้สนใจพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกด้วยเทคนิค H S - S P M E  และท าการ
วิเคราะหด์้วยเทคนิค HPLC โดยศึกษาปัจจัยต่างๆทีส่่งผลต่อประสทิธิภาพการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิก

ในน้ า 

http://www.wikiwand.com/th/PH
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1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 
 

1. พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิก โดยการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME และวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค HPLC 

2. ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกด้วยเทคนิค HS-SPME 

 

1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 

ในงานวิจัยที่ผ่านมาส่วนใหญ่เป็นงานวิจัยที่เกี่ยวกับการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในผลิตภัณฑ์
ต่างๆ ด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ที่หลากหลาย เช่น การวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในเครื่องดื่ม ซึ่งเป็น
ผลิตภัณฑ์ที่นิยมน ามาท าการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคท่ีที่แตกต่างกัน ดังนี้ 

- Dong, C. และคณะ (1)  ได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์กรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกที่ผ่านเทคนิค HS-SPME โดยใช้เส้น

ใย 65 ไมโครเมตร PDMS–DVB ในการสกัดกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกจากเครื่องดื่ม และท าการวิเคราะห์ด้วย

เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี อีกท้ังศึกษาปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการวิเคราะห์ ได้แก่ อุณหภูมิและเวลาที่

ใช้ในการสกัด ผลของความแรงของไอออน ผลของความเป็นกรด รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการปล่อยสาร 

- Gomaa, A.M. และคณะ (3) ได้ท าการวิเคราะห์หาปรมิาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกโดยอาศัยเทคนิค LLE และ

น าสารที่สกัดได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณด้วยเทคนิค HPLC  

- Frazier, A.R.และคณะ (5) ได้พัฒนาเทคนิคการวิเคราะห์หาสารให้ความหวานและสารกันบูด ซึ่งมีกรดซอร์บิกและ 

กรดเบนโซอิกรวมอยู่ด้วย ผ่านเทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส และมีการศึกษาเทคนิคการวิเคราะห์ระหว่าง

เทคนิคแคปิลลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซีส (Capillary zone electrophoresis, CZE) กับเทคนิคไมเซลลาร์อิเล็กโตร 

ไคเนติกโครมาโทกราฟี (Micellar electrokinetic chromatography, MEKC) 

- Wang, L. และคณะ (10) ได้ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง คู่กับเทคนิคแก๊สโครมาโท 

กราฟี อีกท้ังท าการศึกษาปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการวิเคราะห์ ได้แก่ เวลาที่ใช้ในการสกัด ผลของความ

เป็นกรด และอุณหภูมิที่ใช้ในการปล่อยสาร 

นอกจากเครื่องดื่ม มีการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในผลิตภัณฑ์อื่นๆ เช่น 

- การวิเคราะห์หาปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในซอสถั่วเหลือง ซึ่งมีทั้งการวิเคราะห์ของ Ding, M. และ

คณะ (2) ที่ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มแมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟีและท าการสกัดผ่านเทคนิค  LLE 

และการวิเคราะห์ของ Wei, R. และคณะ (6) ที่ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค CE  

- Dong, C. และคณะ (11) ได้ท าการวิเคราะห์กรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในน้ าสลัด ด้วยเทคนิค GC ที่ผ่านเทคนิค   

HS-SPME และศึกษาปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการวิเคราะห์ ได้แก่ ชนิดของเส้นใยที่ใช้ในการสกัด 

อุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการสกัด ผลของความแรงของไอออน ผลของความเป็นกรด รวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่ใช้ใน

การปล่อยสาร 

- Guarino, C. และคณะ (12) ได้ท าการวิเคราะห์หาปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในชีส โดยท าการสกัดด้วย

เทคนิค LLE และน าสารที่สกัดได้ไปวิเคราะหเ์ทคนิคไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลคิวิดโครมาโทกราฟีแบบย้อนกลับ (Reverse 

phase - High performance liquid chromatography, RP-HPLC) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Micellar_electrokinetic_chromatography
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- Abedi, A.S. แลละคณะ (13) ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในนม โดยท าการสกัด

ด้วยเทคนิค DLLME และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC และศึกษาปัจัยต่างๆที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการวิเคระห์ซึ่งได้แก่ 

ชนิดและปริมาตรของตัวท าละลายสกัด ผลของความแรงของไอออน ผลของความเป็นกรด รวมถึงชนิดและปริมาตร

ของตัวท าละลายที่ใช้ในการท าให้เกิดการกระจายตัวของสารละลาย 

- Ferreira, M.P.L.V.O.I. และคณะ (14)  ได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในแยมด้วย

เทคนิค HPLC โดยท าการเปรียบเทียบเทคนิคการสกัดต่างๆ ได้แก่  เทคนิคการสกัดสารโดยการกลั่นด้วยไอน้ า 

เทคนิคการสกัดสารด้วยเมทานอล เทคนิคการสกัดสารด้วยเอทานอล และเทคนิค SPE 

- Techakriengkrai, I. และคณะ (16)  ได้ท าการวิเคราะห์เพื่อหาปรมิาณของกรดซอรบ์ิกและกรดเบนโซอิกในไวน์จาก

ข้าวไทยด้วยเทคนิค HPLC โดยผ่านการสกัดด้วยเทคนิค SPE  

- Mikami, E. และคณะ (17) ได้ท าการวิเคราะห์หาปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกในเครื่องส าอาง โดยท า

การสกัดสารที่สนใจด้วยเทคนิค SPE และน าสารที่สกัดได้มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
 

จากงานวิจัยท่ีผ่านมาจะเห็นว่า การวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกด้วยเทคนิค HS-SPME ควบคู่กับ

เทคนิค HPLC ยังไม่เป็นที่นิยมต่อการศึกษามากนัก ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงสนใจวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกที่

ผ่านการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
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1.4 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 
 

1.4.1 สารกันบูด 
       

 สารกันบูด เป็นสารเคมีที่ใช้ส าหรับการถนอมอาหาร หรือยืดอายุอาหาร ท าให้สามารถเก็บรักษาอาหารได้นานขึ้น 
โดยออกฤทธ์ิควบคุมการเจริญเติบโตของจุลนิทรีย์ หรือท าลายส่วนใดส่วนหน่ึง หรือทุกส่วนของเซลล์ ที่เป็นสาเหตุท าให้อาหาร
เน่าบูด สารกันบูดที่ใช้ทั่วไป เป็นสารพวกกรดอินทรีย์ พบในน้ าผลไม้ แยม ผักดอง เป็นต้น นอกจากนี้มีสารในกลุ่มเกลือของ
กรด สารประกอบไนไตรต์ และไนเตรต ซึ่งพบในอาหารประเภทอาหารแห้ง ไส้กรอก และแฮม ตามล าดับ โดยสารในกลุ่มกรด
อินทรีย์เป็นสารกันบูดที่นิยมใช้ในอาหารมากท่ีสุด ได้แก่ กรดแอซิตริก กรดเบนโซอิก และกรดซอร์บิก  
 กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก ถูกใช้เป็นสารกันบูดในอาหารอย่างแพร่หลาย เนื่องจากสารทั้งสองมีฤทธ์ิในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรีย์ในอาหาร ท าให้สามารถยืดอายุของอาหารได้ โดยสมบัติทางกายภาพของสารทั้งสองแสดงดังตาราง 1.1 
 

ตาราง 1.1 สมบัติทางเคมีของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก 
 
 กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก 

โครงสร้าง 

 
 

สูตรโมเลกุล C7H6O2 C6H8O2 

มวลโมเลกลุ (กรัมต่อโมล) 122.12134 112.12652 

ค่า pKa 4.202 4.76 

จุดเดือด (องศาเซลเซียส)  249.2 228 

ค่าการละลายในน้ า (กรัมต่อลิตร) 3.4 (25 องศาเซลเซียส) 1.6 (20 องศาเซลเซียส) 

ค่าการละลายในเมทานอล (กรัมต่อลิตร) 71.5 129 

การละลาย 
ไม่ชอบท่ีละลายในน้ า แตส่ามารถใน
การละลายในน้ าร้อนสูงกว่าน้ าเยน็ 
(19) 

ละลายน้ า แต่สามารถละลายในน้ า
ได้มากข้ึนเมื่อเพิ่มอุณหภมูิ และ
ละลายได้ในแอลกอฮอล์ (21) 

 

1.4.2 ลิควิดโครมาโทกราฟี 
 

เทคนิคลิควิดโครมาโทรกราฟีเป็นเทคนิคการแยกสารผสม โดยอาศัยสมบัติของสาร 2 ประการคือ สารต่างชนิดกันมี
ความสามารถในการละลายในตัวท าละลายได้ต่างกันและสารต่างชนิดกันมีความสามารถในการถูกดูดซับด้วยตัวดูดซับได้
ต่างกัน กระบวนการแยกสารของเทคนิคนี้ขึ้นกับความสามารถในการกระจายของสารในเฟส 2 เฟส คือ เฟสคงที่ (stationary 
phase) กับ เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) โดยส่วนใหญ่เฟสคงที่เป็นของแข็งที่บรรจุในคอลัมน์ ส่วนเฟสเคลื่อนที่เป็น
ของเหลว ท าหน้าที่ชะเอาสารออกจากเฟสคงที่ให้เคลื่อนที่ไปด้วย และเนื่องจากสารมีการกระจายตัวระหว่างเฟสคงที่กับเฟส
เคลื่อนที่ต่างกัน  จึงท าให้สารเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์ที่บรรจุเฟสคงที่ได้ไม่เท่ากันและเกิดการแยกขึ้น ซึ่งในปัจจุบันเทคนิค 
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ลิควิดโครมาโทกราฟีได้ถูกพัฒนาให้สามารถท างานได้รวดเร็วและมีประสิทธิภาพการแยกสารที่ดีขึ้น ได้แก่ ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์  
ลิควิดโครมาโทกราฟี (high-performance liquid chromatography, HPLC) (22) อัลตร้าไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโคร
มาโทกราฟี (ultrahigh-performance liquid chromatography, UPLC)  

เทคนิค HPLC เป็นเทคนิคท่ีน ามาใช้ในการวิเคราะห์สารทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ (23) สามารถตรวจวัดสารใน
ปริมาณน้อยได้ สามารถแยกสารผสมได้รวดเร็ว มีประสิทธิภาพในการแยกและความไวสูง โดยปัจจุบันมีการพัฒนาขนาด
อนุภาคของเฟสคงที่ให้มีขนาดเล็กลง ท าให้ประสิทธิภาพการแยกสารดีขึ้น มีการใช้ปั๊มที่สามารถทนต่อความดันสูงได้ ท าให้
การไหลของเฟสเคลื่อนที่เร็วขึ้น ส่งผลให้เวลาในการวิเคราะห์ลดลง 

 

1.4.3 การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฎภาคของแข็ง (solid phase microextraction, SPME) 
 

หลักการพื้นฐานของการสกัดด้วยเทคนิค SPME นั้นขึ้นกับสมดุลของสารที่สนใจที่กระจายตัวอยู่ระหว่างเฟส
สารละลายตัวอย่างและเฟสของตัวดูดซับที่เคลือบอยู่บน SPME fiber โดยส่วนประกอบของ SPME แสดงดังรูป 1.1 และ
ขั้นตอนการสกัดของเทคนิค SPME ดังรูปที่ 1.2 ในขั้นตอนการสกัด สารที่สนใจจะดูดถูกซับบน SPME fiber ตามความมีขั้วไม่
มีขั้ว ระหว่างสาร และตัวดูดซับบน SPME fiber ที่ใช้ นั้นคือ SPME fiber ประเภทมีขั้วจะดูดซับสารมีขั้ว และ SPME fiber 
ประเภทไม่มีขั้วจะดูดซับสารไม่มีขั้ว เมื่อท าการดูดซับสารที่สนใจในสภาวะที่เหมาะสมแล้ว จึงน า SPME fiber ที่ได้ไปชะสาร
ออก โดยท าการชะสารที่สนใจโดยใช้อุณหภูมิเมื่อน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC และชะสารที่สนใจด้วยตัวท าละลายเมื่อน าไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC  

 

 
 

รูป 1.1 ส่วนประกอบของ SPME (27) 
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(a)    (b)  
 

รูป 1.2 ขั้นตอนการสกัดของเทคนิค SPME (25): (a) extraction procedure, (b) desorption procedure 
 

รูปแบบการสกัดด้วยเทคนิค SPME สามารถแบ่งออกเป็น 2 แบบ คือ การสกัดโดยตรง (direct immersion solid 
phase microextraction, DI-SPME)  และการสกัดแบบเฮดสเปช (headspace solid phase microextraction, HS-
SPME) 

 

1.4.3.1 การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งโดยตรงหรือการแช่สกัด (DI-SPME) 
 

การสกัดด้วยเทคนิค SPME แบบโดยตรง เป็นการสกัดที่น าเส้นใยแช่โดยตรงในสารละลายของตัวอย่าง ดังรูป 1.3 
สารที่ต้องการวิเคราะห์ในสารละลายจะถูกสกัดให้อยู่บนเส้นใยโดยตรง เทคนิค DI-SPME ให้ประสิทธิภาพในการสกัดที่ดี แต่
ถ้าเมทริกซ์ที่อยู่ในสารละลายตัวอย่างสามารถถูกสกัดขึ้นมาพร้อมกับสารที่สนใจได้ อาจเกิดการรบกวนการวิเคราะห์สารที่
สนใจได้ (24,26) 

 

                                             
                                                            

รูป 1.3 การสกัดสารด้วยเทคนิค DI-SPME (26) 
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1.4.3.2 การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปซ (HS-SPME) 
 

การสกัดดัวยเทคนิค SPME แบบเฮดสเปช จะให้สารตัวอย่างอยู่ในภาชนะปิด เช่น ขวดบรรจุสาร (vial) แล้วท าให้
เกิดสมดุลของสารที่สนใจวิเคราะห์ระหว่างในสารตัวอย่างกับช่องว่างเหนือสารตัวอย่าง (headspace) ดังรูป 1.4 (a) จากนั้น
ท าการสกัดไอของสารตัวอย่างในบริเวณเฮดสเปชน้ีด้วยตัวดูดซับท่ีเคลือบบน SPME fiber (27) ดังรูป 1.4 (b) 

 

(a)    (b)  
 

รูป 1.4 การสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME (28) (a) Headspace equilibrium (b) HS-SPME 
 

การสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME เป็นเทคนิคที่มีความไวและเลือกจ าเพาะต่อสารที่ระเหยง่ายหรือสารกึ่งระเหย ซึ่ง
สามารถแพร่เข้าสู่บริเวณเฮดสเปซได้ โดยการสกัดในบริเวณเฮดสเปชจะช่วยป้องกันการสัมผัสโดยตรงระหว่างเส้นใยที่ใช้กับ
สารละลาย ซึ่งช่วยป้องกันการรบกวนจากเมทริกซ์ และช่วยเพิ่มอายุการใช้งานของเส้นใย (1,28) ปัจจัยที่ส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME ได้แก่ อุณหภูมิ, เวลา, ขนาด vial, อัตราส่วนเฟส และอัตราการปั่นกวน 

 

เนื่องจากในงานวิจัยนี้ท าการวิเคราะห์สารที่สนใจด้วยเทคนิค HPLC ซึ่งเป็นเทคนิคการแยกสารประกอบท่ีมีลักษณะ
เป็นของเหลว ดังนั้น การชะสารที่สนใจที่ถูกสกัดด้วย SPME fiber จากเทคนิคการสกัด HS-SPME จึงใช้ตัวท าละลายที่
เหมาะสม โดยในข้ันตอนการชะสารที่สนใจออกจากเส้นใยนั้น ประสิทธิภาพการวิเคราะห์จะขึ้นอยู่กับเวลาที่ใช้ในการชะสารที่
สนใจด้วย 

 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

ได้วิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิก โดยการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME และวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค HPLC 

 



 
 

 

บทที่ 2 
การทดลอง 

 
2.1 อุปกรณ์ 
 

1. เครื่อง HPLC (varian-Prostar, คอลัมน์ C-18) 

2. เครื่องวัดพีเอช  

3. อุปกรณ์ SPME (Supelco) ซึ่งประกอบด้วย SPME holder และเส้นใยพอลิอะคริเลต (85 µm Polyacrylate, PA) 

4. เครื่องกวนสารละลาย 

5. แท่งแม่เหล็กกวนสาร 

6. อ่างส่งคลื่นความถี่สูง  

7. ชุดกรองสูญญากาศ  

8. เครื่องช่ังสาร 

9. เยื่อแผ่นกรองไนลอน (47 มิลลิเมตร, 0.45 ไมโครเมตร) 

10. ปิเปตต์  

11. ปิเปตต์ทิป  

12. กระดาษฟอยล์  

13. เครื่องแก้ว ได้แก่ ขวดสีชาส าหรับสกัด ขวดเก็บสารละลาย ขวดวัดปริมาตร บีกเกอร์ กระบอกตวง แท่งแก้วคน 

และหลอดหยด 
 

2.2 สารเคมี 
 

1. กรดเบนโซอิก (Benzoic acid) 

2. กรดซอร์บิก (Sorbic acid 99%, Fluka, Germany ) 

3. เกลือโซเดียม ซัลเฟต แอนไฮดรัส (Sodium sulfate anhydrous, Ajax finechem, Australia) 

4. แอมโมเนียมแอซิเตต (Ammonium acetate, Merck, Germany) 

5. สารละลายกรดแอซิติก (Acetic acid, Merck, Germany) 

6. สารละลายกรดซัลฟิวริก (Sulfuric acid, Merck, Germany) 

7. สารละลายเมทานอล (Methano, Merck, Germany l) 

8. น้ าบริสุทธ์ิ (Milli-Q water) 

http://glasswarechemical.com/glassware/filter_system/
http://www.unionsci.com/%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81/%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%95%E0%B8%95%E0%B9%8C%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%9B--Micropipette-tip-.html
http://npchemsupply.weloveshopping.com/store/product/view/%E0%B8%82%E0%B8%A7%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B9%87%E0%B8%9A%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A2_Laboratory_Bottle-25770440-th.html
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2.3 วิธีการทดลอง 
 

2.3.1 การเตรียมสารละลายต่างๆ  
2.3.1.1 สารละลายมาตรฐานผสมกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก 

 

เตรียมสารละลายมาตรฐานเข้มข้น (stock solution) ของกรดผสมที่ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 
500 มิลลิลิตร โดยละลายกรดเบนโซอิก 0.2502 กรัม และกรดซอร์บิก 0.2501 กรัม ในสารละลายผสมเมทานอล-น้ า (40:60) 
เพื่อเป็นสารละลายมาตรฐานเริ่มต้นในการเตรียมน้ าตัวอย่างในการศึกษาปัจจัยต่างๆ ของการสกัดด้วยเทคนิค SPME 

 

2.3.1.2 น้ าตัวอย่าง 
 

น้ าตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาปัจจัยต่างๆ ของการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME เตรียมโดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน
เข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ของกรดผสมปริมาตร 5.00 มิลลิลิตร ใส่ในขวดก าหนดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมาตรให้ถึงขีดก าหนดปริมาตรด้วยน้ า Milli-Q ได้น้ าตัวอย่างที่มีกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร 

 

2.3.1.3 สารละลายแอซิเตทบัฟเฟอร์ pH 4.4 
 

สารละลายแอซิเตทบัฟเฟอร์ pH 4.4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ เตรียมจากการผสมสารละลายแอมโมเนียมแอซิเทต
ความเข้มข้น 0.08 โมลาร์ กับสารละลายกรดแอซิติกความเข้มข้น 0.08 โมลาร์  โดยสารละลายแอมโมเนียมแอซิเทตความ
เข้มข้น 0.08 โมลาร์ เตรียมโดยละลายสารละลายแอมโมเนียมแอซิเทต 0.3099 กรัม ในน้ า 50 มิลลิลิตร และสารละลายกรด
แอซิติกความเข้มข้น 0.08 โมลาร์ เตรียมโดยเติมกรดแอซิติกเข้มข้น 80 ไมโครลิตร ในน้ า 100 มิลลิลิตร 

น าสารละลายแอมโมเนียมแอซิเทต 0.08 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาปรับ pH ให้ได้ pH 4.4 ด้วยสารละลาย
กรดแอซิติกความเข้มข้น 0.08 โมลาร์ จากนั้นปรับปริมาตรสารละลายเป็น 400 มิลลิลิตร ดว้ยน้ าบริสุทธ์ิ Milli-Q 
หมายเหตุ กรองสารละลายบัฟเฟอร์ด้วย Nylon membrane filter ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร ก่อนน าไปใช้เป็น mobile 
phase ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC  
 

2.3.2 การวิเคราะห์กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกด้วยเทคนิค HPLC 
 

การวิเคราะห์กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกเพื่อศึกษาประสิทธิภาพการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME ใช้การวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค HPLC โดยสภาวะในการวิเคราะห์แสดงดังตาราง 2.1  

https://www.google.co.th/search?rlz=1C1CHZL_enTH729TH729&espv=2&biw=1366&bih=662&q=%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%A2+%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%97+%E0%B8%9A%E0%B8%B1%E0%B8%9F%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwie8fPK1YrSAhXKtY8KHSsvAW8QvwUIGigA
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ตาราง 2.1 สภาวะในการวิเคราะห์กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกด้วยเทคนิค HPLC 
 

คอลัมน ์
C18 Zorbax Eclipese XDB (4.6 มิลลิเมตร x 250 มิลลิเมตร i.d.),  
particle size 5 ไมโครเมตร 

เฟสเคลื่อนที ่ Isocratic, เมทานอล:acetate buffer (40:60) 
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1 มิลลลิิตรต่อนาที 
Injection Volume 20 ไมโครลิตร 
ตัวตรวจวัด UV-Vis ที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร 

 

2.3.3 การสกัดด้วยเทคนิค SPME 
 

การสกัดด้วยเทคนิค SPME ในงานวิจัยนี้ใช้ SPME holder แบบ manual sampling (Supelco, USA) ดังรูป 2.1 

และ SPME fiber ชนิด polyacrylate-coated fiber (PA), df  85 ไมโครเมตร 

 

 
 

รูป 2.1 SPME holder แบบ manual sampling (29) 
 

2.3.3.1 การสกัดด้วยเทคนิค DI-SPME 
 

ปิเปตน้ าตัวอย่างปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงขวดสีชา ท าการสกัดแบบ DI-SPME ด้วยเส้นใย 85 ไมโครเมตร PA โดย
ตั้งอุปกรณ์  ดังรูป 2.2 ท าการสกัดที่อุณหภูมิห้อง โดยใช้เวลาในการสกัด 40 นาท ีจากนั้นท าการชะสารออกจาก SPME fiber 
โดยแช่ SPME fiber ในสารละลายผสมเมทานอล-น้ า (40:60) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที น าสารละลายที่ได้ไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 
หมายเหตุ กรองสารละลายด้วย Nylon membrane filter ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร ก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
HPLC 
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รูป 2.2 การสกัดด้วยเทคนิคการสกัดแบบ DI-SPME 
 

2.3.3.2 การสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME 
 

ปิเปตน้ าตัวอย่างปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงขวดสีชา ท าการสกัดแบบ HS-SPME ด้วยเส้นใย 85 ไมโครเมตร PA โดย
ตั้งอุปกรณ์ดังรูป 2.3 ท าการสกัดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้เวลาในการสกัด 40 นาที จากนั้นท าการชะสารออกจาก 
SPME fiber โดยแช่ SPME fiber ในสารละลายผสมเมทานอล-น้ า (40:60) ปริมาตร 1 มิลลิลตร เป็นเวลา 5 นาที น า
สารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC  
หมายเหตุ กรองสารละลายด้วย Nylon membrane filter ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร ก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
HPLC 

 
 

 
 

รูป 2.3 การสกัดด้วยเทคนิคการสกัดแบบ HS-SPME 
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2.3.4 การศึกษาปัจจัยท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME 
 

ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME ได้แก่ ความเป็นกรด ของสารตัวอย่างและการ

เติมเกลือ 

 
2.3.4.1 ความเป็นกรดของสารตัวอย่าง 
 

เติมกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 10 โมลาร์ ในน้ าตัวอย่าง ตามตาราง 2.2 เพื่อให้มีความเข้มข้นของกรด 0.005, 

0.015, 0.05, 0.15, 0.5, และ 1.5 โมลาร์ ในน้ าตัวอย่าง จากนั้นท าการสกัดน้ าตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร ด้วยเทคนิค HS-SPME 

ตามวิธีในหัวข้อ 2.3.3.2 
 

ตาราง 2.2 การเตรียมน้ าตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้นกรดซัลฟิวริกต่างๆ 
 

สาร

ตัวอย่าง 

ความเข้มขน้กรดH2SO4 

ในน้ าตัวอย่าง 

(โมลาร์) 

ปริมาตรสารละลายท่ีเติม (มิลลลิติร) 
stock solution กรดผสม 

ความเข้มขน้  
500 มิลลิกรัมต่อลิตร 

กรดซัลฟิวริก  

10 โมลาร์ 
น้ า 

1 0.005 5.0 0.025 45.0 

2 0.015 5.0 0.075 45.0 

3 0.05 5.0 0.250 45.0 

4 0.15 5.0 0.750 45.0 

5 0.5 5.0 2.50 45.0 

6 1.5 5.0 7.50 45.0 

 

2.3.4.2 การเติมเกลือ 
 

เติมเกลือโซเดียมซัลเฟต 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 4.5 กรัม ในน้ าตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของกรดเบนโซอิกและกรด

ซอร์บิก 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ในสารละลายกรดซัลฟิวริก 0.05 โมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท าการสกัดด้วยเทคนิค HS-

SPME ตามวิธีในหัวข้อ 2.3.3.2 
 



 
 

 

บทที่ 3 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
3.1 การวิเคราะห์กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกด้วยเทคนิค HPLC 

 

 
 

รูป 3.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐาน 50 มิลลกิรัมต่อลิตร 
 

จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วยเทคนิค 
HPLC  ได้โครมาโทแกรมดังรูป 3.1 โดยใช้เวลาในการวิเคราะห์ 10 นาที ด้วยเทคนิค HPLC พบว่าพีคของกรดเบนโซอิก ขึ้น
สัญญาณที่เวลา 5.123 นาที และกรดซอร์บิกขึ้นสัญญาณที่เวลา 6.648 นาที โดยพีคที่ให้สัญญาณที่เวลา 1.405 นั้น เป็นพีค
ของเฟสเคลื่อนที่ ทั้งนี้เนื่องจาก mobile phase ที่ใช้ คือ เมทานอล-แอมโมเนียม อะซิเตต บัฟเฟอร์ pH 4.4 (40:60) แต่ตัว
ท าละลายที่ใช้ละลายสารคือ เมทานอล-น้ า (40:60) จึงท าให้เกิดเป็นสัญญาณขึ้นได้ 
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3.2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดแบบ DI-SPME และการสกัดแบบ HS-SPME 
 

 
 

รูป 3.2 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดแบบ DI-SPME และการสกัดแบบ HS-SPME 
 

รูป 3.2 เปรียบเทียบพื้นที่ใต้พีคของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกจากการสกัดน้ าตัวอย่างด้วยเทคนิค DI-SPME 
และ HS-SPME โดยใช้เวลาในการสกัดเท่ากัน พบว่า DI-SPME สามารถสกัดทั้งกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกได้ แต่ HS-
SPME สกัดกรดเบนโซอิกได้เพียงชนิดเดียว โดยพื้นที่ใต้พีคของสารโดยการสกัดแบบ DI-SPME มากกว่าการสกัดแบบ HS-
SPME มาก แสดงว่าการสกัดแบบ DI-SPME มีประสิทธิภาพในการสกัดมากกว่า ทั้งนี้ สารที่สนใจเป็นสารประกอบท่ีมีขั้วและ
ละลายน้ าได้ดี ท าให้สารเกิดสมดุลอยู่ในช้ันน้ ามากกว่าช้ันเฮดสเปช จึงไม่สามารถท าการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME ได้ 
นอกจากน้ี pH ของน้ าตัวอย่างมีค่าประมาณ 3.6 ดังนั้น สภาวะที่ใช้ในการสกัดอาจยังไม่เหมาะสม  

อย่างไรก็ตามการสกัดแบบ DI-SPME เมทริกซ์ในสารละลายอาจก่อให้เกิดการรบกวนต่อการวิเคราะห์สารที่สนใจ 
เนื่องจาก SPME fiber สัมผัสกับสารตัวอย่างโดยตรง ดังนั้น สิ่งรบกวนสามารถถูกสกัดมาพร้อมสารที่สนใจได้ง่าย จากเหตุผล
ดังกล่าว ผู้วิจัยจึงท าการศึกษาปัจจัยต่างๆ ท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพการสกัดแบบ HS-SPME ต่อไป 
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3.3 ผลของความเป็นกรดในสารละลายตัวอย่าง 
 

 
 

รูป 3.3 ผลของความเป็นกรดต่อประสิทธิภาพการสกัดแบบ HS-SPME 
 

จากการทดลอง สารละลายสารละลายก่อนเติมกรดซัลฟิวริก มี pH = 3.6 เมื่อมีการเติมกรดซัลฟิวริกลงใน
สารละลายมาตรฐาน ให้สารละลายมี pH เท่ากับ 2.0, 1.5, 1.0, 0.5, 0.0, และ -0.5 พบว่าการเติมกรด มีผลท าให้การสกัด
แบบ HS-SPME มีประสิทธิภาพมากขึ้น แต่เนื่องจากไม่สามารถวัดค่า pH ของสารละลายที่ต่ ากว่า pH = 0.0 ได้จึงท าการ
รายงานผลในรูปแบบของความเข้มข้นกรด โดยความเข้มข้นของกรดที่ท าให้ประสิทธิภาพการสกัดมีค่าสูงสุด เท่ากับ 0.05 โม
ลาร์ หรือสารละลายมีค่า pH เท่ากับ 1 เนื่องจากในสภาวะที่สารละลายเป็นกรด ท าให้กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกอยู่ในรูป
ที่ไม่แตกตัว ซึ่งเป็นรูปที่สารจะแสดงคุณสมบัติของสารกึ่งระเหยได้ดี ท าให้สามารถแพร่ไปสู่บริเวณเฮดสเปชได้มาก ด้วยเหตุนี้
ประสิทธิภาพการสกัดจึงมีค่าเพิ่มขึ้น อย่างไรก็ตาม เสถียรภาพของสารที่สนใจขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น อุณหภูมิ  pH และ
แสง ดังนั้น เมื่อสารละลายมีความเป็นกรดมากเกิน อาจมีผลท าให้สารที่สนใจเกิดการออกซิไดซ์และสลายตัวเป็นสารอื่นได้ 

เช่น อะซิทัลดีไฮด์ (acetaldehyde), เบต้าคาร์บอซิลอะโครลีน (β-carboxylacrolein), และ 2,4-ไดไนโตรฟีนีลไฮดราโซน 
(2,4-dinitrophenyl hydrazones, DNPHs) (30-32) ด้วยเหตุนี้จึงอาจก่อให้เกิดการสูญเสียสารที่สนใจ ประสิทธิภาพการ
สกัดจึงมีค่าลดลง ดังที่แสดงในรูป 3.3  ส าหรับกรดซอร์บิกนั้น จากกราฟจะเห็นว่ามีเพียงจุดเดียวท่ีเห็นพีคปรากฎออกมา ซึ่ง
เป็นความเข้มข้นกรดที่เหมาะสมในการใช้สกัด ทั้งนี้อาจเป็นเพราะเส้นใยที่ใช้นั้นเป็นเส้นใยประเภทมีขั้ว ซึ่งซอร์บิกเป็น
สารประกอบท่ีมีขั้วต่ า และต่ ากว่ากรดเบนโซอิก ดังนั้นเส้นใยที่ใช้อาจเหมาะกับการสกัดกรดเบนโซอิกมากกว่ากรดซอร์บิก 
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3.4 ผลของการเติมเกลือ 
 

 
 

รูป 3.4 ผลของเกลือต่อประสิทธภิาพการสกัดแบบ HS-SPME 
 

จากการทดลองพบว่าเมื่อมีการเติมเกลือโซเดียมซัลเฟตลงในสารละลายตัวอย่าง มีผลท าให้การสกัดแบบ HS-SPME 
มีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยปริมาณเกลือที่ท าให้ประสิทธิภาพการสกัดมีค่าสูงสุด เท่ากับ 0.4 กรัมต่อมิลลิลิตร เนื่องจากการ
เติมเกลือมีผลท าให้ค่า ionic strength ของน้ ามีค่าเพิ่มขึ้น ท าให้สารที่สนใจละลายในน้ าได้น้อยลงและแพร่มาอยู่ในช้ัน
เฮดสเปชเพิ่มขึ้น จึงสามารถสกัดสารได้มากข้ึน อย่างไรก็ตามการเติมเกลือมากเกินไป จะส่งผลให้ประสิทธิภาพการสกัดลดลง 
เนื่องจากสารละลายเกิดการอิ่มตัว ท าให้เกลือที่เติมลงไปนั้นละลายได้ไม่หมด ซึ่งอาจมีผลในการขัดขวางการแพร่ของสารที่
สนใจจากสารละลายไปสู่บริเวณเฮดสเปช (8) 
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3.5 ประสิทธิภาพการสกัด 
 

จากการศึกษาสภาวะการสกัดแบบ HS-SPME พบว่าสภาวะการสกัดกรดซอร์บิก และกรดเบนโซอิก ที่ให้ประสิทธิภาพใน

การวิเคราะห์สูงสุด เป็นดังตาราง 3.1 
 

ตาราง 3.1 สภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกรดซอร์บิกและกรดเบนโซอิกด้วยเทคนิค HS-SPME 
 

ปริมาตรสารตัวอย่าง 10 มิลลิลติร 

ความเป็นกรด-เบสของสารตัวอย่าง ใน 0.05 โมลาร์ H2SO4 

ปริมาณเกลือ Na2SO4 ที่เติม 0.4 กรัมต่อมิลลิลติร 

อุณหภูมิในการสกัด 50 องศาเซลเซียส 

เวลาที่ใช้ในการสกัด 40 นาที 

ตัวท าละลายส าหรับชะ เมทานอล-น้ า (40:60) 

ปริมาตรตัวชะ 1 มิลลลิิตร 
 

จากสภาวะการสกัดข้างต้น เมื่อท าการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วยเทคนิค 
HPLC พบว่าพีคของกรดเบนโซอิก ข้ึนสัญญาณที่เวลา 4.896 นาที และกรดซอร์บิกข้ึนสัญญาณที่เวลา 6.435 นาที ดังรูป 3.5  

 
รูป 3.5 โครมาโทแกรมจากการสกัดสารละลายมาตรฐาน 50 มิลลกิรัมต่อลิตร ที่มีการเติมกรดให้มีความเข้มขน้ 
0.05 โมลาร์ และเติมเกลือ 0.4 กรัมต่อมิลลลิิตร ด้วยเทคนิค HS-SPME 
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เมื่อน าค่าพื้นที่ใต้พีคจากการสกัดของสารละลายมาตรฐาน 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่มีการเติมกรดให้มีความเข้มข้น 
0.05 โมลาร์ และเติมเกลือ 0.4 กรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยเทคนิค HS-SPME มาเปรียบเทียบกับเทคนิคการสกัดแบบ DI-SPME 
พบว่าการสกัดทั้ง 2 เทคนิค ให้ประสิทธิภาพการสกัดใกล้เคียงกัน ดังรูป 3.6 

 

 
 

รูป 3.6 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหว่างการสกัดแบบ DI-SPME ในสารละลายท่ีไม่มีการเติมกรดและเกลือ กับการ
สกัดแบบ HS-SPME ในสารละลายที่มีการเติมกรดและเกลือ 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 
 จากการทดลองเพื่อพัฒนาวิธีการวิเคราะห์กรดซอร์บิก และกรดเบนโซอิก โดยท าการสกัดกรดทั้งสองผ่านเทคนิค 

SPME และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC เมื่อเปรียบเทียบเทคนิคการสกัดแบบ DI-SPME และ HS-SPME พบว่า เมื่อท า

การสกัดสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 10 มิลลิลิตร ด้วยเทคนิคการสกัดแบบ DI-SPME ที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 40 นาที ชะด้วยสารละลายผสมเมทานอล-น้ า (40:60) 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที ให้ประสิทธิภาพ

การสกัดสูงกว่าการสกัดผา่นเทคนิค HS-SPME ที่อุณหภูมิ 50 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 40 นาที ชะด้วยสารละลายผสมเมทา

นอล-น้ า (40:60) 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที อย่างไรก็ตามการน าเทคนิคการสกัดแบบ DI-SPME ไปสกัดสารตัวอย่างจริง 

อาจท าให้การวิเคราะห์ถูกรบกวนจากสิ่งเจือปนสูง ดังนั้นจึงท าการศึกษาปัจจัยต่างๆ ที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการสกัดด้วย

เทคนิค HS-SPME โดยปัจจัยที่ศึกษา คือ การเติมกรดซัลฟิวริก (1) เนื่องจากการเติมกรดซัลฟิวริกความเข้มข้นสูงลงใน

สารละลาย จะเกิดการดูดซับน้ าท าให้สารที่สนใจเป็นอิสระจากน้ าได้ง่ายขึ้นเมื่อเทียบกับกรดชนิดอื่น และการเติมเกลือโซเดียม 

ซัลเฟต แอนไฮดรัส (1) เนื่องจากมีค่าความแรงของไออนิกมาก เมื่อเทียบกับเกลือโซเดียมคลอไรด์ ที่นิยมใช้ในการทดลอง จึงมี

โอกาสที่จะท าให้สารที่สนใจแยกเป็นอิสระจากน้ าได้มากขึ้น จากการศึกษาพบว่าปัจจัยทั้งสองมีผลต่อประสิทธิภาพการสกัด 

เมื่อสารละลายถูกปรับให้มีความเข้มข้นกรดสุดท้าย เท่ากับ 0.05 โมลาร์ และมีการเติมเกลือ 0.4 กรัมต่อมิลลิลิตร จะให้

ประสิทธิภาพการสกัดสูงสุด โดยให้ค่าพื้นที่ใต้พีคของกรดเบนโซอิก และกรดซอร์บิก เท่ากับ 115,775.0 และ 45,134.0 

ตามล าดับ ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการสกัดด้วยเทคนิค DI-SPME ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า สภาวะการสกัดกรดซอร์บิก และกรด

เบนโซอิก ด้วยเทคนิค HS-SPME ที่ให้ประสิทธิภาพในการวิเคราะห์สูงสุด เป็นดังตาราง 3.1 

 เนื่องด้วยระยะเวลาในการท าวิจัย รวมถึงปัญหาต่างๆที่เกิดในขึ้นระหว่างการทดลอง ทั้งในเรื่องของเครื่องมือ 

สารเคมี และการทดลองที่ผิดพลาด จึงท าให้ผู้วิจัยไม่สามารถศึกษาปัจจัยต่างๆ ที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการสกัดแบบ HS-

SPME ได้ครบ รวมถึงไม่สามารถน าวิธีการวิเคราะห์ที่ได้ไปใช้กับสารตัวอย่างจริง เพื่อพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ให้มีประสิทธิภาพ

สูงสุด ควรมีการศึกษาปัจจัยอื่น ๆ ที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการสกัดเพิ่มเติม เช่น เส้นใยที่ใช้ในการสกัด อุณหภูมิที่ใช้ในการ

สกัด เวลาที่ใช้ในการสกัด ปริมาณสารละลายที่ใช้ชะ และเวลาในการชะสารที่สนใจ เป็นต้น คสรมีการใช้อินเทอร์นอล 

สแตนดารด์ เพื่อควบคุมหรือลดความผิดพลาดในกระบวนการเตรียม และการทดสอบ นอกจากน้ีควรมีการน าสภาวะการสกัด

ที่เหมาะสมไปวิเคราะห์หาปริมาณกรดซอร์บิก และกรดเบนโซอิกในสารตัวอย่าง เพื่อยืนยันว่าวิธีการวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น

สามารถน าไปใช้หาปริมาณสารที่สนใจได้จริง รวมถึงท าการศึกษาสิ่งเจือปนที่อาจปนอยู่ตัวอย่างจริงซึ่งอาจรบกวนการ

วิเคราะห์ 
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ภาคผนวก 
 

ตาราง 1 เปรียบเทียบการสกัดแบบ DI-SPME กับ HS-SPME 
 

รูปแบบ 
การสกัด 

พ้ืนที่ใต้พีก (counts) 
กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก 

1 2 3 เฉลี่ย 1 2 3 เฉลี่ย 
DI-SPME* 153,515 100,6720 73,904 109,363.7 66,306 42,0480 17,9760 42,110.0 
HS-SPME** 0 0 20,555 6,851.7 0 0 0 0.0 

 

* เส้นใยที่ใช้สกัด PA ที่อุณหภมูิหอ้ง, เวลาในการสกดั 40 นาที, ปริมาตรสารละลายส าหรบัชะ (40% เมทานอล :  น้ า)  
    1 มิลลลิิตร, เวลาที่ใช้ในการชะ 5 นาที 
 ** เส้นใยที่ใช้สกัด PA, อุณหภูมกิารสกัด 50 องศาเซลเซียส, เวลาในการสกัด 40 นาที, ปริมาตรสารละลายส าหรับชะ:    
     (40 เมทานอล 60 น้ า) 1 มิลลิลิตร, เวลาที่ใช้ในการชะ 5 นาที 
หมายเหตุ 

สภาวะการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC : mobile phase คือ 40% เมทานอล : 60% น้ า, อัตราการไหล 1 มิลลลิิตร 
         ต่อนาที, ความยาวคลื่น = 235 นาโนเมตร, เวลา = 10 นาที 
 

ตาราง 2 ผลการสกัดแบบ HS-SPME เมื่อมีความเข้มข้นกรดต่างๆ 
 

ความ
เข้มขน้กรด
(โมลาร์) 

พ้ืนที่ใต้พีก (counts) 
กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก 

1 2 3 เฉลี่ย 1 2 3 เฉลี่ย 
0.005 24,137 11,399 13,608 16381.3 0 0 0 0.0 
0.015 24,282 0 24,446 16242.7 0 0 0 0.0 
0.05 20,156 31,329 37,259 29581.3 7497 19382 0 8959.7 
0.15 25,142 25,307 23,473 24640.7 0 0 0 0.0 
0.5 24,770 24,209 23,617 24198.7 0 0 0 0.0 
1.5 24,723 20,643 25,833 23733.0 0 0 0 0.0 

 

หมายเหต ุ
สภาวะการสกัด : เส้นใยที่ใช้สกัด PA, เติมกรดซลัฟิวริกให้ได้กรดเขม้ข้นต่างๆ อุณหภูมิการสกดั 50 °C, เวลาในการ  

    สกัด 40 นาที, ปริมาตรสารละลายส าหรับชะ (40% เมทานอล : 60% น้ า) 1 1,มิลลิตร, เวลาที่ใช้ใน 
    การชะ 5 นาที 

สภาวะการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC : mobile phase คือ 40% เมทานอล : 60% น้ า, อัตราการไหล 1 มิลลลิิตร 
         ต่อนาที, ความยาวคลื่น = 235 นาโนเมตร, เวลา = 10 นาที 
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ตาราง 3 ผลการสกัดแบบ HS-SPME เมื่อมีความเข้มข้นกรด 0.05 M และเติมเกลือปริมาณต่างๆ 
 

ปริมาณ 
Na2SO4 
(กรัมต่อ
มิลลลิิตร) 

พ้ืนที่ใต้พีก (counts) 

กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก 

1 2 3 เฉลี่ย 1 2 3 เฉลี่ย 

0.1 34,746 36,181 27,057 32,661.3 0 0 0 0.0 
0.2 34,437 39,314 49,926 41,225.7 13,350 20,074 27,937 20,453.7 
0.3 45,735 60,659 68,254 58,216.0 20,315 22,306 25,275 22,632.0 
0.4 112,218 120,115 114,992 115,775.0 42,222 49,738 43,442 45,134.0 
0.45 100,658 93,181 111.974 101,937.7 38,944 43,675 37,042 39,887.0 

 

หมายเหต ุ
สภาวะการสกัด : เส้นใยที่ใช้สกัด PA, เติมกรดซลัฟิวริกให้ได้กรดเขม้ข้นต่างๆ อุณหภูมิการสกดั 50 °C, เวลาในการ  

    สกัด 40 นาที, ปริมาตรสารละลายส าหรับชะ (40% เมทานอล : 60% น้ า) 1 1,มิลลิตร, เวลาที่ใช้ใน 
    การชะ 5 นาที 

สภาวะการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC : mobile phase คือ 40% เมทานอล : 60% น้ า, อัตราการไหล 1 มิลลลิิตร 
         ต่อนาที, ความยาวคลื่น = 235 นาโนเมตร, เวลา = 10 นาที 
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