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บทคัดย่อ 

 
กรดอินทรีย์มีการใช้เป็นสารกันบูดในอาหาร โดยกรดอินทรีย์ที่นิยมใช้ ได้แก่ กรดเบนโซอิก กรดซอร์

บิก และ กรดโพรพิโอนิก อย่างไรก็ตามปริมาณสารกันบูดในอาหารมีปริมาณมากเกินระดับท่ีก าหนดให้ใช้จะ
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โครมาโทกราฟี จากการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพในการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME ได้แก่ ชนิดของ
ไฟเบอร์ SPME อุณหภูมิ เวลาในการสกัดและการเติมเกลือ พบว่าประสิทธิภาพในการสกัดดีที่สุดเมื่อใช้ไฟ
เบอร์ SPME ชนิด CAR/PDMS (เคลือบหนา 85 ไมโครเมตร) อุณหภูมิในการสกัด 50 องศาเซลเซียส เวลาใน
การสกัด 40 นาที และการเติมเกลือโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 4 กรัม แต่พบว่าสามารถวิเคราะห์ปริมาณกรด
อินทรีย์ได้เพียง 2 ชนิดเท่านั้น คือกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ค าส าคัญ:  การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็ง, เฮดสเปส, สารกันบูด, ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ 

ลิควิดโครมาโทกราฟี 



ง 
 

 

 

Project Title Determination of Preservatives in Beverages using Solid-Phase  
Microextraction and High Performance Liquid Chromatography 

Student Name Miss NilobonThongdonae  Student ID 5733118023  
Advisor Name Assist.Prof.Dr. Puttaruksa Varanusupakul  
Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University, Academic Year 2017 

 
Abstract 

 
 Organic acids are generally used as preservatives in food. The common organic 

acid preservatives are benzoic acid, sorbic acid and propionic acid. However, the amount of 
preservatives in food larger than the limited level can be harmful to consumers. Therefore, 
the determination of these organic acid preservatives was studied by using headspace solid 
phase microextraction (HS-SPME) combined with high performance liquid chromatography. 
The HS-SPME parameters which are types of SPME fiber, extraction temperature, extraction 
time and addition of salt were optimized. The maximum extraction efficiency was obtained 
when using SPME fiber coated with 85 micrometers CAR/PDMS, extraction temperature of 
50°C, 40 min of extraction time and additional of 4 grams of sodium sulfate anhydrous. 
However, only two organic acids which are benzoic acid and sorbic acid can be analyzed. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 

สารกันบูดหรือสารกันเสีย เป็นสารเคมีท่ีช่วยในการถนอมอาหารหรือยืดอายุ และช่วยให้สามารถเก็บ
อาหารได้นานยิ่งขึ้น โดยมีฤทธิ์ท าลายจุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุท าให้อาหารเน่าเสียมากกว่าออกฤทธิ์ยับยั้ง สารกัน
บูดที่นิยมน ามาใช้เป็นสารกลุ่มกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆ   เช่น   กรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอท       กรด 
โพรพิโอนิกและเกลือโพรพิโอเนต    กรดซอร์บิกและเกลือซอร์เบต เป็นต้น 

กรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอท มีราคาถูก เมื่อเติมลงในอาหารท าให้รสชาติไม่เปลี่ยนแปลง มักเติม
ในเครื่องดื่ม เช่น น้ าผลไม้ ซอส ผักดอง แยม ผลไม้แช่อิ่ม ฯลฯ  ส่วนกรดซอร์บิกและเกลือซอร์เบตใช้ได้ดีกับ
สารที่เป็นกรดและอาหารที่ปรับให้เป็นกรด เช่น น้ าผลไม้และผลไม้ดอง สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
สารอินทรีย์ได้โดยไม่มีผลต่อรสชาติของอาหาร นอกจากนี้ยังพบการใช้ในอาหารพวกเนยแข็ง เนยเทียม ขนม
ปังที่ใช้ผงฟู เครื่องดื่ม ขนมเค้ก และกรดโพรพิโอนิกเป็นทั้งสารกันเสีย สารกันเชื้อรา สารกันบูด และเป็น
วัตถุดิบที่ใช้ในการแต่งรสอาหารด้วย กรดชนิดนี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ประเภทรา 
สารกันบูดทั้ง 3 ชนิดที่กล่าวมาจัดเป็นสารกันบูดประเภทกรดอินทรีย์ ซึ่งไม่เป็นอันตรายต่อร่างกาย เนื่องจาก
ร่างกายสามารถเปลี่ยนแปลงเป็นสารอื่นที่ไม่มีพิษและขับถ่ายออกจากร่างกายได้ แต่หากได้รับในปริมาณที่มาก
เกินไปก็สามารถเป็นอันตรายแก่ผู้บริโภคได้ ดังนั้นในการใส่สารกันบูดในอาหารจึงควรใส่ในปริมาณที่เหมาะสม 
ไม่เกินค่ามาตรฐานที่กระทรวงสาธารณสุข หรือส านักงานคณะกรรมการอาหารและยาก าหนดไว้ ความเข้มข้น
ของสารกันบูดที่ใส่ในอาหารจะขึ้นอยู่กับชนิดของอาหาร เช่น ปริมาณสารกันบูดในเครื่องดื่มและน้ าผลไม้ไม่
เกิน 200 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เป็นต้น ดังนั้น การหาปริมาณสารกันบูดในอาหารที่มีปริมาณน้อยจึงเป็น
สิ่งจ าเป็น เพ่ือให้ผู้บริโภคม่ันใจว่าอาหารที่รับประทานมีปริมาณสารกันบูดที่เหมาะสม และไม่เป็นอันตรายต่อ
ผู้บริโภค 

มีงานวิจัยหลายฉบับศึกษาการวิเคราะห์สารกันบูดกลุ่มกรดอินทรีย์ในอาหารด้วยเทคนิคต่างๆ เช่น 
เทคนิคการสกัดด้วยวัฏภาคของแข็งระดับจุลภาคแบบเฮดสเปส (HS-SPME)1,2 เทคนิคการสกัดด้วยตัวท า
ละลาย (LLE)3      และการสกัดด้วยแท่งแม่เหล็กดูดซับ (SBSE)4       แลว้น ามาวิเคราะห์หาปริมาณด้วย
เทคนิคทางโครมาโทรกราฟี เช่น โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)7,5,6 แก๊สโครมาโทรกราฟี 
(GC)2,7,8 และไมเซลล์อิเล็กโทรไคเนติกโครมาโทรกราฟี (MEKC)9 เป็นต้น 

เนื่องจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ไม่ได้วิเคราะห์หาปริมาณของกรดทั้งสามชนิดพร้อมกัน ในงานวิจัยนี้จึง
สนใจศึกษาการสกัดกรดเบนโซอิก  กรดซอร์บิกและกรดโพรพิโอนิก   โดยเทคนิค HS-SPME รวมทั้งเพ่ิมความ
เข้มข้นของสารทั้งสามชนิด และน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ต่อไป 
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1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 
1. ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดกรดเบนโซอิก กรดซอร์บิกและกรดโพรพิโอนิก โดยใช้เทคนิค  

การสกัดด้วยวัฏภาคของแข็งระดับจุลภาคแบบเฮดสเปส (HS-SPME) 
2. ศึกษาการหาปริมาณกรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดโพรพิโอนิก  ในเครื่องดื่มโดยใช้เทคนิคการ

สกัดด้วยวัฏภาคของแข็งระดับจุลภาคแบบเฮดสเปส (HS-SPME)  และ วิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

 

1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
งานวิจัยก่อนหน้านี้ท าการวิเคราะห์กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดโพรพิโอนิก โดยเทคนิคการ

สกัดด้วยวัฏภาคของแข็งระดับจุลภาคแบบเฮดสเปส (HS-SPME) เช่น  

ในปี ค.ศ. 2006 Dong และคณะ1 ท าการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกในน้ า
สลัดโดยเทคนิคการสกัดด้วยวัฏภาคของแข็งระดับจุลภาคแบบเฮดสเปส (HS-SPME) ศึกษาปัจจัยต่างๆที่ส่งผล
ต่อประสิทธิภาพการสกัด ได้แก่ ชนิดของ SPME fiber ระยะเวลาในการสกัดด้วย SPME รวมทั้งอุณหภูมิที่ใช้
ขณะท าการสกัด ผลของการเติมกรดและเกลือรวมทั้งอุณหภูมิและเวลาในการคายซับเป็นต้น  และน ามา
วิเคราะห์หาปริมาณด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี และสามารถหาภาวะที่เหมาะสมในการสกัด HS-SPME 

           ในปี ค.ศ .2003 Ibáñez และคณะ2 ท าการวิเคราะห์กรดโพรพิโอนิกในอาหารโดยเทคนิคการสกัด
ด้วยวัฏภาคของแข็งระดับจุลภาคแบบเฮดสเปส (HS-SPME) ศึกษาปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการ
สกัด ได้แก่ ชนิดของ SPME fiber ผลของการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ ระยะเวลาในการสกัดด้วย SPME 
รวมทั้งอุณหภูมิที่ใช้ขณะท าการสกัด และน ามาวิเคราะห์หาปริมาณด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทรกราฟี 

ในปี ค.ศ. 2013 Xu, J. และคณะ4 ท าการวิเคราะห์หาปริมาณสารกันบูดที่มีสมบัติความมีขั้วต่างกัน 6 
ชนิด ได้แก่ กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก เมทิล พารา-ไฮดรอกซิเบนโซเอต   เอทิล พารา-ไฮดรอกซิเบนโซเอต     
โพรพิล พารา-ไฮดรอกซิเบนโซเอต และ    บิวทิล พารา-ไฮดรอกซิเบนโซเอต   โดยการสกัดด้วยแท่งแม่เหล็ก
ดูดซับ (SBSE)  และวิเคราะห์รวมกับเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)  
และงานวิจัยก่อนหน้านี้ท าการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดโพรพิโอนิก  โดยอาศัย
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)  เช่น 

ในปี ค.ศ. Tfouni และคณะ7 ได้ท าการวิเคราะห์กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกในอาหาร Brazilian 
ประเภทต่างๆ     เช่น มาการีน น้ าผลไม้ โยเกิร์ต ชีส เป็นต้น โดยอาศัยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC) ที่ตรวจวัดด้วย Photodiode array detector และสามารถวิเคราะห์หาปริมาณกรด
เบนโซอิกและกรดซอร์บิกในอาหาร Brazilian ได้ 

ในปี ค.ศ.2005 Saad และคณะ5 ท าการวิเคราะห์สารกันบูดได้แก่ กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก  
เมทิลพาราเบนและโพรพิลพาราเบนในอาหารแช่แข็งน ามาวิเคราะห์หาปริมาณโดยอาศัยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
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ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ศึกษาปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการแยกของสารกันบูดทั้ง 4 ชนิด 
เช่น การเปลี่ยนอัตราส่วน mobile-phase ระหว่าง เมทานอลและอะซิเตทบัฟเฟอร์ เป็นต้น 

ใน ปี ค.ศ. 2016 Özcelik, S.และคณะ6 ท าการวิเคราะห์หาปริมาณกรดอินทรีย์ได้แก่ กรดแลคติก 
กรดอะซิติก กรดซักซินิก กรดโพรพิโอนิก กรดฟอร์มิก และกรดบิวทิริกโดยอาศัยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

ในปี ค.ศ.2015 Ding, M. และคณะ3 ท าการวิเคราะห์หาปริมาณกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกในซอส
ถั่วเหลือง เทคนิคการสกัด  ด้วยตัวท าละลาย (LLE) และเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 

 

1.4 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 
 

1.4.1 สารกันบูด  
สารกันบูด  คือ สารเคมีที่ใส่ลงไปในอาหาร เพ่ือช่วยยืดอายุของอาหาร และถนอมคุณค่าทาง

โภชนาการ สารกันบูดมีฤทธิ์ในการยับยั้งและท าลายจุลินทรีย์หรือเชื้อราที่เป็นสาเหตุหลักในการท าให้อาหาร
หมดอายุหรือเสียโดยสารเคมีที่นิยมใช้ คือ กรดอินทรีย์15 เช่น กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดโพรพิโอนิก 
ตารางที่  1.1  คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของกรดอินทรีย์บางชนิดที่ใช้เป็นสารกันบูด 

ชื่อสารเคมี 
กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก กรดโพรพิโอนิก 
Benzoic acid Sorbic acid Propionic Acid 

สูตรโครงสร้าง 

  
 

 
ลักษณะทางกายภาพ ผลึกของแข็ง รูปเข็มหรือ

เกล็ดสีขาว ไม่มีกลิ่นหรือมี
กลิ่นฉุนอ่อนๆ 

ของแข็ง 
ผงสีขาว 

ของเหลวใส 
มีกลิ่นฉุน 

จุดเดือด (°C) 249  228  141  
จุดหลอมเหลว (°C) 122  135  -21  
มวลโมเลกุล (g/mol) 122.12  112.128 10 74.079  
pKa 4.2 4.76 4.8811 
ความหนาแน่น 1.27 g/mL ที่ 20 °C 1.2 g/mL ที่ 20 °C 0.992 -0.994 g/mL ที่ 25 °C 
การละลายในน้ า 0.1–1 g/ 100 mL ในน้ า 

ที่อุณหภูมิ 20 °C 
1.6 g/L ที่อุณหภูมิ 
20 °C 

8.19 g/g ที−่28.3 °C 
34.97 g/g ที่−23.9 °C 
ละลายที่อุณหภูมิ ≥−19.3 °C 

การละลายในเมทานอล 71.5 g/L12 129 g/L - 
ค่าความดันไอ 2.9  hPa 0.0133  hPa 0.001  hPa 
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1.4.2 ลิควิดโครมาโทกราฟี (liquid chromatography) 
 ลิควิดโครมาโทกราฟี คือ  เทคนิคทางโครมาโทกราฟีอย่างหนึ่งที่ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) 
ที่มีสถานะเป็นของเหลว และวัฏภาคนิ่ง (stationary phase) เป็นของแข็งหรือของเหลวก็ได้ ในการแยกจะ
อาศัยความแตกต่างของการเข้ากันได้ดีของสารแต่ละชนิดกับวัฏภาคนิ่งและวัฏภาคเคลื่อนที่ หากสารชนิดใด
เข้ากันได้ดีกับวัฏภาคเคลื่อนที่สารนั้นก็จะถูกแยกออกมาก่อน โดยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงจัดอยู่
ในเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟีอย่างหนึ่งด้วย 
 โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography)  คือ
เครื่องมอือย่างหนึ่งที่ใช้ในการแยกสารอาศัยหลักการของเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี โดยอาศัยความแตกต่าง
ของการเข้ากันได้ดีของสารแต่ละชนิดที่ไม่เท่ากันกับวัฏภาคนิ่งและวัฏภาคเคลื่อนที่17  เหมาะส าหรับการ
วิเคราะห์สารประกอบอินทรีย์ที่ไม่ระเหย (non-volatile organic compounds) หรือ      กลุ่มสารประกอบ
อินทรีย์ที่สามารถระเหยได้ปานกลาง (semi-volatile organic compounds)    โดยวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใช้จะมี
สถานะเป็นของเหลว ส่วนวัฏภาคนิ่งจะมีสถานะเป็นของแข็งซ่ึงบรรจุในคอลัมน์ (column)   หากวัฏภาคนิ่งที่
ใช้มีความเป็นขั้วที่สูงกว่าวัฏภาคเคลื่อนที่ เรียกว่า “normal phase chromatography” แต่ในทางกลับกัน
ถ้าใช้คอลัมน์ ที่มีความเป็นขั้วที่ต่ ากว่าวัฏภาคเคลื่อนทีจ่ะเรียกว่า “reversed phase chromatography” 
หลักการท างานเริ่มจากให้วัฏภาคเคลื่อนที่ซึ่งเป็นของเหลวขับเคลื่อนด้วยความดันสูงพาสารที่ต้องการวิเคราะห์ 
เคลื่อนทีเ่ข้าคอลัมน์ที่บรรจุวัฏภาคนิ่ง เนื่องจากความแตกต่างของสารแต่ละชนิดทั้งมวลโมเลกุล โครงสร้าง 
รวมทั้งสมบัติทางเคมีต่างๆของสาร ท าให้สารเกิดอันตรกิริยากับวัฏภาคนิ่งไม่เท่ากัน สารแต่ละชนิดจึงออกจาก
คอลัมน์ได้ในเวลาที่แตกต่างกัน จึงเกิดการแยกของสารแต่ละชนิดขึ้น เมื่อสารเคลื่อนที่ออกจากคอลัมน์ จะเข้า
สู่อุปกรณ์ตรวจวัดสัญญาณแปรผลออกมาเป็นโครมาโทแกรมและสามารถน าข้อมูลดังกล่าว มาหาปริมาณของ
สารชนิดต่างๆ ได้ต่อไป 
 
1.4.3 การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็ง (Solid phase microextraction, SPME) 
 การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งเป็นขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างหรือเป็นเทคนิคที่ใช้ในการ
เตรียมสารตัวอย่างก่อนที่ท าการวิเคราะห์ ซึ่งรวมขั้นตอนการสกัด (extraction) และการเพ่ิมความเข้มข้น 
(preconcentration) ไว้ในขั้นตอนเดียว โดยในการสกัดสารจะใช้ตัวดูดซับของแข็งปริมาณน้อยและมีอุปกรณ์
ที่ใช้ส าหรับการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งดังรูปที่ 1.1  
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          รูปที่ 1.1 อุปกรณ์ SPME: (a) ด้ามจับที่ใช้ร่วมกับไฟเบอร์ (b) ภาพตัดขวางอุปกรณ์13 
 
ในการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งมีอยู่ 2 แบบ คือ การสกัดแบบโดยตรง (direct immersion, DI-
SPME) และการสกัดแบบบริเวณเฮดสเปส  
-การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งโดยตรง (direct immersion SPME, DI-SPME) 

หลักการการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคอาศัยหลักการแพร่ของสารที่ต้องการวิเคราะห์ในสาร
ตัวอย่างจากบริเวณที่มีความเข้มข้นสูงไปสู่บริเวณท่ีมีความเข้มข้นต่ ากว่า (ซึ่งคือบริเวณตัวดูดซับ) จนกระทั่ง
การแพร่เข้าสู่สมดุล ดังรูป 1.2 (a) โดยการสกัดจะท าการจุ่มไฟเบอร์ลงไปโดยตรง 

 

           
 

รูปที่  1.2 การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็ง (a) โดยตรง (b) โดยตรงแบบเฮดสเปส 14 

 

 
 

a. b. 



6 
 

 

-การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส (headspace solid phase microextraction, HS-
SPME) 

เป็นการสกัดที่ให้สารที่สนใจวิเคราะห์ แพร่จากบริเวณความเข้มข้นสูง (phase ของเหลว) ไปสู่บริเวณ
ที่มีความเข้มข้นต่ ากว่า (เฟสของแก๊สหรือบริเวณเฮดสเปส) จากนั้นสารที่สนใจจะวิเคราะห์จากบริเวณ
เฮดสเปส จะแพร่ไปยังตัวดูดซับของแข็งปริมาณน้อยซึ่งเป็นบริเวณท่ีมีความเข้มข้นที่ต่ ากว่า โดยการแพร่จะ
เกิดข้ึนจนเข้าสู่สภาวะสมดุล ซึ่งการสกัดแบบเฮดสเปสเป็นดังภาพที่ 1.2 (b) 

 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

ได้วิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดโพรพิโอนิก โดยการสกัดด้วยเทคนิค 
HS-SPME และวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 



 

 

บทที่ 2 
การทดลอง 

 
2.1   เครื่องมือ และอุปกรณ์ 

1. เครื่อง HPLC ยี่ห้อ Agilent รุ่น 1260 Infinity II ตรวจวดัด้วย UV-visible detector  
 2. เครื่องให้ความร้อน (hot plate stirrer) 
 3. เครื่องวัดพีเอช  
          4. เครื่องชั่งสาร 
 5. ชุดกรองสุญญากาศ 

6. ขวด Vial ขนาด 1 มิลลิลิตร 
7. เทอร์โมมิเตอร์ 
8. ขวดสีชาส าหรับสกัดขนาด 10 มิลลิลิตร 
9. SPME fiber ได้แก่ polyacrylate (PA), carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS),      
divinylbenzene/carboxen on polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS), 
polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB) 
10. SPME holder 
10. filter nylon membrane 0.45 ไมโครเมตรขนาด 47 มิลลิเมตร 
11. syringe filter กรองสารที่สกัด 
 

2.2 สารเคมี 
1. กรดเบนโซอิก (Benzoic acid, CARLO ERBA, France) 
2. กรดโพรพิโอนิก (Propionic acid 98%, CARLO ERBA, France) 
3. กรดซอร์บิก (Sorbic acid 99%, Fluka, Germany ) 
4. แอมโมเนียมอะซิเตด (Ammonium acetate, Merck, Germany) 
5. กรดอะซิติก (Acetic acid, Merck, Germany) 
6. โชเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, CARLO ERBA, France) 
7. กรดซัลฟิวริก (Sulfuric acid, Merck, Germany) 
8. เกลือโซเดียม ซัลเฟต แอนไฮดรัส) (Sodium sulfate anhydrous, Ajax finechem, Australia) 
8. เมทานอล (Methanol HPLC grade, Merck, Germany) 
9. น้ าบริสุทธิ์ Milli-Q 



 

 

2.3  วิธีการทดลอง 
2.3.1 การเตรียมสารละลาย 
      - สารละลายมาตรฐานผสมเข้มข้น (stock solution) 

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของกรดเบนโซอิก กรดซอร์บิกและกรดโพรพิโอนิก ที่ความ
เข้มข้น 1 กรัมต่อลิตรของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกและ 10 กรัมต่อลิตรของกรดโพรพิโอนิก       
โดยชั่งกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกอย่างละ 0.05 กรัมและกรดโพรพิโอนิก 0.5 กรัมละลายใน
สารละลายผสมของน้ า Milli-Q กับ Methanol (อัตราส่วน 40:60) ปรับปริมาตรจนมีปริมาตรรวม 
50 มิลลิลิตร ในขวดก าหนดปริมาตร 

       - สารละลายมาตรฐานผสมที่ความเข้มข้นต่างๆ (standard solution) 
เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ดังตารางที่ 2.1 ส าหรับสร้างกราฟ

มาตรฐาน โดยกราฟมาตรฐานของกรดโพรพิโอนิกใช้สารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 50, 100, 150, 
200 และ 250 มิลลิกรัมต่อลิตร (สารละลายมาตรฐาน 1-5) ส่วนกราฟมาตรฐานของกรดเบนโซอิก
และกรดซอร์บิกใช้สารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 10, 20, 50, 80 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร
(สารละลายมาตรฐาน 2, 4, 6-8) 

ตารางที่ 2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

สารละลาย
มาตรฐาน 

ความเข้มข้น 
กรดเบนโซอิก
และกรดซอร์

บิก(มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) 

ความเข้มข้น 
กรดโพรพิโอนิก 
(มิลลิกรัมต่อ

ลิตร) 

ปริมาตร stock 
solution 

(ไมโครลิตร) 

ปริมาตร 
น้ า : methanol 

(40:60) 
(ไมโครลิตร) 

 
ปริมาตรรวม 
(ไมโครลิตร) 

1 5 50 5 995 1000 
2 10 100 10 990 1000 
3 15 150 15 985 1000 
4 20 200 20 980 1000 
5 25 250 25 975 1000 
6 50 500 50 950 1000 
7 80 800 80 920 1000 
8 100 1000 100 900 1000 

 

       -  สารละลายแอมโมเนียมอะซิเตท 0.01 โมลาร์     
ชั่งแอมโมเนียมอะซิเตท 0.1928 กรัมละลายด้วยน้ า Milli-Q และปรับปริมาตรเป็น 250 

มิลลิลิตร 
 



 

 

 
- สารละลายกรดอะซิติก 0.01 โมลาร์   

ตวงกรดอะซิติกเข้มข้น 100 ไมโครลิตรและเติมน้ า  Milli-Q จนมีปริมาตรรวม 250 มิลลิลิตร   
- สารละลายกรดซัลฟิวริก 10 โมลาร์   

ตวงกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 13.8 มิลลิลิตรและเติมน้ า Milli-Q จนมีปริมาตรรวม 25 มิลลิลติร 
- สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.01 โมลาร์  

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.015 กรัมละลายด้วยน้ าปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
       -   สารละลายแอมโมเนียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 4.5 ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ 
         เตรียมสารละลายแอมโมเนียมอะซิเตทบัฟเฟอร์ pH 4.5     โดยผสมสารละลายแอมโมเนียม 

อะซิเตทเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ปริมาตร 125 มิลลิลิตร กับสารละลายกรดอะซิติกเข้มข้น 0.01 โมลาร์
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร (อัตราส่วน 1:2) ปรับ pH ของสารละลายจนมีค่า 4.5 ด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.01 โมลาร์ กรองสุญญากาศผ่าน filter nylon membrane ขนาด 0.45 
ไมโครเมตรก่อนน าไปใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ส าหรับการวิเคราะห์ด้วย HPLC-UV 

       -   สารละลายเมทานอล  
น าเมทานอลกรองสุญญากาศผ่าน filter nylon membrane ขนาด 0.45 ไมโครเมตรก่อน

น าไปใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ส าหรับการวิเคราะห์ด้วย HPLC-UV  
- สารละลายมาตรฐานผสมส าหรับการสกัดด้วย HS-SPME 

เตรียมสารละลายกรดผสมของกรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตรและ
กรดโพรพิโอนิก 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับการสกัดด้วย HS-SPME โดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน
ผสมเข้มข้น (stock solution) 500 ไมโครลิตร เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 10 โมลาร์  50 ไมโครลิตร
และปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรด้วยน้ า Milli-Q   

 

2.3.2 การวิเคราะห์สารกันบูดด้วยเทคนิค HPLC-UV 
 ภาวะส าหรับการวิเคราะห์สารกันบูด 3 ชนิด ได้แก่ กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดโพรพิโอนิก
ด้วยเทคนิค HPLC แสดงในตารางที่ 2.2   
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

ตารางที่ 2.2 ภาวะการวิเคราะห์กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดโพรพิโอนิกด้วยเทคนิค HPLC-UV 
Column C18 Zorbax Eclipese XDB (4.6 มิลลิเมตร x 250 มิลลิเมตร i.d.), 

particle size 5 ไมโครเมตร 
Column temperature 30 องศาเซลเซียส 
Mobile phase Ammonium acetate buffer pH 4.5 : Methanol (55:45) Isocratic 

mode 
Flow rate  1.2  มิลลิลิตรต่อนาที 
Injection volume  10 ไมโครลิตร 
เวลาในการวิเคราะห์สาร   6 นาที 
Detector UV-visible ที่ความยาวคลื่น 205 และ 230 นาโนเมตร 
 

2.3.3 การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส 
 ตั้งอุปกรณ์การสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส ดังรูปที่ 2.1 โดยขวดสีชาบรรจุ
สารละลายตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟิวริก และเกลือโซเดียมแอนไฮดรัส ให้ความร้อนสารละลายและ
สกัดสารที่ข้ึนมาบริเวณเฮดสเปสด้วย SPME fiber ตามเวลาที่ก าหนด 

หลังการสกัดชะสารออกจาก SPME fiber โดยน าไปแช่ในสารละลายผสมของน้ า : เมทานอล 
(อัตราส่วน 40:60  โดยปริมาตร) ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตรเป็นเวลา 5 นาท ีน าสารละลายที่ได้ไปวิเคราะห์หา
ปริมาณด้วยเทคนิค HPLC-UV 
 

         

                                   
             
             รูปที่ 2.1 การตั้งอุปกรณ์ส าหรับสกัดสารตัวอย่างด้วยเทคนิค HS-SPME 
 
 



 

 

2.3.4 การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส  
 
2.3.4.1 ชนิดของ SPME fiber ที่ใช้ในการสกัด 

ท าการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปสตามวิธีการทดลองข้อ 2.3.3  ใช้กรด
ซัลฟิวริกเข้มข้น 0.05 โมลาร์ เติมเกลือโซเดียมซัลเฟต 2 กรัม ตั้งสกัดเป็นเวลา 40 นาที และอุณหภูมิส าหรับ
สกัด 50 องศาเซลเซียส  โดย SPME fiber ที่ท าการศึกษามี 4 ชนิด  ได้แก่  85 µm polyacrylate (PA), 85 
µm Carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS), 50/30 µm divinylbenzene/Carboxen on 
polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS) และ 65 µm polydimethylsiloxane/divinylbenzene 
(PDMS/DVB)  

 
2.3.4.2 อุณหภูมิที่ใช้ในการสกัด 
            ท าการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปสตามวิธีการทดลองข้อ 2.3.3 โดยใช ้
SPME fiber ชนิด CAR/PDMS, กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 0.05 โมลาร์, เติมเกลือโซเดียมซัลเฟต 2 กรัม ตั้งสกัด
เป็นเวลา 40 นาที  และท าการสกัดท่ีอุณหภูมิต่างๆ ดังนี้ 40,50,60,70,80 องศาเซลเซียส 
 
2.3.4.3 เวลาที่ใช้ในการสกัด 
            ท าการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปสตามวิธีการทดลองข้อ 2.3.3 โดยใช ้
SPME fiber ชนิด CAR/PDMS, กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 0.05 โมลาร์ เติมเกลือโซเดียมซัลเฟต 2 กรัม และท าการ
สกัดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยใช้เวลาในการสกัด 30,40,50 และ 60 นาที 
 
2.3.4.4 การเติมเกลือ  
           ท าสกัดการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปสท าตามวิธีการทดลองข้อ 2.3.3  โดย
ใช้ SPME fiber ชนิด CAR/PDMS, กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 0.05 โมลาร์  ตั้งสกัดเป็นเวลา 40 นาที  และท าการ
สกัดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยเติมเกลือโซเดียมซัลเฟตปริมาณท่ีแตกต่างกัน คือ 1,2,3,4 และ 5 กรัม 
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บทที่ 3 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
3.1 การวิเคราะห์กรดโพรพิโอนิก กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกด้วยเทคนิค HPLC   

 

 

   
 

 
รูปที่ 3.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก 50 มิลลิกรัมต่อลิตร  
กรดโพรพิโอนิก 500 มิลลิกรัมต่อลิตร (a) ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 205 นาโนเมตร และ (b) ตรวจวัดที่ความ   
ยาวคลื่น 230 นาโนเมตร (พีคในโครมาโทแกรม: 1 - กรดโพรพิโอนิก,  2 – กรดเบนโซอิก, 3 - กรดซอร์บิก) 

 

 จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสม กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร
และกรดโพรพิโอนิกเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อลิตรด้วยเทคนิค HPLC-UV ได้โครมาโทแกรมดังรูปที่ 3.1 โดยใช้
เวลาในการวิเคราะห์ 6 นาที ล าดับพีคของสารที่แยกออกมา คือ กรดโพรพิโอนิก กรดเบนโซอิก และกรดซอร์
บิก ที่เวลา 1.53, 2.50 และ 3.28 นาที ตามล าดับ โดยตัวตรวจวัดที่ใช้คือ UV-visible ที่ความยาวคลื่น 205 
นาโนเมตร ส าหรับการดูสัญญาณพีคของกรดโพรพิโอนิก และท่ีความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร ส าหรับดู
สัญญาณพีคกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก วัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใช้คือ แอมโมเนียมอะซิเตตบัฟเฟอร์ (pH 4.5)  
กับเมทานอล ในอัตราส่วน 55:45 ที่อัตราเร็ว 1.2 มิลลิลิตรต่อนาที 
 เมื่อท ากราฟมาตรฐานที่ความเข้มข้นต่างๆ ของกรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดโพรพิโอนิก ได้
กราฟมาตรฐาน ดังรูปที ่3.2 

 

1 

1 

2 

2 

3 

3 

(a) 

(b) 

HPLC-UV @ 205 nm 

HPLC-UV @ 230 nm 
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รูปที่ 3.2 กราฟมาตรฐาน ของ (a.) กรดโพรพิโอนิก  และ (b.) กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก  
  

 

 

 

 

a. 

b. 
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3.2 การศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส 
 

3.2.1 ชนิดของไฟเบอร์ SPME ที่ใช้ในการสกัด 
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รูปที่ 3.3  ผลของชนิดของไฟเบอร์ SPME ต่อประสิทธิภาพการสกัดสารกันบูดกลุ่มกรดอินทรีย์ด้วย 
เทคนิค HS-SPME                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 

จากการทดลองการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส (HS-SPME) โดย
ท าการศึกษา SPME fiber 4 ชนิด ได้แก่ 85 µm polyacrylate (PA), 85 µm 
Carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS), 65 µm polydimethylsiloxane/divinylbenzene 
(PDMS/DVB) และ 50/30 µm divinylbenzene/Carboxen on polydimethylsiloxane 
(DVB/CAR/PDMS)  โดยการเลือกใช้ SPME fiber ในการสกัดสารขึ้นอยู่กับมวลโมเลกุล ขนาด และความมีขั้ว
ของสารที่ต้องการวิเคราะห์20 เนื่องจากสารกันบูดที่ต้องการสกัดมีความเป็นขั้ว จึงเลือกชนิดไฟเบอร์ที่มีความมี
ขั้วเพ่ือให้สามารถสกัดสารประเภทที่มีขั้วได้ โดยไฟเบอร์แต่ละชนิดมีคุณสมบัติความเป็นขั้วที่ไม่เท่ากัน จากรูป
ที่ 3.3 พบว่าไฟเบอร์ที่มีประสิทธิภาพในการสกัดกรดเบนโซอิกได้ดีที่สุดคือ PA  ส่วนไฟเบอร์ท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการสกัดกรดซอร์บิกได้ดีที่สุด คือ CAR/PDMS อย่างไรก็ตาม การสกัดกรดเบนโซอิกด้วย SPME fiber 
CAR/PDMS ให้ประสิทธิภาพในการสกัดต่ ากว่า PA เล็กน้อย ในขณะที่การสกัดกรดซอร์บิกด้วย CAR/PDMS  
มีประสิทธิภาพในการสกัดที่ดีกว่า PA อย่างเห็นได้ชัด ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือกไฟเบอร์ท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการสกัดที่ดีทั้งกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก จึงเลือกใช้ไฟเบอร์ชนิด CAR/PDMS ในการศึกษาภาวะที่
เหมาะสมต่อไป 
 นอกจากนี้ในการสกัด HS-SPME สามารถสกัดสารกันบูดกลุ่มกรดอินทรีย์ได้เพียงสองชนิด คือกรด
เบนโซอิก และกรดซอร์บิก แต่ไม่สามารถตรวจพบกรดโพรพิโอนิกได้ เนื่องจากการสกัดด้วยเทคนิค HS-SPME 
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สามารถสกัดสารได้ปริมาณน้อย และความไวในการตรวจวัดกรดโพรพิโอนิกด้วยเทคนิค HPLC-UV  ค่อนข้าง
ต่ า พิจารณาได้จากกราฟมาตรฐานในรูปที่ 3.3 ที่ช่วงความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกรดโพรพิโอนิกสูง
กว่ากรดเบนโซอิก และกรดซอร์บิกมากท าให้ไม่สามารถเห็นสัญญาณของการสกัดกรดโพรพิโอนิกด้วย HS-
SPME ดังนั้นในการศึกษาปัจจัยอื่นๆ ของ การสกัดสารกันบูดด้วยเทคนิค HS-SPME จะพิจารณาจาก
ประสิทธิภาพการสกัดของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกเท่านั้น 
 

3.2.2    อุณหภูมิที่ใช้ในการสกัด  
 

0
5

10
15
20
25
30

30 40 50 60 70 80 90

Pe
ak

 a
re

a 
(a

m
u)

Tempurature (°C)

Benzoic acid

Sorbic acid

 
 

รูปที่ 3.4 ผลของอุณหภูมิที่ใช้ต่อประสิทธิภาพการสกัดสารกันบูดกลุ่มกรดอินทรีย์ด้วยเทคนิค HS-SPME 
 

จากรูปที่ 3.4 พบว่าเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิของการสกัดจาก 40 องศาเซลเซียสเป็น 50 องศาเซลเซียส
ประสิทธิภาพในการสกัดกรดซอร์บิกจะเพ่ิมข้ึน ส่วนประสิทธิภาพในการสกัดกรดเบนโซอิกลดลงเล็กน้อย แต่
เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการสกัดเป็น 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ตามล าดับ พบว่าประสิทธิภาพในการสกัดทั้ง
กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกจะลดลง จึงเลือกอุณหภูมิที่ท าให้มีประสิทธิภาพในการสกัดได้ทั้งกรดเบนโซอิก
และกรดซอร์บิกดีที่สุด คือ 50 องศาเซลเซียส เนื่องจากการเพิ่มอุณหภูมิในการสกัดจะช่วยให้สารเข้าสู่สมดุล
การแพร่ระหว่างสถานะของเหลวและสถานะแก็สในขวดสีชาได้ดีขึ้น ท าให้เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิจาก 40 เป็น 50 
องซาเซลเชียส มีประสิทธิภาพในการสกัดดีข้ึน เพราะสารมีการย้ายมาอยู่ในสถานะแก็สมากขึ้น จึงสามารถดูด
ซับบนไฟเบอร์ได้มากข้ึน แต่เมื่อเพ่ิมอุณภูมิในการสกัดเป็นเป็น 60 70 และ 80 องศาเซลเซียสพบว่า
ประสิทธิภาพกลับลดลงอย่างเห็นได้ชัด เนื่องมาจากมีไอน้ ามาเกาะที่ไฟเบอร์ SPME ท าให้ไฟเบอร์ SPME ดูด
ซับสารที่ต้องการวิเคราะห์ (กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก) ลดลง เป็นผลให้ประสิทธิภาพของการสกัดสาร
ลดลง  
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3.2.3 เวลาที่ใช้ในการสกัด 
 

 
 

รูปที่ 3.5 ผลของเวลาที่ใช้ต่อประสิทธิภาพการสกัดสารกันบูดกลุ่มกรดอินทรีย์ด้วยเทคนิค HS-SPME 
  

จากการทดลอง ศึกษาระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดท่ี 30, 40, 50 และ 60 นาที ตามรูปที่ 3.5 พบว่า
ประสิทธิภาพในการสกัดจะเพ่ิมข้ึนเมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการสกัดจาก 30 เป็น 40 นาท ี แต่เมื่อเพ่ิมระยะเวลา
ในการสกัดเป็น 50 และ 60 นาท ี ประสิทธิภาพในการสกัดกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกไม่เปลี่ยนแปลงจึง
เลือกระยะเวลาในการสกัดที่ท าให้มีประสิทธิภาพในการสกัดได้ทั้งกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิกดีที่สุด คือ 40 
นาท ี เพราะเป็นเวลาที่สารเข้าสู่สมดุลระหว่างสถานะของเหลวกับสถานะเเก็สในขวดสีชาแล้วท าให้แม้จะเพ่ิม
ระยะเวลาในการสกัด สารที่ดูดซับบนไฟเบอร์จึงมีปริมาณไม่ต่างจากเดิม ดังนั้นจึงเลือกที่ระยะเวลาในการสกัด
ที่ให้ประสิทธิภาพการสกัดดีที่สุดแต่ใช้เวลาน้อยที่สุด 
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3.2.4 การเติมเกลือ 
 

 
 

รูปที่ 3.6 ผลของเกลือต่อต่อประสิทธิภาพการสกัดสารกันบูดกลุ่มกรดอินทรีย์ด้วยเทคนิค HS-SPME 
จากการทดลอง ศึกษาการเติมเกลือที่ปริมาณต่างๆ ตามรูปที่ 3.6 พบว่าเมื่อเติมเกลือเพ่ิมมากข้ึนจะ

ท าให้ประสิทธิภาพในการสกัดเพ่ิมมากข้ึน เนื่องจากการเติมเกลือมีส่วนช่วยท าให้ค่า ionic strength ของ
สารละลายเพ่ิมมากขึ้น ส่งผลให้สารที่ต้องการวิเคราะห์ละลายในน้ าได้ลดลง จึงสามารถเปลี่ยนจากสถานะ
ของเหลวไปสถานะของแก็สได้มากขึ้น เป็นผลท าให้สารถูกดูดซับที่ SPME fiber มากขึ้น ประสิทธิภาพในการ
สกัดจึงดีขึ้น โดยปริมาณเกลือที่เหมาะสมที่สุดคือ 4 กรัม เพราะให้ประสิทธิภาพในการสกัดดีที่สุด แต่เมื่อเติม
เกลือปริมาณ 5 กรัม พบว่าประสิทธิภาพในการสกัดลดลง อาจเนื่องมาจากเกลือที่เติมลงไปละลายไม่หมดและ
ส่งผลกระทบต่อการแพร่ของสารจากสถานะของเหลวไปสถานะแก๊สในขวดสีชาจึงท าให้ประสิทธิภาพการสกัด
ลดลง 
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จากการศึกษาผลของปัจจัยต่างๆ ในหัวข้อ 3.2.1-3.2.4 ได้แก่ ชนิดของไฟเบอร์ อุณหภูมิที่ใช้ในการ
สกัด เวลาที่ใช้ในการสกัดและการเติมเกลือ ได้ภาวะการสกัดสารกันบูดด้วยเทคนิค HS-SPME ที่มี
ประสิทธิภาพดีที่สุด ดังตารางที่ 3.1 และจากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมด้วยกรดเบนโซอิกและ
กรดซอร์บิก 50 มิลลิกรัมต่อลิตร กรดโพรพิโอนิก 500 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ท าการสกัดแบบการสกัดระดับ
จุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปสด้วยเทคนิค HPLC ไดโ้ครมาโทแกรมของการสกัดดังรูปที่ 3.7 
ตารางที่ 3.1  ภาวะที่เหมาะสมในการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส (HS-SPME) 
 

 

 
 

รูปที่ 3.7  โครมาโทแกรมของการสกัดสารละลายมาตรฐานกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก 50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
กรดโพรพิโอนิก 500 มิลลิกรัมต่อลิตรที่ด้วยเทคนิค HS-SPME ที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร 
หมายเหตุ ท าการสกัดแบบการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส ( HS-SPME ) โดยใช้ภาวะ
ที่เหมาะสม ดังตารางที่ 3.1 
 
 
 
 

ปริมาตรสารตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร 

ความเป็นกรด-เบสของสารตัวอย่าง ในสภาวะ 0.05 โมลาร์ H2SO4 

ชนิดของไฟเบอร์ SPME 85 µm Carboxen/polydimethylsiloxane  
(CAR/PDMS) 

อุณหภูมิในการสกัด 50 องศาเซลเซียส 

เวลาที่ใช้ในการสกัด 40 นาที 

ปริมาณเกลือ Na2SO4 ที่เติม 4 กรัม 

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

ปริมาตรตัวชะ 0.7 มิลลิลิตร 

ระยะเวลาในการชะไฟเบอร์ SPME 5 นาที 
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บทที่ 4 
สรุปผลการทดลอง 

 

 จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก 50 มิลลิกรัมต่อ
ลิตรและกรดโพรพิโนอิก 500 มิลลิกรัมต่อลิตรด้วยเทคนิค HPLC-UV พบว่า สามารถแยกสารทั้งสามชนิดได้
โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่คือ เมทานอล ต่อ อะซิเตตบัฟเฟอร์ pH 4.5 ในอัตราส่วน 55:45 และความยาวคลื่นที่
ใช้ในการวิเคราะห์กรดโพรพิโอนิก คือ 205 นาโนเมตร  ส่วนกรดเบนซิกอิกและกรดซอร์บิก คือ 230 นาโน
เมตร  เมื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์กรดโพรพิโอนิก กรดเบนโซอิก และกรดซอร์บิก โดยการสกัด
ระดับจลุภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส (HS-SPME) และเทคนิค HPLC  ได้แก่ ชนิดของ SPME fiber 
อุณหภูมิที่ใช้ในการสกัด เวลาที่ใช้ในการสกัด และการเติมเกลือ พบว่า ชนิดของไฟเบอร์ท่ีให้ประสิทธิภาพดี
ที่สุด คือ CAR/PDMS เนื่องจากกรดอินทรีย์ทั้ง 3 ชนิดเป็นสารมีขั้ว จึงสามารถสกัดได้ดีเมื่อใช้ SPME fiber ที่
มีข้ัว ส่วนอุณหภูมิทีเ่หมาะสมในการสกัดคือ 50 องศาเซลเซียส เนื่องจากจะช่วยให้สารเข้าสู่สมดุลการแพร่
ระหว่างสถานะของเหลวและสถานะแก็สในขวดได้ดีขึ้น ส่วนเวลาที่ใช้ในการสกัดท่ีเหมาะสมคือ 40 นาท ี
เนื่องจากเป็นระยะเวลาในการสกัดน้อยที่สุดทีม่ีการเข้าสู่สมดุลระหว่างสถานะของเหลวและแก็ส ส่วนการเติม
เกลือโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส เพ่ือเพ่ิมค่า ionic strength ของสารละลาย ซึ่งช่วยให้สารระเหยจากสถานะ
ของเหลวไปสู่สถานะแก๊สได้มากข้ึน ได้ประสิทธิภาพการสกัดดีท่ีสุดเมื่อเติมเกลือ 4 กรัม จากการศึกษาพบว่า
ทั้ง 4 ปัจจัยนี้มีผลต่อประสิทธิภาพการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส (HS-SPME) 
ทั้งหมด โดยภาวะการสกัดที่เหมาะสมเป็นดัง ตารางที่ 3.1  
 เนื่องด้วยระยะเวลาในการท างานวิจัยที่จ ากัด  ทั้งในเรื่องของเครื่องมือ สารเคมี และการทดลองที่
ผิดพลาดท าให้ผู้ท าวิจัยไม่ได้ศึกษาปัจจัยอ่ืนที่มีผลต่อการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส 
(HS-SPME) เช่น การเติมกรด ปริมาณสารละลายที่ใช้ชะ เวลาในการชะสารที่ต้องการวิเคราะห์ เป็นต้น 
รวมทั้งปัญหาจากการทดลองท าให้ไม่สามารถสกัดกรดโพรพิโอนิกออกมาพร้อมกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิก
ได้ และควรได้ทดลองกับสารตัวอย่างจริง เช่น เครื่องดื่มด้วย 
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ภาคผนวก 
 

ตารางที่ ก.1 ผลการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส (HS-SPME) โดยไฟเบอร์ SPME ที่แตกต่างกัน 4 ชนิด 

ชนิดของ 
ไฟเบอร์ SPME 

พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดเบน
โซอิก (amu) Average SD % RSD 

พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดซอร์บิก 
(amu) average SD % RSD 

1 2 3 1 2 3 

PA 12.80 15.40 12.80 13.67 ±1.50 11.0 15.40 15.60 7.20 12.73 ±4.79 37.6 

CAR/PDMS 9.00 11.26 8.90 9.72 ±1.33 13.7 21.00 21.70 25.90 22.87 ±2.65 11.6 

 PDMS/DVB 10.30 11.10 12.60 11.33 ±1.17 10.3 12.10 13.20 14.60 13.30 ±1.25 9.42 

CAR/DVB/PDMS 5.55 6.04 9.39 7.00 ±2.09 29.8 10.12 12.44 11.79 11.45 ±1.20 10.4 

 

หมายเหตุ 
ภาวะการสกัด HS-SPME : ปริมาตรสารตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร, ความเข้มข้นของสารที่สกัด 50 มิลลิกรัมต่อลิตร, ความเป็นกรด-เบสของสารตัวอย่างในสภาวะ 0.05 โมลาร์ 
H2SO4, อุณหภูมิในการสกัด 50 องศาเซลเซียส, เวลาที่ใช้ในการสกัด 40 นาที, ปริมาณเกลือ Na2SO4 ที่เติม 2 กรัม 
 

 

 
2

4 
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ตารางที่ ก. 2 ผลการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส (HS-SPME) โดยใช้ไฟเบอร์ชนิด CAR/PDMS และท าการสกัดท่ีอุณหภูมิแตกต่างกัน 

อุณหภูมิ 
พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดเบนโซอิก 

(amu) Average SD % RSD 
พ้ืนที่ใต้กราฟของกรดซอร์บิก 

(amu) average SD % RSD 
1 2 3 1 2 3 

40 11.60 14.50 6.50 10.87 ±4.05 37.3 17.90 16.80 17.36 17.35 ±0.55 3.2 
50 9.00 11.26 8.90 9.72 ±1.33 13.7 21.00 21.70 25.90 22.87 ±2.65 11.6 
60 7.00 6.50 6.90 6.80 ±0.26 3.9 14.70 14.00 12.40 13.70 ±1.18 8.6 
70 6.30 6.30 6.30 6.30 0 0 13.10 12.20 13.30 12.87 ±0.59 4.6 
80 5.25 5.30 5.03 5.20 ±0.14 2.8 8.40 8.80 7.70 8.30 ±0.56 6.7 

 

หมายเหตุ 
ภาวะการสกัด HS-SPME : ปริมาตรสารตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร, ความเข้มข้นของสารที่สกัด 50 มิลลิกรัมต่อลิตร, ความเป็นกรด-เบสของสารตัวอย่างในสภาวะ                    
0.05 โมลาร์ H2SO4, ไฟเบอร์ที่ใช้ในการสกัด คือ 85 µm Carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS),  เวลาที่ใช้ในการสกัด 40 นาท,ี ปริมาณเกลือ Na2SO4 ที่
เติม 2 กรัม 
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ตารางที่ ก.3 ผลการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส  (HS-SPME) โดยใช้ไฟเบอร์ชนิด CAR/PDMS ท าการสกัดท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และใช้
ระยะเวลาในการสกัดที่แตกต่างกัน 
 
เวลาใน
การสกัด 

พ้ืนที่ใต้กราฟกรดเบนโซอิก 
(amu) average SD % RSD 

พ้ืนที่ใต้กราฟกรดซอร์บิก 
(amu) average SD % RSD 

1 2 3 1 2 3 
30 11.80 10.20 10.30 10.77 ±0.90 8.3 22.10 22.40 22.10 22.20 ±0.17 0.8 
40 14.10 10.10 10.30 11.50 ±2.25 19.6 25.70 29.60 24.60 26.63 ±2.63 9.87 
50 12.90 11.70 13.40 12.67 ±0.87 6.9 26.70 26.10 25.90 26.23 ±0.42 1.6 
60 16.50 9.40 12.40 12.77 ±3.56 27.9 25.20 20.50 31.40 25.70 ±5.47 21.3 

 
 
หมายเหตุ  
ภาวะการสกัด HS-SPME : ปริมาตรสารตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร, ความเข้มข้นของสารที่สกัด 50 มิลลิกรัมต่อลิตร, ความเป็นกรด-เบสของสารตัวอย่างในสภาวะ 0.05      โม
ลาร์ H2SO4, ไฟเบอร์ที่ใช้ในการสกัด คือ 85 µm Carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS),  อุณหภูมิในการสกัด 50 องศาเซลเซียส, ปริมาณเกลือ Na2SO4 ที่
เติม 2 กรัม 
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ตารางที่ ก. 4 ผลการสกัดระดับจุลภาคด้วยวัฏภาคของแข็งแบบเฮดสเปส(HS-SPME) ใช้ไฟเบอร์ชนิด CAR/PDMS ท าการสกัดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้ระยะเวลา
ในการสกัด 40 นาที โดยเติมปริมาณเกลือที่แตกต่างกัน 
 
ปริมาณ
เกลือ 
(กรัม) 

พ้ืนที่ใต้กราฟกรดเบนโซอิก 
(amu) average SD % RSD 

พ้ืนที่ใต้กราฟกรดซอร์บิก (amu) 
average SD % RSD 

1 2 3 1 2 3 
1 5.17 8.80 12.60 8.86 ±3.72 42.0 13.40 24.90 33.00 23.77 ±9.85 41.4 
2 8.90 10.10 11.26 10.09 ±1.18 11.7 25.90 29.60 21.70 25.73 ±3.95 15.4 
3 15.40 17.12 21.60 18.04 ±3.20 17.7 40.60 48.88 55.10 48.19 ±7.27 15.1 
4 24.30 16.80 19.37 20.16 ±3.81 18.9 59.76 46.10 55.00 53.62 ±6.94 12.9 
5 16.09 25.63 16.20 19.30 ±5.48 28.4 44.44 61.40 39.40 48.41 ±11.53 23.8 

 
หมายเหตุ 
ภาวะการสกัด HS-SPME : ปริมาตรสารตัวอย่าง 10 มิลลิลิตร, ความเข้มข้นของสารที่สกัด 50 มิลลิกรัมต่อลิตร, ความเป็นกรด-เบสของสารตัวอย่างในสภาวะ 0.05  
โมลาร์ H2SO4, ไฟเบอร์ที่ใช้ในการสกัด คือ 85 µm Carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS),  อุณหภูมิในการสกัด 50 องศาเซลเซียส, เวลาที่ใช้ในการสกัด 40 
นาที 
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