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 This research has developed an analytical method for simultaneously determining two preservatives, 
namely benzoic acid and sorbic acid, in salad cream and mayonnaise by high performance liquid 
chromatography (HPLC). The chromatographic separation was performed on a Hypersil GOLD  
(5 micrometers, ID 4.6 mm, length 150 mm) column with gradient elution of 0.02 M aqueous KH2PO4  
(pH 5) and acetonitrile with a 1.0 mL/min flow rate and UV detection at 220 nm. For both benzoic acid and 
sorbic acid, the limit of quantification (LOQ) was 0.02 mg/L, whereas the limits of detection (LOD) were 
0.007 and 0.006 mg/L, respectively. Excellent linearity (R2 > 0.9997) was obtained over the concentration 
range of 0.02-100 mg/L. The high accuracy of two compounds was presented by % recovery. While the  
% recovery of benzoic acid and sorbic acid in the salad cream sample was in the range of 89.6–99.4% 
and 90.6–98.3%, respectively, the % recovery of benzoic acid and sorbic acid in the mayonnaise sample 
was in the range of 99.4-104.3% and 101.3-103.9%, respectively. For benzoic acid and sorbic acid in salad 
cream samples, the repeatability (intra-day) values were 0.1%, and the intermediate precision  
(in 3 days) values were 0.2%. In addition, benzoic acid and sorbic acid in mayonnaise samples had 
repeatability (intra-day) values of 0.1% and intermediate precision (in 3 days) values of 0.2%. For the 
sample preparation method, the study indicates that dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) can 
reduce matrix interferences better than liquid-liquid extraction (LLE) does. The matrix effect evaluated by 
one-way analysis of variance (ANOVA) from DLLME was significantly different at the 95% confidence level 
compared with that from LLE. The advantages of DLLME also include environmental friendliness by 
reducing the amount of organic solvent used, simple extraction, low cost, and time efficiency. 
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บทคดัย่อ 

งานวจิยัน้ีได้พฒันาวธิกีารทดสอบวตัถุกนัเสยีสองชนิดในคราวเดยีวกนั ไดแ้ก่ กรดเบนโซอิกและกรดซอรบ์ิค ที่มอียู่ใน
สลดัครมีและมายองเนสด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ร่วมกบัตวัตรวจวดัชนิดยูววีสิซเิบลิ ที่ความยาวคลื่น 
220 นาโนเมตร คอลมัน์รเีวสิรเ์ฟสทีใ่ชแ้ยกคอื Hypersil GOLD ความยาว 150 มลิลเิมตร ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 4.6 มลิลเิมตร
และขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร เฟสเคลื่อนที่ผสมระหว่างสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 0.02  
โมลารใ์นน ้า (pH 5) และอะซโิตไนไตรล ์อตัราการไหลเฟสเคลื่อนที ่1 มลิลลิติรต่อนาทใีนสภาวะกราเดยีนท ์วธิดีงักล่าวมขีดีจ ากดั
ในการตรวจพบส าหรบักรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิค คอื 0.007 และ 0.006 มลิลิกรมัต่อลิตรตามล าดบั และขดีจ ากดัในการวดั 
เชงิปรมิาณส าหรบักรดเบนโซอกิและกรดซอรบ์คิมคี่าเท่ากนั คอื 0.02 มลิลกิรมัต่อลติร ช่วงการตอบสนองความเป็นเส้นตรงอยู่
ในช่วง 0.02-100 มิลลิกรมัต่อลิตร ค่า R2 มากกว่า 0.9997 มีความแม่นแสดงด้วยค่าร้อยละการคืนกลบัโดยกรดเบนโซอิกและ 
กรดซอรบ์คิในตวัอย่างสลดัครมีอยู่ในช่วง 89.6-99.4% และ 90.6-98.3%  และในตวัอยา่งมายองเนสอยูใ่นช่วง 99.4-104.3% และ 
101.3-103.9% ตามล าดบั และความเทีย่งพจิารณาคา่ Repeatability (intra-day) และ Intermediate precision (in 3 days) แสดง
ดว้ยคา่รอ้ยละคา่เบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์โดยคา่ Repeatability (intra-day) ของกรดเบนโซอกิและกรดซอรบ์คิในตวัอยา่งสลดั
ครมี คอื 0.1 % และค่า Intermediate precision (in 3 days) ของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บคิในตวัอย่างสลดัครมี คอื 0.2 %  
ค่า Repeatability (intra-day) ของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิคในตัวอย่างมายองเนส คือ 0.1 % และค่า Intermediate 
precision (in 3 days) ของกรดเบนโซอกิและกรดซอรบ์ิคในตวัอย่างมายองเนส คอื 0.2 % การศกึษาพบว่าการเตรยีมตวัอย่าง
ดว้ยการสกดัระดบัจุลภาคดว้ยของเหลวแบบกระจาย (DLLME) สามารถลดผลรบกวน Matrix effect ไดด้กีว่าเทคนิคการเตรยีม
ตวัอย่างด้วยวธิกีารสกดัด้วยเฟสของเหลว (LLE) จากการเปรยีบเทียบค่าทางสถิติด้วยการวเิคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 
(ANOVA) พบวา่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิี่ระดบัความเชื่อมัน่ 95 % คณุประโยชน์อื่น ๆ ของเทคนิคการเตรยีม
ตวัอย่างด้วยการสกดัระดบัจุลภาคด้วยของเหลวแบบกระจายยงัรวมถึงการมคีวามเป็นมติรต่อสิง่แวดล้อมโดยการลดปรมิาณ  
การใชต้วัท าละลายอนิทรยี ์มขี ัน้ตอนการสกดังา่ย ราคาถูกและใชเ้วลาน้อย 

ค าส าคญั: โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู, กรดเบนโซอคิ, กรดซอรบ์คิ, อาหารทีม่ไีขมนัเป็นองคป์ระกอบ 

1. บทน า 

วตัถุเจอืปนอาหารใช้เจอืปนอาหารเพื่อประโยชน์
ทางเทคโนโลยกีารผลติ การแต่งสอีาหาร การปรุงแต่งกลิน่ 
รส การบรรจุ การเก็บรกัษา และการขนส่ง จากประกาศ
กระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที ่418 พ.ศ. 2563 เรื่อง วตัถุเจอื
ปนอาหาร (ฉบับที่  2)  (Notification of the Ministry of 
Public Health (No. 418), 2020) ก าหนดให้ต้องใช้ว ัตถุ 
เจอืปนอาหาร หมวดหรอืชนิดอาหารและปริมาณสูงสุดที่
อนุญาตตามที่ก าหนดไว ้ซึ่งปรมิาณดงักล่าวสอดคล้องกบั
ปรมิาณที่คณะกรรมาธกิารอาหารระหว่างประเทศ (Codex 
Alimentarius Commission; Codex) อนุญาตใหน้ ามาใช้ใน
การผลิตอาหารได้ เพราะผ่านการประเมนิความปลอดภยั
ทางพิษวิทยาแล้วว่ามีความเป็นพิษต ่ า โดย The Joint 
FAO/ WHO Expert Committee of Food Additives 
( JECFA)  ไ ด้ ก า หนดค่ า ค ว ามปลอดภัย ไ ว้ เ ป็ น ค่ า 
Acceptable Daily Intake (ADI) ซึ่งเป็นปริมาณที่ร่างกาย
สามารถไดร้บัสารนัน้ต่อวนัโดยไม่ก่อใหเ้กดิผลกระทบใด ๆ 
ต่ อ สุ ขภ าพ  (WHO, 2000)  จ ากป ร ะกาศกร ะท ร ว ง
สาธารณสุขดงักล่าวท าให้ผู้ผลิตด้านอาหารต้องตรวจสอบ
วตัถุกนัเสยี ในส่วนการให้บริการทดสอบวตัถุกนัเสียของ

ส านักเครื่องมือวิทยาศาสตร์และการทดสอบได้ เ ปิด
ใหบ้รกิารแลว้ในตวัอยา่งอาหาร 3 ประเภท คอื ลูกชิน้ ซอส
แป้งและเส้นก๋วยเตี๋ยว (Office of Scientific Instrument 
and Testing, 2023) ขณะเดียวกันมีผู้ประกอบการด้าน
อาหารใหค้วามสนใจทดสอบวตัถุกนัเสยีในอาหารทีม่ไีขมนั
เป็นองคป์ระกอบจงึเป็นทีม่าของการพฒันาวธิกีารสกดัและ
ทดสอบวตัถุกนัเสยีในอาหารดงักล่าว ไดแ้ก่ สลดัครมีและ
มายองเนส 

งานวิจ ัยน้ีจะท าการศึกษาสารมาตรฐานวัตถุ 
กันเสีย 2 ชนิด ได้แก่ กรดเบนโซอิก (Benzoic acid)  
กรดซอร์บิค (Sorbic acid) ในการหาปริมาณของกรด 
เบนโซอิกและกรดซอร์บิคด้วยวิธีการมาตรฐาน AOAC 
(1990) พบว่ามีความยุ่งยากในขัน้ตอนของการสกัดและ
สิ้นเปลืองสารเคมตี่าง ๆ เพราะใช้ปรมิาณมาก ดงันัน้จงึมี
การน าเทคนิคของแก๊สโครมาโตกราฟีมาใช้ ซึ่งพบว่าผล
การหาปริมาณของกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิคด้วย
วิธีการน้ีมีความไว มีความจ าเพาะเจาะจงและมีความ
ถูกต้องสูง (Ferreira et al., 2000) แต่กม็ขีอ้เสยีคอื ต้องใช้
เวลานานในการสกดัและการเตรยีมตวัอย่าง อีกทัง้จะต้อง
เตรียมสารอนุพันธ์ของกรดด้วย (Ferreira et al., 2000) 
เพื่อเป็นการแก้ไขข้อเสียดงักล่าวจึงได้มีการน าเทคนิค 
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โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงมาใช้แล้วพบว่าเป็น
วธิกีารที่ดกีว่าในเรื่องของเวลาในการเตรยีมตวัอย่างที่ส ัน้ลง 
(Ali, 1985) และไม่จ าเป็นต้องเตรยีมสารอนุพนัธ ์(Ferreira 
et al., 2000) 

ก่อนที่จะท าการวิเคราะห์หาปริมาณของกรด 
เบนโซอิกและกรดซอร์บิคด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงจะต้องมกีารเตรยีมสารตวัอย่าง ซึ่ง
วิธีการดัง้เดิมมี 2 วิธี คือ วิธีการสกัดด้วยเฟสของเหลว 
(Liquid-liquid extraction) และวธิกีารสกดัดว้ยเฟสของแขง็ 
(Solid-phase extraction) วิธีการสกัดด้วยเฟสของเหลว
เป็นวธิทีี่มปีระสทิธภิาพส าหรบัการแยกและการเพิม่ความ
เขม้ขน้ (Mota et al., 2003) แต่จ าเป็นต้องใช้ตวัท าละลาย
อินทรยี์ในปรมิาณมากและมหีลายขัน้ตอน เช่น Gören et 
al.  (2015)  สกัดซอสมะเขือ เทศ 20 กรัม  ต้องใช้ตัว 
ท าละลายผสมระหว่างสารละลายแอมโมเนียมอะซิเตตและ 
อะซโิตไนไตลป์รมิาตร 100 มลิลลิติร จากนัน้ผสมดว้ยเครื่อง
ผสมสารละลาย (Vortex mixer) เป็นระยะเวลา 5 นาทแีละ
สกดัดว้ยเทคนิคอลัตรา้โซนิค (Ultrasonic extraction) เป็น
ระยะเวลา 3 นาที ขณะที่  Fuselli et al.  (2012)  ผสม 
เนยแข็ง 2 กรัมด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ผสมระหว่าง
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์และ
สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร์และเมทานอลปริมาตร 30 
มิลลิลิตร จากนั ้นใช้เครื่องปัน่สารให้เป็นเน้ือเดียวกัน 
(Homoginizer) เป็นระยะเวลา 1 นาที สกัดด้วยเทคนิค 
อลัตร้าโซนิคและปัน่เหวี่ยงเพื่อตกตะกอนระยะเวลา 10 
นาท ีส่วนการสกดัดว้ยเฟสของแขง็ในอาหารที่มไีขมนัเป็น
องคป์ระกอบนัน้ พบว่าเป็นวธิทีี่มปีระสทิธภิาพส าหรบัการ
แยกและการเพิ่มความเข้มข้น (Mota et al., 2003) แต่
เทคนิคการสกัดด้วยเฟสของแข็ง ต้องเลือกวัสดุ เฟส
ของแขง็ใหเ้หมาะสม (Techakriengkrai and Surakarnkul, 
2007) และมีค่าใช้จ่ายสูง (Saad et al., 2005) โดยสรุป
ข้อเสียของเทคนิคการสกัดด้วยเฟสของเหลวต้องใช้
สารเคมีปริมาณมากส่งผลให้มีค่าใช้จ่ายในการก าจดัและ
ขอ้เสยีของเทคนิคการสกดัดว้ยเฟสของแขง็มคีา่ใชจ้า่ยสงู 

การวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์หลักที่จะก าจดัข้อเสีย
เหล่าน้ี โดยเทคนิคที่เลือก คอื การสกดัระดบัจุลภาคด้วย
ข อ ง เ ห ล ว แบบก ร ะ จ า ย  (Dispersive liquid -  liquid 
microextraction, DLLME)  ซึ่ ง เ ป็ น เทค นิคการ เตรียม
ตวัอย่างทางเคมวีเิคราะหท์ี่มคีวามเป็นมติรต่อสิง่แวดล้อม
โดยการลดปริมาณการใช้ตวัท าละลายอินทรีย์ มีข ัน้ตอน
การสกดัง่ายราคาถูก (Navakhun, 2015) และใช้เวลาน้อย  
(Mazloomifar and Shiekhi, 2015) และจะท าการศึกษา
กลุ่มอาหารที่มไีขมนัเป็นองคป์ระกอบ ไดแ้ก่ สลดัครมีและ
มายองเนส โดยมีข ัน้ตอนการก าจัดไขมันร่วมด้วย 

นอกจากน้ีงานวิจ ัยท าการเปรียบเทียบการสกัดระดับ
จุลภาคด้วยของเหลวแบบกระจายกับเทคนิคการสกัด
ดัง้เดมิ คอื เทคนิคการสกดัด้วยเฟสของเหลว ก่อนจะท า
การวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงเพื่อให้เห็นถึงข้อดีต่าง ๆ ของการ
สกดัระดบัจุลภาคด้วยของเหลวแบบกระจายดงัที่ได้กล่าว
ไวด้ว้ย 

2. วิธีด าเนินการวิจยั 

2.1 สำรเคม ี

สารมาตรฐานวตัถุกันเสีย 2 ชนิด ได้แก่ กรด 
เบนโซอิกและกรดซอร์บิค (AR grade) จากบริษทั Sigma-
Aldrich ประเทศสหรฐัอเมริกา เตรียมสารลายมาตรฐาน 
แต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 1000 มิลลิกรมัต่อลิตร โดยชัง่
สารมาตรฐานแต่ละชนิดหนัก 10 มิลลิกรัม แล้วปรับ
ปริมาตรด้วยเมทานอลให้ได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
สารละลายมาตรฐานน้ีใช้ส าหรบัการเตรียมสารละลายที่
น า ไปใช้  (working standard solution)  ที่ความเข้มข้น 
ต่าง ๆ โดยใช้ตวัท าละลายเมทานอล ซึ่งจะเตรยีมใหม่ก่อน
ใชทุ้กครัง้ 

สารเคมอีื่น ๆ ได้แก่ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต แอมโมเนียมอะซิเตต สารประกอบซิงคแ์อซีเทต
ไดไฮเดรต (Carrez I) และสารประกอบโพแทสเซียม
เฟอร์โรไซยาไนด์ (Carrez II) เป็นประเภทส าหรับงาน
วเิคราะห์ทางเคมี (AR grade) จากบรษิทั Sigma-Aldrich 
ประเทศสหรฐัอเมรกิา ส าหรบัตวัท าละลายอะซโิตไนไตรล์
เมทานอล เป็นประเภทส าหรบังานโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (HPLC grade) จากบริษัท Merck ประเทศ
สหรฐัอเมรกิา และใช้น ้ากลัน่ปราศจากไอออนส าหรบัการ
เตรยีมสารละลายทุกครัง้ 

2.2 เครือ่งมือและสภำวะของเทคนิคโครมำโทกรำฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู 

 ในการวเิคราะหใ์ช้เครื่องโครมาโทกราฟของเหลว
สมรรถนะสูงของบริษัท Agilent รุ่น 1200 ร่วมกับตัว
ตรวจวดัชนิดยูว-ีวสิซเิบลิ ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร 
คอลมัน์รเีวสิร์เฟสที่ใช้แยกคอื Hypersil GOLD ความยาว 
150 มลิลเิมตร ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 4.6 มลิลเิมตรและ
ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร อุณหภูมิคอลัมน์ 30 องศา
เซลเซียส อตัราการไหล 1 มลิลิลิตรต่อนาที เฟสเคลื่อนที่
ผสม  2 ส่วน ได้แก่ เฟสเคลื่ อนที่ที่  1 คือสารละลาย
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 0.02  
โมลารใ์นน ้า (pH 5) และเฟสเคลื่อนที่ที่ 2 คอือะซโิตไนไตรล์
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ใช้สภาวะกราเดียนท์ดงัน้ี เวลาเริ่มต้น สดัส่วนของเฟส
เคลื่อนที่ที่ 1 สดัส่วน 85% และเฟสเคลื่อนที่ที่ 2 สดัส่วน 
15% คงที่ 3 นาที เวลาที่ 7.5 นาที  เฟสเคลื่อนที่ที่  1 
สดัส่วน 35% และเฟสเคลื่อนที่ที่ 2 สดัส่วน 65% คงที่ 2.5 
นาท ีเวลาที ่13.0 นาท ีเฟสเคลื่อนทีท่ี ่1 สดัสว่น 85% และ
เฟสเคลื่อนที่ที่ 2 สดัส่วน 15% คงที่ 2 นาท ีรวมระยะเวลา 
15 นาท ีปรมิาตรตวัอยา่ง 10 ไมโครลติร 

2.3 กำรเตรยีมตวัอยำ่ง 

2.3.1 กำรสกดัดว้ยเฟสของเหลว 

ใช้กระบวนการสกดัที่ดดัแปลงมาจากงานวจิยัที่
น าเสนอโดย Mota et al. (2003) ดงัมรีายละเอยีดดงัน้ี น า
ตวัอย่างสลดัครมีหรอืมายองเนสน ้าหนัก 0.1 กรมั เจอืจาง
ด้วยตวัท าละลายเฮกเซนปริมาตร 2 มิลลิลิตร สกดัด้วย
สารละลายแอมโมเนียมอะซเิตตความเขม้ขน้ 0.005 โมลาร ์
(pH 4.4) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วจึงปัน่เหวี่ยงเพื่อ
ตกตะกอนที ่2500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ีและกรอง
ดว้ยเมมเบรน 0.22 ไมโครเมตร แลว้ท าการฉีดตวัอย่างเข้า
เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงเพื่อท าการ
วเิคราะหต์่อไป 

2.3.2 กำรสกดัระดบัจุลภำคด้วยของเหลวแบบ
กระจำย ประกอบดว้ยรำยละเอยีด 2 ขัน้ตอน ดงัน้ี 

ขัน้ตอนที่ 1 ขัน้ตอนการก าจดัไขมนั น าตวัอย่าง
สลดัครมีหรอืมายองเนสน ้าหนกั 0.1 กรมัใสข่วดวดัปรมิาตร
ขนาด 10 มลิลลิติร เจอืจางดว้ยน ้าปรมิาตร 3 มลิลลิติร เตมิ
สารประกอบสารประกอบซิงค์แอซีเทตไดไฮเดรตและ
สารประกอบโพแทสเซียมเฟอร์โรไซยาไนด์ ปรบัปรมิาตร

ให้ได้ 10 มิลลิลิตรด้วยน ้ ากลัน่ ผสมให้เข้ากันน าไป 
ปัน่เหวีย่งเพื่อตกตะกอนทีค่วามเรว็รอบ 4000 รอบต่อนาท ี
เป็นเวลา 10 นาที จะได้สารละลายส่วนใสด้านบน น า
สารละลายส่วนใสที่ได้สกัดด้วยเทคนิคการสกัดระดับ
จลุภาคดว้ยของเหลวแบบกระจายต่อไป 

ขัน้ตอนที่ 2 ขัน้ตอนการสกดัระดบัจุลภาคด้วย
ของเหลวแบบกระจาย น าสารละลายส่วนใสที่ได้จาก
ขัน้ตอนที่ 1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรปรับ pH 4 ด้วย กรด
ไฮโดรคลอรกิ 0.7 โมลาร ์เตมิโซเดยีมคลอไรด์ผสมให้เข้า
กนัและตัง้ทิ้งไว ้30 นาท ีเตมิตวัท าละลายสกดั (ไดคลอโร
มเีทนปรมิาตร) และตวัท าละลายช่วยกระจายผสมใหเ้ข้ากนั
ทันทีด้วย Vortex mixer ระยะเวลา 10 นาที น าไปปั ่น
เหวี่ยงเพื่อแยกเฟสที่ความเร็วรอบ 4000 รอบต่อนาที 
ระยะเวลา 10 นาท ีขัน้ตอนน้ีชัน้ของตวัท าละลายสกดัและ
ตวัท าละลายช่วยกระจายเกิดการแยกชัน้อยู่ส่วนบนของ
สารสกดั (ชัน้ของตวัท าละลายอินทรีย์) น าเฉพาะชัน้ของ 
ตัวท าละลายอินทรีย์ที่ แ ยกชั ้นส่ วนบนระ เหยด้ว ย 
แก๊สไนโตรเจน และปรบัปริมาตรสุดท้ายด้วยเมทานอล
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และกรองด้วยเมมเบรน 0.22 
ไมโครเมตร แล้วท าการฉีดตวัอย่างเข้าเครื่องโครมาโทกราฟ
ของเหลวสมรรถนะสงูเพื่อท าการวเิคราะหต์่อไป 

ประสทิธภิาพการสกดัระดบัจลุภาคดว้ยของเหลว
แบบกระจาย พิจารณาได้จากค่าการเพิ่มความเข้มข้น 
(enrichment factor, EF) และคา่รอ้ยละการคนืกลบัของการ
สกดั (extraction recovery, ER) ซึ่งสามารถค านวณได้ดงั
สมการ (1) และ (2) ตามล าดับ (Rezaee et al. , 2006)  
ถา้คา่ EF และ ER มคีา่สงู แสดงวา่เป็นวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพ
ของการสกดัสงู 

 
                                                                  Enrichment factor = C sed                                  สมการ (1) 
                                                                                               C 0      

                                      Extraction recovery = n sed  100 = Csed  Vsed  100      สมการ (2) 
                                                                     n 0                C 0  V aq                          

โดยที่ C sed  คอื ความเขม้ขน้ของสารที่สนใจในเฟสสกดั 
C 0     คอื ความเขม้ขน้ของสารที่สนใจในตวัอยา่ง 
n sed  คอื ปรมิาณสารทีส่นใจในเฟสสกดั 
n 0       คอื ปรมิาณสารทีส่นใจในตวัอยา่ง 
Vsed  คอื ปรมิาตรของเฟสสกดั 
Vaq   คอื ปรมิาตรของสารละลายในตวัอย่าง 
 

การศกึษาปัจจยัต่อประสทิธภิาพการสกดัของเทคนิคการสกดัระดบัจลุภาคดว้ยของเหลวแบบกระจายแสดงในตารางที ่1 
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Table 1  Level values of the factors used for DLLME optimization 
Factor No. Name Level value / Types of solvent 

1 Amount of Carrez I (g) 0.45, 0.60, 0.75  
Amount of Carrez II (g) 0.45, 0.60, 0.75  
Amount of NaCl salt (g) 0.65, 0.75, 0.85  

2 Dispersive solvent Acetone / Methanol / Ethanol/ Acetonitrile 
3 Extracting time (min) 5, 10, 15  

Extracting solvent Chloroform / Dichloromethane 
4 Dispersive solvent volume (mL) 0.65, 0.75,0.85,0.95,1.05,1.15  
5 Extracting solvent volume (L) 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500  

 
2.4 กำรตรวจสอบควำมใชไ้ดข้องวธิ ี

การตรวจสอบความใช้ได้ของวธิปีระกอบด้วย 2 
การตรวจสอบ ไดแ้ก่ (1) การตรวจสอบเหมาะสมของระบบ 
(System suitability) และ (2) การตรวจสอบความใชไ้ดข้อง
วิธีที่พฒันาขึ้น ในส่วนของการตรวจสอบเหมาะสมของ
ระบบ จะใช้สารมาตรฐานของกรดเบนโซอิกและกรด 
ซอร์บิคที่ความเข้มข้น 10 มลิลิกรมัต่อลิตร โดยใช้สภาวะ
ดงัที่ได้กล่าวไว้ในหวัข้อที่ 2 ซึ่งพารามเิตอร์ที่ศึกษาได้แก่ 
capacity factor ( k’ ) , selectivity () , resolution (Rs) , 
tailing factor, plate number (N), และ injection precision  

ในส่วนของการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่
พัฒนาขึ้ น จ ะพิจ า รณา  5 คุณลักษณะ เฉพา ะ ดัง น้ี 
(1) ขีดจ ากัดในการตรวจพบ (2) ขีดจ ากัดในการวดัเชิง
ปรมิาณ (3) ช่วงการตอบสนองความเป็นเสน้ตรง (4) ความ
แม่น  และ  (5)  ความ เที่ ย ง โดยท าการศึกษาทั ้งค่ า 
Repeatability ( intra-day)  แ ล ะ  Intermediate precision  
(in 3 days) รายละเอยีดของแต่ละคณุลกัษณะมดีงัน้ี 

2.4.1 ขดีจ ำกดัในกำรตรวจพบ 

เป็นค่าที่ได้จากการวิเคราะห์สารมาตรฐานที่
ความเขม้ขน้ต ่า ๆ 3 ซ ้า แลว้ค านวณจากสูตร 3.3/S โดย 
 คอื ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานและ S  คอื ค่าความชนัของ
เ ส้น โ ค้ ง ก า รสอบ เที ยบ  ( ICH Harmonised Tripartite 
Guideline, 2005) จากนัน้เตรยีมสารมาตรฐานกรดเบนโซอิก 
กรดซอร์บิคให้มคีวามเข้มข้นเท่ากบัขดีจ ากดัในการตรวจ
พบ วิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงและวัดค่าอัตราส่วนสัญญาณต่อสัญญาณ
รบกวนใหไ้ด ้3:1 

2.4.2 ขดีจ ำกดัในกำรวดัเชงิปรมิำณ 

เป็นค่าที่ได้จากการวิเคราะห์สารมาตรฐานที่
ความเข้มข้นต ่ า ๆ 3 ซ ้า แล้วค านวณจากสูตร 10/S 
(ICH, 2005) จากนัน้เตรียมสารมาตรฐานกรดเบนโซอิก 
กรดซอรบ์คิใหม้คีวามเขม้ขน้เท่ากบัขดีจ ากดัในการวดัเชิง
ปริมาณ วิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงและวัดค่าอัตราส่วนสัญญาณต่อสัญญาณ
รบกวนใหไ้ด ้10:1 

2.4.3 ช่วงกำรตอบสนองควำมเป็นเสน้ตรง 

ก าหนดช่วงความเข้มข้นของกรดเบนโซอิก  
กรดซอร์บิค  ในช่ ว ง  0.02-100.0 มิลลิก รัมต่ อ ลิ ต ร  
เตรยีมสารมาตรฐาน 8 ระดบัความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 0.02, 0.1, 
0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50.0 และ  100.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
วเิคราะหด์ว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ความเขม้ขน้ละ 2 ซ ้า สรา้งกราฟมาตรฐานระหว่างพื้นที่พคี
และความเข้มข้นสารมาตรฐาน โดยค่าสัมประสิทธิ ์
สหสมัพนัธข์องกราฟมาตรฐานต้องมคี่าไม่น้อยกว่า 0.995 
(ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005) 

2.4.4 ควำมแมน่ 

ความแม่นจะศึกษาพารามิเตอร์ของค่าร้อยละ 
การคนืกลบัโดยการเตมิสารมาตรฐานลงในตวัอย่างที่ทราบ
ความเข้มข้นแล้ว 3 ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ชุด 
ได้แก่ 10, 20 และ 30 มลิลิกรมัต่อลิตร วเิคราะห์เทียบกบั
ความเข้มข้นเดมิและคดิเป็นค่าร้อยละการคนืกลบั เกณฑ์
การพิจา รณาอ้ า งอิง จ าก ICH Harmonised Tripartite 
Guideline (2005); AOAC (2019) 

2.4.5 ควำมเทีย่ง 

ความเที่ยงศึกษา 2 พารามิเตอร์ Repeatability 
( intra- day)  แ ล ะ  Intermediate precision ( in 3 days)  
Repeatability (intra-day) ศกึษาโดยการวเิคราะห์ตวัอย่าง 
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6 ชุด ภายในวันเดียวกัน และ Intermediate precision  
(in 3 days) ศกึษาโดยการวเิคราะหต์วัอย่างเดยีวกนัที่เวลา
ต่างกนั 3 วนั รายงานค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการ
วิเคราะห์ในรูปของร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์
และเลือกศึกษาสารประกอบที่ตรวจพบอยู่ในตวัอย่างแล้ว
เท่านัน้ เกณฑ์การพิจารณาอ้างอิงจาก ICH Harmonised 
Tripartite Guideline (2005); AOAC (2019) 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ผล 

3.1 สภำวะกำรแยกทีเ่หมำะสมของเทคนิคของเหลว 
โครมำโทกรำฟีสมรรถนะสงู 

 เมื่อท าการศึกษาการแยกสารละลายของสาร
มาตรฐานทัง้ 2 ชนิดได้แก่ กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิค  
ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิกรมัต่อลิตร โดยใช้เฟสเคลื่อนที่
ผสมระหว่างเฟสเคลื่อนที่ที่ 1 คอืสารละลายโพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ในน ้ า  
(pH 5) และเฟสเคลื่อนที่ที่ 2 คอือะซิโตไนไตรล์ใช้สภาวะ
กราเดยีนท์ ดงัน้ี เวลาเริม่ต้น สดัส่วนของเฟสเคลื่อนที่ที่ 1 
สัดส่วน 85% และเฟสเคลื่อนที่ที่ 2 สัดส่วน 15% คงที่  
3 นาที เวลาที่ 7.5 นาที  เฟสเคลื่อนที่ที่ 1 สดัส่วน 35% 
และเฟสเคลื่อนที่ที่ 2 สดัส่วน 65% คงที่ 2.5 นาที เวลาที่ 
13.0 นาท ีเฟสเคลื่อนทีท่ี ่1 สดัสว่น 85% และเฟสเคลื่อนที่
ที่ 2 สดัส่วน 15% คงที่ 2 นาที รวมระยะเวลา 15 นาที 

พบวา่สารมาตรฐานกรดเบนโซอกิและซอรบ์คิแยกออกจาก
กนัไดเ้ป็นอยา่งด ี(คา่ Rs > 2 ) โดยทีก่รดเบนโซอกิแยกได้
ล าดบัทีแ่รกทีเ่วลารเีทนชนั 7.051 นาท ีกรดซอรบ์คิแยกได้
ล าดับที่ 2 ที่เวลา 9.424 นาที ค่าการแยกระหว่างกรด 
เบนโซอกิและกรดซอรบ์ิคเท่ากบั  4.4 ซึ่งค่า Rs > 2 ตาม
เกณฑ์อ้างอิง (CDER, 1994) นอกจากน้ีค่าพารามิเตอร์ 
System suitability อื่น ๆ ที่ได้ผ่านเกณฑ์ดงัน้ี ค่า Tailing 
factor กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิค มีค่า 0.960 และ 
0.831 ตามล าดบั (เกณฑ์ CDER (1994) ก าหนด Tailing 
factor < 2) ค่า Plates number กรดเบนโซอิกและกรด 
ซอร์บิค มคี่า 5164 และ 7644 ตามล าดบั (เกณฑ์ CDER 
(1994)  ก าหนด Plates number > 2000)  ค่า  Capacity 
factor กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิค มีค่า 2.1 และ 2.8 
ตามล าดบั (เกณฑ ์CDER (1994) ก าหนด Capacity factor 
> 2) ค่า Injection repeatability กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิค 
มคี่า 0.859 และ 0.489 ตามล าดบั (เกณฑ์ CDER (1994) 
ก าหนด Injection repeatability < 1) ซึ่งโครมาโทแกรมที่
ได้มคีวามสอดคล้องกนักบัการศึกษาวตัถุกนัเสยีในหมูยอ 
(Pichai, 2022) จากผลการวเิคราะหจ์ะเหน็ไดว้า่สภาวะการ
แยกทีพ่ฒันาขึน้สามารถแยกกรดเบนโซอกิและกรดซอรบ์ิค
ไดต้ามเกณฑท์ี่ก าหนดสามารถน าไปวเิคราะห์เชิงปรมิาณ
ในตวัอย่างได้ใช้เวลาในการวิเคราะห์ส ัน้ ดงัแสดงให้เห็น
ตวัอยา่งโครมาโทแกรมในภาพที ่1 

 

 
Figure 1  Chromatogram of benzoic acid and sorbic acid from standard (Blue line) salad cream (Green line)  

and mayonnaise (Red line) 
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3.2 สภำวะทีเ่หมำะสมในกำรสกดักรดเบนโซอกิและซอรบ์ิค
ดว้ยเทคนิค DLLME 

3.2.1 ปริมำณทีเ่หมำะสมของสำรประกอบซิงค์
แอซีเทตไดไฮเดรต สำรประกอบโพแทสเซียมเฟอร์โร
ไซยำไนดแ์ละโซเดยีมคลอไรด ์

เทคนิคการสกดัระดบัจุลภาคด้วยของเหลวแบบ
กระจายเป็นการสกัดระบบตัวท าละลาย 3 องค์ประกอบ 
ไดแ้ก่ ตวัท าละลายสกดั ตวัท าละลายช่วยกระจายตวั และ
สารตวัอย่างที่เป็นน ้า ซึ่งตวัท าละลายสกดัจะต้องมคีวาม
หนาแน่นมากกว่าน ้ าและละลายในน ้ าได้เพียงเล็กน้อย  
ตวัท าละลายช่วยกระจายตวัจะต้องท าใหต้วัท าละลายสกดั
เกดิการกระจายตวัเป็นหยดเลก็ ๆ ไดด้ ีและสามารถละลาย
ได้ทัง้ในตัวท าละลายสกัดและตัวอย่าง (Soisungnoen, 
2018) 

นอกจากน้ี การเตมิเกลอืจะท าให้การละลายของ
สารทีต่อ้งการวเิคราะหแ์ละสารอนิทรยีใ์นน ้าลดลงเมื่อความ
แรงไอออนของสารละลาย ( Ionic strength) เพิ่มขึ้นตาม
หลกัของ salting out effect (Navakhun, 2015) และเน่ือง
ดว้ยตวัอย่างที่ศกึษาเป็นอาหารที่มไีขมนัเป็นองคป์ระกอบ 
ทางทมีวจิยัได้น าสารประกอบซงิคแ์อซีเทตไดไฮเดรตและ
สารประกอบโพแทสเซยีมเฟอรโ์รไซยาไนดม์าใช้ในขัน้ตอน
การเตรียมตวัอย่างเพื่อช่วยในการก าจดัไขมนั ความขุ่น
และตกตะกอนโปรตีน ซึ่งจากการศึกษาก่อนหน้าน้ีเลือก
ศึกษาปริมาณสารประกอบซิงค์แอซีเทตไดไฮเดรตและ
สารประกอบโพแทสเซียมเฟอร์โรไซยาไนด์ในช่ วง  

0.45 -  0.75 กรัม  และผลการศึกษาพบว่ าปริม าณ
สารประกอบซิงค์แอซีเทตไดไฮเดรตและสารประกอบ
โพแทสเซยีมเฟอรโ์รไซยาไนดท์ีท่ าใหป้รมิาณวตัถุกนัเสยีมี
ความเขม้ขน้สงูสดุคอืที ่0.45 และ 0.45 กรมัตามล าดบั  

จากตารางที่ 1 ทมีวจิยัออกแบบการทดลองเพื่อ
ศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของปัจจยักลุ่มที่ 1 โดยใช้การ
ทดลอ งแบบลู กบ าศก์  (Cubic Experimental Design)  
มีจ านวนชุดทดลองทัง้หมด 27 ชุดการทดลอง พบว่าชุด
การทดลองที่สกัดกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิคได้
ประสิทธิภาพการสกดัสูงที่สุดคือชุดการทดลองที่ 2 โดย
แสดงความเขม้ขน้เฉลี่ยของกรดเบนโซอกิและกรดซอร์บิค
จากชุดการทดสอบที่ส าคัญในตารางที่ 2 จากผลการ
ทดสอบชุดที่ 2 ใช้สารประกอบซิงค์แอซีเทตไดไฮเดรต 
0.45 กรมั สารประกอบโพแทสเซยีมเฟอรโ์รไซยาไนด ์0.45 
กรัมและโซเดียมคลอไรด์ 0.75 กรัม เน่ืองจากปริมาณ
สารประกอบซิงค์แอซีเทตไดไฮเดรตและสารประกอบ
โพแทสเซยีมเฟอรโ์รไซยาไนดเ์หมาะสมในการก าจดัไขมนั 
ความขุ่นและตกตะกอนโปรตนีในตวัอย่าง และโซเดยีมคลอไรด์ 
ท าใหเ้กดิความแรงไอออนของสารละลายเพิม่ขึ้นตามหลกั
ของ salting out effect ส่งผลให้ได้ประสิทธิภาพการสกัด
สูงสุด ดงันัน้จงึเลือกใช้ปรมิาณสารประกอบซิงค์แอซีเทต
ไดไฮเดรต 0.45 กรมัสารประกอบโพแทสเซียมเฟอร์โร
ไซยาไนด์ 0.45 กรมั และโซเดยีมคลอไรด์ 0.75 กรมัเป็น
ปรมิาณที่เหมาะสมที่สุดของปัจจยักลุ่มที่ 1 และน าปรมิาณ
ดงักล่าวมาใช้ในการศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของปัจจยั
กลุ่มที ่2

 

Table 2  Result of the optimum amount from factor No. 1  
Test No.  Amount of 

Carrez I (g) 
Amount of 
Carrez II (g) 

Amount of 
NaCl  (g) 

Concentration (mg/g)  

Benzoic acid Sorbic acid 

1/27 0.45 0.45 0.65 0.0079 0.0075 

2/27 0.45 0.45 0.75 0.0101 0.0088 

5/27 0.45 0.60 0.75 0.0064 0.0035 

6/27 0.45 0.60 0.85 0.0077 0.0045 

7/27 0.45 0.75 0.65 0.0054 0.0021 

8/27 0.45 0.75 0.75 0.0085 0.0058 

10/27 0.60 0.45 0.65 0.0028 0.0024 

11/27 0.60 0.45 0.75 0.0029 0.0035 

19/27 0.75 0.45 0.65 0.0020 0.0026 

20/27 0.75 0.45 0.75 0.0022 0.0031 

23/27 0.75 0.60 0.75 0.0036 0.0032 

25/27 0.75 0.75 0.65 0.0079 0.0078 
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3.2.2 ชนิดตวัท ำละลำยช่วยกระจำยตวั 

 ตวัท าละลายช่วยกระจายตวัจะต้องละลายได้ใน
น ้าและในตวัท าละลายที่ใช้สกดัเพื่อให้เกิดอิมลัชนัของตัว
ท าละลายที่ ใช้สกัดในชั ้นน ้ า  และขนาดของหยดตัว 
ท าละลายที่ใช้สกดั จากตารางที่ 1 ทีมวจิยัเลือกศึกษาตัว 
ท าละลายช่วยกระจายตัว 4 ชนิด ได้แก่ อะซิโตน /  
เมทานอล / เอทานอล / อะซิโตไนไตรล์ ปริมาตร 0.85 
มลิลิลิตร โดยตวัท าละลายช่วยกระจายตวัแต่ละชนิดจบัคู่
กับตัวท าละลายสกัดคือไดคลอโรมีเทนปริมาตร 0.40 
มิลลิลิตร จะได้ 4 ชุดการทดลอง พบว่าทุกคู่ของตัวท า
ละลายช่วยกระจายตวัและตวัท าละลายสกดัสามารถแยก
เฟสตวัท าละลายออกจากกนัไดย้กเวน้เมทานอลซึ่งละลาย
เข้ากันกับตัวอย่างท าให้ไม่สามารถศึกษาได้ และเมื่อ
พิจารณาประสิทธิภาพการสกัดกรดเบนโซอิกและกรด 
ซอร์บิคของแต่ละชุดการทดลองดงัภาพที่ 2 พบว่าชุดการ
ทดลองที่ใช้อะซิโตนเป็นตัวท าละลายช่วยกระจายตัว
สามารถสกัดกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิคได้มากที่สุด 
ดงันัน้ตวัท าละลายช่วยกระจายตวัทีเ่หมาะสมทีสุ่ดคอือะซโิตน 

 3.2.3 ระยะเวลำกำรสกัดและชนิดตัวท ำละลำย
สกดัทีเ่หมำะสม 

 จากการออกแบบชุดทดลองแบบลูกบาศก์ของ
ปัจจยักลุ่มที ่3 มจี านวนชุดทดลองทัง้หมด 6 ชุดการทดลอง
ดงัแสดงตารางที่ 3 ตวัท าละลายสกดัคอืไดคลอโรมเีทนและ
ใช้อะซิโตนเป็นตัวท าละลายช่วยกระจายตัวท าให้ได้
ประสิทธิภาพการสกัดสูงที่สุด เน่ืองจากอะซิโตนที่มี 
ไดคลอโรมีเทนเกิดการกระจายตัว (ลักษณะ cloudy 
solution) ทัว่ทัง้หลอดสกัดกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิค 
จะถูกสกัดเข้าไปในไดคลอโรมีเทนซึ่ง กระจายตัวทัว่
สารละลายตวัอยา่งดว้ยการสกดัดว้ยเครื่องเขย่าสารหลงัจาก
ปัน่เหวีย่งไดคลอโรมเีทนเกิดการแยกชัน้และสามารถน าไป
วเิคราะหต์่อไป (Soisungnoen, 2018) ผลการทดลองพบว่า
ชุดที่ 4 คอืระยะเวลาการสกดั 10 นาทีและไดคลอโรมีเทน
สามารถสกัดและแยกชัน้ออกจากสารละลายทัง้หมดได้ดี
ทีส่ดุ จงึเป็นตวัแปรที่เหมาะสมของปัจจยักลุ่มที ่3 และน ามา
ศกึษาตวัแปรทีเ่หมาะสมของปัจจยักลุ่มที ่4

 

 

Figure 2  Effect of different dispersive solvents with the same extraction solvent (Dichloromethane) on concentrations 
of benzoic acid and sorbic acid 

 
Table 3  Result of the optimum amount from factor No. 3  

Test No. Extracting 
time (min) 

Type of dispersive solvent and type of 
extracting solvent 

Concentration (mg/g) 
Benzoic acid Benzoic acid 

1/6 5 Acetone - Chloroform 0.0047 0.0011 
2/6 5 Acetone - Dichloromethane 0.0202 0.0130 
3/6 10 Acetone - Chloroform 0.0270 0.0194 
4/6 10 Acetone - Dichloromethane 0.0527 0.0301 
5/6 15 Acetone - Chloroform 0.0179 0.0071 
6/6 15 Acetone - Dichloromethane 0.0091 0.0020 
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3.2.4 ปริมำตรตัวท ำละลำยช่วยกระจำยตัวที ่
เหมำะสม 

ปริมาตรของตัวท าละลายช่วยกระจายตัวมีผล
โดยตรงต่อการกระจายตวัของตวัท าละลายที่ใช้สกดัและ
ส่งผลต่อประสิทธิภาพการสกัดจากตารางที่ 1 ทีมวิจ ัย
ศกึษาปรมิาตรของอะซโิตน 0.65, 0.75, 0.85, 0.95, 1.05, 
1.15 มลิลลิติรและใชป้รมิาตรไดคลอโรมเีทน 0.40 มลิลลิติร 
จะได้ 6 ชุดการทดลอง ผลการทดลองแสดงดงัภาพที่ 3 
พบว่าปริมาตรที่เหมาะสมของอะซิโตนที่ช่วยกระจายตวั 
ไดคลอโรมเีทนได้ดทีี่สุดและใหก้ารสกดักรดเบนโซอิกและ
กรดซอรบ์คิสงูสดุ คอื 0.85 มลิลลิติร จากกราฟจะเหน็ว่าถ้า
ปริมาณอะซิโตนมีค่าน้อยกว่า 0.85 มิลลิลิตรจะท าให้ได้
คลอโรมีเทนกระจายตัวน้อยส่งผลให้พื้นผิวของหยด 
ไดคลอโรมเีทนน้อย ท าใหก้ารสกดัไม่สมบูรณ์ ปรมิาณกรด
เบนโซอกิและกรดซอรบ์คิที่สกดัไดจ้งึมปีรมิาณน้อย แต่ถ้า

เตมิอะซโิตนมากกวา่ 0.85 มลิลลิติรจะท าใหไ้ดคลอโรมเีทน
บางส่วนละลายน ้าออกไปส่งผลให้ประสิทธิภาพการสกดั
ลดลงจึง เห็นปริมาณกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิค 
มปีรมิาณน้อยลง (Soisungnoen, 2018) 

3.2.5 ปรมิำตรตวัท ำละลำยสกดัทีเ่หมำะสม 

ปริมาตรของตัวท าละลายสกัดที่ เหมาะสมมี
ความส าคญัต่อการเพิม่ความเข้มข้นของสารที่สนใจ โดย
จะต้องเพิม่ความเข้มข้น (enrichment factor) สูง และต้อง
แยกเฟสสารไดม้ากพอทีจ่ะน าไปวเิคราะหต์่อไป จากตาราง
ที่ 1 ทีมวจิยัศึกษาปรมิาตรของไดคลอโรมเีทน 150, 200, 
250, 300, 350, 400, 450, 500 ไมโครลติร โดยใชอ้ะซโิตน 
0.85 มลิลลิติรเป็นตวัท าละลายช่วยกระจายตวั จะได ้8 ชุด
การทดลอง ผลการทดลองแสดงดงัภาพที ่4 

 

 

Figure 3  Effect of different dispersive solvent volumes with the same extraction solvent volume (Dichloromethane) 
 on concentrations of benzoic acid and sorbic acid 

 

 

Figure 4  Effect of different extracting solvent volumes with optimum dispersive solvent volumes (0.85 mL)on 
concentrations of benzoic acid and sorbic acid 
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พบว่าปรมิาตรที่เหมาะสมของไดคลอโรมีเทนที่
สกดักรดเบนโซอกิและกรดซอรบ์คิไดป้รมิาณสูงสุดคอื 400 
ไมโครลติร ถา้เตมิปรมิาณไดคลอโรมเีทนน้อยเกนิไป จะท า
ให้หยดของไดคลอโรมีเทนมีปริมาณน้อย ส่งผลให้สกัด
ปรมิาณกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิคได้น้อย และหากใช้
ไดคลอโรมีเทนมากเกินไปจะท าให้ปริมาตรของตัวท า
ละลายสกดัหลงัปัน่เหวี่ยงมากส่งผลให ้enrichment factor 
มีค่ า น้ อ ย  ป ร ะ สิท ธิ ภ าพก า ร ส กัด จึ ง น้ อ ย ล ง ด้ ว ย 
(Soisungnoen, 2018) 
 จากการศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดักรด
เบนโซอกิและซอรบ์คิดว้ยเทคนิคการสกดัระดบัจลุภาคดว้ย
ของเหลวแบบกระจายทีมวจิยัศึกษาเปรยีบเทียบการสกดั

ตวัอย่าง 2 เทคนิคโดยเปรียบเทียบผลการศึกษา Matrix 
effect ของตวัอย่างที่สกดัจากความชนัของกราฟ External 
standard calibration curve แ ล ะ  Standard addition 
calibration curve (ดงัภาพที่ 5 ถึงภาพที่ 8) ของส่วนสกดั 
2 เทคนิคคอืเทคนิคการสกดัดว้ยเฟสของเหลว และเทคนิค
การสกดัระดบัจุลภาคดว้ยของเหลวแบบกระจายโดยใช้ค่า 
P-value ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% โดยศึกษาในตวัอย่าง
อาหารที่มีไขมนัเป็นองค์ประกอบ 2 ชนิดได้แก่ สลดัครีม
และมายองเนสพบว่าเทคนิคการสกัดระดบัจุลภาคด้วย
ของเหลวแบบกระจายสามารถก าจัด matrix effect ได้
ดกีว่าเทคนิคการสกดัด้วยเฟสของเหลวโดยพจิารณาจาก
คา่ P-value ดงัแสดงตารางที ่4 

 

 

Figure 5  External standard calibration curve of benzoic acid in methanol and standard addition calibration curve  
(Extraction-DLLME) of benzoic acid in salad cream. 

 

 

Figure 6   External standard calibration curve of benzoic acid in methanol and standard addition calibration curve 
(Extraction-DLLME) of sorbic acid in salad cream. 
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Figure 7  External standard calibration curve of benzoic acid in methanol and standard addition calibration curve 
(Extraction-DLLME) of benzoic acid in mayonnaise. 

 

 

Figure 8  External standard calibration curve of benzoic acid in methanol and standard addition calibration curve 
(Extraction-DLLME) of sorbic acid in mayonnaise. 

 
Table 4  Result of studying the matrix effect of salad cream and mayonnaise 

Matrix - Preservative Extraction method 1 (LLE) Extraction method 2 (DLLME) 
(DLLME) 

F crit 
F P-value F P-value  

Salad cream –Benzoic acid 534.5789 2.07E-05 2.49763 0.18917 7.70865 
Salad cream – Sorbic acid 523.5914 2.16E-05 0.13379 0.73306 7.70865 
Mayonnaise – Benzoic acid 531.7789 3.07E-05 2.49763 0.18917 7.70865 
Mayonnaise – Sorbic acid 521.7914 3.16E-05 0.13379 0.73306 7.70865 

 
การสกดัด้วยเทคนิคการสกดัระดบัจุลภาคด้วย

ของเหลวแบบกระจายได้ค่า P-value มากกว่า 0.05 ทัง้ 2 
สารประกอบ แสดงว่าผลของ Matrix effect ไม่มผีลอย่างมี
นัยส าคญัที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% ขณะที่การสกัดด้วย
เทคนิคการสกดัดว้ยเฟสของเหลว ไดค้่า P-value น้อยกว่า 
0.05 ทัง้ 2 สารประกอบในตวัอยา่งสลดัครมีและมายองเนส

แสดงว่าการสกดัด้วยเทคนิคการสกดัด้วยเฟสของเหลว มี
ผลของ Matrix effect อย่างมนีัยส าคญัที่ระดบัความเชื่อมัน่ 
95% นอกจากน้ีสงัเกตพบว่าส่วนสกัดที่ได้จากการสกัด
เทคนิคการสกดัระดบัจุลภาคด้วยของเหลวแบบกระจายมี
ลกัษณะใสไม่มีตะกอนสะอาดกว่าส่วนสกัดที่ได้จากการ
สกดัเทคนิคการสกดัดว้ยเฟสของเหลว ซึง่มลีกัษณะขุน่กวา่ 
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Table 5  Quantitative characteristics of the proposed method in HPLC 
Preservatives  LOD, (mg/L) LOQ, (mg/L) Range (mg/L) Linearity R2 

  Benzoic acid 0.007 0.02 0.02 – 100.0 y = 39554x + 1205.4 0.9997 
Sorbic acid 0.006 0.02 0.02 – 100.0 y = 39093x + 4776.3 0.9999 

 
Table 6  Quantitative characteristics of DLLME-HPLC 

Preservatives Precision (%RSD) Accuracy (% Recovery) 

Repeatability 
 (n=6*) 

Intermediate precision 
(n=6*3 days) 

Level-1 
10 mg/L 

Level-2 
20 mg/L 

Level-3 
30 mg/L 

Benzoic acid in salad cream 0.1 0.2 99.4% 89.6% 92.5 % 
Sorbic acid in salad cream 0.1 0.2 98.3% 90.6% 91.5 % 
Benzoic acid in mayonnaise 0.1 0.2 104.3 % 99.6% 99.4% 
Sorbic acid in mayonnaise 0.1 0.2 102.1% 103.9% 101.3% 
Criteria (AOAC, 2019) < 7.3% < 7.3% 80-110% 80-110% 80-110% 

 
3.3 กำรตรวจสอบควำมใชไ้ดข้องวธิ ี

 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีที่พฒันาขึ้นใน
ตวัอย่างอาหารที่มไีขมนัเป็นองค์ประกอบ ได้แก่สลดัครีม
และมายองเนสอ้างอิงมาตรฐาน AOAC (2019)  และ 
มาตรฐาน  ICH Harmonised Tripartite Guideline (2005) 
ซึ่งปัจจยัที่ใช้ตรวจสอบคุณลกัษณะเฉพาะได้แก่ ขดีจ ากดั
ในการตรวจพบ ขดีจ ากดัในการวดัเชงิปรมิาณ การทดสอบ
ความเป็นเสน้ตรงและช่วงการตอบสนองความเป็นเสน้ตรง
ดงัแสดงในตารางที ่5 การทดสอบความแมน่และความเที่ยง
ประกอบด้วย 2 พารามิเตอร์ ได้แก่ Repeatability และ 
Intermediate precision ดงัแสดงในตารางที ่6 

จากผลการวิจ ัยพบว่า เทคนิคการสกัดระดับ
จุลภาคด้วยของเหลวแบบกระจายให้ประสทิธภิาพการสกัด
กรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิคได้ดทีี่สุดเมื่อใช้ตวัท าละลาย
สกดั 400 ไมโครลิตรและตวัท าละลายช่วยกระจายตวั 0.85 
มิลลิลิตร โดยสกัดด้วยเครื่องเขย่าสารระยะเวลา 10 นาที  
ซึ่งเป็นขัน้ตอนการสกดัที่ใช้เวลาในการสกดัสัน้ ขัน้ตอนการ
สกดัง่าย ราคาถูก ใช้ตวัท าละลายอินทรีย์น้อย มคีวามเป็น
มติรต่อสิง่แวดล้อม (Soisungnoen et al., 2022) และจากการ
เปรียบเทียบทางสถิติพบว่าผลของ Matrix effect ไม่มีผล
อยา่งมนียัส าคญัทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95% 

4. สรปุ  

งานวิจยัน้ีเป็นการพฒันาเทคนิคการวิเคราะห์
กลุ่มวตัถุกนัเสยี 2 ชนิดคอืกรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิค
ในอาหารที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบให้วิเคราะห์คราว
เดยีวกนั ซึ่งสอดคล้องกบัลกัษณะทีพ่บกลุ่มสารดงักล่าวอยู่

ในอาหารต่าง ๆ ได้แก่ สลัดครีมและมายองเนสโดยใช้
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงร่วมกับตวั
ตรวจวดัชนิดยูววีสิซเิบิล ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร 
คอลมัน์รเีวสิร์เฟสที่ใช้แยกคอื Hypersil GOLD ความยาว 
150 มลิลเิมตร ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 46 มลิลเิมตร และ
ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร เฟสเคลื่อนที่ผสมระหว่าง
สารละลายโพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขม้ขน้ 
0.02 โมลาร์ในน ้ า (pH 5) และอะซิโตไนไตรล์ใช้สภาวะ 
กราเดียนท์มีอัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ฉีด
ตวัอย่างปรมิาตร 10 ไมโครลติร เวลาที่ใช้ในการวเิคราะห์ 
15 นาที วิธีดังกล่าวมีขีดจ ากัดในการตรวจพบของ
สารประกอบทัง้ 2 ชนิดคอื 0.007 และ 0.006 มลิลิกรมัต่อ
ลิตรส าหรบักรดเบนโซอิกและกรดซอร์บิคตามล าดบั และ
ขดีจ ากดัในการวดัเชิงปรมิาณของสารประกอบทัง้ 2 ชนิด
เท่ากบั 0.02 มลิลกิรมัต่อลติร ช่วงการตอบสนองความเป็น
เส้นตรงอยู่ในช่วง 0.02-100.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่า R2 
มากกว่า 0.9997 เทคนิคการสกัดระดับจุลภาคด้ วย
ของเหลวแบบกระจายสามารถสกัดตัวอย่างอาหารที่มี
ไขมนัเป็นองคป์ระกอบได้ด ีใช้ตวัท าละลายอนิทรยี์ในการ
สกดัน้อยมคีวามเป็นมติรต่อสิง่แวดล้อมโดยการลดปรมิาณ
การใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ เวลาในการสกัดสัน้ และ
ตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธิตีรงตามวตัถุประสงค ์

5. กิตติกรรมประกาศ  
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