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บทคัดย่อ 
งานวิจัยน้ีได้ศึกษาการวิเคราะห์โพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (PAHs) 3 ชนิด ได้แก่ ฟลูออรีน ฟีแนนทรีน และแอนทรา

ซีน ในตัวอย่างหมูปิ้งโดยใช้เทคนิคการสกัดด้วยคลื่นไมโครเวฟและการสกัดระดับจุลภาคร่วมกับโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
(HPLC) ได้ศึกษาและปรับสภาวะของปัจจัยท่ีมีผลต่อวิธีการทั้งหมดให้เหมาะสม ตัวอย่างเช่น อัตราส่วนของเฟสเคลื่อนท่ีส าหรับเทคนิค 
HPLC ชนิดและปริมาตรของตัวท าละลายส าหรับขั้นตอนการสกัด เป็นต้น ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม พบว่า สามารถวิเคราะห์ สารกลุ่ม
โพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท้ังสามชนิดโดยพร้อมกันได้ภายในเวลา 24 นาที ขีดจ ากัดการตรวจวัดเท่ากับ 10-15 พีพีบี  
ค่าความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.02-10 พีพีเอ็ม ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (RSDs) มีค่า 2.72-3.51 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับความเท่ียงใน
วันเดียว และ 3.23-4.09 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับความเท่ียงต่างวันกัน ค่าการกลับคืนส าหรับโพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท้ังสาม
ชนิดอยู่ในช่วง 75.38 - 93.60 เปอร์เซ็นต์ วิธีท่ีน าเสนอน้ีมีความเท่ียงและความแม่นท่ีดีส าหรับการวิเคราะห์สารกลุ่มโพลีไซคลิกอะโร
มาติกไฮโดรคาร์บอนในตัวอย่างหมปูิ้ง 

ค าส าคัญ: โพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  การสกัดด้วยคลื่นไมโครเวฟ  การสกัดระดับจุลภาค  โครมาโทกราฟี=
ของเหลวสมรรถนะสูง  หมูป้ิง 

 
Abstract 

This work studied the determination of three polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) namely fluorene, 
phenanthrene and anthracene in grilled pork using microwave-assisted extraction and microextraction combined 
with high performance liquid chromatography (HPLC). The parameters affecting all methods were investigated and 
optimized such as mobile phase compositions for HPLC method, type and volume of solvents for extraction 
methods. Under the optimum condition, the simultaneous analysis of three PAHs was achieved within 24 min. 
Limit of detections were 10-15 ppb. The linearity of the method was in the range of 0.02-10 ppm. The relative 
standard deviations ( RSDs)  were 2.72-3.51% for intra-day precision and 3.23-4.09% for inter-day precision. The 
recoveries of three PAHs ranged from 75.38 to 93.60%. The proposed method provides good precision and 
accuracy for the analysis of PAHs in grilled pork samples. 

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, microwave-assisted extraction, microextraction, high performance  
liquid chromatography, grilled pork 
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บทน า 
สารกลุ่ ม โพ ลี ไซคลิ ก อ ะ โรม าติ ก ไฮ โด รคาร์ บ อ น 

(Polycyclic aromatic hydrocarbons) หรือเรียกย่อ  ๆ ว่า
“PAHs” เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีประกอบด้วยวงเบน
ซีนตั้งแต่ 2 วงขึ้นไป เป็นสารพิษท่ีค่อนข้างร้ายแรงมาก มีความ
เป็นพิษในด้านการเป็นสารก่อกลายพันธุ์  (Premutagen)  
และสารเริ่มต้นของสารก่อมะเร็ง (Precarcinogen) สามารถ
เกิดได้เองตามธรรมชาติจากกระบวนการเผาไหม้ท่ีไม่สมบูรณ์
ของสารอินทรีย์ รวมท้ังควันจากท่อไอเสียรถยนต์และควันบุหรี่ 
กระบวนการแปรรูปและปรุงอาหาร การปรุงและการแปรรูป
อาหารท่ีท าให้เกิด PAHs ได้คือการอบขนม การเค่ียวน้ าตาล
เป็นคาราเมล การค่ัวกาแฟ หรือเกิดขึ้นระหว่างการหมักดอง 
เช่น ผักดองกิมจิ ซีอิ๊ว นอกจากน้ัน การปรุงอาหารโดยการอบ 
ปิ้ง ย่างท่ีเป็นท่ีนิยมในปัจจุบัน เช่น ไส้กรอกรมควัน หมูปิ้ง ไก่
ย่าง ท่ีไหม้เกรียมท าให้มี PAHs ปนเปื้อนในอาหารได้ [1], [2], 
[3] สารกลุ่มน้ีได้รับการจัดว่าท าให้เกิดมะเร็งในคนได้ โดยท่ัวไป 
PAHs เป็นสารเคมีท่ีมีความเป็นพิษเฉียบพลันต่ า ในสัตว์ชั้นสูง
จะพบความเป็นพิษเรื้อรัง ดังนั้นการได้รับอย่างต่อเนื่องอาจท า
ให้เกิดความเป็นพิษต่อระบบต่างๆ ของร่างกายได้ [4]  

เน่ืองจากความเป็นพิษและคุณสมบัติการเป็นสารก่อ
มะเร็งของ PAHs ท าให้การสกัดและการวิเคราะห์สารกลุ่มน้ีมี
ความส าคัญมากโดยเฉพาะในอาหารท่ีมนุษย์บริโภคเข้าไป
โดยตรง วิธี ท่ี ใช้ วิ เคราะห์สารกลุ่ม น้ีจะต้องมี ความไวสู ง  
มีความจ าเพาะ และมีความถูกต้องและแม่นย ามากพอ วิธีทาง
โครมาโทกราฟีเป็นวิธีท่ีนิยมใช้มากในการวิเคราะห์ PAHs เช่น 
เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี (gas chromatography, GC) [2], 
[5], [6], [7] หรือ โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high 
performance liquid chromatography, HPLC) [1], [8], 
[9], [10] อย่างไรก็ตามส าหรับการวิเคราะห์ PAHs ขั้นตอนการ
เตรียมตัวอย่างมีความส าคัญมากเพราะจะเป็นการแยกและ
ก าจัดสารรบกวนออกก่อนท่ีจะท าการตรวจวัดด้วยเทคนิคทาง
โครมาโทกราฟีน่ันเอง    

การวิเคราะห์ PAHs โดยเฉพาะในตัวอย่างอาหารท่ีมีท้ัง
ไขมันและโปรตีนอยู่ จ าเป็นต้องใช้วิธีการเตรียมตัวอย่างหลาย
ขั้นตอนเพื่ อดึง PAHs ออกจากตัวอย่างก่อน ท่ีจะท าการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี วิธีท่ีนิยมใช้ ในขั้นตอน
แรกคือ วิธีการสกัดแบบต่อเน่ือง (Soxhlet extraction) [11] 
ซ่ึงมีข้อเสียคือใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ในปริมาณมากและต้องใช้
เวลานาน ท าให้มีการพัฒนาวิธีใหม่ๆ ขึ้นมาเพื่อแก้ข้อเสีย
เหล่าน้ี วิธีหน่ึงท่ีมีการน าเสนอคือ การสกัดด้วยคลื่นไมโครเวฟ 
(microwave-assisted extraction, MAE) ซ่ึงวิธีน้ีสามารถใช้
สกัดสารประกอบอินทรีย์ชนิดต่างๆ ออกจากตัวอย่างท่ีเป็น
ของแข็งได้ดี MAE จัดเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพโดยลดปริมาณ
การใช้ตัวท าละลายอินทรีย์และลดเวลาในการสกัดอีกด้วย โดย
เทคนิค MAE จะอาศัยการดูดซับพลังงานของตัวท าละลายจาก
คลื่นไมโครเวฟ ซ่ึงจะช่วยเพิ่มอุณหภูมิและความดันท าให้สารท่ี 
 

 
ต้องการสามารถถ่ายเทจากตัวอย่างของแข็งเข้าไปในตัวท า
ละลายท่ีเป็นของเหลวได้อย่างรวดเร็ว [12], [13]  

เนื่องจากในตัวอย่างอาหารอาจจะมีปริมาณ PAHs น้อย
มาก ท าให้จ าเป็นต้องมีการเพิ่มความเข้มข้นก่อนท่ีจะท าการ
วิเคราะห์ วิธีท่ีนิยมใช้ในส าหรับเพิ่มความบริสุทธิ์และเพิ่มความ
เข้มข้นของ PAHs ก่อนท่ีจะท าการวิเคราะห์ คือ การสกัดด้วย
ของเหลว (liquid-liquid extraction, LLE) [14] และ  การ
สกัดด้วยเฟสของแข็ง (solid-phase extraction, SPE) [15] 
ซ่ึง LLE เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับการแยกและการเพิ่ม
ความเข้มข้น แต่จ าเป็นต้องใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ในปริมาณ
มากและมีหลายขั้นตอนท าให้มี การสูญ เสียสารท่ีสนใจ 
ไประหว่างการสกัดได้ ส่วนเทคนิค SPE มีการใช้ตัวท าละลาย
อินทรีย์น้อยกว่า LLE แต่ต้องใช้เวลาในการสกัดนาน ท าให้
วัตถุประสงค์หลักส าหรับการพัฒนาเทคนิคการวิเคราะห์มุ่งเน้น
ท่ีจะก าจัดข้อเสียเหล่าน้ีโดยท าให้ง่ายขึ้นและใช้สารปริมาณ
น้อยลงนั่นเอง 

ในปัจจุบันเทคนิคการเตรียมตัวอย่างทางเคมีวิเคราะห์
มักจะค านึงถึงความเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมโดยการลดปริมาณ
การใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ เทคนิคท่ีมีความน่าสนใจและเป็น
ทางเลือกท่ีดี คือการสกัดระดับจุลภาค (microextraction) 
ซ่ึงเป็นเทคนิคการเตรียมตัวอย่างท่ีลดขนาดลงน่ันเอง [16] 
Rezaee และคณะ [17] ได้พัฒนาการสกัดระดับจุลภาคด้วย
เฟสของเหลว ชื่อว่า การสกัดระดับจุลภาคโดยอาศัยการ
ก ร ะ จ า ย ตั ว ข อ ง ข อ ง เห ล ว  ( dispersive liquid-liquid 
microextraction, DLLME) ซ่ึงมีข้อดี คือท าได้ง่าย รวดเร็ว 
สามารถเพิ่ มความเข้มข้นของสารได้สู งและเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อม เทคนิค DLLME เป็นการสกัดระบบตัวท าละลาย  
3 องค์ประกอบ ได้แก่ ตัวท าละลายสกัด (extraction solvent) 
ตัวท าละลายช่วยกระจายตัว (disperser solvent) และสาร
ตั วอย่ าง ท่ี เป็ น น้ า  (aqueous sample) ขั้ นตอนการสกั ด
สามารถท าได้โดยการฉีดตัวท าละลายสกัดผสมกับตัวท าละลาย
ช่วยกระจายตัวลงในสารตัวอย่างน้ าอย่างรวดเร็ว จะเกิดการ
กระจายตัวของตัวท าละลายสกัดเป็นหยดเล็ก ๆ ในสารตัวอย่าง
ท่ีเป็นน้ า ท าให้เกิดสารละลายขุ่น (cloudy state) แล้วท าการ
แยกตัวท าละลายสกัดออกหลังจากปั่นเหวี่ยง [18] แล้วจึงน าไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีต่อไป 

อย่างไรก็ตามงานวิจัย ท่ี ใช้วิธีการสกัด  DLLME เพื่อ
วิ เคราะห์  PAHs ส่วนใหญ่ จะประยุกต์ ใช้วิ เคราะห์  PAHs  
ในตัวอย่างน้ าเท่าน้ัน ยังมีการรายงานเกี่ยวกับการวิเคราะห์ 
PAHs ในตัวอย่างอาหารซ่ึงมีความยุ่งยากในการเตรียมตัวอย่าง
อยู่น้อยมาก ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมุ่งเน้นท่ีจะพัฒนาวิธีการสกัด 
PAHs ออกจากตัวอย่างหมูปิ้ง โดยอาศัยการสกัดด้วย MAE 
และ DLLME ซ่ึงช่วยลดปริมาณการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ก่อน
จะท าการวิเคราะห์หาปริมาณโดยใช้เทคนิค HPLC 
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วัสดุอุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
1. สารเคมี 

สารมาตรฐาน PAHs ท่ีศึกษา 3 ชนิด ได้แก่  ฟลูออรีน 
(fluorene) ฟีแนนทรีน (phenanthrene) และ แอนทราซีน 
(anthracene) เต รี ยม เป็ น สารละลายมาตรฐาน  (stock 
standard solution) แต่ละชนิดท่ีความเข้มข้น 1000 ppm 
โดยละลายในอะซิโตไนไทรล์ และเจือจางเป็นสารละลาย 
ท่ีน าไปใช้ (working standard solution) แต่ละความเข้มข้น
ก่อนใช้ใหม่ทุกครั้งโดยใช้อะซิโตไนไทรล์เป็นตัวท าละลาย  

สารเคมีอื่นๆ ได้แก่ อะซิโตไนไทรล์ เมทานอล เอทานอล 
อะซิโตน ไดคลอโรมีเทน คลอโรฟอร์ม เฮกเซน โซเดียมคลอไรด์ 
และน้ าปราศจากไอออน 

2. เครื่องมือและสภาวะโครมาโทกราฟี 
เค รื่ อ ง  HPLC (ยี่ ห้ อ  Shimadzu) ใช้ ร ะ บ บ ก ลั บ เฟ ส 

(reversed phase) คอลัมน์ ท่ีใช้  คือ C18 (VertiSepTM) ยาว 
15 เซนติเมตร เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 4.6 มิลลิเมตร ขนาด

อนุภาค 5 ไมโครเมตร ตั วตรวจวัด ท่ี ใช้ คือ  diode array 
detector ท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เฟสเคลื่อนท่ี  
คือ อะซิโตไนไทรล์/น้ า อัตราส่วน 50:50 %v/v ท่ีอัตราการ
ไหล1 มิลลิลิตรต่อนาที และปริมาตรท่ีฉีดสาร 10 ไมโครลิตร 

3. การสกัดด้วยเทคนิค DLLME 
ขั้นตอนการสกัดด้วยเทคนิค DLLME แสดงดัง Figure 1 

ท าการฉีดตัวท าละลายสกัด (คลอโรฟอร์ม 250 ไมโครลิตร) ซ่ึง
ผสมกับตัวท าละลายช่วยกระจายตัว (อะซิโตไนไทรล์  3 
มิลลิลิตร) ลงในสารตัวอย่างอย่างรวดเร็วโดยใช้กระบอกฉีดยา
ขนาด 1 มิลลิลิตร จะเกิดการกระจายตัวของตัวท าละลายสกัด
เป็นหยดเล็กๆ ท าให้ เกิดสารละลายลักษณะขุ่น แล้วน า
สารละลายท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยงท่ี 2,000 รอบ/นาที เป็นเวลา  
3 นาที ท าให้เกิดการแยกชั้นระหว่างน้ าและตัวท าละลายสกัด 
จากน้ันแยกตัวท าละลายสกัดท่ีได้ (ชั้นล่างท่ีก้นหลอด) น าไป
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC ต่อไป 

 

  
Figure 1 DLLME procedure [19] 

 
4. การสกัดตัวอย่างหมูปิ้งด้วยเทคนิค MAE 

ขั้นตอนการสกัดด้วยเทคนิค MAE สามารถท าได้โดยชั่ง
น้ าหนักตัวอย่างหมูปิ้งท่ีผ่านการบดแล้ว 1 กรัม ในบีกเกอร์
ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมตัวท าละลายคือสารผสมระหว่าง 
เฮกเซนกับเอทานอล ในอัตราส่วน 1:1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ลงในตัวอย่าง เพื่อท าให้เกิดการตกตะกอนโปรตีนและสกัด 
PAHs ท่ีสนใจออกจากตัวอย่าง แล้วน าเข้าเครื่องไมโครเวฟ  
ใช้ก าลังไฟฟ้าท่ี 300 วัตต์ เป็นเวลา 1 นาที จากน้ันตั้งท้ิงไว้ให้
เย็น 15 นาที แล้วกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น าสารสกัดท่ี
ได้ไประเหยจนเกือบแห้งแล้วปรับปริมาตรด้วยน้ าปราศจาก
ไอออน 10 มิลลิลิตร น าไปสกัดด้วยเทคนิค DLLME ก่อนท่ีจะ
ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 
   

5. การศึกษาความน่าเชื่อถือของวิธี 
ศึกษาความน่าเชื่อถือของวิธีการ ได้แก่  ขีดจ ากัดการ

ตรวจวัด (limit of detection, LOD) ช่วงความเป็นเส้นตรง 
(linear range) ความเท่ียง (precision) โดยท าการวิเคราะห์
สารมาตรฐาน PAHs ความเข้มข้น 0.1 ppm ซ้ ากันวันละ  
10 ซ้ า จ านวน 3 วัน และ ค่าการกลับคืน (recovery) โดยท า
การเติมสารมาตรฐานลงไปในตัวอย่างหมูปิ้งท่ีความเข้มข้น 0.5 
และ 2.5 ppm  
 
ผลการวิจัย 

1. ศึกษาการแยก PAHs ด้วยเทคนิค HPLC 
ศึกษาการแยกสารละลายของสารมาตรฐาน PAHs ท้ัง 3 

ชนิด ได้แก่ ฟลูออรีน ฟีแนนทรีน และแอนทราซีน ท่ีความ
เข้มข้น 5 ppm โดยใช้อะซิโตไนไทรล์ (ACN) และน้ า (H2O) 
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เป็นเฟสเคลื่อนท่ี ท าการศึกษาอัตราส่วนของ ACN:H2O คือ 
70:30, 60:40, 55:45 และ 50:50 %v/v พบว่าสภาวะท่ีใช้เฟส
เคลื่อนท่ีเป็น ACN:H2O อัตราส่วน 50:50 %v/v สามารถแยก
สารท้ัง 3 ชนิด ได้ดีท่ีสุด โดยมีค่าการแยก (resolution, RS) 
ระหว่างฟลูออรีน (พีคท่ี 1) กับ ฟีแนนทรีน (พีคท่ี 2) เท่ากับ 
1.41 และระหว่างฟีแนนทรีน (พีคท่ี 2) กับแอนทราซีน (พีคท่ี 
3) เท่ากับ 1.47 ซ่ึงค่า Rs > 1.0 ถือว่าเป็นค่าท่ีเพียงพอส าหรับ
การวิเคราะห์เชิงปริมาณ [20]  

2. ศึกษาหาสภาวะที่ เหมาะสมในการสกัด PAHs ด้วย
เทคนิค DLLME 

เท ค นิ ค  DLLME เป็ น ก ารส กั ด ระบ บ ตั วท าล ะ ล าย  
3 องค์ประกอบ ได้แก่ ตัวท าละลายสกัด ตัวท าละลายช่วย
กระจายตัว และสารตัวอย่างท่ีเป็นน้ า ซ่ึงตัวท าละลายสกัด
จะต้องมีความหนาแน่นมากกว่าน้ าและละลายในน้ าได้เพียง
เล็กน้อย ตัวท าละลายช่วยกระจายตัวจะต้องท าให้ตัวท าละลาย
สกัดเกิดการกระจายตัวเป็นหยดเล็ก  ๆ ได้ดี และสามารถ
ละลายได้ท้ังในตัวท าละลายสกัดและน้ าตัวอย่าง [18] ดังน้ัน 
จึงท าการศึกษาปัจจัยต่อประสิทธิภาพการสกัดของเทคนิค 
DLLME ดังน้ี ชนิดของตัวท าละลายสกัดและตัวท าละลายช่วย

กระจายตัว ปริมาตรของตัวท าละลายสกัดและตัวท าละลายช่วย
กระจายตัว     

2.1 ชนิดของตัวท าละลายสกัดและตัวท าละลายช่วย
กระจายตัว  

ตัวท าละลายสกัดท่ีศึกษาได้แก่ ไดคลอโรมีเทน (DCM) 
และ คลอโรฟอร์มหรือไตรคลอโรมีเทน (TCM) ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร ตัวท าละลายช่วยกระจายตัวท่ีเลือกน ามาใช้ในการ
สกัดได้แก่ ACN เมทานอล (MeOH) และอะซิโตน (Acetone) 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท าการทดลองจะแบ่งเป็น 6 ชุดการ
ทดลอง พบว่าเมื่อน าตัวท าละลายสกัดและตัวท าละลายช่วย
กระจายตัวในแต่ละคู่มาใช้ ในการสกัด ตัวท าละลายทุกคู่
สามารถแยกเฟสตัวท าละลายออกจากกันได้ยกเว้นการใช้ 
ไดคลอ โรมี เทนกั บ เมท านอล  และจะ เห็ น ได้ ว่ า เมื่ อ ใช้
คลอโรฟอร์มเป็นตัวท าละลายสกัด และอะซิโตไนไทรล์ เป็นตัว
ท าละลายช่วยกระจายตัวในเทคนิค DLLME ให้ประสิทธิภาพ
การสกัด (extraction recovery, %ER) สูงท่ีสุด ดัง Figure 2 
ดังน้ันตัวท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ คลอโรฟอร์ม (ตัวท า
ละลายสกัด) และอะซิโตไนไทรล์ (ตัวท าละลายช่วยการกระจาย
ตัว) 

 

 
Figure 2 Effect of type of extraction and disperser solvents on the extraction recovery of the PAHs using 

DLLME (Extraction conditions: extraction solvent volume, 300 L; disperser solvent volume, 3 mL) 
 

2.2 ปริมาตรของตัวท าละลายสกัด 
การเลือกปริมาตรของตัวท าละลายสกัดท่ีเหมาะสมมี

ความส าคัญส าหรับการเพิ่มความเข้มข้นของสารท่ีสนใจ  
โดยจะต้องให้ค่าเพิ่มความเข้มข้น (enrichment factor, EF) 
สูง ซ่ึงสัมพันธ์กับประสิทธิภาพการสกัดน่ันเอง อีกท้ังยังต้อง
สามารถแยกเฟสสารได้มากพอท่ีจะท าไปวิเคราะห์ต่ออีกด้วย 
[21] ศึกษาปริมาตรของคลอ โรฟอร์ม  ในช่ วง  150-400 
ไมโครลิตร โดยใช้อะซิโตไนไทรล์ 3 มิลลิลิตร เป็นตัวท าละลาย
ช่วยกระจายตัว ผลการทดลองแสดงดัง Figure 3 จะเห็นว่า 

 
ปริมาตรท่ีเหมาะสมของคลอโรฟอร์มคือ 250 ไมโครลิตร 
เน่ืองจากให้เปอร์เซ็นต์ในการสกัดสูงท่ีสุด ถ้าเติมปริมาตร
คลอโรฟอร์มน้อยเกินไปท าให้หยดของคลอโรฟอร์มมีปริมาณ 
ท่ี น้ อ ย จึ งส กั ด ส ารม าต รฐ าน  PAHs ได้ น้ อ ย  ส่ งผ ล ให้
ประสิทธิภาพการสกัดต่ า แต่ในทางตรงกันข้ามถ้าเติมปริมาณ
คลอโรฟอร์มมากเกินไป ท าให้ปริมาตรของชั้นสารละลายสกัด
หลังปั่นเหวี่ยงมีมาก ส่งผลให้ค่า EF ต่ า ประสิทธิภาพการสกัด
จึงต่ าด้วย [21]   
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Figure 3 Effect of the volume of the extraction solvent (chloroform) on the extraction recovery of the PAHs  
using DLLME (Extraction condition: disperser solvent; 3 mL of acetonitrile) 

 
2.3 ปริมาตรของตัวท าละลายช่วยกระจายตัว 

การเลือกปริมาตรของตัวท าละลายช่วยกระจายตัว 
มีความส าคัญในการช่วยให้ตัวท าละลายสกัดกระจายตัวเป็น
หยดเล็กๆ ได้ดี เพื่อเป็นการเพิ่มพื้นท่ีผิวในการสกัด ซ่ึงจะช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพในการสกัดได้ [17] ศึกษาปริมาตรของอะซิโต- 
ไนไทรล์ ในช่วง 1.0-4.0 มิลลิลิตร โดยใช้คลอโรฟอร์ม 250 
ไมโครลิตร เป็นตัวท าละลายสกัด ผลการทดลองแสดง 
ดัง Figure 4 จะเห็นว่าปริมาตรท่ีเหมาะสมของอะซิโตไนไทรล์ 

คือ 3 มิลลิลิตร เน่ืองจากให้ เปอร์ เซ็นต์การสกัดสู ง ท่ีสุด  
ถ้าเติมอะซิโตไนไทรล์น้อยเกินไปจะท าให้การกระจายตัวของ
หยดคลอโรฟอร์มได้ไม่ดีท าให้พื้นผิวของหยดคลอโรฟอร์มน้อย
ส่งผลให้สกัดสารได้น้อย ประสิทธิภาพการสกัดจึงน้อยด้วย  
แต่ในทางตรงกันข้ามถ้าเติมอะซิโตไนไทรล์มากเกินไปจะท าให้
หยดของคลอโรฟอร์มละลายน้ าได้บางส่วน ท าให้ชั้นของ
สารละลายสกัดหลังปั่นเหวี่ยงมีปริมาตรน้อยลง ส่งผลให้
ประสิทธิภาพการสกัดลดลง [21]   

 

Figure 4 Effect of the volume of disperser solvent (acetonitrile) on the extraction recovery of the PAHs  
using DLLME (Extraction condition: extraction solvent; 250 L of chloroform)  

 
3. ศึกษาหาสภาวะที่ เหมาะสมในการสกัด PAHs ด้วย

เทคนิค MAE 
เทคนิค MAE เป็นการให้พลังงานไมโครเวฟซ่ึงเป็นการให้

ความร้อนแก่ตัวท าละลายอินทรีย์และสารตัวอย่าง ซ่ึงเป็นการ
เพิ่ มการถ่าย เทมวลของสารท่ีสนใจจากตัวอย่างเข้ าไปสู่ 
ตัวท าละลายท่ีใช้สกัด [22] เพื่อให้สามารถสกัด PAHs ออกจาก
ตัวอย่างหมูปิ้งให้ได้มากท่ีสุด ดังนั้นจึงท าการศึกษาปัจจัยท่ีมีผล
ดังน้ี ชนิดตัวท าละลายสกัดก าลังไฟฟ้าและระยะเวลาการสกัด   

3.1 ชนิดของตัวท าละลายสกัด 
การเลือกตัวท าละลายมีความส าคัญมากในกระบวนการ

สกัดโดยพิจารณาจากความสามารถในการละลายของสาร 
ท่ีสนใจ และความสามารถในการดูดคลื่นไมโครเวฟ เน่ืองจาก
สารท่ีสนใจคือ PAHs ซ่ึงเป็นสารท่ีไม่มีขั้ว ดังน้ันตัวท าละลายท่ี
ควรใช้ จึ งต้ อ งไม่ มี ขั้ วห รือมี ขั้ ว น้ อ ย เช่ น เดี ย วกั น  จึ ง ได้
ท าการศึกษาตัวท าละลาย 2 ชนิด คือ อะซิโตไนไทรล์ (เป็นตัว
ท าละลายชนิดเดียวกับ ท่ี ใช้ ในขั้นตอน DLLME) เฮกเซน 
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เนื่องจากตัวท าละลายไม่มีขั้ว เช่น เฮกเซน ไม่สามารถเกิดความ
ร้อนเมื่อรับคลื่นไมโครเวฟ จะต้องมีการเติมตัวท าละลายชนิด
อื่นทีมีค่าคงท่ีไดอิเล็กตริกสูง เช่น อะซิโตน เอทานอล เป็นต้น 
ผสมลงไปเพื่อช่วยให้เกิดความร้อนในตัวท าละลายได้ [23]  

ในการทดลองจึงมีการเติมเอทานอลเพื่อช่วยให้เกิดการ
เพิ่มอุณหภูมิของตัวท าละลายได้ และยังสามารถช่วยตกตะกอน
โปรตีนในตัวอย่างได้อีกด้วย ตัวท าละลายสกัดท่ีศึกษาได้แก่  

อะซิโตไนไทรล์กับ เอทานอล และเฮกเซนกับ เอทานอล  
ในอัตราส่วน 1:1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากการศึกษาพบว่า
เมื่ อ ใช้ เฮก เซน กั บ เอทานอล  มาสกั ดด้ วย เทค นิค  MAE  
ให้ประสิทธิภาพในการสกัดสูงท่ีสุด ดัง Figure 5  เน่ืองจาก
ความ ไม่ มี ขั้ ว ข อ ง เฮก เซนท า ให้ ส กั ด  PAHs ซ่ึ ง ไม่ มี ขั้ ว
เช่นเดียวกันได้ดี 

 

 
Figure 5 Effect of extraction solvent on the recovery (%) of the PAHs using MAE  

(Extraction conditions: extraction solvent volume; 10 mL, extraction power; 300 W, extraction time; 1 min)  
 
3.2 ก าลังไฟฟ้าท่ีใช้ในการสกัด 
ก าลังไฟฟ้าท่ีใช้ในการสกัดด้วยเทคนิค MAE เป็นปัจจัย 

ท่ีเป็นต้องศึกษา เพื่อป้องกันการเกิดความร้อนท่ีสูงเกินไปซ่ึง
อาจท าให้สารที่สนใจเกิดการสลายตัวหรือเกิดความดันสูงเกินไป
ท าให้สารเกิดการกระเด็นหรือหกจากภาชนะบรรจุได้ [22] ใน
การทดลองได้ศึกษาก าลังไฟฟ้าท่ี 300 W และ 450 W โดยใช้
เฮกเซนกับเอทานอล ในอัตราส่วน 1:1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
เป็นตัวท าละลายสกัด จากการศึกษาพบว่า เมื่อใช้จะก าลังไฟฟ้า 
300 W จะท าให้มีพื้นท่ีใต้พีคสูงและให้ประสิทธิภาพในการสกัด

สูง ผลแสดงดัง Figure 6 ดังน้ันก าลังไฟฟ้าท่ีใช้ 300 W เป็น
ก าลังไฟฟ้าท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสกัดด้วยเทคนิค MAE  
ซ่ึงก าลังไฟฟ้าท่ี 450 W เป็นการใช้ก าลังไฟฟ้าท่ีสูงจะท าให้เกิด
ความร้อนและความดันสูงด้วย อาจท าให้เกิดการกระเด็นของ
ตัวอย่างจึงสูญเสียตัวอย่างไปบางส่วนและอาจเกิดการระเหย
ของตัวท าละลายท าให้ปริมาตรของตัวท าละลายลดลงจากเดิม 
จึงสกัด PAHs ได้น้อยลง และส่งผลให้ประสิทธิภาพการสกัด
น้อยลงน่ันเอง 

 

 
Figure 6 Effect of extraction power on the recovery (%) of the PAHs using MAE  

(Extraction conditions: extraction solvent; hexane-ethanol (1:1), solvent volume; 10 mL, extraction time; 1 min)  
 
3.3 เวลาท่ีใช้ในการสกัด 
เวลาที ่ใช้ในการสกัดเป็นอีกหนึ่งปัจจัย ที ่จ าเป็นต้อง

ศึกษา โดยทั่วไปการเพิ่มเวลาในการสกัด จะท าให้สามารถ
สกัดสารได้มากขึ ้น แต่ก็ส่งผลต่อการสลายตัวของสารได้
เช่นเดียวกัน [24] ในการทดลองได้ศึกษาเวลาในการสกัดท่ี 
1 และ 2 นาที โดยใช้เฮกเซนกับเอทานอล ในอัตราส่วน  

 
1:1 ปริมาตร 10 มิลลิล ิตร เป ็นตัวท าละลายสกัด  จาก
ก า ร ศ ึก ษ า พ บ ว ่า  เมื ่อ ใ ช ้เ ว ล า ส ก ัด  1 น า ท ี จ ะ ใ ห้
ประสิทธิภาพในการสกัดสูงท่ีสุด ผลแสดงดัง Figure 7 ซ่ึงท่ี
เวลา 2 นาที อาจจะท าให้เก ิดความร้อนสูงท าให ้ต ัวท า
ละลายบางส่วนไปส่งผลให้ประสิทธิภาพการสกัดน้อยลง 
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Figure 7 Effect of extraction time on the recovery (%) of the PAHs using MAE  

(Extraction conditions: extraction solvent; hexane-ethanol (1:1), solvent volume; 10 mL, extraction power; 300 W)  
 

4. การศึกษาความน่าเชื่อถือของวิธี 
ศึกษาความน่าเชื่อถือของวิธีการ ได้แก่  ขีดจ ากัดการ

ตรวจวัด ช่วงความเป็นเส้นตรง ความเท่ียง และ ค่าการกลับคืน 
แสดงค่าใน Table 1 พบว่าวิธีท่ีได้พัฒนาขึ้นสามารถวิเคราะห์ 
PAHs ได้ในระดับความเข้นข้นต่ า ค่าความเป็นเส้นตรง 

อยู่ในช่วง 0.02 – 10 พีพีเอ็ม โดยมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 
(r2) มากกว่า 0.99 มี ค่าความเท่ียงท่ีดี  คือมี ค่าเบี่ ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์น้อยกว่า 5% และค่าการกลับคืนอยู่ในช่วง 
75.38 - 93.60 เปอร์เซ็นต์ 

 
 

Table 1 Analytical performance for PAHs obtained from MAE-DLLME-HPLC 

PAHs 
LOD 
(ppb) 

Linear range 
(ppm) 

Precision % Recovery 

Intra-day 
(n=10) 

Inter-day 
(n=10*3 days) 

0.5 ppm 2.5 ppm 

Fluorene 
Phenanthrene 
Anthracene 

10 
10 
15 

0.02-10 
0.02-10 
0.02-10 

3.09 
2.72 
3.51 

3.23 
3.30 
4.09 

89.85 
93.60 
86.65 

81.85 
77.99 
75.38 

 

5. การวิเคราะห์ PAHs ในตัวอย่างหมูปิ้ง 
ประยุกต์ใช้วิธี MAE-DLLME-HPLC ท่ีได้วิเคราห์หา PAHs ใน
ตัวอย่างหมูปิ้งซ่ึงสุ่มตัวอย่างจากบริเวณหน้ามหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลอีสาน นครราชสีมา โดยน าตัวอย่างมาบด
ให้ละเอียดก่อนจะท าการสกัดด้วยเทคนิค MAE และ DLLME 
ตามล าดับ เมื่น าสารสกัดท่ีได้วิเคราะห์ด้วย HPLC โดยท าการ

เปรียบเทียบกับตัวอย่างท่ีเติมสารมาตรฐาน PAHs ท่ีความ
เข้มข้น 0.5 ppm ผลการวิเคราะห์ดัง Figure 8 พบว่ามีพีคขึ้น
ท่ี เวลาก ารคงอยู่  (retention time, tR) เดี ย วกั น กั บ ส าร
มาตรฐาน แสดงให้เห็นว่าในตัวอย่างหมูปิ้งตรวจพบฟลูออรีน
และฟีแนนทรีน ซ่ึงมีความเข้มข้น 0.0681 µg/g และ 0.1632 
µg/g ตามล าดับ 
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Figure 8  Chromatograms of the studied PAHs obtained from grilled pork sample using MAE-DLLME-HPLC method    
(A) spiked sample (0.5 ppm) and (B) non-spiked sample (Peak assignment; 1 = fluorine,  

2 = phenanthrene and 3 = anthracene) 
  

สรุปและเสนอแนะ 
การศึกษาเทคนิคการสกัดสารกลุ่มโพลีไซคลิกอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอนโดยใช้การสกัดด้วยคลื่นไมโครเวฟร่วมกับการ
สกัดระดับจุลภาคโดยอาศัยการกระจายตัวของของเหลว และ
วิเคราะห์ด้วยโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง พบว่าวิธีท่ี
ได้มีความเท่ียงและความถูกต้องสูง ใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ ใน
การสกัดน้อย เวลาในการสกัดสั้น สามารถวิเคราะห์ PAHs ได้
ในความเข้มข้นต่ าถึงระดับพีพีบีและสามารถประยุกต์ใช้เพื่อ
วิเคราะห์หาปริมาณ PAHs ในตัวอย่างหมูป้ิงได้จริง 
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