
 

บทท่ี  3 
 

วิธีการดําเนินงานวิจัย 

3.1  ตัวอยางและสถานท่ีเก็บตัวอยาง 

การกําหนดบริเวณการเก็บตัวอยางน้ําพริก คือ สุมเก็บตัวอยางน้ําพริกท่ีมีจําหนายท่ัวไปใน
จังหวัดนครสวรรค  จํานวน 5 แหลง ดังนี้ 

1. น้ําพริกแมบุญเรือง  112/3 ต. เกยไชย  อ. ชุมแสง  จ. นครสวรรค  60120 

     -  น้ําพริกเผาปลา 
  -  น้ําพริกเผาปลา – แมงดา 

2.  กลุมแมบานบึงหลวง  1/1  หมูท่ี 6  ต.เกยไชย  อ.ชุมแสง  จ. นครสวรรค  60120 

     -  น้ําพริกเผาปลา 
     -  น้ําพริกเผาแมงดา 

3.  กลุมแมบานเกษตรกรพนมรอก  ต. พนมรอก  อ. ทาตะโก  จ.นครสวรรค  60160 

     -  น้ําพริกปลายาง 
     -  น้ําพริกเผาผัด 
     -  น้ําพริกแมงดา 

4.  รานจันทรสุวรรณ  314/4-7 ถนนสวรรควิถี   ต. นครสวรรคตก อ.เมือง จ.นครสวรรค  
60000 

    -  น้ําพริกเผากุง 
    -  น้ําพริกกากหมู 

5.  ตลาดบอนไก ถนนโกสีย  ต. ปากนํ้าโพ  อ. เมือง  จ. นครสวรรค  60000 

 -  น้ําพริกเผาผัด 
 -  น้ําพริกแมงดา 

 



  
 

3.2  ระยะเวลาในการเก็บตัวอยาง 

เก็บตัวอยางต้ังแตวันท่ี  20 กุมภาพันธ -  1 มีนาคม  พ.ศ. 2551 โดยเก็บตัวอยางน้ําพริกท่ี
บรรจุภาชนะแบบปดและไมไดบรรจุภาชนะแบบปด 

3.3 การเก็บรักษาตัวอยาง 

 นําตัวอยางน้ําพริกท่ีสุมไดเก็บไวในตูเย็น  เพื่อรอการวิเคราะหตอไป 

3.4  เคร่ืองมือ  อุปกรณและสารเคมี 

 3.4.1  เคร่ืองมือ 
  1.  เคร่ืองโครมาโทรกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ( High performance liquid 
chromatography,HPLC ) บริษัท  SHIMADSU รุน LC-10AD   
         -  คอลัมนชนิด C18ขนาด 4.6 ×250 mm packing 5 μm บริษัท GL Sciences Inc. 
       -  ดีเทคเตอรชนิด UV 

2.  เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง บริษัท  METTLER  TOLEDO  รุน  AG204 
  3.  เคร่ืองวัดพีเอช  บริษัท  METTLER  TOLEDO  รุน  PG 203-S 
  4.  เคร่ืองหมุนเหวี่ยง  บริษัท HETTICH  รุน  UNIVERSAL  32 

 3.4.2 อุปกรณ 

  1.  ขวดวัดปริมาตร 
  2.  ขวดรูปชมพู 
  3.  กระบอกตวง 
  4.  ปเปต 
  5.  บีกเกอร 
  6.  หลอดหยด 
  7.  แทงแกว 
  8.  ชอนตักสาร 
  9.  อะลูมิเนียมฟอยด 
  10. ขวดรีเอเจนต 
  11. กรวยแยก 
  12. แผนกรองเซลลูโลสอะซิเตต 



  
 

 3.4.3  สารเคมี 

  1.  สารละลายมาตรฐาน 
  -  กรดซอรบิก,Lab  grade  ผลิตโดยบริษัท  APS Ajax  Finechem 
  -  กรดเบนโซอิก,AR grade  ผลิตโดยบริษัท  APS Ajax  Finechem 
  2.  สารท่ีใชสกัด 
  -  เมทานอล, HPLC  grade ผลิตโดยบริษัท  J. T. Baker  Solusorb 
  -  เฮกเซน, HPLC  grade ผลิตโดยบริษัท  J. T. Baker  Solusorb 
  -  แอมโมเนียมอะซิเตต, AR grade  ผลิตโดยบริษัท APS Ajax  Finechem 
  -  กรดอะซิติก, AR grade  ผลิตโดยบริษัท VWR  Intenational  Ltd . 

3.5   วิธีการทดลอง 

      3.5.1 การวิเคราะหกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบ
สมรรถนะสูง 

       3.5.1.1  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  
        -  เตรียม Stock standard solution โดยช่ังกรดเบนโซอิกหนัก 1.0  กรัม  ลงใน
ขวดวัดปริมาตรขนาด  1  ลิตร   เติมเมทานอลปริมาตร  200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยเมทานอล 
       -  เตรียมWorking standard solutionโดยปเปต stock standard solution ปริมาตร  
1 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด  100 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรดวยเมทานอล 
  1.)  สําหรับการหาชวงความเปนเสนตรง โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของ
กรดเบนโซอิกใหมีความเขมขนเปน  1, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 และ1,000  ppm 
  2.)  สําหรับการสรางกราฟมาตรฐานท่ีใชในการวิเคราะหสารตัวอยาง  ใหเตรียม
สารละลายมาตรฐานผสมของกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกท่ีมีความเขมขนเปน 1, 5, 10, 50 และ
100 ppm 
       3.5.1.2  การสกัดกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกออกจากตัวอยางน้ําพริก    
  -  ช่ังตัวอยางน้ําพริกหนัก 5 กรัม ใสลงในขวดรูปชมพู 
  -  เติม n-hexane  ปริมาตร 15 มิลลิลิตร คนดวยแทงแกว 

-  เติม acetate buffer เขมขน 0.005 M (pH 4.4) ปริมาตร  50  มิลลิลิตร เขยาใหเขา
กันนาน 10 นาที 

  -  เทลงในหลอดหมุนเหวี่ยงขนาด  60 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 2,000 รอบตอ
นาที นาน 30 นาที 



  
 

  -  นําตัวอยางสวนท่ีเปนของเหลวใสในกรวยแยกเพ่ือแยกช้ันไขมันออก 
  -  นําสารละลายท่ีไดเติม n-hexane  ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เขยานาน 10 นาที 
  -  ต้ังท้ิงไวนาน 5 นาที แยกช้ันไขมันออกไป  
  -  นําไปกรองดวยกระดาษกรอง  เบอร 1 

-   นําสารละลายท่ีไดแชแข็งแลวต้ังท้ิงไวใหละลาย   
  -  นําไปกรองดวยแผนกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
  -  นําสารตัวอยางท่ีไดฉีดเขาเคร่ือง HPLC  เพื่อทําการวิเคราะห   
 หมายเหตุ  ทําการทดลองจํานวน  3  ซํ้า  สําหรับแตละตัวอยาง 

 3.5.1.3  การวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

  1)  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะ
สูงท่ีใชในการวิเคราะหกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิก 
          -  ทดลองหาสภาวะของเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง
โดยใช mobile phase ตาง ๆ กัน ปรับอัตราสวนของ mobile phase เคร่ืองตรวจวัด  และอัตราการ
ไหลของ mobile phase เพื่อใหเกิดการแยกของกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกดีท่ีสุด 
  2)  หาคาขีดจํากัดตํ่าสุดท่ีสามารถวิเคราะหไดดวยเคร่ืองมือ 
          -  ศึกษาโดยฉีดสารละลายมาตรฐานผสมของกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิก 
ท่ีมีความเขมขน  100 ppm  และเจือจางลงเร่ือย ๆ จนกระท่ังสังเกตจากโครมาโทรแกรมพบวา
สัญญาณความสูงของพีกของกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกเปน  3  เทาของสัญญาณความสูงของ 
พีกรบกวน ท่ีความเขมขนดังกลาว คือขีดจํากัดตํ่าสุดของการตรวจวัด 
  3)  การหาชวงความเปนเสนตรง 
          -  ศึกษาโดยเตรียมสารมาตรฐานผสมของกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกท่ี
ความเขมขนตาง ๆ คือ  1, 5, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 และ1,000  ppm 
          - ฉีดสารละลายผสมท่ีมีความเขมขนตาง ๆ เขาเครื่อง โครมาโทกราฟ
ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
          -  สรางกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนและพื้นท่ีใตพีกท่ีไดหาชวง
ความเปนเสนตรง 
  4)  การสรางกราฟมาตรฐาน 
          -  เตรียมสารละลายผสมของกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกท่ีความเขมขน
ตาง ๆ คือ 1, 5, 10, 50 และ 100 ppm   



  
 

         -  ฉีดสารละลายผสมแตละความเขมขนเขาสูเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลว
แบบสมรรถนะสูง 
         -  สรางกราฟมาตรฐาน โดยหาความสัมพันธระหวางความเขมขนและพื้นท่ีใต
พีก 
  5)  การหารอยละการกลับคืน 
         -  ช่ังตัวอยางน้ําพริก  100 กรัม เติมสารละลายมาตรฐานกรดเบนโซอิกและ       
กรดซอรบิกอยางละ 0.05  กรัม  บดใหละเอียด 
         -  นําไปสกัดตามวิธีขอ  3.5.2 
 หมายเหตุ : ทําการทดลองเปนจํานวน 5 ซํ้า 
  6)  การหาคาความแมนยําของการวิเคราะหของการวิเคราะหดวยเคร่ืองมือ 
          -  โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกท่ี
ความเขมขน 100 ppm   
          -  ฉีดสารละลายมาตรฐานเขาเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะ
สูง จํานวน 8 ซํ้า 
         -  นําผลพื้นท่ีใตพีกท่ีไดมาหาคาความเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
 

3.6 แผนภาพการทดลอง 
การสกัดกรดเบนโซอิกและกรดซอรบิกในน้ําพริกเพื่อนําไปวิเคราะหดวยโครมาโทรกราฟ

ของเหลวสมรรถนะสูง 
 

ช่ังตัวอยางน้ําพริกหนกั 5.0000 กรัมลงในขวดรูปชมพู 
 

เติมเฮกเซนปริมาตร  15  มิลลิลิตร คนดวยแทงแกว 
 

เติม 0.005 M อะซิเตตบัพเฟอร (pH 4.4) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร คนใหเขากันดวยแทงแกว 
 

เทของผสมท้ังหมดใสกรวยแยกเขยานาน 10 นาที 
 

เทใสลงในหลอดหมุนเหวีย่ง ขนาด 60 มิลิลิตร 2 หลอด 
 

นําไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000 รอบตอนาที นาน 30 นาที 
 

เทสารละลายท่ีไดใสลงในกรวยแยกต้ังท้ิงไวนาน 5 นาที แยกช้ันไขมันออกไป 
 

ไขเอาสารละลายสวนลางลงในขวดรูปชมพู 
 

เติมเฮกเซนปริมาตร  15  มิลลิลิตร(สกัดคร้ังท่ี 2) 
 

เทใสกรวยแยก เขยานาน  10 นาที 
 

ต้ังท้ิงไวนาน 5 นาที แยกช้ันไขมันออกไป 
 

นําสารละลายท่ีไดมากรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 
 

นําสารละลายท่ีไดไปแชแข็ง ต้ังท้ิงไวใหละลาย 
 

กรองดวยแผนกรองเซลลูโลสอะซิเตต ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 



  
 

 
 


