
บทท่ี 3  
วัสดุอุปกรณละวิธีการทดลอง 

 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
3.1.1 เคร่ืองมือ 
          1) เครื่องโครมาโตกราฟชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง (High Performance Liquid 
Chomatograph) 
                    ยี่หอ Waters® รุน CWS V.17, USA 
                    คอลัมน : ODS-3 ความกวางขนาด 250 ความยาว 4.6 มิลลิเมตร เสนผาศูนยกลางขนาด 
5 ไมโครเมตร 

      เฟสเคลื่อนที่ : อะซีเตตบัฟเฟอร คาความเปนกรดดาง 4.5-4.6  เมทานอลอัตราสวน        
60 : 40  
                    อัตราการไหล : 1.0 มิลลิลิตร/นาที 

      ปริมาตรการฉีด/คร้ัง: 20 ไมโครลิตร 
      เครื่องแปลผลยูวีที่ความยาวคลื่น : 235 นาโนเมตร 
      หนวยการดูดกลืนแสงเตม็สเกล(AUFS) : 0.2000 
      ชอง (CHNL) : 3 

2) เครื่องวิเคราะหความเปนกรดดาง (pH- meter) ยี่หอ SCHOTT-GERATE® รุน CG 
804, GERMANY 

3) เครื่องกวนไฟฟา (magnatic stirrer with TFE – coated stirring bar ) VELP 
SCIENTIFICA® รุน Are 2 ,Italy 

4) เครื่องปนไฟฟา (blender moulinex) ยี่หอ moulinate® รุน 643  , MEXICO 
5) เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง (analytical balance) ยี่หอ CE รุน HM-200 , 

JAPAN 
6) อางน้ําความถี่สูง (ultrasonic bath) ยี่หอ BRANSON® รุน BRANSON 3200 , USA  
7) อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ยี่หอ memmert®  รุน W 760, GERMANY 
8) ตูอบลมรอน (hot air oven) ยี่หอ memmert® รุน U40 class 2 , GERMANY 
9) เครื่องผสมของเหลวแบบหมุนวน (vortex mixer) ยีห่อ Vortex GENIE 2®                        

รุน O-560E, USA   
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3.1.2 เคร่ืองแกว 
1)  ปเปตขนาด 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 และ10.0 มิลลิลิตร 
2) ขวดรูปชมพู ขนาด 125, 250 และ 1,000 มิลลิลิตร 
3) ขวดวัดปริมาตร ขนาด 50, 100, 1,000  และ 2,000 มิลลิลิตร 
4) กระบอกตวงขนาด 100, 250, 500  และ 1,000 มิลลิลิตร 

 5) บีกเกอรขนาด 50, 100, 1,000 และ 2,000 มิลลิลิตร 
6) กรวยกรอง 
7) หลอดหยดพรอมลูกยาง 
8) กระดาษกรอง Whatman เบอร 42  
9) ชุดกรองเมมเบรนเสนผาศูนยกลาง ขนาด 13 มิลลิเมตร และ 47 มิลลิเมตร พรอมแผน

กรองชนิด ไนลอน 66 ขนาด 0.5 ไมโครเมตร 
 
3.1.3 สารเคมี  
 1) เมทานอล (methanol: AR,Merck®, Germany) 
 2) แอมโมเนยีมอะซีเตต (ammonium acetate:AR,Merck®, Germany) 
 3) โพแทสเซียม เฟอรโรไซยาไนด (potassium ferrocyanide:AR,Fisher chemicals®, 
England) 
 4) ซิงค อะซีเตต (zinc acetate:Merck®, Germany) 
 5) โซเดียม ซาลิไซเลต (sodium salicylate:Merck®, Germany) 
 6) โซเดียม เบนโซเอต (sodium benzoate:Fluka chemika®, Switzerland) 
 7) โพแทสเซียม ซอรเบต (potassium sorbate:AR,Merck®, Germany) 
 8) กรดอะซีตคิ (acetic acid gracial:Merck® , Germany) 
 9) น้ํากลั่น  

 
3.1.4 กลุมตัวอยาง 
 เครื่องดื่มน้ําผลไมบรรจุปดสนิทของผูประกอบการในเขตอําเภอเมืองจังหวัดเชียงใหม 21 
ตัวอยาง ไดแก น้ําสม 9 ยี่หอ  น้ําฝรั่ง 2 ยี่หอ  น้ํามะเกี๋ยง 2 ยี่หอ  น้ํามะขาม 2 ยี่หอ  นํ้าสตรอเบอรร่ี 
1 ยี่หอ  น้ําล้ินจี่ 1 ยี่หอ ทั้งหมด 21 ตัวอยาง และเครื่องดื่มน้ําผลไมปดสนิทของผูประกอบการนอก
เขตอําเภอเมืองจังหวัดเชียงใหม 10 ตัวอยาง ไดแก น้ําสม 4 ยี่หอ น้ําสับปะรด 2 ย่ีหอ                           
น้ําสตรอเบอรร่ี 2 ยี่หอ น้ําเสาวรส และน้ําล้ินจี่ โดยเก็บตัวอยางน้ําผลไมที่ผลิต 3 ชวงเวลา คือ                    
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เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2547 ถึง เดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2548 เดือนมีนาคม ถึง เดือนเมษายน        
พ.ศ. 2548 และ เดือนพฤษภาคม ถึง เดือนตุลาคม พ.ศ. 2548หลังจากนั้นนําตัวอยางน้ําผลไมทั้งหมด
มาวิเคราะหหาปริมาณกรดซอรบิค กรดเบนโซอิค และกรดซาลิไซลิค ตามวิธี  HPLC หาปริมาณ
ความชื้นและของแข็งทั้งหมด โดยตูอบลมรอน (hot air oven) ตามวิธีของ AOAC (2000) วัดคา
ความเปนกรดดาง โดยเครื่องวิเคราะหคาความเปนกรดดาง (pH-meter) และหาปริมาณกรดที่
ไทเทรตไดทั้งหมด ตามวิธีของ AOAC (2000) 

3.2 วิธีการทดลอง 
    การศึกษาปริมาณกรดเบนโซอิค กรดซอรบิคและกรดซาลิไซลิคในเครื่องดื่มบรรจุปดสนิทที่

ผลิตในเขตและนอกเขตอําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม มีขัน้ตอนดังนี ้
 

3.2.1. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
1) กรดซาลิไซลิค 5,000 สวนในลานสวน 
    ละลายโซเดียมซาลิไซเลต 0.5796 กรัม ดวยน้าํ ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร (น้ําหนกั 

โซเดียมซาลิไซเลต คิดตามความบริสุทธิ์ เชนโซเดียมซาลิไซเลต มีความบริสุทธิ์ 99.76 เปอรเซ็นต 
ตองชั่งน้ําหนกัเปน 0.5810 กรัม 

2) กรดเบนโซอิค 5,000 สวนในลานสวน 
    ละลายโซเดียมเบนโซเอต 0.5900 กรัม ดวยน้าํปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร (น้ําหนัก 

เบนโซเอตคิดตามความบริสุทธิ์เชน เบนโซเอตมีความบริสุทธิ์ 99.59 เปอรเซ็นต ตองชั่งน้ําหนกั
เปน 0.5927 กรัม) 

3) กรดซอรบิค 5,000 สวนในลานสวน 
       ละลายซอรบิคแอซิคโพแทสเซียมซอล 0.6699 กรัม ดวยน้ําปรับปริมาตรเปน 100 

มิลลิลิตร (น้ําหนักซอรบิคแอซิคโพแทสเซียมซอลคิดตามความบริสุทธิ์ซอรบิคแอซิคโพแทสเซียม
ซอลมีความบริสุทธิ์ 98.94 เปอรเซ็นต ตองชั่งน้ําหนักเปน 0.6771กรัม) 
    4) ผสมสารละลายมาตรฐาน 1,000 สวนในลานสวนปเปตสารละลาย ในขอ 1, 2, 3 มาอยาง
ละ 10.0 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 50 มิลลิลิตร 

  5) ผสมสารละลายมาตรฐาน 10, 30, 50, 70 และ 90 สวนในลานสวน 
     5.1) ปเปตสารละลายขอ 4) มา 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 และ 9.0 มิลลิลิตร ในแตละขวดวัด

ปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิต 
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5.2) เติมสารละลายสกัด ประมาณ 80 มิลลิลิตร เติม carrez I และ carrez II อยางละ 1 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหถึงขีดดวย สารละลายสกัด เขยาใหเขากัน 

5.3) ตั้งทิ้งไว 15 นาที กรองดวยกระดาษกรอง เบอร 42 แลวกรองดวย แผนกรองเมมเบรน 
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร  
 
3.2.2. การเตรียมสารละลายสําหรับสกัดตวัอยาง 

1) สารละลายเมทานอลกรองดวยแผนกรองเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
2) สารละลายแอมโมเนียมอะซีเตตบัฟเฟอรมีคาความเปนกรดดาง 4.5-4.6 ละลาย

แอมโมเนียมอะซีเตตบัฟเฟอรปริมาณ 1.5435 กรัม ในบีกเกอรละลายดวยน้ํากล่ันปริมาตร1,900 
มิลลิลิตรปรับความเปนกรดดางดวยกรดอะซีติคจนไดคาความเปนกรดดาง 4.5-4.6 แลวปรับใหได
ปริมาตร 2,000 มิลลิลิตร กรองดวยแผนกรองเมมเบรน ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

3) สารละลายสกัดโดยนาํสารละลายในขอ 2)  มา 60 สวน ผสมใหเขากับสารละลายในขอ 1) 
จํานวน 40 สวน 

4) สารละลายเฟสเคลื่อนที่โดยนําสารละลายขอ 2) มา 60 สวน ผสมใหเขากับสารละลายใน
ขอ 1) จํานวน 40 สวน 

5) สารละลาย Carrez I ละลาย โพแทสเซียมเฟอรโรไซยาไนด 150 กรัม ดวยน้ํากล่ันปรับ
ปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

6) สารละลาย Carrez II  ละลายซิงคอะซเีตต 230 กรัม ดวยน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1,000 
มิลลิลิตร 
 
3.2.3 การสกัดและวิเคราะหปริมาณกรกเบนโซอิค กรดซอรบิคและกรดซาลิไซลิคในตวัอยาง 

1) การเตรียมตัวอยางโดยสุมตัวอยางมาอยางนอย 50 เปอรเซนตเขยาตัวอยางใหเขากัน แบง
ใสภาชนะที่สะอาดและมีฝาปด 

2) ปเปตตัวอยางเครื่องดื่มน้ําผลไมบรรจุปดสนิทปริมาณ  10 กรัม ถายใสขวดวัดปริมาตร 
ขนาด 100 มิลลิลิตร 

3) เติมสารละลายสกัด ประมาณ 80 มิลลิลิตร เติมสารละลาย carrez I และสารละลาย 
carrez II อยางละ 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหถึงขีดดวยสารละลายสกัด เขยาใหเขากัน 

4) ตั้งทิ้งไว 15 นาที กรองดวยกระดาษกรอง เบอร 42 แลงกรองดวยแผนกรองเมมเบรน 
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

5) ฉีดสารละลายเขาเครื่อง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
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 ปเปตตัวอยางเครื่องดื่มน้ําผลไมบรรจุปดสนิท จํานวน 10  กรัม ถายใสในขวดวัดปริมาตร  
- เติมสารละลายสกัด ปริมาณ 80 มิลลิลิตร 
- เติมสารละลาย carrez I ปริมาตร 1 มิลลิลิต 
- เติมสารละลาย carrez II ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
- ปรับปริมาตรดวยสารละลายสกัด 

 
สารละลายสกัด ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 -    ตั้งทิ้งไว 15 นาที 
 -    กรองดวยกระดาษกรอง เบอร 42  
 -    กรองดวย แผนกรองเมมเบรน ขนาด 0  

   ไมโครเมตร   
ฉีดสารละลาย 20 ไมโครลิตร เขา HPLC 

 
ภาพที่ 3.1 ขั้นตอนการหาปรมิาณกรดเบนโซอิค กรดซอรบิค และกรดซาลิไซลิคในเครื่องดื่ม    

บรรจุปดสนิทที่ผลิตนอกเขต จังหวัดเชยีงใหม 
 
3.2.4. การคํานวณปริมาณกรดเบนโซอิค กรดซอรบิค และกรดซาลิไซลิค 
          คํานวณจากกราฟมาตรฐานของ สารละลายมาตรฐาน  โดยหาคาความชัน (slope) และจดุตัด
แกน Y (intercept)  
จากสมการเสนตรง Y = AX + B    

          A = ความชัน (slop) 
       B = สวนของพื้นที่ของกราฟเหลื่อมซอนกัน (intercept)   
       X = ปริมาณที่พบ (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 
       Y = พื้นที่ใตกราฟหรือความสูงกราฟของตัวอยางทีว่ิเคราะห 
       Vf = ปริมาตรสุดทาย (มลิลิลิตร) 
       D  = การเจือจาง (dilution)  
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ความเขมขนทีแ่นนอนคํานวณจาก 
 
   X =  Y – B        × Vf D    ;  wt  =  น้ําหนักของตัวอยาง (กรัม) 

    A     wt  
 

3.2.5 การหาเปอรเซ็นตการคืนกลับ 
 1) ชั่งตัวอยางเครื่องดื่มน้ําผลไมบรรจุปดสนิท A  ปริมาณ 10 กรัม ถายใสขวดวัดปริมาตร 
ขนาด 100 มิลลิลิตร 
 2) เติมสารละลายมาตรฐานกรดเบนโซอิค เขมขน 30 สวนในลานสวน ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
 3) เติมสารละลายสกัด ประมาณ 80 มิลลิลิตร เติมสารละลาย carrez I และสารละลาย 
carrez II อยางละ 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหถึงขีดดวยสารละลายสกัดเขยาใหเขากัน 
 4) ตั้งทิ้งไว 15 นาที กรองดวยกระดาษกรอง เบอร 42 แลงกรองดวย กรองดวยแผนกรองเมม
เบรน ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 5) ฉีดสารละลายเขาเครื่อง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
 6) คํานวณปริมาณตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐานกรดเบนโซอิค 
 7) คํานวณหาเปอรเซ็นตการคืนกลับ 
 
 
เปอรเซ็นตการคืนกลับ =    ปริมาณตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐาน – ปริมาณตัวอยางที่ไมเติม          × 100 

                                                                              สารละลายมาตรฐาน 
      จํานวนไมโครกรัมของ สารมาตรฐานที่เติม/น้ําหนักตัวอยางเปนกรัมท่ี 
       เติมสารละลายมาตรฐาน 

 
หมายเหตุ  การหาเปอรเซ็นตการคืนกลับของกรดซอรบิค และกรดซาลิไซลิค สามารถคํานวณ
เชนเดียวกันกับกรดเบนโซอิค 
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3.2.6. การวิเคราะหทางเคมี 
 1) คาความเปนกรด-ดาง (pH) โดยใช pH-meter ; SCHOTT-GERATE® รุน CG 804,          
Germany 
 2) ปริมาณความชื้น (Moisture Content ) และของแข็งทั้งหมด (Total Solid)โดยใชตูอบ
ลมรอนตามวธีิ AOAC (2000) 
 3) ปริมาณกรดที่ไตเตรตไดทั้งหมด (Total Titrable Acidity) ตามวธีิ AOAC (2000) 
  
3.2.7. วิธีวิเคราะหขอมูลทางสถิติ  
                    การวิจัยคร้ังนี้เปนการเก็บตัวอยางแบบสํารวจ หลังจากตรวจวิเคราะหแลวนั้น นําขอมูล
มาวิเคราะหความแปรปรวนที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test ตามโปรแกรม SPSS (วิเชียร,  2541) เพื่อทําใหทราบถึง
ความแตกตางของชนิดและปริมาณกรดเบนโซอิค กรดซอรบิคและกรดซาลิไซลิค ในน้ําผลไม
บรรจุปดสนิททั้ง 3 ชวงการผลิต คือ เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2547 ถึง เดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2548   
เดือนมีนาคม ถึง เดือนเมษายน พ.ศ. 2548 และ เดือนพฤษภาคม ถึง เดือนตุลาคม พ.ศ 2548 
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