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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้เป็นการประยุกต์วิธีการสกัดแบบ QuEChERS เพื่อ

วิเคราะห์ปริมาณอะคริลาไมด์ในอาหารที่มีแปรรูปผ่านความร้อน 
ได้แก่ มันฝรั่งแผ่นทอด ขนมปังอบกรอบและกาแฟคั่วบด โดยใช้
ตัวทำละลายอะซิโตไนไตรล์ ปริมาตร 2.50  มิลลิตร ในการสกัด 
ตัวอย่างจำนวน 2.00 กรัม ร่วมกับการเติมเกลือแมกนีเซียมซัลเฟต 
จำนวน 0.20 กรัม และโซเดียมคลอไรด์จำนวน 0.05 กรัม จากนั้น
นำไปหมุนเหวี่ยงเป็นเวลา 3 นาที สารอะคริลาไมด์ในตัวอย่าง           
จะถูกแยกออกมาอยู่ในชั้นตัวทำละลายอะซิโตไนไตรล์ ได้อย่าง         
มีประสิทธิภาพ ซึ่งสามารถนำมาวิเคราะห์ปริมาณอะคริลาไมด์
ด้วยเทคนิค HPLC ที่มีอะซิโตไนไตรล์ร้อยละ 4.0 โดยปริมาตร             
ทำหน้าที่เป็นเฟสเคลื่อนที่ จากการทดสอบคุณลักษณะทางเคมี
วิเคราะห์ พบว่า ความใช้ได้ของวิธีมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 
เท่ากับ 0.998  ขีดจำกัดต่ำสุดของวิธีการวิเคราะห์ (LOD) เท่ากับ 
1.48 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าความแม่นยำที่แสดงในรูป ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) และค่าความถูกต้องในรูปร้อยละการ
กลับคืนอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ ค่าปริมาณสารอะคริลาไมด์ที่พบ
ในตัวอย่าง มีค่าน้อยกว่า 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร อย่างไรก็ตามแม้ว่า
ยังไม่มีเกณฑ์มาตรฐานสารอะคิลาไมด์ในอาหาร การตรวจหา
ปริมาณสารอะคริลาไมด์ในตัวอย่างที ่ทดสอบ สามารถใช้เป็น
แหล่งข้อมูลอ้างอิงสำหรับผู ้บริโภค และผู ้วิจัยในลำดับต่อไป          
อีกทั้งงานวิจัยนี้เป็นการเห็นถึงประสิทธิภาพการสกัดสารด้วยตัว
ทำละลายปริมาณน้อยโดยการประยุกต์การสกัดแบบแคชเชอร์
แบบไม่ใช้ชุดสกัดแบบสำเร็จรูป 

 

คำสำคัญ : แคชเชอร์, อะคริลาไมด์, การสกัด 

Abstract 
The work was to modify the QuEChERS extraction 

for the determination of acrylamide in the thermal 
process foods; French-fried, bread sticks, and roasted 
coffee. The optimal solvent used was a 2.50 ml 
acetonitrile for 2.00 g of sample weight, following the 
addition of 0.20 g magnesium sulfate and 0.05 g 
sodium chloride. Then, a 3 min centrifugation time 
was performed. Acrylamide was efficiently separated 
under optimal solvent, and it was determined by the 
HPLC method using 4% acetonitrile as a mobile phase. 
From the tests of analytical chemistry characteristics, 
the linearity in terms of correlation coefficient was 
present at 0.998 and the limit of detection (LOD) was 
1.48 mg/L. The precision, displayed as %RSD, and the 
accuracy in terms of recovery percentage were 
acceptable. The amount of acrylamide in food 
samples was less than 2.0 mg/L. However, the 
standards of acrylamide in foods have not been 
recommended. The work has given the information to 
the customer for consumption foods. Moreover, 
these modified QuEChERS without using a test kit 
represented the small volume of reagent and solvent 
consumption.   *วรพรรณ พรมศิลา
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1.บทนำ
อะคริลาไมด์ (Acrylamide) เป็นสารเคมีทีมีสูตรโมเลกุล

เป็น C3H5NO มีน้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 71.08 กรัมต่อโมล  
อะคริลาไมด์มีชื ่อเรียกตามระบบ International Union of 
Pure and Applied Chemistry: IUPAC ว่า prop-2-eamide 
มีสูตรโครงสร้าง ดังรูปที่ 1 อะคริลาไมด์เป็นสารเคมีที่สามารถ
พบได้ในอาหารผ่านกระบวนการเตรียม การปรุง หรือการแปร
ร ูปอาหาร โดยต ้องใช ้ความร ้อนสูง (ส ูงกว ่า 120 องศา
เซลเซียส) ไม่ว่าจะเป็นการอบ ปิ้ง ย่าง อบ ค่ัว หรือทอด อะคริ
ลาไมด์พบได้ในอาหารที่มีแป้งสูง ตัวอย่างเช่น มันฝรั่ง ขนมปัง 
ธัญพืช รวมถึงกาแฟด้วย โดยความร้อนจากการแปรรูป จะ
กระตุ้นการเกิดอะคริลาไมด์ โดยจะความร้อนทำหน้าที ่เป็น
ตัวเร่งให้เกิดปฏิกิริยาระหว่างกรดอะมิโนแอสพาราจีน (กรดอะ
มิโนอิสระในอาหาร) กับน้ำตาลรีดิวซิ่ง (Reducing sugar) เช่น 
ฟรุกโตสและกลูโคส เกิดเป็นสารอะคลิลาไมด์ โดยปริมาณ
อะคริลาไมด์ที่เกิดขึ้นในอาหารนั้นมากหรือน้อย ขึ้นอยู่กับ 3 
ปัจจัย ได้แก่ ระดับความร้อนที่ใช้ ระยะเวลาที่ให้ความร้อน 
และปริมาณกรดอะมิโนแอสพาราจีนและน้ำตาลรีดิวซิ ่งใน
อาหาร [1]   

รูปที ่1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของอะคริลาไมด์ 
ที่มา : https://www.sigmaaldrich.com 

อะคริลาไมด์ เชื่อว่าเป็นสารก่อมะเร็ง โดยหน่วยงานวิจัย
มะเร็งระหว่างประเทศ (OARA) ได้จัดให้สารอะคริลาไมด์เป็น
สารที่น่าจะเป็นสารก่อมะเร็งในมนุษย์ กลุ่ม 2A (Probably 
carcinogenic to humans) [1-2]. สำหรับอาหารไทย มีการ
รายงานการตรวจพบสารอะคริลาไมด์ครั้งแรกในตัวอย่างแกง
เขียวหวาน แกงกะหรี่ แกงแดง แกงมัสมั่น และฉูฉี่ปลาที่มขีาย
ทั่วไป ทั้งในรูปของอาหารกระป๋อง อาหารแช่แข็ง และอาหาร
ถุงปรุงสำเร็จ ซึ่งปริมาณที่ตรวจพบมีหลากหลายตั้งแต่น้อยกว่า 
60 จนถึง 606 นาโนกรัมต่อกรัมของน้ำหนักแห้งของอาหาร 
[3] หรือแม้แต่เผือกทอดและกล้วยทอด ยังมีรายงานปริมาณ
อะคริลาไมด์เฉลี่ย 34.65 และ 40.44 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม

ตามลำดับ [4] ดังนั ้น การบริโภคอาหารตามที ่กล่าวมานี้ 
รวมถึงอาหารจารด่วน ขนมขบเคี้ยวจำพวกมันฝรั่ง ขนมปัง 
อบกรอบ บิสกิต คุ ๊กกี ้ อาหารเช้าธัญพืช หรือกาแฟ ถือว่า 
มีโอกาสรับสารอะคริลาไมด์เข้าสู ่ร่างกายได้ และถึงแม้สาร
อะคริลาไมด์จะสามารถขับออกทางปัสสาวะ แต่ยังถือว่าการ
บริโภคอาหารกลุ่มนี้ต่อเนื่อง ก็ยังมีความเสี่ยงที่ร่างกายจะรับ
สารนี้เข้าไปอะคริลาไมด ์

การสก ัดแบบแคชแชอร์  (QuEChERS extraction) นั้น 
QuEChERS เป็นคำเรียกย ่อที ่มาจากคำว่า  “Quick, Easy, 
Cheap, Effective, Rugged and Safe” แปลตามความหมาย
ของคำ หมายถึง “เร็ว ง่าย ถูก มีประสิทธิภาพ มีความทนทาน 
และปลอดภัย” แคชเชอร์เป็นเทคนิคการสกัดเพื ่อเตรียม
ตัวอย่างท่ีมีสิ่งรบกวน (Matrices) โดยมีขั้นตอนการสกัด 2 ขั้น 
ได้แก่ 1) ขั้นตอนการสกัด (Extraction step) เป็นการแยกสาร
ที่ต้องการวิเคราะห์มาอยู่ในชั้นตัวทำละลายอินทรีย์ ร่วมกับ
การเติมเกลือ (MgSO4 และ NaCl) และการหมุนเหวี่ยง ซึ่งการ
เติมเกลือช่วยในการแยกเฟสของสารที่ต้องการออกมาอยู่ในชั้น
ตัวทำละลายอินทรีย์ และการหมุนเหวี่ยงทำให้ตัวทำละลาย
และตัวอย่างสัมผัสกันได้ดีขึ ้น จากนั ้นสารที ่สกัดนำเข้าสู่
ขั้นตอนการทำความสะอาดกำจัดสิ่งเจือปน และ 2) ขั้นตอน
การทำความสะอาดหรือกำจัดสิ ่งรบกวน  (Clean up step) 
เพื่อกำจัดส่ิงรบกวน (Interference) ที่อาจมีเหลือหรือกำจัดไม่
หมดออกจากสารตัวอย่าง โดยส่วนใหญ่จะผ่านสารตัวอย่างลง
บนตัวดูดซับของแข็งร่วมกับการหมุนเหวี ่ยง เพื ่อแยกสาร
รบกวนกับสารที่ต้องการ ตามรูปที่ 2 การสกัดด้วยแคชเชอร์
เป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ ใช้ตัวทำละลายและตัวอย่างใน
ปริมาณน้อย และได้รับการรับรองให้เป็นวิธีมาตรฐานของ 
AOAC นำมาใช้อย่างกว้างขวางในการสกัดสารกำจัดศัตรูพืช
ตกค้างในผักและผลไม้ที่มีความชื้นสูง มีไขมันต่ำ  และมีสาร
รบกวนอื่น จนในปัจจุบันวิธีนี้ ได้ถูกปรับปรุงให้ใช้กับตัวอย่างที่
มีความหลากหลายมากขึ้น [4] ใช้วิเคราะห์สารปริมาณน้อย ๆ
ได้เป็นอย่างดี เช่น สารสเตียรอยด์ในยา [5-6], อะฟาทอกซินบี 
1 อาหารสัตว ์[7]   

สารอะคริลาไมด์ ถือเป็นภัยเงียบที่แฝงมากับการบริโภค
อาหารชนิดต่าง ๆ ที่ผ่านความร้อน การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
อะคริลาไมด์ในการอาหารจะช่วยเป็นข้อมูลสำหรับผู ้บริโภค 
รวมถึงการพัฒนาวิธีการเตรียมตัวอย่างและวิธีการวิเคราะห์ที่
หลากหลายขึ้น ได้แก่ เทคนิคการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีเมทริกซ์ 
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โซลิด ดิสพอชั่นร่วมกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอัลตราไฮเพอร์
ฟอร์แมนซ์ลิควิด โครมาโทรกราฟี [9] การเตรียมตัวอย่างด้วย
การว ิธ ีการสกัดแบบเฟสของแข ็ง ร ่วมก ับว ิเคราะห์ด ้วย
เทคนิคอัลตราไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิด โครมาโทรกราฟี  [10] 
เทคนิคโวลแทเมทรีแบบแอโนดิกสตริปปิง [11] หรือ เทคนิค
แก๊สโครมาโทรกราฟี [12-13] 

รูปที่  2 การประยุกต์วิธแีคชเชอร์  
(ก) ขั้นการสกัด (ข) ขั้นการกำจัดสิ่งเจือปน 

ที่มา : พุทธมนต์ อัครฮาด และอรุณโรจน์ ผจญศึก [8] 

2.วัตถุประสงค์และขอบเขตของงาน
2.1ขอบเขตของงาน
2.1.1ศึกษาตัวแปร (ชนิดตัวทำละลาย, ปริมาตรตัวทำละลาย,
น้ำหนักและอัตราส่วนของเกลือ และเวลาในการสกัด) ที่มีผล
ต่อการสกัดสารอะคริลาไมด์ในผลิตภัณฑ์อาหารได้แก่ มันฝรั่ง
แผ่นทอดกรอบ ขนมปังกรอบ และกาแฟคั่วบด โดยประยุกต์
วิธีการสกัดแบบแคชเชอร์โดยไม่ใช้ชุดสกัดแบบสำเร็จรูป
2.1.2ศึกษาคุณสมบัติทางเคมีวิเคราะห์ของวิธี เพื่อแสดงความ
ถูกต้องและแม่ยนยำ ได้แก่ ความเป็นเส้นตรง (Linearity), ค่า
ต่ำสุดที่ตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และ ค่าต่ำสุดที่
สามารถรายงานได้ (Limit of Quantity, LOQ) เพื่อวิเคราะห์
ปริมาณสารอะคริลาไมด์ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหาร

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์วิธีแคชเชอร์แบบ            
ไม่ใช้ชุดสกัดแบบสำเร็จรูป สำหรับสกัดสารปริมาณน้อย         
ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหาร และศึกษาคุณสมบัติทางเคมี

วิเคราะห์ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารอะคริลาไมด์ในผลิตภัณฑ์
อาหาร 

3.วิธีดำเนินการวิจัย
3.1การเตรียตัวอย่างอาหาร

นำตัวอย่างอาหารที่มีจำหน่ายทั่วไปตามร้านสะดวกซื้อ 
ได้แก่ ขนมขบเคี้ยวมันฝรั่งแผ่นทอดกรอบ ขนมปังอบกรอบ 
และตัวอย่างกาแฟคั่วบด นำมาบดและปั่นให้ละเอียด บรรจุ
ตัวอย่างที่บดละเอียดลงในถุงซิปล๊อค เก็บไว้ในโถดูดความชื้น 
เพื่อนำไปศึกษาในขั้นต่อไป 
3.2วิธีสกัดอะคริลาไมด์ปริมาตรน้อย 

ชั่งตัวอย่างอาหารบดละเอียดจำนวน 2.0 กรัม ละลายใน
ตัวทำละลายอะซิโตรไนไตรล์ ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร ใส่ลงใน
หลอดเซนตริฟิวจ์ เขย่าด้วยมือให้เข้ากัน และหมุนเหวี่ยงด้วย
เครื่องเซนตริฟิวจ์ แรงเหวี่ยง 2,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
นาที ที่อุณหภูมิห้อง เพื่อให้ตัวทำละลายและตัวอย่างเข้ากัน 
จากนั้นเติมเกลือแมกนีเซียมซัลเฟต จำนวน 0.20 กรัม และ
เกลือโซเดียมคลอไร์จำนวน 0.05 กรัม (อัตราส่วนเกลือทั้ง 2 
ชนิด เท่ากับ 4 ต่อ 1 โดยน้ำหนัก) ลงในสารละลายตัวอย่าง 
เขย่าด้วยมือ แล้วนำไปหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ แรง
เหวี่ยง 2,000 รอบต่อนาท ีเพื่อทำการสกัดที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 3 นาที การหมุนเหวี่ยงจะเป็นการเพิ่มการสัมผัสระหว่าง
ตัวอย่างอาหารกับตัวทำละลายอินทรีย์และการเติมเกลือจะ
ช่วยทำให้เกิดการแยกชั้นของสาร จากนั้นดูดชั้นสารละลาย
อินทรีย์ใส่ลงในหลอดเซนตริฟิวจ์ท่ีบรรจุผงถ่านกัมมันต์ จำนวน 
0.005 กรัม นำไปหมุนเหวี่ยง แรงเหวี่ยง 2,000 รอบต่อนาท ีที่
อุณหภูมิห้อง อีกครั้ง เป็นเวลา 3 นาที ดูดชั้นสารละลายกรอง
ผ ่ า น ก ร ะ ด า ษ ก ร อ ง  ( Membrane filter) ข น า ด  0.45 
ไมโครเมตร เพื่อวิเคราะห์ปริมาณอะคริลาไมด์ ด้วยเทคนิค
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ต่อไป 
การเตรียมตัวอย่างนี้การสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ปริมาตร
น้อย และการเติมเกลือแบบวิธีแคชเชอร์ ร่วมกับการหมุน
เหวี่ยงเพื่อให้เกิดการสกัดและแยกเฟสที่ดีขึ้น ขั้นตอนวิธีการ
ทดลองตัวอย่างอาหาร  
3.3การวิเคราะห์ปริมาณอะคริลาไมด์ด้วยเครื ่องโครมาโท- 
กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

วิเคราะห์ปริมาณอะคริลาไมด์ด้วยเทคนิค HPLC แบบ 
รีเวิร์สเฟส ใช้คอลัมน์ชนิด C18 (ขนาด 4.6x150 นาโนเมตร) 
โดยเฟสเคลื่อนที่เป็น ใช้สารผสมระหว่างอะซิโตไนไตรล์และน้ำ 

(ก) 

(ข) 
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ในอัตราส่วน 4 ต่อ 96 จากนั้นปรับค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 
ของเฟสเคลื่อนที่เท่ากับ 3.5 ด้วยกรดออโทฟอสฟอริก การ
วิเคราะห์ใช้อัตราการไหลของเฟสเคลื ่อนที ่ เท่ากับ 0.70 
มิลลิลิตรต่อนาที ใช้ตัวตรวจวัดชนิดยูวี ที่ความยาวคลื่น 210 
นาโนเมตร 
3.4การทดสอบคุณสมบัติทางเคมีวิเคราะห์ของวิธ ี  

การทดสอบคุณสมบัต ิทางเคมีว ิ เคราะห์ของว ิธี เป็น
กระบวนการในเคมีวิเคราะห์ที ่แสดงถึงผลของความถูกต้อง 
และความแม่นยำที ่ เก ิดจากการเตรียมตัวอย ่างและการ
วิเคราะห์ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น โดยการทดสอบตัวอย่างที่มีการ
เติมสารมารตรฐานที่ระดับความเข้มข้นต่ำ จำนวน 10 ครั้ง 
เป็นการทดสอบการวัดสารละลายระหว่างวัน เป็นเวลา 3 วัน 
เพื่อหาค่าความแมนยำของการวิเคราะห์ ในรูปค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ และหาค่าต่ำส ุดที ่ตรวจพบ (Limit of 
detection, LOD) และ ค่าต่ำสุดที่สามารถรายงานได้ (Limit 
of Quantity, LOQ) จากสมการ (1) และ (2) ตามลำดับ 

LOD= X̅blank+3 SDblank (1) 

LOQ= X̅blank+ 10 SDblank   (2) 

สารละลายต ัวอย ่างท ี ่ทราบความเข ้มข ้น นำมาเติม
สารละลายมาตรฐานที ่ทราบความเข้มข้น และปริมาตรที่
แน่นอนระหว่างขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง ทำการวิเคราะห์
เพื่อหาค่าร้อยละการกลับคืน (% Recovery) ตามสมการ (3) 

% Recovery=
(ตัวอย่าง + สารมาตรฐาน) –(ตัวอย่าง)

สารมาตรฐาน
×100  (3) 

4.ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย
4.1การเตรียมตัวอย่างและการสกัดตัวอย่างด ้วยวิธ ีการ
ประยุกต์วิธีแคชเชอร์

ตัวอย่างอาหารที่นำมาทดสอบ ได้แก่ มันฝรั ่งแผ่นทอด
กรอบ ขนมปังกรอบ และกาแฟคั่วบด นำมาบดละเอียด ตาม
รูปที่ 3 ชั่งตัวอย่างตามจำนวนมาสกัดหาปริมาณสารอะคริลา
ไมด์วิธีประยุกต์การสกัดแบบแคชเชอร์  โดยอาศัยหลักการ
สกัดด้วยตัวทำละลายที่เหมาะสม คือ สกัดด้วยตัวทำละลายอะ
ซิโตรไนไทรต์ ร่วมกับการเติมเกลือแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) 

และโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) และการหมุนเหวี่ยงภายใต้เวลาที่
เหมาะสม รวดเร็วและมีประสิทธิภาพเพียงพอ เพื่อให้เกิดการ
กระจายตัวของตัวอย่างในชั้นตัวทำละลายอินทรีย์ และการ
แยกเฟสที่ชัดเจนระหว่างสาร ซึ่งการสกัดดังกล่าวเป็นการสกัด
โดยประยุกต์หลักการสกัดแบบแคชเชอร์แบบไม่ใช้ชุดสกัด
สำเร็จรูป รวมถึงเป็นการสกัดนี้ใช้ตัวทำละลายในปริมาตรน้อย 
ซ ึ ่งส ่งผลดีต ่อความปลอดภัยต่อผู ้ทำการทดลองและต่อ
สิ่งแวดล้อม  

รูปที่ 3 ตัวอย่างอาหารมั่นฝรั่งทอดชนิดแผ่น ขนมปังกรอบ 
และกาแฟคั่วบด ที่นำมาทดสอบ 

4.1.1ผลของชนิดตัวทำละลาย 
ตัวทำละลายที่ใช้ในการศึกษา คือ เมทานอล และอะซิโตไน

ไตรล์ พบว่า ตัวทำละลายทั้งสองสามารถแยกเฟสของสาร 
ออกเป็น 3 ชั้น คือ ชั้นตัวอย่าง ชั้นเกลือ และชั้นตัวทำละลาย
ได้อย่างชัดเจนเช่นเดียวกัน และเมื่อเปรียบเทียบสารที่สกัดได้
จากตัวทำละลายทั ้งสอง โดยการพิจารณาจากพื ้นที ่ใต้พีก 
พบว่า ปริมาณสารอะคริลาไมด์ที่สกัดออกมาได้ มปีริมาณพื้นที่
ใต้พีกที่ไม่แตกต่างกันมาก แต่สิ่งที่แตกต่างอย่างชัดเจนคือ ใน
ขั้นการสกัดสารละลายที่สกัดด้วยอะซิโตไนไตล์มีลักษณะใส
กว่าสารละลายที่สกัดด้วยเมทานอล ตามรูปที่ 4ก. อีกทั้งเป็น
ตัวทำละลายอะซิโตไนไตล์เป็นตัวทำละลายอินทรีย์ชนิด
เด ียวก ับ เฟสเคล ื ่ อนที่  ๆ ใช้  ซ ึ ่ งจะมีความเข ้ าก ันได้  
(Compatibility) ของตัวทำละลายสกัดกับเฟสเคลื่อนที่ ดังนั้น 
เลือกอะซิโตไนไตรล์  เป็นตัวทำละลายในการทดลองต่อไป  

4.1.2ผลของปริมาตรตัวทำละลาย 
เทคนิคการสกัดแคชเชอร์ ถือว่าเป็นเทคนิคการสกัดที่ใช้ตัว

ทำละลายในการสกัดน้อย ลดการสิ้นเปลือง และลดความเป็น
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พิษของสารอินทรีย์ที่มีต่อผุ้ทำการทดลองและต่อสิ่งแวดล้อม 
และจากการศึกษาชนิดตัวทำละลายในการสกัด เลือกอะซิโตไน
ไตรล์ในการสกัดสารอะคริลาไมด์ เมื ่อนำสารที ่สกัดได ้ไป
วิเคราะห์ด้วย HPLC พบเวลาที่ถูกหน่วง (Retention time, 
tR) อยู่ที ่ประมาณ 3.5 นาที และเมื ่อศึกษาผลของปริมาตร
ของอะซ ิโตไนไตรล์ท ี ่แตกต ่างก ัน (2.50, 3.50 และ 4.50 
มิลลิลิตร) พบว่า พื้นที่ใต้พีกในแต่ละปริมาตรมีค่าใกล้เคียงกัน 
ผลการทดลองตามตารางที่ 1 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
ปริมาตรไม่มีผลต่อพื้นที่พีกอย่างมีนัยสำคัญ การเพิ่มปริมาตร
ตัวทำละลายไม่เป็นสัดส่วนโดยตรงกับพื้นที่ใต้พีก  และเมื่อ
พิจารณาในเรื่องการดูดสารละลายในชั้นตัวทำละลาย ในเรื่อง
ความยากง่าย และความเพียงพอของปริมาตร พบว่า ปริมาตร
สารละลายที่ได้จากการสกัดด้วยอะซิโตไนไตรล์ ปริมาตร 2.50 
มิลลิลิตร มีปริมาตรน้อย แต่เพียงพอต่อการดูดเก็บชั้นตัวทำ
ละลายเพื่อนำไปวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป ดังนั้น ในการศึกษา
ไม่มีความจำเป็นต้องใช้ปริมาตรตัวทำละลายมากกว่า 2.50 
มิลลิลิตร ซึ่งตรงกับวัตถุประสงค์ ที่มุ ่งเน้น ลดการใช้ตัวทำ
ละลายอินทรีย์ ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ปริมาตรอะซิโตไนไตรล์ที่ 2.50 
มิลลิลิตร ในการสกัดในลำดับต่อไป 

ตารางที ่1 ผลของปริมาตรตัวทำละลาย 
ปริมาตรอะซิโตไน
ไตรล ์(มิลลิลิตร) 

เวลาที่คงอยู่ (tR) 
(นาที) 

พื้นที่ใต้พีกx106 
(µV*sec) 

2.50 
3.50 
4.50 

3.558 
3.520 
3.570 

6.996 
6.225 
6.891 

 4.1.3ผลของน้ำหนักเกลือแมกนีเซียมซัลเฟต และโซเดียม
คลอไรด์   

การสกัดแบบแคชเชอร์ เป็นการสกัดอาศัยหลักการสกัด
ด้วยตัวทำละลายที่เหมาะสม ร่วมกับการเติมเกลือแมกนีเซียม
ซัลเฟต (MgSO4) และโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) จำนวนเล็กน้อย 
เกลือจะช่วยให้สารท่ีต้องการวิเคราะห์เกิดการกระจายตัวในชั้น
ตัวทำละลายอินทรีย์ได้ดียิ่งขึ้น เกิดการแยกเฟสดีขึ้น และการ
สกัดร่วมกับการหมุนเหวี่ยงจะเป็นการทำให้ตัวทำละลายสัมผัส
กับตัวอย่างมากขึ้นด้วย ในงานวิจัยนี้กำหนดอัตราส่วนน้ำหนัก
เกลือแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) และโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 
เท่ากับ 4 ต่อ 1 ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมในการสกัดอะคริ
ลาไมด์ โดยอ้างอิงจาก [8] การทดลองใช้น้ำหนัก MgSO4 : 

NaCl ดังนี้ 0.40 : 0.10, 0.30 : 0.075 และ 0.20 : 0.05 และ
จากการศึกษา พบว่า การเติมเกลือในปริมาณที่ต่างกันมีผลต่อ
การสกัดอะคริลาไมด์ (ผลการทดลองตามตารางที ่ 2) โดย
พิจารณาจากพื้นที ่พีกที่ มีค่าแตกต่างกัน โดยน้ำหนักเกลือ
แมกนีเซียมซัลเฟต จำนวน 0.20 กรัม และเกลือโซเดียมคลอไร์
จำนวน 0.05 กรัม ให้พื้นที่พีกมากที่สุด นอกจากนี้สิ่งที่สังเกตุ
ได้ชัดเจน คือ ก่อนเติมเกลือสารละลายใส สีเหลือง แต่เมื่อเติม
เกลือร่วมกับการหมุนเหวี่ยง สารละลายที่ได้มีลักษณะใส ไม่มีสี 
แสดงว่าการเติมเกลือนอกจากจะช่วยแยกเฟสของสาร ยังช่วย
กำจัดสีของตัวอย่างได้ (ในกรณีที่ตัวอย่างมีสี เช่น กาแฟคั่วบด)  

  ตารางที่ 2 ผลของน้ำหนักเกลือ MgSO4 และ NaCl 

MgSO4: NaCl 
เวลา (tR) 
(นาที) 

พื้นที่ใต้พีก
x106 

(µV*sec) 
MgSO4 
(กรัม) 

NaCl 
(กรัม) 

0.40 
0.30 
0.20 

0.10 
0.075 
0.05 

3.526 
3.522 
3.546 

1.114 
5.839 
8.607 

4.1.4ผลเวลาในการสกัด 
เวลาในการหมุนเหวี่ยงเพื่อสกัด คือ 1, 3, 5 และ 10 นาที 

พบว่า พื้นที่ใต้พีกมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นตามเวลา (ผลการทดลอง
ตามตารางที่ 3) เมื่อเวลาการสกัดมากขึ้น มีแนวโน้มในการ
สักดอะคริลาไมด์ออกมาได้มาตามเวลา อย่างไรก็ตามการสกัด
แบบแคชเชอร์เป็นการสกัดที ่ผู ้วิจัยเน้นเวลาที ่ต้องรวดเร็ว 
(Quick) แต่มีประสิทธิภาพเพียงพอ เพราะการสกัดมีการเติม
ตัวทำละลายอินทรีย์และร่วมกับการเติมเกลือ จึงไม่ต้องการใช้
เวลาในหมุนเหวี่ยงนานจนเกินไป ในการศึกษาพิจารณาจาก
พื้นที่พีกแล้ว เลือกใช้เวลาในการสกัดที่ 3 นาที ไปใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณอะคริลาไมด์ในขั้นต่อไป  

ตารางที่ 3 ผลของเวลาในการสกัดหมุนเหวี่ยง 
เวลาในการสกัด 

(นาที) 
เวลาที่คงอยู่ (tR) 

(นาที) 
พื้นที่ใต้พีก x106 

(µV*sec) 

1 
3 
5 
10 

3.658 
3.670 
3.671 
3.665 

3.017 
5.385 
5.760 
9.450 
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รูปท่ี 4ก. ลักษณะของสารละลายที่ได้ในตัวทำละลาย 2 ชนิด 
คือ เมทานอล (ขวามือ) และอะซิโตไนไตรล ์(ซ้ายมือ) 

รูปที่  4ข. การแยกชั้นของสารสกัดที่เกิดจากการประยุกต์การ
สกัดแบบแคชเชอร์ 

ภายใต้สภาวะการสกัดที่เหมาะสม (ตัวทำละลายอะซิโตรไน
ไตรล์ ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร เติมเกลือแมกนีเซียมซัลเฟต 
จำนวน 0.20 กรัม และเกลือโซเดียมคลอไร์จำนวน 0.05 กรัม 
หมุนเหวี่ยง เป็นเวลา 3 นาที ) พบว่า การสกัดภายใต้สภาวะ
ดังกล่าวสามารถแยกชั้นตัวทำละลาย ชั้นเกลือ ชั้นตัวอย่างได้
ชัดเจน ตามรูปที่ 4ข สารละลายอินทรีย์ที่ได้มีลักษณะใสและ
สามารถดูดสารละลายอินทรีย์ออกมาวิเคราะห์ได้ง่าย และ
เพียงพอต่อการนำไปวิเคราะห์สารอะคริลาไมด์ด้วยเครื ่อง 
HPLC ภายใต ้สภาวะที ่ทำการทดลองพบพีกสารละลาย
มาตรฐานอะคริลาไมด ์ที่เวลาการหน่วง (Retention time, tR) 
ประมาณ 3.5-3.7 นาที  
4.2การทดสอบคุณลักษณะทางเคมีวิเคราะหข์องวิธี 
การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ด้วยการศึกษา
ความสัมพันธ์ เป็นความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างความเข้มข้น
ของสารละลายมาตรฐานอะคริลาไมด์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กับ
สัญญาณที่ได้จากการวัด  (พื้นที่ใต้พีก) กับความเข้มข้น พบ
ความเป็นเส้นตรง (Linear range) ในช่วงความเข้มข้น 0.10 
ถึง 10.00 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นไปตามสมการ y= 2000000x 
+ 27572 และมีค ่าส ัมประสิทธ ิ ์สหส ัมพ ันธ์  (Correlation
Coefficient, R2) เท่ากับ 0.998 ตามรูปที่ 7

รูปที ่5 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานอะคริลาไมด์ในช่วง
ความเข้มข้น 0.10 – 10.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ความแม่นยำในการวิเคราะห์ (Precision) ที่เกิดจากการ
วิเคราะห์ซ ้ำ ๆ ในสภาวะเด ียวกัน  โดยใช้ว ิธ ี เด ียวกันใน
ห้องปฏิบัติการเดียวกัน เครื่องมือชุดเดียวกัน และผู้วิเคราะห์
คนเด ียวก ัน  (Repeatability หร ือ Within day precision) 
จากการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานอะคริลาไมด์ที ่ความ
เข ้มข ้น 7.04 มิลลิกร ัมต่อลิตรซ้ำ  7 ครั ้ง ได้ค ่าเบ ี ่ยงเบน
ม าต ร ฐ านส ั มพ ั ท ธ์  (Percentage of Relative Standard 
Deviation, % RSD) จากผลการทดลอง ได้ค่า % RSD ของ
พื้นที่ใต้กราฟมีค่าเท่ากับร้อยละ 12.50 และได้ค่า % RSD ของ
เวลาหน ่วงสารม ีค ่ า เท ่าก ับร ้อยละ  0.2 และว ิ เคราะห์  
Reproducibility (การวิเคราะห์ผลระหว่างวัน เป็นเวลา 3 วัน) 
ได้ค่า % RSD ของพื้นที่ใต้พีกมีค่าเท่ากับร้อยละ 14.12 และได้
ค่า % RSD ของเวลาหน่วงสารมีค่าเท่ากับร้อยละ 0.8 ซึ่งอยู่ใน
เกณฑ์ที่ยอมรับ สำหรับการคำนวณหาค่าขีดจำกัดต่ำสุดของ
การวัด (Limit of detection, LOD) จากกราฟมาตรฐานของ
สารละลายมาตรฐานอะคริลาไมด์ ความเข้มข้นอะคริลาไมด์ 
เท่ากับ 1.41 มิลลิกรัมต่อลิตร และค่าต่ำสุดที่สามารถรายงาน
ได้ (Limit of Quantity, LOQ) เท่ากับ  1.66 มิลลิกรัมต่อลิตร 
4.3การวิเคราะห์ปริมาณอะคริลาไมด์ในตัวอย่าง 

การวิเคราะห์ปริมาณสารอะคริลาไมด์ในตัวอย่าง ได้แก่ มัน
ฝรั่งแผ่นทอดกรอบ ขนมปังกรอบ และกาแฟคั่วบด พบปริมาณ
อะคริลาไมด์ในตัวอย่าง น้อยกว่า 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อ
เทียบกับกราฟมาตรฐาน ผลการทดลอง ตามตารางที่ 4 และ
โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอะคริลาไมด์ และของ
ตัวอย่างแสดงตามรูปที่ 8 
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รูปที่ 6 โครมาโทแกรม (ก) สารละลายมาตรฐานอะคริลาไมด์  
 ความเข้มข้น 5.00 มิลลิกรัมต่อลิตร และของตัวอย่าง 
(ข) มันฝรั่ง (ค) ขนมปังกรอบ (ง) กาแฟคั่วบด 

ค่าร้อยละการกลับคืน (% Recovery) ของการวิเคราะห์จะ
เป็นการแสดงถึงความถูกต้อง (Accuracy) ของวิธีการวิเคราะห์
ที่พัฒนาขึ้น โดยการเติมสารมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นลง
ในตัวอย่างท้ัง 3 ชนิด  และคำนวณความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐานที่เติมลงไป ได้ผลการคำนวณตามตารางที่ 4 

ตารางที่ 4  การกลับคืนของอะคริลาไมด์ (ร้อยละ) ในตัวอย่าง
อาหารที่วิเคราะห์ด้วยวิธีการสกัดปริมาตรน้อย
ตามหลักการแคชเชอร ์

ตัวอย่าง ปริมาณอะคริลา
ไมด์ในตัวอย่าง 

(มก.ต่อ ล.) 

ปริมาณสาร
มาตรฐานที่เติม
ลงในตัวอย่าง 
(มก.ต่อ ล.) 

ร้อยละ
การ

กลับคืน 

มันฝรั่งทอด
ชนิดแผ่น 

0.60 9.80 93.90 

ขนมปังอบ
กรอบ 

1.15 28.30 95.94 

กาแฟคั่วบด 0.76 53.60 98.58 

5.สรุปผลการวิจัย
งานวิจัยนี ้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพการสกัดด้วยวิธี

ประยุกต์หลักการของการสกัดแบบแคชเชอร์ โดยการสกัดไม่ใช้
ชุดสกัดสำเร็จรูป เพื่อใช้ในการทดสอบปริมาณสารอะคริลาไมด์
ในตัวอย่างอาหาร ซึ่งการสกัดใช้หลักการสกัดสารภายใต้ตัวทำ
ละลายที่เหมาะสม ร่วมกับการเติมเกลือ และการหมุนเหวี่ยง
จะช่วยเพิ่มการกระจายตัวของตัวอย่างในชั้นตัวทำละลาย ทำ
ให้ตัวอย่างและตัวทำละลายเกิดการแยกได้ดีขึ้น การทดลองนี้
เลือกใช้ตัวทำละลายอะซิโตรไนไตรล์ ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร 
เติมเกลือแมกนีเซียมซัลเฟต จำนวน 0.20 กรัม และเกลือ
โซเดียมคลอไร์จำนวน 0.05 กรัม หมุนเหวี่ยง เป็นเวลา 3 นาที 
ภายใต้สภาวะการสกัดสามารถแยกเฟสของสารได้  เป็นการ
สกัดที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ ใช้ปริมาณสาร
ตัวอย่างและตัวทำละลายในปริมาณน้อย ใช้อุปกรณ์และ
สารเคมีพื้นฐานที่มีในห้องปฏิบัติการ จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณ
ด้วยเทคนิค HPLC และตรวจสอบคุณลักษณะทางเคมีวิเคราะห์
ของวิธีที่พัฒนาขึ้น พบว่า ค่าความเป็นเส้นตรงในช่วงกว้าง มี
ความถูกต้องอยู ่ในเกณฑ์ที ่ยอมรับได้ โดยให้ค่าร้อยละการ
กลับคืน (% Recovery) เฉล่ีย 96.14 อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ ค่า
ความแม่นยำ ซึ่งแสดงด้วยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ของ
พื้นที่ใต้พีกมีค่าเท่ากับร้อยละ 14.12 และค่า % RSD ของเวลา
หน่วงสารมีค่าเท่ากับร้อยละ 0.8 ซึ ่งอยู ่ในเกณฑ์ที ่ยอมรับ 
นอกจากนี้ค่าขีดจำกัดต่ำสุดของการวัด เท่ากับ 1.41 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และค่าต่ำสุดที ่สามารถรายงานได้  เท่ากับ  1.66 
มิลลิกรัมต่อลิตร วิธีการสกัดที่พัฒนาขึ้นจึงเป็นวิธีที่สามารถ
สกัดสารปริมาณน้อยได้ ด้วยการใช้ปริมาณตัวทำละลายและ
ตัวอย่างน้อยได้อย่างดี  

6.ข้อเสนอแนะ
6.1สามารถประยุกต์ใช้เทคนิคในการสกัดแบบแคชเชอร์ใน
การสกัดเพื่อหาสารปริมาณน้อยชนิดอื่น ๆ ในผลิตภัณฑ์อาหาร
ต่าง ๆ เพื่อเป็นข้อมูลผู้บริโภค
6.2แนะนำศึกษาน้ำหนักตัวอย่างเพิ่มเติมเพื่อให้ได้น้ำหนักที่
เหมาะสมกับปริมาตรตัวทำละลาย

(ข)

(ค)

(ง)

(ก)
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