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การตรวจวัดอยางรวดเร็วพรอมกันของไนเตรตและไนไตรตในผัก 

ดวยเทคนคิโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง  
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บทคัดยอ 
การพัฒนาวิธีการวิเคราะหไนไตรตและไนเตรตในตัวอยางผักที่มีความเร็วสูงโดยใชเทคนิค   

โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงแบบรีเวอรสเฟส โดยคอลัมนโมโนลิทิก C18 (100 x 4.6 มิลลิเมตร) 
เฟสเคล่ือนที่เปนสารละลายเตตระบิวทิวแอมโมเนียมไฮโดรเจนซัลเฟตความเขมขน 0.005 โมลาร พีเอช 
8 ที่อัตราการไหล 4.0 มิลลิลิตรตอนาที ใชอัลตราไวโอเลตและวิซิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอรเปนตัว
ตรวจวัด ความยาวคล่ืนที่ใช 202 นาโนเมตร ใชเวลาในการวิเคราะหนอยกวา 2 นาที ชวงความสัมพันธ
ที่เปนเสนตรงของไนไตรตและไนเตรตที่ 0.001-500 พีพีเอ็ม และนําไปประยุกตวิเคราะหในตัวอยางผัก
ที่สกัดดวยนํ้า สําหรับการวิเคราะหรอยละการคืนกลับวิเคราะหโดยเติมโพแทสเซียมไนไตรต 200 และ
400 พีพีเอ็ม อยูระหวาง 96-98% และโพแทสเซียมไนเตรต 50 และ 100 พีพีเอ็ม อยูระหวาง         
96-102% การวิเคราะหความเที่ยงจากคารอยละเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธโดยวิเคราะหไนไตรตและ  
ไนเตรตในตัวอยางซํ้า 7 ครั้ง ภายในวันเดียวกันเทากับ 0.59 และ 0.77 ตามลําดับ สําหรับการวิเคราะห
ซํ้าระหวางวันจํานวน 5 วัน ไดคารอยละเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของไนไตรตและไนเตรตเทากับ 2.36 
และ 1.15 ตามลําดับ  
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Abstract 
 A rapid reverse phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) was 
optimized and validated for quantification of nitrites and nitrates in vegetable samples. 
The chromatographic separation was achieved using a monolithic C18 chromatographic 
column and tetrabutylammonium hydrogen sulphate mobile phase under the 
following optimized conditions: isocratic elution with 0.005 M TBAS (pH 8.0) at flow rate 
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4.0 mL/min with detection at 202 nm. The time of HPLC analysis was lower than 2 
minutes. A linear range of 0.001-500 ppm was obtained for both nitrite and nitrate. This 
method was also used for determination of nitrite and nitrate in vegetable samples by 
water extraction. Percentage recoveries for the solid standard nitrite spiked in real 
samples of 200 and 400 ppm were obtained between 96-98% and nitrate of 50 and 
100 ppm were obtained between 96-102%.  The precision of nitrite analysis was 
obtained percentage relative standard deviation (%RSD) as 0.59 and 2.39 for inter-day 
(n=7) and intra-day (n=5), respectively.  In nitrate was received %RSD as 0.77 and 1.15 
for inter-day (n=7) and intra-day (n=5), respectively. 
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บทนํา  
โซเดียมไนไตรตและโซเดียมไนเตรตหรือชาวบานนิยมเรียกวาดินประสิวจัดเปนวัตถุเจือปน

อาหาร มีคุณสมบัต ิคือ ตรึงสีของเน้ือสัตวใหมีสีแดงนารับประทาน ดังน้ันพอคาแมคาจึงมักนิยมใชเพื่อ
ปกปดสภาพของเน้ือสัตวที่อาจผานมาหลายวัน ใหมีสีแดงเหมือนสีธรรมชาติดูสดอยูเสมอ และยังชวย
ปองกันการเนาเสีย ผลิตภัณฑที่นิยมใช ไดแก กุนเชียง ไสกรอก หมูยอ ปลาเค็ม แฮม เบคอน          
เน้ือปลาแหงตาง ๆ ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 281 (พ.ศ. 2547) กําหนดปริมาณที่
อนุญาตใหใชในอาหารของโซเดียมไนไตรตใหมีไดไมเกิน 125 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โซเดียมไนเตรตใหมี
ไดไมเกิน 500 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ถามีการใชในปริมาณที่พอดีตามที่สํานักงานประกาศกระทรวง
สาธารณสุขกําหนดก็จะไมมีปญหา แตโดยทางปฏิบัติแลวพบวามีการเติมลงไปใหมีปริมาณเกินมาตรฐาน 
แหลงสําคัญของไนเตรตในอาหารของมนุษยอีกอยางคือ นํ้าและผัก ทั้งน้ีเพราะไนเตรตเปนรูปของธาตุ
ไนโตรเจนที่พืชตองการสําหรับการเติบโต หากพืชไดรับมากเกินไปก็จะสะสมไวโดยเฉพาะในผักกินใบ
และผักกินราก หลายประเทศจึงมีการกําหนดปริมาณสูงสุดของไนเตรตในผักสดและผลไมที่จะนํามา
บริโภคตองไมเกิน 4000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของนํ้าหนักสด ปริมาณการสะสมของไนเตรตขึ้นกับชนิด
ของพืช อายุพืช ฤดูกาลปลูกและชนิดของปุยไนโตรเจนที่ใหกับพืช แตโดยทางปฏิบัติแลวพบวามีการ
ปนเปอนเกินมาตรฐาน ดังน้ันเม่ือผูบริโภครับประทานเขาไปจึงเปนเหตุใหผูบริโภคมีอาการหนาซีด 
เหน่ือย ปากซีดเขียว อาเจียน ถายเหลวเปนนํ้า แพทยวินิจฉัยวาเกิดจากภาวะ methamoglobinemia  
และยังเปนอีกสาเหตุหน่ึงของการเกิดโรคมะเร็งน่ัน คือ เกิดจากการที่ไนเตรต และไนไตรตสลายตัวเปน       
ไนตริกออกไซด ไนตริกออกไซดจะทําปฏิกิริยากับสีของเม็ดเลือดแดงเกิดเปนไนโตรโซไมโอโกลบินหรือ
สารสีแดงที่ เราเห็นในอาหารตากแหง แตในขณะเดียวกันปฏิกิริยาระหวางไนเตรต (ไนไตรต)            
กับเน้ือสัตว ก็จะไดไนโตรซามีนซ่ึงสารตัวน้ีคือสารกอมะเร็ง เม่ือผูบริโภครับประทานอาหารเหลาน้ีเปน
ประจําจะมีโอกาสเปนโรคมะเร็งไดสูง ดังน้ันเพื่อเปนการเฝาระวังพิษภัยจากไนเตรต และไนไตรต 
คณะผูวิจัยจึงสนใจการพัฒนาวิธีสําหรับตรวจวัดไนเตรตและไนไตรตใหสามารถตรวจวัดไดพรอมกัน     
มีความรวดเร็วสูง และจําเพาะตอการตรวจวัดขึ้นมา 

วิ ธีมาตรฐานสําหรับการ วิเคราะห ไนไตรตและไนเตรตโดยทั่ วไปจะวิเคราะหดวย             
สเปคโทรโฟโตเมทรี โดยใชคอลัมนแคดเมียมที่ เคลือบดวยคอบเปอร  เพื่อรีดิวซ ไนเตรตเปน                     
ไนไตรต จากน้ันทําใหเกิดอนุพันธของ diazotizing nitrite (สีชมพู) ดวย sulfanilamide รวมกับ                 
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N-1-naphtylenediamine dihydrochloride แลวตรวจวัดดวยวิธีคัลเลอริเมทรี การวิเคราะหดวยวิธีน้ี
มีความยุงยากมาก และตองใชคอลัมนแคดเมียมซ่ึงเปนพิษตอส่ิงแวดลอม และจากงานวิจัยที่ผานมาไดมี
กลุมของนักวิจัยหลายกลุมดวยกันที่ไดพัฒนาการตรวจวัดไนเตรตและไนไตรต ใหสามารถตรวจวัดได
พรอมกัน เชน โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High-performance liquid chromatography; 
HPLC) (Ferreira & Silva., 2008; Jedlicková et al., 2002; Jobgen et al., 2007; Kodamatani 
et al., 2009) แก็สโครมาโทกราฟ (Gas chromatography; GC) (Akyüz & Ata., 2009; Tsikas et 
al., 2010) การวิเคราะหดวยระบบฉีดไหล (Flow injection analysis; FIA) (Andrade et al., 2003; 
Burakham et al., 2004; Yue et al., 2004) เคมีไฟฟา (Electrochemistry) (Boo et al., 2007;  
De et al., 2004; Katsounaros et al., 2009; Le Henanf et al., 2005) และคาปลารีอิเล็กโตรโฟ-    
ริซิส (Capillary electrophoresis; CE) (Barciela Alonso & Prego, 2000; Merusi et al., 2010; 
Öztekin et al., 2002; Shiddiky et al., 2006) แตละงานวิจัยพยายามพัฒนาใหการตรวจวัดไนเตรต 
และไนไตรต ใหมีขีดจํากัดในการตรวจวัดที่ต่ําสุด มีความจําเพาะตอการตรวจวัด มีความไวตอการ
ตรวจวัดสูง และงายตอการตรวจวัด คณะของผูวิจัยไดเลือกที่จะพัฒนาเทคนิค HPLC เน่ืองจากมี
ประสิทธิภาพในการแยกสูง งายตอการตรวจวัด โดยการเติมสาร หรือ ion polymer ลงไปในเฟส
เคล่ือนที่ ซ่ึงพัฒนาขึ้นจากงานวิจัยของ Ferreira & Silva (Ferreira & Silva., 2008) ปรับปรุง และหา
สภาวะที่เหมาะสม ใหสามารถตรวจวัดไดรวดเร็วขึ้น และลดการใชสารที่เติมลงในเฟสเคล่ือนที่ใหนอยลง 
พรอมทั้งประยุกตตรวจวัดไนเตรต และไนไตรตในตัวอยางผักสด ประกอบกับการใชนํ้าเปนตัวสกัด      
ไนไตรตและไนเตรต จึงทําใหชวยลดปญหามลพิษตอส่ิงแวดลอม  

 

วิธีดําเนินการวิจัย  
 เคร่ืองมือและอุปกรณ เครื่อง HPLC (รุน LC-10 Advp) จากบริษัท SHIMADZU ประเทศ
ญ่ีปุน คอลัมนโมโนลิทิก C18 (Monolithic HPLC colume C18) (100 × 4.6 มิลลิเมตร) (รุน CHO-
7643) จากบริษัท Phenomenex 
 สารเคมีที่ใชในการทดลอง โพแทสเซียมไนไตรต (Potassium nitrite; KNO2) โพแทสเซียม 
ไน เ ต ร ต  (Potassium nitrate; KNO3) แ ละ เ ตต ร ะบิ วทิ ว แอม โ ม เ นี ย ม ไฮ โ ด ร เ จน ซัล เฟ ต 
(Tetrabutylammonium hydrogensulphate; TBAS) จากบริษัท Sigma Chemical จากประเทศ
เยอรมนี เมทานอล (Methanol; CH3OH) เกรด HPLC จากบริษัท LAB – SCAN ANALITICAL 
SCIENCES จากประเทศไอรแลนด ตัวอยางที่ใชในการทดลองผักกาดขาว แตงกวา และกะหลํ่าปลี    
จากตลาดในเขตอําเภอเมือง จังหวัดพิษณุโลก โดยเลือกผักที่นิยมรับประทานสด 

การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรวจวัดไนเตรต และไนไตรตดวยเคร่ือง HPLC  
การหาความยาวคล่ืนที่เหมาะสม วิเคราะหโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมของไนไตรต

และไนเตรต ความเขมขน 50 ppm ทําการวิเคราะหหาความยาวคล่ืนที่ความยาวคล่ืนตาง ๆ คือ 190 
202 และ 254 นาโนเมตร ใชคอลัมนโมโนลิทิก C18 ที่อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที ความเขมขน
ของเฟสเคล่ือนที่ 0.0025 โมลาร ของสารละลาย TBAS ที่ pH 6.5 
 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย TBAS ที่ใชเปนเฟสเคล่ือนที่ วิเคราะหโดยการ
ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมของไนไตรตและไนเตรตความเขมขน 50 พีพีเอ็ม ที่ความยาวคล่ืน 202    
นาโนเมตร ใชคอลัมนโมโนลิทิก C18 ที่อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที เพื่อศึกษาหาความเขมขนที่
เหมาะสม ดังน้ีคือ 0.001 0.0025 0.005 และ 0.010 โมลาร 
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 การหา pH ที่เหมาะสมของสารละลาย TBAS ที่ความเขมขน 0.005 โมลาร พีเอชตาง ๆ ดังน้ี 
คือ 4, 6.5 และ 8 วิเคราะหโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมของไนไตรตและไนเตรต ความเขมขน 

50 พีพีเอ็ม ตรวจววัดที่ความยาวคล่ืน 202 นาโนเมตร อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาท ี 
 การหาอัตราการไหลที่เหมาะสมของ TBAS ที่อัตราการไหลตางๆ คือ 1.0 ถึง 4.0 มิลลิลิตรตอ
นาที โดยใชความยาวคล่ืน 202 นาโนเมตร และความเขมขน 0.0050 โมลาร ของสารละลาย TBAS    
pH 8  

การสรางกราฟมาตรฐานไนไตรตและไนเตรต  โดยนําสารละลายมาตรฐานผสมฉีดเขาเครื่อง 
HPLC ตั้งแตความเขมขน 0.001 ถึง 1000 พีพีเอ็ม จนครบความเขมขนที่กําหนดไว วิเคราะหโดยใช
คอลัมนโมโนลิทิก C18 ที่ความยาวคล่ืน 202 นาโนเมตร ใชอัตราการไหลที่ 4.0 มิลลิลิตรตอนาที      
เฟสเคล่ือนที่สารละลาย TBAS ความเขมขน 0.005 โมลาร ที่ pH 8 และปริมาตรสารที่ฉีดเทากับ            
20 ไมโครลิตร นําคาพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐานแตละตัวมาเขียนกราฟเพื่อหาคา R2 และสมการแสดง
ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกับพื้นที่ใตพีค โดยคา R2 ที่ไดตองไมนอย
กวา 0.99 
 การหาขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะห (Limit of Detection; LOD) และปริมาณต่ําสุด
ที่สามารถวิเคราะหได (Limit of Quantitation; LOQ) โดยใชนํ้ากล่ันแทนตัวอยาง และดําเนินการ
ตรวจวิเคราะหเหมือนการวิเคราะหตัวอยางทุกขั้นตอนแลวนําไปคํานวณผลการวิเคราะห 
 การเตรียมตัวอยางผักสด เตรียมตางกัน 4 วิธี คือ 

วิธีที่ 1 สกัดไนไตรตและไนเตรต ดวยนํ้า DI อุณหภูมิหอง โดยปนตัวอยางผักกาดขาวให
ละเอียด ชั่งตัวอยางผักกาดขาวที่ละเอียดจํานวน 0.2 กรัม ใสใน Micro tube ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 tube ตอตัวอยาง เติมนํ้า DI 200 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิหอง ผสมตัวอยางดวยเครื่อง Vortex 
1 นาท ีนําไป Centrifuged 15,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที ดูดสารสะลายสวนที่ใสใสใน Micro tube 
ขนาด 0.5 มิลลิลิตร และนําสารละลายสวนที่ใสมารวมกัน (ทําการสกัดดวยนํ้า DI ซํ้า 2 ครั้ง) ปรับ
ปริมาตรดวยนํ้า DI จนไดปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร กรองดวย nylon membrane filter ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร   นําสารละลายตัวอยางที่เตรียมไดฉีดเขาเครื่อง HPLC เพื่อทําการวิเคราะห 
 วิธีที่ 2 สกัดเหมือน วิธีที่ 1 โดยเปล่ียนนํ้า DI ที่สกัดจากอุณหภูมิหองเปน 60 องศาเซลเซียส 

วิธีที่ 3 สกัดเหมือน วิธีที่ 1 โดยนํ้า DI ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เปน 100 ไมโครลิตร และ    
ทําการสกัดซํ้าจํานวน 4 ครั้ง 

วิธีที่ 4 สกัดเหมือน วิธีที่ 1 โดยนํ้า DI ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เปน 400 ไมโครลิตร และทํา
การสกัดเพียงครั้งเดียว 

การวิเคราะหหาปริมาณไนไตรตและไนเตรตในตัวอยาง วิเคราะหดวยคอลัมนโมโนลิทิก   
C18 ที่ความยาวคล่ืน 202 นาโนเมตร อัตราการไหลที่ 4.0 มิลลิลิตรตอนาที อัตราสวนของเฟสเคล่ือนที่ 
0.005 โมลาร pH 8 และปริมาตรสารที่ฉีดเทากับ 20 ไมโครลิตร ทําการวิเคราะหโดยนําตัวอยางผักสด
ที่เติมสารละลายมาตรฐาน ไนไตรต และไนเตรตของทั้ง 4 วิธีการสกัดมาวิเคราะห คํานวณหาเปอรเซ็นต
การคืนกลับของสารมาตรฐานที่เติมลงไป คํานวณหาปริมาณความเขมขนของไนไตรตและไนเตรต      
ในตัวอยางผักสดที่วิเคราะหไดโดยเปรียบเทียบกับกราฟสารละลายมาตรฐาน 
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ผลการวิจัย  

การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหโดยไนไตรตและไนเตรตดวยเทคนิค HPLC  
ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการทดลองไดทําการหาความยาวคล่ืน ความเขมขน pH และ

อัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที ่TBAS ในการวิเคราะห ไดผลของสภาวะที่เหมาะสมดังน้ี 
 ในการเลือกการหาความยาวคล่ืนที่เหมาะสม เพื่อใชในการวิเคราะหหาปริมาณไนไตรตและ   
ไนเตรต โดยใชสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไนไตรตและโพแทสเซียมไนเตรตความเขมขน 50        
พีพีเอ็ม ทําการทดลองที่ความยาวคล่ืนตาง ๆ คือ 190  202 และ 254 นาโนเมตร พบวาความยาวคล่ืน 
202 นาโนเมตร มีปริมาณของพื้นที่ใตพีคไนไตรตและไนเตรตมากที่สุด 
 วิเคราะหหาความเขมขนที่เหมาะสมของเฟสเคล่ือนที่สารละลาย TBAS เพื่อใชในการแยกไน
ไตรตและไนเตรต โดยใชสารละลายมาตรฐานผสมระหวางไนไตรตและไนเตรตที่ความเขมขน 50         
พีพีเอ็ม ความขมขนของ TBAS ที่ใชในการวิเคราะห ไดผลการทดลองดังตารางที่ 1 จากผลการทดลอง
พบวา  เม่ือความเขมขนของสารละลาย TBAS เพิ่มขึ้นสงผลใหทั้งไนไตรตและไนเตรตสามารถเคล่ือนที่
ออกจากคอลัมน ได เ ร็วขึ้นและมีพื้นที่ ใตพี คมากขึ้ นนอกจากน้ียั งพบวา  ความสมมาตรของ                
พีค (Asymmetry peak; As) จะเพิ่มขึ้น เม่ือความเขมขนของสารละลาย TBAS เพิ่มขึ้นจนถึง
สารละลาย TBAS ความเขมขน 0.005 โมลาร ความสมมาตรของพีคจะเปน 1 เทาของไนไตรตและ     
ไนเตรตเม่ือมีความเขมขนของ TBAS สูงขึ้นเปน 0.01 โมลาร ทําใหความสมมาตรของพีคลดลง         
เกิดพีคหางพีค ดังน้ันความเขมขนที่เหมาะสมของสารละลาย TBAS คือ 0.005 โมลาร และ pH ของ
สารละลาย TBAS ในเฟสเคล่ือนที่ที่เหมาะสมเพื่อใชในการแยกสารผสมไนไตรตและไนเตรตความ
เขมขน 50 พีพีเอ็ม ไดผลการทดลองดังตารางที่ 2 จากผลการทดลองพบวา pH ของเฟสเคล่ือนที่
สารละลาย TBAS ที่เหมาะสมคือ pH 8 เน่ืองจากสารไนไตรตและไนเตรตออกมาเร็วที่สุด ใหพื้นที่ใตพีค
สูงสุด และเม่ือเปรียบเทียบกับความสมมาตรของพีคดีที่สุด  
 อัตราการไหลที่เหมาะสมของเฟสเคล่ือนที่ โดยใชสารละลายมาตรฐานผสมความเขมขน 50   
พีพีเอ็ม ไดผลการทดลองตารางที่ 3 จากผลการทดลองพบวาอัตราการไหลที่เพิ่มขึ้นสงผลใหสารที่เรา
วิเคราะหเคล่ือนที่ออกจากคอลัมนเร็วขึ้น ทําใหในการวิเคราะหใชเวลานอย และความสมมาตรของ     
พีคดีขึ้นของทั้งไนไตรตและไนเตรต ดังน้ันอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ที่ เหมาะสมสําหรับการ
วิเคราะห คือ 4.0 มิลลิลิตรตอนาท ีซ่ึงทําใหการวิเคราะหเสร็จภายใน 2 นาท ี 
 

ตารางที่ 1   ความเขมขนที่เหมาะสมของเฟสเคล่ือนที่ในการวิเคราะหไนไตรตและไนเตรต 50 พีพีเอ็ม 
โดยมีความเขมขนตางๆ คือ 0.001 0.0025 0.005 และ 0.01 โมลาร ของสารละลาย 
TBAS (pH 8) โดยใชคอลัมนโมโนลิทิก C18 ที่ความยาวคล่ืน 202 นาโนเมตร และอัตรา
การไหลของเฟสเคล่ือน 1.0 มิลลิลิตรตอนาท ี

 

* As = B/A หาไดจากความกวางของฐานพีคดานหลัง (B) ตอดานหนา (A) ที่ความสูงของพีค 10% จากฐานพีค 

ความเขมขน
ของ TBAS 
(โมลาร) 

ไนไตรต ไนเตรต 

tR 
(min) 

พ้ืนที่ใตพีค As* 
tR 

(min) 
พ้ืนที่ใตพีค As* 

0.001 4.36 8,488,986 0.70 6.30 20,470,812 0.84 
0.0025 4.22 8,569,581 1.04 6.50 20,455,345 0.85 
0.005 3.81 8,813,110 1.00 6.26 20,800,283 1.00 

0.01 3.08 9,573,396 1.39 5.12 22,602,307 1.23 
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ตารางที่ 2   pH ที่เหมาะสมของเฟสเคล่ือนที่ในการวิเคราะหไนไตรตและไนเตรตความเขมขน 50      

พีพีเอ็ม โดยมี pH ตางๆ คือ 4  6.5 และ 8 โดยใชคอลัมนโมโนลิทิก C18 ที่ความยาวคล่ืน 
202 นาโนเมตร ความเขมขนของสาระลาย TBAS เปน 0.005 โมลาร และอัตราการไหล
ของเฟสเคล่ือน 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  

 

pH 
tR (นาท)ี พื้นที่ใตพีค As 

ไนไตรต ไนเตรต ไนไตรต ไนเตรต ไนไตรต ไนเตรต 

4.0 3.87 6.70 8,817,350 24,606,516 1.50 1.51 

6.5 3.62 5.76 8,774,997 22,656,439 1.33 1.40 

8.0 3.21 4.93 10,387,688 34,861,735 0.90 1.00 
 

ตารางที่ 3   การวิเคราะหไนไตรต และไนเตรตความเขมขน 50 พีพีเอ็ม โดยมีอัตราการไหลของเฟส
เคล่ือนที่ตางๆ คือ 1 1.5 2 2.5 3 3.5 และ 4 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชคอลัมนโมโนลิทิก 
C18 ความยาวคล่ืน 202 นาโนเมตร และความเขมขนของของสารละลาย TBAS เปน 
0.005 โมลาร (pH 8) 

 

 

การสรางกราฟมาตรฐานจากสารละลายมาตรฐานไนไตรตและไนเตรต  โดยฉีดสารละลาย
มาตรฐานผสมความเขมขนที่ตางกันตั้งแต 0.001 ถึง 1000 พีพีเอ็ม แสดงโครมาโทแกรมดัง (ภาพที่ 1) 
แสดงความสัมพันธที่เปนเสนตรงของไนไตรตและไนเตรตดัง (ภาพที่ 2) ในชวง 0.001-500 พีพีเอ็ม                 
คา R2 = 0.9938 และ 0.9924 ตามลําดับ ขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัดของไนไตรตและไนเตรต
เทากับ 0.0001 และ 0.0004 พีพีเอ็ม และขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัดเชิงปริมาณของไนไตรตและ
ไนเตรตเทากับ 0.004 และ 0.001 พีพีเอ็ม ตามลําดับ 
 

อัตราการไหล 
(มิลลลิิตรตอนาท)ี 

tR (นาท)ี พื้นที่ใตพีค As 

ไนไตรต ไนเตรต   ไนไตรต   ไนเตรต ไนไตรต ไนเตรต 

1.0 3.75 6.02 9,075,016 21,414,295 1.39 1.13 
1.5 2.54 4.04 5,805,127 14,647,642 1.22 1.20 

2.0 1.69 3.14 4,417,842 12,216,923 1.44 1.28 

2.5 1.56 2.45 3,451,466 8,679,413 1.50 1.33 

3.0 1.32 2.05 3,025,199 7,524,285 1.20 1.11 

3.5 1.14 1.77 2,610,971 6,417,713 1.33 1.33 

4.0 1.01 1.55 2,246,738 5,582,675 1.00 1.00 
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ภาพที่ 1   โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานไนไตรตและไนเตรตความเขมขน (a) 0.001  (b) 

0.01  (c) 0.1  (d) 1  (e) 5  (f) 10  (g) 25  (h) 50  (i) 75  (j) 100  (k) 200 (l) 300(m) 
400 (n) 500 (o) 600 (p) 700 (q) 800 (r) 900 และ (s) 1,000 พีพีเอ็ม โดยใชคอลัมน     
โมโนลิทิก C18  เฟสเคล่ือนที่สารละลาย TBAS ความเขมขน 0.005 โมลาร (pH 8) และใช
อัตราการไหล 4.0 มิลลิลิตรตอนาท ี

 
 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 กราฟมาตรฐานของแสดงความสัมพันธที่เปนเสนตรงของ a. ไนไตรต และ b. ไนเตรต 

การวิเคราะหไนไตรตและไนเตรตในตัวอยางผักกาดขาวดวยวิธีสกัด 4 วิธี พบวาไดผล     
ดังตารางที่ 4 จากการสกัดวิธีที่ 1 และ 2 ตางกันที่การใชนํ้าสกัดที่อุณหภูมิหอง และอุณหภูมินํ้า 60 
องศาเซลเซียส พบวาวิธีที่ 1 ไดเปอรเซนตการคืนกลับของการเติมสารละลายมาตรฐานไนไตรต 200 
และ 400 พีพีเอ็ม และไนเตรต 50 และ 100 พีพีเอ็ม ผลที่ไดใกลเคียง 100 ดังน้ันนํ้าที่ใชสกัดในงานวิจัย
น้ีจึงเลือกนํ้าที่อุณหภูมิหอง และผลของการสกัดโดยใชนํ้าปริมาตรรวม 400 ไมโครลิตร ดวยวิธีการสกัด
วิธีที่ 1 สกัดซํ้า 2 ครั้งๆ ละ 200 ไมโครลิตร วิธีที่ 3 สกัดซํ้า 4 ครั้งๆ ละ 100 ไมโครลิตร และวิธีที่ 4 
สกัดครั้งเดียวปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผลการวิจัยพบวาการสกัดดวยวิธีที่ 1 ดีที่สุด เม่ือทําการวิเคราะห
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หาความเที่ยง โดยวิเคราะหซํ้า 7 ครั้ง ภายในวันเดียวกันไดคา % RSD ของไนไตรต และไนเตรตเทากับ 
0.59 และ 0.77 ตามลําดับ สําหรับการวิเคราะหซํ้าระหวางวันจํานวน 5 วัน ไดคา %RSD ของไนไตรต 
และไนเตรตเทากับ 2.36 และ 1.15 ตามลําดับ ดังน้ันในผักตัวอยางที่วิเคราะหหาปริมาณไนไตรต และ
ไนเตรตจึงใชวิธีสกัดวิธีที่ 1 ไดผลดังตารางที่ 5 
 

ตารางที่ 4 ปริมาณไนไตรต และไนเตรตจากการวิเคราะหในตัวอยางผักสด 
 

ชนิดผัก 
ความเขมขนที่ตรวจพบ (พีพีเอ็ม) 

ไนไตรต ไนเตรต 

ผักกาดขาวจากตลาดบานคลอง 4 1,275 

ผักกาดขาวจากตลาดสถานีรถไฟ 15 966 

ผักกาดขาวจากเทสโกโลตัส 9 1,375 

แตงกวาจากตลาดบานคลอง 44 147 

กะหลํ่าปลีจากตลาดบานคลอง 2 167 
 

ตารางที่ 5 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของงานวิจัยที่พัฒนาขึ้นกับงานวิจัยที่ผาน 
 

พารามิเตอร งานวิจัยนี ้ (Ferreira & Silva, 2008) 

ไนไตรต ไนเตรต ไนไตรต ไนเตรต 
LOD (พีพีเอ็ม) 0.0001 0.0004 0.0189 0.0477 
R2 0.9938 0.9924 0.9998 1.0000 
รอยละการคืนกลับ 96-98 96-102 93.7-97.0 99.5-104 
ชวงของความสมัพันธที่เปน
เสนตรง (พีพีเอ็ม) 

0.001-500 0.0126-10 

เวลาที่ใชในการวิเคราะห (นาที) 2 8 
 

อภิปรายผล  
 จากผลการวิจัยเม่ือทําการเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่ผานมาไดดังตารางที่ 6 พบวา คา LOD 
ของไนไตรตและไนเตรต มีคาต่ํากวาถึง 200 และ 100 เทา ตามลําดับ มีคาของชวงของความสัมพันธที่
เปนเสนตรงกวางกวา และใชเวลานอยกวาถึง 4 เทา ดังน้ันวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถนําไปใชประโยชนใน
การวิเคราะหไนไตรต และไนเตรต ในตัวอยางประเภทผักไดจริง และชวยประหยัดเวลาในการวิเคราะห 
วิธีการสกัดก็งายตอการวิเคราะห ไมมีการใชตัวทําละลายที่อันตรายที่เปนพิษตอส่ิงแวดลอมเหมาะอยาง
ยิ่งในการวิเคราะหตัวอยางประเภทอ่ืนๆ ตอไปในอนาคต 
 

สรุปผลการวิจัย   
การพัฒนาวิธีการวิเคราะหไนไตรตและไนเตรตใหมีความเร็วสูงตอการวิเคราะหเปนส่ิงที่นักวิจัย

หลายๆ กลุมปรารถนา และในงานวิจัยน้ีจัดไดวาเปนอีกวิธีหน่ึงที่ใหความรวดเร็วในการวิเคราะห ซ่ึงใช
เวลาเพียง 2 นาที ตอการตรวจวัดตัวอยางโดยใชเทคนิครีเวอรสเฟสโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะ
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สูง แยกโดยคอลัมนโมโนลิทิก C18 (100 x 4.6 มิลลิเมตร) เฟสเคล่ือนที่เปนสารละลาย TBAS ความ
เขมขน  0.005 โมลาร (pH 8) อัตราการไหล 4.0 มิลลิลิตรตอนาที ใช UV เปนตัวตรวจวัดความยาว
คล่ืนที่ใช 202 นาโนเมตร จากผลการวิจัยไดชวงความสัมพันธที่เปนเสนตรงของไนไตรตและไนเตรตที่
กวาง ขีดจํากัดในการตรวจวัดที่ต่ําถึง 0.1 และ 0.4 พีพีบี ของไนไตรต และไนเตรตตามลําดับ 
นอกจากน้ีในงานวิจัยยังใชนํ้าเปนตัวสกัด ซ่ึงจะชวยลดการใชสารเคมีที่เปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม และ
ยิ่งไปกวาน้ันสภาวะที่พัฒนาขึ้นสามารถนําไปวิเคราะหในผักสด คือ ผักกาดขาว แตงกวา และกะหลํ่าปลี 
ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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