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บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนีมุ้่งศึกษาสภาวะที่เหมาะสมและผลของการประยุกต์ใช้เทคนิคการสกัดแบบสอบขั้นตอนในการหา
กรอแลคติกโดยใช้ HPLC การสกัดแบบสองขั้นตอน ประกอบด้วย 1. การสกัดด้วยตัวท าละลายทีบีเอ็มอี และ 2. การ
สกัดกรดด้วยสารละลายเบส โดยได้ศึกษาสภาวะของการทดลองในการสกัด คือ การเติมเกลือและจ านวนครั้งในการ
สกัดขั้นตอนของการสกัดด้วยทีบีเอ็มอี กรดแลคติกจะถูกตรวจวัดด้วยเทคนิค HPLC การทดสอบการน าไปใช้ได้ของ
วิธีการสกัด พบว่า ประสิทธิภาพการสกัด เท่ากับ 87±1% โดยความแม่นย าในการสกัดซ้ า ค านวณจาก %RSD มีค่าต่ า
กว่า 1.15% จะเห็นว่าวิธีสกัดที่ได้พัฒนานี้มีความแม่นย าและถูกต้อง โดยได้ศึกษาร้อยละของการได้กลับคืน 
(%recovery) เมื่อเติมสารละลายกรดแลคติกเข้มข้น 65 และ 128 มิลลิโมลาร์ พบว่า ร้อยละของการได้กลับคืน 
เท่ากับ 96±2% และ 117±2% จากนั้นจึงได้น าการสกัดแบบสองขั้นตอนไปประยุกต์ใช้กับน้ าเสียที่เก็บไว้ระยะเวลาที่
ต่างกัน คือ 1 วัน และ 5 เดือน พบปริมาณกรดแลคติกเท่ากับ 66.9±1.6 และ 29.3±3.1 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ  
ค้าส้าคัญ: กรดแลคติก  การสกดัแบบสองขั้นตอน  น้ าเสีย  ไฮเพอร์ฟอแมนซ์ลิควดิโครมาโทกราฟ ี
 
Abstract  

This research to study an optimal condition and results its of application of 2-step the 
extraction method for determination of lactic acid in wastewater using HPLC-UV technique. The 2-
step extraction method was developed; 1. TBME extraction (solvent extraction) and 2. Acid-base 
extraction (liquid-liquid back extraction).  Investigation of extraction conditions of addition of salt 
(salting out effect) and numbers of multiple extractions were carried out for TBME extraction. 
Measurement of lactic acid in the extracts was performed by a HPLC-UV method. The performance 
of extraction method was validated by considering of extraction efficiency, precision and accuracy. 
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The efficiency of extraction was calculated based on ratio of peak area of extracted lactic acid to 
peak area of non-extracted (prepared content), it was 87±1% (n=3). Repeatability of the extraction 
was 1.15% (%RSD, n=3) and the accuracy was reasonably acceptable.  The recovery study was 
investigated by determination of percentage of peak area ratio of lactic acid and internal standard 
before and after extraction. The recoveries were 96±2% and 117±2%, when spiking of lactic 
concentrations of 65 mM and 128 mM to the sample. The 2-step of extraction method was applied 
to determination of lactic acid in wastewater sample. Lactic acids contents were found to be 

66.91.6 and 29.33.1 mM for the collected sample and kept for 1 day and 5 months. 
Keywords: Lactic acid, wastewater, 2-step extraction method, HPLC 

 
บทน้า 
 กรดแลคติกเป็นสารที่ได้จากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีหรือเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ซึ่งเกิดผ่าน
กระบวนการหมักของแบคทีเรียกลุ่มแลคโตบาซิลัส (แลคติกแอซิตแบคทีเรีย) ซึ่งมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน กรดแล
คติกเป็นสารตั้งต้นที่มีความส าคัญต่ออุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก โดยได้มีการน าไปใช้เป็นสารตั้งต้นในอุตสาหกรรม
หลายประเภท อาทิเช่น อุตสาหกรรมการผลิตพลาสติก การผลิตผ้าคุณภาพสูง และใช้ในอุตสาหกรรมอาหารได้ (R. 
Mazzoli, F. Bosco, I. Mizrahi, E.A. Bayer and E. Pessione, 2014) (Y. Wang, Y. Tashiro and K. Sonomoto, 
2015) 
 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกโดยทั่วไปจะนิยมใช้เทคนิคไฮเพอร์ฟอแมนซ์ลิคควิดโครมาโทรกราฟี 
(HPLC) (S. De Baere, V. Eeckhaut, M. Steppe, et al., 2013) (A.R.-B. de Quirós, M.A. Lage-Yusty, J. 
López-Hernández, 2009) เนื่องจากเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูงในการวิเคราะห์ โดยการแยกกรดแลคติกด้วย
เทคนิค HPLC ใช้ stationary phase ทีไ่ม่มีขั้ว เรียกว่า reverse phase เช่น C-18 และใช้ mobile phase มีขั้ว เช่น 
น้ าหรือบัฟเฟอร ์โดยใช้หลักการของแยกสารจากออกจากกันด้วยการกระจายตัว (distribution) ของสารระหว่างอยู่ที่ 
stationary phase และ mobile phase หากสารเกิด hydrophobic interaction กับ stationary phase ได้ดี จะ
ท าให้สารเกิดการ retain ได้นานและเคลื่อนที่ออกมาช้า ในขณะเดียวกันสารที่เกิด hydrophobic interaction กับ 
stationary phase ได้น้อยจะเคลื่อนที่ออกมาได้เร็วกว่า  
 ในการวิเคราะห์กรดแลคติกในน้ าเสียจะต้องมีการเตรียมตัวอย่าง (การสกัด) เนื่องจากในน้ าเสียอาจมี
ส่วนประกอบของสารที่อาจส่งผลการรบกวนต่อการวิเคราะห์กรดแลคติก ดังนั้น การสกัดก่อนการวิเคราะห์จึงมีความ
จ าเป็นอย่างยิ่ง เทคนิคอ่ีนท่ีใช้ในการสกัดเพื่อแยกกรดอินทรีย์รวมทั้งกรดแลคติกได้แก่ การสกัดด้วยตัวท าละลาย การ
ใช้ตัวดูดซับของแข็ง (W. Horwitz and A.o.O.A. Chemists, 2000) การกลั่น (J.B. Zijlstra, J. Beukema, B.G. 
Wolthers, et al., 1977) และการสกัดด้วยซอกเลท (J. McNichol, K. MacDougall, J. Melanson, et al., 2012) 
เป็นต้น โดยวิธีในการเตรียมตัวอย่างน้ าเสยีเพื่อแยกกรดแลคติกซึ่งเป็นสารกลุม่กรดคารบ์อกซิลิคนิยมใช้เทคนิคการสกดั
ด้วยตัวท าละลาย เนื่องจากเป็นเทคนิคที่ท าได้ง่ายและเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพที่ดี ส าหรับการสกัดกรดแลคติกนั้น มี
สองขั้นตอนที่ต่อเนื่องกัน คือ 1. การสกัดด้วยตัวท าละลาย 2. การสกัดกรดด้วยเบส โดยจะเห็นว่าขั้นตอนที่ 1 มี
ความส าคัญเป็นอย่างมาก หากสกัดกรดแลคติกออกมาได้มากจะท าให้การสกัดกรดแลคติกในขั้นตอนที่ 2 ถูกสกัด
ออกมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยการเลือกตัวท าละลายในขั้นตอนที่ 1 พบว่าได้มีการศึกษาตัวท าละลายที่เหมาะสม
ในการสกัดกรดแลคติกด้วยตัวท าละลาย ส าหรับวิธีการมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์น้ าและน้ าเสีย โดยสมาคม
สาธารณสุขแห่งอเมริกา (American Public Health Association หรือ APHA) ได้ใช้ตัวท าละลายไดเอทิลอีเทอร์ เพื่อ
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สกัดสารอินทรีย์ในน้ าเสีย (E.W. Rice, L. Bridgewater, A., 2012) ในปี 2011 Anna Banel และคณะ ได้ท าการ
การศึกษาการสกัดกรดอินทรีย์ด้วยการสกัดด้วยตัวท าละลาย โดยน าตัวท าละลายชนิดอีเทอร์ 2 ชนิด คือ เทอร์เชียรี่
บิวทิลเมทิลอีเทอร์ (tert-butylmethylether) หรือ ทีบีเอ็มอี และไดเอทิลอีเทอร์ (diethylether) มาใช้เพื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัด (extraction efficiency) พบว่า ทีบีเอ็มอีให้ประสิทธิภาพการสกัดดีกว่า เนื่องจาก
ทีบีเอ็มอีมีขั้วใกล้เคียงกับกรดอินทรีย์มากกว่าไดเอทิลอีเทอร์ นอกจากนี้ยังพบว่าไดเอทิลอีเทอร์เป็นสารที่อันตรายไม่
เหมาะแก่การน ามาใช้สกัดอีกด้วย (A. Banel and B. Zygmunt, 2011) อีกงานวิจัยหนึ่ง Nontando T. Mkhize และ
คณะ ได้ท าการศึกษาการสกัดน้ าเสียเพื่อหาปริมาณกรดอินทรีย์ด้วยวิธีการสกัดด้วยตัวท าละลาย โดยศึกษา
เปรียบเทียบตัวท าละลายระหว่างทีบีเอ็มอีและไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) พบว่า ทีบีเอ็มอีให้ประสิทธิภาพ
การสกัดสูงกว่าไดคลอโรมีเทนถึง 5 เท่า (N.T. Mkhize, et al., 2014) ดังนั้น ทีบีเอ็มอีจึงเป็นตัวท าละลายที่เหมาะสม
ในการสกัด ส าหรับขั้นตอนที่ 2 ซึ่งเป็นการสกัดกรดด้วยเบสจะนิยมใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ในการสกัดกรดอินทรีย์
ออกมาจากช้ันของตัวท าละลาย (S. De Baere, et al., 2013) ในงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาการเตรียมตัวอย่างน้ า
เสียด้วยการสกัดแบบสองขั้นตอนแบบต่อเนื่องคือ 1. การสกัดด้วยตัวท าละลายทีบีเอ็มอี 2. การสกัดกรดด้วยเบสโดยใช้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ แล้ววิเคราะห์ปริมาณของกรดแลคติกในตัวอย่างน้ าเสียด้วยเทคนิค HPLC 
 
วัตถุประสงค ์

1. เพื่อศึกษาการสกัดกรดแลคติกในตัวอย่างน้ าเสียด้วยวิธีการสกัดแบบสองขั้นตอน คือ 1. การสกัดด้วยที
บีเอ็มอ ี(โดยได้ศึกษาการเติมเกลือและจ านวนครั้งของการสกัด) 2. การสกัดด้วยตัวท าละลายเบส 

2. น าวิธีการสกัดจากข้อที่ 1 ไปใช้ในการทดลองสกัดกรดแลคติกในตัวอย่างน้ าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 
โดยจะศึกษาถึงผลกระทบของระยะเวลาหลังจากการเก็บตัวอย่าง ในระยะสั้นและระยะยาว 
 
เนื้อหาที่เกี่ยวข้อง 
 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกในตัวอย่างน้ าเสียด้วยเทคนิค HPLC จ าเป็นต้องมีการเตรียมตัวอย่าง
ก่อนที่จะท าการตรวจวัด เนื่องจากน้ าเสียอาจมีสารรบกวนการวิเคราะห์ งานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีการสกั ดแบบสอง
ขั้นตอนเพื่อใช้ในการสกัดกรดแลคติกในน้ าเสีย โดยใช้ตัวท าละลายที่มีขั้วใกล้เคียงกับกรดแลคติกมาสกัดและใช้ค่าคงที่
การแตกตัว (pKa) ของกรดแลคติกมาเกี่ยวข้อง การสกัดแบบสองขั้นตอนประกอบด้วย 1. การสกัดด้วยทีบีเอ็มอี 2. 
การสกัดกรดด้วยเบส 
 1. การสกัดด้วยทีบีเอ็มอี ในขั้นตอนนี้กรดแลคติกที่อยู่ในช้ันน้ าจะถูกปรับ pH ให้เป็น 2 เพื่อให้ pH ของ
สารละลายต่ ากว่า pKa โดยกรดแลคติกจะไม่เกิดการแตกตัวและละลายในช้ันทีบีเอ็มอีได้ดี ดังนั้น กรดแลคติกจะ
กระจายตัวเข้าสู่ชั้นทีบีเอ็มอี ซึ่งในข้ันตอนน้ีจะท าการศึกษา การเติมเกลือและจ านวนครั้งของการสกัด 
 โดยทั่วไปการสกัดกรดอินทรีย์ด้วยตัวท าละลายนี้จะอธิบายได้ด้วยการกระจายตัวของกรดอินทรีย์ ซึ่งอยู่ใน
เทอมของค่าสัมประสิทธิการกระจายตัว Kd (distribution coefficient หรือ partition coefficient) โดย ค่า Kd หาได้
จาก อัตราส่วนของความสามารถของการละลายของสารที่สนใจในช้ันตัวท าละลายอินทรีย์ต่อความสามารถของการ
ละลายของสารที่สนใจในช้ันน้ า จากอัตราส่วนดังกล่าว พบว่า กรณีที่ค่า Kd=1 กรดอินทรีย์จะมีความสามารถในการ
ละลายได้ดีทั้งในช้ันน้ าและชั้นตัวท าละลายเท่าๆกัน กรณีที่ค่า Kd>1 กรดอินทรีย์จะสามารถละลายในช้ันตัวท าละลาย

อินทรีย์ได้ดีกว่าช้ันน้ า และกรณีที่ค่า Kd1  กรดอินทรีย์จะละลายได้ในช้ันน้ าดีกว่าช้ันตัวท าละลาย โดยค่า Kd ที่ได้นี้
สามารถน าไปค านวณหาจ านวนครั้งที่ใช้สกัดเพื่อให้ได้สารมากที่สุดได้ นอกจากนี้หากต้องการให้ประสิทธิภาพในการ
สกัดกรดอินทรีย์ดีขึ้นสามารถท าได้โดยใช้การเติมเกลือ หรือท่ีเรียกว่า salting out effect ในขั้นตอนของการสกัดด้วย
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ทีบีเอ็มอี เพราะเมื่อเติมเกลือที่อิ่มตัวลงในช้ันน้ า เกลือจะแตกตัวเป็นไอออนจนช้ันน้ าเกิดการอิ่มตัว และท าให้กรด
อินทรีย์เกิดการกระจายตัวไปอยู่ในช้ันของตัวท าละลายได้ดีขึ้น 
 การเพิ่มประสิทธิภาพการสกัด โดยการเพิ่มจ านวนครั้งของการสกัดด้วยตัวท าละลาย อาศัยหลักการกระจาย
ตัวของสาร พบว่ากรดอินทรีย์แต่ละชนิดจะมีค่า Kd ซึ่งเป็นค่าคงที่แตกต่างกัน เมื่อพิจารณาค่า Kd ซึ่งแสดงถึง
ความสามารถในการละลายของกรดอินทรีย์ในช้ันตัวท าละลายและช้ันน้ า พบว่า ในการสกัดกรดอินทรีย์ในครั้งแรก
อาจจะมียังมีกรดอินทรีย์เหลืออยู่ในช้ันน้ า ดังนั้น จะต้องท าการสกัดซ้ าเพื่อให้กรดอินทรีย์ถูกสกัดออกมาจนหมด 
 2. การสกัดกรดด้วยเบสโดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ กรดแลคติกที่อยู่ในช้ันทีบีเอ็มอีจะถูกสกัดด้วยโซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ซึ่งมี pH เป็น 6 และสูงกว่าค่า pKa ของแลคติก ท าให้กรดแลคติกเกิดการแตกตัวและกลายเป็นไอออน
ละลายอยู่ในช้ันของโซเดียมไฮดรอกไซด์  
  
วิธีด้าเนินการวิจัย 
 การเก็บตัวอย่างและการเตรียมตัวอย่าง 
 ตัวอย่างน้ าเสียได้มาจากโรงงานอุตสาหกรรมแห่งหนึ่ง ในจังหวัดสุราษฏ์ธานี โดยท าการเก็บตัวอย่า งด้วย
อุปกรณ์ Ekman birge bottom sampler น้ าเสียที่เก็บได้จะบรรจุในขวดพลาสติกชนิดไฮเดนซิทีโพลีเอ-ทิลีน (HDPE) 
และเก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4°C ในการเตรียมตัวอย่างจะน าน้ าเสียมาช่ัง 3.0000 กรัม ใส่ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงและปรับ 
pH ให้เป็น 2 น าไปแยกส่วนระหว่างตะกอนช้ันล่างและส่วนของเหลวช้ันบนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 20 นาที  แล้วจึงให้ปิ
เปตส่วนของเหลวที่แยกเหนือตะกอนมา 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงอีกหลอดหนึ่งและเติมกรดอะดิพิคซึ่งใช้
เป็นสารมาตรฐานภายใน 50 มิลลิโมลาร์ 250 ไมโครลิตร จากนั้นน าสารละลายที่เตรียมได้ไปสกัด ดังรูปที่ 1 ซึ่งผ่านการ
สกัดแบบสองขั้นตอน คือ 1. การสกัดด้วยตัวท าละลายทีบีเอ็มอ ีและ 2. การสกัดกรดแลคติกด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
 

 
รูปที่ 1 ภาพแสดงการสกัดกรดแลคติก  

ประกอบด้วย 1. การสกัดด้วยตัวท าละลายทีบีเอ็มอี และ 2. การสกัดกรดด้วยสารละลายเบส 
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1. การสกัดด้วยตัวท าละลายทีบีเอ็มอี 
 น าสารละลายที่เตรียมไว้ข้างต้นมาเติมตัวท าละลายทีบีเอ็มอี 4.00 มิลลิลิตร และเขย่าด้วยเครื่อง vortex 
เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 20 นาที เพื่อแยกระหว่างช้ันน้ าและทีบีเอ็มอี เมื่อปั่นเหวี่ยงแล้วปิ
เปตช้ันทีบีเอ็มอีออกแล้วน าของเหลวส่วนล่าง (residual) ที่เหลือ น ามาสกัดซ้ าด้วยทีบีเอ็มอี ปริมาตร 2.00 และ 1.00 
มิลลิลิตร ตามล าดับ น าสารละลายทีบีเอ็มอีท่ีผ่านการสกัดมาเก็บรวมกันและน าไปสกัดด้วยเบสในช้ันตอนท่ี 2 ต่อไป 

2. การสกัดกรดด้วยสารละลายเบส 
 น าช้ันทีบีเอ็มอีที่ผ่านการสกัดจากข้อ 1 ปริมาตร 2.40 มิลลิลิตร แล้วเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.5 โม-ลาร์ 
2.00 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเครื่อง vortex เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงเป็นเวลา 20 นาที เพื่อแยกระหว่าง
ช้ันน้ าและชั้นตัวท าละลายทีบีเอ็มอีแล้วปิเปตชั้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.00 มิลลิลิตรและปรับพีเอชให้เท่ากับ 2 จากนั้น
น าไปกรองและวิเคราะห์กรดแลคติกด้วย HPLC 
 การวิเคราะห์กรดแลคติกด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอแมนซ์ลิควิดโครมาโทรกราฟี  
 การวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกด้วยเครื่อง HPLC รุ่น 2695 Alliance ของบริษัท Water (Massachusetts, 
US) โดยใช้คอลัมน์ Inertsil ODS-3 C18 (250 mm × 4.6 mm i.d., 5 µm) จากบริษัท GL science (Tokyo, Japan) 
โดยสภาวะการทดลองใช้กรดฟอสฟอริก 25 มิลลิโมลาร์ เป็น mobile phase ด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
ในระบบ gradient elution และตรวจวัดสัญญาณด้วยยูวีสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร จาก
สภาวะการทดลองดังกล่าว พบว่า กรดแลคติกมี retention time ที่เวลา 6.09 นาที และกรดอะดิพิคซึ่งใช้เป็นสาร
มาตราฐานภายในมี retention time ที่เวลา 21.11 นาที ในการหาปริมาณกรดแลคติกใช้วิธีการท ากราฟมาตรฐาน
ภายใน (internal standard calibration curve) ดังรูปที่ 2  
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รูปที่ 2 กราฟมาตรฐานภายในของกรดแลคติกแสดงความสมัพันธ์ระหว่าง 
ความเข้มข้นกรดแลคติก (แกน X) กับอัตราส่วนพ้ืนท่ีใต้กราฟ (แกน Y) 

 
 เมื่อพิจารณากราฟมาตรฐานภายในของกรดแลคติกวิเคราะห์ด้วย HPLC พบว่า มีค่าความเป็นเส้นตรงที่ดี  
(r2 > 0.9990) ในช่วงความเข้มข้น 0.15-30 มิลลิโมลาร์ กราฟมาตรฐานมีความสัมพันธ์เชิงเส้น คือ y=0.3670x-
0.0966 ค่าความแม่นย าของอัตราส่วนพื้นที่ใต้กราฟ (peak area ratio) และ retention time ในรูปของค่าร้อยละ
ของส่วนเบี่ยงเบนมาตราฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ในการทดลองซ้ าต่ ากว่า 0.95% และ 0.10% ตามล าดับ ส าหรับเทคนิค
ดังกล่าวจะน าไปใช้แยกและวิเคราะห์กรดแลคติกต่อไป 
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 การศึกษาวิธีการสกัดแบบสองขัน้ตอน 
 การศึกษาสภาวะของการสกัดของกรดแลคติกเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการสกัด มี 2 สภาวะ คือ 1. การเติม
เกลือโซเดียมคลอไรด์ 2. จ านวนครั้งในการสกัด ในขั้นตอนของการสกัดด้วยตัวท าละลายทีบีเอ็มอี เนื่องจากขั้นตอน
การสกัดด้วยทีบีเอ็มอีส าคัญ หากสามารถสกัดกรดแลคติกได้มากในขั้นตอนนี้จะท าให้ในขั้นตอนที่ 2 คือ การสกัดกรด
ด้วยเบสมีประสิทธิภาพการสกัดใกล้เคยีง 100% การศึกษาสภาวะของการสกัดท าได้โดยใช้สารละลายมาตรฐานกรดแล
คติก 60 มิลลิโมลาร์ ผ่านการสกัดแบบสองขั้นตอน น าสารสกัดที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC เมื่อน าผลการ
ทดลองไปค านวณหาค่า “ประสิทธิภาพการสกัด” ซึ่งหาได้จากอัตราส่วนร้อยละของอัตราส่วนพื้นที่ใต้กราฟระหว่าง
กรดแลคติกและกรดอะดิพิค (วัดได้หลังผ่านการสกัด) และ อัตราส่วนพ้ืนท่ีใต้กราฟระหว่างกรดแลคติกและกรดอะดิพิค 
(ทราบค่าก่อนสกัด) จากผลการทดลอง สภาวะที่ 1 การเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1.0000 กรัม ลงในตัวอย่างจนช้ันน้ า
อิ่มตัวและสกัดด้วยการสกัดแบบสองขั้นตอน พบว่า ประสิทธิภาพการสกัดกรดแลคติกเพิ่มขึ้น 20% เมื่อเปรียบเทียบ
กับตัวอย่างท่ีไม่ได้เติมเกลือก่อนการสกัด เมื่อพิจารณาสภาวะที่ 2 คือ จ านวนครั้งในการสกัด จากผลการทดลองพบว่า 

เมื่อใช้ที-บีเอ็มอีสกัดเป็นจ านวน 1 ครั้ง (7.00 มิลลิลิตร) ให้ประสิทธิภาพการสกัด เท่ากับ 741% ขณะที่การสกัด
ด้วยบีเอ็มอีจ านวน 3 ครั้ง (ครั้งที่ 1 ปริมาตร 4.00 มิลลิลิตร ครั้งที่ 2 ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร และ ครั้งที่ 3 ปริมาตร 

1.00 มิลลิลิตร) ซึ่งให้ประสิทธิภาพการสกัด เท่ากับ 871% จากการศึกษาหากเปรียบเทียบจ านวนครั้งที่ใช้ในการ
สกัดโดยใช้ปริมาตรของทีบีเอ็มอีเท่ากันคือ 7 มิลลิลิตร พบว่า การสกัดด้วยทีบีเอ็มอี 3 ครั้งให้ประสิทธิภาพการสกัดที่

ดีกว่า 1 ครั้ง 13% จากการศึกษาทั้งสองสภาวะพบว่า วิธีการสกัดนี้จะให้ประสิทธิภาพการสกัดสูงสุดถึง 871% ซึ่ง
เป็นค่าที่ยอมรับได้ (80-120%) (L. Zuluaga-Idárraga, et al., 2014) 
 การทดสอบการใช้ได้ของวิธีการสกัด (Method validation)  
 การทดสอบการน าไปใช้ได้ของวิธีการสกัดศึกษาได้จากความแม่นย าของการสกัด (precision) ความถูกต้อง
ของการสกัด (accuracy) และร้อยละของการได้กลบัคืน (%recovery) ส าหรับการหาความแม่นย าและความถูกต้องใน
การสกัดโดยใช้สารละลายมาตราฐานกรดแลคติก 60 มิลลิโมลาร์ และค านวณหาความแม่นย าในรูปแบบของค่าร้อยละ
ของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) โดยผลการทดลอง พบว่า วิธีการสกัดแบบสองขั้นตอน ให้ค่าร้อยละของ
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ น้อยกว่า 1.15% และความถูกต้องของการสกัดหาได้จาก ค่าความผิดพลาดสัมพัทธ์ 
(relative error) โดยใช้ค่าที่สกัดได้และค่าที่แท้จริง ซึ่งจากผลการทดลอง พบว่า ความผิดพลาดสัมพัทธ์ ของการสกัด 
มีค่าน้อยกว่า -13% (ค่าท่ียอมรับได้ คือ -15%) (A. Gustavo González and M. Ángeles Herrador, 2007) 
 ส าหรับร้อยละของการได้กลับคืน ซึ่งหาได้จากการเติมสารละลายมาตรฐานกรดแลคติกที่ความเข้มข้น 65 
และ 128 มิลลิโมลาร์ ลงในตัวอย่างน้ าเสีย น าสารละลายดังกล่าวไปสกัดด้วยวิธีข้างต้น ค านวณหาร้อยละของการได้
กลับคืนจากอัตราส่วนร้อยละของอัตราส่วนของพื้นที่ใต้กราฟระหว่างกรดแลคติกและกรดอะดิพิค (วัดได้หลังการสกัด) 
และอัตราส่วนของพื้นที่ใต้กราฟระหว่างสารละลายมาตรฐานกรดแลคติกและกรดอะดิพิค (ทราบความเข้มข้น) ผลการ
ทดลองการเติมสารละลายกรดแลคติกความเข้มขัน 65 และ 128 มิลลิโมลาร์ ในตัวอย่างน้ าเสีย พบว่า ร้อยละของการ

ได้กลับคืน เท่ากับ 1172 และ 966% ตามล าดับ ดังนั้น จะเห็นว่าวิธีการสกัดดังกล่าวมีประสิทธิภาพดี (อยู่ในช่วง 
80-120%) จึงจะน าไปใช้สกัดกรดแลคติกในตัวอย่างน้ าเสียต่อไป 
 การประยุกต์ใช้เทคนิคการสกัดแบบสองขั้นตอนเพ่ือหาปริมาณกรดแลคติกในน้้าเสีย  วิเคราะห์ด้วย
เทคนิคไฮเพอร์ฟอแมนซ์ลิควิดโครมาโทรกราฟี (HPLC) 
 ในการวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกในตัวอย่างน้ า เสียโดยใช้วิธีการสกัดที่ได้พัฒนาขึ้น เพื่อศึกษาผลของ
ระยะเวลาหลังจากเก็บตัวอย่างโดยแบ่งเป็น 2 ระยะ คือ 1. ระยะสั้น (1 วัน) และ 2. ระยะยาว (5 เดือน) โดยพบว่าผล
ของการศึกษาระยะเวลาต่อปริมาณกรดแลคติกเป็นดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 แสดงปริมาณกรดแลคติกในตัวอย่างน้ าเสียด้วยการสกัดแบบสองขั้นตอนและหาปริมาณด้วย HPLC 
ระยะเวลาหลังจากเกบ็ ปริมาณกรดแลคติก (มิลลิโมลาร)์ 

1 วัน 66.91.6 
5 เดือน 29.33.1 

 
 จากตารางที่ 1 พบว่า ปริมาณของกรดแลคติกที่ตรวจวัดในตัวอย่างน้ าเสียหลังจากเก็บไว้ระยะเวลา 1 วัน 

เท่ากับ 66.91.6 มิลลิโมลาร์ และหลังจากเก็บไว้เป็นระยะเวลา 5 เดือน เท่ากับ 29.33.1 มิลลิโมลาร์ จากผลการ
ทดลองช้ีให้เห็นว่าระยะเวลามีผลต่อการหาปริมาณกรดแลคติก ดังนั้น ในการตรวจวัดปริมาณกรดแลคติกจะต้อง
ค านึงถึงระยะเวลาที่น าตัวอย่างมาเก็บไว้ก่อนท าการวิเคราะห์ กล่าวคือ การเก็บตัวอย่ างไว้นานอาจมีผลให้การ
วิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกไม่ถูกต้อง ดังเช่นในการรายงานของ Xiang Li และคณะ ที่ได้ท าการศึกษาการลดลงของ
ปริมาณกรดแลคติกในตัวอย่างของเสียที่มาจากอาหาร (food waste) โดยได้รายงานว่าเป็นผลมาจากการเปลี่ยนกรด
แลคติกไปเป็นกรดโพรพิโอนิคด้วยแบคทีเรียบางชนิด (X. Li, et al., 2014) 
 
สรุปผลการวิจัย 
 จากศึกษาการสกัดกรดแลคติกในน้ าเสียด้วยวิธีการสกัดแบบสองขั้นตอน พบว่า ผลของการเติมเกลือและ
จ านวนครั้งของการสกัดในขั้นตอนของการสกัดด้วยทีบีเอ็มอี สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของการสกัดได้และวิธีการ
ดังกล่าวสามารถน ามาสกัดกรดแลคตกิตัวอย่างน้ าเสยีได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อน าไปทดสอบการใช้ได้ของวิธีการสกัด 

พบว่า วิธีนี้ให้ประสิทธิภาพการสกัดที่มีประสิทธิภาพที่ยอมรับได้คือ 871% มีความแม่นย าและถูกต้อง นอกจากนี้
ข้อมูลการศึกษาช้ีให้เห็นว่าระยะเวลาที่เก็บตัวอย่าง (storage time) มีผลต่อปริมาณของกรดแลคติกท่ีวัดได้ในตัวอย่าง
น้ าเสีย  
 
อภิปรายและข้อเสนอแนะ 
 ในการสกัดด้วยวิธีดังกล่าวอาจจะน าไปเพื่อพัฒนาให้เป็นระบบอัตโนมัติได้ เช่น การพัฒนาการระบบการไหล 
(Flow method) เพื่อใช้ในการสกัด โดยระบบการไหลนี้จะสามารถท าให้การสกัดเป็นระบบปิด (closed system) ซึ่ง
ส่งผลท าให้การระเหยของตัวท าละลายที่ใช้สกัดลดลง อีกทั้งอาจลดระยะเวลาในการสกัด ทั้งนี้ระบบการไหลจะใช้
ปริมาตรของตัวท าละลายลดลง (ปริมาตรที่ใช้ในระบบการไหล ~0.5 – 1.0 มิลลิลิตร) 
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