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 ในงานวจิยัน้ีไดท้ าการสรา้งช่องการไหลในชิน้งานขนาดเลก็ซึง่ท าจากวสัดุหลายหลากชนิดไดแ้ก่ 
พอลิไดเมทลิไซลอกเซน (polydimethylsiloxane) หรอื PDMS    พอลิเตตระฟลูออโรเททลิีน
(polytetrafluoroethylene) หรอื PTFE  แก้วบอโรซลิเิกต  เทคนิคการสรา้งชิ้นงานมคีวามแตกต่างกนั
ขึน้อยูก่บัชนิดของวสัดุทีท่ าใหเ้กดิช่อง และการกดักรอ่นทีแ่ตกต่างกนัและช่องการไหลทีม่ขีนาดแตกต่าง
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ไอออนพลงังานสงูยงิไปบนหน้ากากทีท่ าเป็นลวดลายช่องการไหล  ส่วนวสัดุทีท่ าจากแก้วสามารถสรา้ง
ได้จากการน าแผ่นหน้ากากลวดลายมาประกบแก้วและกดักร่อนร่องด้วยสารเคม ี    เนื่องจากภาชนะ
บรรจุที่แตกต่างกนัท าให้การสงัเคราะห์โมโนลทิซลิกิาและซลิกิาอนิทรยีม์คีวามแตกต่าง  จงึต้องมกีาร
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Abstract  
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Project Title : Organic-silica monolith for chromatography on a microfluidic chip for tetracycline 

determination in waste water 
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E-mail Address : fsciopc@ku.ac.th 
Project Period :  3 years 
 
In this research, a flow channel was fabricated in a microchip made of various types of materials, 
such as polydimethylsiloxane (PDMS), polytetrafluoroethylene (PTFE), and borosilicate glass. 
Fabrication techniques depended on a type of material, size of the channel, and erosion/corrosion 
activity. PDMS microfluidic chip was made by casting a polymer liquid mixture on a master mold 
patterned for a microflow channel. Because PTFE is a very strong solid, the channel must then be 
created by bombarding the material through the mask pattern with high-energy ions. A channel on a 
borosilicate glass chip was made by attaching a patterned mask on the glass sheet and then etching 
it with corrosive chemicals. Synthesis in different containers gave different structures of silica and 
organic silica monolithic material, it therefore needed to change the formulation and modify the 
fabrication method to suit the containers, such as channel in a microchip, capillary tubing with a 
similar flow channel as that of microchip, and a syringe. Several experiments were conducted, such 
as synthesis of monolithic silica in a capillary, C8 silica monolith in a microchannel, optimization of 
formulation of C18 organic silica monolith and polymer monolith.  However, due to a rapid 
solidification of formulation liquid for C18 monolith synthesis, the fabrication in either a capillary of 
microchannel was not possible.  C18 organic silica monolith was therefore synthesised in a small 
syringe for tetracycline adsorption.  
 
Some applications of our synthetic monolith were phthalate adsorption by using silica monolith in a 
capillary, C18 organic silica monolith and polydivinylpyrrolidone polymer monolith for tetracycline 
adsorption from waste water, C8 organic silica monolith in a microchannel for the separation of amine 
compounds, chlorphenilamine and vitamin B2.   
 
Keywords : Monolith, organic silica, extraction, chromatography, microfluidic chip 
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1. วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

เพือ่สงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยีใ์นชิน้งานของไหลขนาดเลก็เพือ่จุดประสงคใ์นการท า 

 ตวัดดูซบัส าหรบัการท าการ clean up และการท าสารเตตระซยัคลนิใหเ้ขม้ขน้ขึน้จากน ้าเสยี 

 ในการเป็นคอลมัน์ส าหรบั HPLC ในการหาปรมิาณเตตระซยัคลนิ 

เพือ่สงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาในชอ่งการไหลขนาดเลก็เพือ่จุดประสงคใ์นการใชง้านดงันี้ 

 เป็นตวัดดูซบัส าหรบัการท าการ clean up สารปนเป้ือน 

 ในการเป็นคอลมัน์ส าหรบั HPLC ในการหาปรมิาณสารปนเป้ือน 

 

2. วิธีการทดลอง 

การด าเนินงานทดลองวจิยัแบง่ออกเป็น  3 สว่น ดงันี้ 

2.1 การสร้างช้ินงานของไหลขนาดเลก็ 

 เนื่องจากวสัดุทีน่ ามาสรา้งชิน้งานของไหลขนาดเลก็มหีลายประเภท เชน่ PDMS   PTFE และกระจก 

ดงันัน้กระบวนการสรา้งชิน้งานจงึมคีวามแตกต่างกนัโดยขึน้อยูก่บัชนิดของวสัดุเป็นหลกั  ในการวจิยัครัง้นี้ได้

สรา้งชิน้งานของไหลขนาดเลก็จาก PDMS และ PTFE  ดงัจะไดก้ล่าวต่อไปนี้ 

 2.1.1 การสร้างช้ินงานของไหลขนาดเลก็จากพอลิไดเมทิลไซลอกเซน 

 PDMS เป็นพอลเิมอรท์ีเ่กดิจากการท าปฏกิริยิาทางเคมที าใหเ้กดิของเหลวพอลเิมอรแ์ลว้จงึท าใหเ้กดิ

การแขง็ตวัในภายหลงั  การทดลองจงึมคีวามจ าเป็นตอ้งท าเป็น 2 ขัน้ตอนหลกั คอืมกีารสรา้งแมพ่มิพส์ าหรบั

ขึน้รปูชิน้งาน  และการส าเนาสรา้งชิน้งาน 

2.1.1.1 การสร้างแม่พิมพส์ าหรบัขึน้รปูช้ินงานด้วยแผ่นลายวงจรพิมพ ์ (Printed Circuit 

Board: PCB) 

  การเตรยีมรปูหล่อชิน้งานดว้ยแผน่ลายวงจรพมิพ ์ PCB ซึง่เป็นชัน้ทองแดงบนแผน่พลาสตกิ

อพีอ็กซี ่ (epoxy)  โดยใช ้ Dry film ซึง่เป็นฟิลม์ไวต่อแสง UV เป็นตวัวาดลวดลาย ซึง่เป็นวธิทีีร่วดเรว็และ

สามารถสรา้งลวดลายขนาดเลก็ได ้เริม่จากการตดัแผน่ PCB ใหไ้ดข้นาดทีต่อ้งการ น ามาขดัดว้ยกระดาษทราย

เบอร ์600 กบัเบอร ์1,000 ตามล าดบั เพือ่เตรยีมผวิหน้าใหม้คีวามเรยีบ ตดัขนาดของ Dry film ใหม้ขีนาดใหญ่

กว่าแผน่ PCB เลก็น้อยวางลงบนแผน่ PCB รดีดว้ยแถบความรอ้นเพือ่ใหแ้ผน่ Dry film แนบสนิทไปกบัแผน่ 

PCB อยา่งสมบรูณ์ น าฟิลม์ทีท่ าการวาดลวดลายแลว้วางบนแผน่ PCB ท าการฉายแสง UV ทีร่ะยะหา่ง 20 

เซนตเิมตร เป็นเวลา 3 นาท ีจากนัน้น ามาลา้งน ้ายา (Developer) ซึง่เป็นสารละลายโซเดยีมคารบ์อเนตรอ้ยละ 

1.0 โดยน ้าหนกัต่อปรมิาตร  เพือ่ก าจดัสว่นทีไ่มต่อ้งการออกไป    น าไปแชใ่นสารละลายของ FeCl3 ซึง่มฤีทธิ ์

เป็นกรดเพือ่ก าจดัทองแดงสว่นทีไ่มต่อ้งการ   จะไดเ้สน้ลวดลายตามทีต่อ้งการ  จากนัน้น าไปลา้งสว่นทีเ่ป็น 

Dry film ออกดว้ยสารละลายโซเดยีมโฮดรอกไซด ์(NaOH) 
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 2.1.1.2 การส าเนาสร้างช้ินงานของไหลขนาดเลก็ด้วย PDMS 

  ท าโดยการผสม PDMS (Sylgard 184 silicone elastomer kit, Dow Corning, Midland, MI, 

USA) ทีอ่ตัราสว่น 10:1 และเอาฟองอากาศออกจาก PDMS ดว้ยระบบสญุญากาศประมาณ 45 นาท ี ถงึ 1 

ชัว่โมง โดยสงัเกตปรมิาณฟองทีอ่ยูเ่หนือผวิหน้าของพอลเิมอร ์ จากนัน้น าพอลเิมอรเ์ทลงบนแบบลายทองแดง 

โดยพยายามเทใหเ้กดิฟองน้อยทีส่ดุ น าไปท าใหแ้ขง็ตวัดว้ยความรอ้นที ่ 70 องศาประมาณ 1 ชัว่โมง ซึง่ขึน้อยู่

กบัความหนาของชัน้พอลเิมอรท์ีเ่ทลงไปบนแบบ เมือ่แน่ใจว่าพอลเิมอรแ์ขง็ตวัสมบรูณ์แลว้คอ่ยๆ ลอก PDMS 

ออกจากแบบลายทองแดง จากนัน้น าไปสอ่งดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เพือ่ดคูวามเรยีบของผนงั น าพอลเิมอรท์ีเ่กดิ

จากการลอกลายไปประกบกบัพอลเิมอรช์นิดเดยีวกนัทีเ่คลอืบบางอยูบ่นกระจกซึง่ผา่นการใหค้วามรอ้นที ่ 70 

องศาเซลเซยีส ประมาณ 4-5 นาทจีนเกอืบแขง็ตวัสมบรูณ์ และน าไปวางภายใตส้ญุญากาศ  จะไดช้ิน้งานของ

ไหลขนาดเลก็ทีม่ผีนงัที ่4 ดา้นเป็น PDMS  ทีม่คีวามยดืหยุน่จงึน าไปใหค้วามรอ้นอกีครัง้ที ่ 70 องศาเป็นเวลา 

30 นาท ี

ชิน้งานของไหลขนาดเลก็ PDMS ทีเ่สรจ็สมบรูณ์แลว้ตอ้งน ามาทดสอบการรัว่ซมึโดยตอ่เขา้

กบัทอ่คาพลิลารชีนิดแกว้ซลิกิาทีต่่ออยู่กบัปัม๊พ ์  จากนัน้ท าการฉีดตวัท าละลายเมทานอลเขา้ในชอ่งการไหล  

เมือ่ตอ้งการเกบ็รกัษาใหปิ้ดหวัและทา้ยของทอ่คาพลิลารทีีต่่ออยูก่บัชิน้งานทัง้สองดา้นดว้ย silicon rubber และ

เกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็  

 

 2.1.2 การสร้างช้ินงานของไหลขนาดเลก็จากพอลิเตตระฟลูออโรเอทิลีน 

 ในการศกึษาการสรา้งชิน้งานครัง้นี้เกดิขึน้เนื่องจากชิน้งานทีส่รา้งดว้ยวสัดุประเภท PDMS  เมือ่ใชก้บั

ตวัท าละลายทีเ่ป็นสารอนิทรยีจ์ะเกดิการพองตวัเมือ่ใชใ้นระยะเวลานาน ซึง่มปัีญหากบัความคงทนของชิน้งาน  

พอลเิตตระฟลอูอโรเอทลินี (PTFE) หรอื เทฟลอน (Teflon) จงึเป็นอกีวสัดุหนึ่งทีน่ ามาปรบัใชใ้นงานวจิยั 

เนื่องจากอะตอมของไฮโดรเจนทีล่อ้มรอบอะตอมของคารบ์อนทัง้ 4 ถกูแทนทีด่ว้ยฟลอูอรนี ท าใหโ้ครงสรา้ง

ของมอนอเมอรม์คีวามสมมาตรและมคีวามแขง็แรงมาก ทนต่อสารละลายอนิทรยีไ์ด้สงู เหมาะแกก่ารน ามา

พฒันาเป็นอปุกรณ์ของไหลระดบัไมโครเพือ่การวเิคราะหใ์นเชงิเคม ี  การทดลองแบ่งเป็น 3 ขัน้ตอนคอื การ
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สรา้งหน้ากากส าหรบัสรา้งชอ่งการไหลขนาดเลก็ การสรา้งชอ่งการไหลขนาดเลก็ดว้ยการใชเ้ครือ่งเรง่อนุภาค 

1.7 MV Tandetron และการสรา้งชิน้งานดว้ยความรอ้น 

2.1.2.1 การสร้างหน้ากากส าหรบัสร้างช่องการไหลขนาดเลก็ลงบนผิวช้ินงาน 

การสรา้งชอ่งการไหลขนาดเลก็ระดบัไมโครลงบนชิน้งานประเภท PTFE ตอ้งใชเ้ทคนิคพเิศษ

ของล าแสงพลงังานสงูของออกซเิจน (MeV oxygen-ion beam)  เพือ่ใหช้อ่งการไหลมคีวามลกึขนาด 50 

ไมครอน และมคีวามกวา้งขนาด 50-1000 ไมครอน ซึง่ขึน้อยูก่บัการออกแบบแผน่หน้ากาก (Mask)  ในงาน

ทดลองใชเ้ลเซอรค์วามรอ้นสงูยงิเป็นลวดลายตามทีอ่อกแบบดว้ยโปรแกรม Illustrator (Ai) หรอื AutoCAD 

ตามความละเอยีดของงาน ลงบนแผน่หน้ากากโมลบิดนิมั (Mo) ความละเอยีดต ่าสดุทีล่ าแสงเลเซอรส์ามารถท า

ไดค้อื 10 ไมครอน 

2.1.2.2 การสร้างช่องการไหลขนาดเลก็ด้วยเทคนิคล าไอออนออกซิเจนระดบัเมกะ

อิเลก็ตรอนโวลท ์

งานวจิยันี้ไดเ้ลอืกเทคนิคลโิทกราฟี (lithography) ทีใ่ชล้ าไอออนพลงังานระดบัเมกะอเิลก็ตรอน

โวลท ์(MeV) เพือ่ใชใ้นการสรา้งลวดลาย 3 มติบินชัน้ PTFE   ล าออกซเิจนทีม่พีลงังานระดบั MeV จะวิง่เขา้สู่

วสัดุในแนวตรงและลกึเพือ่ท าใหเ้กดิลวดลาย และดว้ยเทคนิคนี้จะท าใหส้ามารถสรา้งชิน้งานทีม่อีตัราสว่น

ระหว่างความลกึต่อความกวา้งของลวดลายมคีา่สงู และไดผ้นงัของชอ่งขนาดไมโครทีม่คีวามเรยีบซึง่ตรงตาม

ลกัษณะของการใชใ้นงานวจิยัการแยกสารทางเคม ี

ในงานวจิยัเริม่จากการสรา้งแผน่หน้ากากโมลบิดนิมั (Mo mask) เพือ่เป็นแบบในการบนัทกึ

ลวดลาย 3 มติลิงบนชัน้ผวิของชิน้งาน PTFE ทีม่คีวามหนา 50, 100, 1000 ไมครอนตามล าดบั ก าหนดใหล้ า

ออกซนิเจนทีพ่ลงังาน 3 MeV กราดลงบนบนหน้ากากโมลบิดนิมัทีว่างอยูห่น้าชิน้งานดว้ยโปรแกรมควบคมุใน

ระยะเวลาทีค่ านวณตามความลกึทีต่อ้งการ (อยูใ่นชว่ง 2-4 ชัว่โมง ขึน้อยูก่บัความเขม้ของล าแสงต่อความหนา

ของชิน้งาน) ชิน้งานทีป่รากฎลวดลาย 3 มติ ิ จะน ามาท าความสะอาดกอ่นเขา้สูก่ระบวนการประกอบเป็น

อปุกรณ์ของไหลระดบัไมครอนในขัน้ตอนต่อไป  โดยมรีปูแบบของแผน่หน้ากาก (mask) ส าหรบัชอ่งการไหลที่

ก าหนดแสดงดงัรปูที ่1  

รปูท่ี 1  รปูแบบของแผน่หน้ากาก (mask) ทีม่ชีอ่งการไหลกวา้ง 50 ไมครอน 
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  2.1.2.3 การสร้างช้ินงานโดยใช้ความร้อน 

  ข ัน้ตอนในการผลติอปุกรณ์ของไหลระดบัไมครอนในงานวจิยันี้ ใชห้ลกัความรอ้นและการ

ขยายตวัของวสัดุโลหะในการกดทบัชิน้งาน PTFE ทีม่ชีอ่งระดบัไมโครใหก้ลายเป็นอปุกรณ์ของไหล ในงานวจิยั

เริม่จากการท าความสะอาดพืน้ผวิของแผน่ชิน้งานทีม่กีารบนัทกึลวดลาย 3 มติ ิ เรยีบรอ้ยแลว้ดว้ยไอโซโพรพา

นอลและอะซโิตน ท าใหแ้หง้ปราศจากความชืน้ดว้ยการผา่นไนโตรเจน แผน่ชิน้งานจะถกูวางบนแผน่ PTFE ที่

ตอ้งการประกบ น าไปวางไวร้ะหว่างแผน่สแตนเลส 2 แผน่ ความหนาแผน่ละ 1.5 เซนตเิมตร การขยายตวัของ

วสัดุโลหะจะเป็นไปตามคา่สมัประสทิธิก์ารขยายตวัเมือ่อยูท่ีอ่ณุหภมู ิ 327 องศาเซลเซยีส ซึง่เป็นอณุหภมูกิาร

เปลีย่นสถานะคลา้ยแกว้ (glass transition temperature) ของ PTFE ท าใหช้ัน้ของ PTFE เกดิการเปลีย่น
สถานะ และยดึตดิกนัระหว่างชิน้งานกลายเป็นของไหลระดบัไมครอน  

 2.1.3 การสร้างช้ินงานของไหลขนาดเลก็จากกระจก 

 เหตุผลทีเ่ลอืกกระจกขึน้มาสรา้งชิน้งานของไหลระดบัไมครอนเนื่องจากกระจกมคีวามทนทานต่อการ

ท างานกบัตวัท าละลายอนิทรยีส์งู ชว่ยเพิม่อายใุนการท างานของชิน้งานใหน้านขึน้ การทดลองแบ่งเป็น 3 

ขัน้ตอนคอื การสรา้งลายบนแผน่ฟิลม์ การสรา้งชอ่งการไหลขนาดเลก็ดว้ยวธิกีารทางเคม ีและการสร้างชิน้งาน

ดว้ยความรอ้น 

  2.1.3.1  การสร้างลวดลายของช่องการไหลบนแผ่นกระจก 

  ลวดลายทีใ่ชจ้ะถกูออกแบบโดยใชโ้ปรแกรม Illustrator (Ai) หรอื AutoCAD ตามความ

ละเอยีดของงาน และสัง่พมิพล์งบนแผน่ฟิลม์ทีม่คีวามหนาระดบัหนึ่งเพือ่ป้องกนัการโคง้งอของแผน่ฟิลม์ ท า

ความสะอาดผวิหน้าแผน่กระจกดว้ย Piranha cleaning solution และท าการเคลอืบกระจกทีท่ าความสะอาด

แลว้ดว้ยของเหลวไวแสง (Positive photoresist) ดว้ยการเหวีย่งความเรว็สงู (Spin coating)   จากนัน้ใหค้วาม

รอ้น 70 องศาเซลเซยีสของเหลวไวแสงจะเกดิการแขง็ตวั  วางแผน่ฟิลม์ทีอ่อกแบบไวบ้นชัน้ของสารไวแสงที่

แขง็ตวัแลว้ โดยหนัดา้นหมกึพมิพแ์นบกบัชัน้ของสารไวแสงเพือ่ใหเ้กดิชอ่งว่างระหว่างชัน้น้อยทีส่ดุเพือ่ป้องกนั

การบานออกของแสง UV   ทบัแผน่กระจกใสทีด่า้นบนของแผน่ฟิลม์เพือ่ป้องกนัการโคง้งอของแผน่ฟิลม์อกี

ชัน้หนึ่ง  ท าการฉายแสง UV ทีร่ะยะหา่ง 20 เซนตเิมตรเป็นเวลา 3 นาท ี   จากนัน้ท าการลา้งสารไวแสงออก 

จะไดล้วดลายของชอ่งการไหลทีต่อ้งการ 

  2.1.3.2 การสร้างช่องการไหลขนาดเลก็ด้วยวิธีทางเคมี 

  การสรา้งชอ่งการไหลดว้ยวธิทีางเคม ี เลอืกใช ้HF เนื่องจากวสัดุเป็นกระจก น ากระจกทีส่รา้ง

ลวดลายเสรจ็เรยีบรอ้ยแชล่งในสารละลาย HF ในอตัราสว่นทีเ่หมาะสม ท าการกวนเป็นระยะเพือ่ใหก้ระจก

สมัผสักบัสารละลายอยา่งทัว่ถงึเป็นระยะเวลา 3 ชัว่โมง น ากระจกทีท่ าการกดัเป็นชอ่งการไหลเรยีบรอ้ยลา้งใน

สารละลาย developer ซึง่เป็นสว่นผสมระหว่าง KOH 4 กรมัและ H3BO3 1 กรมัในน ้า 250 มลิลลิติร 
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  2.1.3.3 การสร้างช้ินงานด้วยความร้อน 

  น ากระจกทีไ่ดช้อ่งการไหลขนาดเลก็ตามทีต่อ้งการแชล่งในสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์

เพือ่ท าการปรบัผวิหน้า น าประกบกบักระจกอกีชิน้เพือ่ใหเ้กดิการปิดของชอ่งของไหลอย่างสมบรูณ์ น าชิน้งาน

เขา้เตาเผาอณุหภมูสิงู 650 องศาเซลเซยีส นาน 8 ชัว่โมง แลว้ใหค้ายความรอ้นอยา่งชา้ๆ จะไดช้ิน้งานที่

สมบรูณ์ 

 

2.2 การสงัเคราะหโ์มโนลิท 

2.2.1 การสงัเคราะหโ์มโนลิทชนิดซิลิกา 

การสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาท าโดยการปรบัเปลีย่นสตูรการสงัเคราะห ์(formulation) โดยการท า

ทัง้ในหลอดปิดขนาดเลก็ และท่อคาพลิลาร ีโดยสตูรการสงัเคราะหท์ีเ่หมาะสมคอืส่วนผสมของยเูรยี 0.09 กรมั  

0.01 M  กรดอะซติกิ 1 มลิลลิติร   polyethylene glycol 0.088 กรมัและ tetramethoxysilane 0.4 มลิลลิติร 

ผสมรวมเป็นเนื้อเดยีวกนัและน าไปไล่ฟองอากาศออก  จากนัน้น าไปใส่ในท่อคาพลิลาร ีและปิดปลายทัง้สอง

ของทอ่  น าไปอบที ่40 องศาเซลเซยีส ประมาณ 24 ชัว่โมง  เพิม่อุณหภูมเิป็น 120 องศาเซลเซยีส  6 ชัว่โมง  

จงึท าใหเ้ยน็ลง  ล้างโมโนลทิทีส่งัเคราะหไ์ด้ในท่อคาพลิลารดีว้ยเมทานอลและท าใหแ้หง้ที ่60 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

2.2.2 การสงัเคราะหโ์มโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์ 

ในการสงัเคราะหซ์ลิกิาโมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์ C8 และ C18 ท าโดยการปรบัเปลีย่นสตูรการ

สงัเคราะห ์ (formulation) อยา่งหลากหลายโดยการท าทัง้ใน  ทอ่คาพลิลาร ี ชอ่งการไหลของชิน้งานขนาดเลก็ 

และหลอดฉีดยาขนาดเลก็ทีปิ่ดสนิท  โดยแบ่งการท าการสงัเคราะหเ์ป็น 2 แบบคอื  

การสงัเคราะหโ์มโนลิทซิลิกาอินทรียช์นิดซิลิกาอินทรีย ์C8  ดว้ยวธิกีารของ sol-gel โดยเริม่จาก

การผสมสารละลาย Tetraethyl orthosilicate (TEOS) 90 ไมโครลติร และ n-octyltriethoxysilane (C8-TEOS) 

50 ไมโครลติร   methanol 180 ไมโครลติร   กรดไฮโดรคลอรกิ 0.5 M 10 ไมโครลติร และน ้า 10 ไมโครลติร 

น าไปอบทีอ่ณุหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส  5 ชัว่โมง ตัง้ทิง้ไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้ง จงึเตมิสารละลาย dodecylamine 10 

ไมโครลติร   ท าการ pretreat ทีผ่นงัทอ่คาพลิลาร ี หรอื ผนงัทอ่ในระบบการไหลขนาดเลก็ทีท่ าจากวสัดุ PDMS 

ดว้ยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด ์  จากนัน้ลา้งดว้ยน ้าปราศจากไอออน   ใหน้ าของเหลวผสมทีเ่ตรยีมไวใ้ส่

เขา้ในทอ่แกว้คาพลิลาร ี  จากนัน้น าทอ่คาพลิลารหีรอืระบบการไหลขนาดเลก็ทีม่ขีองเหลวสงัเคราะหโ์มโนลทิ

เขา้ตูอ้บที ่45 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 ชัว่โมง    เมือ่ครบก าหนดเวลาใหล้า้งทอ่คาพลิลารหีรอืชอ่งการไหล

ในระบบการไหลขนาดเลก็มาดว้ยเอทานอล (ethanol) เป็นเวลา 1 ชัว่โมงจงึน าเขา้ตูอ้บทีอ่ณุหภมู ิ 60 องศา

เซลเซยีส ประมาณ 48 ชัว่โมง 
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การสงัเคราะหโ์มโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์ C18   เริม่จากการผสมของเหลว C18 tetramethyl 

orthosilicate (C18-TMOS) 50 ไมโครลติร   tetramethyl orthosilicate (TMOS) 50 ไมโครลติร   MPTMS 20 

ไมโครลติร  เมทานอล 150 ไมโครลติร  เอทานอล 130 ไมโครลติร   และกรดไฮโดรคลอรกิ 0.5 M 10 

ไมโครลติร เขยา่ใหเ้ขา้กนั  น าไปอบทีอ่ณุหภมู ิ60 องศาเซลเซยีส  5 ชัว่โมง   ตัง้ทิง้ไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้ง จงึเตมิ

สารละลาย dodecylamine 10 ไมโครลติร เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้  เตมิน ้าปราศจากไอออน 10 ไมโครลติร    ท า

การ pretreat ทีผ่นงัท่อแกว้คาพลิลาร ี หรอื ผนงัของชอ่งการไหลในชิน้งาน PDMS ขนาดเลก็ ดว้ยสารละลาย 

sodium hydroxide  จากนัน้ลา้งดว้ยน ้าปราศจากไอออน   ใหน้ าของเหลวผสมทีเ่ตรยีมไวใ้สเ่ขา้ในทอ่แกว้

คาพลิลาร ี หรอืชอ่งการไหลในชิน้งานขนาดเลก็  จากนัน้น าทอ่คาพลิลารหีรอืชิน้งานขนาดเลก็ทีม่ขีองเหลว

สงัเคราะหโ์มโนลทิเขา้ตูอ้บที ่ 45 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 ชัว่โมง    เมือ่ครบก าหนดเวลาใหล้า้งทอ่แกว้

คาพลิลารหีรอืชอ่งการไหลของชิน้งานขนาดเลก็ดว้ย เอทานอลเป็นเวลา 1 ชัว่โมงจงึน าเขา้ตูอ้บทีอ่ณุหภมู ิ 60 

องศาเซลเซยีส ประมาณ 48 ชัว่โมง 

2.2.3 การสงัเคราะหโ์มโนลิทชนิดพอลิเมอรพ์อลิไดไวนิลเบนซีนไวนิลไพโรลิโดน 

(Polydivinylbenzene-co-N-divinylpyrrolidone) 

โดยการผสม dibenzoyl peroxide จ านวน 32 มลิลกิรมั และ vinylpyrrolidone 40 ไมโครลติร และ 

divinylbenzene 320 ไมโครลติร ใหเ้ขา้กนัในขวดขนาดเลก็   จากนัน้เตมิ dodecanol 840 ไมโครลติร และ 

cyclohexanol 1200 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้ครือ่งผสมปัน่ จากนัน้ท าการเอาฟองแก๊สออกโดยใช ้

ultrasonic bath    เทสารละลายผสมในหลอดฉีดยาพลาสตกิทีม่ใียแกว้อดุอยูท่ีป่ลายเพือ่ใหส้ารละลายอยูใ่น

หลอด  ปิดหลอดและน าหลอดดงักล่าวเขา้อบที ่70 องศาเซลเซยีส 24 ชัว่โมง จะเกดิเป็นของแขง็โมโนลทิ  น า

ออกจาตูอ้บและลา้งหลอดทีบ่รรจุโมโนลทิดว้ยเมทานอล  น าไปอบที ่40 องศาเซลเซยีส 6 ชัว่โมง. 

 

2.3 การจดัการระบบเครื่องตรวจวดั laser induced fluorescence 

ระบบ laser induced fluorescence ประกอบดว้ยแหล่งก าเนิดแสงเลเซอรซ์ึง่โดยทัง่ไปนัน้มกัใชห้ลอด

อารก์อน  แต่ในงานวจิยัครัง้นี้ใชก้ารใชแ้หล่งก าเนิดแสง laser พลงังานต ่าลงและราคาถกูลงซึง่คอื laser 

pointer  ชิน้สว่นอืน่ๆ ต่อมาไดแ้ก ่  เลนซเ์ชงิแสง (optical lens)  เซลทีส่ารตวัอยา่งผา่นแบบ sheath flow 

(sheath flow cell)  และหลอด photomultiplier (PMT) เพือ่การตรวจวดัสญัญาณ  แผนผงัแสดงดงัรปูที ่2  
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รปูที ่2  แผนผงัแสดงระบบ laser induced fluorescence 

 

แหล่งก าเนิดแสง laser pointer นี้มกี าลงั 50 มลิลวิตัต ์ใชส้ารกึง่ตวัน า GaN (gallium nitride) ใหแ้สงสี

น ้าเงนิอมมว่งที ่ 405 นาโนเมตร แหล่งก าเนิดแสงนี้ต่ออยูก่บัอปุกรณ์แปลงไฟจากกระแสสลบัเป็นกระแสตรง

ขนาด 150 มลิลวิตัต ์ เพือ่ใหค้วามต่างศกัย ์ 3.0 โวลต ์  ล าแสงสนี ้าเงนิถกูจดัใหส้ะทอ้นบนกระจก UV ใน

แนวตัง้ฉากกบักลุ่มเลนสร์วมแสง (Newport, Irvine, CA, USA) ซึง่รวมแสงไปทีต่รงกลางของ sheath flow 

cuvette   กลุ่มเสนสร์วมแสงอกีกลุ่มหนึ่งท าหน้าทีร่วมสญัญาณของฟลอูอเรสเซนซท์ีเ่ปล่งออกมาเขา้สูห่ลอด 

photomultiplier (PMT) (HC-135–01, Hamamatsu, Middlesex, NJ). ในการควบคมุและประมวลผลท าโดยใช้

โปรแกรมทีเ่ขยีนโดย LabVIEW 7.1 (National Instruments, USA) ท าใหส้ญัญาณสามารถปรากฎไดท้นัท ี แต่

อยา่งไรกต็ามไดม้กีารปรบัเปลีย่นการประมวลผลดว้ยความชว่ยเหลอืของ Prof H.J. Whitlow  และมกีาร

ปรบัปรงุอยูส่ม ่าเสมอเนื่องจากสภาวะแวดลอ้มท าใหต้อ้งมกีารปรบัตัง้แนวการเดนิทางของแสงใหมอ่ยูบ่่อยครัง้ 

 

3. ผลการทดลองและวิเคราะหผ์ล 

3.1 ผลการสร้างช้ินงานของไหลขนาดเลก็ 

3.1.1 ผลการสร้างช้ินงาน PDMS 

ภายหลงัจากการสรา้งชิน้งาน PDMS ไดน้ าไปดภูาคตดัขวางของชอ่งการไหลของ PDMS โดยใช ้

กลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (scanning electron microscopy, SEM) แสดงดงัรปูที ่ 3   เป็นที่

สงัเกตุว่าผนงัของช่องการไหลมลีกัษณะเรยีบและเป็นรปูสีเ่หลีย่มผนืผา้โดยมคีวามกวา้งประมาณ 70 - 100 

ไมครอนและมคีวามลกึ 35 ไมครอน 
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รปูท่ี 3  ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) ของภาคตดัขวางของชอ่งการไหล 
 

เป็นทีส่งัเกตว่าไมใ่ชท่กุๆ ชิน้งานของ PDMS ทีส่รา้งขึน้สามารถน ามาท าการสงัเคราะหโ์มโนลทิ

ภายในชอ่ง  ดงันัน้ทกุๆ ชิน้งานทีน่ ามาท าการสงัเคราะหต์่อจงึจ าเป็นตอ้งท าการสอ่งดภูายใต้กลอ้งจุลทรรศน์

อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) และทดสอบการไหลดว้ยน ้า  ชิน้งานทีส่ามารถใชก้ารไดด้ตีอ้งไมใ่หแ้รงดนั

ยอ้นกลบัเมือ่มกีารปัม๊พน์ ้าใหไ้หลผา่น  เมือ่น าชิน้งานมาน าการสงัเคราะหโ์มโนลทิต่อเชน่เดยีวกบัการ

สงัเคราะหโ์มโนลทิในทอ่คาพลิลาร ี ดงัทีก่ล่าวแลว้ในหวัขอ้ 2.2.2  ผลการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์

C8 ภายในชอ่งการไหลแสดงดงัรปูที ่4  

  
(A) (B) 

รปูท่ี 4 ภาพจาก SEM ของ (A) ภาคตดัขวางของชอ่งการไหลทีม่บีรรจุดว้ย (B) โมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C8  
 

การต่อชิน้งานชอ่งการไหลขนาดเลก็เขา้กนักบัระบบการไหลและการตรวจวดัดว้ย LIF  โดยใหโ้มบาย

เฟสไหลโดยการใชปั้ม๊พช์นิด syringe หรอื reciprocating pump (LC-10ADVB, Shimadzu, Japan) ซึง่ต่อกบั 

injection valve และทอ่คาพลิลารขีนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลาง 0.32 มลิลเิมตร ยาว 10 เซนตเิมตร ซึง่มปีลายขา้ง

หนึ่งต่อกบัชิน้งานชอ่งการไหล  ทีป่ลายอกีดา้นของทางออกของชอ่งการไหลต่ออยูก่บัทอ่คาพลิลารขีนาดเทา่

เดมิอกีอนัหนึ่งทีม่ปีลายทีล่อกเอา polyimide ออกและต่ออยูก่บั shealth flow-cell ของระบบ LIF   ต าแหน่ง

ของท่อซลิกิาทีป่ราศจาก polyimide ตอ้งจดัวางใหอ้ยูใ่นต าแหน่งกลางของ quartz cuvette ขนาด 1×1×20 
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มลิลเิมตร  การไหลของน ้าทีท่ าเป็น sheath flow ดา้นนอกโดยใหน้ ้าไหลตามแรงโน้มถ่วงของโลกโดยมี

ความเรว็น ้า 1 มลิลเิมตรต่อวนิาท ี

3.1.2 ผลการสร้างรปูหล่อช้ินงาน PTFE ด้วยวิธีการใช้ล าแสงพลงังานสงู  

หลงัจากการฉายรงัส ี  ชอ่งการไหลของ PTFE ในทกุๆ ชิน้งานจะมสีนี ้าตาลออ่นแสดงดงัรปูที ่ 5 (A) 

โดยสาเหตุคาดวา่เกดิจากปฏกิริยิาของออกซเิจนทีย่งิกบัอะตอมของคารบ์อนใน PTFE   ซึง่โดยปกตแิลว้ล า

ไอออนของออกซเิจนจะท าใหเ้กดิปฏกิริยิาระหว่างออกซเิจนและคารบ์อน ไดค้ารบ์อนไดออกไซดท์ีห่ลุดออกมา

จากการชน สง่ผลใหเ้กดิชอ่งการไหลทีช่ดัเจน คณุภาพของชอ่งการไหลภายหลงัการสรา้งรปูแบบสามารถ

สงัเกตไดจ้ากรปูที ่ 6 ปฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้และการปลดปล่อยแก๊สสามารถยนืยนัไดจ้ากภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์  

ซึง่แสดงดงัภาพที ่ 7 โดยจะเหน็ผวิหยาบเป็นรบูางสว่นในบรเิวณฐานของชอ่งการไหลของ PTFE ซึง่เกดิจาก

การชนของออกซเิจนกบัผนงั PTFE   

 

 

 

 
(A) (B) 

รปูท่ี 5  แผน่ PTFE  (A) หลงัการฉายรงัส ี และ (B) ต าแหน่งของการวดัขนาดของชอ่งการไหลโดยในเครือ่ง 
profilometer  

 

  
30 ไมครอน 100 ไมครอน 

รปูท่ี 6  แสดงภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์ภายหลงัการยงิแสงของชอ่งการไหลขนาด 30 และ 100 ไมครอน 
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(A) (B) 

รปูท่ี 7  ภาพขยายจากกลอ้งจุลทรรศน์ทีฐ่านของชอ่งการไหลในทกุชิน้งานทีม่ลีกัษณะคลา้ยคลงึกนั (A) ทีม่ ี

ลกัษณะทีถ่กูล าของออกซเิจนชน และทีฐ่านของชอ่งการไหลขนาด 15 ไมครอน (B). 

 

คา่ Ion fluence ค านวณไดจ้ากการวดักระแสของไอออนทีห่กัลบคา่กระแสอเิลก็ตรอนแลว้ โดยความ

สม ่าเสมอของการฉายรงัสสีามารถวดัไดโ้ดยการท า magnetic scanning ทัว่บรเิวณพืน้ทีท่ีถู่กรงัสขีนาด 2×3.9 

ตารางเซนตเิมตรซึง่ไดค้ลอบคลุมพืน้ทีท่ ัง้หมด  โดยมกีารปรบั fluence เพือ่ท าใหล้ ารงัสสีามารถสอ่งผา่น

ชิน้งาน PTFE ในบรเิวณทีต่อ้งการไดอ้ยา่งทัว่ถงึ  ความลกึและความกวา้งของแต่ละชอ่งการไหลสามารถวดัได้

โดยใชเ้ครือ่ง  profilometer  และคา่ของ fluence และ flux ทีใ่ชส้ าหรบัความกวา้งของแต่ละ channel ไดแ้สดง

เปรยีบเทยีบกนัดงัตารางที ่1 

 

ตารางท่ี 1  ความลกึและความกวา้งของแต่ละชอ่งการไหลภายหลงัจากการฉายล ารงัสอีอกซเิจน ทีต่ าแหน่ง

ต่างๆ ตามรปูที ่5 (B)  

ขนาดของ

ชอ่งของ

Mask (µm) 

A (µm) B (µm) C (µm) D (µm) E (µm) Fluence 

(ions/cm2) ความ

ลกึ 

ความ

ลกึ 

ความ

กวา้ง 

ความ

ลกึ 

ความ

กวา้ง 

ความ

ลกึ 

ความ

ลกึ 

100 14.5 11.3 108.6 13.2 110.6 13.64 14.6 3.70x1015 

50 3.9 4.17 55.3 4.63 54.3 4.5 5.2 4.58x1014 

30 3.5 4.8 38.2 6.1 31.2 4.8 4.3 5.94x1014 

15 7.0 5.12 25.14 7.0 28.16 7.5 7.3 1.29x1015 
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15 um 30 um 50 um 100 um 

รปูท่ี 8  รปูแบบของชอ่งทีไ่ดจ้ากเครือ่ง Alpha-Step 500 surface profiler 
 

ตารางท่ี 2  เปรยีบเทยีบความกวา้งของแต่ละชอ่งการไหลเมือ่วดัโดยใชเ้ครือ่ง Alpha-Step 500 profiler และ

กลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน 

ขนาดของชอ่ง

ของ Mask (µm) 

B (µm) C (µm) 

profiler กลอ้งจุลทรรศน์ profiler กลอ้งจุลทรรศน์ 

100 108.6 108.6 110.6 105.1 

50 55.3 54.8 54.3 53.4 

30 38.2 32.8 31.2 31.2 

15 25.14 18.7 28.16 20.3 
 

สามารถสรปุไดว้่าการท าการสรา้งรปูแบบชอ่งการไหลบน PTFE โดยใชล้ าไอออนของออกซเิจนท าให้

ชอ่งการไหลมคีวามตรงแมว้่าเมือ่ดจูากภาคตดัขวางของชอ่งการไหลและตรวจสอบโดยการใชเ้ครือ่ง 

profilometer จะพบวา่ดา้นล่างมคีวามแคบมากกว่าดา้นบนกต็าม   ชอ่งการไหลทีไ่ดน้ี้มลีกัษณะคอ่นขา้งตรง

และมผีนงัขรขุะซึง่เกดิจากฟองแก๊สในปฏกิริยิาระหว่างล าแสงออกซเิจนและคารบ์อนทีผ่วิของวสัดุ PTFE 

ภายหลงัจากการฉายแสงดว้ยล าไอออนแลว้  จงึน าแผน่ชิน้งานไปลา้งฝุ่นผงดว้ยไอโซโพรพานอล

และอะซโีตน  น าไปท าใหแ้หง้ดว้ยแก๊สไนโตรเจน  น าแผน่ชิน้งาน PTFE ทีต่อ้งการประกบกนัวางระหว่างแผน่

แกว้โดยมแีทน่โลหะประกบดว้ยน็อตและสกรดูงัรปูที ่ 9  น าแทน่โลหะทีป่ระกบชิน้งานนี้ไปใหค้วามรอ้นที ่ 327 

องศาจะเกดิการประกบกนัอยา่งสนิท 

 

รปูท่ี 9 แทน่โลหะเพือ่การท าการประกบแผน่ชิน้งาน PTFE  
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ท าการทดสอบการไหลโดยต่อเขา้กบัแทน่ประกบ PMMA และต่อชอ่ง reservoir ของชิน้งาน PTFE 

เขา้กบัทอ่ PEEK  ท าการไหลโดยฉีดน ้าผา่น 

 

 

 
รปูท่ี 10 แสดงชิน้งานชอ่งการไหลขนาดเลก็ของ PTFE เมือ่ประกบเป็นระบบ 

 

 3.1.3 ผลการสร้างช้ินงานของไหลขนาดเลก็จากกระจก 

ผลการสรา้งชอ่งการไหลบนแผน่กระจกดว้ยวธิกีารทางเคม ี โดยใชส้ารละลายบฟัเฟอรข์องกรดไฮโดร

ฟลอูอรกิ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  ความกวา้งและความลกึของชอ่งขนาดเลก็ทีส่รา้งขึน้มลีกัษณะเป็นครึง่วงกลม ดงั

รปูที ่11 

รปูท่ี 11 ลกัษณะของชอ่งการไหลบนแผน่กระจกดว้ยวธิกีารทางเคม ี
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โดยความกวา้งและความลกึของกระจกขึน้อยู่กบัระยะเวลาในการกดัดว้ยสารละลายบฟัเฟอรข์องกรด

ไฮโดรฟลอูอรกิ ดงัแสดงในกราฟ 

รปูท่ี 12  ความสมัพนัธร์ะหว่างความกวา้ง ความลกึและระยะเวลาในการกดักระจกดว้ยสารละลายบฟัเฟอรข์อง

กรดไฮโดรฟลอูอรกิ 

 

การประกบกระจก  ความสมบูรณ์ในการประกบกระจกขึน้อยู่กบัอุณหภูมิ น ้าหนักทีก่ดทบัต่อหน่วย

พืน้ที ่และระยะเวลาในการใหค้วามรอ้น จากการทดลองพบว่าอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการใชง้านคอื 650 องศา

เซลเซยีส เป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมง และตัง้การลดอณุหภมูแิบบชา้เพือ่ป้องกนัการหดตวัอยา่งรวดเรว็ของกระจก 

ภายหลงัจากการประกบกระจก จงึท าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิา จากนัน้ท าการต่อกบัท่อคาพลิ

ลารแีละอปุกรณ์อืน่ๆ เพือ่การทดสอบการไหลแสดงดงัรปูที ่13 

  

               (A) (B) 

รปูท่ี 13 ชิน้งานช่องการไหลขนาดเลก็ชนิดแกว้ (A) ก่อนและ (B) หลงัการสงัเคราะหโ์มโนลทิภายในช่องการ

ไหลขนาดเลก็ 
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3.2 ผลการสงัเคราะหโ์มโนลิท 

3.2.1 ผลการสงัเคราะหโ์มโนลิทชนิดซิลิกา 

เมือ่ท าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาในชอ่งการไหลของทอ่คาพลิลารขีนาดเลก็ดว้ยวธิกีารในขอ้ 

2.1.1 และน าไปตรวจสอบโครงสรา้งสณัฐานโดยใชก้ลอ้งจลุทรรศอ์เิลคตรอนแบบสอ่งกราด (scanning electron 

microscope, SEM) ไดผ้ลดงัรปูที ่14 และ 15  พบว่าโครงสรา้งทีส่งัเคราะหไ์ดเ้ป็นโมโนลทิทีม่ขีนาดเมด็ทรง

กลมต่อเนื่องที ่1 ไมโครเมตรและมรีพูรนุขนาดใหญ่ (macropore) ทีป่ระมาณ 5 ไมโครเมตร  เมือ่น าไปทดสอบ

ความทนทานต่ออณุหภมูสิงูโดยการท า thermal gravimetric analysis พบว่าสามารทนทานไดถ้งึ 600 องศา

เซลเซยีส  โดยไมม่กีารแตกของพนัธะในโครงสรา้งโมโนลทิ 

  
รปูที ่14 ภาพโมโนลทิชนดิซลิกิาในทอ่คาพลิลารี

ขนาด 0.32 มลิลเิมตรเมือ่ท าการสอ่งดว้ย SEM  

รปูที ่15 โครงสรา้งทีเ่ป็นเมด็ทรงกลมต่อเนื่องของโม

โนลทิ ชนิดซลิกิาเมือ่ท าการขยายภาพ 

 

3.2.2 การสงัเคราะหโ์มโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์ 

3.2.2.1 การสงัเคราะหซิ์ลิกาโมโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์C8 

การสงัเคราะหซิ์ลิกาโมโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์ C8 ในช่องการไหลของท่อคาพิลลารี    

จากการสงัเคราะห ์โมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C8 ขึน้ภายในชอ่งการไหลของทอ่คาพลิลาร ีดว้ยสตูรและวธิกีาร

ดงักล่าวในขอ้ 2.1.2 ขา้งตน้เมือ่น าไปทดสอบเพือ่ดโูครงสรา้งของโมโนลทิดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลคตรอนแบบ

สอ่งกราด (scanning electron microscope, SEM) ไดผ้ลดงัรปูที ่ 16(A)  พบว่าขนาดของอนุภาคโมโนลทิที่

สงัเคราะหไ์ดม้ขีนาดประมาณ 1-2 ไมโครเมตร และลกัษณะโครงสรา้งทีไ่ดม้กีารเชือ่มต่อกนัอยา่งต่อเนื่อง มรีู

พรนุในปรมิาณทีส่งู และมขีนาดสม ่าเสมอ แต่ปัญหาทีเ่กดิจากการสงัเคราะหค์อืเกดิการหดตวัของโครงสรา้งโม

โนลทิอยา่งมากเมือ่สงัเคราะหใ์นทอ่คาพลิลาร ี ดงัรปูที ่ 1A เมือ่เปรยีบเทยีบกบัโครงสรา้งทีส่งัเคราะหไ์ดจ้าก 

Yan และคณะ (2006) พบว่ามขีนาดทีใ่กลเ้คยีงกบัการทดลองทีม่กีารตพีมิพข์อง Yan และคณะ (2006) ซึง่

สงัเคราะหโ์มโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์C8 ไดม้ขีนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร 
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รปูท่ี 16 แสดงภาพถ่ายจาก SEM  ของโมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C8 ทีส่งัเคราะหภ์ายในทอ่คาพลิลาร ี

การสงัเคราะหโ์มโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์ C8 ในช่องการไหลของช้ินงานระบบการไหลขนาด

เลก็   เมือ่ท าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C8 ดว้ยสตูรและวธิกีารดงักล่าวในขอ้ 2.1.2 ในชอ่งการ

ไหลของชิน้งานระบบการไหลขนาดเลก็ ซึง่มขีนาดของชอ่งดงัรปู 17A  และน าไปหาขนาดของอนุภาคและ

โครงสรา้งดว้ย SEM พบว่าโมโนลทิทีส่งัเคราะหไ์ดม้ลีกัษณะดงัรปูที ่ 17 พบว่าขนาดอนุภาคของโมโนลทิอยู่

ในชว่ง 2-3 ไมโครเมตรและลกัษณะโครงสรา้งทีไ่ดแ้ตกต่างจากการสงัเคราะห์โมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์ C8 ในทอ่

คาพลิลารแีละโครงสรา้งทีไ่ดใ้นชอ่งการไหลเป็นโครงสรา้งทีม่รีพูรนุน้อย โครงสรา้งมขีนาดอนุภาคทีไ่ม่

สม ่าเสมอ แตกต่างจากโครงสรา้งของโมโนลทิในทอ่คาพลิลาร ี

 
รปูท่ี 17  ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลคตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) ของโมโนลทิชนดิซลิกิาอนิทรยี ์C8 ที่

สงัเคราะหภ์ายในชอ่งการไหลของระบบการไหลขนาดเลก็  

 

3.2.2.1 การสงัเคราะหซิ์ลิกาโมโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์C18 

การสงัเคราะห์โมโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย์ C18  ในเบื้องต้นมคีวามจ าเป็นต้องท าการ

ปรบัเปลี่ยนสูตรและวิธกีารสงัเคราะห์ใหเ้หมาะสมเช่นเดยีวกนั  เนื่องจากปัญหาส าคญัทีพ่บจากการทดลอง

หลายครัง้คอืสตูรการสงัเคราะหเ์ดยีวกนันี้ไม่สามารถใชไ้ดก้บัภาชนะบรรจุทุกรปูแบบ  ตวัอย่างเช่นโมโนลทิที่

สงัเคราะห์ในภาชนะหลอดปิดขนาดเล็ก (eppendorf) จะไม่สามารถน ามาใชไ้ด้เมื่อน ามาสงัเคราะห์ใส่ในท่อ

คาพลิลาร ีหรอืในชอ่งการไหลขนาดเลก็  นอกจากนี้ในระหว่างการหากระบวนการสงัเคราะหปั์ญหาทีม่กัเกดิข ัน้

A B 

A B 
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คอืการแตกหกัและการเกดิช่องว่างระหว่างโมโนลทิทีส่งัเคราะหไ์ดแ้ละภาชนะบรรจุ  ปัญหาดงักล่าวลดลงเมื่อ

ภาชนะบรรจุมขีนาดเลก็ลงเช่นท่อคาพลิลารทีีม่เีสน้ผ่าศนูยก์ลางต ่ากว่า 320 ไมครอน  แต่เนื่องจากโมโนลทิที่

สงัเคราะห์นี้ต้องการน าไปใชใ้นด้านการดูดซบัสารปนเป้ือนจากน ้า  ดงันัน้จงึต้องใชภ้าชนะทีใ่หญ่ขีน้ โดยใน

งานวจิยันี้ได้ท าการสงัเคราะห์โมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี์ C18 ทีบ่รรจุในหลอดดูดพลาสตกิ polypropylene 

ขนาดเลก็โดยใชเ้ทคนิค sol-gel   

เทคนิคการท า sol-gel เป็นการผสมระหว่างเฟส 2 เฟสทีแ่ตกต่างกนัคอืของเหลวเฟสทีม่ขี ัว้และ

ของเหลวเฟสทีไ่ม่มขี ัว้  เมื่อสองเฟสผสมกนัแล้วจะเกดิของเหลวขุน่ทีเ่รยีกว่า emulsion   ในระหว่างการ

เกดิปฏกิริยิาเฟสทีไ่มม่ขี ัว้จะเริม่มกีารแขง็ตวัและปล่อยเฟสทีม่ขี ัว้ใหห้ลุดออกจากระบบทีแ่ขง็ตวันัน้  ของแขง็ที่

เกดิขึน้จงึมลีกัษณะทีเ่ป็นรูพรุน  ในการทดลองจงึตอ้งมพีจิารณาสารทีใ่ชใ้นของเหลวทัง้ 2 เฟสนัน้   ในเฟส

ของเหลวทีม่ขี ัว้จงึเลอืก เมทานอล กรดไฮโดรคลอรกิและน ้าปราศจากไอออน   ส่วนเฟสขอเหลวทีไ่ม่มขี ัว้จงึได้

เลอืก TMOS and C18-TMOS  การสงัเคราะหเ์พือ่ใหไ้ดข้นาดของเมด็ทีเ่ลก็และมคีวามสม ่าเสมอ  จงึไดท้ าการ

สงัเคราะหเ์ป็น 2 ขัน้ตอน  โดย 

ขัน้ตอนที ่1 ท าการสงัเคราะหค์ลสัเตอรข์องโมโนลทิ (monolithic cluster) ใน polypropylene 

centrifuge tube โดยมสีตูรการสงัเคราะหท์ีเ่หมาะสมคอืสว่นผสมของเมทานอล  กรดไฮโดรคลอรกิ 0.5 M 0.7 

มลิลลิติร tetraethoxysilane (TEOS) 3.2 มลิลลิติร และ C18-TEOS 0.8 ไมโครลติร ผสมรวมเป็นเนื้อเดยีวกนั

ใสใ่นหลอด centrifuge ปิดปากหลอดใหส้นิท  เนื่องจาก C18-TEOS และ TEOS มพีิน้ฐานเดยีวกนัคอื TEOS  

ดงันัน้อตัราสว่นระหว่าง C18-TEOS และ TEOS จงึเป็นปัจจยัในการควบคมุปรมิาณคา่ carbon loading ของ

โมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์C18 

สว่นทีส่ าคญัทีส่ดุคอืการปรบัอตัราสว่นระหว่างปรมิาณเฟสของเหลวทีม่แีละไมม่ขี ัว้  โดยมเีมทา

นอลท าหน้าที่เป็นตวัท าละลายช่วยในการลดความแตกต่างของขัว้ระหว่างสองเฟส  เมทานอลที่เติมควรมี

ปรมิาณทีเ่หมาะสมซึง่ขึน้อยูก่บัอตัราสว่นทัง้สองเฟสซึง่ส่งผลถงึคุณลกัษณะเฉพาะของโมโนลทิทีส่งัเคราะหไ์ด ้ 

ถา้เตมิเมทานอลต ่ากว่าค่าปรมิาตรทีเ่หมาะสมจะท าใหค้วามแตกต่างของขัว้ระหว่างสองเฟสสงู  ตามทีก่ล่าว

ขา้งตน้ว่าในระหว่างการผสมจะเกดิ emulsion ซึ่งคอืหยดน ้ามนัเล็กๆ แขวนลอยอยู่ในเฟสทีม่ขี ัว้  เมื่อความ

แตกต่างระหว่างสองเฟสสูงหยดน ้ามนัเล็กๆ ซึ่งคอืเฟสของเหลวที่ไม่มขี ัว้จะเกดิการรวมตวักนั  ผลลพัท์ที่

เกดิขึน้ในตอนทา้ยคอืขนาดเมด็ของโมโนลทิมขีนาดใหญ่ (รปูที ่18(A))  หรอืในกรณีทีแ่ย่ทีสุ่ดคอืเฟสของเหลว

ทัง้สองเกดิการแยกกนัอยา่งสมบรูณ์  ท าใหก้ารทดลองลม้เหลวไมเ่กดิโครงสรา้งของแขง็โมโนลทิ   

ในทางตรงกนัข้าม  ถ้าปริมาตรของเมทานอลสูงกว่าปริมาตรที่เหมาะสม  ความแตกต่าง

ระหว่างขัว้ของเฟสของเหลวทัง้สองน้อย  แรงผลกัดนัระหว่างเฟสทัง้สองไม่มากพอทีจ่ะท าใหห้ยดน ้ามนัเลก็ๆ 

ทีแ่ขวนลอยอยูค่งความเป็นทรงกลมได ้ ผลลพัทค์อืโครงสรา้งทีเ่กดิขึน้เป็นโมโนลทิโครงแขง็ทีไ่ม่มเีป็นเมด็ทรง

กลมต่อเนื่อง  ซึง่จะเป็นรปูรา่งใดนัน้ขึน้อยูก่บัปรมิาตรของเมทานอล  ยิง่ไปกว่านี้ถา้เพิม่ปรมิาตรของเมทานอล

ต่อไปอกีจะท าใหเ้กดิโนโนลทิทีเ่ป็นแผน่บางซอ้นกนัคลา้ยใบไมซ้อ้นกนั  ในกรณีทีแ่ยท่ีสุ่ดคอืเฟสของเหลวทีไ่ม่

มขี ัว้กระจายทัว่ไปในของเหลวผสมจนของผสมเป็นสารละลายเนื้อเดยีวกนั  ผลลพัทท์ีเ่กดิขึน้คอืโครงสรา้งโมโน
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ลทิทีเ่กดิขึน้เกอืบจะไมม่รีพูรนุ (รปูที ่18(B))     แต่อย่างไรกต็ามถา้ตอ้งการทราบความแตกต่างสามารถดูโดย

ใชเ้ทคนิคกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (SEM)  

  
(A) (B) 

รปูที ่18  ภาพโครงสรา้งโมโนลทิทีเ่กดิขึน้เมือ่ปรมิาตรของเมทานอลทีเ่ตมิน้อยกว่า (A) และมากกว่า (B) 

ปรมิาตรทีเ่หมาะสม 

พบว่าปรมิาตรทีเ่หมาะสมในงานวจิยันี้มคีา่อตัราสว่น 1:1  หรอืในการทดลองนี้ใชเ้มทานอล 4.0 

มลิลลิติร  แต่อยา่งไรกต็ามอณุหภมูแิละแรงทีใ่ชใ้นการปัน่ผสมกม็คีวามส าคญัอย่างมากในการสงัเคราะหโ์มโน

ลทิ 

หลงัจากผสมสารทุกตวัแลว้  จงึน าหลอดภาชนะไปอบที ่60 องศาเป็นเวลา 4 ชัว่โมง  เพื่อให้

เกดิการ hydrolysis และ condensation ดว้ยกรดและความรอ้นท าใหเ้กดิเป็นกลุ่มทีแ่พร่กระจายของคอลลอยด์

ในของเหลวผสมนัน้  ยิง่ปรมิาณของคอลลอยด์มากยิง่ท าให้การกระจายของขนาดเม็ดของโมโนลิทดี  แต่

อยา่งไรกต็ามในการสงัเคราะหโ์มโนลทิซลิกิาอนิทรยี์ C18 ตอ้งระวงัในการเกดิคอลลอยด์ทีม่คีวามหนาแน่นสงู

ทีป่ฏกิรยิาการสงัเคราะหท์ีท่ าใหเ้กดิโครงรา่งโมโนลทิอยา่งรวดเรว็  เพราะในปฏกิรยิาทีท่ าใหเ้กดิโครงร่างโมโน

ลทิอยา่งรวดเรว็เกนิไป  เมื่อค่อยๆ เตมิ n-dodecylamine 0.1 มลิลลิติรเป็นตวัเร่งลงไปทีผ่วิของของเหลวผสม

จะเกดิการปกคลุมดว้ยของแขง็  ท าใหห้ยดของ n-dodecylamine ถดัมาไม่สามารถกระจายตวัผ่านลงไปในชัน้

ล่างของของเหลวผสม  ผลทีไ่ด้คอืเกดิเป็นชัน้ของของแขง็ทีผ่วิของของเหลวผสม  นอกจากนี้ยงัมผีลต่อคุณ

ลกัษณะเฉพาะอื่นๆ ของโมโนลทิเช่น ความขุน่หรอืใสของเมด็ของแขง็  ความเป็นรูพรุนของโมโนลทิอกีด้วย  

จากนัน้น าไปอบต่อที ่40 องศาเป็นเวลา 24 ชัว่โมงจงึท าใหเ้ยน็ลง   

เมือ่ไดข้องแขง็โมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์แลว้  จงึน าของแขง็โมโนลทิไปแตกและร่อนผ่านตะแกรง

เพื่อใหไ้ด้คลสัเตอร์ของโมโนลทิ  ซึ่งคลสัเตอร์นี้เองทีร่ะบุขนาดโครงขนาดใหญ่โมโนลิทซิลกิาอนิทรยี์ C18  

จากนัน้ท าการสงัเคราะหซ์ ้าดว้ยเทคนิค sol-gel เชน่เดยีวกนัในขัน้ตอนที ่2   
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ขัน้ตอนที ่2  ชัง่คลสัเตอรข์องโมโนลทิซลิกิาอนิทรยีท์ีบ่ดแลว้จ านวน 500 มลิลกิรมั ใส่ในหลอด

ฉีดยา polypropylene ทีม่ ีglass wool อุดไวท้ีป่ลายหลอด เพื่อป้องกดัการหลุดร่วงของคลสัเตอรข์องโมโนลทิ  

น าหลอดฉีดยานี้ไปต่อเขา้กบัชุดเครื่อง solid phase extraction ซึง่ต่อกบัปัม๊พเ์พื่อใชใ้นการดูดสาร  ผสมของ

สตูรการสงัเคราะห์ที ่2 ทีม่เีมทานอล 400 ไมโครลติร  กรดไฮโดรคลอรกิ 0.5 M 20 ไมโครลติร  น ้า 20 

ไมโครลติร  C18-TEOS 20 ไมโครลติร และ TEOS 180 ไมโครลติร เขา้ดว้ยกนัในหลอดปิดขนาดเลก็  น า

หลอดปิดนัน้ไปอบที ่60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  เทของหลวนี้ลงในหลอดฉีดยาทีบ่รรจุโมโนลทิ  

จากนัน้เตมิ n-dodecylamine ลงไปจ านวน 10 ไมโครลติร เพื่อใหเ้กดิการแขง็ตวั  ภายหลงัการสงัเคราะหใ์น

ขัน้ตอนนี้คลสัเตอรจ์ากขัน้ตอนแรกจะเกดิการเชือ่มต่อกนัดว้ยของแขง็  อตัราสว่นระหว่างปรมิาณของคลสัเตอร์

และของเหลวทีเ่ตมิลงไปเพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิาขัน้ที ่2 ขึน้อยู่กบัขนาดของคลสัเตอร ์ ถา้ปรมิาตรของเหลวมาก

เกนิไปจะเกดิการอุดตนัจบัตวักนัแน่นของคลสัเตอรข์องโมโนลทิ  แต่ถา้น้อยเกนิไปจะไม่เกดิของแขง็เชื่อมต่อ

ระหว่างคลสัเตอรท์ าใหเ้กดิการแตกออกไดง้า่ย  

โมโนลิทชนิดซลิิกาอนิทรยี์ C18 ที่ได้นี้เมื่อน าไปตรวจสอบโครงสร้างสณัฐานโดยใชก้ล้อง

จุลทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope, SEM) ได้ผลดงัรปูที ่19 พบว่า

โครงสรา้งทีส่งัเคราะหไ์ดเ้ป็นโมโนลทิทีม่ขีนาดเมด็ทรงกลมต่อเนื่องทีม่ขีนาด 0.25 ไมโครเมตรหรอื 250 นาโน

เมตร และมรีพูรุนขนาดใหญ่ (macropore) ทีป่ระมาณ 2 ไมโครเมตร  เรยีกว่าอยู่ในระดบัขนาดนาโน   ดงันัน้

จงึจดัไดว้่าเป็นโมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C18 ทีม่ขีนาดเลก็ทีสุ่ดทีย่งัไม่มกีารบนัทกึในรายงาน  นอกจากนี้

แลว้ยงัเหน็ไดช้ดัว่าไมเ่กดิการแตกตวัและไมม่ชีอ่งว่างระหว่างโนโนลทิและภาชนะบรรจุ 

 

  
(A) (B) 

รปูท่ี 19 โครงสรา้งโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์C18 (A) กอ่นและ (B) หลงัผา่นกระบวนการสงัเคราะหอ์กีครัง้ 

การสงัเคราะหโ์มโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์ C18   ผลการสงัเคราะหโ์มโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์

C18 ดว้ยสตูรและวธิกีารดงักล่าวในขอ้ 2.1.2  เมือ่น าไปทดสอบเพือ่ดโูครงสรา้งของโมโนลทิทีส่งัเคราะหข์ึน้
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ภายในทอ่คาพลิลารโีดยใชเ้ทคนิคกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด (SEM) ไดผ้ลดงัรปูที ่21  พบว่าโม

โนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์ C18 ทีส่งัเคราะหไ์ดโ้ดยวธิ ี sol-gel ไดโ้มโนลทิทีม่ลีกัษณะเป็นโครงสรา้งต่อเนื่อง 

ขนาดอนุภาคอยูร่ะหว่าง 2-3 ไมโครเมตร โครงสรา้งทีไ่ดม้ลีกัษณะการเกาะกลุ่มแบบหลวม มชีอ่งว่างระหวา่ง

กลุ่มโครงสรา้งสงู   

 
รปูท่ี 20 แสดงภาพถ่ายจากเครือ่ง SEM ของโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์C18 ทีส่งัเคราะหภ์ายในทอ่คาพลิลาร ี

 

ในภาพถ่าย SEM ของโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์ C18 ในชอ่งการไหลของระบบการไหลขนาดเลก็ 

ดงัรปูที ่ 21 พบวา่รปูรา่งของภาพตดัขวางของชอ่งการไหลในระบบการไหลขนาดเลก็ PDMS แสดงดงัรปูที ่

21(A)  และทีก่ าลงัขยายทีส่งูขึน้เพือ่ดโูครงสรา้งของโมโนลทิภายในชอ่งการไหล พบวา่โครงสรา้งของโมโนลิ

ทแตกต่างจากในทอ่คาพลิลาร ี  และโครงสรา้งมกีารเกาะกลุ่มหนาแน่นมาก ขนาดรพูรนุระหว่างโครงสรา้งน้อย 

และขนาดของอนุภาคอยูท่ีป่ระมาณ 2-3 ไมโครเมตร (รปูที ่21(B)) 

 
รปูท่ี 21 แสดงภาพถ่ายจาก SEM ของโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์ C18 ทีส่งัเคราะหภ์ายในชอ่งของระบบการไหล

ขนาดเลก็ทีท่ าจาก PDMS  

 

จากการสงัเคราะหโ์มโนลทิซลิกิาอนิทรยี์ C18 เพื่อใหม้ขีนาดทีเ่ลก็เพื่อเพิม่พืน้ทีผ่วิส าหรบัการ

แยกและเพื่อเพิม่ประสทิธภิาพในการแยกที่ด ีจงึได้ทดลองปรบัสดัส่วนระหว่างสารตัง้ต้น 2 ชนิดคอืสดัส่วน

A 

 

B 

 

A 

 

B 
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ระหว่าง C18-TMOS ต่อ TMOS ดงัตารางที ่3   โดยใหส้ดัส่วนของสารเคมอีื่นๆ ในการสงัเคราะห์มปีรมิาตร

คงที ่

 

ตารางท่ี 3  สดัสว่นระหวา่ง C18-TMOS/TMOS ในการสงัเคราะหโ์มโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์C18  

สตูร A B C 

C18-TMOS (ul)  40 50 60 

TMOS (ul)  90 90 90 

C18-TMOS/TMOS Ratio  0.44 0.56 0.67 

 

 
รปูท่ี 22 ภาพถ่ายจาก SEM ของโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์ C18 ทีส่งัเคราะหโ์ดยปรบัสดัสว่นของ C18-

TMOS/TMOS อตัราสว่น 40:90 (A), 50:90 (B), และ 60:90 (C)  

จากรปูที ่22 พบว่าการเพิม่ปรมิาณ C18-TMOS ท าใหข้นาด ลกัษณะรปูรา่งและโครงสรา้งของ

โมโนลทิแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน โดยทีป่รมิาตรของ C18-TMOSเทา่กบั 60 ไมโครลติร โมโนลทิมขีนาด

อนุภาคทีใ่หญ่ทีส่ดุและโครงรา่งเกาะกนัแน่น  แต่อยา่งไรกต็ามอตัราสว่นปรมิาตรทีไ่ดใ้นทกุขนาดของโมโนลทิ

ทีส่งัเคราะหไ์ดย้งัมกีารหดตวัทีส่งู 

 

3.2.3 ผลการสงัเคราะหโ์มโนลิทพอลิเมอรช์นิดพอลิไดไวนิลเบนซีนไวนิลไพโรลิโดน  

เมือ่ทดสอบการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดพอลไิดไวนลิเบนซนีไวนิลไพโรลโิดน (poly(divinylbenzene-

co-N-vinylpyrrolidone)) ในทอ่แกว้คาพลิลาร ี โดยสารละลายทีใ่ชใ้นการเตรยีมนี้เกดิจากการผสมระหว่าง 

dibenzoyl peroxide, 1-vinyl-2-pyrrolidone, divinylbenzene, dodecanol และ cyclohexanol ซึง่ได้

ปรบัเปลีย่นมาจากสตูรทีร่ายงานโดย Huang (Huang et al., 2009) ซึง่สงัเคราะหโ์มโนลทิดงักล่าวเคลอืบบน

แทง่แมเ่หลก็ส าหรบัการปัน่เพือ่การสกดั (stir bar sorptive extraction)   แต่อยา่งไรกต็ามในการเริม่ตน้การ

สงัเคราะหน์ี้เนื่องจากในสตูรดัง้เดมิของ Huang มกีารใช ้azobisisobutyronitrile (AIBN) ในการเป็นสารเริม่ตน้  

แต่เนื่องจากไมส่ามารถน าสารดงักล่าวเขา้ประเทศไดจ้งึไดม้กีารปรบัเปลีย่นสตูรเป็น dibenzoyl peroxide 

ส าหรบัทกุๆ สตูรการสงัเคราะห ์  การปรบัเปลีย่นสตูรต่างๆ แสดงดงัในตารางที ่4  

 

60:90 
 

 

 

50:90 
 

 

 

40:90 
 

 

 

A 
 

 

 

B 
 

 

 

C 
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ตารางท่ี 4 สตูรการสงัเคราะหโ์มโนลทิทีป่รบัเปลีย่นจากสตูรของ Huang 

สตูร 
สว่นผสมของ monomer (% โดยน ้าหนกั) สว่นผสมในการท าพอลเิมอร ์(% โดยน ้าหนกั) 

Divinylbenzene 1-vinyl-2 pyrrolidone สว่นผสมของ monomer Porogen 

1 90 10 30 70 

2 85 15 30 70 

3 80 20 30 70 

4 75 25 30 70 

5 70 30 30 70 

6 65 35 30 70 

7 85 15 25 75 

8 85 15 35 65 

9 85 15 40 60 

10 85 15 45 55 

11 85 15 50 50 

 

ผลผลติทีเ่กดิขึน้จากสตูรที ่ 1  5 และ 9 เมือ่น ามาตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่ง

กราดพบวา่มโีครงสรา้งสณัฐานคลา้ยคลงึกนัดงัรปูที ่ 23 โดยมรีพูรนุขนาดเลก็ทีผ่วิบนเมด็ทีต่่อเชือ่มโยงกนั  

และมโีพรงเป็นรขูนาดใหญ่ต่อเนื่อง  แต่อยา่งไรกต็ามพบว่าใหข้องเหลวไหลผา่นไดโ้ดยยาก  ผลผลติทีไ่ดจ้าก

สตูรอืน่ใหโ้ครงสรา้งทีแ่น่นหนากว่าจงึท าใหเ้กดิการอดุตนัในทอ่แกว้คาพลิลาร ี และยงัท าใหเ้กดิการหดตวัอยา่ง

มาก 

 

 โดยรวมแลว้ผลการสงัเคราะหโ์มโนลทิทีไ่ดจ้ากการปรบัเปลีย่นสตูรของ Huang มโีครงรา่งทีห่นาแน่น

ซึง่เนื่องมาจากอตัราสว่นของ divinylbenzene ทีส่งูดงัแสดงในสตูรที ่1 ถงึสตูรที ่11 ของตารางที ่4  โครงสรา้ง

ดงักล่าวไมเ่หมาะน ามาใชใ้นการประยกุตใ์ชง้านในครัง้นี้ จงึจ าเป็นตอ้งท าการปรบัสตูรโครงสรา้งใหมใ่ห้

เหมาะสม   เพือ่ใหส้ะดวกต่อการท าการปรบัเปลีย่นสตูร รอ้ยละโดยน ้าหนกัจงึไดถ้กูเปลีย่นเป็นรอ้ยละโดย

ปรมิาตร  และไดท้ าการทดลองโดยมลี าดบัสตูรทีไ่ดม้กีารปรบัเปลีย่นไปแสดงดงัในตารางที ่ 5 โดยมกีารเพิม่ 

dibenzoyl peroxide ขึน้จากเดมิเป็น 8 มลิลลิกิรมัยกเวน้ในสตูรที ่ 20 ซึง่ใช ้ dibenzoyl peroxide เพยีง 4 

มลิลกิรมัเพือ่ดผูลของสารเริม่ตน้ทีม่ตี่อโครงสรา้งของผลติภณัฑ์ 
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(a1) (a2) 

(b1) (b2) 

(c1) (c2) 

(d1) (d2) 

 

รปูท่ี 23 ภาพจากอเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราดของวสัดุโมโนลทิทีส่งัเคราะหจ์ากสตูรที ่ 1 (a1 และ a1)   สตูรที ่5 

(b1 และ b2)   สตูรที ่9 (c1 และ c2)  และสตูรที ่11 (d1 และ d2) 
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ตารางท่ี 5  การปรบัเปลีย่นสตูรของการสงัเคราะหโ์มโนลทิ 

สตูร Divinylbenzene (µL) 1-vinyl-2 pyrrolidone (µL) Cyclohexanol (µL) Dodecanol (µL) 

12 324 18 378 42 

13 162 36 378 42 

14 162 18 756 42 

15 162 18 378 84 

16 24 18 378 84 

17 162 206 190 42 

18 80 70 300 150 

19 80 10 300 210 

20 162 18 378 42 

21 80 20 300 200 

22 50 50 300 200 

23 50 50 250 250 

24 20 80 200 300 

25 10 80 210 300 

26 50 50 200 200 

27 10 50 200 140 

28 45 45 310 200 

 

เมือ่ไดม้กีารปรบัเปลีย่นจากสตูรที ่ 1 เป็นสตูรที ่12 จนถงึสตูรที ่15  โดยมกีารเตมิสารตัง้ตน้แต่ละตวั

ลงไป 2 เทา่  การเพิม่มอนอเมอรเ์ชน่ divinylbenzene ในสตูรที ่ 12 และ 1-vinyl-2 pyrrolidone ในสตูรที ่ 13 

ท าใหเ้กดิผลติภณัฑท์ีม่ขีนาดเลก็มากและรพูรนุขนาดเลก็ซึง่ท าใหเ้กดิการอดุตนัในทอ่คาพลิลาร ี  การเพิม่ตวั

ท าละลายทีเ่ป็นสารท าใหเ้กดิรพูรนุหรอื porogen เชน่ cyclohexanol และ dodecanol ท าใหโ้มโนลทิทีไ่ดเ้กดิ

การหดตวัมากขึน้ดงัแสดงในสตูรที ่ 14 และ 15 จนแยกและหลุดออกมาจากผนงัของทอ่คาพลิลารเีมือ่มกีารลา้ง

ดว้ยเมทานอล   ในสตูรที ่16 มกีารลด divinylbenzene เพือ่ลดความมขี ัว้ของโมโนลทิโดยเพิม่ dodecanol เพือ่

คงอตัราสว่นของความมขี ัว้ในสารละลายและเพือ่ป้องกนัการอดุตนัของโมโนลทิ  แต่ผลผลติโมโนลทิทีไ่ดย้งัคง

หดตวั  ดงันัน้ในสตูรที ่17 จงึเพิม่ 1-vinyl-2-pyrrolidone เพือ่ใหค้วามมขี ัว้ของโมโนลทิเพิม่ขึน้ แต่โมโนลทิทีไ่ด้

กย็งัคงอดุตนัภายในทอ่คาพลิลาร ีเชน่เดยีวกบัการเพิม่ทัง้ 1-vinyl-2-pyrrolidone และ dodecanol พรอ้มกนัแต่

ลด divinylbenzene ลงในสตูรที ่18 วสัดุทีไ่ดเ้กดิการอดุตนั  สว่นในสตูรที ่ 19 ไดม้กีารปรบัเพือ่ลดมอนอเมอร์

ลงท าใหเ้กดิวสัดุทีไ่ดม้โีครงสรา้งทีส่มบรูณ์และไมม่กีารหดตวั  แต่อยา่งไรกต็ามมกีารปรบัเปลีย่นสตูรต่อไปใน
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สตูรที ่20 เพือ่สงัเกตผลของสารตัง้ตน้ initiator โดยใชเ้พยีง 4 มลิลกิรมัโดยคงอตัราสว่นของมอนอเมอรแ์ละตวั

ท าละลายทีท่ าใหเ้กดิรพูรนุเชน่เดยีวกบัสตูรที ่1 แต่ผลทีไ่ดค้อืเกดิการอดุตนัของโมโนลทิ  

เนื่องจากในการทดลองจะน าวสัดุทีส่งัเคราะหไ์ดไ้ปท าการประยกุตใ์ชใ้นการดดูซบัสารเตตระซยัคลนิที่

มขี ัว้จงึจ าเป็นตอ้งเพิม่ความมขี ัว้ของวสัดุโมโนลทิทีใ่ชใ้นการสกดั  สตูรที ่ 19 จึง้มกีารปรบัเปลีย่นอกีครัง้เพือ่

เพิม่สารมอนอเมอรท์ีม่ขี ัว้ดงัแสดงในสตูรที ่ 21-28 แต่อยา่งไรกต็ามผลการสงัเคราะหไ์มป่ระสบความส าเรจ็

เนื่องจากโมโนลทิยงัคงเกดิการอดุตนัและหดตวัในทอ่คาพลิลาร ี  นอกจากนี้ยงัไมเ่กดิพอลเิมอรข์ึน้เมือ่เปลีย่น

สตูรไปตามสตูรที ่ 24 และ 25 เนื่องจากปรมิาณของ divinylbenzene ทีเ่ป็นสารตัง้ตน้หลกัในการเกดิเป็นพอลิ

เมอรท์ีล่ดลงมากเกนิไป ท าใหป้ฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้ไมส่มบรูณ์    ดงันัน้จงึเป็นการยนืยนัไดว้่าสตูรที ่ 19 มคีวาม

เหมาะสมทีส่ดุในการสงัเคราะหว์สัดุโมโนลทิเป้าหมาย  เป็นทีส่งัเกตว่าในบรรดาสตูรต่างๆ อตัราสว่นของ 1-

vinyl-2-pyrrolidone ในสตูรที ่ 19 น้อยทีส่ดุและมอีตัราสว่นมอนอเมอรผ์สมต ่าทีส่ดุ  โครงสรา้งหลกัทีไ่ดจ้งึเป็น 

polydivinylbenzene   นอกเหนือจากสว่นผสมของสารทีท่ าใหเ้กดิรพูรนุ  ภายหลงัการลา้งและท าใหแ้หง้  

อตัราสว่นของ polydivinylbenzene และ polyvinylpyrrolidone ในโครงสรา้งโมโนลทิเมือ่ประมาณการแลว้อยูท่ี ่

88:12 เมือ่ความหนาแน่นของ polydivinylbenzene และ polyvinylpyrrolidone เทา่กบั 0.93 และ 1.043 

ตามล าดบั   

การสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิด poly(divinylbenzene-co-N-vinylpyrrolidone) นัน้มปีฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้ 3 

กระบวนการ  ในขัน้เริม่ตน้จะเกดิการสลายตวัของ dibenzoyl peroxide และเปลีย่นไปเป็นอนุมลูอสิระหรอื free 

radical ซึง่เป็นสารเริม่ตน้ของปฏกิริยิา  จากนัน้อนุมลูอสิระนัน้จะท าปฏกิริยิากบั divinylbenzene และ 

vinylpyrrolidone ซึง่เป็นมอนอเมอรท์ีต่ าแหน่งพนัธะคูใ่นขัน้ตอนการแผพ่อลเิมอร ์ (propagation) และพนัธะจะ

ถกูสรา้งตอ่เนื่องไปเรือ่ยๆ เพือ่เกดิเป็นพอลเิมอรใ์นขัน้ตอนสดุทา้ย  จากนัน้โครงสรา้งพอลเิมอรเ์กดิการ

ควบแน่นดว้ยตวัเองเกดิเป็นเมด็ทีต่่อเนื่องกนัซึง่แยกออกมาจาก cyclohexanol และ dodecanol ซึง่ใชเ้ป็นตวั

ท าละลายของปฏกิริยิา  การใหค้วามรอ้นที ่ 70 องศาจงึเป็นการท าใหส้ารเริม่ตอ้นสลายตวัและเกดิขัน้ตอนการ

สรา้งพอลเิมอร ์  ทีอ่ณุหภมูนิี้ cyclohexanol และ dodecanol ทีใ่ชเ้ป็นสารท าใหเ้กดิรพูรนุดว้ยจะเกดิการระเหย

ออกไปท าใหเ้กดิชอ่งว่างทีเ่รยีกว่า macropore 

ขณะทีม่กีารปรบัสภาวะของการสงัเคราะหเ์พือ่ใหเ้หมาะสมต่อสารละลายผสมของแต่ละสตูรกอ่นการเท

ลงในหลอดฉีดยาพบว่าในระหว่างการผสมโดยใชเ้ครือ่งผสม vortex mixer เกดิฟองอากาศขึน้ ซึง่เป็นสาเหตุ

ของการแตกของโมโนลทิในหลอดในภายหลงั   จงึแกไ้ขปัญหาโดยใช ้ultrasonic bath เพือ่ลดฟองอากาศ ท า

ใหส้ามารถลดการแตกของโมโนลทิลงได ้  

ในการท างานนี้ชว่งเวลาทีใ่หข้องการเกดิโครงรา่งพอลเิมอรข์องแต่ละ batch คอื 12 ชัว่โมง  แต่

ส าหรบัการท าให ้ batch ใหญ่เกดิความสมบรูณ์จงึไดข้ยายระยะเวลาออกไปเป็น 24 ชัว่โมง  และเมือ่ไดข้ยาย

ระยะเวลาการท าใหเ้กดิโครงรา่งพอลเิมอรอ์อกไปเป็น 24 ชัว่โมงแลว้  จงึไดท้ดลองลดระยะเวลาปฏกิริยิาการ
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สงัเคราะหเ์ป็น 12 ชัว่โมงแต่อยา่งไรกต็ามพบว่าผลผลติทีไ่ดเ้กดิไมส่มบรูณ์  ซึง่เกดิเป็นเพยีงสว่นผสมทีเ่ป็น

ของเหลวขุน่   ดงันัน้เวลาของปฏกิริยิาการสงัเคราะหด์ทีีส่ดุจงึเป็น 24 ชัว่โมง 

 

โครงรา่งของโมโนลทิชนิด poly(divinylbenzene-co-N-vinylpyrrolidone) ทีส่งัเคราะหไ์ดจ้ากสตูรที ่ 19 

เมือ่น ามาตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราดแลว้พบว่าแสดงดงัรปูที ่24  

 

รปูท่ี 24   ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราดของโมโนลทิชนิด poly(divinylbenzene-co-N-

vinylpyrrolidone) (a) ในหลอดฉีดยา และ (b) ภาพขยายทีแ่สดงโครงสรา้งโมโนลทิทีเ่ป็นเมด็ทรงกลมต่อเนื่อง  

 

 จากรปูที ่ 24 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบสอ่งกราดแสดงถงึว่าไมม่ชีอ่งว่างระหว่างโมโน

ลทิชนิด poly(divinylbenzene-co-N-vinylpyrrolidone) และผนงัของหลอดฉีดยา และวสัดุทีส่งัเคราะหไ์ดน้ี้มี

โครงสรา้งทีต่่อเนื่องกนัโดยมรีพูรนุขนาดใหญ่  ยนืยนัถงึความเป็นวสัดุโมโนลทิทีม่เีมด็ทรงกลมเลก็ต่อเนื่องกนั

ทีม่ขีนาดเมด็ประมาณ 2.8 ไมครอนและมขีนาด macropore ประมาณ 12 ไมครอน 

 

4. การประยุกตใ์ช้งานและการศึกษาทางโครมาโทกราฟี 

4.1 การประยกุตใ์ช้งานโมโนลิทชนิดซิลิกาในการดดูซบั 

เมือ่ไดท้ าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาในทอ่การไหลขนาดเลก็แบบคาพลิลาร ี และไดน้ ามา

ทดสอบการดดูซบัสารในตระกลูทาเลต (phthalate) อนัไดแ้ก ่ dimethylphthalate (DMP), diethylphthalate 

(DEP), dibutylephthalate (DBP), butylbenzylphthalate (BBP), ditehylhexylphthalate (DEHP) และ di-n-

octyl phthalate (DnOP) ซึง่เป็นสารทีก่อ่มลภาวะทางสิง่แวดลอ้ม  พบว่ามคีวามสามารถในการดดูซบัและเมือ่

เพิม่อณุหภมูใิหส้งูขึน้กส็ามารถคายการดดูซบัไดด้ ี   ดงันัน้จงึไดน้ าโมโนลทิชนิดซลิกิาทีส่งัเคราะหใ์นทอ่คาพลิ

ลารมีาท าการต่อกบัคอลมัน์ 5% phenyl 95% dimethylpolysiloxane ประเภททนความรอ้นไดส้งูหรอืทีใ่นทาง

Cartridge wall 

Monolithic packing 

(a) (b) (a) (b) Cartridge wall 

Monolithic packing 
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การคา้ทีใ่ชใ้นงานนี้คอื ZB5-HT ขนาด เสน้ผา่ศนูยก์ลาง 0.25 มลิลเิมตร ความยาว 30 เมตร ความหนา 0.25 

ไมครอน และน าไปใชใ้นการดกัจบัไขมนัและสารอืน่ๆ ซึง่เป็นเมทรกิซป์นเป้ือน (matrix) ทีส่กดัจากหอยสองฝา 

และท าการวเิคราะหส์ารในกลุม่ทาเลตในหอยสองฝา  พบวา่โมโนลทิชนดิซลิกิาทีส่งัเคราะหใ์นทอ่แกว้คาพลิลารี

สามารถดกัจบัทัง้สารกลุ่มทาเลตและเมทรกิซป์นเป้ือนทีม่าจากหอยไดด้ ีดงัแสดงในรปูที ่25    

 

 
รปูท่ี 25 โครมาโทแกรมของสารสกดัจากหอยทีเ่ตมิสารประกอบทาเลตลงไป น าไปฉีดในเครือ่ง GC ทีต่่อกบั

คอลมัน์วเิคราะห ์ เมือ่ไมม่กีารใชต้วัดดูซบัโมโนลทิ (A) และมกีารใชต้วัดดูซบัโมโนลทิ (B) 

 

แมว้่าพกีทีเ่กดิขึน้เมือ่มกีารใชโ้มโนลทิในการดดูซบัจะมลีกัษณะทีเ่ตีย้กว่าและกวา้งกว่าพกีทีเ่กดิเมือ่

ไมม่กีารใชโ้มโนลทิ  ทัง้นี้เนื่องจากตวัดดูซบัโมโนลทิชนดิซลิกิาสามารถแสดงตวัเป็นเฟสคงทีซ่บัและคายสาร

ออกมา แต่อยา่งไรกต็ามเมื่อน าคา่พิน้ทีพ่กีทีไ่ดข้องสารกลุ่มทาเลตจากผลการทดลองของทัง้สองโครมาโทแก

รมมาเปรยีบเทยีบโดยการท าการทดสอบทางสถติ ิ t-test พบว่ามคีา่พืน้ทีพ่กีไมม่คีวามแตกต่างกนัอยา่งมี

นยัส าคญั   

เมื่อให้ความร้อนสูงขึ้นสารกลุ่มทาเลตสามารถหลุดออกมาจากตัวดูดซับโมโนลิทโดยที่เมทริกซ์

ปนเป้ือนดงักล่าวยงัอยูบ่นโมโนลทิ  และเมือ่น าตวัดดูซบัโมโนลทิชนิดซลิกิากอ่นและหลงัท าการดูดซบัเมทรกิซ์

ปนเป้ือนมาท าการตรวจภาพโครงสรา้งดว้ยวธิกีารของ SEM อกีครัง้พบว่า โมโนลทิทีผ่่านการดูดซบัมสีารปก

คลุมอยูอ่ยา่งเหน็ไดช้ดั    จากการคน้พบนี้จงึไดน้ ามาสูค่วามเป็นไปไดใ้นการน าโมโนลทิชนิดซลิกิาดังกล่าวมา

ใชง้านไดจ้รงิในทางปฏบิตั ิ เพือ่ความรวดเรว็ในการวเิคราะหส์ารปนเป้ือนกลุ่มทาเลตจากสิง่แวดลอ้ม  ทัง้นี้ได้

ท าการตรวจสอบความแม่นย าของการฉีดซ ้าพบว่ามคี่าความแม่นย าของพืน้ทีพ่กีทีร่ะหว่างรอ้ยละ 0.12-3.67 

ในขณะทีค่วามแม่นย าของโมโนลทิในท่อคาพลิลารตี่างชิ้นงานมคี่ารอ้ยละ 3.03-4.88 (ตารางที ่6) แสดงถงึ
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ความน่าเชื่อถอืได้ของสารสงัเคราะห์โมโนลทิชนิดซลิกิาในแต่ละครัง้     นอกจากนี้โมโนลทิชนิดซลิกิาทีไ่ด้

สงัเคราะหข์ึน้นี้มคีวามสามารถในการใชง้านซ ้าไดถ้งึ 6 ครัง้กอ่นทีท่ิง้ไปและมกีารเปลีย่นใหม่  

 

ตารางท่ี 6  การท าฉีดสารประกอบทาเลตซ ้า เมือ่ใชท้อ่คาพลิลารดีดูซบัชนดิโมโนลทิซลิกิาเดยีวกนัและต่างกนั 

สารประกอบ 

การท าซ ้าเมือ่ใชท้อ่คาพลิลารดีดูซบัเดียวกนั การท าซ ้าเมือ่ใชท้อ่คาพลิลารดีดูซบัตา่งกนั 

รอ้ยละสว่นเบีย่งเบน

สมัพทัธข์องพืน้ที่

พกี 

รอ้ยละสว่นเบีย่งเบน

สมัพทัธข์องเวลาคง

คา้ง (tR) 

รอ้ยละสว่นเบีย่งเบน

สมัพทัธข์องพืน้ทีพ่กี 

รอ้ยละสว่นเบีย่งเบน

สมัพทัธข์องเวลาคง

คา้ง (tR) 

DMP 3.67 0.24 4.80 2.10 

DEP 0.12 0.16 4.77 1.79 

DBP 2.73 0.09 3.03 1.76 

BBP 3.30 0.11 4.88 1.04 

DEHP 1.13 0.30 3.13 1.00 

DnOP 1.23 0.37 4.41 1.16 

 

เมื่อท าการหาความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ในช่วง 0.01-20 ppm ของสารประกอบทาเลตแต่ละ

ชนิดกบัสญัญาณทีไ่ดจ้ากแก๊สโครมาโทกราฟพบว่า มคีวามสมัพนัธ์เป็นเสน้ตรงทีม่ ีcorrelation coefficient ที่

มากกว่า 0.99 ส าหรบัสารประกอบทาเลตทกุชนิดทีท่ดสอบซึง่ถอืว่าดมีาก  นอกจากนี้ไดท้ าการหาขดีจ ากดัการ

วเิคราะห์ของสารประกอบทาเลตทีส่ามารถใชต้วัดูดซบัโมโนลทิชนิดซลิกิาในท่อคาพลิลารนีี้ได้พบว่ามคี่าอยู่

ระหว่าง 0.0068-0.0296 ppm ของสารมาตรฐานทาเลต (ตารางที ่7)  หรอืเมื่อน ามาทดสอบกบัตวัอย่างทีส่กดั

ได้จรงิพบว่าอยู่ระหว่าง 0.11-0.71 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมัของตวัอย่างทีส่กดัได้   ส่วนค่าการได้กลบัคนื 

(Recovery) ของสารประกอบทาเลตอยูใ่นชว่งรอ้ยละ 73-76  ที ่5 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั และรอ้ยละ 80-86 ที ่10 

มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั โดยมคี่าความเบี่ยงเบนสมัพทัธ์ต ่ากว่ารอ้ยละ 10    นอกจากนี้เมื่อท าการทดสอบ

ความสามารถในการท าซ ้าในวนัเดยีวกนัพบว่ามคีา่ความเบีย่งเบนสมัพทัธ์รอ้ยละ 0.31-2.15  ความสามารถใน

การท าซ ้าในต่างวนักนัมคีา่คา่ความเบีย่งเบนสมัพทัธร์อ้ยละ 3.58-5.35 ดงัแสดงในตารางที ่8 

 

วธิกีารทีไ่ดท้ าการหาค่าทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหแ์ลว้นี้   ไดน้ ามาประยุกต์ใชก้บัตวัอย่างจรงิ   ผล

ลัทธ์ที่ได้แสดงให้เห็นเชิงประจักษ์ของการน าวัสดุที่ค้นพบได้จากการวิจัยสามารถน าไปใช้ได้จริงในการ

วเิคราะหต์วัอยา่งอาหารจ าพวกเนื้อสตัวแ์ละทีเ่กีย่วขอ้งกบัตวับ่งชีข้องสารพษิปนเป้ือนในสิง่แวดลอ้ม   
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ตารางท่ี 7  ขดีจ ากดัการวเิคราะหแ์ละรอ้ยละการไดก้ลบัคนืของสารประกอบทาเลตเมือ่ใชต้วัดดูซบัโมโนลทิ 

ชนิดซลิกิาในทอ่คาพลิลาร ี

สารประกอบ 
ขดีจ ากดัการวเิคราะห์

(ppm) 
รอ้ยละการไดก้ลบัคนื + รอ้ยละคา่ความเบีย่งเบนสมัพทัธ์ 

5 ppm 10 ppm 

DMP 0.0068 72.82 + 7.61 81.24 + 5.39 

DEP 0.0079 73.39 + 6.02 82.77 + 4.61 

DBP 0.0095 72.77 + 7.81 80.07 + 4.08 

BBP 0.0296 73.20 + 8.41 82.04 + 5.70 

DEHP 0.0090 75.98 + 5.90 85.54 + 5.38 

DnOP 0.0093 76.44 + 6.06 84.35 + 3.26 

 

ตารางท่ี 8  คา่ความเทีย่งแสดงโดยใชร้อ้ยละคา่ความเบีย่งเบนสมัพทัธข์องสารประกอบทาเลตเมือ่มกีารท าการ

ทดลองซ ้าในวนัเดยีวกนั (Intra-day) และต่างวนักนั (Inter-day) 

สารประกอบ 
รอ้ยละคา่ความเบีย่งเบนสมัพทัธ์ 

การทดลองซ ้าในวนัเดยีวกนั การทดลองซ ้าในต่างวนักนั 

DMP 1.83 5.35 

DEP 1.70 4.59 

DBP 1.51 3.58 

BBP 1.18 4.41 

DEHP 2.15 5.01 

DnOP 0.31 3.68 

 

 

4.2 การประยกุตใ์ช้งานโมโนลิทซิลิกาอินทรีย ์C18 ในการดดูซบัสารประกอบเตตระซยัคลิน 

ในการทดลองครัง้นี้สารวเิคราะหท์ีเ่ลอืกใชใ้นการทดลองคอืสารกลุ่มเตตระซยัคลนิซึง่ไดแ้ก ่ เตตระ 

ซยัคลนิ  ออกซเีตตระซยัคลนิ (oxytetracycline) และคลอเตตระซยัคลนิ (chlortetercycline)  กอ่นทีจ่ะน าสาร

ทัง้ 3 ชนิดมาทดสอบการดดูซบัจ าเป็นตอ้งท าการทดลองวเิคราะหส์ารทัง้ 3 ชนิดกอ่นโดยเครือ่งตรวจวดัทีเ่ลอืก

คอื HPLC ทีต่่ออยู่กบั Time-of-Flight Mass Spectrometer (TOF-MS) 
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การวิเคราะหส์ารเตตระซยัคลินทัง้ 3 ชนิดโดยเทคนิค HPLC-TOF-MS 

ได้ท าการหาสภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยที่มีผลต่อการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC-TOF-MS   

เนื่องจาก HPLC เชื่อมต่อกบั MS ดว้ยการใช ้interface คอื electrospray (ESI)  ภายหลงัจากความพยายาม

ในการหา  เฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมที่สุดประกอบด้วยกรดฟอร์มิก และเมทานอล ในอัตราส่วน 70:30   

เนื่องจากกรดฟอรม์กิเพิม่การเกดิการใหโ้ปรตอนแก่สารวเิคราะหแ์ละเมทานอลซึง่มแีรงตงึผวิต ่าจะช่วยในการ

พน่ของเหลวออกจาก nebulizer เพือ่ใหเ้กดิละอองฝอยขนาดเลก็มากๆ ไดง้า่ยดายขึน้    

เมือ่ท าการฉีดสารเตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิดทีจ่ านวน 20 ไมโครลติรเขา้ไปในคอลมัน์ Kinetex ทีม่ขีนาด 

50 mm x 4.6 mm และขนาดเมด็ 2.6 µm โดยให ้30% เมทานอล-กรดฟอรม์กิเป็นเฟสเคลื่อนทีใ่น isocratic 

mode ดว้ยอตัราการไหล 0.3 มลิลลิติรต่อนาท ี  ใหค้วามต่างศกัยข์องคาพลิลาร ี 3500 V ความต่างศกัยข์อง 

sample cone 100 V และอุณหภูมขิอง desolvation  220 องศา  พบว่าสารเตตระซยัคลนิ  ออกซเีต

ตระซยัคลนิ และคลอเตตระซยัคลนิ มเีวลาคงคา้ง เท่ากบั 16.72, 18.06 และ 26.00 นาทตีามล าดบั และมวล

เท่ากบั 444, 460 และ 478 ตามล าดบั ดงัแสดงในรปูที ่26 (A)  เนื่องจากเครื่อง HPLC ดงักล่าวไดต้่อยู่กบั

เครือ่งตรวจวดั UV จงึมผีลของโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากเครือ่งตรวจวดั UV แสดงดงัรปูที ่29 (B)  

จะเหน็ไดว้่าสญัญาณทีไ่ดม้าจากเครือ่งตรวจวดั TOF-MS และ UV ของสารแต่ละชนิดไม่เท่ากนั  ทัง้นี้

เนื่องจากสภาพไวของเครือ่งตรวจวดัทีม่ตี่อสารแต่ละชนิดไมเ่ทา่กนั  การแยกระหว่างพกีของสารเตตระซยัคลนิ 

และออกซเีตตระซยัคลนิทีไ่มเ่กดิการแยกเมือ่ใชเ้ครือ่งตรวจวดั UV ดงัรปูที ่26 (B) เกดิขึน้ไดเ้มือ่สภาพไวลดลง

ดงัเชน่ในโครมาโทแกรมรปูที ่26 (A)  แต่อยา่งไรกต็ามสามารถสงัเกตุโดยรวมไดว้่าสภาพไวของเครือ่งตรวจวดั 

UV ทีม่ตี่อสารทัง้สามชนิดดกีว่าเครื่องตรวจวดั TOF-MS  ดงันัน้จงึไดท้ าการปรบัเปลีย่น  ท าการหาสภาวะที่

เหมาะสมของเครือ่ง HPLC-UV อกีครัง้ 

 

  
(A) (B) 

รปูท่ี 26  โครมาโทแกรมทีไ่ดจ้าก HPLC-TOF-MS (A) และ HPLC-UV (B)  เมือ่ใชเ้ฟสเคลื่อนที ่30% เม

ทานอล-กรดฟอรม์กิ 
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การวิเคราะหส์ารเตตระซยัคลินทัง้ 3 ชนิดโดยเทคนิค HPLC-UV  

เมือ่ท าการฉีดสารเตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิดทีจ่ านวน 20 ไมโครลติรเขา้ไปในคอลมัน์ Inersil ODS-4 ที่

มขีนาด 150 mm x 4.6 mm และขนาดเมด็ 5 µm โดยใหเ้ฟสเคลื่อนทีเ่ป็นน ้าและบฟัเฟอรท์ี ่pH 6.5 ดว้ยอตัรา

การไหล 0.8 มลิลลิติรต่อนาท ี  ใน gradient mode โดยการเริม่ตน้ดว้ยการใหน้าททีีศ่นูยเ์ป็นโมบายเฟสผสม

ระหว่างน ้าและบฟัเฟอร ์pH 6.5 รอ้ยละ 30  จากนัน้เปลีย่นเป็นรอ้ยละ 40 ในนาทีท่ี ่6 และเปลีย่นเป็นรอ้ยละ 

50 ในนาทีท่ี ่10 ใหค้งทีจ่นถงึนาททีี ่20 จงึเปลีย่นเป็นรอ้ยละ 70 ในนาททีี ่22 และใหค้งทีต่่อไปอกี 5 นาที

จนถงึนาททีี ่27 จงึสิน้สดุ   สว่นเครือ่งตรวจวดั UV ตัง้ใหม้คีา่การดดูกลนืแสงที ่360 นาโนเมตร  ไดผ้ลของโคร

มาโทแกรมแสดงดงัรปูที ่ 27  พบว่าสารเตตระซยัคลนิ  ออกซเีตตระซยัคลนิ (oxytetracycline) และคลอเต

ตระซยัคลนิ (chlortetercycline) มเีวลาคงคา้งเท่ากบั 4.61, 11.40 และ15.67 นาทตีามล าดบั  ซึง่แตกต่างจาก

ผลทีไ่ดจ้ากเครือ่ง HPLC-TOF-MS นอกจากนี้ยงัมสีภาพไวทีส่งูกว่าเมือ่ใชเ้ครือ่งดงักล่าว 

 

 
รปูท่ี 27  โครมาโทแกรมทีไ่ดจ้าก HPLC-UV เมือ่ใชค้อลมัน์ Inersil ODS-4 และเฟสเคลือ่นทีน่ ้าและบฟัเฟอรท์ี ่

pH 6.5 ใน gradient mode 

 

เมื่อน าผลการวิเคราะห์ของทัง้สองเทคนิคคอื HPLC-TOF-MS และ HPLC-UV มาเปรยีบเทยีบกนั

พบว่า HPLC-UV ใหช้่วงความเขม้ขน้ทีเ่ป็นเสน้ตรง (linear range) ไดย้าวกว่าและมคี่า regression ทีด่กีว่า 

HPLC-TOF-MS นอกจากนี้ขดีจ ากดัการวเิคราะหข์องเครื่องมอื HPLC-UV มคี่าระหว่าง 68.2-70.6 ไมโครกรมั

ต่อน ้าเสยีหนึ่งลิตร  ค่าที่ได้นี้ต ่ากว่าค่าขดีจ ากดัการวิเคราะห์ที่ได้จากเทคนิค HPLC-TOF-MS ดงัแสดงใน

ตารางที ่9  ซึง่หมายถงึว่าค่าทีไ่ดจ้ากเครื่องมอื HPLC-UV ดกีว่าค ่าทีไ่ดจ้ากเครื่องมอื HPLC-TOF-MS  ทัง้นี้

เนื่องจากสภาพไวของการท าปรมิาณวเิคราะห์สารในกลุ่มเตตระซยัคลนิมตี่อเครื่องตรวจวดั UV สงูกว่าเครื่อง

ตรวจวดั TOF-MS   
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ตารางท่ี 9  เปรยีบเทยีบระหว่างขดีจ ากดัการวเิคราะหข์องสารเตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิดเมือ่ใชเ้ครือ่งมอื 

HPLC-TOF-MS และ HPLC-UV 

สารวเิคราะห ์
ขดีจ ากดัการวเิคราะห ์(ug/L) 

HPLC-TOF-MS HPLC-UV 

เตตระซยัคลนิ (Tetracycline) 170 70.6 

ออกซเีตตระซยัคลนิ (Oxytetracycline) 550 69.3 

คลอเตตระซยัคลนิ (Chlortetracycline) 500 68.2 

 

เมือ่น าโมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C18 ทีส่งัเคราะหไ์ดน้ี้ไปท าการทดสอบการดดูซบัสารเตตระซยัคลนิ

ทัง้ 3 ชนิด ทีเ่ตมิลงไปในน ้าเสยีสงัเคราะห ์ และท าการเปรยีบเทยีบกบัตวัดูดซบัชนิดซลิกิาอนิทรยี์ C18 ทีม่ ี

จ าหน่ายทางการคา้พบว่ามคี่าการไดก้ลบัคนื (Recovery) มคี่ารอ้ยละ 73-82   ค่าทีไ่ดน้ี้ค่อนขา้งต ่ากว่าตวัดูด

ซบัชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C18 ทีม่จี าหน่ายทางการคา้ ดงัแสดงในตารางที ่10 

 

ตารางท่ี 10  รอ้ยละการไดก้ลบัคนืของเตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิดเมือ่เปรยีบเทยีบระหว่างการใชต้วัดดูซบัโมโนลิ

ชนิดซลิกิา C18 และตวัดดูซบั C18 ทางการคา้ 

ตวัดดูซบั 
รอ้ยละการไดก้ลบัคนื 

เตตระซยัคลนิ ออกซเีตตระซยัคลนิ คลอเตตระซยัคลนิ 

ตวัดดูซบัโมโนลชินิดซลิกิา C18 76.46 72.55 81.69 

ตวัดดูซบั C18 ทางการคา้ 92.70 83.18 77.62 

 

เมือ่น าคา่การไดก้ลบัคนืไดไ้ปเปรยีบเทยีบกบัรอ้ยละของปรมิาณคารบ์อนทีอ่ยู่บนตวัดูดซบัของตวัดูด

ซบัโมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C18 ทีส่งัเคราะหเ์องและตวัดูดซบัซลิกิาอนิทรยี์ C18 ทางการคา้พบว่ามคี่า

เท่ากบัรอ้ยละ 22.85 และ 17.03 ตามล าดบั  จงึคาดว่าสารวเิคราะหท์ัง้สามชนิดมคีวามมขี ัว้ค่อนขา้งสงูเมื่อ

เทยีบกบัตวัดูดซบัโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี์ C18 ทีส่งัเคราะหข์ึน้ได้จงึท าใหก้ารดูดซบัไดไ้ม่ดเีท่าทีค่วร  เมื่อท า

การตรวจวดัค่าขดีจ ากดัการวเิคราะห์ดว้ยเครื่อง HPLC-TOF-MS พบว่ามคี่าขดีจ ากดัการวเิคราะหอ์ยู่ระหว่าง 

0.11-0.71 มลิลกิรมัต่อน ้าเสยีจรงิหนึ่งลติร  ซึง่เมื่อเทยีบกบัขดีจ ากดัการวเิคราะหท์ีว่ดัโดย Batt et al. (2005) 

ทีม่คีา่อยูร่ะหว่าง 0.03-0.19 มลิลกิรมัต่อน ้าเสยีหนึ่งลติร พบว่าสงูกว่าเลก็น้อย  จงึเป็นทีส่งัเกตว่าการสกดัสาร

เตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิด จากน ้าเสยีนัน้แมว้่าจากการตรวจสอบวรรณกรรมพบว่ามกีารใชต้วัดูดซบัซลิกิา

อนิทรยี ์C18 ในการสกดัจรงิแต่นิยมใช้ Oasis HLB ทีท่ าจากพอลเิมอร ์2 ชนิดคอี divinylbenzene และ vinyl 

pyrrolidinone. เป็นตวัดดูซบัมากกว่าซึง่จะใหผ้ลทีด่กีว่าการใชต้วัดดูซบัซลิกิาอนิทรยี ์C18  
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รปูท่ี 28 โครมาโทแกรมของเตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิดทีเ่ตมิลงในน ้าเสยี น าไปสกดัดว้ยตวัดดูซบัโมโนลทิชนิดซิ

ลกิาอนิทรยี ์C18 และท าการวเิคราะหส์ารทีส่กดัไดด้ว้ยเทคนิค HPLC-UV (A) และ HPLC-TOF-MS (B) 

 จากโครมาโทแกรมจะเห็นได้ว่าเมื่อวิเคราะห์สารวิเคราะห์ที่สกดัได้จากน ้าด้วย HPLC และใช้

เครือ่งตรวจวดัเป็น UV ทีค่วามยาวคลื่นของการดดูกลนืที ่360 nm จะมพีกีของสารอื่นปนเป้ือนในการตรวจวดั  

แต่เมื่อใช้เครื่องตรวจวดัเป็น TOF-MSจะปรากฏเป็นพกีของสารวเิคราะห์ทีแ่ยกออกจากกนั  ทัง้นี้เนื่องจาก

ประสทิธภิาพในการแยกมวลของเครือ่ง TOF-MS ทีส่งู  แต่อยา่งไรกต็ามสภาพไวของเครื่องตรวจวดั TOF-MS 

ทีใ่ชอ้ยู่นี้ด้อยกว่าเครื่องตรวจวดั UV จงึไม่สามารถวเิคราะห์ทีค่วามเขม้ขน้ต ่าได้  ดงันัน้จงึสรุปได้ว่าเครื่อง 

HPLC-TOF-MS ทีใ่ชใ้นการทดลองครัง้นี้เหมาะสมต่อการวเิคราะหก์ลุ่มสารเตตระซยัคลนิต่อเมือ่สารวเิคราะหม์ี

ความเขม้ขน้สงูและตอ้งการความจ าเพาะเจาะจงต่อสารมากกว่า   แต่ในปัจจุบนันี้เราสามารถท าการวเิคราะห์

กลุ่มสารเตตระซยัคลนิไดท้ีค่วามเขม้ขน้ทีต่ ่าโดยใชเ้ครื่องมอื HPLC ทีต่่อยู่กบั quadrupole time-of-flight MS 

หรอืทีเ่รยีกว่า HPLC-QToF-MS   หรอือาจวเิคราะหใ์นระดบัทีต่ ่ามากโดยใชเ้ครื่อง HPLC-triple quadrupole 

MS  แต่เครือ่งมอืดงักล่าวมรีาคาสงูและไมส่ามารถหาไดใ้นหอ้งปฏบิตักิารทีท่ าการทดลอง 

 

4.3 การประยกุตใ์ช้งานโมโนลิทชนิดพอลิเมอรใ์นการดดูซบัสารประกอบเตตระซยัคลิน  

จากการทีส่ารกลุ่มเตตระซยัคลนิสามารถใหแ้สงฟลอูอเรสเซนต ์  และโดยทัว่ไปเครือ่งตรวจวดัฟลอูอ

เรสเซนตม์สีภาพไวทีส่งูกว่าเครือ่งตรวจวดั UV เมือ่ท าการสกดัสารประกอบเตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิดแลว้จงึท า

การวเิคราะหด์ว้ยการใช ้ HPLC ต่อกบัเครื่องตรวจวดัฟลอูอเรสเซนต์    แต่อยา่งไรกต็ามเนื่องจากความ

แตกต่างของเครือ่งมอืและเพือ่ใหไ้ดก้ารแยกทีด่ทีีส่ดุในการวเิคราะหส์าร  จงึตอ้งท าการหาสภาวะต่างๆ ของ

เครือ่ง HPLC ใหมอ่กีครัง้ 

4.3.1 การหาสภาวะต่างๆ ของเคร่ือง HPLC ต่อกบัเคร่ืองตรวจวดัฟลูออเรสเซนต์  
ในการทดลองนี้ท าการแยกสารเตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิด ดว้ยคอลมัน์ ODS-3 ขนาด 150 

มลิลเิมตร x 4.6 มลิลเิมตร และมขีนาดเมด็ 5 ไมครอน และม ีdemeclocycline เป็น internal standard   และ
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ตอ้งใชส้ารละลายบฟัเฟอร ์ pH 6.5 ประกอบดว้ย sodium acetate 0.075 M, disodium ethylenediamine 

tetraacetate 0.025 M และ calcium chloride 0.035 M โดยที ่disodium ethylenediaminetetraacetate และ 

calcium chloride ใชเ้พือ่ป้องกนัไอออนโลหะทีส่ามารถรบกวนการวเิคราะห ์และเป็นการเพิม่ประสทิธภิาพของ

การใหแ้สงฟลอูอเรสเซนต ์  เนื่องจากสารกลุ่มเตตระซยัคลนิ สามารถเกดิเป็นสารเชงิซอ้นกบัไอออนของโลหะ

ได ้(Maia et al. 2008, Pena et al. 2010). 

พบว่าสภาวะทีเ่หมาะสมตอ้งท า gradient elution ของโมบายเฟสระหว่างสารละลายบฟัเฟอร ์ pH 

6.5 รอ้ยละ 70 และเมทานอลรอ้ยละ 30 โดยเริม่ตน้ใหม้อีตัราการไหล 0.8 มลิลลิติรต่อนาท ี จากนัน้ในนาททีี ่6 

ลดสารละลายบฟัเฟอรล์งเหลอืรอ้ยละ 60  อกี 4 นาทตี่อมาลดสารละลายบฟัเฟอรล์งเหลอืรอ้ยละ 50 โดยให้

อตัราการไหล 1.0 มลิลลิติรตอ่นาท ีปล่อยไว ้10 นาทจีงึเพิม่สารละลายบฟัเฟอรเ์ป็นรอ้ยละ 70 ในเวลา 2 นาท ี 

และใหอ้ตัราการไหล 0.8 มลิลลิติรต่อนาท ี เป็นเวลา 5 นาท ี ผลจากโครมาโทแกรมของการฉีดสารเตตระ 

ซยัคลนิทีม่ ี internal standard มคีา่ retention time ของสารเตตระซยัคลนิ ออกซเีตตระซยัคลนิ คลอเต

ตระซยัคลนิ และ demeclocycline เทา่กบั 5.15, 14.62, 18.77 และ 16.30 นาท ีตามล าดบั และสารทกุตวัแยก

ออกจากกนัไดด้ ี

 

4.3.2 การหาความเหมาะสมของการสกดัด้วยโมโนลิทชนิดพอลิเมอรท่ี์สงัเคราะหไ์ด้และ
วิเคราะหด้์วย HPLC ท่ีต่อกบัเคร่ืองตรวจวดัฟลูออเรสเซนต์ 

 

1) ค่าขีดจ ากดัการวิเคราะห ์ 

ในการทดลองนี้ไดท้ าการเปรยีบเทยีบคา่ขดีจ ากดัการวเิคราะหข์องการสกดัสารกลุ่มเตตระซยั 

คลนิทกุตวัในน ้า โดยใช ้HPLC ทีต่่อกบัเครือ่งตรวจวดัฟลอูอเรสเซนต ์ (HPLC-fluorescence) ภายใตส้ภาวะที่

เหมาะสม  และท าการเปรยีบเทยีบกบัตวัดดูซบัทางการคา้คอื Oasis HLB โดยใหก้ารทดลองมลีกัษณะ

เหมอืนกนั 

ในการหาคา่ขดีจ ากดัการวเิคราะหโ์ดยการฉีดตวัอยา่ง blank และท าการสกดัโดยการใชโ้มโนลทิ 

poly(divinylbenzene-co-N-vinylpyrrolidone) ทีส่งัเคราะหใ์นหลอดฉีดยาขนาดเลก็จ านวน 7 ครัง้และท า

เชน่เดยีวกนัส าหรบั Oasis HLB จากนัน้น าคา่พืน้ทีใ่ตพ้กี  คา่ SD และ 3SD มาค านวณ ตามสตูร y = yB + 

3SD  พบว่าคา่ขดีจ ากดัการวเิคราะหข์อง สารเตตระซยัคลนิ  ออกซเีตตระซยัคลนิ และ คลอเตตระซยัคลนิ 

ของการสกดัดว้ยโมโนลทิทีส่งัเคราะห ์และ Oasis HLB ทางการคา้มคีา่แสดงดงัในตารางที ่11 โดยในการสกดั

นี้ใชน้ ้าตวัอยา่งเพยีง 100 มลิลลิติรและท าการสกดัใหเ้ขม้ขน้ขึน้จนเหลอื 1 มลิลลิติร  นอกจากนี้ยงัพบไดน้ าไป

ทดสอบคา่ขดีจ ากดัการวเิคราะหเ์มือ่ใช ้HPLC-PDA พบวา่คา่ขดีจ ากดัการวเิคราะหเ์มือ่ใชเ้ทคนิค HPLC ทีต่่อ

กบัเครือ่งตรวจวดัฟลอูอเรสเซนต ์ มคีา่ต ่ากว่า (6.76 – 11.50 ไมโครกรมัต่อลติร) ในขณะทีค่า่ขดีจ ากดัการ

วเิคราะหเ์มือ่ใช ้HPLC-PDA มคีา่ 23.9-46.4 ไมโครกรมัต่อลติร  จากผลการทดลองพบว่าโมโนลทิทีส่งัเคราะห์

ไดม้ปีระสทิธภิาพทีด่เีทยีบเทา่ตวัดดูซบั Oasis HLB ทางการคา้  แต่เป็นทีส่งัเกตว่าการไหลของน ้าเมือ่ผา่นโม

โนลทิดงักล่าวเกดิขึน้ไดด้กีวา่   
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ตารางท่ี 11  ขดีจ ากดัการวเิคราะหข์องสารเตตระซยัคลนิแต่ละตวัภายหลงัการสกดัดว้ยโมโนลทิทีส่งัเคราะห์

และ Oasis HLB ทางการคา้เมือ่ใช ้HPLC ทีต่่อกบัเครือ่งตรวจวดัฟลอูอเรสเซนต์ 

สารประกอบ 
ขดีจ ากดัการวเิคราะห ์(ไมโครกรมัต่อลติร) 

วสัดุโมโนลทิ Oasis HLB 

เตตระซยัคลนิ 7.24 7.55 

ออกซเีตตระซยัคลนิ 11.50 9.14 

คลอเตตระซยัคลนิ 6.76 6.44 

 

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัผลการทดลองทีท่ าโดย Du et al. (2015) ซึง่ท าการศกึษาสารเตตระซยัคลนิ

ทัง้ 3 ชนิดพรอ้มทัง้ doxycycline ในน ้าก๊อก  น ้าจากแมน่ ้า  จากบ่อ และจากฟารม์โดยการใชเ้ทคนิค HPLC ที่

ต่อกบัเครือ่งตรวจวดัฟลอูอเรสเซนต ์ พบว่ามคีา่ขดีจ ากดัการวเิคราะหร์ะหว่าง 1.5 - 3.3 ไมโครกรมัต่อลติร

แมว้่าจะต ่ากว่าเลก็น้อยแต่กอ็ยูใ่นชว่งเดยีวกนักบัผลจากการทดลองนี้  และเมือ่เปรยีบเทยีบกบัอีกงานหนึ่งที่

ท าโดย  Granados et al. (2005)  ซึง่ไดใ้ช ้Oasis HLB เป็นตวัดดูซบัแต่มกีารใชค้อลมัน์วเิคราะหช์นิด PLRP-

S 100 A˚ แทนคอลมัน์ซลิกิาอนิทรยี ์ C18  ไดค้า่ขดีจ ากดัการวเิคราะหร์ะหว่าง 0.3 - 1.2 ไมโครกรมัต่อลติร  

คา่นี้ต ่าลงไปกว่าผลการวเิคราะหจ์ากการทดลองนี้ถงึ 10 เทา่ทัง้นี้เนื่องจากมกีารเตมิสารทีท่ าใหเ้กดิเป็น

อนุพนัธซ์ึง่ประกอบดว้ยแมกนีเซยีม ท าใหเ้กดิเป็นสารเชงิซอ้นซึง่ชว่ยในการเพิม่ขดีความสามารถในการ

วเิคราะห ์  

 

2) ค่าการได้กลบัคืน (Recovery) 

คา่การไดก้ลบัคนืนี้เทยีบเมือ่มกีารสกดัน ้าตวัอยา่งทีผ่สมสารวเิคราะหท์กุตวัรวม internal 

standard ทีค่วามเขม้ขน้ 5 มลิลกิรมัต่อลติร และท าการสกดัน ้าจ านวน 100 มลิลลิติร จ านวนอยา่งน้อย 3 ครัง้  

ผลของการหาคา่การไดก้ลบัคนืของเตตระซยัคลนิแต่ละตวัแสดงดงัในตารางที ่ 12 พบว่า คา่การไดก้ลบัคนืของ

เตตระซยัคลนิทกุตวัมคีา่ใกลเ้คยีงกนัระหว่างตวัดดูซบัโมโนลทิพอลเิมอรท์ีส่งัเคราะหข์ึน้ (56.32 – 92.46 %) 

และตวัดดูซบั Oasis HLB ทางการคา้ (57.04 – 91.37 %) ซึง่ยนืยนัถงึประสทิธภิาพของการสกดัดว้ยโมโนลทิ 

 

ตารางท่ี 12 คา่การไดก้ลบัคนืของเตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนดิทีค่วามเขม้ขน้ 5 ไมโครกรมัต่อลติร  

สารประกอบ 
รอ้ยละการไดก้ลบัคนื ± รอ้ยละสว่นเบีย่งเบนสมัพทัธ ์(RSD) 

สารเตตระซยัคลนิ ออกซเีตตระซยัคลนิ คลอเตตระซยัคลนิ 

วสัดุโมโนลทิพอลเิมอรส์งัเคราะห ์ 56.32 ± 0.01 92.46 ± 0.01 56.70 ± 0.02 

Oasis HLB 57.06 ± 0.01 91.37 ± 0.01 57.04 ± 0.01 
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3) ค่าการท าซ า้ของการใช้โมโนลิทสงัเคราะห ์ 

ความสามารถในการท าซ ้าของการสงัเคราะหโ์มโนลทิใน batch เดยีวกนัหรอื repeatability 

และต่าง batch กนัหรอื reproducibility สามารถดไูดจ้ากการสกดัเทรระซยัคลนิ 5 มลิลกิรมัต่อลติรจ านวน 100 

มลิลลิติรและผา่นน ้าตวัอยา่งนี้ไปบนตวัดดูซบัโมโนลทิทีไ่ดจ้ากการสงัเคราะหใ์น batch เดยีวกนัจ านวนไมน้่อย

กว่า 3 ชิน้งานทีส่งัเคราะหใ์น batch เดยีวกนัและไมน้่อยกว่า 3 ชิน้งานต่าง batch กนั  ผลการทดลองเมือ่ดู

จากคา่พืน้ทีพ่กีของเตตระซยัคลนิทีไ่ดแ้ละน ามาหาคา่รอ้ยละสว่นเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ แสดงดงัในตาราง

ที ่13   

 

ตารางท่ี 13 สว่นเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธข์องพืน้ทีพ่กีของเตตระซยัคลนิทีไ่ดจ้ากการสกดัดว้ยการใชโ้มโน

ลทิทีส่งัเคราะหม์าจาก batch เดยีวกนัและตา่ง batch กนั 

สารประกอบ 
คา่รอ้ยละสว่นเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) 

batch เดยีวกนั ต่าง batch กนั 

สารเตตระซยัคลนิ 10.54 12.91 

ออกซเีตตระซยัคลนิ 6.72 8.71 

คลอเตตระซยัคลนิ 10.96 8.22 

 

เมือ่น าคา่ทีไ่ดท้ัง้หมดไปเทยีบกบั Horwitz ratio (HORRAT) ซึง่เป็นคา่ทีบ่อกถงึความสามารถใน

การท าซ ้าของวธิกีารทีเ่ป็นมาตรฐาน  โดยดจูากจ านวนการทดลองและความเขม้ขน้  คา่ HORRAT ทีย่อมรบั

ไดต้อ้งอยูใ่นชว่งระหว่าง 0.5-2  ส าหรบัในการทดลองนี้คา่ HORRAT ทีค่ านวณไดจ้ากรอ้ยละสว่นเบีย่งเบน

มาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) ของ batch เดยีวกนัและต่าง batch กนั มคีา่ 0.96-1.56 และ 1.17-1.84 ตามล าดบั

ซึง่อยูใ่นชว่งดงักล่าวจงึเป็นการยนืยนัว่าโมโนลทิทีส่งัเคราะหไ์ดม้คีวามแน่นอนเชือ่ถอืไดห้ากนมาใชใ้นการสกดั 

 

4.3.3  การประยกุตใ์ช้กบัน ้าตวัอย่างจริง 

น ้าตวัอยา่งทีใ่ชไ้ดน้ ามาจากฟารม์กุง้ในประเทศไทย  โดยน าน ้าตวัอยา่งมาเตมิและไมเ่ตมิเตตระ 

ซยัคลนิ 5 มลิลกิรมัต่อลติร  ท าการสกดัโดยใชโ้มโนลทิทีท่ าการสงัเคราะห์ในหลอดฉีดยาขนาดเลก็ จงึน าไป

วเิคราะหด์ว้ยเทคนิค HPLC ทีต่่อกบัเครือ่งตรวจวดัฟลอูอเรสเซนต ์ภายใตส้ภาวะทีเ่หมาะสม  ผลของโครมาโท

แกรมทีไ่ดไ้มป่รากฎพกีของสารวเิคราะหใ์นน ้าตวัอยา่งทีไ่มไ่ดเ้ตมิเตตระซยัคลนิ ดงัแสดงในรปูที ่ 29 (A) แต่

อยา่งไรกต็ามไดม้กีารท าการทดลองทีค่ลา้ยคลงึกนัแต่ใชต้วัดดูซบั Oasis HLB ซึง่ผลโครมาโทแกรมไมพ่บพกี

ของสารวเิคราะหเ์ตตระซยัคลนิทัง้ 3 ชนิดเชน่เดยีวกนัดงัแสดงในรปูที ่30  
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จากการทดลองนี้พบว่าในระหว่างการสกดัเตตระซยัคลนิจากน ้าตวัอยา่งจรงิ เมือ่ใชต้วัดดูซบั Oasis 

HLB เกดิการอดุตนัท าใหน้ ้าตวัอยา่งไหลไมส่ะดวก แมว้่าจะใชปั้ม๊พใ์นการดดูน ้าตวัอยา่งและในทีส่ดุเกดิการอดุ

ตนัของสารแขวนลอยทีม่ากบัน ้าทีต่วัดดูซบัท าใหป้รมิาตรน ้าตวัอยา่งทีส่ามารถไหลผา่นไดเ้พยีงรอ้ยละ 80 ของ

ปรมิาตรน ้าทีต่อ้งการสกดั   แต่ปรากฏการณ์เชน่นี้ไมเ่กดิขึน้เมือ่ใชโ้มโนลทิทีส่งัเคราะหเ์ป็นตวัดดูซบั 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 29 โครมาโทแกรมของน ้าตวัอยา่งที ่(A) ไมม่กีารเตมิเทเทระซยัคลนิทัง้ 3 และ (B) มกีารเตมิ และท าการ

สกดัดว้ยตวัดดูซบัโมโนลทิ 

 

 

 

  

 

 

รปูท่ี 30 โครมาโทแกรมของน ้าตวัอยา่งที ่(A) ไมม่กีารเตมิเทเทระซยัคลนิทัง้ 3 และ (B) มกีารเตมิ และท าการ

สกดัดว้ยตวัดดูซบั Oasis HLB 

 

(A) 

(B) 

OTC 

4.074 

TC 

14.095 

DC 

15.969 

CTC 

18.468 
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 และเมือ่น าตวัดดูซบั Oasis HLB มาท าการสอ่งภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนโดยใชก้ าลงัขยาย

เดยีวกนัแสดงดงัรปูภาพที ่ 31 พบว่าโมโนลทิทีส่งัเคราะหม์ขีนาดเมด็ทีเ่ลก็กว่าและมพีืน้ผวิทีส่งูกว่าตวัดดูซบั

ทางการคา้ซึง่มผีวิทีเ่รยีบ  

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 31 ภาพจากกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนโดยใชก้ าลงัขยาย 10,000x เดยีวกนัระหว่าง (a) โมโนลทิชนดิ 

poly(divinylbenzene-co-N-vinylpyrrolidone) และ (b) ตวัดดูซบั Oasis HLB  

 

เมือ่ท าการหาคา่การไดก้ลบัคนืเมือ่มกีารเตมิสารเตตระซยัคลนิลงไปในน ้าตวัอยา่งพบว่า  เมือ่ใชโ้มโน

ลทิพอลเิมอรท์ีส่งัเคราะหไ์ดม้คีา่รอ้ยละ 69.3-81.7  ในขณะทีเ่มือ่ใชต้วัดดูซบั Oasis HLB มคีา่การไดก้ลบัคนื

อยูใ่นชว่งรอ้ยละ 40.6-44.0  การไดก้ลบัคนืทีล่ดลงเนื่องจากการอดุตนัของสารแขวนลอยและสิง่เจอืปนในน ้า  

ซึง่โดยทัว่ไปน ้าทีม่าจากฟารม์กุง้จะมกีารปนเป้ือนของอาหารเลีย้งกุง้ซึง่ประกอบดว้ยสว่นผสมของแป้ง กากถัว่

เหลอืง ปลาป่นโดยมเีอนไซม ์  สารกระตุน้การเตบิโต  วคัซนีและสารอาหารรวมถงึไขมนั วติามนิและแรธ่าตุ

เป็นองคป์ระกอบ  แมว้า่จะท าการกรองน ้าจากฟารม์กุง้ดว้ยกระดาษกรองขนาด 11 ไมครอนแลว้ยงัม ี humic 

acid เศษต่างๆ และสารแขวนลอยตามธรรมชาตทิีเ่กดิขึน้ในน ้าท าใหเ้กดิการอดุตนัเมือ่ท าการใหน้ ้าผา่นเป็น

ปรมิาณมากได ้  แต่เนื่องจากโมโนลทิมโีพรงต่อเนื่อง (flow through pore) ขนาดใหญ่กว่าจงึใหส้ารต่างๆ 

ดงักล่าวทีม่ขีนาดเลก็ผา่นไดโ้ดยไมเ่กดิการอดุตนั 
 

4.4 การประยกุตใ์ช้งานโมโนลิทชนิดซิลิกาอินทรีย ์C8 ส าหรบัโครมาโทกราฟีบนช้ินงานขนาดเลก็ 

ท าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนดิซลิกิาอนิทรยี ์C8 ในชอ่งการไหลยาว 10 เซนตเิมตรของระบบของไหล

ขนาดเลก็ทีต่่ออยูก่บัระบบการตรวจวดั LIF เพือ่ท าการแยกสารประกอบในกลุ่มของ amine, chlorpheniramine 

และ riboflavin  

4.4.1 การแยกสารประกอบเอมีน 

ในชอ่งการไหลยาว 10 เซนตเิมตรทีม่โีมโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C8 ของระบบการไหลขนาดเลก็

ทีต่่ออยู่กบัระบบการตรวจวดั LIF สามารถท าการแยกสารประกอบเอมนีคอื  methylamine, ethylamine, และ 

(b) (a) 
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trimethylamine โดยมกีารท าเป็นอนุพนัธใ์หเ้กดิการเปล่งแสงฟลอูอเรสเซนตก์อ่นการตรวจวดั สภาวะที่

เหมาะสมทีท่ าใหเ้กดิการแยกคอื อตัราการไหลของโมบายเฟสทีเ่ป็นเมทานอลบรสิทุธิ ์0.5 มลิลลิติรต่อนาท ีซึง่

ท าใหเ้กดิแรงดนัยอ้นกลบัวดัไดป้ระมาณ 300 ปอนดต์่อตารางนิ้ว  ผลของโครมาโทแกรมแสดงดงัรปูที ่26 และ

คา่พารามเิตอรข์องโครมาโทกราฟีแสดงดงัตารางที ่14 

 
รปูท่ี 32  โครมาโทแกรมการแยกสารประกอบ methyl amine, ethyl amine และ trimethylamine ในระบบของ

ไหลขนาดเลก็ทีม่ชีอ่งการไหลบรรจโุมโนลทิชนดิซลิกิาอนิทรยี ์C8    

 

ตารางท่ี 14 คา่พารามเิตอรต์่างๆ ทางโครมาโทกราฟีของการแยกสารประกอบเอมนีในชอ่งการไหลยาว 10 
เซนตเิมตรของระบบการไหลขนาดเลก็ 
 

พารามิเตอร ์ Methylamine(1º) Ethylamine(2º) Trimethylamine(3º) 
Retention time, tR (นาท)ี 2.1784 2.7015 3.4055 

พืน้ทีพ่กี 34093.94 17930.43 45947.93 
ความสงูของพกี 421.5851 293.5851 469.5851 

ความกวา้งของพกี (นาท)ี 0.3419 0.2595 0.4220 
ความกวา้งของพกีที ่

ครึง่ของความสงู (นาท)ี 
0.1495 0.0112 0.2595 

Dead time, t0 (นาท)ี 0.005 0.005 0.005 

Retention factor (k) 432.62 539.30 680.10 

Tailing factor (TF) 5.0067 1.0790 1.8162 
จ านวนเพลท (เพลท) 224.8986 600.4059 360.783 

ความสงูของเพลท (เพลทต่อเมตร) 0.0446 0.0167 0.0277 

Selectivity factor () 1.2407 (ระหว่างพกีที ่1 และ 2) 1.2611 (ระหว่างพกีที ่2 และ 3) 
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จากพารามเิตอรต์่างๆ ของโครมาโทกราฟีในตารางที ่ 1 เวลาทีใ่ชใ้นการแยก methylamine, 

dimethylamine, trimethylamine คอืน้อยกว่า 4 นาท ี ในขณะทีค่า่ selectivity factor ทีค่ านวณไดม้คีา่ทีด่คีอื 

1.21 (methylamine/ dimethylamine) และ 1.26 (dimethylamine/trimethylamine)    จ านวนเพลทมคีา่

คอ่นขา้งต ่าคอืประมาณ 395 เพลทต่อ 10 เซนตเิมตรส าหรบัชอ่งการไหลขนาดกวา้ง 70-100 ไมครอนหรอื

เฉลีย่ประมาณ 85 ไมครอน ลกึ 35 ไมครอน   เมือ่เทยีบกบัจ านวนเพลทของคอลมัน์ HPLC ปกตทิีอ่าจสงูถงึ 

10,000 เพลทต่อ 10 เซนตเิมตร ทีม่เีสน้ผา่ศนูยก์ลาง 4.6 มลิลเิมตร   แต่อยา่งไรกต็ามเมือ่ท าการค านวณ

ความสามารถในการแยกสารเอมนีในชอ่งการไหลของโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์ C8 ทีส่งัเคราะหไ์ดเ้ทยีบกบั

คอลมัน์ซลิกิารอนิทรยี ์ C8 ทัว่ไปทางการคา้ดงัแสดงในตารางที ่ 15 พบว่ามปีระสทิธภิาพทีด่กีว่าเนื่องจาก

จ านวนเพลทต่อปรมิาตรทีส่งูกว่าถงึ 220 เทา่ 

ตารางท่ี 15  การเปรยีบเทยีบประสทิธภิาพระหว่างชอ่งการไหลทีม่โีมโนลทิซลิกิาอนิทรยีท์ี่สงัเคราะหแ์ละ

คอลมัน์ทัว่ไปทางการคา้ 

ขอ้มลูการค านวณ ชอ่งการไหลในระบบขนาดเลก็ คอลมัน์ทัว่ไป 

จ านวนเพลท 395 10000 
ความยาว (มลิลเิมตร) 10 10 

พืน้ทีห่น้าตดั (ตารางมลิลเิมตร) 
0.085x0.035 มลิลเิมตร id. 4.6 มลิลเิมตร 

= 0.00298 = 16.63 
ปรมิาตรชอ่งการไหล 
(ลกูบาศกม์ลิลเิมตร) 

0.0298 166.26 

จ านวนเพลทต่อปรมิาตร 
(เพลทต่อลกูบาศกม์ลิลเิมตร) 

13277.31 60.15 

 

4.4.2 การแยกสารประกอบคลอเฟนนิรามีน (Chlorpheniramine) 

เมือ่ท าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์ C8 ในชอ่งการไหลยาว 10 เซนตเิมตรของ

ระบบการไหลขนาดเลก็ทีต่่ออยูก่บัระบบการตรวจวดั LIF เพือ่ท าการแยกและท าปรมิาณวเิคราะหส์ารประกอบ 

chlorpheniramine โดยการฉีดสารละลายมาตรฐาน chlorpheniramine เขา้ยงัระบบการไหลขนาดเลก็ และมี

การท าเป็นอนุพนัธใ์หเ้กดิการเปล่งแสงฟลอูอเรสเซนตก์อ่นการตรวจวดั ไดผ้ลของโครมาโทแกรมดงัรปูที ่33  
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รปูท่ี 33  โครมาโทแกรมของสารประกอบ chlorpheniramine ทีแ่ยกบน ระบบของไหลโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์

C8 โดยมเีมทานอลเป็นโมบายเฟสทีอ่ตัราการไหล 0.5 มลิลลิติรต่อนาท ี
 

4.4.3 การแยกสารประกอบวิตามินบี 2 หรือ riboflavin 

เมือ่ท าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์ C8 ในชอ่งการไหลยาว 10 เซนตเิมตรของ
ระบบการไหลขนาดเลก็ทีต่่ออยูก่บัระบบการตรวจวดั LIF เพือ่ท าการแยกและท าปรมิาณวเิคราะหส์ารประกอบ 
riboflavin โดยการฉีดสารละลายมาตรฐาน riboflavin เขา้ยงัระบบการไหลขนาดเลก็ ไดผ้ลของโครมาโทแกรม
ดงัรปูที ่34  

 รปูท่ี 34  โครมาโทแกรมของสารประกอบ riboflavin ทีแ่ยกบน ระบบของไหลโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์C8 โดยมี

เมทานอลเป็นโมบายเฟสทีอ่ตัราการไหล 0.5 มลิลลิติรต่อนาท ี

1) การสร้างกราฟมาตรฐาน  

เมื่อน าโมโนลทิซลิกิาอนิทรยี ์C8 ทีส่งัเคราะห์ในช่องการไหลของชิน้งานขนาดเลก็ไปต่อเขา้

กบัระบบ LIF จากนัน้เตรยีมสารละลายมาตรฐานวติามนิบ ี2 ทีค่วามเขม้ขน้ 50 100 200 300 400 500 และ 

1000 ppm เพือ่ท าเป็นกราฟมาตรฐานส าหรบัการหาความเขม้ขน้ของวติามนิบ ี2 ในเมด็ยา  ไดผ้ลการทดสอบ

สญัญาณของ LIF ทีค่วามเขม้ขน้ของวติามนิบ ี2 ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ดงัแสดงในรปูที ่35 และเมื่อน ามา
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สรา้งความสมัพนัธร์ะหว่างพืน้ทีพ่กีและความเขม้ขน้ จะไดก้ราฟมาตรฐานมคีวามสมัพนัธเ์ป็นเสน้ตรงทีม่คี่า R2 

= 0.9917 ดงัรปูที ่36  

รปูท่ี 35 พกีความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานวติามนิบ ี2 ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ กนัตัง้แต่ 50-1000 ppm 

ตามล าดบั 

  

 
รปูท่ี 36 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานวติามนิบ ี2 

2)  ผลการทดสอบการวิเคราะหวิ์ตามินบี 2 ในเมด็ยา 

เมือ่น าเมด็ยาบดละเอยีดหนกั 0.025 g ละลายในเมทานอลจ านวน 50 มลิลลิติร  น า

สารละลายทีไ่ดม้าฉีดเขา้ในโมโนลทิอนิทรยีท์ีอ่ยูใ่นชอ่งการไหลวดัดว้ทีต่่ออยูก่บัเครือ่งตรวจวดั LIF พบว่า

สญัญาณทีไ่ดใ้หค้า่ความเขม้ (Intensity) อยูท่ี ่900 และเมือ่น ามาค านวณความเขม้ขน้พบว่ามคีา่ความเขม้ขน้

ของวทิตมนิบ ี2 ไดเ้ทา่กบั 13.45 มลิลกิรมั หรอื คดิเป็นรอ้ยละ 54 โดยน ้าหนกัของเมด็ยา 

y = 1.3499x + 536.83 
R² = 0.9917 
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(3) ผลงานวิจยัท่ีได้รบั 

จากการสนับสนุนของโครงการวจิยันี้ของ สกว. ท าให้สามารถต่อยอดงานวจิยัที่มผีลถึงปัจจุบนัคอื

ความสามารถในการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์C18 ในท่อแกว้คาพลิลารโีดยทีไ่ม่มกีารเกดิการแขง็

ตวัอยา่งรวดเรว็ของของเหลวผสมกอ่นทีจ่ะน าเขา้ทอ่แกว้  โดยงานนี้เพิง่จะสามารถท าไดแ้ต่ไมไ่ดม้กีารรายงาน

ไวใ้นรายงานวจิยันี้  

ผลลพัท์ที่ได้จากการงานวิจยัต่อมาที่ส าคญัคือความสามารถในการสงัเคราะห์โมโนลิทชนิดซิลิกา

อนิทรยี ์C18 ทีม่ขีนาดเลก็มากระดบันาโนเมตรทีย่งัไม่ปรากฏในรายงานวจิยัของต่างประเทศอื่นใด  และโมโน

ลทิทีส่งัเคราะห์ขึน้ได้นี้ยงัปราศจากช่องว่างจากการแตกหกัและระหว่างโมโนลทิกบัผนังภาชนะ  เทคนิคการ

สงัเคราะหน์ี้จงึสามารถน าไปสูเ่ทคนิคการผลติคอลมัน์โมโนลทิซลิกิาอนิทรยีช์นิดซลิกิาอนิทรยี์ C18 ทีส่ามารถ

ท าได้เองในประเทศไทย  ซึ่งโดยทัว่ไปแล้วคอลมัน์ประเภทนี้มกีารผลติจ าหน่ายในต่างประเทศในราคาทีสู่ง

ประมาณ 40,000 บาทต่อหนึ่งคอลมัน์   และยงัสามารถน ามาประยุกต์ใชใ้นการซ่อมแซมคอลมัน์ซลิกิาอนิทรยี ์

C18 ทีเ่สยีหายได ้

นอกจากนี้ยงัสามารถผลติชิน้งานตวัดดูซบัซลิกิาในทอ่คาพลิลารใีนการวเิคราะหส์ารทาเลตในอาหารที่

มไีขมนัสูงซึ่งสามารถน าไปใชป้ระโยชน์จรงิ  เนื่องจากดว้ยชิ้นงานทีส่ามารถผลติได้นี้ท าใหส้ามารถวเิคราะห์

สารทาเลตในอาหารทีม่จี านวนตวัอยา่งมากไดโ้ดยใชเ้วลาทีน้่อยกว่าวธิกีารดัง้เดมิ และราคาถกู 

 

ข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 

 จากการทีเ่พิง่จะเริม่สามารถท าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนดิซลิกิาอนิทรยี ์ C18 ได ้ ในงานวจิยัต่อไปใน

อนาคตจงึคาดว่าจะน าการสงัเคราะหโ์มโนลทิชนิดซลิกิาอนิทรยี ์ C18 ในทอ่แกว้คาพลิลารไีปท าการประยกุตใ์ช้

ในการวเิคราะหส์ารประเภทต่างๆ เนื่องจากคอลมัน์ปัจจุบนัทัว่ไปมกีารใชต้วัดดูซบั และ/หรอื เฟสคงทีท่ีท่ าจาก 

C18 จ านวนมากกว่ารอ้ยละ 95  ดว้ยคณุสมบตัขิองความเป็นโมโนลทิจงึท าใหส้ามารถท าการวเิคราะหท์ าไดด้ี

ยิง่ขึน้มาก  โดยเฉพาะในเรือ่งของการลดแรงดนัยอ้นกลบัของการไหล 

 การสงัเคราะหต์วัดดูซบัโมโนลทิชนิดอืน่ๆ เพือ่การดดูซบัและวเิคราะหส์ารปนเป้ือนในอาหาร  ยงัคง

เป็นงานทีม่คีวามส าคญัทีส่ามารถน าองคค์วามรูน้ี้ไปท าการต่อยอดงานวจิยัในอนาคต 

 นอกจากนี้เมือ่สามารถสรา้งคอลมัน์ในการดดูซบั และการวเิคราะหไ์ดง้า่ยและมรีาคาทีต่ ่าลง  การสรา้ง

คอลมัน์ราคาถกู และใชแ้ลว้ทิง้  กเ็ป็นงานวจิยัทีค่าดวา่จะสามารถท าไดใ้นอนาคตทัง้นี้เนื่องจากสามารถใช้

คอลมัน์ขนาดเลก็เชน่ทอ่คาพลิลาร ี  แทนคอลมัน์ขนาดใหญ่ทีท่ าจากสเตนเลสทีม่ผีงตวัดดูซบับรรจุในแบบ

ดัง้เดมิ 
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High-Throughput and Low-Cost Analysis of Trace Volatile Phthalates
in Seafood by Online Coupling of Monolithic Capillary Adsorbent
with GC-MS
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⊥Haute Ecole Arc Ingeńierie, University of Applied Sciences of Western Switzerland (HES-SO), Eplatures-Grise 17, CH-2300 La
Chaux-de-Fonds, Switzerland
ΔEnvironmental Research and Training Center, Department of Environmental Quality Promotion, Ministry of Natural Resources and
Environment, Technopolis, Klongluang, Pathumtani 12120, Thailand

ABSTRACT: A simple, sensitive, and high-throughput method was developed for the determination of six volatile phthalate
estersdimethyl phthalate (DMP), diethyl phthalate (DEP), dibutyl phthalate (DBP), benzylbutyl phthalate (BBP), di(2-
ethylhexyl) phthalate (DEHP), and di-n-octyl phthalate (DnOP)in seafood samples by using monolith adsorbent in a capillary
coupled to a gas chromatography−mass spectrometry (GC-MS) system. The freeze-dried samples were subjected to an
ultrasonication with hexane, followed by vortex mixing. The liquid extract was quantitatively determined by a direct application to
an online silica monolith capillary adsorbent coupled with a gas chromatograph with mass spectrometric detection. Method
validation in seafood matrix gave recoveries of 72.8−85.4% and a detection limit of 6.8−10.0 ng g−1 for bivalve samples.
Reusability of the monolith capillary for trapping coextracted matrix was up to six times, allowing high-throughput analysis at the
parts per billion level. When compared with the Food and Environment Research Agency (FERA) method, no significant
difference in the result was observed, confirming the method was valid and applicable for the routine analysis of phthalates in
seafood samples for food and environmental laboratories.

KEYWORDS: phthalate ester, extraction, adsorbent, monolith, gas chromatograph, GC-MS

■ INTRODUCTION

Phthalates are esters of phthalic acid consisting of one or two
benzene rings. They are typically utilized as plasticizers to
improve properties of polymer products, such as transparency,
durability, longevity, and especially flexibility. As phthalates are
not chemically bound to polymer chains, during manufacturing
they are easily released under thermal or mechanical stress.
Their extensive use not only in plastics but also in products,
such as personal care products (e.g., perfumes, lotions, and
cosmetics), paints, toys, food packaging, medical devices, and
pharmaceuticals, leads to their leaching into the environment
and thence their presence in various matrices, for example, soils,
sediments, air, and natural water and food products. In
Thailand, a significant number of petrochemical industrial
facilities are located around the Gulf of Thailand. Along this
coast the residential area is dominated by local villagers and
farmers working in agriculture and fisheries. The number of
families associated with fisheries is continuously rising with an
increasing demand for seafood for export and domestic
consumption. Despite the fact that, according to Thailand’s
regulations, waste and wastewater from industry must be well-
treated and controlled prior to discharge, leakage of waste into

the sea can be possible. Phthalates are chemicals of great
concern that possibly contaminate the environment in those
areas. Released phthalates that may induce adverse health
effects may be transferred through the food chain into aquatic
animals, from which human exposure mainly occurs via food
ingestion. From our review, phthalate contamination is
commonly found in drinking water,1 in seafood, for example,
fish, jellyfish, shrimp, and mussel,2,3 and packaged foods.4

Phthalate levels in edible marine fish and shellfish, such as
oyster, white shrimp, and crab, were affected by fish habitat and
physiochemical properties of polluting contaminants.3 A report
of food monitoring of phthalates, meat samples (beef, poultry,
pork, and meat product) showed high concentrations of DEHP
of >300 ng g−1. All phthalates were generally found in seafood
to be of low concentration; DEHP was, however, detected in
variable levels.5 Foods high in fat are contaminated by high
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molecular weight phthalates that are more lipophilic, such as
DEHP.6

Because phthalates are lipophilic and produce estrogenic
activity in mammals,7 when they are directly or indirectly
absorbed in human tissue, they give detrimental effects on
human health, leading to cancer and endocrine disruption. The
U.S. Environmental Protection Agency (U.S. EPA) and the
European Union therefore classify them as priority pollutants.
The U.S. EPA has established a maximum allowable
concentration (MAC) of 6 μg L−1 for DEHP in water. The
European Food Safety Authority (EFSA) has declared tolerable
daily intake (TDI) values of 0.01, 0.05, 0.50, and 0.15 mg kg−1

body weight/day for dibutyl phthalate (DBP), di(2-ethylhexyl)
phthalate (DEHP), benzylbutyl phthalate (BBP), and a group
of diisononyl phthalate and diisodecyl phthalate, respectively.8,9

In 2011 the Chinese Ministry of Health announced quality
limits of PAEs in foods and food additives of 1.5 and 0.3 mg
kg−1 for DEHP and DBP, respectively.2 It is therefore
important to provide a rapid, highly reliable, sensitive, and
efficient analytical procedure for monitoring phthalates in food
matrices.
Several analytical methods have been developed for

determining phthalate esters in food samples. Extraction and
cleanup are the most challenging steps for analysis of the
lipophilic phthalates in fat matrices, because fat can be
coextracted and lead to contamination during the procedure.
A few extra pretreatment steps for fat removal are then required
prior to analysis by chromatographic methods, such as gas
chromatography−mass spectrometry (GC-MS), or liquid
chromatography−mass spectrometry (LC-MS). To date, the
most popular sample preparations are liquid−liquid extraction
(LLE) and solid-phase extraction (SPE). After liquid extraction,
a further cleanup of the extract is always necessary for those
fatty matrices, and it was achieved by gel permeation
chromatography (GPC) and/or SPE.8,10,11 Currently, several
efficient and accurate sample preparation methods widely used
for phthalate extraction are SPE, solid-phase microextraction
(SPME), and dispersive liquid−liquid microextraction
(DLLME). However, such methods are laborious and time-
consuming, employ nonreusable materials or devices, and
require large volumes of sample and/or organic solvents that
can be harmful, carcinogenic, and hazardous to the environ-
ment. The most recently developed technique for routine
analysis, SPME, was applied to extract phthalates from
food,12,13 as SPME is a very simple, rapid, efficient, and
solventless sample preparation method. Some disadvantages of
the method that should be considered are high cost and sample
carry-over effect. Its fiber is limited by type and lifetime, large
batch-to-batch variation, and thermal instability. These
limitations can be reduced by using a new alternative adsorbent
employing monolithic material.
A monolithic material is a single continuous piece of either

an organic polymer or silica that provides many advantages,
those being large surface area, high permeability, easy
fabrication, and functionalization. Many applications of the
materials have been reported, including SPE, sample
preconcentration, and separation in many areas, such as the
environmental, pharmaceutical, food, and biomolecular
fields.14−17 Characterization and classification of monolithic
materials have been given elsewhere.18−20 The silica-based
monolithic columns were prepared through hydrolysis and
polycondensation of alkoxysilane in the presence of water-
soluble polymers via sol−gel reaction.21,22 In our previous work

silica monolith was prepared in a capillary and used to absorb
nitrosamine after superheated water extraction.23

The goal of this study was to couple the synthesized
monolithic capillary adsorbent online to a gas chromatograph
for cleaning up and determining volatile phthalates in seafood
samples. The outcome of this study proved the feasibility of
high-throughput, low-cost, and rapid analysis of volatile
phthalates in seafood samples by utilizing the monolithic
capillary adsorbent.

■ MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Materials. Six standard phthalates were diethyl

phthalate (DEP; 99.5%), dimethyl phthalate (DMP; 99.97%), and
dibutyl phthalate (DBP; >99%) purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA), di-n-octyl phthalate (DnOP) from Sigma-Aldrich
(Buchs, Switzerland), benzyl butyl phthalate (BBP; 99.4%) from
Merck (Darmstadt, Germany), and di(2-ethylhexyl)-phthalate)
(DEHP; >98.5%) from Acros Organics (Geel, Belgium). Six
deuterated standards, namely, dimethyl phthalate-3,4,5,6-d4, diethyl
phthalate-3,4,5,6-d4, di-n-butyl phthalate-d4, di-n-octyl phthalate-
3,4,5,6-d4, and bis(2-ethylhexyl)-phthalate-3,4,5,6-d4 were obtained
from AccuStandard (New Haven, CT, USA), whereas benzyl butyl
phthalate-3,4,5,6-d4) (98%) was from Cambridge Isotope Laborato-
ries, Inc. Anthracene-d10 (>98%) used as internal standard for
phthalates was bought from CDN Isotopes Inc. (Quebec, Canada).
All phthalate standard stock solutions were prepared in HPLC grade
hexane (Burdick & Jackson, Ulsan, Korea).

For synthesis of the silica-based monolith capillary, a 0.32 mm i.d.
bare fused silica capillary was obtained from SGE (SGE Analytical
Science, Melbourne, VIC, Australia). Tetramethylorthosilicate
(TMOS; >98%) from Merck, polyethylene glycol (PEG) with an
average molecular weight of 10 000 g/mol from Fluka (Germany),
glacial acetic acid from BDH (Poole, UK), urea (>99%), and sodium
hydroxide from Merck were employed in the formulation. Other
chemicals were of analytical grade used in a chemical laboratory. To
avoid phthalate contamination, all or parts of the laboratory apparatus
that potentially contacted samples were made of glass and/or metal.

Sample Collection. Representative seafood samples, namely, fish,
prawn, and squid, were purchased from local markets in Samutsakorn
province or in Bangkok, Thailand. Crabs were not selected because of
the difficulty in removing the shell and low meat content. Fresh bivalve
samples were mainly green mussels collected from Pradoo bay,
adjacent to Map Ta Phut industrial estate, Rayong, Thailand. After
collection, the shell and bone of all samples were removed, and the
meat was kept in an aluminum foil bag during transportation and
further storage at −15 °C or below.

Sample Preparation. Fresh seafood meat sample was defrosted,
homogenized in a metal blender with an aluminum foil cover, and then
freeze-dried. In a glass tube 1.0 g of the freeze-dried sample was mixed
with 5 mL of hexane, and 1 mL of 20% NaCl solution was added for
salting-out. To prevent sample agglomeration, the mixture was put
into an ultrasonic bath for 5 min, homogenized by using a vortex mixer
for 10 min, and followed by centrifugation at 4000 rpm for 5 min. The
supernatant was dried with anhydrous Na2SO4, filtered through a filter
paper, and evaporated with a gentle nitrogen gas stream. To the final
extract was added 100 μL of 100 ppm of anthracence internal standard
and adjusted to 1.00 mL. One microliter of the liquid extract was
finally injected into the GC-MS system.

For the Food and Environment Research Agency (FERA)
method,24 a 15.0 g sample was shaken with 15 mL of (1:1)
acetonitrile/dichloromethane for 4 h and then centrifuged for 5 min.
The supernatant was transferred into a glass vial and stored at 0 °C for
24 h to remove any fat. The organic layer was taken and evaporated to
dryness at 60 °C, and the dry residue was reconstituted with 1.00 mL
of acetonitrile for further analysis by GC-MS.

Monolith Capillary Preparation. The silica monolith was
synthesized via a sol−gel technique by Kobayashi et al.25 with some
modifications. After pretreatment with 1 mol L−1 NaOH solution, the
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fused silica capillary was filled with the formulation solution, tightly
sealed at both ends, heated at 40 °C for 24 h, then raised to 120 °C,
and kept for 6 h. After cooling, it was rinsed with ethanol and then
dried in an oven at 60 °C for 3 h.
The synthesized monolith in a capillary was morphologically

examined by using a Quanta 450 scanning electron microscope (FEI,
Hillsboro, OR, USA), whereas the thermal gravimetric analysis (TGA)
profile of the silica monolith was measured using a TG7
thermogravimetric analyzer (PerkinElmer, Boston, MA, USA).
Phthalate Determination. Phthalates in the liquid extract were

determined by using a 7890A gas chromatograph (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) coupled with a 5975C inert
XL mass spectrometer (Agilent Technologies). A 5.0 cm fabricated
silica monolith capillary was coupled between the GC injection port
and a 0.25 mm i.d. × 30 m × 0.25 μm ZB-5HT fused silica capillary
column (Phenomenex, Torrance, CA, USA) by using a 4.0 cm glass
connector. The injector temperature was set at 290 °C in splitless
mode with 1.2 mL min−1 He carrier gas flow. The oven temperature
was initially programmed at 120 °C for 1 min, ramped to 300 °C at 20
°C min−1, and then held at 300 °C for 10 min. Both the ion source and
transfer line temperature were maintained at 300 °C. The target
compounds were determined in both full scan and selected ion
monitoring (SIM) mode in a mass range of m/z 50−450.

■ RESULTS AND DISCUSSION

For comparison of efficiency of solvent in liquid extraction, two
organic solvents, namely, hexane and acetonitrile, were chosen
on the basis of high solubility of phthalates.10,13,26 Both solvents
gave similar results, but in our work hexane was more
appropriate because its higher volatility gave a better solvent
evaporation after liquid extraction.
Feasibility of Using Fabricated Silica Monolith as an

Adsorbent. As different monolithic material affects the
properties and performance in extraction and separation,
different types of monolithic material were therefore inves-
tigated to obtain the most suitable for use as an adsorbent. In
our previous work silica monolith showed very good perform-
ance of trapping fat and nonvolatile components prior to
chromatographic analysis of nitrosamine in the extract from
sausage after superheated water extraction.23 Silica monolith in
a capillary was then synthesized and the monolithic structure
confirmed by scanning electron microscopy (SEM) to be
interconnected particles of about 2 μm and macroporous size of
approximately 5 μm. The thermal behavior of silica monolith
studied by TGA showed dehydration of weakly adsorbed water
on the silica surface at approximately 150 °C, whereas the loss
of the organic compounds or unreacted TMOS and
dehydroxylation occurred between 150 and 600 °C.27 This
confirmed that the silica monolith was stable up to 600 °C and,
hence, it can possibly be used for high-temperature separation
in a GC oven. In our previous work the maximum allowance
length of silica monolith capillary to connect to the ZB-5HT
column without an overpressure was 5 cm. To confirm the
feasibility of using silica monolith in a capillary as an adsorbent,
a comparison between with and without the silica monolith
connected between the injection port and the analytical column
was performed by comparing the peak areas of 1 μL each
spiked phthalate in the liquid extract. From the two-tailed t test,
the peak areas of each analyte separated with/without silica
monolith were not significantly different, although the peaks
with a presence of the monolith were slightly broader than
those without the monolith. This broadening was most
probably a result of the polar silica monolithic surface acting
as a stationary phase for adsorption−desorption kinetics of the
analytes and the nonequilibrium mass transfer of the analytes

between the polar silica solid surface and gas phase. A batch-to-
batch variation or the variability of quality of capillary monolith
synthesized between batches in different days was found only
very small. The study of capillary-to-capillary reproducibility of
silica monolith capillary demonstrated that the relative standard
deviations of peak area of the six phthalates ranged between
3.03 and 4.88%, showing there was insignificant variation of the
monolith synthesized between two or more batches, similar to
SPME, for which variation was <6% RSD.28

Comparison of chromatograms of real prawn samples
obtained with and without the silica monolithic capillary
adsorbent in Figure 1 demonstrates the effective removal of

coextracted compound from the sample. A much clearer
chromatogram was obtained when the monolith capillary was
used (Figure 1B) compared with the one obtained without the
capillary connection (Figure 1A). Figure 1C illustrates a clear
chromatogram of 100 ppm phthalate spiked prawn extract,
showing well-resolved peaks of all analytes with low back-
ground, thereby proving the selectivity of the method.
To examine the capability of a capillary monolith to be

reused as the adsorbent, several repeated injections of the
extract of bivalve from the most highly matrix-contaminated
representative sample, was performed. The peak areas of six
phthalates for seventh injection were obviously higher (26−
40%) than those for the first injection. This was possibly caused
by the fat matrix deposit onto the monolith; a shiny coagulation
similar to one of fat injection was observed under SEM. The
silica monolith capillary had a capacity limit in trapping of
coextracted matrix; the maximum tolerable injection number of
the bivalve extract was therefore six.

Efficiency of the Method. To test the efficiency of the
method of coupling between silica monolith capillary and the
analytical column, some method validation features were
measured, such as linearity, detection limit, recovery, and
precision. For all selected phthalates the calibration curves of

Figure 1. (A) Chromatogram of prawn sample extract analysis with an
absence and (B) presence of silica monolith capillary before the ZB-5
HT column coupled with GC-FID. (C) Chromatogram of a 100 ppm
phthalate spiked sample extract with a silica monolith coupled with the
ZB-5HT column. (Inset) Chromatogram of 500 ppb spiked phthalate
determined by GC-MS.
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the concentrations between 0.01 and 20 ng injected to the
monolith coupled with the ZB-5HT column were linear with
correlation coefficients of >0.997. The detection limits of six
phthalates were investigated by applying extremely low
concentrations of standard phthalates to the silica monolith
coupled to the ZB-5HT column and ranged between 6.8 and
10.0 ng g−1 (Table 1).
To evaluate extraction efficiency, six deuterated phthalates

fortified in the seafood samples were examined for recoveries,
resulting the ranges of 80−85, 71−84, 53−75, and 67−94% for
bivalve, prawn, fish, and squid, respectively (Table 1).
Comparison of these matrices showed that the fish sample
gave the lowest recoveries for all phthalates, which possibly
resulted from the higher protein content in fish than in the
other matrices. During liquid extraction in the aqueous−hexane
liquid mixture, despite NaCl addition and dispersion by
ultrasonication, the fish sample was agglomerated and became
glue-like. It is therefore likely that the phthalates were more
difficult to release from this matrix. Traces of remaining
phthalate in the monolith adsorbent trap prior to chromato-
graphic separation could also lead to low recoveries, as
evidenced by an increasing background signal in the mass
spectrum after several runs. The high background was also
contributed by some unidentified interferences in the matrix
extract.
Application to Real Samples. The proposed method was

applied to determine phthalates in real seafood samples from
several matrices, for example, bivalve, squid, fish, and prawn,
collected from different locations in Thailand (Table 2). Four
phthalates, namely, DBP, BBP, DEHP, and DnOP, were
detected in all samples at very low parts per billion levels,

whereas DMP was found in only in one fish sample (fish 2) at
30 ng g−1 and no DEP was detected in any sample. The
concentrations of phthalates in all samples were in the range of
the method detection limit (MDL) of phthalates in meat of
0.9−105 ng g−1, according to the FERA method. A comparison
of phthalate concentrations obtained by our method and the
standard operating procedure of FERA is shown in Figure 2 for
bivalve sample. The detection limits of the proposed method
(6.8−10.0 ng g−1) were within the range of those of the FERA
method (0.9−105 ng g−1). A t test for significance analysis was
performed, resulting in experimental |t| values for analyte
concentrations of 0.21, 1.07, 0.06, and 1.44 for DEP, DBP,

Table 1. Validation Parameters of Volatile Phthalates Determined by Using Silica Monolithic Capillary Connected with GC-MS

% recovery ± SD (n = 3)

analyte intercept, a slope, b r2 LOD (ng g−1) bivalve prawn squid fish

DMP −14864 137329 0.9995 6.8 81.2 ± 0.2 71.4 ± 0.2 67.2 ± 1.8 52.7 ± 3.0
DEP −426.14 133984 0.9996 7.9 82.8 ± 0.3 76.0 ± 0.2 68.2 ± 1.6 68.7 ± 2.4
DBP −49012 224795 0.9985 9.5 80.1 ± 0.5 80.2 ± 0.2 68.4 ± 1.7 74.9 ± 1.8
BBP −8079 69856 0.9984 10.0 82.0 ± 0.2 81.1 ± 0.4 75.3 ± 1.4 71.8 ± 1.6
DEHP −19571 115429 0.9982 9.0 85.5 ± 0.2 84.1 ± 0.3 77.8 ± 2.4 68.5 ± 1.7
DnOP −44545 161505 0.9972 9.3 84.4 ± 0.2 84.0 ± 0.4 94.2 ± 4.4 64.0 ± 1.6

Table 2. Phthalate Concentrations in Fresh Seafood Samples, Except Preserved Prawn, Analyzed by Using a Silica Monolith
Capillary Connected with GC-MS

concentration (ng g−1) ± SD, n = 3

sample DBP BBP DEHP DnOP

fish 1 21.2 ± 6.7 11.3 ± 1.2 48.0 ± 8.2 nd
fish 2 12.6 ± 2.5 nd nd 9.7 ± 0.3
fish 3 13.6 ± 3.1 13.0 ± 1.7 nd nd
fish 4 34.1 ± 7.3 nd nd nd
fish 5 27.2 ± 3.1 30.1 ± 1.5 nd nd

bivalve 1 62.7 ± 5.1 10.9 ± 0.6 nd nd
bivalve 2 79.0 ± 12.8 19.6 ± 5.9 nd nd

prawn 1 31.0 ± 4.4 10.6 ± 2.4 9.6 ± 0.4 73.1 ± 4.8
prawn 2 nd nd nd 89.1 ± 7.6
prawn 3 11.0 ± 3.3 nd nd 78.5 ± 13.2

preserved prawn 1 375.1 ± 51.4 52.2 ± 11.2 385.2 ± 9.9 344.7 ± 82.2
preserved prawn 2 263.5 ± 67.8 53.1 ± 1.2 nd 243.7 ± 27.7

Figure 2. Comparison of phthalate concentrations from bivalves
obtained between the proposed and the FERA method. The observed
DMP concentration determined using the proposed method was <12
ng g−1, and BBP by the proposed and FERA method was <26 and <10
ng g−1, respectively.
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DEHP, and DnOP, respectively. DMP and BBP were not
detectable, thus giving no |t| values. All of the experimental t
values were lower than the critical value (tcrit, 0.05, 4 = 2.78) at
the 95% confidence limit, which confirmed no significant
differences exist between the results obtained by the proposed
method and the FERA method.
Comparison with Other Methods. Despite the loss of

some analytes during the analysis as discussed above, the
proposed method provided more advantages. The amount of
sample was only 1.0 g, lower than sample requirements for
other methods.24,29−31 Most methods required between 5 and
50 g,24,29,30 whereas the method of Williams et al. for fish
samples used up to 100 g.31 For determination of phthalates in
food, the extraction and cleanup steps are the most challenging
parts. LLE is the most frequently used among all reported
methods because of its convenience and effectiveness.
However, for phthalate determination in food extraction by
other methods, organic solvents, such as hexane,10 pentane,32

dichloromethane, and mixed solvents,29,30,33 were required with
high volumes of between 15 and 100 mL. For example, 50 mL
of mixed solvent was needed for complete extraction of fatty
food (bacon and cheese).33 The volume of hexane in the liquid
extraction (LLE) step of our proposed method was only 5.0
mL, implying 10 times lower solvent consumption. In our
approach the liquid extraction time was 30 min per sample, and
only about 1 h was normally required to complete the sample
preparation. Extraction of multiple samples within 1 h was also
achieved with the proposed method, compared with >4 h of
preparation period reported by Bradley et al.30 During the
cleanup step, gel permeation chromatography (GPC) was also
included in the other methods to remove interfering fats and
other coextracted components.10,31,34,35 GPC and LLE often
consume large volumes of hazardous organic solvents, require
long pretreatment time, and give high blank values. SPE was
more preferable to solvent extraction,10 but it utilizes
nonreusable materials or devices. Such problems were over-
come when the silica monolith capillary adsorbent was
employed in this work, in addition with the benefit that one
piece of monolithic adsorbent could be reused at least five
times (or five samples). The cost of adsorbent was also much
reduced, owing to the low amount of the inexpensive
fabricating reagents, and tiny capillary, gaining virtually no
produced waste. SPME employed in Kataoka’s method is
simple, fast, solvent free, and practical, but has several
drawbacks, such as high cost and sample carry-over.13 These
limitations can be overcome by using the silica monolith
capillary adsorbent. Moreover, online extraction, preconcentra-
tion, and determination of multiple samples were achievable,
leading to rapid high-throughput analysis with only a one-step
preparation. Although the FERA method does not require any
adsorbent or further extraction,24 it was found that the
analytical column was highly contaminated and eventually
deteriorated after several injections. Coupling the monolith
capillary adsorbent with the analytical column therefore also
reduces the analysis cost by extending the column lifetime.
GC-MS is the most popular technique for phthalate

determination because of its higher sensitivity than flame
ionization detection (FID). The limit of detection (LOD) of
the proposed method determined by GC-MS was in the range
of 72.8−85.4 ng g−1, which is the same as those of the other
methods employing the same detection technique reported
using FERA,24 Bradley et al.,30 and Cirillo et al.,29 but higher
than those of Arnold et al.34 (0.2−3.7 ng kg−1 in solid food)

and Guo et al.10 (0.29−0.61 ng g−1 in ham and sausage). The
higher LOD than expected were possibly occurred from cross-
contamination from chemical, materials, and laboratory equip-
ment, which is a common problem in phthalate analysis
methods;8 a phthalate-free sample in this work therefore did
not exist. Recoveries of the proposed method were between
72.8 and 85.4%, which is in the same range as those of FERA,24

and Bradley et al.30 The degree of recovery was lower than
those reported by Petersen et al.32 and Lau et al.,33 who
obtained 90−100%.
In conclusion, a method for the determination of six

phthalates in seafood samples utilizing a simultaneous sample
pretreatment procedure, comprising liquid extraction with n-
hexane and adsorption by using silica monolith, coupled with
GC-MS was developed. The results of recovery and coefficient
of variation indicated the method is accurate and precise for
routine analysis of real samples with different seafood matrices
and sources. Phthalates in collected seafood were detected in a
low parts per billion level. Compared with the others,24,30−35

the proposed method was superior as it facilitated simultaneous
extraction, preconcentration, and determination in one step
with rapidity, simplicity, reliability, and low cost. It lends itself
to high-throughput analysis of organic compounds from the
environment at trace level in the presence of high levels of
matrix contamination in bivalves and other seafood samples.
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Effective and Reusable Monolith Capillary Trap of Nitrosamine
Extraction by Superheated Water from Frankfurter Sausage
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ABSTRACT: A novel, simple, rapid, and inexpensive method of extraction and cleanup of nitrosamines from frankfurter sausage
was achieved with a capillary filled with monolith of either polystyrene-co-divinylbenzene (PS-DVB), Polydivinylbenzene (P-
DVB), or silica that had been fabricated. The study of capability in trapping nonpolar matrix and monolith capillaries with varied
lengths revealed that a silica monolith gave the best result for nitrosamine determination. With an online coupling between
superheated water extraction (SWE) and silica monolith capillary connected to a 5% phenyl-methylpolysiloxane column, factors
affecting the extraction and determination, namely, sensitivity with and without the monolith, reusability, injection−injection
repeatability, capillary−capillary precision, and chromatographic separation, were investigated. This confirmed the feasibility of
the method. The optimal length of silica monolith capillary was 30 mm, offering reuse more than 20 times. Separation and
quantification of selected volatile nitrosamines were carried out using gas chromatography (GC) coupled with either a flame
ionization detector (FID) or mass spectrometer (MS). The overall extraction and determination method determined by GC−
MS allowed for a recovery of 75−88% with a <5% relative standard deviation (RSD) and detection limit of 2−5 ng of injected
nitrosamine.

KEYWORDS: frankfurter sausage, monolith, nitrosamine, silica monolith, superheated water extraction

■ INTRODUCTION

In chemical analysis, the sample preparation is an important
process to cleanup and preconcentrate an analyte to improve
efficiency of the method and instrument. Food is one of several
samples that frequently require tedious preparation for
determination because of its complicated matrix. In many
food products from livestock, fat is the main matrix that needs
elimination prior to analysis. Several standard extraction
methods involving fat removal are liquid−liquid extraction
(LLE), distillation, and solid-phase extraction (SPE).1−4

Although SPE has been widely used for extraction and
preconcentration of analytes from food samples, a few
drawbacks of conventional SPE limit the requirement that an
extraction method should be as fast and cheap as possible.5 As a
general rule, solid-phase material should be well-packed before
extraction and the method must be optimized. Single use of a
SPE column before disposal also leads to high waste volume
and cost. Moreover, many extraction steps are required before
reaching a suitable concentration of extract, of which only a
small proportion is actually introduced for quantitative
determination.
The motivation of this study originated from a tedious

process in sample cleanup and preconcentration prior to the
determination of volatile nitrosamines by gas chromatography
(GC). The analysis of nitrosamine compounds in frankfurter
sausage samples extracted by superheated water extraction was
described in our previous study.6 Because matrix interference,
such as fat and pigment, typically exists in sausage samples,
elimination of these interferences was then performed by a
conventional SPE. Because of the drawbacks of conventional
SPE as well as the current trend in analytical chemistry to
miniaturize an extraction system driven by environmental

concerns, the steadily increasing costs of solvent disposal, and
limited amounts of samples, monolithic adsorbent in a capillary
or so-called “monolith capillary” was proposed as an alternative
cleanup and preconcentration method.
In chromatography, the monolith is a stationary-phase

material consisting of a single piece of solid with interconnected
skeleton and flow-through pores. Its “cauliflower-like” porous
structure provides a highly effective surface area for adsorption,
and the interconnected flow-through pores give benefits in high
column permeability.7,8 Monolithic materials are divided into
two categories: polymer based and silica based.9,10 Organic
polymer monoliths are basically synthesized by a radical
polymerization process, whereas those of silica are prepared
through a sol−gel mechanism.11−13 Numerous applications of
both types of monoliths have been focused on high-
performance liquid chromatography (HPLC)8,14,15 and capil-
lary electrochromatography,16,17 while the number of applica-
tions in GC is fairly limited.18 The use of monolithic material in
an indirect chromatographic application, for example, its
application for sample preparation to concentrate and purify
analytes from liquid matrix, or SPE has been studied.12,19 These
functions were based on physical adsorption between chemistry
of the supporting material and analyte, for which the adsorbent
should possess an extremely high surface area. The character-
istics of the sorbent are therefore a key parameter concerning
selectivity and capacity. In this study, three monolithic
materials, polystyrene−divinylbenzene, polydivinylbenzene
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and silica, were of interest as a sorbent trap to extract
nitrosamines from the liquid extract of frankfurter sausage after
SWE. Because PS−DVB and P-DVB possess high hydro-
phobicity and thermal stability, they are likely to absorb fat and
nonpolar matrix. Silica was chosen because it was successfully
used as a fat retainer20 and also provides a high thermal
stability.

■ EXPERIMENTAL SECTION
Chemicals and Sample. For polymer-based monolith capillary

synthesis, γ-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate (98.0%) obtained
from Acros (Morris Plains, NJ) and glacial acetic acid from BDH
(Poole, U.K.) were used as silanization solutions. Styrene monomer
(99.0%) was purchased from Fluka (Buchs, Switzerland), and
divinylbenzene monomer (80.0%) was from Sigma-Aldrich (Stein-
heim, Germany). Decanol (99.0%) from Acros (Morris Plains, NJ),
tetrahydrofuran (99.9%) from Fisher (Loughborough, U.K.), and
dodecanol (>99.5%) from Fluka (Buchs, Switzerland) were used as
porogenic agents. Dibenzoyl peroxide (75%) from Acros (Morris
Plains, NJ) was employed as an initiator. For silica-based monolith
capillary synthesis, polyethylene glycol [MW of 10 000 g/mol;
analytical reagent (AR) grade] was bought from Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany), while urea of analytical grade and
tetramethoxysilane (98.0%) were obtained from Merck (Darmstadt,
Germany). Both polymeric and silica-based monoliths were synthe-
sized inside a 0.32 mm inner diameter × 10 m bare fused silica
capillary tubing with polyimide coating purchased from SGE (SGE
Analytical Science, Melbourne, Victoria, Australia).
Standard nitrosamines, namely, N-nitrosodiethylamine or NDEA

(99.0%) from Fluka (Buchs, Switzerland), N-nitrosopiperidine or
NPIP (99.0%) and N-nitrosopyrrolidine or NPYR (99.0%) from
Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI), and N-nitrosomorpholine or NMOR
(5.0 mg/mL in methanol) from Supelco (Bellafonte, PA) were used in
this study. Each 1.0 mg/mL standard stock solution was prepared in
methanol. N-Nitroso-di-n-propylamine or NDPA from Supelco
(Bellafonte, PA) was used as an internal standard for quantification.
Other chemicals were of analytical grade.
Frankfurter sausages from a local supermarket in Bangkok were

chopped and homogenized. A 1.0 g sample was fortified with 100 μg of
each nitrosamine, rehomogenized, and left at room temperature for 10
min.
Monolith Capillary Preparation. Silanization of the Inner Wall

of the Capillary. The silanization method described by Coufal et al.
was used. In brief, silanization solution was prepared from 1.817 g of
glacial acetic acid mixed with 20 μL of γ-(trimethoxysilyl)propyl
methacrylate in a 5.00 mL volumetric flask and adjusted to the volume
by decanol. The solution was filled into a 0.32-mm inner diameter ×
100 cm bare fused silica capillary, where both ends of the capillary
were subsequently sealed with a septum. The sealed capillary was then
incubated in an oven at 60 °C for 20 h. After cooling to room
temperature, it was rinsed with acetone to remove the silanizing
solution, dried with a gentle flow of nitrogen gas for 1 h, and finally cut
into 10.0 cm pieces.
PS−DVB and P-DVB Monolith Capillary. A PS−DVB polymer-

ization mixture consisted of 200 μL of styrene monomer, 200 μL of
divinylbenzene, 520 μL of decanol, 80 μL of tetrahydrofuran porogen,
and 10 mg/mL dibenzoyl peroxide initiator. The formulation of the
PS−DVB polymerization solution used the method by Premstaller et
al.21,22 The P-DVB polymerization solution was a mixture of 400 μL of
divinylbenzene monomer, 520 μL of dodecanol, 80 μL of toluene, and
10 mg/mL dibenzoyl peroxide, and its formulation was from the
method by Svec and Kurganov.18 Either polymerization solution was
filled in the 10 cm silanized capillary for about 5 cm. The capillary was
sealed at both ends and kept at 70 °C for 24 and 20 h for PS−DVB
and P-DVB synthesis, respectively. To remove the porogen and
monomeric residues, the fabricated monolith in capillary was flushed
with either acetonitrile or methanol at a flow rate of 10 μL/min for 3 h
and then dried with nitrogen gas flow.

Silica Monolith Capillary. A fabrication method for silica monolith
capillary was adapted from one previously reported by Tanaka et al.9

In brief, a 0.32 mm. inner diameter × 100 cm bare fused silica capillary
was pretreated with 1 M NaOH, and both ends were tightly sealed
with a septum. The filled tubing was kept at 40 °C for 6 h, rinsed with
deionized water, and dried with nitrogen gas. The sol−gel solution for
silica monolith synthesis was a mixture of 400 μL of tetramethoxy-
silane, 0.088 g of polyethylene glycol, and 0.09 g of urea in 0.01 M
acetic acid. The solution was stirred in an ice bath for 45 min and then
filled into the pretreated capillary that was subsequently heated at 40
°C for 24 h. The temperature was then raised to 120 °C for 6 h. After
cooling, the monolith in capillary was washed with methanol and then
dried with nitrogen gas. The fabricated PS−DVB, P-DVB, and silica
monolith capillaries were cut perpendicular to the cross-section into
0.50 cm long pieces, and the specimens were subjected to scanning
electron microscopy (SEM) using a JSM-5600 SEM microscope
(JEOL, Japan) at 20 kV.

SWE. The SWE system was similar to the one described
previously.6,23 In brief, degassed double-deionized water was delivered
by a ConstraMetric 3200 HPLC pump (LDC Analytical, Riviera
Beach, FL) passing through a 1 m × 0.51 mm inner diameter stainless-
steel preheating coil (Alltech Chromatography, Columbia, MD) to a
15 cm × 4.6 mm inner diameter stainless-steel extraction cell
containing 1.0 g of fortified frankfurter sausage sample. Glass wool was
put at both ends of the cell, where 2 μm stainless-steel frits and screw
caps were subsequently mounted. Both the preheating coil and
extraction cell were heated in an oven at 140 °C for 5 min of static
time. The end of the outlet tubing was crimped to control pressure to
more than 300 psi. After that, the water was reflowed and the aqueous
extract was cooled using a stainless-steel cooling coil wrapped with
aluminum fins. The aqueous extract was collected for 10 mL in a vial
containing 2 g of NaCl and 2 mL of dichloromethane (DCM). The
cloudy mixture in the vial was transferred to centrifuge at 1100 rpm for
7 min, and the DCM layer was filtered and dried with anhydrous
Na2SO4. To preconcentrate, the organic phase was purged with
nitrogen gas and then adjusted to 100 μL with the solvent.

Monolith Capillary GC Setup. A 1 μL sample of the organic
extract was subjected to extraction, separation, and quantification by
coupling a fabricated monolith sorbent with GC. To set up the
connection, a 0.32 mm inner diameter × 5.0 cm bare fused silica
tubing was connected with an injection port of a HP5890 series II gas
chromatograph (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA) at one end and the
other end was connected with a fabricated monolith capillary, where a
glass connector led to a 0.32 mm inner diameter × 0.52 μm film
thickness × 25 m HP-5 column (Hewlett-Packard, Polo Alto, CA).
The temperature program was started by ramping from 40 to 80 °C at
7 °C/min, held for 8 min, then increased to 200 °C at 15 °C/min, and
maintained for 5 min. Either a flame ionization detector (FID) or HP
5989B mass spectrometer (MS, Hewlett-Packard, Polo Alto, CA) in an
electron impact mode was employed as a detector. The injector and
FID temperatures were maintained at 250 and 280 °C, respectively.
The temperatures of the ion source and quadrupole mass analyzer
were 200 and 100 °C, respectively. During optimization of the
monolith sorbent capillary, the FID was operated with nitrogen carrier
gas and the split ratio at the injection port was 1:15. For quantification
by using GC−MS, the operation was in splitless mode and nitrogen
was replaced with helium carrier gas.

■ RESULTS AND DISCUSSION

Optimization of Monolith. The types of primarily studied
monolith for fat adsorbent were chosen from two individual
properties, namely, polarity and thermal stability. The monolith
should be adequately nonpolar to retain fat while releasing the
polar analytes. It must also have sufficiently high thermal
stability to tolerate heat in the oven during the desorption step.
When the monolith capillary was connected to the analytical
column, the column head pressure increased, particularly for
the polymeric monolith. The pressure was measured from the
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column head pressure gauge in the front panel of the GC
instrument. The maximum scale of the gauge corresponded to
40 psi. Although a high surface area was obtained with a long
monolith capillary, the longer the monolith, the higher the
column head pressure, and the gas flow stopped at the
maximum allowed length for different types of monoliths. At
high carrier gas flow through the column, increased resistance
occurred, and as a consequence, a higher pressure was needed
to drive gas through both the monolith capillary and analytical
column to obtain the required column flow rate. The maximum
pressure was restricted to 40 psi because of a limitation of the
GC instrument. Figure 1 shows the average column head

pressure when connected with each type of monolith with the
flow of 1.4 mL/min. No flow occurred for PS−DVB and P-
DVB monoliths of more than 6 and 20 mm, respectively.
With the coupling of the PS−DVB monolith to the analytical

column, nitrosamines did not separate well. For the 5−6 mm
long monoliths, baseline drift occurred and all compounds gave
broad and tailing peaks, presumably as a result of their strong
interaction with the polymeric phase. Besides, NDPA and
NPYR peaks were completely overlapped. For 4.0 and 3.0 mm
monoliths, a better peak shape was obtained but NDPA and
NPYR peaks remained completely overlapped (Figure 2).
Because of thermal stability and hydrophobic properties similar
to those of PS−DVB, P-DVB was investigated as a nonpolar
monolith sorbent trap. After varying the length of polymer
monolith from 5 to 20 mm, the best separation in this
experiment occurred using a 5 mm P-DVB monolith. Despite
the higher column permeability and effective surface area than
those of PS−DVB, an improved peak shape was obtained but
the separation of NPYR and NDPA was still not possible. It was
then concluded that both polymer monoliths gave rather poor
performance in retaining fat. According to our previous study6

in which silica sorbent was primarily used as a lipid retainer, a
silica monolith was then synthesized and studied, despite the
fact that it has rather high polarity. A scanning electron
micrograph of the silica monolith in the capillary showed a
skeleton with large through pores, and the microglobule
diameter was on average 1 μm. The specific surface area was
32−43 m2/g determined by inverse size-exclusion chromatog-
raphy.24 Because of large macropores, silica monoliths provide
several times higher column permeability than the two polymer
monoliths and permeability of silica monolith was not affected
by the capillary length. The flow was almost constant when

increasing the capillary length. This led to the feasibility of
using a very long silica capillary. Better separation of
nitrosamines was obtained with a short silica monolith, owing
to the lower interaction of nitrosamines with silica sorbent.
Separation of all nitrosamines was achieved for the silica
monolith, although the NPYR peak was rather broad. Gradually
reducing the monolith length from 70 to 60, 50, and 40 mm
improved both the peak shape and separation. A 30 mm long
monolith gave the most favorable separation, and the
chromatogram is shown in Figure 2. Further reducing sorbent
capillary length likely caused poor nonpolar matrix trapping,
thus affecting the separation efficiency of nitrosamines.
Capability and reusability of a silica monolith capillary as a

nonpolar sorbent trap was studied to investigate the feasibility
of multiple use before disposal. Figure 3 shows the chromato-

gram of the nonpolar matrix of frankfurter sausage. The extract
was repeatedly injected onto the monolith coupled with the
HP-5 column, the peak area of the nonpolar matrix was
observed after 27 injections for a 30 mm long silica monolith
(Figure 3). The number of repeated injections was also
dependent upon the amount of contaminating fat, and for our
sample, the fat content from the frankfurter sausage package

Figure 1. Average column head pressure for the GC column
connected with different types of synthesized monolith capillary.

Figure 2. Separation of nitrosamines on a HP-5 column coupled with
online sorbent of 5 mm P-DVB and 3 mm PS−DVB and 30 mm silica
monolith sorbent. Temperature program: 60−100 °C at 7 °C/min,
maintained for 8 min, then raised to 120 °C at 7 °C/min, and
maintained for 5 min.

Figure 3. GC chromatograms obtained from different numbers of
repeated injections of unfortified frankfurter extract on 30 mm silica
monolith connected with a HP-5 column.
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label was 30% by weight. The sample of absorbed fat on the
monolith after 30 injections was also subjected to SEM (Figure
4), confirming that the deposit of fat and other nonpolar matrix
covered the monolithic skeleton. The deposition might occur
from both condensation and adsorption of the volatile fat and
other nonpolar components onto the silica surface, because the
operating temperature was lower than the smoke point of lard
(188 °C). It was then concluded that the reusability of a 30 mm
fabricated silica monolith capillary as a sorbent trap for a fat
matrix was up to 27 times. In practice, for prevention of fat
leachate reaching an analytical column, the number of reuses
should be reduced by a quarter or to about 20.
Application to Real Samples. When the silica monolith

trap was connected to the HP-5 analytical column, the elution
order of NPYR and NPDA was obviously swapped, in
comparison to the one without the silica monolith. NPYR
changed the retention with the silica trap, and its peak shape
was quite broad. The phenomenon possibly occurred from an
increased dipole−(induced) dipole interaction of NPYR to the
silica surface, because NPYR is more polar than the other
chosen nitrosamines. However, the interaction that caused the
broad peak was traded off by better separation between the
NPYR and NDPA peaks, giving benefits to the overall
nitrosamine separation.
A two-tailed t-test also revealed no significant difference in

the average peak area of each nitrosamine obtained from its
separation on the analytical column with and without the silica
monolith trap. The |t| values of NDEA, NPYR, NPIP, and
NDPA were 0.1532, 0.5815, 0.6317, and 0.2820, respectively,
lower than the t-critical value of 4.30 at the 95% confidence
limit. A 20 μg/g fortified sausage extract was repeatedly injected
onto the same capillary and different capillaries to show the
reliability of the method for each nitrosamine. The percent
relative standard deviations (%RSDs) of an average area ratio of
each analyte to the internal standard showed very good
precision for injection−injection (0.79−1.46%) and reasonably
good precision for capillary−capillary (2.4−6.0%) experiments,
and %RSDs of average retention time of both comparison tests
were very good (0.09−0.22%). Such results confirm that fat
adsorption on the silica monolith did not significantly affect
either the quantification or retention of nitrosamines.
Efficiency of the extraction and determination method was

assessed by an investigation of detection limits and percent
recovery of all analytes. The detection limits of nitrosamine
were found to lie in a range of 2.1−5.4 ng injected for all
components. The detection limits of all analytes obtained was

not as low as expected, probably because of the small amount of
sausage packed in the extraction cell and an insufficiently high
sensitivity of the HP 5989B mass spectrometric detector used
in the work. It was then postulated that the detection limits
could be reduced using more sensitive and selective detectors,
such as a tandem mass spectrometric detector (tandem MS)
and thermal energy analyzer (TEA).
The recoveries of nitrosamine extraction from frankfurter

sausage using SWE coupled with monolith sorbent capillary
were compared to SWE−conventional SPE in our previous
study6 and determined by GC−MS analysis. The recovery of
nitrosamines was in a range of 74.7−88.4%, which lies within
the acceptable range, and precision of the coupling method was
satisfactory, varying between 2.09 and 3.85%. Although the
results showed the same trend for both methods, the recovery
obtained from SWE−conventional SPE was slightly higher than
those from SWE−silica monolith: about 7% for NPYR, 10% for
NDEA, and 18% for NPIP. Silica monolith has obviously
proven to be the most optimal monolith absorbent for our
purpose. No additional ions of significant relative abundance
were detected in those spectra measured with the silica
monolith capillary coupled to the HP-5, indicating that the
method was very clean with no interference with similar
retention and fragmented mass.
The coupling method of SWE with a silica monolith capillary

for nitrosamine determination from frankfurter sausage in our
present work was compared to other extraction methods and
our previous work for several meat products, as shown in Table
1. Although the extraction efficiency, represented by percent
recovery, of the proposed method was close to those of other
methods,2,25,26 this method gave more advantages by reducing
solvent consumption, amount of sample, and analysis time. For
example, in the method by Byun et al.,3 up to 600 mL of DCM
was consumed per sample for additional extraction after
distillation. The necessary organic solvent volume for the
methods by Yurchenko et al.25,26 and our previous classical
SPE6 were 52, 72, and 30 mL, respectively. The total volume of
extracting organic solvent used in this work was significantly
reduced at less than 3 mL, related to a fast preconcentration
step, compared to those methods. The required amount of
sample was also significantly reduced in this work. Only 1 g of
food sample was subjected to the overall preconcentration and
cleanup process, while the amount was 2−200-fold larger for
the other techniques.2,27−35

Some reference methods require several steps of sample
preparation and are therefore time-consuming. For example,

Figure 4. Scanning electron micrograph of silica monolith (a) before and (b) after use as a sorbent trap for frankfurter extract.

Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

dx.doi.org/10.1021/jf4036645 | J. Agric. Food Chem. 2014, 62, 1240−12461243



T
ab
le

1.
M
et
ho

d
C
om

pa
ri
so
n
fo
r
D
et
er
m
in
at
io
n
of

N
it
ro
sa
m
in
e
fr
om

D
iff
er
en
t
M
ea
t
M
at
ri
ce
s
(A

da
pt
ed

fr
om

R
ef

6)

sa
m
pl
e
m
at
rix

pr
ep
ar
at
io
n
m
et
ho
d

an
al
yt
ic
al
m
et
ho
d

sa
m
pl
e

m
as
s
(g
)

pe
rc
en
t
re
co
ve
ry

(%
)

de
te
ct
io
n
lim

it
re
fe
re
nc
e

po
rk

lu
nc
he
on

m
ea
t,

pi
g
liv
er

st
ea
m

di
st
ill
at
io
n
(a
lk
al
i
an
d
ac
id
),
el
ec
tr
oc
he
m
ic
al
re
du
ct
io
n,

an
d
am

in
e
de
riv
at
iv
e

m
et
ho
d

H
PL

C
20
0

42
−
77

yi
el
d
of

de
riv
at
iv
e

1−
10

μg
/k
g

27

fr
an
kf
ur
te
r
sa
us
ag
e

su
pe
rc
rit
ic
al
C
O

2
co
up
le
d
w
ith

SP
E
(F
lo
ris
il)

G
C
−
T
EA

2.
5

84
.3
−
10
4.
8

30
sa
us
ag
es

tw
o-
st
ep

SP
E
w
ith

Ex
tr
el
ut

an
d
Fl
or
is
il

G
C
−
T
EA

6.
0

40
−
10
0

0.
3
pp
b

31
fr
es
h
an
d
pr
es
er
ve
d

fo
od

liq
ui
d−

liq
ui
d
ex
tr
ac
tio

n
w
ith

D
C
M

an
d
SP

E
w
ith

ba
si
c
al
um

in
a

G
C
−
T
EA

10
.0

60
−
90

0.
1−

0.
5
μg
/k
g

32

cu
re
d
ha
m
,b

ac
on
,a
nd

sa
us
ag
e

fl
ow

-in
je
ct
io
n
m
et
ho
d
(o
n
th
e
ba
si
s
of

ph
ot
oc
he
m
ic
al
cl
ea
va
ge

of
th
e
N
−
N
O

bo
nd
)

an
d
th
en

ni
tr
ite

w
as

de
te
ct
ed

D
A
D

2.
0

91
.6
−
10
5.
8

6.
0
ng
/m

L
28

m
ea
t
pr
od
uc
ts

st
ea
m

di
st
ill
at
io
n,

ex
tr
ac
tio

n
w
ith

D
C
M
,a
nd

de
ni
tr
os
at
io
n

H
PL

C
w
ith

fl
uo
re
sc
en
ce

80
−
10
0

72
−
76

0.
7−

2.
2
ng

2

ca
nn
ed

sa
us
ag
e

st
ea
m

di
st
ill
at
io
n
(r
ot
ar
y
va
cu
um

ev
ap
or
at
or
)
an
d
SP

E
w
ith

ac
tiv
e
ca
rb
on

M
EK

C
15
0

38
.2
−
55
.0

29
dr
ie
d
se
af
oo
d

st
ea
m

di
st
ill
at
io
n
an
d
ex
tr
ac
tio

n
w
ith

D
C
M

G
C
−
T
EA

25
83
.2
−
10
2.
2

0.
1
μg
/k
g

38
fe
rm

en
te
d
sa
us
ag
e

st
ea
m

di
st
ill
at
io
n
on

a
st
ea
m

ge
ne
ra
to
r
an
d
ex
tr
ac
tio

n
w
ith

D
C
M

G
C
−
T
EA

20
87
−
93

0.
1
μg
/k
g

3
sa
us
ag
e

he
ad
sp
ac
e
so
lid
-p
ha
se

m
ic
ro
ex
tr
ac
tio

n
G
C
−
T
EA

2.
5

10
5−

11
0

3
μg
/k
g

33
fi
sh

sa
m
pl
e

tw
o-
st
ep

SP
E
w
ith

Ex
tr
el
ut

an
d
Fl
or
is
il

G
C
−
M
S

6.
0

79
−
88

0.
10

μg
/k
g

25
sa
us
ag
e

su
pe
rc
rit
ic
al
fl
ui
d
C
O

2
co
up
le
d
w
ith

SP
E
(F
lo
ris
il)

M
EK

C
0.
2

21
−
82

39
m
ea
ts

tw
o-
st
ep

SP
E
w
ith

Ex
tr
el
ut

an
d
Fl
or
is
il

G
C
−
M
S

6.
0

79
−
88

0.
09

μg
/g

26
m
ea
t
pr
od
uc
ts

tw
o-
st
ep

SP
E
w
ith

Ex
tr
el
ut

an
d
Fl
or
is
il

G
C

×
G
C
−
N
C
D

6.
0

1.
66
−
3.
86

μg
/g

34
m
ea
t
sa
m
pl
e

tw
o-
st
ep

SP
E
w
ith

Ex
tr
el
ut

an
d
Fl
or
is
il

G
C

×
G
C
−
N
C
D

6.
0

83
.1
−
89
.8

1.
54
−
1.
86

pg
35

m
ea
t
pr
od
uc
ts

m
ic
ro
w
av
e-
as
si
st
ed

ex
tr
ac
tio

n
(M

A
E)

an
d
di
sp
er
si
ve

liq
ui
d−

liq
ui
d
m
ic
ro
ex
tr
ac
tio

n
(D

LL
M
E)

G
C
−
M
S

0.
25

36
−
74

0.
00
3−

0.
01
4
ng
/m

L
fo
r
N
PI
P

an
d
N
M
E
A

40

fr
an
kf
ur
te
r

SW
E
an
d
LL

E
co
up
le
w
ith

SP
E
(F
lo
ris
il)

G
C
−
M
S

1.
0

81
−
10
6

0.
47
−
1.
48

ng
6

fr
an
kf
ur
te
r

SW
E
an
d
LL

E
co
up
le
w
ith

si
lic
a
m
on
ol
ith

ca
pi
lla
ry

G
C
−
M
S

1.
0

74
.7
−
88
.4

2.
10
−
5.
40

ng
in
je
ct
ed
/g

pr
op
os
ed

m
et
ho
d

Journal of Agricultural and Food Chemistry Article

dx.doi.org/10.1021/jf4036645 | J. Agric. Food Chem. 2014, 62, 1240−12461244



the AOAC reference method using vacuum distillation takes
about 75 min per sample followed by a second step of DCM
extraction of the distillate.36 The total sample preparation time
is approximately 2 h. A cleaning and preconcentration process
using a conventional SPE took about 1 h in the work by
Yurchenko et al.,26 but it was reduced to less than 10 min for
separation of those components using a coupling technique of
monolith capillary with GC after 20 min of extraction with
superheated water. In addition, one monolith capillary could be
reused with the liquid extract more than 20 times
(corresponding to 20 samples).
Many significant benefits were obtained for the determi-

nation of nitrosamines in sausage by coupling of SWE with a
silica monolith capillary and GC. The detection limits results
were, however, not as low as expected. To improve the
sensitivity, additional steps, such as denitrosation,37 could be
introduced prior to detection. Specific detectors, namely, a TEA
or highly sensitive tandem MS, can enhance the detection
efficiency. Furthermore, the monolith capillary can also be
adapted to couple with other methods of extraction for further
preconcentration and purification of a wide range of analytes
prior to chromatographic analysis. This method investigated
here has also been proven to be a green technique with
environmental advantages, because it greatly reduced solvent
consumption and minimized analysis time and costs associated
with obtaining reproducible results.
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An efficient, rapid, and inexpensive method for extraction
and clean-up of some selected volatile nitrosamines from frank-
furter sausages was developed by using superheated water cou-
pled with solid-phase extraction. Because a coextraction of lipid
caused a serious problem during the extraction, a subsequent
clean-up step using fat-selective Florisil adsorbent with 60%
diethyl ether-dichloromethane was then necessary. Various factors
affecting superheated water extraction, such as flow rate, extrac-
tion temperature, dynamic time, and static time were optimized
by using a full factorial design with three replicates. The opti-
mal extraction temperature was 140◦C with dynamic and static
time of 10 and 5 min, respectively, and a flow rate of 1.0 mL/min.
Separation and quantification of nitrosamines were carried out
using GC-FID and GC-MS in selected ion monitoring mode. Direct
application of this method to frankfurter samples allowed over-
all recoveries of N-nitrosamines in the range of 81-106% with <
10% RSD, and the detection limit of the coupling method ranged
between 0.47-1.48 ng nitrosamines injected.

Keywords factorial design; frankfurter sausage; nitrosamine; silica
monolith; subcritical water extraction; superheated water
extraction

INTRODUCTION
Nitrosamine is a class of carcinogenic compounds that

contaminates several foods and food products even at low
concentrations. When oxidized nitrosamines generate carbo-
nium ion intermediates that promote alkylation of DNA (1).
Nitrosamines induce tumors in many organs, such as liver, kid-
ney, lung, and pancreas, depending on the size and frequency
of dose and the administration route (2–6). The compounds
are formed by a reaction of amines and nitrosating agents,
nitrite, nitrate, nitrogen oxide, or nitrous acid (4,7-8). Nitrite
and nitrate are additives of meat for preventing outgrowth
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and toxin formation. In immersion cured meat and poultry
products the permission levels required by the US Food Safety
and Inspection Service are 200 ppm for potassium nitrate and
700 ppm for potassium nitrite (9). The amines are natural break-
down species of amino acids present in food, water, cosmetics
and many other products. Nitrosamines are generally stable and
are only slowly decomposed by light or acid, while several fac-
tors inducing their formation are pH, environment, alkalinity
of amine, and temperature (4,10-11). They can also be formed
endogenously in the human stomach or small intestine by an
interaction of nitrosating agents and ingested amines (4).

For analytical purpose nitrosamines are divided into two
groups, namely non-volatile and volatile compounds. The
non-volatiles have received less attention, as they appeared
to be non-carcinogenic (12). Volatile nitrosamines are rel-
atively nonpolar, low-molecular weight compounds that
are mostly carcinogenic, for example, nitrosodimethylamine,
nitrosodiethylamine, and nitrosopyrrolidine. Despite the low
concentration of volatile N-nitrosamines in food and, as a con-
sequence, their little exposure to humans, two unavoidable
reasons to take the issue seriously are that their carcinogenic
potency in experimental animals is highly significant, and
secondly, humans may be more sensitive than experimental
animals to nitrosamines (13). The permitted level of volatile
nitrosamines in food has been regulated in several countries
(14-16), and the World Health Organization restricted the per-
mitted level of N-nitrosamines in fresh and smoked foodstuffs
at 0.002 and 0.004 mg/kg, respectively.

Great concerns regarding these compounds challenge
researchers to develop satisfactory methods for extraction
and determination of nitrosamines in foods. Extraction of
nitrosamines from foods has several difficulties, for example,
they present at very low levels and in a large variety of foods
with different compositional characteristics (8,17-19). Isolation
and detection of nitrosamines are problematic because of possi-
ble interferences of which structure similar to the analytes (20-
22). Analytical methods for nitrosamine determination in food
involve many preliminary steps, such as sampling, extraction,
clean-up, and preconcentration. The extraction and clean-up
have been achieved by solvent extraction on a dry celite column
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(23), supercritical CO2 extraction (24-25), steam distillation
(26-28), and vacuum distillation in a mixture of mineral oil and
base (11,29). Many extraction methods require large amounts
of greenhouse-toxic solvents, such as dichloromethane (27,30-
31). More advanced extractions involved using supercritical
CO2 as the extractant (24-25), but lipid co-extraction with the
analytes occurred. Hitherto the most effective method may be
classical distillation, but it has several drawbacks, such as being
time-consuming, requiring high energy, and sample throughput;
the method therefore does not support routine analysis. The
standard method of determination of volatile N-nitrosamines
has been typically carried out by gas chromatography-thermal
energy analyzer (GC-TEA) (27,30-32). Although the detector
is sensitive and specific for N-nitroso compounds, it is expen-
sive, not easily operated, and in particular not usually available
in most laboratories, unlike some other detectors, namely flame
ionisation detector and mass spectrometer.

To support the US Environmental Protection Agency reg-
ulations, reduce the usage of halogen solvents that are poten-
tially harmful to our environment and reduce costs of solvent
disposal, subcritical water extraction or superheated water
extraction (SWE) was developed for the determination of
nitrosamines. SWE is a sample preparation and extraction tech-
nique that combines elevated temperature and pressure with
liquid solvents to achieve fast and efficient extraction of the ana-
lytes from the solid matrix. Increasing temperature reduces the
surface tension and viscosity of water, thereby increasing the
solvent’s ability to wet the matrix and solubilise the target ana-
lytes (33). Temperature also assists in breaking down analyte–
matrix interactions. For applications involving highly adsorp-
tive matrices, high pressure enhances extraction efficiency by
forcing the solvent into the matrix pores. SWE has been demon-
strated for the extraction of organic analytes from food (34-35),
plant (35-37), and environmental matrices (38-39).

In this work, SWE was utilized as a sample preparative
method for nitrosamine determination in frankfurter sausages.
Superheated water was employed to replace conventional
organic solvents for the extraction, followed by solid-phase
extraction as an efficient tool supporting the cleaning-up step.
Optimization of SWE was clearly demonstrated by using a
full factorial design. Determination of nitrosamines in the
samples was achieved by gas chromatography-mass spectro-
metric detection (GC-MS), and the efficiency of extraction was
compared with conventional methods.

EXPERIMENTAL
Reagents and Chemicals

Standard nitrosamines, namely N-nitrosodiethylamine
or NDEA (99.0%) from Fluka (Buchs, Switzerland), N-
nitrosopiperidine or NPIP (99.0%) from Sigma (Steinheim,
Germany), N-nitrosopyrrolidine or NPYR (99.0%) from
Aldrich (Milwaukee, WI, USA), and N-nitrosomorpholine or
NMOR (5.0 mg/mL in methanol) from Supelco (Bellafonte,

PA, USA) were used in this study. Each 1.0 mg/mL standard
stock solution was prepared in methanol. N-nitroso-di-n-
propylamine, or NDPA from Supelco (Bellafonte, PA, USA)
was used as an internal standard.

For solid-phase extraction, Florisil with a particle size of
60-100 mesh or 149-250 µm and a surface area of 289 m2/g
was obtained from Sigma (Steinheim, Germany). Silica gel
60 with a particle size of 230-400 mesh or 0.040-0.063 mm
was purchased from Merck. Other solvents and reagents were
analytical grade. Double-deionized water with a resistance of
18 M� used throughout these studies was produced by using
Elga Maxima HPLC double deionized water apparatus (Elga,
Bucks, England).

Preparation of Frankfurter Samples
Refrigerated frankfurter sausages were purchased from a

local supermarket in Bangkok, Thailand. After being left at
room temperature for 1 h, the sample was chopped into small
pieces, and homogenized by hand mixing. A 1.0 g sample
was fortified with 100 µg each of nitrosamine stock solu-
tion, re-homogenized, and left for solvent evaporation at room
temperature for 10 min.

Superheated Water Extraction
Double-deionized water contained in a glass reservoir was

sonicated for 1 h to remove oxygen by using a Transsonic
T460/H ultrasonic bath (Elma, Germany). The superheated
water extraction system was similar to one described previously
(39). The water was delivered by a ConstraMetric 3200 HPLC
pump (LDC analytical, USA) through a Rheodyne 7010 valve
(Rheodyne, CA, USA) at 1.0 mL/min, passing through a 1-
m x 1.59-mm o.d. x 0.51-mm i.d. stainless steel preheating
coil (Alltech Chromatography, USA) to a 15-cm x 4.6-mm i.d.
stainless steel extraction cell that contained 1.0 g fortified sam-
ple. Glass wool was put at both ends of the cell where 2-µm
stainless steel frits and screw caps were subsequently mounted.
Both preheating coil and extraction cell were placed in an oven
(F11, Perkin Elmer, USA) and maintained at 120◦C for a static
period of 5 min. After that the water was re-flowed, and the
aqueous extract passing out of the sample cell was cooled down
by a cooling system consisting of a stainless steel cooling coil
wrapped with aluminum fins to avoid loss of volatiles. The end
of the outlet tubing was crimped to control pressure of the sys-
tem, thus maintaining the extractant in the liquid state. The
pressure of the system indicated by the HPLC pump was >

300 psi. The total aqueous extract was collected for 10 mL
in a vial containing 2 g NaCl for salting out and 2 mL of
dichloromethane or ethyl acetate for trapping the extracted ana-
lytes. The organic layer was collected and subjected to solid
phase extraction (SPE).

A full factorial model was designed by using a Minitab soft-
ware version 14 with three replicates to study the effects of
temperature, static time and flow rate factors on % recovery.
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The volume of the aqueous extract was kept constant at 10 mL,
and each extract was further cleaned up by SPE under optimal
conditions.

Solid-Phase Extraction
The SPE was carried out using a 4.6-g Florisil column

that was preconditioned by 5 mL dichloromethane. After load-
ing the organic extract, the column was eluted by 15 mL of
60% diethyl ether/dichloromethane. The eluent was dried with
anh. Na2SO4, filtered through a 0.45-µm Nylon 6,6 mem-
brane, and evaporated to < 1.0 mL under nitrogen gas. The
clear filtrate was then added with 100 µL of 1000 ppm
NDPA internal standard and the volume was adjusted to
1.00 mL with dichloromethane. 1 µL of the solution was
subjected to either GC-FID or GC-MS. All data points were
obtained by an average of the peak area ratios of triplicate
extractions.

Gas Chromatographic Analysis
Quantitative analysis was performed using a HP5890 Series

II gas chromatograph (Hewlett Packard, Palo Alto CA, USA)
equipped with a 0.32-mm. i.d. x 0.52-µm film thickness x 25-
m 5% phenyl - 95% dimethylpolysiloxane capillary column
(HP-5, Hewlett Packard, USA). Both the injector and the flame
ionization detector were kept constant at 220◦C. A 1 µL sample
was injected using a split injection (1:15) with nitrogen carrier
gas. The oven temperature program was started at 40◦C, ramped
from 40◦C to 80◦C at 7◦C/min and kept for 8 min, then raised to
200◦C at 15◦C/min and held for 5 min. N-nitrosodipropylamine
(NDPA) was used as an internal standard for quantification.

Extracted nitrosamines were determined by using a
HP5890 gas chromatograph (Hewlett Packard, Polo Alto, CA,
USA) coupled with a HP5989B mass spectrometer (Hewlett
Packard, Polo Alto, CA, USA) in an electron impact mode.
The separation was performed on the same column and oven
temperature program as those for the GC-FID analysis, except
that an operation was in a splitless mode and helium was
used as a carrier gas. To confirm NDEA, NPYR, NPIP, and
NMOR present in frankfurter, a selected ion monitoring (SIM)
technique was operated.

RESULTS AND DISCUSSIONS
SWE Optimization

As nitrosamines were to be extracted by using the
superheated water extraction system, several parameters affect-
ing an extraction yield of analytes must be optimized. Minitab
software was a useful tool for optimization by preparing a set
of experiments to study an interrelationship of those param-
eters. To design experiments by using the Minitab program,
the factors affecting the SWE, namely extraction temperature,
static extraction time, and flow rate, and their levels were con-
sidered. For a simultaneous extraction to keep all nitrosamine

analytes as liquid in the superheated water phase the extrac-
tion temperature range must be below the boiling point of the
lowest volatile analyte. NDEA has a boiling point of 177◦C,
which is the lowest among the selected nitrosamines, so the
highest extraction temperature was chosen as 170◦C. Because
of our instrument limitation, the lowest oven temperature that
gave enough thermal stability was 120◦C, which was therefore
designated as the lowest extraction temperature of this model.
The extraction temperature was varied at three levels of 120,
140, and 170◦C. The static time in this work was defined as
the period in which the temperature was held before restart-
ing the flow. The static time was carried out at three levels of
1, 5, and 10 min, since during a longer period of 15 min at
170◦C, lipid and pigment were highly co-eluted and plugged
the SPE sorbent column. For most SWE applications, an effec-
tive flow rate for the dynamic extraction is usually in a range
of 0.5–2.0 mL/min; in our study it was then carried out at
two discreet levels, 0.5 and 1.0 mL/min. A higher flow rate
than 1.0 mL/min caused excessively high pressure and conse-
quently system leakage, and was therefore not practical. Three
replicates were run in order to estimate a standard error of each
experiment. The highest recovery for all extracted components
and for all experiments was achieved not exceeding 100%.
Maximum recoveries for NDEA (96.54%), NPIP (98.65%),
and NPYR (85.53%) were obtained at the extraction temper-
ature of 140◦C for 5 min with 1.0 mL/min, and reasonably
good repeatability was shown by the range of %RSD for all
experiments between 2.6-5.2%.

Fig. 1 shows the contour plot of % recovery of nitrosamines
by SWE versus flow rate, static time, and temperature. Three
factors affected the removal of each nitrosamine at different
levels, for example NDEA extraction was affected by tem-
perature more than static time and more than flow rate, as
shown by the distorted contour lines of NDEA. The flow rate
affected the removal of NPIP more than NPYR. It was obvi-
ous that the flow rate of 1.0 mL/min was more suitable than
0.5 mL/min when considering % extraction efficiency and
range of extraction time; for example, at more than 90% extrac-
tion efficiency of NDEA the flow of 1.0 mL/min provided
a wider range of extraction temperature and static time than
that of 0.5 mL/min. Too low a flow rate caused accumulated
heat in the extract and, as a consequence, coevaporation of
the analytes with the organic trapping solvent occurred, and
the yields of the analytes were therefore decreased. Another
important reason for the decreased recovery was that the very
low flow rate eluted not only the nitrosamine analytes but also
the fat and other additives, which later contaminated the aque-
ous extract. With the flow rate of 1.0 mL/min the fat was
removed less than using the lower flow rate, since the water
solubility of nitrosamines is higher than that of fat. Besides,
fat retarded the analyte elution of the solid phase column and
trace of fat peak in the GC column also hindered the ana-
lyte peak. The optimal flow rate for NPIP and NPYR was
1.0 mL/min at the extraction temperature of 140◦C and the
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NITROSAMINES EXTRACTION FROM FRANKFURTER SAUSAGES 841

FIG. 1. Contour plot of recovery of NDEA, NPIP, and NPYR versus extraction temperature, static time and flow rates of 0.5 mL/min (dash line) and 1.0 mL/min
(solid line).
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TABLE 1
Main effects and their interaction effects to the recovery of

nitrosamine. Symbols: +++ highly significant, ++
significant, + low significant, and - insignificant

Compounds ∗

Source NDEA NPIP NPYR

Main effect
Temperature +++ +++ +++
Static time ++ + ++
Flow rate + ++ +

Two-way interaction
Temperature∗Static time ++ ++ ++
Temperature∗Flow rate + + −
Static time∗Flow rate − − +

Three-way interaction
Temperature∗Static time∗Flow rate + + −

static time of 5 min. The extraction efficiency of NPYR did
not depend much on flow rate, particularly for the static time
of more than 5 min, as shown by the overlapping contoured
lines. For all analytes the static time of 1 min was too fast to
allow thermal equilibration between the oven and extraction
cell and at 10 min, reduced recoveries of all components were
obtained.

From the factorial analysis of variance (ANOVA) three
main factors and their interactions affecting the recoveries of
nitrosamines are summarized in Table 1. Temperature was the
most influential parameter in the removal of all nitrosamines
and flow rate seems to dominate the recovery of NPIP more than
NDEA and NPYR, while static time played an opposite role.
A combination of temperature and static time also contributed
to high recoveries of all compounds. However, the recover-
ies of all analytes did not change much when the three-way
interaction was taken into account.

Cleaning Up
After the SWE the analytes in the aqueous extract were

collected by an organic liquid, and then the organic layer
was subjected to SPE. Two kinds of organic solvents, namely
dichloromethane and ethyl acetate, were chosen for the organic
trapping liquid according to their immiscibility with water
and similar polarity to the analytes. From our investigation, at
120◦C extraction temperature, dichloromethane is more effi-
cient than ethyl acetate, because it removed a higher yield
of nitrosamines (75-82%) from the aqueous extract than ethyl
acetate (58-69%), and because dichloromethane is heavier than
water, the aqueous upper layer prevented dichloromethane

and analytes coevaporation. A single extraction with 2-mL
dichloromethane was enough to collect most analytes from
the aqueous phase. The second extraction with 2 mL of the
solvent collected only 0-2% analytes compared to the first
extraction, and double extraction using 1 mL dichloromethane
each gave a similar result to a single step using 2 mL of the
solvent.

After the dichloromethane extraction of frankfurter
sausages, the lipid matrix remained in the extract. Solid
phase extraction was then employed to trap the non-polar
component, releasing the analytes for chromatographic
determination. To remove fat from the food matrix normal
phase SPEs involving a polar analyte interacted with polar
adsorption media are typically used (26, 40-41). Florisil
and silica gel are polar absorbing materials of interest,
according to their polar interactions to intermediately polar
nitrosamines. SPE sorbents, namely Florisil, silica gel and
sulphuric acid-impregnated silica gel, were compared for
their effectiveness in trapping the fat matrix and releasing
the nitrosamines with the elution of different ratios of ethyl
acetate-dichloromethane.

Florisil gave the best performance in trapping fat and the pig-
ment matrix from the sample. When extracting using Florisil, a
yellow color of lipid deposit was observed on the top packed
bed and red color of frankfurter pigment was in the anh.
Na2SO4 layer. Although clean and clear organic liquid extract
was collected for Florisil and sulphuric acid impregnated silica
gel sorbent columns, the highest recovery was obtained using
Florisil. Sulphuric acid-impregnated silica gel was success-
fully used as a lipid-retainer for complicated fatty foods (42);
however, in this work no nitrosamines in the organic layer
were detected because they are not stable under strong acidic
conditions (43). When using silica gel sorbent, the lipid was
co-extracted into the collected fraction and the recovery was
consequently low. The recovery of NDEA when using silica
gel and Florisil with ethyl acetate eluting solvent was 53.50 and
58.93, respectively (n = 3). When the amount of Florisil was
reduced to 3.0 g, the lipid was co-extracted in the collected frac-
tion, but no lipid was detected when using 4.6 g of the sorbent.
The 4.6 g of Florisil was then used to retain the lipid compo-
nent, and it was conditioned with 5 mL dichloromethane before
applying the dichloromethane extract. Some organic solvents
and their mixtures were studied as an eluent for the SPE, as
shown in Fig. 2. With diethyl ether in the eluent, the recov-
ery was higher than those without it. Increasing proportion of
diethyl ether when mixed with dichloromethane, nitrosamine
compounds were more extracted, and it reached the maximum
at 60% diethyl ether-dichloromethane, giving a recovery of 81-
110%. Although diethyl ether is highly volatile, and took less
clean-up and preconcentration time for evaporation, the co-
evaporation of analytes with diethyl ether did not occur because
of the high boiling point difference between nitrosamines and

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [

K
as

et
sa

rt
 U

ni
ve

rs
ity

] 
at

 0
4:

18
 3

1 
M

ar
ch

 2
01

5 



NITROSAMINES EXTRACTION FROM FRANKFURTER SAUSAGES 843

0

20

40

60

80

100

120

A B C D E F G H I J

NDEA NPYR NPIP

Eluent type

%
 R
e
c
o
v
e
r
y

FIG. 2. Comparison of different eluting solvent systems. A: ethyl acetate, B:
1% acetic acid-ethyl acetate, C: 1% triethylamine-ethyl acetate, D: acetone-
ethyl ether(5:95), E: 30% diethyl ether-dichloromethane, F: 45% diethyl
ether-dichloromethane, G: 60% diethyl ether-dichloromethane, H: 70% diethyl
ether-dichloromethane, I: 80% diethyl ether-dichloromethane, and J: pure
diethyl ether.

the solvent. The average boiling temperature of the studied
nitrosamines was 203◦C, and that of diethyl ether was 34.6◦C.
60% Diethyl ether-dichloromethane was therefore optimized
and the volume needed to completely extract the nitrosamines
was15 mL.

Recovery of the Method
The recovery of the optimized SWE followed by the clean-

ing up for all nitrosamines ranged between 81-107% with
reasonably good precision (RSD ≤ 7.2%) as given in Table 2.
The recoveries of nitrosamines were examined from 20 µg
each nitrosamine spiked in 1.0 g of the sample under the
optimized conditions. NMOR is a volatile nitrosamine with
a structure similar to NPIP. It was then presumed that the

TABLE 2
% Recoveries and detection limits of nitrosamines obtained

from a SWE-SPE under the optimum conditions and
determined by GC-MS

Compounds % Recovery1± SD (RSD) r2

Calculated
detection
limits (ng
injected/g
of sample)

NDEA 95.05 ± 5.9 (6.2) 0.996 0.68
NPYR 81.82 ± 4.9 (6.0) 0.995 1.48
NPIP 106.93 ± 7.7 (7.2) 0.995 1.38
NMOR 87.34 ± 5.7 (6.5) 0.980 0.47

1n = 5

optimized conditions should have a similar effect to NMOR.
Calibrations in a range between 10-30 ng injected showed very
good linearity with the regression of between 0.980-0.995, and
the determined detection limits were in a range of between 0.47-
1.48 ng injected per gram of sample. The detection limits of all
analytes were not as low as expected, probably due to an insuf-
ficient sensitivity of the HP5989B mass spectrometric detector
in our work.

Comparison with Other Methods
Table 3 showed a comparison of our proposed method to

other preparation techniques. The SWE gave rather high recov-
ery of 81-106%, similar to some extraction methods, such
as steam distillation/liquid extraction of sausage (27) and
dried seafood (44), two steps of SPE for the meat sample
and supercritical CO2/SPE for frankfurter sausage (24). When
comparing among gas and liquid chromatographic determina-
tion, the amount of sample needed for analysis in this work
was much reduced, with rather low detection limit in a range of
nanogram injected. Employing thermal energy analyser (TEA),
a selective detector, coupled with GC for nitrosamine deter-
mination could decrease the detection limits more than the
mass detector; however, the later one is more versatile and
commercially available. A tandem mass spectrometric detec-
tor may therefore be an alternative for lowering the detection
limit.

CONCLUSIONS
The proposed method provides several advantages in the

following ways: first, the sample preparation steps are sim-
ple, efficient, and relatively inexpensive while using only small
amounts of organic solvents. Second, the period of time nec-
essary for both extraction and pre-concentration was not very
long, ranging from 45 min to 1 hour. Third, factorial designs
can be considered as an effective tool to study the influence
of parameters affecting SWE and they permit acquisition of
more robust results with a reduced number of experiments when
compared with the classical one-to-one parameter approach.
Fourth, the use of a mass spectrometric detector provided
identification of all analytes without using other confirmatory
techniques.
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