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บทคัดย่อ 

 
 การวิจยัคร้ังน้ีมีจุดมุ่งหมายเพื่อศึกษาศกัยภาพและขอ้จ ากดัของการใชข้องเหลวไอออนิคเป็น
สารเติมแต่งเฟสเคล่ือนท่ีเพื่อวเิคราะห์หาปริมาณ ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิโดน และ 
คลอแรมเฟนิคอลไดพ้ร้อมกนั ดว้ยเทคนิค Semi-micro HPLC จากงานวิจยัพบวา่ สามารถใช ้15/85 % 
(v/v) Acetonitrile/ 4 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท เป็นเฟสเคล่ือนท่ีใน
เทคนิค Semi-micro HPLC เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ ไนโตรฟูราโซน ฟูราโซลิโดน ไนโตรฟูราโตอิน 
และคลอแรมเฟนิคอล ไดพ้ร้อมกนั หลกัในการแยกสารคืออาศยัการแข่งขนัระหว่างอิมมิดาโซเดียม 
แคทไอออน(Imidazolium cation) และหมู่ท่ีมีขั้ว(Polar group) ของสารท่ีตอ้งการจะวิเคราะห์(Analytes) 
กบัหมู่ไซลานอล(Silanol group) บนผิวอลัคิลซิลิกา(Alkylsilica surface) ท าให้เกิดการแยกข้ึน ซ่ึงจาก
งานวจิยัพบวา่การใชส้ารละลายไอออนิกเป็นเฟสเคล่ือนท่ีนั้นให้ผลการวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งและเท่ียงตรง
ในเกณฑท่ี์เป็นท่ียอมรับได ้โดยสภาวะท่ีใชคื้อ อตัราการไหล 0.3 ml/min; ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 270 
nm; คอลมัน์ชนิด C18 ขนาด 100 mm. x 2.1 mm. โดยท่ีการวิเคราะห์ไนโตรฟูราโชน มี % recovery อยู่
ในช่วง 97.23 – 99.29% (n = 6) ส าหรับตวัอยา่งท่ีถูกเติม(spiked) ท่ี 3 ความเขม้ขน้( 1, 25 และ 50 ppm) 
มีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบสามารถตรวจได ้(Limit of detection ; LOD) เท่ากบั 0.51 ppm และมีค่าขีด
ต ่าสุดท่ีวธีิทดสอบไดแ้ละรายงานอยา่งมีความถูกตอ้งและแม่นย  า(Limit of Quantitation ; LOQ) เท่ากบั 
1.01 ppm มีค่า system linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50 ppm (R2 = 0.995) และมีค่า Method linearity อยู่
ในช่วง 1 – 50 ppm(R2 = 0.991) ไนโตรฟูราโตอิน มี % recovery อยูใ่นช่วง 98.94 – 101.41% (n = 6) 
ส าหรับตวัอย่างท่ีถูกเติม(spiked) ท่ี 3 ความเขม้ขน้( 1, 25 และ 50 ppm) มีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบ
สามารถตรวจได ้(Limit of detection ; LOD) เท่ากบั 0.38 ppm และมีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบไดแ้ละ
รายงานอยา่งมีความถูกตอ้งและแม่นย  า(Limit of Quantitation ; LOQ) เท่ากบั 1.01 ppm มีค่า system 



3 
 

linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50(R2 = 0.995) และมีค่า Method linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50 ppm(R2 = 0.992) ฟู
ราโซลิโดน มี % recovery อยู่ในช่วง 97.09 – 99.42% (n = 6) ส าหรับตวัอย่างท่ีถูกเติม(spiked) ท่ี 3 
ความเขม้ขน้( 1, 25 และ 50 ppm) มีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบสามารถตรวจได ้(Limit of detection ; 
LOD) เท่ากบั 0.31 ppm และมีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบไดแ้ละรายงานอยา่งมีความถูกตอ้งและแม่นย  า
(Limit of Quantitation ; LOQ) เท่ากบั 1.21 ppm มีค่า system linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50(R2 = 0.996) 
และมีค่า Method linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50 ppm(R2 = 0.993) คลอแรมเฟนิคอล มี % recovery อยู่
ในช่วง 98.22 – 102.76% (n = 6) ส าหรับตวัอยา่งท่ีถูกเติม(spiked) ท่ี 3 ความเขม้ขน้( 1,25 และ 50 ppm) 
มีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบสามารถตรวจได ้(Limit of detection ; LOD) เท่ากบั 0.36 ppm และมีค่าขีด
ต ่าสุดท่ีวธีิทดสอบไดแ้ละรายงานอยา่งมีความถูกตอ้งและแม่นย  า(Limit of Quantitation ; LOQ) เท่ากบั 
1.00 ppm มีค่า system linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50 ppm (R2 = .997) และมีค่า Method linearity อยูใ่นช่วง 
1 – 50 ppm (R2 = 0.990)  การใชส้ารละลายไอออนิกเป็นเฟสเคล่ือนท่ีนั้นยงัเป็นการลดการใชต้วัท า
ละลายอินทรียซ่ึ์งเป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้มและสุขภาพ ซ่ึงโดยทัว่ไปการวิเคราะห์ตวัยากลุ่มน้ีจะใช้
ตวัท าละลายอินทรียเ์ป็นเฟสเคล่ือนท่ีในเทคนิค HPLC นอกจากน้ีแลว้วธีิการวเิคราะห์ท่ีถูกพฒันาข้ึนใน
งานวิจยัน้ีเป็นการใชร้ะบบการชะแบบไอโซเครติกซ่ึงง่ายในการปฏิบติังานอีกดว้ย ความเท่ียงของการ
วเิคราะห์แสดงดว้ยค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (%RSD) พบวา่มีค่าไม่เกิน10%  
 
ค าส าคัญ :  ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิโดน และคลอแรมเฟนิคอล ของเหลวไอออนิค  
เฟสเคล่ือนท่ี 
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ABSTRACT 
 
 This research was aimed to study the potential and limitation of using the ionic liquid as 
mobile phase additive in Semi-micro HPLC technique for simultaneous determination of 
Nitrofirazone, Furazolidone, Nitrofuratoin and Chloramphenicol. This research developed method 
using the ionic liquid as the mobile phase additive to replace organic solvent for decreasing the 
environmental problems and increasing the efficiency of the separation and analysis. This is the first 
time that ionic solution was used for simultaneous separation of 4 active compounds. The separation 
was performed on a C18 analytical column(100 mm. x 2.1 mm. i.d); the mobile phase consisted of 
15/85 %(v/v) Acetonitrile/4 mM 1-ethyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate pH 3.0 and flow rate 
was 0.3 mLmin-1. The UV detector was operated at 270 nm. The proposed analytical methodology 
was validated by employing the standard solutions and spiked samples. The system linearity test was 
performed using five concentration levels, from 25 to 200% of the target analyte concentration. The 
regression coefficient(R2) found were 0.995, 0.996, 0.995 and 0.997 for Nitrofurazone, Furazolidone, 
Nitrofuratoin and Chloramphenicol, respectively. The method linearity test was performed using three 
concentration levels, from 50 to 150% of the target analyte concentration. The regression 
coefficient(R2) found were 0.991, 0.993, 0.992 and 0.990 for Nitrofurazone, Furazolidone, 
Nitrofuratoin and Chloramphenicol., respectively. The limits of quantitation (LOQ) found were 1.01 
ppm, 1.21 ppm, 1.01 ppm and 1.00 ppm for Nitrofurazone, Furazolidone, Nitrofuratoin and 
Chloramphenicol., respectively. The limits of detection(LOD) found were 0.51 ppm, 0.31 ppm, 0.38 
ppm and 0.36 ppm for Nitrofurazone, Furazolidone, Nitrofuratoin and Chloramphenicol., 
respectively. No interferences were presented at their retention times. Accuracy expressed in term of 
recoveries was in the range of 97.09-99.42%(n = 6) for Furazolidone (spiked sample at the 3 
concentration, 1, 25 and 50 ppm), recoveries was in the range of 98.94 – 101.41% (n = 6) for 
Nitrofuratoin (spiked sample at the 3 concentration, 1, 25 and 50 ppm), recoveries was in the range of 
98.22-102.76%(n = 6) for and Chloramphenicol (spiked sample at the 3 concentration, 1, 25 and 50 
ppm). Precision of method in term of the relative standard deviation was less than 10%. This figures 
of merit indicated the validity of this method. 



5 
 

  
Keywords :  Nitrofurazone, Furazolidone, Nitrofuratoin, Chloramphenicol, Ionic liquid, Mobile 
phase 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
............................................................................................................................................................. 

1Faculty of Science and Technology,  Rajamangala University of Technology Srivijaya 
2Faculty of Agriculture Industry, Rajamangala University of Technology Srivijaya 



6 
 

สารบัญเร่ือง 
                   

        หนา้ 
บทคดัยอ่ภาษาไทย……….……………………………………..………………………………….1 
บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ…..….………………………………………………….………….……….4 
สารบญัเร่ือง…...…….………………...………………………….…………….……………….. ..6 
บทท่ี 1 บทน า………………………………………………….…………………………………...7 
 1.1   ท่ีมาและความส าคญัของปัญหาท่ีท าการวิจยั…………................................................7 
 1.2 หลกัการ ทฤษฎี ตวัแบบ แนวเหตุผล หรือสมมุติฐาน..……….....................................9 
 1.3 วตัถุประสงคข์องโครงการวิจยั………..………….………..........................................9 
 1.4  ขอบเขตของโครงการวจิยั.............................................................................................9 
 1.5   แนวความคิดท่ีน ามาใชใ้นการวจิยั ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บ....................................10 
 
บทท่ี 2 ทฤษฎีและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง…….……………………………………………….................12 
 2.1  ไอออนิก ลิควดิ………………………..………………………….………………….......12 
 2.2 มาตรฐานการส่งออกของสินคา้….……………….............................................................15 
 2.3 เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควดิโครมาโทกราฟ..................................................................16 
 2.4 งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง..............................................................................................................38 
 
บทท่ี 3 วธีิด าเนินการวจิยั..…………….................................................................................................40 
บทท่ี 4 ผลการวจิยัและขอ้วจิารณ์...........................................................................................................45 
บทท่ี 5 สรุปผลการวจิยัและขอ้เสนอแนะ..............................................................................................59 
   
เอกสารอา้งอิง……….……………………………………………………………………………........61 
 
 
 
 



7 
 

บทที่1 
บทน า 

(Introduction) 
 

1.1 ทีม่าและความส าคัญของปัญหาที่ท าการวจัิย 
 
กุ้งสดและผลิตภัณฑ์กุ้งแปรรูปเป็นสินค้าเกษตรท่ีส าคัญในการส่งออกของประเทศไทย     

ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีการส่งออกกุ้งสดและผลิตภณัฑ์กุ้งแปรรูปเป็นอนัดบัหน่ึงของโลก [1]       
จากขอ้มูลท่ีไดจ้ากส านกังานเศรษฐกิจการเกษตรในการวิเคราะห์สถานการณ์สินคา้เกษตรท่ีส าคญัและ
แนวโนม้ ปี 2556 พบวา่ในช่วง 5 ปี (2551-2555) แนวโนม้การส่งออกกุง้และผลิตภณัฑ์กุง้ของไทย
เพิ่มข้ึน ทั้งปริมาณและมูลค่าในอตัราร้อยละ 0.37 และ 5.48 ต่อปี ตามล าดบั  เป็นการส่งออกในประเภท
กุง้แช่เยน็ แช่แข็งและกุง้ปรุงแต่ง   ปี 2555 การส่งออกกุง้แช่เยน็แช่แข็งของไทยลดลงทั้งปริมาณและ
มูลค่า  โดยส่งออก ปริมาณ 174,360 ตนั มูลค่า 42,608.35 ลา้นบาท ลดลงจากปริมาณ 189,526 ตนั 
มูลค่า 48,815.80 ลา้นบาท ของปี 2554 คิดเป็นร้อยละ 8.00 และ 12.72 ตามล าดบั   ส าหรับการส่งออก
กุง้ปรุงแต่งในปี 2555 ลดลงทั้ง ปริมาณและมูลค่าเม่ือเทียบกบัปีก่อนหน้าเช่นกนั กล่าวคือ ส่งออก
ปริมาณ 162,870 ตนั มูลค่า 49,527.14 ลา้นบาท ลดลงจากปริมาณ 177,032 ตนั มูลค่า 54,164.69 ลา้น
บาท คิดเป็นร้อยละ 8.00 ร้อยละ 8.56 ซ่ึงมูลค่าการส่งออกกุง้ปรุงแต่งลดลงในอตัราท่ีนอ้ยกวา่กุง้แช่เยน็
แช่แข็ง เพราะกุง้ปรุงแต่งสร้างมูลค่าเพิ่มได ้มากกวา่และมีราคาสูงกวา่  ตลาดส่งออกท่ีส าคญัของไทย
ยงัคงเป็นตลาดเดิม ไดแ้ก่ สหรัฐอเมริกา สหภาพ ยุโรป และญ่ีปุ่น  ซ่ึงขณะน้ีผูส่้งออกพยายามมองหา
ช่องทางการจ าหน่ายในตลาดใหม่ๆ เช่น ประเทศในตะวนัออกกลาง และตลาดอาเซียน  ซ่ึงขณะน้ี
เวยีดนามมีการน าเขา้กุง้จากไทยมากข้ึน เพื่อใชเ้ป็นวตัถุดิบ แปรรูปอาหารเพื่อการส่งออก เน่ืองจากกุง้ท่ี
ผลิตในเวยีดนามพบปัญหาสารตกคา้งเกินค่ามาตรฐาน ท าใหสิ้นคา้ถูกส่งกลบั[2] 

ผูว้จิยัไดศึ้กษาหาขอ้มูลเก่ียวกบัมาตรฐานการส่งออกของสินคา้กุง้สดและผลิตภณัฑ์กุง้แปรรูป 
พบวา่ มาตรฐานอาหารระหวา่งประเทศ (Codex ) ก าหนดไวว้า่ ห้ามตรวจพบ สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ 
(Nitrofurans) และคลอแรมฟินิคอล (Chloramphenicol) โดยเด็ดขาด เน่ืองจากสารในกลุ่มเหล่าน้ี 
จดัเป็นสารก่อมะเร็ง สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ (Nitrofurans) ไดแ้ก่  ไนโตรฟูราโซน (Nitrofurazone) ไน
โตรฟูราโตอิน (Nitrofuratoin) ฟูราโซลิโดน (Furasolidone) เพราะฉะนั้นวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณตวั
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ยาในกลุ่มดงักล่าวท่ีมีความถูกต้องและแม่นย  าสูงจึงเป็นท่ีต้องการและจ าเป็นมากเพื่อป้องกันการ
สูญเสียรายได้ของประเทศไทย[3] ก่อนหน้าน้ีตวัยาเหล่าน้ีถูกวิเคราะห์หาปริมาณโดยใช้เทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบธรรมดา(Conventional High Performance Liquid 
Chromatography; HPLC) [4,5,6,7]   ซ่ึงจากงานวิจยัท่ีผา่นมาขา้งตน้จะเห็นไดว้า่จะใชต้วัท าละลาย
อินทรียเ์ป็นเฟสเคล่ือนท่ีทั้งหมด ซ่ึงตวัท าละลายอินทรียท่ี์ใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ีนั้นมีคุณสมบติัเป็นสาร
ระเหยได ้ไวไฟ เกิดอาการระคายเคืองต่อดวงตา และระบบการหายใจ ซ่ึงเป็นอนัตรายต่อสุขภาพและ
ส่ิงแวดลอ้ม และถา้หากมีการจดัการห้องปฏิบติัการท่ีไม่เหมาะสม มีรายงานจาก ศ.ดร.เบลา เทอร์ไน 
ราชบัณฑิตทางเคมีประเทศอังกฤษและออสเตรเลีย เปิดเผยผลการส ารวจสภาพห้องปฏิบัติการ
วิทยาศาสตร์ว่า ผูท่ี้ท  างานในห้องปฏิบติัการวิทยาศาสตร์มีโอกาสเป็นมะเร็งหรือเน้ืองอกมากกว่าผูท่ี้
ท  างานในส านกังานถึง 30 เปอร์เซ็นต ์อีกทั้งมีความบกพร่องของระบบสืบพนัธ์ุมากกวา่ 16 เปอร์เซ็นต ์
และมีอายุขยัสั้ นกว่าถึง 10 ปี เน่ืองจากมีความบกพร่องในเร่ืองต่างๆมากมาย เช่น การถ่ายเทอากาศ 
ส่วนมากมีไม่เพียงพอ ท าใหมี้กล่ินเหมน็และมีสารพิษสะสมอยูใ่นห้องนั้น เป็นอนัตรายผอ่นส่ง บางทีก็
มีความเขา้ใจผิดคิดว่ามีเคร่ืองปรับอากาศก็ใช้ได ้ แต่ความจริงเคร่ืองปรับอากาศเป็นการหมุนเวียน
อากาศไม่ใช่ถ่ายเทอากาศ และนอกจากน้ีตวัยาเหล่าน้ีเป็นสารประกอบท่ีมีสมบติัเป็นเบสเป็นเหตุให้เกิด
พีคท่ีมีหาง(tail) พีคกวา้ง และจ านวนเพลทต ่า   ซ่ึงก่อนหน้าน้ีไม่นานนกัไดมี้งานวิจยัหน่ึงไดน้ า 1-
บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตระฟูออโรโบเรท (1-butyl-3-methylimi-dazolium tetrafluoroborate) 
ซ่ึงเป็นของเหลวไอออนิคมาใช้เป็นสารเติมแต่งเฟสเคล่ือนท่ีในการแยกสารตระกูลอีพีดริน
(Ephedrine)โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบธรรมดา[8]  

ในท่ีน้ีผูว้ิจยัมีความสนใจในคุณสมบติัของของเหลวไอออนิค จึงไดมี้การศึกษาคุณสมบติัของ
ของเหลวไอออนิคชนิดต่างๆ และหาของเหลวไอออนิคชนิดท่ีเหมาะสม เพื่อน ามาใชเ้ป็นสารเติมแต่ง
เฟสเคล่ือนท่ีในเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบเซมิไมโคร(Semi-micro High-
Performance Liquid Chromatography) เพื่อแยกและวิเคราะห์หาปริมาณ สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ 
(Nitrofurans) และคลอแรมฟินิคอล (Chloramphenicol) ในกุง้สดและผลิตภณัฑ์กุง้แปรรูป เพื่อลด
ปัญหาท่ีกล่าวมาขา้งตน้ เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบเซมิไมโครถูกใช้เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพและสภาพไวของการแยก และเพื่อประหยดัเฟสเคล่ือนท่ีพร้อมทั้งช่วยลดมลพิษท่ีมาจาก
การใชต้วัท าละลายอินทรียเ์ป็นเฟสเคล่ือนท่ีไดอี้กดว้ย นอกจากน้ีโครงการวจิยัน้ีเป็นโครงการวิจยัแรกท่ี
มีการน าเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบเซมิไมโครท่ีใช้ของเหลวไอออนิคเป็น
สารเติมแต่งเฟสเคล่ือนท่ีมาใชใ้นการวเิคราะห์หาปริมาณตวัยาทั้ง 4 ชนิดดงักล่าวขา้งตน้ไดพ้ร้อมกนั 
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1.2 หลกัการ ทฤษฎี ตัวแบบ แนวเหตุผล หรือสมมุติฐาน 
 

หน่วยงานภาครัฐมุ่งแก้ไขปัญหายาตกคา้งในในกุ้งสดและผลิตภณัฑ์กุง้แปรรูปซ่ึงก่อให้เกิด
ผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษยแ์ละการส่งออก นับว่าเป็นปัญหาหน่ึงท่ีส าคญัของประเทศ  ตวัยา
เหล่าน้ีถูกวิเคราะห์หาปริมาณโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบธรรมดา
(Conventional High Performance Liquid Chromatography; HPLC) [4,5,6,7] ซ่ึงจากงานวิจยัท่ีผา่นมา
ขา้งตน้จะเห็นไดว้า่จะใชต้วัท าละลายอินทรียเ์ป็นเฟสเคล่ือนท่ีทั้งหมด เป็นท่ีทราบกนัดีวา่ตวัท าละลาย
อินทรียน์ั้นมีผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้มซ่ึงปัจจุบนัปัญหามลภาวะทางส่ิงแวดลอ้ม
เป็นหน่ึงในปัญหาท่ีใหญ่ท่ีสุดของโลก ซ่ึงตวัท าละลายอินทรียเ์ป็นส่วนหน่ึงท่ีก่อให้เกิดปัญหามลภาวะ
ทางส่ิงแวดลอ้มและส่งผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษย ์ดงันั้นเพื่อแกไ้ขปัญหาดงักล่าวขา้งตน้ผูว้ิจยัจึง
ไดจ้ดัท าโครงการวจิยัน้ีข้ึนเพื่อน าของเหลวไอออนิคมาใชเ้ป็นสารเติมแต่งเฟสเคล่ือนท่ีในเทคนิค semi-
micro HPLC แทนตวัท าละลายอินทรีย ์เพื่อไดรั้บวิธีการวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งเท่ียงตรง รวดเร็ว และเป็น
มิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม 
 
1.3 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
 
 

 เพื่อสร้างวิธีการวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้ง เท่ียงตรง รวดเร็ว และเป็นมิตรกบัมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม 
ส าหรับวิเคราะห์หาปริมาณสารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ (Nitrofurans) เช่น ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโต
อิน  ฟูราโซลิโดน และคลอแรมฟินิคอล ในกุง้สดและผลิตภณัฑ์กุง้แปรรูป โดยการใช้ของเหลวไอออ
นิคเป็นสารเติมแต่งเฟสเคล่ือนท่ีในเทคนิค semi-micro HPLC แทนตวัท าละลายอินทรีย ์
 
1.4 ขอบเขตของโครงการวจัิย 
  
 1.4.1 ศึกษาหาชนิดของของเหลวไอออนิคและหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใชเ้ป็นสารเติมแต่ง
เฟสเคล่ือนท่ีในการแยกและวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตร
ฟูราโตอิน  ฟูราโซลิโดน และคลอแรมฟินิคอล 

และมลภาวะทางสิ่งแวดล้อมเป็นหนึ่งในปัญหาที่ใหญ่ที่สุดของโลก%5b4%5d(http:/www.exampleessays.com/viewpaper/12389.html)
และมลภาวะทางสิ่งแวดล้อมเป็นหนึ่งในปัญหาที่ใหญ่ที่สุดของโลก%5b4%5d(http:/www.exampleessays.com/viewpaper/12389.html)
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 1.4.2 ศึกษาหาประสิทธิภาพในการแยกสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูรา
โซน ไนโตรฟูราโตอิน  ฟูราโซลิโดน และคลอแรมฟินิคอลโดยพารามิเตอร์ท่ีท าการศึกษาคือ แฟกเตอร์
ความจุ จ านวนเพลทตามทฤษฎี เทลล่ิงแฟกเตอร์ ความจ าเพาะเจาะจง และความสามารถในการแยก 
 1.4.3 ท าการทดสอบความใช้ไดข้องวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาข้ึน โดยศึกษาขอ้มูลเชิงสถิติเพื่อบ่ง
บอกถึงความถูกตอ้ง ความเท่ียง ความไว ความเป็นเส้นตรง ช่วงความเขม้ขน้ท่ีวิเคราะห์ได ้และความ
เลือกจ าเพาะ  
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับและหน่วยงานทีน่ าผลการวจัิยไปใช้ประโยชน์ 

 
 1.5.1 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 
  1 ไดว้ธีิการวเิคราะห์ท่ีถูกตอ้งเท่ียงตรง รวดเร็ว และเป็นมิตรกบัมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม
ส าหรับวเิคราะห์หาปริมาณ ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน  ฟูราโซลิโดน และคลอแรมฟินิคอล ใน
กุง้สดและผลิตภณัฑก์ุง้แปรรูปตามทอ้งตลาด 
  2 เกิดองคค์วามรู้ใหม่ในการน าวธีิการวเิคราะห์ท่ีถูกพฒันาข้ึนน้ีไปใชห้าปริมาณตวัยา
ชนิดอ่ืน 

 3 เพิ่มความมัน่ใจของผูบ้ริโภคต่อการเลือกบริโภคกุง้สดและผลิตภณัฑก์ุง้แปรรูปตาม
ทอ้งตลาด 
  4 สามารถน าวธีิการวเิคราะห์ท่ีถูกตอ้งเท่ียงตรง รวดเร็ว และเป็นมิตรกบัมนุษยแ์ละ
ส่ิงแวดลอ้มท่ีถูกพฒันาข้ึนน้ีไปประยกุตใ์ชใ้นงานประจ าได ้เช่น งานดา้นการวเิคราะห์ในกองควบคุม
ยาของส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา   
  5 ลดการใชต้วัท าละลายอินทรียซ่ึ์งเป็นอนัตรายต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้มของโลก 
  6 เพิ่มตลาดส่งออกในต่างประเทศของกุง้สดและผลิตภณัฑก์ุง้แปรรูปส่งผลใหป้ระเทศ
ไทยมีรายไดเ้พิ่มข้ึน 

 7 เพิ่มความมัน่ใจของประเทศคู่คา้ต่อการเลือกน าเขา้สินคา้กุง้สดและผลิตภณัฑก์ุง้แปร
รูปจากประเทศไทย 
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 1.5.2 หน่วยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 
  1 งานดา้นการวเิคราะห์ในกองควบคุมยาของส านกังานคณะกรรมการอาหาร

และยา   และในหน่วยงานมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ(มกอช.) 
 
1.6 แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยหีรือผลการวจัิยสู่กลุ่มเป้าหมาย 
 
 1.6.1 สามารถน าวิธีการวิเคราะห์ท่ีถูกต้องเท่ียงตรง รวดเร็ว และเป็นมิตรกับมนุษย์และ
ส่ิงแวดลอ้มท่ีถูกพฒันาข้ึนน้ีไปประยุกตใ์ช้ในงานประจ าได ้เช่น งานดา้นการวิเคราะห์ในกองควบคุม
ยาของส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา 
 1.6.2 จดัอบรมการใชว้ธีิการวเิคราะห์ท่ีถูกตอ้งเท่ียงตรง รวดเร็ว และเป็นมิตรกบัมนุษยแ์ละ
ส่ิงแวดลอ้มท่ีถูกพฒันาข้ึนน้ีแก่ นกัเคมี และนกัศึกษา ของมหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลศรีวชิยั  
วทิยาเขตนครศรีธรรมราช และบุคลากรภายนอกท่ีสนใจ 
 1.6.3 ตีพิมพใ์นวารสารทางดา้นวทิยาศาสตร์เคมีและเภสัช และเคมีสีเขียว(Green Chemistry)
ในระดบัชาติและนานาชาติ 

1.6.4 น าเสนอผลงานวจิยัในการประชุมทางวชิาการทางดา้นวทิยาศาสตร์เคมีและเภสัช และเคมี
สีเขียว ทั้งในประเทศและต่างประเทศ 
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บทที ่2 
ทฤษฎแีละงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 (Literature review) 
 

2.1 ไอออนิก ลคิวดิ(Ionic liquid) 
 

 ไอออนิก ลิควดิ เป็นเกลือก่ึงอินทรีย(์Semi-organic salts) ซ่ึงมีจุดหลอมเหลวเท่ากบั 100 0C 
หรือต ่ากวา่ เอทิลแอมมิเนียมไนเตรท([EtNH3][NO3]) เป็นไอออนิกตวัแรกท่ีถูกคน้พบในปี ค.ศ. 1914 
ซ่ึงมีจุดหลอมเหลวเท่ากบั 12 0C  ตวัอยา่งไอออนบวก(Cation) และไอออนลบ(Anion) ท่ีเป็น
ส่วนประกอบในโครงสร้างของไอออนิก ลิควดิ แสดงในรูปท่ี 2.1 
 

 
 
รูปท่ี 2.1 ตวัอยา่งไอออนบวก(Cation) และไอออนลบ(Anion) ท่ีเป็นส่วนประกอบในโครงสร้างของไอ

ออนิก ลิควดิ 
  

N

Ionic liquids

O

N

N

NH3

N

HO

NN Cations 
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R R4P

SO3

HO

O

O

PF6 NO3

CH3CO2

Cl AlxCly

TfO

Tf2N

(CN)2N

BF4

OSO3

Tf = CF3SO2
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 วธีิการเตรียมไอออนิก ลิควดิ มี 2 วธีิ 
 1. น าเอมีน(Amine) หรือสารประกอบฟอสฟอรัสมาท าปฏิกิริยาอลัคิลเลชนั(Alkylation) กบั
ฮาโลอลัเคน(Haloalkane) เกิดเป็นเกลือเฮไลด์(Halide salts) หลงัจากนั้นท าปฏิกิริยาเมทาทีซิส
(Metathesis) กบัโลหะหมู่ 1A (Group 1A metal) , แอมโมเนียม(Ammonium) หรือ เกลือของเงิน(Silver 
salt) ไดเ้ป็นไอออนิก ลิควดิ ดงัแสดงในรูปท่ี 2.2 
 

 
 

รูปท่ี 2.2 แสดงปฏิกิริยาการสังเคราะห์ไอออนิกลิควดิวธีิท่ี 1  
 

 2.   น าเอมีน(Amine) หรือสารประกอบฟอสฟอรัสมาท าปฏิกิริยาการสะเทินดว้ยกรด-เบส
(Acid-base neutralization)ไดเ้ป็นไอออนิก ลิควดิ ดงัแสดงในรูปท่ี 2.3 
 
 

 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 2.3 แสดงปฏิกิริยาการสังเคราะห์ไอออนิกลิควดิวธีิท่ี 2  

+RX
R R

X +MY
-MX

Y

NN , N , PR3
, etc

RX     = Br O Cl, , etc

MY    = AgBF4 ,, LiTf2N , etcHPF6

=โดย 

โดย 

+HX
H H

X +MY
-MX

Y

= NN , N , PR3
, etc

HX  =  HNO3
, etc
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 ไอออนิก ลิควดิ ไดรั้บการรับรองวา่เป็นตวัท าละลายท่ีไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้ม เป็นตวั
ท าละลายท่ีดีทั้งในสารประกอบอินทรียแ์ละสารประกอบอนินทรีย ์ มีสภาพขั้วสูง ไม่เกิดการโคออนิ
เนต(Non-coordinating) ไม่ละลายในตวัท าละลายอินทรีย ์ ไม่ระเหย(Nonvolatile)สามารถใชใ้นระบบท่ี
เป็นสูญญากาศสูงได ้ ทนต่อความร้อนสูง มีช่วงท่ีเป็นของเหลวกวา้ง ไม่ไวไฟ(Nonflammable) ไม่
สามารถวดัความดนัไอได ้ ไอออนิก ลิควดิ ไดช่ื้อวา่เป็นตวัท าละลายผูอ้อกแบบ(Designer solvent) 
หมายความวา่คุณสมบติัของไอออนิก ลิควดิ สามารถปรับเปล่ียนใหเ้หมาะกบัความตอ้งการในการใช้
งานได ้ เช่น จุดหลอมเหลว, ความหนืด, ความหนาแน่น และความสามารถในการละลายสามารถ
ปรับเปล่ียนโดยการเปล่ียนไอออนท่ีเป็นองคป์ระกอบใน  โครงสร้างของไอออนิก ลิควดิ ตวัอยา่งเช่น 
จุดหลอมเหลวของ 1-อลัคิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตระฟูออโรบอเรท(1-alkyl-3-
methylimidazolium tetrafluoroborate)และเฮกซะฟูออโรฟอสเฟต(Hexafluorophos  phate) ข้ึนอยูก่บั
ความยาวของหมู่อลัคิล(Alkyl group) และความสามารถในการละลายน ้าของ1-อลัคิล-3-เมทิลอิมมิดา
โซเลียมเตตระฟูโอโรบอเรท(1-alkyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate) พบวา่สามารถละลายน ้า
ไดท่ี้อุณหภูมิ 25 0C เม่ือหมู่อลัคิลมีจ านวนคาร์บอนนอ้ยกวา่ 6 อะตอม แต่เม่ือมีจ านวนคาร์บอนเท่ากบั 
6 หรือมากกวา่ก็จะไม่สามารถละลายน ้าได ้ ซ่ึงพฤติกรรมน้ีเป็นประโยชน์อยา่งมากในการสกดัดว้ยตวั
ท าละลายหรือในการแยกผลิตภณัฑ ์ เน่ือง จากสามารถปรับเปล่ียนเพื่อใหเ้กิดการแยกผลิตภณัฑอ์อกได้
ง่ายข้ึน จากคุณสมบติัของไอออนิก ลิควดิดงักล่าวขา้งตน้จึงไดมี้การน าไอออนิก ลิควดิ มาประยกุตใ์ช้
ในงานดา้นเคมีต่างๆมากมาย เช่น การสังเคราะห์(Synthesis), คะตะไลซิส(Catalysis), เคมีไฟฟ้า
(Electrochemistry), แก๊สโคร-มาโทกราฟี(Gas chromatography), แคปปิลลารี อีเล็คโทรโฟรีซิส  
(Capillary electrophoresis,CE) และลิควดิ โครมาโทกราฟี(Liquids chromatography) 
 ไอออนิก ลิควดิ ท่ีน ามาศึกษาคุณสมบติัเพื่อใชเ้ป็นตวัชะในเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถณะสูงแบบเซมิไมโคร ในงานวจิยัน้ี มี 2 ชนิด ไดแ้ก่ 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออ
โรบอเรท (1-ethyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate) และ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เต
ตราฟูออโรบอเรท (1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate) 
 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท สูตรโมเลกุล C16H32N2O4S มวลโมเลกุล
เท่ากบั 348.50  มีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 2.4 
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รูปท่ี 2.4 แสดงสูตรโครงสร้างของ 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท 
 

 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท สูตรโมเลกุล C13H26N2O6S มวลโมเลกุล
เท่ากบั 338.42 มีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 2.5 
   

 
 

รูปท่ี 2.5 แสดงสูตรโครงสร้างของ1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท 
 
2.2 มาตรฐานการส่งออกของสินค้ากุ้งสดและผลิตภัณฑ์กุ้งแปรรูปและมาตรฐานอาหารระหว่าง
ประเทศ (Codex ) 
 มาตรฐานการส่งออกของสินคา้กุง้สดและผลิตภณัฑ์กุ้งแปรรูปและมาตรฐานอาหารระหว่าง
ประเทศ (Codex )ก าหนดไวว้า่ หา้มตรวจพบ สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์และคลอแรมฟินิคอลโดยเด็ดขาด 
เน่ืองจากสารในกลุ่มเหล่าน้ี จดัเป็นสารก่อมะเร็ง สารกลุ่มไนโตรฟูแรนส์ไดแ้ก่ ไนโตรฟูราโซน ไน
โตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิโดน ดงัในรูปท่ี 2.6 - 2.9 

 
รูปท่ี 2.6 ไนโตรฟูราโซน, CAS 59-87-0 
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รูปท่ี 2.7  ไนโตรฟูราโตอิน, CAS 67-20-9 
 

 
 

รูปท่ี 2.8  ฟูราโซลิโดน, CAS 67-45-8 
 

 
 

รูปท่ี 2.9  คลอแรมฟินิคอล (Chloramphenicol), CAS 56-75-7 
 

2.3 เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ( High Performance Liquid Chromatograph; 
HPLC) 
  

 เป็นเคร่ืองมือท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลาย  ในการวิเคราะห์และแยกสารเกือบทุกชนิด เคร่ืองไฮ
เพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟเป็นเคร่ืองมือท่ีมีความไว(Sensitivity)  สูง  สามารถประยุกตใ์ชใ้น
การวเิคราะห์หาปริมาณไดอ้ยา่งรวดเร็วแม่นย  าและมีประสิทธิภาพโดยเฉพาะสารท่ีไม่ระเหยและไม่คง
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ตวัต่อความร้อน  ส่วนประกอบท่ีส าคญัของ  เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิ-      ควิดโครมาโทกราฟ แสดง
ในรูปท่ี 2.10 
 

 
 

รูปท่ี 2.10 แสดงส่วนประกอบท่ีส าคญัของเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควดิโครมาโทกราฟ 
 การพฒันาวธีิการแยก(Developing a separation)  

การพฒันาวธีิทางโครมาโทกราฟี เพื่อใหมี้การแยกเกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์ และใชเ้วลานอ้ย 
ดงันั้นเพื่อท่ีจะอธิบายและหาสภาวะท่ีดีท่ีสุดส าหรับการแยกสารจึงจ าเป็นตอ้งเขา้ใจพารามิเตอร์ ต่างๆ 
ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการแยกทางโครมาโทกราฟี 
 พารามิเตอร์พืน้ฐาน ไดแ้ก่ 
 1. Partition ratio (Partition Coefficient, K) เป็นค่าคงท่ีท่ีอธิบายถึงการสมดุลของการกระจาย
ตวัของสารตวัอยา่งไประหวา่งเฟสทั้งสองคือเฟสอยูก่บัท่ีและเฟสเคล่ือนท่ี ค่า K หาไดจ้ากอตัราส่วน
ของความเขม้ขน้ของสารในเฟสอยูก่บัท่ีกบัความเขม้ขน้ของสารในเฟสเคล่ือนท่ีภายหลงักระจายตวัไป
ระหวา่งเฟสทั้งสองหรืออตัราส่วนของเวลาท่ีสารอยูใ่นเฟสอยูก่บัท่ีกบัเวลาท่ีสารอยูใ่นเฟสเคล่ือนท่ี 
ดงัน้ี 
 

m

s

C

C
K     

 หรือ 
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m

s

t

t
K   

 
 เม่ือ Cs = ความเขม้ขน้ของสารในเฟสอยูก่บัท่ี 
  Cm = ความเขม้ขน้ของสารในเฟสเคล่ือนท่ี 
  ts = เวลาท่ีสารอยูใ่นเฟสอยูก่บัท่ี 
  tm = เวลาท่ีสารอยูใ่นเฟสเคล่ือนท่ี 

   
 สารแต่ละชนิดจะมีค่า K คงท่ีเฉพาะในแต่ละสภาวะของการทดลองเท่านั้น ค่า K แปรผนัตาม
อุณหภูมิของการทดลองและส่วนประกอบของเฟสเคล่ือนท่ี แต่ไม่ข้ึนกบัจ านวนสารท่ีน ามาท าการ
ตรวจวเิคราะห์ สามารถน ามาใชง้านดา้นการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ แต่การท่ีจะวดัค่า K จากโคร-มาโทแก
รมโดยตรงน้ีท าไดย้าก จึงไม่นิยมใชใ้นการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสาร มีพารามิเตอร์ตวัอ่ืนท่ีสามารถวดั
ค่าจากโครมาโทแกรมโดยตรงไดง่้ายกวา่และสามารถใชใ้นการพิสูจน์เอก-   ลกัษณ์ของสารได ้ เช่น 
เวลาการคงไว(้retention time), เวลาการคงไวส้ัมพทัธ์(relative retention time) เป็นตน้ 
 2. เวลาการคงไว(้Retention time, tR) เป็นระยะเวลาท่ีเฟสเคล่ือนท่ีพาหรือชะลา้งสารตวัอยา่ง
เคล่ือนผา่นเฟสอยูก่บัท่ี คือเวลาตั้งแต่เร่ิมฉีดสารตวัอยา่งเขา้สู่คอลมัน์จนกระทัง่ถึงเวลาท่ีต าแหน่งจุด
ยอดของพีกบนโครมาโทแกรม ดงัแสดงในรูปท่ี 2.18 

 
รูปท่ี 2.18 แสดงโครมาโทแกรมของการหาค่าพารามิเตอร์ต่างๆ 

 



19 
 

 เวลาการคงไว(้tR) เป็นพารามิเตอร์ท่ีวดัหรือหาค่าไดง่้ายจากโครมาโทแกรมสามารถใชใ้นดา้น
การวเิคราะห์คุณภาพหรือพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสารแต่เน่ืองจากมกัมีการเปล่ียนแปลงอยา่งใดอยา่งหน่ึง
ของสภาวะการทดลอง เช่น อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี ส่วนผสมของเฟสเคล่ือนท่ี เฟสอยูก่บัท่ีหรือ
ความดนัท่ีท าใหค้่าเวลาการคงไวไ้ม่คงท่ี มีผลท าใหก้ารพิสูจน์เอกลกัษณ์ผดิพลาดได ้ จึงนิยมใช้
พารามิเตอร์ตวัอ่ืน เช่น เวลาการคงไวส้ัมพทัธ์ ซ่ึงใหผ้ลถูกตอ้งกวา่ 
 3. Corrected retention time (t/

R) คือระยะเวลาตั้งแต่ต าแหน่งจุดยอดของพีกของสารท่ีไม่ถูก
หน่วงเหน่ียวบนเฟสอยูก่บัท่ีถึงเวลาท่ีต าแหน่งจุดยอดของพีกของสารตวัอยา่งบนโครมาโท- แกรม หรือ
ระยะเวลาท่ีสารตวัอยา่งถูกหน่วงเหน่ียวอยูใ่นเฟสอยูก่บัท่ี ดงัแสดงในรูป 2.18 
 

0

/ ttt RR   
 

 tO  =  เวลาท่ีสารท่ีไม่ถูกหน่วงเหน่ียวบนเฟสอยูก่บัท่ี(unretained compound) เคล่ือนผา่นเฟสอยู่
กบัท่ี หรือเวลาท่ีโมเลกุลของเฟสเคล่ือนท่ี(mobile phase) เคล่ือนท่ีผา่นเฟสอยูก่บัท่ีหรือคอลมัน์จาก
ปลายดา้นหน่ึงไปยงัปลายอีกดา้นหน่ึง 

 4. Retention Volume (VR) เป็นปริมาตรทั้งหมดของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใชใ้นการชะลา้งหรือพาสาร
ตวัอยา่งออกจากเฟสอยูก่บัท่ี โดยวดัจากต าแหน่งท่ีเร่ิมฉีดสารเขา้สู่คอลมัน์จนถึงต าแหน่งจุดยอดของ
พีกของสาร หาไดจ้ากความสัมพนัธ์ของอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี (flow rate ,F) กบัเวลาการคงไว้
(tR ) ดงัน้ี 

RR FtV   
 

  VR = retention volume 
  F = อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี (flow rate, ml/min) 
  t R = เวลาการคงไวข้องสารตวัอยา่ง 
 
 5. Corrected retention volume (V/

R) ปริมาตรของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใชใ้นการชะลา้งหรือพาสาร
ตวัอยา่งออกจากเฟสอยูก่บัท่ี โดยวดัจากต าแหน่งจุดยอดของพีกของสารท่ีไม่ถูกหน่วงเหน่ียวบนเฟสอยู่
กบัท่ีจนถึงต าแหน่งจุดยอดของสารตวัอยา่ง หาค่าไดจ้าก 
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00

/ FtVVV RR   
 

  Vo = ปริมาตรตาย(dead volume) หรือ ปริมาตรวา่ง(void volume)หรือ
ปริมาตรของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเคล่ือนผา่นเฟสอยูก่บัท่ี หรือผา่นคอลมัน์จากปลายดา้นหน่ึงไปยงัอีกปลาย
ดา้นหน่ึง 
 6. แฟกเตอร์ความจุ(Capacity factor,k/) เป็นค่าท่ีบอกใหท้ราบวา่สารตวัอยา่งหน่วงเหน่ียวอยูใ่น
คอลมัน์ไดดี้เพียงใด ขณะท าการแยกโดยใชก้ารชะแบบไอโซเครติก ค่า k/ น้ีหาไดจ้าก corrected 
retention time ของสารท่ีวเิคราะห์ (t/R) หารดว้ยเวลาของสารท่ีไม่ถูกหน่วงเหน่ียวหรือเวลาท่ีเฟส
เคล่ือนท่ีเคล่ือนผา่นคอลมัน์ (to) ดงัน้ี 
 

0

0/

t

tt
k R   

 
 k/ เป็นพารามิเตอร์ท่ีบอกถึงลกัษณะการท างานของคอลมัน์ ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่า k/ คือ
องคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ี เฟสอยูก่บัท่ี และอุณหภูมิของการทดลอง โดยทัว่ไปค่า k/ ของสารควร
อยูร่ะหวา่ง 2-5 ทั้งน้ีเพราะเวลาท่ีใชแ้ละการแยกสมดุลกนัดี และค่า k/ ท่ีเหมาะสมของการแยกสารท่ี
ซบัซอ้นควรมีค่าระหวา่ง1k/16 ในการปฏิบติัควรหาค่า k/ ของพีกของสารท่ีตอ้งการวเิคราะห์อยา่ง
นอ้ย 1 พีก คือพีกแรกเพื่อใหแ้น่ใจวา่พีกของสารท่ีตอ้งการวเิคราะห์แยกออกจากพีกของตวัท าละลาย
หรือพีกของสารปนเป้ือน ซ่ึงมกัจะถูกชะออกมาใกลห้รือท่ีเดียวกบั to พีกของสารท่ีท าการวเิคราะห์ไม่
ควรมีค่า k/ สูงเกิน 10-15 เพราะจะใชเ้วลานานและท าใหพ้ีกท่ีไดก้วา้งและการแยกไม่ดี ท าใหก้าร
ตรวจวดัล าบาก ค่า k/ บอกใหท้ราบถึงเวลาท่ีสารถูกชะออกมาจากคอลมัน์ บอกลกัษณะของพีกกวา้ง
หรือแคบ การตรวจวดัยากหรือง่าย ความแรงของเฟสเคล่ือนท่ีแรงหรืออ่อน ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 
จากขอ้มูลน้ีสามารถน ามาปรับค่า k/ ใหเ้หมาะสมเพื่อใหก้ารแยกสารไดดี้ท่ีสุด 
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ตารางท่ี 2.1 การเปรียบเทียบค่า k/ 
ขอ้มูล k/ ต ่า k/ สูง 

เวลาท่ีสารถูกพาออกจากคอลมัน์ นอ้ย มาก 
ลกัษณะของพีก แหลมสูง กวา้งเต้ีย 
การตรวจวดั ง่าย ยาก 
ความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี แรง อ่อน 

 
การปรับหรือควบคุมค่า k/ 
 ในกรณีท่ีค่า k/ ท่ีไดจ้ากการทดลองไม่เหมาะสม อาจสูงไปหรือต ่าไปท าใหก้ารแยกไม่ดี มี
วธีิการปรับหรือควบคุมค่า k/หรือเวลาของการชะเพื่อให้เกิดการแยกท่ีดีข้ึนหรือดีท่ีสุดไดด้งัน้ี 
 6.1 ปรับเปล่ียนสัดส่วนผสมหรือความแรงของตวัท าละลายหรือเฟสเคล่ือนท่ี เป็นการ
ปรับเปล่ียนสัดส่วนหรือความแรงของตวัท าละลายหรือเฟสเคล่ือนท่ีโดยไม่เปล่ียนคุณสมบติัทางเคมี
ของตวัท าละลาย ในทางปฏิบติัการเลือกเฟสเคล่ือนท่ีให้เหมาะสมนั้นจะตอ้งพิจารณาจากคุณสมบติัของ
สารตวัอยา่งเป็นหลกัและการเลือกความแรงของเฟสเคล่ือนท่ีใหเ้หมาะสมท าโดยการแยกสารท่ีตอ้งการ
แยกสารท่ีตอ้งการวเิคราะห์ 1-2 คร้ัง แลว้ดูค่า k/ ท่ีได ้หลงัจากนั้นจึงปรับความแรงของเฟสเคล่ือนท่ีให้
แรงข้ึนหรืออ่อนลงเพื่อใหเ้กิดการแยกท่ีดีข้ึน วธีิท่ีง่ายและสะดวกในการปรับความแรง คือปรับความ
เขม้ขน้ของตวัท าละลาย, pH, ความมีขั้ว โดยไม่เปล่ียนคุณสมบติัทางเคมีหรือชนิดของตวัท าละลายท่ี
เป็นส่วนประกอบของเฟสเคล่ือนท่ี โดยทัว่ไปมกัจะใชต้วัท า-ละลายผสมท่ีใหค้่า 101 /  k เพื่อให้
การแยกเกิดข้ึน และเวลาในการแยกไม่นานเกินไป ถา้ตอ้งการเปล่ียนค่า k/ ใหใ้ชเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีความ
แรงนอ้ย ในทางตรงขา้มถา้ตอ้งการลดค่า k/ ใหใ้ชเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีความแรงมาก  
 6.2 เพิ่มหรือลดปริมาณของเฟสอยูก่บัท่ี 
 ในกรณีท่ีเป็นโครมาโทกราฟีแบบแยกขนาดจ าเพาะ(size exclusion chromatography)ท าไดโ้ดย
การเพิ่ม หรือลดปริมาตรของรูพรุน และพื้นท่ีผวิของสารบรรจุในคอลมัน์ ในกรณีท่ีเป็นโครมาโทกราฟี
แบบกระจาย(partition chromatography) ท าโดยการเพิ่มหรือลดปริมาณเฟสของเหลวบนสารช่วยพยงุ
และในกรณีท่ีเป็นโครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน(ion-exchange chromatography) ท าโดยเพิ่ม
หรือลดความหนาแน่นประจุ หรือ ความแรงไอออนบนสารบรรจุ  
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 6.3 ปรับเปล่ียนปัจจยัท่ีมีผลต่อค่า K 
 อุณหภูมิและอตัราความเร็วของการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี เป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อความผนัแปรของ
ค่า K ดงันั้นจึงมีผลต่อค่า k/ ดว้ย 
 7. ค่าซีเล็คติวต้ีิ(selectivity factor,) เป็นค่าท่ีบอกให้ทราบวา่พีกของสารสองชนิดท่ีอยูแ่ยก
ออกจากกนัดีเพียงใด การแยกออกจากกนัน้ีข้ึนกบัค่าเวลาการคงไวห้รือค่า k/ เท่านั้น โดยไม่ค  านึงถึง
ความกวา้งของพีก และค่าน้ีเก่ียวขอ้งกบั relative partition coeffcient ของสารสองชนิด หาไดจ้าก
อตัราส่วนของ partition coefficient หรืออตัราส่วนของแฟกเตอร์ความจุของสารสองชนิดท่ีมีพีกติดกนั 
ดงัน้ี  

/

1

/

2

/

1

/

2

R

R

t

t

k

k
  

 
   ค่าซีเล็คติวต้ีิ 
 k/

1   ค่าแฟกเตอร์ความจุของพีกแรก 
 k/

2   ค่าแฟกเตอร์ความจุของพีกท่ีสอง 
 t/

R 1   corrected retention time ของพีกแรก 
 t/

R2   corrected retention time ของพีกท่ีสอง 

 
รูปท่ี 2.19 แสดงโครมาโทแกรมของการแยกสารสองชนิด 

 
 ค่าซีเล็คติวต้ีิ() เป็นค่าท่ีมีความส าคญัมาก คือเป็นตวับอกใหท้ราบวา่คอลมัน์หรือเฟสอยูก่บัท่ี
นั้นอยูใ่นสภาวะท่ีมีการท างานดีเพียงใด ค่าน้ีข้ึนกบัองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ี พื้นท่ีผวิของเฟสอยู่
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กบัท่ี และอุณหภูมิ ในการแยกสาร  จะตอ้งมีค่ามากกวา่ 1 จึงจะมีการแยกเกิดข้ึน ถา้   1 แสดงวา่
พีกทั้งสองทบักนั เน่ืองจากพีกทั้งสองมีเวาลการคงไวเ้ท่ากนั ค่า α  เหมาะสมคืออยูใ่นช่วง 1.5 - 4.0  
 การควบคุมหรือปรับเปล่ียนค่าซีเล็คติวต้ีิ() 
 เพื่อใหส้ารสองชนิดท่ีอยูใ่กลก้นัแยกออกจากกนัไดดี้ข้ึนเท่านั้น ท าโดยวธีิต่างๆดงัน้ี 
 7.1 ปรับเปล่ียนองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ี เป็นการปรับความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี โดยการ
เปล่ียนชนิดของตวัท าละลายท่ีเป็นองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ีคือเปล่ียนคุณสมบติัทางเคมีของตัวท า
ละลาย 
 7.2 เปล่ียน pH ของเฟสเคล่ือนท่ี วธีิน้ีนิยมใชก้บัการแยกสารท่ีมีการแตกตวัเป็นอิออน เช่นพวก
กรดหรือเบส การปรับเปล่ียน pH ของเฟสเคล่ือนท่ีมกัจะท าใหค้่า  เปล่ียนแปลง แต่ค่า k/ 
เปล่ียนแปลงไม่มากนกั ส่วนมากใชใ้นวธีิการแลกเปล่ียนไอออน(ion–exchange),ไอออนแพร์(ion– 
pair) 
 7.3 เปล่ียนเฟสอยูก่บัท่ี ท าโดยการเปล่ียนชนิดของคอลมัน์วธีิน้ีไม่สะดวก เสียค่าใชจ่้ายสูงกวา่
การปรับเปล่ียนเฟสเคล่ือนท่ี จึงไม่ค่อยเป็นท่ีนิยม แต่ใหผ้ลดีมาก ถา้มีการเปล่ียนคอลมัน์ใหม่เฟส
เคล่ือนท่ีก็ตอ้งมีการปรับเปล่ียนใหมี้ความแรงพอท่ีจะท าใหไ้ดค้่า k/ ท่ีเหมาะสม 
 7.4 เปล่ียนอุณภูมิของคอลมัน์ โดยทัว่ๆไปการเพิ่มอุณหภูมิจะท าใหค้่า k/ ลดลง ดงันั้นถา้
ตอ้งการเพิ่มอุณหภูมิของคอลมัน์ จ าเป็นตอ้งลดความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี เพื่อเป็นการชดเชยใหค้่า k/ 
อยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสม การเพิ่มอุณหภูมิของคอลมัน์ มีผลต่อการเปล่ียนแปลงค่า  เพียงเล็กนอ้ย 
 7.5 ใชป้ฏิกิริยาพิเศษทางเคมี ปฏิกิริยาท่ีนิยมใชคื้อคอมแพล็กเซชนั(complexation) โดยการเติม
ซิลเวอร์ไนเตรท(silver nitrate) ลงในเฟสเคล่ือนท่ี ซ่ึงซิลเวอร์ไอออนน้ีจะเป็นตวัท่ีท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงของ tR และ  ท  าใหก้ารแยกดีข้ึน 
 8. ประสิทธิภาพของคอลมัน์พิจารณาไดจ้ากความกวา้งของพีกท่ีถูกชะออกมา ประสิทธิ- ภาพ
ของคอลมัน์ท่ีดี พีกแต่ละพีกท่ีถูกชะออกมาจะตอ้งมีฐานท่ีแคบและแยกออกจากกนัได ้ ค่าท่ีใชว้ดั
ประสิทธิภาพของคอลมัน์คือ จ านวนเพลทของคอลมัน์ (number of theoretical plates, N) และความสูง
ของเพลทแต่ละเพลทในคอลมัน์(Height equivalent to a theoretical plate, H หรือ HETP) 
 จ  านวนเพลทของคอลมัน์ (N) เป็นตวับ่งช้ีถึงประสิทธิภาพของคอลมัน์วา่ คอลมัน์นั้นมีการ
บรรจุดีเพียงใด พิจารณาจากความกวา้งของพีกขณะเคล่ือนผา่นคอลมัน์ โดยเปรียบเทียบความกวา้งของ
พีกกบัเวลาท่ีสารเคล่ือนผา่นคอลมัน์ สามารถค านวนไดจ้ากโครมาโทรแกรมดงัน้ี 
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 N   จ  านวนเพลท (number of theoretical plates) 
 tR   เวลาการคงไวข้องสาร 
 W   ความกวา้งของพีกท่ีต าแหน่งของความสูงท่ีก าหนด 
 a   ค่าคงท่ีข้ึนกบัวธีิการวดัความกวา้งของพีก ตามตารางท่ี 2.2 

 
 
 รูปท่ี 2.20 แสดงโครมาโทแกรมส าหรับค านวณจ านวนเพลทของคอลมัน์ (N)  
 
ตารางท่ี 2.2 แสดงค่าคงท่ี a จากการวดัความกวา้งของพีกโดยวธีิต่างๆ 

วธีิ a 
ความกวา้งของพีกท่ีคร่ึงหน่ึงของความสูง 5.54 
ความกวา้งของพีกท่ี 4.4 % ของความสูง(5) 25 
Tangent 16 
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 9. ค่าความสามารถในการแยก(Resolution,RS) 
 เป็นค่าท่ีบอกใหท้ราบวา่พีกของสารสองชนิดท่ีอยูติ่ดกนัแยกออกจากกนัดีเพียงใด ซ่ึงการแยก
น้ีจะตอ้งพิจารณาทั้งระยะเวลาท่ีสารเคล่ือนผา่นคอลมัน์และความกวา้งของพีกทั้งสอง ค านวนไดจ้าก
ระยะห่างกนัระหวา่งต าแหน่งจุดสูงสุดของพีกทั้งสองหารดว้ยความกวา้งเฉล่ียของพีกทั้งสอง ดงัแสดง
ในรูปท่ี 2.21 
 

21
21

12 2

)(
2

1 WW

t

WW

tt
R RRR

s








  

 
 Rs  = ค่าความสามารถในการแยก(Resolution) 
 tR1 และ tR2 = เวลาการคงไวข้องพีกท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั 
 W1 และ W2 = ความกวา้งของพีกท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั 
 tR  = ระยะห่างระหวา่งจุดสูงสุดของพีกทั้งสอง 
  

 
 

รูปท่ี 2.21 แสดงโครมาโทแกรมส าหรับค านวณค่าการแยก(Resolution, RS) 
 

 ถา้พีกสมมาตร RS มีค่าเท่ากบั 1.5 แสดงวา่การแยกของพีกทั้งสองลงถึงเบสไลน์จะมีการทบักนั
เพียงประมาณ 0.3% ถือเป็นการแยกอยา่งสมบูรณ์ ถา้ RS มีค่าเท่ากบั 1.0 พีกทั้งสองจะทบักนับางส่วน
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คือประมาณ 2% และการแยกน้ีสามารถน ามาใชง้านดา้นการวเิคราะห์เชิงปริมาณได ้ ถา้ RS มีค่าเท่ากบั 
0.75 พีกทั้งสองจะทบักนัมาก ไม่สามารถใชง้านดา้นวเิคราะห์เชิงปริมาณได ้ ถา้ RS มีค่าสูงเกินไป พีก
ทั้งสองจะห่างกนัมาก ท าใหเ้สียเวลาและส้ินเปลืองตวัท าละลายโดยไม่จ  าเป็น ดงันั้นการแยกควรปรับ
สภาวะของการแยกเพื่อใหไ้ดค้่า RS ท่ีเหมาะสม 
 จะเห็นวา่ค่าความสามารถในการแยกเก่ียวขอ้งกบัเวลาการคงไวแ้ละความกวา้งของพีก คือ เวลา
การคงไวเ้ก่ียวขอ้งกบั แฟกเตอร์ความจุ(k/) และค่าซีเล็คติวต้ีิ () ส่วนความกวา้งของพีกเก่ียวขอ้งกบั
ประสิทธิภาพของคอลมัน์(N) ค่า RS จะเพิ่มเม่ือ t เพิ่ม และความกวา้งของพีกตอ้งลดลง จาก
ความสัมพนัธ์ของค่าความสามารถในการแยกกบัพารามิเตอร์ดงักล่าวสามารถเขียนเป็นสมการ
ความสัมพนัธ์ไดด้งัน้ี 
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 จากสมการสามารถใชเ้ป็นแนวทางในการเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อใหเ้กิดการแยกท่ีดีท่ีสุด
และใชเ้วลานอ้ย ไดส้ามวธีิ คือการปรับค่าแฟกเตอร์ความจุ(k/), ค่าซีเล็คติวิต้ี() และ จ านวนเพลท(N) 
ในการท างานจะตอ้งพิจารณาดูวา่ ควรปรับพารามิเตอร์ตวัใดก่อน-หลงัเพื่อใหก้ารแยกดีข้ึน ส่ิงท่ีง่าย
และสะดวกคือ ควรปรับค่าแฟกเตอร์ความจุ และ ค่าซีเล็คติวต้ีิก่อน ถา้การแยกยงัไมดี่จึงปรับค่าจ านวน
เพลท ซ่ึงไม่สะดวกและเสียคา่ใชจ่้ายสูง 
 จากสมการ เทอมท่ี 1 ประสิทธิภาพของคอลมัน์(Efficiency) เก่ียวขอ้งกบัอิทธิพลทางไค-เนติค
(kinetic effect) ท่ีมีผลต่อความกวา้งของพีกคือ N   เทอมท่ี 2 ค่าซีเล็คติวต้ีิ (selectivity) และเทอมท่ี 3 
ค่าแฟกเตอร์ความจุ(capacity) เก่ียวกบัเทอร์โมไดนามิกส์ของสารท่ีท าการแยก คือข้ึนกบัค่าการกระจาย
ตวัของสาร (distribution coefficient, K) และปริมาตรของเฟสเคล่ือนท่ีและเฟสอยูก่บัท่ี พารามิเตอร์ใน
เทอมท่ี 2 คือ ค่าซีเล็คติวิต้ี(selectivity,) เก่ียวขอ้งเฉพาะกบัคุณสมบติัของสารทั้งสองชนิดเท่านั้น 
ส่วนพารามิเตอร์ในเทอมท่ี 3 คือ ค่าแฟกเตอร์ความจุ(capacity,k/)เก่ียวขอ้งกบัคุณสมบติัทั้งของสารและ
คอลมัน์ 
 การปรับค่าประสิทธิภาพของคอลมัน์(column efficiency,N) การปรับค่า N เพื่อให้
ความสามารถในการแยกดีข้ึนนั้นเป็นทางเลือกสุดทา้ยเพราะเสียค่าใชจ่้ายสูงและไม่สะดวก การเพิ่มค่า 
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N ท าโดยการเพิ่มความยาวของคอลมัน์ ท าใหพ้ีกแคบลง โดยทัว่ๆ ไปมกัจะลดค่า H (height equivalent 
of a theoretical plate) ซ่ึงค่า H น้ีมีความสัมพนัธ์กบัค่า N  คือค่า H ต ่า ค่า N จะสูง การลดค่า H ท าโดย
การเปล่ียนอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี ลดขนาดของอนุภาคของสารบรรจุในคอลมัน์ ลดความหนืด
ของเฟสเคล่ือนท่ี (เพื่อเพิ่มอตัราการกระจายตวัของสารในเฟสเคล่ือนท่ี ท าใหพ้ีกแคบลง) และเพิ่ม
อุณหภูมิของคอลมัน์ 
 ตวัอยา่งแสดงผลของการปรับค่า k/,  และ N ท่ีมีต่อ resolution ดงัในรูปท่ี 2.22 
 

 
รูปท่ี 2.22 โครมาโทแกรมแสดงผลของการปรับค่า k/,  และ Nท่ีมีต่อ resolution (RS)  

 จากรูปท่ี 2.22  สามารถอธิบายผลของการปรับค่า k/,  และ N ท่ีมีต่อความสามารถในการแยก
ไดด้งัน้ี เช่น การแยกสารสองชนิด ดว้ยรีเวิร์สเฟสคอลมัน์ ใชส่้วนผสมของน ้ าและเมทานอล เป็นเฟส
เคล่ือนท่ี เร่ิมดว้ยใชเ้มทานอลกบัน ้ าในอตัราส่วน 50:50 สารทั้งสองจะแยกดงัในรูป (a) ค่า k/ ท่ีไดอ้ยู่
ในช่วง 0.5 < k/<2 ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ีไม่เหมาะสม ดงันั้นจึงท าการปรับค่า k/ ก่อนเพราะสะดวก ถา้ตอ้งการ
ลดค่า k/ จะตอ้งเพิ่มความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี คือเพิ่มสัดส่วนของเมทานอลต่อน ้ าเป็น 70:30 ผลการ
แยกไม่ดี พีกทบักนัดงัในรูป (b) ดา้นซ้าย เพราะฉะนั้นตอ้งเพิ่มค่า k/ เพื่อให้การแยกดีข้ึน โดยลดความ
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แรงของเฟสเคล่ือนท่ี เป็น 35:65 การแยกดีข้ึน แต่ความสูงของพีกลดลงมาก และใชเ้วลานาน ดงัในรูป 
(b) ดา้นขวา รูป (c) เป็นการปรับค่า N โดยการเพิ่มจ านวนเพลท เช่นความยาวของคอลมัน์จาก 10 
เซนติเมตร เป็น 15 เซนติเมตร ผลของการแยกพีกแคบลง ความสูงเพิ่มข้ึน เวลาไม่เปล่ียนไปจากเร่ิมแรก 
(โดยทัว่ไปการเพิ่มค่า N หรือความยาวของคอลมัน์ เวลาจะเปล่ียน แต่ในกรณีน้ีเขา้ใจวา่อตัราส่วนของ
น ้ าหนกัของสารตวัอยา่งต่ออนุภาคของคอลมัน์ไม่เปล่ียนแปลง) รูป (d) เป็นการปรับค่า  โดยการ
เปล่ียนองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ีจากเมทา-นอลเป็นอะซิโตรไนไทล์ เช่นใช ้40% อะซิโตรไนไทล์
ในน ้า ผลการแยกดีข้ึนเวลาการคงไวแ้ละความสูงของพีกเปล่ียนไม่มากนกั   
 การตรวจสอบระบบทีใ่ช้วเิคราะห์(System suitability) 

เป็นการตรวจสอบให้แน่ใจวา่ระบบท่ีใชใ้นการวิเคราะห์นั้นเหมาะสมและมีประสิทธิภาพ  ซ่ึง
การตรวจสอบน้ี  เป็นการตรวจสอบเก่ียวกบัเคร่ืองมือ  ระบบไฟฟ้า วิธีการและสภาวะของการทดลอง 
พารามิเตอร์ท่ีใชเ้พื่อท าการตรวจสอบ ไดแ้ก่ ความเท่ียง หาไดจ้ากค่า  Relative Standard Deviation (SR) 
และ ค่าการแยก หาไดจ้ากจ านวนเพลททางทฤษฎี(Plate count or column efficiency,N) เทลล่ิง แฟก
เตอร์(tailing factor,T) และค่าความสามารถในการแยก(Resolution ,RS)  

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์(Relative standard deviation ,SR) เป็นการตรวจสอบความแม่นย  า
ของเคร่ืองมือ  ท าโดยการฉีดสารละลายของสารมาตรฐาน  ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ซ ้ าๆ  กัน  ในกรณีท่ี
ก าหนด ค่า SR ไม่เกิน  2%   ตอ้งค านวณจากขอ้มูลท่ีไดจ้ากการฉีดสาร   5  คร้ัง  และถา้ก าหนดค่า  SR  เกิน  
2%  ตอ้งค านวณจากขอ้มูลท่ีไดจ้ากการฉีด  6 คร้ัง  

ค่า SR ค  านวณเป็นเปอร์เซ็นตไ์ดจ้ากสูตร  
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 Xi = ค่าการตอบสนอง(Response) อาจเป็นความสูงของพีก(Peak   
   height) พื้นท่ีของพีก(Peak area) หรือ เวลาในการคงไว ้   
  (Retention time) ของการฉีดสารแต่ละคร้ัง 

 N = จ านวนคร้ังในการฉีดสาร 
 X  = ค่าเฉล่ียของการตอบสนอง 
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ค่า SR ข้ึนกบัความแม่นย  าของเคร่ืองมือ ไม่สามารถท่ีจะแกใ้หดี้ข้ึนดว้ยการปรับสภาวะของการ
ทดลอง 

  
จ  านวนเพลททางทฤษฎี(Plate count or column efficiency ,N) 
เป็นการวดัประสิทธิภาพของคอลมัน์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ มกัจะใช้ค่าน้ีตรวจสอบระบบท่ีใช้

วเิคราะห์(System suitability)ในกรณีท่ีท าการวเิคราะห์สารชนิดเดียวเป็นการบอกถึงความแหลมของพีก 
ค่าน้ีมีความส าคญัในกรณีท่ีท าการวเิคราะห์สารท่ีมีปริมาณนอ้ยๆ 

 ค่า N หาไดจ้ากสูตร 

  N = 16 
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ค่าความสามารถในการแยก(Resolution, RS) 

เป็นค่าท่ีบอกให้ทราบวา่พีกสองพีกท่ีอยู่ติดกนัแยกออกจากกนัดีเพียงใด  ซ่ึงการแยกน้ีจะตอ้ง
พิจารณาทั้งระยะเวลาท่ีสารเคล่ือนผา่นคอลมัน์และความกวา้งของพีกทั้งสอง  ค่าน้ีบอกถึงประสิทธิภาพ
ของระบบการแยกเพื่อใหแ้น่ใจวา่   สารมาตรฐานภายในแยกออกจากสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์  การแยกท่ี
สมบูรณ์  มีค่า  RS   =  1.5  แต่ค่า  RS   =  1    ก็สามารถใชส้ าหรับงานวิเคราะห์ได ้ ในการวิเคราะห์ยาตาม 
USP มกัจะก าหนดตวัยาท่ีใชใ้นการหาค่า RS 

 ค่า RS หาไดจ้ากสูตร 

  RS  =  
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เทลล่ิง แฟกเตอร์(Tailing Factor,T) 

เป็นค่าท่ีวดัหรือบอกถึงความสมมาตรของพีก  ถา้พีกสมมาตร ค่า  T  มีค่า  = 1 ถา้ค่า  T  มีค่า
มากกวา่  1 พีกจะไม่สมมาตร คือพีกเป็นหางท าให้การตรวจวดัและผลการวิเคราะห์ไม่น่าเช่ือถือ  ถา้  T  > 
2.0 แสดงวา่คอลมัน์มีประสิทธิภาพต ่า 

 ค่า T หาไดจ้ากสูตร 
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  T = 
f

W

2

05.0  

 
 T = เทลล่ิง แฟกเตอร์(tailing factor) 
 W0.05 = ความกวา้งของพีกท่ีความสูง  5% จากเบสไลน์ 
 f = ระยะทางระหวา่งจุดสูงสุดของพีกไปยงัส่วนลาดของพีก 

ดา้นหนา้ ค่าน้ีวดัท่ี  5 % ของความสูงจากเบสไลน์ 
 

 
รูปท่ี2.23 แสดงความไม่สมมาตรของพีก(asymmetrical peak) 

 
การตรวจสอบเหล่าน้ี  หาได้จากการรวบรวมข้อมูลจากการฉีดสารละลายมาตรฐาน  หรือ

สารละลายของสารอ่ืนๆ  ท่ีก าหนด  หรือหาค่าระบบท่ีใชว้ิเคราะห์(System suitability) ไดจ้ากสารท่ีท า
การวเิคราะห์ บางคร้ังในการวเิคราะห์อาจจะไม่ไดค้่าระบบท่ีใชว้ิเคราะห์ตามท่ีก าหนด  ซ่ึงสามารถท่ีจะ
ปรับปรุงแกไ้ขค่าพารามิเตอร์ต่างๆ  ได ้ เช่นค่า  T ท าโดยการเปล่ียนส่วนประกอบของเฟสเคล่ือนท่ี เป็น
ตน้ 
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การวเิคราะห์เชิงคุณภาพ(Qualitative Analysis)  
HPLC เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกสารเพื่อตรวจเอกลกัษณ์  วดัปริมาณและสามารถแยกเก็บสารแต่ละ

ชนิดท่ีแยกออกมาได้  การตรวจเอกลกัษณ์ของสารท่ีแยกออกมาได้  ท าไดโ้ดยเปรียบเทียบค่า  เวลาการ
คงไวก้บัสารมาตรฐานโดยสารตวัอย่างและสารมาตรฐานจะตอ้งท าการวิเคราะห์โดยมีสภาวะต่างๆ 
เหมือนกนั เช่น อุณหภูมิ ชนิดของคอลมัน์ ชนิดและอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี  เป็นตน้  สารท่ีให้ค่า
เวลาการคงไวต่้างกนัภายใตก้ารวเิคราะห์สภาวะเดียวกนั แสดงวา่เป็นสารต่างชนิดกนั  อยา่งไรก็ดี สารท่ี
ให้ค่าเวลาการคงไวเ้ท่ากนัอาจเป็นสารต่างชนิดกนัก็ได ้ จะตอ้งวิเคราะห์เพิ่มเติม  เพื่อเพิ่มความมัน่ใจ 
โดยวธีิการดงัน้ี 

 
1. ท าการวเิคราะห์ใหม่โดยเปล่ียนชนิดของคอลมัน์ หรือ ชนิดของเฟสเคล่ือนท่ี 
2. ท าการวเิคราะห์สารตวัอยา่งเดิมโดยใชเ้ทคนิคอ่ืน  
3. น าส่วนท่ีแยกไดจ้าก HPLC ไปท าการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิคอ่ืน 

 
เทคนิคทีใ่ช้ในการตรวจเอกลกัษณ์ของสาร 

1. เปรียบเทียบเวลาการคงไวร้ายละเอียดดงักล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 
2. เปรียบเทียบปริมาตรการคงไว ้ถา้สารตวัอย่างให้ปริมาตรการคงไวต่้างจากสารมาตรฐาน

เม่ือท าการวิเคราะห์ภายใตส้ภาวะเดียวกนั ก็แสดงว่าเป็นสารต่างชนิดกนั  แต่ถ้าปริ-มาตรการคงไว้
เท่ากนั สารตวัอยา่งก็อาจเป็นสารชนิดเดียวกบัสารมาตรฐาน 

3. เปรียบเทียบเวลาการคงไวส้ัมพทัธ์กับสารมาตรฐานชนิดอ่ืนท่ีให้ค่าเวลาการคงไวไ้ม่
ตรงกนั  เช่น  ตอ้งการตรวจเอกลกัษณ์ของสารตวัอย่างวา่เป็นโคเคอีนหรือไม่  ก็อาจใช ้ โคดีอีนเป็นสาร
มาตรฐานชนิดท่ีสอง  โดยเติมโคเดอีนลงในสารมาตรฐานโคเคอีนและลงในสารตวัอย่างดว้ย  ฉีดสาร
ผสมทั้งสองเขา้  HPLC  สารผสมละ   1  –   2  คร้ัง  เปรียบเทียบอตัราส่วนเวลาการคงไวข้อง  โคเคอีนกบัโค
เดอีน และของสารตวัอยา่งกบัโคเดอีน ถา้อตัราส่วนทั้งสองต่างกนั  แสดงวา่สารตวัอยา่งไม่ใช่โคเคอีน 
แต่ถา้เท่ากนัสารตวัอยา่งอาจเป็นโคเคอีนตอ้งเพิ่มความมัน่ใจโดยวธีิต่างๆ ตามท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 

4. การเติม(Spiking) ในกรณีน้ีวิเคราะห์ดว้ย  HPLC  แลว้แยกได้   2  พีก  ถา้ทราบวา่สารตวัอยา่ง
เป็นสารผสมของ  A  และ  B  แต่อยากทราบว่าพีกใดเป็นของ  A  พีก  ใดเป็นของ  B  ก็ท  าได้โดยเติมสาร
มาตรฐาน A หรือ B ลงไป เช่น ถา้เติมสาร  A  ลงไป  พีกท่ีมีพื้นฐานมากหรือสูงข้ึนก็แสดงวา่เป็นพีกของ
สาร A ดงัรูป 2.24 
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รูปท่ี 2.24 แสดงการวเิคราะห์พีกดว้ยเทคนิคการเติม(spiking) 
 

การวเิคราะห์เชิงปริมาณ(Quantitative Analysis)  
หลงัจาก HPLC แยกสารออกมาเป็นพีกต่างๆ ปริมาณของสารในแต่ละพีกก็สามารถค านวณได้

ดงัน้ี 
1. โดยวดัความสูงของพีก เทียบกบัความสูงของพีกของสารมาตรฐานท่ีทราบปริมาณท่ีฉีดเขา้

ไป เน่ืองจากความสูงของพีกจะแปรตามปริมาณของสารท่ีผา่นเขา้ไปในเคร่ืองตรวจวดั  
ความสูงของพีก(H) วดัระยะจากเบสไลน์ถึงจุดสูงสุดของพีก ดงัแสดงท่ีพีกท่ี 2 ในรูปท่ี 2.25 

การวดั H ท าไดง่้ายและสะดวกโดยใชไ้มบ้รรทดัหรือนบัช่องตารางในกระดาษ หรือไดจ้าก 
คอมพิวเตอร์ซ่ึงต่อกบัเคร่ืองตรวจวดั กรณีท่ี เบสไลน์ดริฟสามารถแกไ้ขโดยลากเส้นเบสไลน์จากจุดท่ี
เร่ิมตน้ถึงจุดส้ินสุดของพีก ดงัแสดงท่ีพีก  1 และ  3 ในรูปท่ี 2.25 อยา่งไรก็ดี ถา้ตอ้งการใหค้่าท่ีวเิคราะห์
ไดมี้ความเท่ียงดี เบสไลน์ควรอยูใ่นแนวราบ ดงัแสดงท่ีพีก  2  
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รูปท่ี 2.25  การวดัความสูงของพีก 

 
เม่ือใชว้ธีิน้ีตอ้งควบคุมไม่ให้อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเปล่ียนเน่ืองจากจะมีผลต่อการ

เปล่ียนรูปร่างของพีก ซ่ึงท าใหค้วามสูงของพีกเปล่ียนไป นอกจากน้ีวธีิน้ีหา้มใชก้บัพีกท่ีมีหาง พีกท่ีมี
ลกัษณะกวา้ง เพราะจะท าใหท่ี้ค านวณไดไ้ม่ถูกตอ้ง 

2. โดยวดัพื้นท่ีพีก ของสารตวัอยา่งกบัพื้นท่ีพีกของสารมาตรฐานท่ีทราบปริมาณท่ีฉีดเขา้ไป 
วธีิน้ีใหผ้ลแม่นย  ่ากวา่วธีิแรก  

การหาพื้นท่ีพีกท าไดห้ลายวธีิ ดงัน้ี 
1. ค านวณจากความสูงของพีก(H) ความกวา้งของพีกท่ีคร่ึงหน่ึงของความสูง  (W)  วิธี

น้ีเหมาะส าหรับพีกท่ีมีรูปร่างใกลเ้คียงกบัการกระจายแบบเกาส์เซียนดงัแสดงในรูปท่ี 2.26  

 
 

รูปท่ี 2.26  การค านวณพื้นท่ีของพีก โดยใชค้วามสูงของพีก(H) คูณกบัความกวา้งของพีกท่ีคร่ึงหน่ึงของ
ความสูง(W)  

 
2. ตดัพีกแลว้ชัง่น ้าหนกัอยา่งละเอียด  เทียบกบัน ้ าหนกัของพีกของสารมาตรฐาน  วิธี

น้ีไม่ค่อยนิยมใช ้
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3. ใช้ เค ร่ืองคอมพิวเตอร์ค านวณ  วิ ธี น้ีให้ผลแม่นย  ากว่า   2  วิ ธีข้างต้น  และ
ประหยดัเวลา แต่ตอ้งเสียค่าใชจ่้ายส าหรับเคร่ืองมือดงักล่าว 
 
เทคนิคทีใ่ช้ในการวเิคราะห์หาปริมาณของสารตัวอย่าง 

เม่ือผูว้ิเคราะห์ทราบความสูงหรือพื้นท่ีพีกของสารมาตรฐานแลว้  ตอ้งน ามาท ากราฟมาตรฐาน
เพื่อใช้ในการค านวณหาปริมาณของสารตวัอย่าง เทคนิคท่ีใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณของสาร
ตวัอยา่งมีดงัน้ี 

1. Internal standard technique 
การวิเคราะห์วิธีน้ีท  าโดยเติมสารท่ีต่างชนิดกบัสารตวัอย่าง(internal standard)  ลงไปในสาร

ตวัอยา่งและสารมาตรฐานในปริมาณท่ีเท่ากนัก่อนน าไปฉีด ปริมาณท่ีใชค้วรให้พีกท่ีมีขนาดใกลเ้คียง
กบัสารท่ีตอ้งการจะวเิคราะห์ในสารตวัอยา่ง  

สารมาตรฐานภายใน(Internal standard) ตอ้งมีคุณสมบติัดงัน้ี 
(1) ไม่ใช่สารท่ีเป็นองคป์ระกอบของสารตวัอยา่ง 
(2) เป็นสารบริสุทธ์ิจะไม่ท าปฏิกิริยากบัสารท่ีเป็นองคป์ระกอบของสารตวัอยา่ง 
(3) ใหพ้ีกท่ีไม่ซอ้นกบัพีกจากสารตวัอยา่งและมีเวลาการคงไว ้ไม่มากเกินไป 
(4) เป็นสารท่ีมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัสารท่ีตอ้งการจะวิเคราะห์ในสารตวัอย่างและ

สามารถตรวจวดัไดด้ว้ยเคร่ืองตรวจวดัชนิดเดียวกนั 
เทคนิคน้ีมีขอ้ดีท่ีสารต่างๆ ท่ีเป็นองคป์ระกอบของสารตวัอยา่งไม่จ  าเป็นท่ีจะตอ้งถูกชะ ออกมา

หมดทุกตวั  เพียงแต่สารท่ีตอ้งการจะวิเคราะห์และสารมาตรฐานภายในท่ีเติมลงไปถูกชะออกมาหมดก็
พอแลว้ 

2. External standard technique 
การวเิคราะห์วิธีน้ีท  าโดยฉีดสารละลายสารมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ  กนัโดยปริมาตรตอ้ง

เท่ากนัและแม่นย  า วดัพื้นท่ีใตพ้ีก และน าพื้นท่ีใตพ้ีกท่ีกล่าวมาพลอตกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน
จะไดก้ราฟมาตรฐานจากนั้นฉีดสารตวัอยา่งปริมาตรท่ีเท่ากบัท่ีฉีดสารมาตรฐาน  วดัพื้นท่ีใตพ้ีกน ามา 
หาค่าท่ีกราฟมาตรฐานทราบปริมาณในสารตวัอยา่ง 

วธีิน้ีไม่ถูกตอ้งเท่า Internal standard technique และจะใหผ้ลดีต่อเม่ือมีปัจจยัดงัน้ี 
(1) ปริมาตรสารมาตรฐาน  และสารตวัอย่างท่ีฉีดในแต่ละคร้ังตอ้งเท่ากนัและตอ้ง 

แม่นย  า 
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(2) เวลาการคงไวข้องสารแต่ละตวัมีค่าคงท่ี 
(3) การท างานของคอลัมน์ และการตอบสนองของดีเทคเตอร์ต้องคงท่ีตลอดการ

วเิคราะห์  
(4) การหาค่าพื้นท่ีใตพ้ีกของสารตวัอยา่งตอ้งใชก้ราฟมาตรฐานช่วงท่ีเป็นเส้นตรง  

 
วิธีน้ีสะดวกกวา่  Internal standard technique  ตรงท่ีไม่ตอ้งหาสารมาตรฐานภายในซ่ึงการหา

ชนิดท่ีเหมาะสมท าไดย้ากถา้มีพีกหลายพีกในสารตวัอยา่ง  
3. Area percent technique 
วิธีน้ีไม่ตอ้งท ากราฟมาตรฐานใชใ้นกรณีท่ีตอ้งการทราบอตัราส่วนของสารแต่ละอยา่งในของ

ผสม เช่น  ในการวิเคราะห์หาสารปนเป้ือนในสารตวัอยา่งในธรรมชาติเทียบกบัองคป์ระกอบหลกัหรือ 
วเิคราะห์ผลิตภณัฑท์างปิโตรเคมี ซ่ึงมีไฮโดรคาร์บอนดห์ลายชนิด วธีิน้ีจะใชใ้นกรณีดงัน้ี  

(1) สารแต่ละอยา่งในของผสมตอบสนองเคร่ืองตรวจวดัเท่าๆ กนั  
(2) สารมาตรฐานท่ีใชเ้ปรียบเทียบมีจ านวนจ ากดั 

การวเิคราะห์วธีิน้ีท าโดยฉีดสารตวัอยา่งเขา้เคร่ือง HPLC  วดัพื้นท่ีของแต่ละพีก  น าผลรวมของ
ทั้งหมดมาใชค้  านวณหาเปอร์เซ็นตข์องสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ในสารตวัอยา่ง  

 
4. Standard addition technique แบ่งเป็น 2 วธีิ 

  4.1 เป็นเทคนิคระหวา่ง internal standard กบั External standard จะใชต่้อเม่ือดี-เทค
เตอร์ตอบสนองเป็นเส้นตรง ใช้วิเคราะห์เม่ือสารตวัอย่างมีเพียง 2-3 ตวัอย่าง โดยมีขั้นตอนในการ
วเิคราะห์ดงัน้ี 
  (1) น าสารตวัอยา่งมาวเิคราะห์ 
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รูปท่ี 2.27 (a) แสดงโครมาโทแกรมของสารตวัอยา่ง  

 
  (2) น าสารตวัอยา่งมาเติมสารมาตรฐานตวัท่ีตอ้งการวเิคราะห์โดยทราบปริมาณท่ี
แน่นอน แลว้น าไปวิเคราะห์ 

 
 

รูปท่ี 2.27 (b) แสดงโครมาโทแกรมของสารตวัอยา่งท่ีเติมสารมาตรฐาน  
 
 เช่น ถา้ตอ้งการหาปริมาณของพีก 2 และ 3 ก็ใหเ้ติมสารมาตรฐานของตวัท่ี 2 และ 3 ลงไป 
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 ในท านองเดียวกนั unknown 3 ก็สามารถหาไดเ้ช่นกนั จะเห็นวา่วธีิการน้ี สารตวัท่ี 1 ท าหนา้ท่ี
คลา้ยสารมาตรฐานภายใน 
 4.2 Standard addition calibration curve ใชส้ารมาตรฐานของ unknown เตรียมหลายๆ ความ
เขม้ขน้ แลว้ทุกๆความเขม้ขน้เติม unknown ลงไปปริมาณท่ีเท่ากนั เม่ือน าไปวเิคราะห์แลว้ใหพ้ลอตก
ราฟระหวา่งพื้นท่ีพีกกบัปริมาณสารมาตรฐาน จากนั้นหาปริมาณ unknown ได ้2 วธีิ คือ 
  4.2.1 ลากเส้นตรงต่อจากเคอร์ฟมาตดัแกน –x ขนาดท่ีอ่านไดท่ี้แกน –x คือ ปริมาณ
ของ unknown (คิดค่าเป็นบวก) 
  4.2.2 จากจุดตดัแกน y ใหน้ าค่าท่ีเท่ากนัทบข้ึนไปทางดา้นบนของแกน y แลว้ลากมา
ตดักบัเส้นเคอร์ฟมาตรฐาน จากนั้นอ่านค่าท่ีไดบ้นแกน x 

 
 

รูปท่ี 2.28 การหาปริมาณ unknown โดยวธีิ Standard addition calibration curve  
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2.4 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 
 1. Trevor M. Letcher และคณะ [10] ได้หาค่าสัมประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนันต์
(Activity coefficients at infinite dilution,13

 ; เม่ือ 1 คือตวัถูกละลาย และ 3 คือตวัท าละลาย) ของตวั
ถูกละลายท่ีมีขั้วและไม่มีขั้วใน 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม-2-(2-เมทอกซี เอทอกซี) เอทิล ซลัเฟต 
โดยใช้เทคนิคแก๊สลิควิดโครมาโทกราฟี ไดมี้การตรวจสอบอนัตรกิริยาท่ีบริเวณรอยต่อของของเหลว
กบัแก๊สระหวา่งตวัถูกละลายและตวัท าละลาย โดยการปรับเปล่ียนปริมาณของเหลวท่ีเป็นตวัท าละลาย
บนคอลมัน์ ไดมี้การหาค่าการคงไวจ้ากตวัถูกละลายและแก๊สตวัพาเพื่อใชใ้นการค านวณค่าสัมประสิทธ์ิ
แอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัต์ ในงานวิจยัน้ีไดมี้การหาค่าสัมประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัต์
ของอลัเคน(Alkane), อลัคีน(Alk-1-enes), อลัไคน์(Alk-1-ynes) ไซโคลอลัเคน(Cycloalkanes), อะโร
มาติก ไฮโดรคาร์บอน(Aromatic hydrocarbon) คาร์บอนเตตระคลอไรด์(Carbon tetrachloride) และเม
ทานอล(Methanol) ในไอออนิก ลิควิด ท่ีอุณหภูมิ 298.15, 303.15 และ 308.15 K ซ่ึงงานวิจยัน้ี
สอดคล้องกบังานวิจยัท่ีได้ท  ามาก่อนหน้าน้ี แต่ในงานวิจยัก่อนหน้าน้ีได้ใช้ไอออนิก ลิควิด 4 ชนิด 
ไดแ้ก่ 1-เมทิล-3-ออกทิลอิมมิดาโซเลียม คลอไรด์(1-methyl-3-octylimidazolium chloride), 1-เฮกซิล-3-
เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตระฟูออโรบอเรท(1-hexyl-3-methylimidazolium tetrafluorborate), 1-เฮกซิล-
3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เฮกซะฟูออโรฟอสเฟต(1-hexyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate) 
และ  1 -เอ ทิล -3 -เม ทิล อิม มิ -ดา โซ เ ลี ยม บิสไตรฟู ออโร เม ทิลซัลโฟนิล อิมไมด์ [1-ethyl-3-
methylimidazolium bis (trifluoromet- hylsulfonyl)imide] ผลท่ีได้ถูกใช้ในการท านายศกัยภาพของตวั
ท าละลายส าหรับการแยกเฮกเซน(Hexane)และเบนซีน(Benzene)จากค่าจ าเพาะท่ีค านวณได้ ค่า
สัมประสิทธ์ิแอกติวต้ีิท่ีความเจือจางอนนัตท่ี์ไดถู้กน ามาเปรียบเทียบกบัค่าสัมประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความ
เจือจางอนนัต์ท่ีไดจ้ากระบบอ่ืน เพื่อให้เขา้ใจถึงอิทธิพลของไอออนบวกและไอออนลบท่ีมีต่ออนัตร
กิริยาของตวัท าละลายและตวัถูกละลาย ค่าสัมประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัตท่ี์ไดจ้ากอุณหภูมิ
ต่างๆถูกใชใ้นการค านวณค่าmolar excess enthalpies ท่ีความเจือจางอนนัต ์(H1

E) 
 2. Fabrice Mutelet และคณะ [11] ไดห้าค่าสัมประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัต์ของ
สารประกอบอินทรีย ์29 ชนิด ในไอออนิก ลิควิด ท่ีเป็นของเหลวท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ชนิด โดยใชเ้ทคนิค
อินเวิร์สแก๊สโครมาโทกราฟี(Inverse gas chromatography) โดยวดัท่ีอุณหภูมิ 323.15 และ 343.15 K 
จากผลการทดลองพบว่าตวัถูกละลายส่วนใหญ่ถูกคงไวโ้ดยการแบ่งส่วน(Partition)และมีส่วนน้อยท่ี
เกิดการดูดซบั(Adsorption)บน 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต และ นอร์มอล อลัเคน 
ถูกคงไวโ้ดยการดูดซบับน 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียมโทซิลเลท 
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 3. Zsombor Miskolczy และคณะ [12] ไดศึ้กษาคุณสมบติัของไอออนิก ลิควิดท่ีประกอบดว้ย 
นอร์มอล ออกทิล ในสารละลายท่ีมีน ้ าเป็นตวัท าละลายโดยการวดัค่าการน าไฟฟ้าและค่าความขุ่น จาก
การทดลองพบวา่ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซัลเฟต ประพฤติตวัเป็นสารลดแรงตึงผิว
(Surfactant) ท่ีความเขม้ขน้มากกว่า 0.031 M ส่วน 1-เมทิล-3-ออกทิลอิม-มิดาโซเลียม คลอไรด์ ให้
สารละลายท่ีไม่เป็นเน้ือเดียวกนัในตวัท าละลายท่ีเป็นน ้ า แต่จะสามารถละลายน ้ าได้มากข้ึนเม่ือเติม
โซเดียม โดเดซิล ซลัเฟต (Sodium dodecyl sulfate) มากกวา่ 2 เท่า เน่ืองจากมีการสร้างไมเซลล์แบบ
ผสมข้ึน ไอออนิก ลิควดิท่ีความเขม้ขน้นอ้ยกวา่ 10 mM สามารถลดความมีขั้วของส่วนหางของไมเซลล์
ของโซเดียม โดเดซิล ซลัเฟตได ้
 4. A. Vicent Orchilles และคณะ [13] ไดว้ดัค่าความหนาแน่นของสารละลาย 1-บิวทิล-3-เมทิ
ลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซัลเฟต ในตวัท าละลายท่ีเป็นน ้ าและ 1-โพรพานอล ท่ีอุณหภูมิระหว่าง 
278.15 จนถึง 328.15 K จากค่าความหนาแน่นท่ีหาไดถู้กใชใ้นการค านวณหาค่า molar volumes (V) 
และค่า molar volume ท่ีความเจือจางอนนัต ์(V0) จากการทดลองพบวา่ค่า V0 ของ 1-บิวทิล-3-เมทิ
ลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซัลเฟต ในน ้ ามีค่าสูงกว่าใน 1-โพรพานอล และจะมีค่าเพิ่มข้ึนเม่ืออุณหภูมิ
เพิ่มข้ึน แต่ในทางกลบักนัค่า V0 ของ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต ใน 1-โพรพา
นอล ลดลงเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึน 
 5. Enrique G. Yanes และคณะ  [14] ไดน้ า 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ไนเตรท มาเป็น
สารละลายอิเล็กโทรไลท์ในการแยกสารประกอบโพลีฟีนอลจากสารสกดัจากเมล็ดองุ่นโดยใช้เทคนิค
แคปปิลลารี อีเล็คโทรโฟรีซิส ซ่ึงกลไกการแยกนั้นเก่ียวกบัอิมมิดาโซเลียมแคทไอออนและโพลีฟีนอล 
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บทที3่ 
วธีิด าเนินการวจิยั 

(Material&Method) 
 
 3.1 สารเคมีและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการวจัิย 
 
  สารเคมี 
  1. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide, NaOH) > 99.0%(w/w),A.R.grade ของ 
บริษทั Analytical Science ( LAB-SCAN) 
  2. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) 37% (w/v),A.R. grade ของบริษทั 
Analytical Science( LAB-SCAN) 
  3. เมทานอล (Methanol,CH3OH) HPLC grade ของบริษทั Fisher Scientific 
  4. อะซิโตรไนไทล ์(Acetronitrile, CH3CN) HPLC grade ของบริษทั Fisher Scientific 
  5. กรดฟอสฟอริค (Phosphoric acid, H3PO4) A.R. grade ของบริษทั Analytical 
Science( LAB-SCAN) 
  6. ไนโตรฟูราโซน 99.0%ของบริษทั Sigma  
  7. ฟูราโซลิโดน 99.0%ของบริษทั Sigma  
  8. ไนโตรฟูราโตอิน 99.22% ของบริษทั Sigma 
  9. คลอแรมฟินิคอล ของบริษทั Sigma 
  10. 1-เอ ทิล -3 -เม ทิล อิม มิดาโซ เ ลียม  เตตระฟู โอโรบอเรท  (1-ethyl-3-
methylimidazolium tetrafluoroborate) ของบริษทั sigma 
  11. 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซ เ ลียม เตตระฟูโอโรบอเรท (1-butyl-3-
methylimidazolium tetrafluoroborate) ของบริษทั sigma 
     12. น ้าปราศจากไอออน( Deionized water) 
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  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 
  1.เคร่ืองโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูงแบบเซมิไมโคร(Semi-micro High 
Performance Liquid Chromatograph; Semi-micro HPLC) บริษทั Shimatsu 
  2.เคร่ือง pH meter , บริษทั Danver Instrument Model 215 
  3.เคร่ืองชัง่ทศนิยม 5 ต าแหน่ง ยีห่อ้ Sartorius รุ่น BP2103 บริษทั Scientific 
Promotion 
  4.เคร่ือง Fisher Stirring Hotplate บริษทั Fisher Scientific 
  5.ครกบด 
    
3.2 วธีิการด าเนินการวจัิย การวจัิยแบ่งออกเป็น 4 ขั้นตอน ดังต่อไปนี ้

 
 ขั้นตอนที่ 1 ศึกษาหาชนิดของของเหลวไอออนิคและหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใช้เป็น
สารเติมแต่งเฟสเคล่ือนท่ีในการแยกสารละลายมาตรฐาน ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิ
โดน และ คลอแรมฟินิคอล โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบ เซมิไมโคร ตวั
แปรท่ีศึกษาไดแ้ก่ ชนิดของของเหลวไอออนิค ความเขม้ขน้ของสารละลายของเหลวไอออนิค ค่าความ
เป็นกรดเบส(pH) ของเฟสเคล่ือนท่ี  
 น าของเหลวไอออนิค 2 ชนิด มาเตรียมเป็นสารละลายดว้ยการใชน้ ้ าปราศจากไอออนเป็นตวัท า
ละลาย โดยก าหนดใหค้วามเขม้ขน้ ค่าpH เป็นค่าและชนิดเดียวกนั ตามล าดบั น าสารละลายของเหลวไอ
ออนิคชนิดต่างๆท่ีเตรียมข้ึนกรองภายใตร้ะบบสูญญากาศผ่านกระดาษกรองไนลอนท่ีมีความละเอียด 
0.22 m จากนั้นน ามาไล่อากาศโดยใชเ้คร่ืองอลัทราโซนิค(Ultrasonic bath) เป็นเวลา 10 นาที แลว้
น ามาใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ีในเทคนิค semi-micro HPLC โดยใช ้ODS คอลมัน์ (ขนาด 100 mm x 2.1 mm 
i.d., 2.6 µm) และใชย้วูวีสิิเบิลดีเทคเตอร์ วเิคราะห์ผลท่ีได ้หลงัจากนั้นปรับเปล่ียนหาระดบัความเขม้ขน้
ของของเหลวไอออนิค ค่าpH ท่ีเหมาะสม ตามล าดบั ดว้ยวธีิการทดลองเดียวกนัวเิคราะห์ผลท่ีได ้   
 ขั้นตอนที่ 2 ศึกษาหาประสิทธิภาพการแยกสารละลายมาตรฐาน ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูรา
โตอิน ฟูราโซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล  
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  เม่ือได้ชนิดและสภาวะท่ีเหมาะสมของสารละลายของเหลวไอออนิคซ่ึงใช้เป็น         
เฟสเคล่ือนท่ีแลว้ ท าการหาประสิทธิภาพการแยกสารละลายมาตรฐาน ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโต
อิน ฟูราโซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล โดยการหาค่าต่างๆดงัต่อไปน้ี 
  1. แฟกเตอร์ความจุ(Capacity factor , k/) 
  2. จ  านวนเพลทตามทฤษฎี(Number of theoretical plates of the column,N) 
  3. เทลล่ิงแฟกเตอร์ (Tailing factor,T) 
  4. ความจ าเพาะเจาะจง(Separation factor) 
  5. ความสามารถในการแยก(Resolution,Rs) 
  6. R.S.D of peak area(n=6) 
 
 ขั้นตอนที ่3 ท  าการทดสอบความใชไ้ดข้องวธีิวเิคราะห์ท่ีพฒันาข้ึน 
  1. ความจ าเพาะ(Selectivity) 
  น า ส า ร ล ะ ล า ย ตั ว อ ย่ า ง แ ล ะ ส า ร ป ร ะ ก อ บ อ่ื น ท่ี ไ ม่ มี ตั ว ย า (Placebo)                                  
ท่ีเตรียมท่ีระดับความเข้มข้นเดียวกันมาท าการวิเคราะห์โดยใช้สภาวะในการทดลองเดียวกัน 
เปรียบเทียบโครมาโทแกรมท่ีไดจ้ากสารละลายตวัอยา่งและPlacebo  
  2. ความสัมพนัธ์เชิงเส้น( Linearity) 
  2.1 System linearity 
  น าสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูรา
โซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 5 ระดบัความเขม้ขน้ มาวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง semi-
micro HPLC โดยใช้สารละลายของเหลวไอออนิคท่ีสภาวะท่ีเหมาะสม  เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ท าการวดั
สารละลายมาตรฐานท่ีระดบัความเขม้ขน้ละ 5 ซ ้ า หาค่าเฉล่ียของสัญญาณ   ท่ีอ่านได้ท่ีแต่ละระดบั
ความเขม้ขน้ พลอตกราฟระหวา่งความเขม้ขน้(แกนX)และสัญญาณท่ีอ่านได(้แกนY)  จากกราฟท่ีพลอ
ตระหว่างค่าสัญญาณท่ีอ่านไดก้บัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน(อย่างน้อย 6 จุดรวมแบลงค์) 
น ามาค านวณหาสมการเส้นถดถอย(Regression line) โดยใชว้ิธีก าลงัสองนอ้ยท่ีสุด(The method of least 
squares) ทั้งน้ีค่าความชนั(Slope)ของสมการเส้นถดถอย ค่าสัมประสิทธ์ของการตดัสินใจ(Regression 
Coefficient, R2) และจุดตดัแกนY สามารถน ามาเป็นเกณฑ์การยอมรับความถูกตอ้ง ผลของความเป็น
เส้นตรงท่ีดีจะไดก้ราฟเส้นตรงโดยมีค่าความชนั=1 ค่า R2 =1(โดยทัว่ไปยอมรับค่า R2 ท่ี 0.999 ถึง 
0.995) และค่าจุดตดัแกน y = 0    
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  2.2 Method linearity 
  น าตัวอย่างท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน(Spiked sample) 3 ระดับความเข้มข้น                
มาวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง semi-micro HPLC โดยใช้สารละลายของเหลวไอออนิคท่ีสภาวะท่ีเหมาะสม  
เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ท าการวดัสารละลายมาตรฐานท่ีระดบัความเขม้ขน้ละ 6 ซ ้ า น าค่าของสัญญาณท่ีอ่าน
ไดท่ี้แต่ละระดบัความเขม้ขน้พลอตกราฟระหว่างความเขม้ขน้(แกนX)และสัญญาณท่ีอ่านได(้แกนY) 
จากกราฟท่ีพลอตระหวา่งสัญญาณท่ีอ่านไดก้บัความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน(อย่างนอ้ย 4 จุด
รวมแบลงค์) น ามาค านวณหาสมการเส้นถดถอย(Regression line) โดยใช้วิธีก าลงัสองน้อยท่ีสุด(The 
method of least squares) ทั้งน้ีค่าความชนั(Slope)ของสมการเส้นถดถอย  ค่าสัมประสิทธ์ของการ
ตดัสินใจ(Regression Coefficient, R2) และ จุดตดัแกน Y  สามารถน ามาเป็นเกณฑ์การยอมรับความ
ถูกตอ้ง โดยทัว่ไปยอมรับ ค่า R2  0.99 
 
  3. สภาพไว(Sensitivity) 
  3.1 ขีดจ ากดัของการตรวจหา( Limit of Detection, LOD) 
สามารถหาไดโ้ดยใชข้อ้มูลจากการท า System linearity โดยใชสู้ตร 
 

BB syy 3  
 
  เม่ือ yB =  จุดตดัแกน y (a) ท่ีค  านวณไดจ้ากสมการเส้นถดถอย 
   SB = ค่า standard error of estimate,sy/x 
  3.2 Limit of Quantitation, LOQ 
  สามารถหาไดโ้ดยใชข้อ้มูลจากการท า System linearityโดยใชสู้ตร 
 

BB syy 10  
 
 เม่ือ yB =  จุดตดัแกน y (a) ท่ีค  านวณไดจ้ากสมการเส้นถดถอย 
  SB = ค่า standard error of estimate,sy/x 
  เม่ือไดค้่า LOQ โดยประมาณมาแลว้ ให้เติมสารละลายมาตรฐานท่ีระดบัเท่ากบั LOQ ลงใน 
Sample blank อยา่งนอ้ย 7 ซ ้ า แลว้น าไปวิเคราะห์ ค านวณหา %Recovery และ %RSD ถา้ค่าท่ีไดอ้ยูใ่น
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เกณฑ์ท่ียอมรับได้ ก็สามารถใช้ค่านั้น เป็น LOQ ของวิธี แต่ถ้าค่าท่ีได้ไม่อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ ให้
ก าหนดค่าใหม่ท่ีสูงกวา่เดิม ทดสอบความแม่น(Accuracy) และความเท่ียง (Precision)จนกวา่จะได ้
 4. ความถูกตอ้ง( Accuracy) 
 สามารถหาไดโ้ดยใชข้อ้มูลจากการท า Method linearity โดยใชสู้ตร 
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  C1 = ความเขม้ขน้ของตวัอยา่งท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน 
  C2 = ความเขม้ขน้ของตวัอยา่ง( Unfortified sample) 
  C3 = ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานท่ีเติม 
 
 5. ความเท่ียง(Precision) 
 ค่าท่ีแสดงถึงความใกลเ้คียงกนัของผลทดสอบตวัอยา่งท่ีท าการทดสอบซ ้ าหลายคร้ัง โดยทัว่ไป
จะแสดงดว้ยค่าเปอร์เซ็นตค์่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์(% Relative Standard Deviation ; RSD) หรือ 
สัมประสิทธ์ิความแปรปรวน(Coefficient of  Variation ;CV) 
 






X

SD
RSD

100
%  

 
 หมายเหตุ X  = ค่าเฉล่ียของผลการทดสอบ 
   SD = ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของการทดสอบ 
    
 ขั้นตอนที ่4 สรุปผลการทดลองและรายงานผล 
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บทที ่4 
ผลการวจิยัและข้อวจิารณ์ 

(Result&Discussion) 
 

 4.1 ศึกษาหาชนิดของสารละลายไอออนิกและหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับใช้เป็นเฟสเคลื่อนที่
ในเทคนิค Semicro-HPLC เพือ่แยกสารละลายมาตรฐานผสมที่ประกอบด้วย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟู
ราโตอนิ ฟูราโซลโิดน และ คลอแรมฟินิคอล  ได้พร้อมกนั 
 

 4.1.1 ผลการศึกษาหาความยาวคลืน่ทีดู่ดกลนืแสงสูงสุด (max) 
 
 น าสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิโดน 
และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ppm มาวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง Semimicro HPLC โดยใชต้วั
ตรวจวดัชนิดโฟโตไดโอดเอเรย ์(PDA) ท่ีความยาวคล่ืน 190 nm - 800 nm และใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเป็น 
Acetonitrile/ 1mM EMIMBF4 ท่ีมีค่า pH เท่ากบั 3.0 ในอตัราส่วน 15/85 %(v/v) แสดงผลดงัในรูปท่ี 4.1 
- 4.4 
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รูปที ่4.1 สเปกตรัมของไนโตรฟูราโซน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่4.2 สเปกตรัมของไนโตรฟูราโทอิน 
 

 

 



47 
 

 
รูปที ่4.3 สเปกตรัมของฟูราโซลิโดน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่4.4 สเปกตรัมของคลอแรมเฟนิคอล 
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 จากค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงในสเปกตรัม รูปท่ี 4.1 - 4.4  ไนโตรฟูราโชน มีค่าความยาวคล่ืนท่ี
ดูดกลืนแสงสูงสุด (max) 2 ค่า max1 = 260 nm  และ max2 = 374 nm ไนโตรฟูราโตอิน มีค่าความยาว
คล่ืนท่ีดูดกลืนแสงสูงสุด (max) 2 ค่า max1 = 265 nm  และ max2 = 366 nm  ฟูราโชลิโดน มีค่าความ
ยาวคล่ืนท่ีดูดกลืนแสงสูงสุด (max) 2 ค่า max1 = 259 nm  และ max2 = 366 nm คลอแรมเฟนิคอล มีค่า
ความยาวคล่ืนท่ีดูดกลืนแสงสูงสุด (max) max = 278 nm  เพราะฉะนั้นจึงเลือกตรวจวดัท่ีความคล่ืน 
270 nm ตลอดทั้งการทดลอง 
 
 4.1.2 ผลการศึกษาปริมาณของ Acetonitrile ทีเ่หมาะสม ในการใช้เป็นตัวท าลายผสมในเฟส
เคลือ่นที ่ 
 
 ปริมาณของ Acetonitrile ถูกศึกษา 2 ค่า ดงัต่อไปน้ี 15 % (v/v) และ 20 % (v/v) ต่อ 85 % (v/v) 
น ้ าปราศจากไอออนท่ีมีค่า pH เท่ากบั 3.0 (ซ่ึงปรับค่าpHดว้ย 10 %(w/v) HCl) และ 80 % (v/v) น ้ า
ปราศจากไอออนท่ีมีค่า pH เท่ากบั 3.0 (ซ่ึงปรับค่าpHดว้ย 10 %(w/v) HCl) ตามล าดบั 
 สารท่ีใชท้ดสอบ คือ สารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโต
อิน ฟูราโซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ppm มาวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง Semi micro 
HPLC โดยใชต้วัตรวจวดัชนิดโฟโตไดโอดเอเรย ์(PDA) ท่ีความยาวคล่ืน 270 nm  
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รูปที่ 4.5 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโต
อิน ฟูราโซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ppm เม่ือใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเป็น 15 % (v/v) ต่อ 
85 % (v/v) น ้ าปราศจากไอออนท่ีมีค่า pH เท่ากบั 3.0 (ซ่ึงปรับค่า pH ด้วย 10 %(w/v) HCl)               
Peak (1) = ไนโตรฟูราโซน (2) = ไนโตรฟูราโตอิน (3) = ฟูราโซลิโดน (4) = คลอแรมฟินิคอล 
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รูปที่ 4.6 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโต
อิน ฟูราโซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ppm เม่ือใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเป็น20 % (v/v) ต่อ 
80 % (v/v) น ้าปราศจากไอออนท่ีมีค่า pH เท่ากบั 3.0 (ซ่ึงปรับค่าpHดว้ย 10 %(w/v) HCl) Peak (1) = ไน
โตรฟูราโซน (2) = ไนโตรฟูราโตอิน (3) = ฟูราโซลิโดน (4) = คลอแรมฟินิคอล 
 
  จากโครมาโทแกรมในรูปท่ี 4.5 - 4.6 พบวา่การใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเป็น 15 % (v/v) ต่อ 85 % (v/v) 
น ้ าปราศจากไอออนท่ีมีค่า pH เท่ากบั 3.0 (ซ่ึงปรับค่าpHดว้ย 10 %(w/v) HCl) จะให้ค่าการแยกท่ีดีกวา่ 
และเพื่อตอ้งการใชป้ริมาณ Acetonitrile ให้น้อยท่ีสุด จึงเลือกใช้เฟสเคล่ือนท่ีท่ีประกอบดว้ยปริมาณ 
Acetonitrile เพียง 15 % (v/v)      
 
4.1.3 ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายไอออนิก 

 

 สารละลายไอออนิกท่ีน ามาศึกษามี 1 ชนิด คือ 1-เอทิล-3-เมทิล อิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโร
บอเรท โดยน าเฟสเคล่ือนท่ี 3 ชนิด ท่ีประกอบดว้ยความเขม้ขน้ของ 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เต
ตราฟูออโรบอเรท ท่ีแตกต่างกนั ดงัต่อไปน้ี  
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 1. 15/85 % (v/v) Acetonitrile/ 1 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท ท่ีมี
ค่า pH 3.0 
 2. 15/85 % (v/v) Acetonitrile/ 2 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท ท่ีมี
ค่า pH 3.0 
 3. 15/85 % (v/v) Acetonitrile/ 4 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท ท่ีมี
ค่า pH 3.0 
 
 มาใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ีในเทคนิค semi-micro HPLC อตัราการไหลเท่ากบั 0.3 mLmin-1 โดยใช้
คอลมัน์ C18 ขนาด 100 x 2.1 mm. i.d.; 2.6 m ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 270 nm ปริมาตรสารละลาย
มาตรฐานท่ีฉีด เท่ากบั 3 L โดยฉีดสารละลายมาตรฐาน ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิ
โดน และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ppm  ไดโ้ครมาโทแกรมดงัแสดงในรูปท่ี 4.7 - 4.9 
ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.7 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟู
ราโตอิน ฟูราโซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ppm  เม่ือใช้ 15/85 % (v/v) 
Acetonitrile/ 1 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท ท่ีมีค่า pH 3.0  
เป็นเฟสเคล่ือนท่ี Peak (1) = ไนโตรฟูราโซน (2) = ไนโตรฟูราโตอิน (3) = ฟูราโซลิโดน (4) = คลอ
แรมฟินิคอล 
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รูปที ่4.8 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟู
ราโตอิน ฟูราโซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ppm  เม่ือใช้ 15/85 % (v/v) 
Acetonitrile/ 2 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท ท่ีมีค่า pH 3.0  เป็นเฟส
เคล่ือนท่ี Peak (1) = ไนโตรฟูราโซน (2) = ไนโตรฟูราโตอิน (3) = ฟูราโซลิโดน (4) = คลอแรมฟินิคอล 
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รูปที ่4.9 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน    ไนโตร 
 
รูปที ่4.9 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟู
ราโตอิน ฟูราโซลิโดน และ คลอแรมฟินิคอล ท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ppm เม่ือใช้ 15/85 % (v/v) 
Acetonitrile/ 4 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท ท่ีมีค่า pH 3.0 เป็นเฟส
เคล่ือนท่ี Peak (1) = ไนโตรฟูราโซน (2) = ไนโตรฟูราโตอิน (3) = ฟูราโซลิโดน (4) = คลอแรมฟินิคอล 

 
 จากรูปท่ี 4.7 - 4.9  พบวา่  เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียมเตตราฟูออ
โรบอเรท เป็น 1, 2 และ 4 mM ค่าแฟกเตอร์ความจุของสารผสมทั้ง 4 ชนิด ค่อยๆลดลง และคงท่ีท่ีความ
เขม้ขน้ 4 mM 
 เพราะฉะนั้นจึงเลือก 15/85 % (v/v) Acetonitrile/ 4 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตรา
ฟูออโรบอเรท ท่ีมีค่า pH 3.0 เป็นเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสม 
  
 Yanes และคณะ [7] อธิบายวา่ หมู่อิมมิดาโซเลียม(Imidazolium group) ท่ีมีประจุเป็นบวกจะไม่
อยูเ่ฉพาะในสารละลาย(bulk solution) เท่านั้น แต่มนัถูกเคลือบบนผนงัแคปปิลลารีเม่ือไอออนิกลิควิ
ดถูกใชเ้ป็นตวัเติมในสารละลายอิเล็กโตรไลต์(Electrolytes additive) ในเทคนิคแคปปิลลารี อิเล็คโทร
โฟริซิส ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ เม่ือไอออนิกลิควดิถูกใชเ้ป็นตวัเติมในเฟสเคล่ือนท่ี(Mobile phase additive) 
ในเทคนิค HPLC มนัจะอยูท่ ั้งในสารละลายและถูกเคลือบบน C18 คอลมัน์ดว้ยเช่นกนั 
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 อิมมิดาโซเลียมแคทไอออน(Imidazolium cation) สามารถเกิดอนัตรกริยากบัหมู่ไซลา-นอล
(Silanol group) บนผวิอลัคิลซิลิกา(Alkylsilica surface) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.10 ดงันั้นมนัสามารถป้องกนั
หมู่ไซลานอลท่ีเหลือในคอลมัน์(Residual silanol) ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและปรับปรุงรูปร่างของพีก
พร้อมกบัลดเวลาการคงไว(้Retention time)ของสารท่ีเราสนใจจะวเิคราะห์ไดอี้กดว้ย 

 
 
 

 
 

รูปท่ี 4.10 แสดงอนัตรกริยาของอิมมิดาโซเลียมแคทไอออนในคอลมัน์ C18 [1] 
 

 ซ่ึงจากการทดลองพบวา่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียมเตราฟูออโร
บอเรท จะท าให้เวลาการคงไวข้อง ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิโดน และคลอแรมเฟนิ
คอล ลดลง ซ่ึงสามารถอธิบายไดว้า่การท่ีฟูราโซลิโดน มีเวลาการคงไวเ้พิ่มข้ึนในตอนแรก เน่ืองจากเม่ือ
เร่ิมเพิ่มความเขม้ขน้ของ 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียมเตราฟูออโรบอเรท ท าให้อิมมิดาโซเลียมแคท
ไอออนเกิดอนัตรกิริยากบัหมู่ไซลานอลบนผิวอลัคิลซิลิกาแบบไฟฟ้าสถิตย(์Electrostatic interaction;A
ในรูปท่ี 4.10) หรือดว้ยหมู่อลัคิลของอิมมิดาโซเลียมแคทไอออนโดยเกิดอนัตรกิริยาแบบไฮโดรโฟบิค
(Hydrophobic interaction;Bในรูปท่ี 4.10) ซ่ึงเป็นการเพิ่มปริมาณคาร์บอนบนเฟสอยู่กบัท่ีท าให้เวลา
การคงไวข้องฟูราโซลิโดน เพิ่มข้ึน และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียมเตราฟู
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ออโรบอเรท ข้ึนเร่ือยๆ อิมมิดาโซเลียมแคทไอออนจะเกิดอนัตรกิริยาแบบ A และผลิตโครงสร้างอิเล็ก
โทรนิกแบบสองชั้น(Bilayer electronic structure) แบบอ่อนๆท่ีขบัไล่สารท่ีเราสนใจจะวิเคราะห์ท่ีมี
สมบติัเป็นเบส พร้อมกบัเกิดอนัตร-กิริยาแบบ B ดว้ย(แต่เกิดเเบบ A ไดดี้กวา่) ดงันั้นเวลาการคงไวข้อง
สารท่ีเราสนใจจะวิเคราะห์จึงลดลงภายใตอ้นัตรกิริยาแบบขบัไล่(Repulsive interaction) และอนัตร
กิริยาแบบไฮโดรโฟบิค(Hydrophobic interaction) 
 จากการศึกษาหาชนิดของสารละลายไอออนิกและหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับใช้เป็น เฟส
เคล่ือนท่ีในการแยกสารละลายมาตรฐาน ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิโดน และคลอ
แรมเฟนิคอล โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง พบวา่ สภาวะท่ีเหมาะสมคือ 

1.ชนิดและความเขม้ขน้ของสารละลายไอออนิกท่ีเหมาะสม คือ 15/85 % (v/v) Acetonitrile/ 4 
mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท 

2.ความยาวคล่ืนในการตรวจวดัท่ีเหมาะสมเท่ากบั 270 nm 
3.ค่า pH ของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมเท่ากบั 3.0 

 4.อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมเท่ากบั 0.3 mLmin-1 
 5.ปริมาตรของสารท่ีฉีด เท่ากบั 3 L 

  
 4.2.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการแยกสารละลายมาตรฐานผสมที่ประกอบด้วย ไนโตรฟูรา-
โซน ไนโตรฟูราโตอนิ  ฟูราโซลโิดน และคลอแรมเฟนิคอล  
 

 สภาวะท่ีใช้ในการทดลอง คือ คอลมัน์ C18 100 x 2.1 mm. i.d.; 2.6 m เฟสเคล่ือนท่ี คือ 
15/85 % (v/v) Acetonitrile/ 4 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตราฟูออโรบอเรท pH 3.0, อตัรา
การไหลเท่ากบั 0.3 mLmin-1, ปริมาตรสารท่ีฉีด 3 L ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 270 nm และสารละลาย
มาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิโดน และคลอแรมเฟนิคอล 
ซ่ึงสารละลายมาตรฐานแต่ละชนิดมีความเขม้ขน้เท่ากบั 1 ppm แสดงผลดงัในตารางท่ี 4.4  
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ตารางท่ี 4.4 แสดงประสิทธิภาพในการแยกสารละลายมาตรฐานผสมท่ีประกอบดว้ย ไนโตรฟูราโซน 
ไนโตรฟูราโตอิน ฟูราโซลิโดน และคลอแรมเฟนิคอล ซ่ึงสารละลายมาตรฐานแต่ละชนิดมีความเขม้ขน้
เท่ากบั 1 ppm 
 

พารามิเตอร์ 

ไน
โต

รฟ
ู

รา
โซ

น 

ไน
โต

รฟ
ู

รา
โต

อิน
 

ฟูร
าโ
ซลิ

โด
น 

คล
อ

แร
มเ
ฟนิ

คอ
ล 

k/ 1.929 2.390 3.276 9.683 
N 3085 3438 

 
4426 

 
8735 

Tailing factor 1.201 1.748 
 

1.543 
 

1.069 

 2.145 3.109 1.974 6.594 
Rs 6.226 

 
2.083 3.630 

 
17.940 

 
ซ่ึงเกณฑก์ารยอมรับค่าของพารามิเตอร์ต่างๆมีดงัต่อไปน้ี 
  1. ค่าแฟกเตอร์ความจุ ในกรณีท่ีระบบการชะเป็นแบบไอโซเครติกค่าแฟกเตอร์ความจุ
ควรมีค่าอยูใ่นช่วง 101  k  
  2. ค่าจ  านวนเพลท(N) ควรมีค่า  2000  
  3. ค่าเทลล่ิงแฟคเตอร์(T) ควรมีค่า  2  
  4. ค่าซีเลคติวต้ีิ(Selectivity; ) ควรมีค่าอยูใ่นช่วง 1.5 – 4.0 
  5. ค่าความสามารถในการแยก(Rs) ควรมีค่า  1  
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 4.2.3 ผลการทดสอบความใช้ได้ของวธิีวเิคราะห์ 

 

 น าสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดจ้ากหวัขอ้ 4.2 มาใชใ้นการทดสอบความใชไ้ดข้องวธีิวเิคราะห์ 
สามารถสรุปผลการทดสอบความใชไ้ดข้องวธีิวเิคราะห์ดงัตาราง ท่ี 4.5 
 
ตารางท่ี 4.5 แสดงผลการทดสอบความใชไ้ดข้องวธีิวิเคราะห์   
พารามิเตอร์  

ไน
โต

รฟ
ูรา

โซ
น 

ฟูร
าโ
ซลิ

โด
น 

ไน
โต

รฟ
ูรา
โต

อิน
 

คล
อแ

รม
เฟ
นิ

คอ
ล 

System 
linearity 
 

intercept 
slope 
R2 

Range(g/mL) 

0 
126.2 ± 42.65 
0.995 
1-50 

0 
213.4 ± 21.45 
0.996 
1-50 

0 
325.3   97.2  
0.995 
1-50 

0 
258.3   61.3 
0.997 
1-50 

Method 
linearity 
 

intercept 
slope 
R2 

Range(g/ml) 
 

0 
146.2 ± 0 
0.991 
1-50 

0 
237.1 ± 0 
0.993 
1-50 

0 
318.3   0  
0.992 
1-50 

0 
278.2   0 
0.990 
1-50 

LOD 
LOQ 
 

 0.51 ppm 
1.01 ppm 

0.31 ppm 
1.21 ppm 

0.38 ppm 
1.01 ppm 

0.36 ppm 
1.00 ppm 
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ตารางท่ี 4.5 แสดงผลการทดสอบความใชไ้ดข้องวธีิวิเคราะห์ (ต่อ) 
 

พารามิเตอร์  

ไน
โต

รฟ
ูรา

โซ
น 

ฟูร
าโ
ซลิ

โด
น 

ไน
โต

รฟ
ูรา
โต

อิน
 

คล
อแ

รม
เฟ
นิ

คอ
ล 

Accuracy  
 
 
 
 

 
% Recovery 
 
 
% Recovery 
 
 
% Recovery 
 

      
98.111.10 
(1 ppm) 
 
97.231.37 
(25 ppm) 
 
99.291.41 
(50 ppm) 
 
      

 
 

      
98.811.87 
(1 ppm) 
 
99.421.81 
(25 ppm) 
 
97.091.90 
(50 ppm) 
 
      

 
 

     
101.411.08 
(1 ppm) 
      
98.941.85 
(25 ppm) 
 
99.751.09 
(50 ppm) 
 
      
 

 

      
102.761.69 
(1 ppm) 
 
 99.321.23 
(25 ppm) 
      
98.221.19 
(50 ppm) 
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บทที ่5 
สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 

(Conclusion & Recommendation) 
 
5.1 สรุปผลการวจัิย 
 

 จากงานวิจยัพบวา่ สามารถใช ้15/85 % (v/v) Acetonitrile/ 4 mM 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซ
เลียม เตตราฟูออโรบอเรท เป็นเฟสเคล่ือนท่ีในเทคนิค Semi-micro HPLC เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ ไน
โตรฟูราโซน ฟูราโซลิโดน ไนโตรฟูราโตอิน และคลอแรมเฟนิคอล ไดพ้ร้อมกนั หลกัในการแยกสาร
คืออาศยัการแข่งขนัระหว่างอิมมิดาโซเดียม แคทไอออน(Imidazolium cation) และหมู่ท่ีมีขั้ว(Polar 
group) ของสารท่ีตอ้งการจะวิเคราะห์(Analytes) กบัหมู่ไซลานอล(Silanol group) บนผิวอลัคิลซิลิกา
(Alkylsilica surface) ท าให้เกิดการแยกข้ึน ซ่ึงจากงานวิจยัพบว่าการใช้สารละลายไอออนิกเป็นเฟส
เคล่ือนท่ีนั้นให้ผลการวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งและเท่ียงตรงในเกณฑ์ท่ีเป็นท่ียอมรับได ้โดยสภาวะท่ีใช้คือ 
อตัราการไหล 0.3 ml/min; ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 270 nm; คอลมัน์ชนิด C18 ขนาด 100 mm. x 2.1 
mm. โดยท่ีการวิเคราะห์ไนโตรฟูราโชน มี % recovery อยูใ่นช่วง 97.23 – 99.29% (n = 6) ส าหรับ
ตวัอยา่งท่ีถูกเติม(spiked) ท่ี 3 ความเขม้ขน้( 1, 25 และ 50 ppm) มีค่าขีดต ่าสุดท่ีวธีิทดสอบสามารถตรวจ
ได ้(Limit of detection ; LOD) เท่ากบั 0.51 ppm และมีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบไดแ้ละรายงานอยา่งมี
ความถูกตอ้งและแม่นย  า(Limit of Quantitation ; LOQ) เท่ากบั 1.01 ppm มีค่า system linearity อยู่
ในช่วง 1 – 50 ppm (R2 = 0.995) และมีค่า Method linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50 ppm(R2 = 0.991) ไนโตร
ฟูราโตอิน มี % recovery อยูใ่นช่วง 98.94 – 101.41% (n = 6) ส าหรับตวัอยา่งท่ีถูกเติม(spiked) ท่ี 3 
ความเขม้ขน้( 1, 25 และ 50 ppm) มีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบสามารถตรวจได ้(Limit of detection ; 
LOD) เท่ากบั 0.38 ppm และมีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบไดแ้ละรายงานอยา่งมีความถูกตอ้งและแม่นย  า
(Limit of Quantitation ; LOQ) เท่ากบั 1.01 ppm มีค่า system linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50(R2 = 0.995) 
และมีค่า Method linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50 ppm(R2 = 0.992) ฟูราโซลิโดน มี % recovery อยูใ่นช่วง 
97.09 – 99.42% (n = 6) ส าหรับตวัอยา่งท่ีถูกเติม(spiked) ท่ี 3 ความเขม้ขน้( 1, 25 และ 50 ppm) มีค่าขีด
ต ่าสุดท่ีวธีิทดสอบสามารถตรวจได ้(Limit of detection ; LOD) เท่ากบั 0.31 ppm และมีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธี
ทดสอบไดแ้ละรายงานอยา่งมีความถูกตอ้งและแม่นย  า(Limit of Quantitation ; LOQ) เท่ากบั 1.21 ppm 
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มีค่า system linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50(R2 = 0.996) และมีค่า Method linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50 
ppm(R2 = 0.993) คลอแรมเฟนิคอล มี % recovery อยูใ่นช่วง 98.22 – 102.76% (n = 6) ส าหรับตวัอยา่ง
ท่ีถูกเติม(spiked) ท่ี 3 ความเขม้ขน้( 1,25 และ 50 ppm) มีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบสามารถตรวจได ้
(Limit of detection ; LOD) เท่ากบั 0.36 ppm และมีค่าขีดต ่าสุดท่ีวิธีทดสอบไดแ้ละรายงานอยา่งมี
ความถูกตอ้งและแม่นย  า(Limit of Quantitation ; LOQ) เท่ากบั 1.00 ppm มีค่า system linearity อยู่
ในช่วง 1 – 50 ppm (R2 = .997) และมีค่า Method linearity อยูใ่นช่วง 1 – 50 ppm (R2 = 0.990)  การใช้
สารละลายไอออนิกเป็นเฟสเคล่ือนท่ีนั้นยงัเป็นการลดการใช้ตวัท าละลายอินทรียซ่ึ์งเป็นอนัตรายต่อ
ส่ิงแวดล้อมและสุขภาพ ซ่ึงโดยทัว่ไปการวิเคราะห์ตวัยากลุ่มน้ีจะใช้ตวัท าละลายอินทรียเ์ป็นเฟส
เคล่ือนท่ีในเทคนิค HPLC นอกจากน้ีแลว้วิธีการวิเคราะห์ท่ีถูกพฒันาข้ึนในงานวิจยัน้ีเป็นการใชร้ะบบ
การชะแบบไอโซเครติกซ่ึงง่ายในการปฏิบติังานอีกดว้ย 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 จากงานวิจยัท่ีพฒันาข้ึนน้ีนบัเป็นคร้ังแรกท่ีมีการใชส้ารละลายไอออนิกเป็นเฟสเคล่ือนท่ีใน
การวเิคราะห์ตวัยาดงักล่าวขา้งตน้ ควรจะมีการหาสารละลายไอออนิกชนิดใหม่มาใชแ้ทนหรืออาจจะใช้
สภาวะท่ีใชใ้นการวจิยัน้ีกบัการวเิคราะห์ตวัยาอ่ืนแทน 
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