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บทคดัย่อ 

 
        งานวิจยัน้ี เป็นการพฒันาเคร่ืองมือตน้แบบสาํหรับสกดัและแยกสารประกอบฟีนอลิกในนํ้ าส้มควนัไม ้
โดยใชเ้ทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี (Sequential Injection Chromatography, SIC) ร่วมกบั
คอลมัชนิดรูพรุนสูง(Chromolith® HPLC column) และตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสง ในการทดลองจะสกดั
แยกสารประกอบฟีนอลิกสามชนิดไดแ้ก่ กรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซลินจอล สภาวะการทดลองท่ี
เหมาะสมคือ ใช้สารละลายเมทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ท่ีเตรียมในสารละลาย อะซิเตท
บฟัเฟอร์ เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 3.0 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ใชอ้ตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรท่ี
ฉีด 20 ไมโครลิตร  ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร จากผลการทดองพบว่า สารทั้งสามแยกออก
จากกนัได ้ภายใน 6 นาที ไดส้มการเส้นตรงของกราฟมาตรฐานดงัน้ี: พื้นท่ีใตก้ราฟ = 22730 [กรดแกลลิก] 
– 2724.9, r² = 1.0 / พื้นท่ีใตก้ราฟ = 25083 [กรดวานิลลิก] – 8701.2, r 2 = 0.9999 และ พื้นท่ีใตก้ราฟ = 
1941.2[ไซรินจอล] + 4209.5,  r2 = 0.9929 มีค่าความเท่ียงของเวลาท่ีถูกรีเทนสูง (RSD = 1.14 to 2.70 %) มี
ค่าร้อยละของการวิเคราะห์คืนกลบัอยูใ่นช่วง 82.4 - 98.2  เคร่ืองมือตน้แบบน้ีสามารถเจือจางตวัอยา่งนํ้ าส้ม
ควนัไม ้(100 เท่า) ไดโ้ดยอตัโนมติั  ผลจากการวิเคราะห์นํ้ าส้มควนัไมท่ี้ไดจ้ากการเผาไมย้คูาลิปตสั พบว่า 
ไซรินจอลมีปริมาณมากท่ีสุด รองลงมาคือกรดแกลลิก และ กรดวานิลลิก ตามลาํดบั ผลการวิเคราะห์น้ีไม่มี
ความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัเม่ือเทียบกบัผลวิเคราะห์ท่ีไดจ้ากเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทก
ราฟี (High performance liquid chromatography, HPLC)  จึงกล่าวไดว้่า เคร่ืองมือตน้แบบน้ีสามารถ
ประยกุตใ์ชส้าํหรับสกดัและแยกองคป์ระกอบนํ้าสม้ควนัไมไ้ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  
 
 
 
 
คาํสําคญั :  นํ้าส้มควนัไม,้ สารประกอบฟีนอลิก, ซีเควนเชียลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี, คอลมัน์ชนิดรูพรุนสูง 
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ABSTRACT 
 

       In this work, sequential injection system with monolithic column, or so called ‘sequential injection 
chromatography’ was developed as a prototype for separation of phenolic compounds viz., gallic acid, 
vanillic acid and syringol. A Chromolith® flash RP-18e (25 mm x 4.6 mm) column was used as analytical 
column. An Auto-pretTM system with a syringe pump and an eight-port multi-selection valve module was 
used for ‘on-line’ sample dilution and for automated liquid delivery manipulation. Absorbance was 
detected at 264 nm. Methanol (10%) in 0.1 mol/L acetate buffer (pH 3.0) was used as mobile phase for 
isocratic elution. After optimization and validation, the system provided good results. Separation was 
complete within 6 min.  Linear calibration curves were obtained (Area = 22730 [Gallic] – 2724.9, r² = 1.0 
/ Area = 25083 [vanillic] – 8701.2, r 2 = 0.9999 and Area = 1941.2[Syringol] + 4209.5, r2 = 0.9929). 
Retention times were highly precise (RSD = 1.14 to 2.70 %). Recoveries were observed from 82.4 - 98.2 
%.  The system was applied to wood vinegar sample, from Eucalyptus tree. Prior sample pretreatment 
was not required except filtration. The samples were on-line diluted 100 fold with mobile phase. Syringol 
contents were higher than gallic and vanillic, respectively, for all investigated samples. The contents were 
statistically compared to the results obtained from HPLC system by paired-t test. The results were not 
significantly different between the two systems.  This indicated that the prototype was successfully 
developed. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords :  wood vinegar, phenolic compounds, Sequential Injection Chromatography and monolithic column 
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บทที ่1 

บทนํา 

  
        1.1 ความสําคญัและทีม่าของปัญหา 

นํ้าส้มควนัไม ้(Wood vinegar หรือ Pyroligneous acid) เป็นผลพลอยไดท่ี้เกิดจากการเผาถ่านไม้
ในเตาเผาภายใตภ้าวะจาํกดัอากาศ ซ่ึงทาํให้เกิดการระเหยของนํ้ า นํ้ ามนัดิน(tar) และการสลายตวัของ
เซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) ออกจากเน้ือไมใ้นรูปของควนั
ไมแ้ลว้เกิดการควบแน่นเป็นนํ้ าส้มควนัไม ้นํ้ าส้มควนัไมมี้ 2 ประเภท คือ นํ้าส้มควนัไมดิ้บ และ นํ้าส้ม
ควนัไมก้ลัน่[1] 

นํ้ าส้มควนัไม้มีองค์ประกอบโดยปริมาตร คือ นํ้ า ร้อยละ 85  กรดอินทรีย์ ร้อยละ 3 และ
สารอินทรียอ่ื์นๆ ร้อยละ 12 สามารถแบ่งสารประกอบในนํ้าสม้ควนัไมเ้ป็นกลุ่มต่างๆ ไดแ้ก่ 

1. กลุ่ม Organic acids ไดแ้ก่ formic acid, acetic acid, propinoic acid 
2. กลุ่ม Phenols ไดแ้ก่ phenol, guaiacol, cresol, syringol, gallic acid, vanillic acid 
3. กลุ่ม Carbonyl compounds ไดแ้ก่ formaldehyde, acetone, acetaldehyde, furfural 
4. กลุ่ม Alcohols ไดแ้ก่ methanol, ethanol , propanol, isopropanol 
 จะเห็นไดว้า่ ในนํ้าสม้ควนัไมน้อกจากจะประกอบดว้ยกรดอะซีติกซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัแลว้ 

ยงัมีสารประกอบจาํพวกฟีนอลิก (Phenolic compounds) ดว้ย ซ่ึงสารประกอบฟีนอลิกน้ีเองท่ีมีฤทธ์ิใน
การตา้นอนุมูลอิสระ ซ่ึงเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็ง และรอยเห่ียวย่น สารประกอบฟีนอลิกท่ีสกดัได้
จากธรรมชาติมีราคาตน้ทุนค่อนขา้งสูง เม่ือเทียบกบันํ้ าส้มควนัไม ้ซ่ึงมีการลงทุนในการผลิตท่ีไม่สูงมาก
นกัเพราะ วตัถุดิบหาไดง่้ายในทอ้งถ่ิน เทคโนโลยใีนการผลิตไม่ซบัซอ้น สามารถผลิตไดใ้นระดบัชุมชน 

ในต่างประเทศ เช่น ประเทศญ่ีปุ่น ไดมี้นกัวิจยัพบว่า สารสกดัจากนํ้ าส้มควนัไมท่ี้ไดจ้ากการเผา
ไมไ้ผ ่สามารถออกฤทธ์ิตา้นการแพ ้(Anti-allergy) ได ้และกลุ่มนกัวิจยัดงักล่าว ไดจ้ดสิทธิบตัรกรรมวิธี
การเตรียมนํ้ าส้มควนัไมจ้ากไมไ้ผเ่รียบร้อยแลว้ [2] ในบางประเทศอาจนาํสารสกดัจากนํ้ าส้มควนัไมไ้ป
ผลิตเป็นอาหารเสริม นอกจากน้ี ยงัมีรายงานการนาํไปใชเ้ป็นองคป์ระกอบในเคร่ืองสาํอางอีกดว้ย [3]  

สาํหรับในประเทศไทย เกษตรกรยงัคงนิยมนาํนํ้ าส้มควนัไม ้(ท่ียงัไม่ไดผ้า่นการสกดั) ซ่ึงเตรียม
เองดว้ยภูมิปัญญาทอ้งถ่ิน  ไปใชแ้ค่เพิ่มผลผลิตทางการเกษตร โดยนาํไปใชฉี้ดพ่นใบ เพื่อกาํจดัแมลง
ศตัรูพืช หรือ รดโคนตน้ไมเ้พื่อป้องกนัและกาํจดัจุลินชีพท่ีอาจเป็นสาเหตุของโรครากและโคนเน่า [3] 
เท่านั้น ถึงแมว้า่การนาํไปใชป้ระโยชด์งักล่าว จะช่วยลดปริมาณการใชส้ารเคมีได ้ แต่อยา่งไรกต็าม ยงัไม่
ค่อยมีการสร้างมูลค่าเพิ่มให้แก่นํ้ าส้มควนัไมแ้ต่อย่างใด (หากเทียบกบัต่างประเทศ โดยเฉพาะประเทศ
ญ่ีปุ่น) ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะในประเทศไทย ยงัไม่ค่อยมีการวิจยัถึงประโยชน์ของนํ้ าส้มควนัไมอ้ยา่งลึกซ้ึง  
การนาํไปใชป้ระโยชน์จึงยงัไม่ค่อยแพร่หลาย 
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ในนํ้ าส้มควนัไม ้นอกจากจะประกอบดว้ยกรดอะซิติกซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัแลว้ ยงัอุดมไป
ดว้ยสารประกอบจาํพวกฟีนอลิก (Phenolic compounds) หลายตวั เช่น กรดแกลลิก และ กรดวานิลิก เป็น
ตน้ ซ่ึงสารประกอบฟีนอลิกเหล่าน้ีมีฤทธ์ิในการตา้นสารอนุมูลอิสระ ช่วยป้องกนัและลดความเส่ียงต่อ
การการเกิดมะเร็งได ้อีกทั้งยงัช่วยยบัย ั้งการเกิดรอยเห่ียวยน่ไดด้ว้ย แต่อยา่งไรก็ดี สารประกอบฟีนอลิก
ดงักล่าวยงัปนรวมอยูก่บักรดอะซิติกและองคป์ระกอบอ่ืนๆในนํ้ าส้มควนัไม ้คือยงัไม่ใช่สารประกอบฟี
นอลิกท่ีบริสุทธ์ิ ดงันั้น จาํตอ้งสกดัและแยกสารประกอบฟีนอลออกมาใหไ้ดก่้อนท่ีจะนาํไปใชป้ระโยชน์ 

กรรมวิธีการสกดัและแยกสารประกอบฟีนอลนั้น ในเทคโนโลยีปัจจุบนั สามารถทาํได้ดว้ย
เคร่ืองมือท่ีอาศยัหลกัการทางโครมาโทกราฟี ถึงแมจ้ะแยกสารประกอบฟีนอลไดดี้ แต่เคร่ืองมือดงักล่าว
ยงัคงต้องนําเข้าจากต่างประเทศจึงมีราคาแพงมาก มาก ถ้าพิจารณาในแง่ของการผลิตสารสกัด 
ฟีนอลิกจากนํ้าสม้ควนัไมอ้าจไม่คุม้ทุน  
 ดังนั้ น  โครงการวิจัย น้ี  จึงมีแนวคิดท่ีจะสร้างเคร่ืองมือต้นแบบสําหรับสกัดและแยก
สารประกอบฟีนอลออกจากนํ้ าส้มควนัไม ้ เคร่ืองมือตน้แบบดงักล่าวยงัคงอาศยัหลกัการทางโครมาโท- 
กราฟี เพื่อให้ประสิทธิภาพการแยกเทียบเท่าเคร่ืองมือท่ีมีขายในปัจจุบนั แต่ส่ิงท่ีจะแตกต่างกันก็คือ 
เคร่ืองมือตน้แบบจะราคาถูกกวา่มาก 
 
        1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
             1.2.1 เพื่อสร้าง ‘เคร่ืองมือตน้แบบ’ สาํหรับสกดัและแยกสารประกอบฟีนอลิกออกจากนํ้ าส้ม
ควนัไม ้
             1.2.3 เพื่อนาํเคร่ืองมือท่ีพฒันาข้ึนไป ‘ประยกุตใ์ช’้ ในการสกดัและแยกองคป์ระกอบในนํ้ าส้ม
ควนัไม ้และขยายสู่เชิงพาณิชย ์
 
        1.3 ขอบเขตของการวจัิย 

เคร่ืองมือตน้แบบสาํหรับสกดัและแยกสารประกอบฟีนอลิกจะประกอบไปดว้ยอุปกรณ์ยอ่ย 3 
ส่วน คือ (1) ส่วนการนาํส่งสารตวัอย่างนํ้ าส้มควนัไมเ้ขา้สู่ส่วนของการสกดัและแยก (2)  ส่วนของการ
สกดัและแยก และ (3) ส่วนของการตรวจวดัหาความบริสุทธ์ิของสารประกอบฟีนอลท่ีแยกออกมาได ้

ในโครงการน้ี  จะเร่ิมจาก พฒันาส่วนของการเตรียมตวัอยา่งและการนาํส่งตวัอยา่งนํ้ าส้มควนั
ไมเ้ขา้สู่ส่วนของการสกดัและแยก ซ่ึงจะอาศยัหลกัการวิเคราะห์ท่ีใชก้ารไหลของของเหลวภายในท่อ
ขนาดเลก็ ท่ีมีช่ือว่า Sequential injection analysis, SIA [4] ขอ้ดีของเทคนิคน้ีคือ สามารถเตรียมตวัอยา่ง 
(เช่นการกรอง) และนาํส่งสารตวัอยา่งไดอ้ยา่งอตัโนมติั 

จากนั้นพฒันาในส่วนของการสกดัและแยกเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีจะทาํให้สารประกอบ 
ฟีนอลิกตวัต่างๆ แยกออกจากกนัไดดี้ในเวลาท่ีไม่นานจนเกินไป ซ่ึงในส่วนน้ีจะอาศยัหลกัการทางโคร- 
มาโทรกราฟีแบบของเหลว โดยใชค้อลมัน์แบบใหม่ท่ีไม่ตอ้งใชแ้รงดนัสูง (Monolithic column [5]) ซ่ึงมี
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รายงานว่าสามารถเตรียมคอลมัน์ชนิดน้ีข้ึนเองไดใ้นห้องปฏิบติัการ แต่ในโครงการน้ีจะใชแ้บบท่ีมีขาย
ในเชิงพาณิชยแ์ลว้ไปก่อนเพื่อความรวดเร็ว 

ขั้นต่อไปจะตรวจวดัหาความบริสุทธ์ิของสารประกอบฟีนอลิกท่ีแยกออกมาได ้โดยหลกัการ
ตรวจวดัจะใชห้ลกัการทางทางแสงในการตรวจวดั 

ทา้ยท่ีสุดจะนาํองคค์วามรู้ท่ีไดจ้ากในแต่ละส่วนมาบูรณาการรวมกนัเพื่อสร้างเป็นเคร่ืองมือ
ตน้แบบและนาํไปประยกุตใ์ชจ้ริงเพื่อสกดัและแยกสารประกอบฟีนอลิกในตวัอยา่งนํ้ าส้มควนัไม ้พร้อม
ทั้งนาํเคร่ืองมือตน้แบบท่ีไดไ้ปต่อยอดในเชิงพาณิชยต่์อไป 

  
        1.4 วธีิดําเนินการวจัิย 

1.4.1 สืบคน้เอกสารอา้งอิงและงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง 
1.4.2 พฒันาส่วนของการเตรียมตวัอยา่งและการนาํส่งตวัอยา่งโดยอาศยัหลกัการ SIA 
1.4.3 พฒันาส่วนของการสกดัและแยกสารประกอบฟีนอลิก  ซ่ึงอาศยัหลกัการโครมาโทกราฟี

แบบของเหลวโดยจะใชค้อลมัน์แบบใหม่แบบท่ีใชก้บัแรงดนัไม่สูงได ้
1.4.4 พฒันาส่วนของการตรวจวดัหาความบริสุทธ์ิของสารประกอบฟีนอลิก  
1.4.5 สร้างชุดเคร่ืองมือตน้แบบโดยบูรณาการองคค์วามรู้ในแต่ละส่วนท่ีพฒันาไวแ้ลว้ทั้งสาม

ส่วนเขา้ดว้ยกนั 
1.4.6 ประเมินคุณลกัษณะเด่นของชุดเคร่ืองมือตน้แบบ โดยการหา Analytical performances 

   1.4.7 ประยุกต์ชุดเคร่ืองมือตน้แบบท่ีพฒันาข้ึน เพื่อสกัดและแยกสารประกอบฟีนอลิกใน
ตวัอยา่งนํ้าสม้ควนัไม ้

1.4.8 เตรียมเผยแพร่ผลงานวิจยัแบบสมบูรณ์ 
 
        1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
             1.5.1 ผลงานตีพิมพ ์ ในวารสารวิชาการระดบัชาติและนานาชาติ 
             1.5.2 สิทธิบัตร ท่ีมีข้อถือสิทธ์ิครอบคลุมถึงการสร้างเคร่ืองมือต้นแบบสกัดและแยก
องคป์ระกอบในนํ้าสม้ 
             1.5.3 หน่วยงานท่ีตอ้งการใหน้าํผลการวิจยัไปใชป้ระโยชน์  

เน่ืองจากโครงการน้ี มุ่งหวงัให้ตระหนกัถึงคุณประโยชน์ของนํ้ าส้มควนัไม ้มากกว่าเป็น
เพียงยาปราบศตัรูพืชหรือยาฆ่าแมลง คือตอ้งการใหน้าํนํ้ าส้มควนัไมไ้ปต่อยอดสร้างเป็นมูลค่าเพิ่ม เช่น 
นาํไปเติมในผลิตภณัฑอ์าหารเสริม หรือ ในเคร่ืองสาํอาง  ดงันั้นหน่วยงานท่ีตอ้งการใหน้าํผลการวิจยัไป
ใชป้ระโยชน์ไดแ้ก่ 

1.5.3.1 กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เพื่อเผยแพร่ขอ้มูลจากการวิจยั
ใหก้บัภาคประชาชนและเกษตรกร จะไดก้ระตุน้ใหมี้การผลิตนํ้าสม้ควนัไมม้ากข้ึน 
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                     1.5.3.2 กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม เพื่อเผยแพร่และช้ีแนะให้
ภาคอุตสาหกรรมเลง็เห็นถึงประโยชน์ในการตา้นอนุมูลอิสระของนํ้ าส้มควนัไม ้เพื่อจะไดน้าํนํ้ าส้มควนั
ไมไ้ปเป็นวตัถุดิบ นาํไปต่อยอดเป็นผลิตภณัฑต่์างๆ ดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที ่2 
แนวคดิ ทฤษฎแีละงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง/การทบทวนวรรณกรรม 

  
        2.1 แนวคดิ และทฤษฎ ี
 
             2.1.1 นํ้าสม้ควนัไม ้
                     นํ้าส้มควนัไม ้(Wood vinegar หรือ Pyroligneous acid) เป็นผลพลอยไดท่ี้เกิดจากการเผา
ถ่านไม ้ กล่าวคือ ในกรรมวิธีการผลิตถ่านไมจ้ะตอ้งเผาฝืน  ในระหว่างเผาโดยมีอุณหภูมิของเตาเผา
เท่ากบั 300 ถึง 400 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะจาํกดัอากาศ จะไดค้วนัสีขาวปนเหลือง กล่ินฉุนจดั หาก
ต่อท่อนาํควนัน้ีแลว้ทาํใหเ้กิดการควบแน่น จะไดข้องเหลวมีลกัษณะสีนํ้ าตาล มีกล่ินไหม ้รสเปร้ียว โดย
นํ้าสม้ควนัไมมี้ 2 ประเภท คือ นํ้าส้มควนัไมดิ้บ และ นํ้าส้มควนัไมก้ลัน่  นํ้าส้มควนัไมดิ้บ จะไดจ้ากการ
นาํของเหลวท่ีกลัน่ไดจ้ากการเผาถ่านตั้งท้ิงไว ้90 วนัให้อนุภาคต่างๆท่ีแขวนลอยอยู่ ตกตะกอนแลว้
นาํไปกรอง ส่วนนํ้ าส้มควนัไมก้ลัน่จะนาํนํ้ าส้มควนัไมดิ้บมากลัน่ต่อท่ี 70 องศาเซลเซียส ก่อนนาํไปใช้
ประโยชน์ 
 
             2.1.2 กระบวนการเกิดนํ้าสม้ควนัไม ้

กระบวนการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนจากการเผาไหมใ้นการผลิตนํ้ าส้มควนัไม ้สามารถแบ่ง
ออกไดเ้ป็น 4 ขั้นตอน ดงัน้ี 

1. ช่วงอุณหภูมิไม่เกิน 200 องศาเซลเซียส สารบางชนิดจะถูกไล่ออกมาพร้อมก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ เช่น กรดแอซิติก กรดฟอร์มิก เป็นตน้ เน่ืองจากการสลายเฮมิเซลลูโลสแต่ยงัมี
สดัส่วนนอ้ยมาก 

2. ช่วงอุณหภูมิ 200 - 280 องศาเซลเซียส ช่วงน้ีเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสจะแตกตวัมาก
ข้ึน รวมทั้งลิกนินเร่ิมสลายตวั เม่ืออุณหภูมิใกลเ้ซลลูโลสแตกตวั จะไดก๊้าซต่างๆ เน้ือไมเ้ร่ิมกลายเป็น
ถ่านอยา่งชา้ๆ และเกิดปฏิกิริยาดูดความร้อน จึงตอ้งการความร้อนเพิ่มจากภายนอก 

3. ช่วงอุณหภูมิ 280 - 500 องศาเซลเซียส องคป์ระกอบไมเ้กิดการสลายตวัอยา่งรวดเร็ว 
เกิดก๊าซต่างๆ หลายชนิดท่ีสามารถควบแน่นและเก็บเป็นผลิตภณัฑพ์ลอยได ้เช่น นํ้าส้มควนัไม ้ทาร์ เป็น
ตน้ ไมท่ี้เหลือถูกเปล่ียนสภาพโดยการจบัตวัใหม่ของคาร์บอนกลายเป็นถ่าน 

4. ช่วงอุณหภูมิสูงกว่า 500 องศาเซลเซียส ก่อนท่ีไมจ้ะกลายเป็นถ่านหมด ไมส่้วนนอกท่ี
กลายเป็นถ่านแลว้ อาจจะทาํปฏิกิริยากับก๊าซท่ีออกมาจากภายใน เกิดปฏิกิริยาการรวมตวัของก๊าซ
คาร์บอน ไดก๊้าซต่างๆเพ่ิมข้ึนอีก ส่วนถ่านจะเกิดการสลายตวัไปบางส่วน ทาํใหผ้ลผลิตถ่านลดลง  
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             2.1.3 สารประกอบฟีนอลิก 
สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารเคมีท่ีพบได้ทัว่ไปในพืชหลายชนิด ปัจจุบนัไดรั้บความ

สนใจมาก เน่ืองจากมีสมบติัการเป็นสารตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนั จึงมีบทบาทสาํคญัในการป้องกนัโรค
ต่างๆ  เช่น โรคมะเร็ง โรคเก่ียวกบัหลอดเลือดหัวใจ อีกทั้งยงัมีผลต่อการชะลอความชรา  อนัมีสาเหตุมา
จาก Oxidative stress ภายในร่างกาย นอกจากน้ียงัสามารถนาํมาใชก้บัอาหาร เพื่อป้องกนัการเส่ือม
คุณภาพของผลิตภณัฑอ์าหารท่ีเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัขององคป์ระกอบไขมนั 

2.1.3.1 ลกัษณะทางเคมีของสารประกอบฟีนอลิก 
สารประกอบฟีนอลิกเป็นสารตา้นออกซิเดชนัแบบ Primary anti-oxidant ท่ีพบในพืช มี

บทบาทต่อการเจริญเติบโตและขยายพนัธ์ุของพืช รวมทั้งช่วยปกป้องพืชจากการติดเช้ือหรือถูกทาํลาย
โดยแมลง จุลินทรีย ์หรือพาหะนาํโรค (pathogens) และยงัมีบทบาทเก่ียวกบัการเกิดสี กล่ิน และรส ในผกั
และผลไมอี้กดว้ย โดยทัว่ไป สารประกอบฟีนอลิกจะพบมากบริเวณผิวชั้นนอกของพืช เช่น เปลือก ทาํ
หนา้ท่ีปกป้องสารต่างๆท่ีอยูภ่ายใน ปัจจุบนัพบว่าสารประกอบฟีนอลิกท่ีทราบโครงสร้างท่ีแน่นอนแลว้
มีมากกว่า 8,000 ชนิด ตั้งแต่สารประกอบฟีนอลิกท่ีมีโมเลกุลอยา่งง่าย เช่น กรดฟีนอลิก (phenolic acid) 
ไปจนถึงกลุ่มท่ีมีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ เช่น แทนนิน (tannin) เป็นตน้  โครงสร้างของสารประกอบฟี
นอลิคประกอบดว้ยวงแหวนอะโรมาติกท่ีมีหมู่ 

ไฮดรอกซิล (-OH) ตั้งแต่ 1 หมู่ ข้ึนไปเกาะอยู ่ ในธรรมชาติสารประกอบฟีนอลิคท่ีอยูใ่น
รูปอิสระจะพบเพียงเลก็นอ้ย โดยส่วนใหญ่จะพบอยูใ่นรูปท่ีรวมอยูก่บัสารประกอบอ่ืนๆ ซ่ึงละลายไดใ้น
ตวัทาํละลายอินทรีย ์และอยู่ในรูปท่ีจบักบัสารพอลิเมอร์ท่ีไม่ละลายนํ้ า ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของผนัง
เซลล ์โดยมกัพบสารประกอบฟีนอลิกรวมอยู่กบัโมเลกุลของนํ้ าตาล เช่น นํ้ าตาลกลูโคส (Glucose) กา
แลกโตส (Galactose) แรมโนส (Rhamnose) ไซโรส (Xylose) อะราบิโนส (Arabinose) และอนุพนัธ์ของ
นํ้าตาล เช่น กรดกลูโคโรนิก (Glucoronic acid) กรดกาแลกตูโรนิก (Galacturonic acid) ในรูปไกลโคไซด ์
(Glycosides) นอกจากน้ี สารประกอบฟีนอลิคยงัอาจรวมกบัสารประกอบอ่ืนอีกหลายชนิด เช่น โพลีแซค
คาไรด ์(Polysaccharides) กรดอินทรีย ์(Organic acids) ไขมนั (Fats) และเอมีน (Amines) 

2.1.3.2 ชนิดของสารประกอบฟีนอลิก 
         สารประกอบฟีนอลิกสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ 
         (1) แบ่งตามวงแหวนฟีนอล (Phenol rings) สามารถแบ่งยอ่ยเป็น 

- โมโนไซคลิกฟีนอล (Monocyclic phenol) มีวงแหวนฟีนอลหน่ึงวง  ท่ีพบทัว่ไป
ในพืชไดแ้ก่ ฟีนอล, คาทีคอล, ไฮโดรควิโนน และกรดไฮดรอกซีซินนามิก เป็นตน้ 

- ไดไซคลิกฟีนอล (Dicyclic phenols) มีวงแหวนฟีนอลสองวง  ไดแ้ก่ ฟลาโว-
นอยด ์และ ลิกแนน เป็นตน้ 

- โพลีไซคลิกฟีนอล (Polycyclic phenols) หรือ โพลีฟีนอล (Polyphenol) ไดแ้ก่ 
ลิกนิน, คาทีคอลเมลานิน และฟลาโวแลน เป็นตน้ 
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(2) แบ่งตามจาํนวนคาร์บอนอะตอมในโครงสร้าง ท่ีพบในพืชส่วนใหญ่ ไดแ้ก่ 
1. กรดฟีนอลิก ประกอบดว้ย กรดไฮดรอกซีซินนามิก (Hydroxycinnamic acid) 

และกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (hydroxybenzoic acid) 
- กรดไฮดรอกซีซินนามิก ท่ีพบทัว่ไปในพืช ไดแ้ก่ กรดคาเฟอิก (caffeic acid),  

กรดเฟอรูริก (Ferulic acid), กรดพาราคูมาริก (p-Coumaric acid) และกรดซินแนปิก (Sinapic acid) 
- กรดไฮดรอกซีเบนโซอิก ส่วนมากพบในรูปอนุพนัธ์ และพบปริมาณนอ้ยในพืช 

ความหลากหลายของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก ข้ึนอยูก่บัการแทนท่ีของหมู่ไฮดรอกซิลและเมทอกซิลบน
วงอะโรมาติก โดยมากจะเกิดพนัธะไกลโคไซด์หรือพนัธะเอสเทอร์กบักรดอินทรีย ์เช่น กรดมาเลอิก 
(Maleic acid) และกรดทาร์ทาริก (Taranc acid) หรือเกิดพนัธะกบัฟลาโวนอยด ์เป็นตน้ ตวัอยา่งกรด 
ไฮดรอกซีเบนโซอิก เช่น กรดแกลลิก (Gallic acid), กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก (p-Hydroxybenzoic 
acid) และกรดวานิลลิก (Vanillic acid)  โดยกรดแกลลิกสามารถพบไดท้ัว่ไป กรดแกลลิกสองโมเลกุล 
สามารถรวมตวักนักลายเป็นกรดแอลลาจิก (ellagic acid) ซ่ึงกรดแอลลาจิกน้ีไดรั้บความสนใจอยา่งมาก 
เน่ืองจากมีคุณสมบติัในการตา้นการเกิดมะเร็ง และตา้นการเกิดออกซิเดชนัได ้

 2. ฟลาโวนอยด์ จัดเป็นสารประกอบฟีนอลิกท่ีถูกพบมากท่ีสุดในบรรดา
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด พบทัว่ไปในพืชสีเขียว และพบในทุกส่วนของพืชไม่ว่าจะเป็นใบ ราก เน้ือ
ไม ้เปลือกตน้ ดอก ผล หรือเมลด็ มีสูตรโครงสร้างหลกัเป็น ฟลาเวน (flavan) หรือ 2-ฟีนิลเบนโซไพแรน 
(2-phenylbenzopyran) ประกอบดว้ยคาร์บอน 15 อะตอม เรียงกนัเป็นระบบ C6-C3-C6 โดยมีวงเบนซีน 
สองวง จบักนัดว้ยคาร์บอนสามอะตอม ซ่ึงอาจจดัเรียงเกิดเป็นวงท่ี 3 ทาํให้โครงสร้างหลกัท่ีไดเ้หมือน
โครงสร้างหลกัของวิตามินอี ท่ีเป็นโครงสร้างแบบโครเมน (chroman) หรือเบนโซไพแรน (benzopyran) 

 
OH

OH

OH O

A

B

C

 
รูปที ่2.1  โครงสร้างหลกัของสารประกอบฟลาโวนอยด ์

 
จากสูตรโครงสร้างหลกัจะมีหมู่แทนท่ีท่ีคาร์บอนตาํแหน่งต่างๆ โดยเฉพาะท่ีวง A และ B 

ส่วนใหญ่จะเป็นหมู่ไฮดรอซิล เมทอกซิล และนํ้ าตาลต่างๆ ส่ิงเหล่าน้ี ทาํให้เกิดเป็นฟลาโวนอยด์ใน
ธรรมชาติท่ีแตกต่างกนัเป็นจาํนวนมาก ฟลาโวนอยดม์กัพบในลกัษณะของอนุพนัธ์ของไกลโคไซด ์
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สารฟลาโวนอยดก์ลุ่มต่างๆสามารถแสดงดงัรูปท่ี 2.2 

O

O
O

O

O

O

O

OH

O
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flavan isoflavan neoflavan

flavanone flavone flavonol

flavan-3-ol flavan-3,4-diol dihydroflavonol

anthocyanidin anthocyanin

OH

O

OH

OH

O

O

OH

O

OH

O
+

O

O
+

OH

O

CH3
OH

CH2OH

         
รูปที2่.2 โครงสร้างหลกัของฟลาโวนอยดก์ลุ่มต่างๆ 
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2.1.3.3 สมบติัการเป็นสารตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัของสารประกอบฟีนอลิก 
คุณสมบติัท่ีไดรั้บความสนใจเป็นอย่างมากของสารประกอบฟีนอลิก คือ การเป็น

สารตา้นออกซิเดชนั และการเป็นสารตา้นการกลายพนัธ์ุ (Anti-mutagens) สารประกอบฟีนอลิกท่ีมี
คุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ เช่น ฟลาโวนอยด์ กรดฟีนอลิก และแทนนิน เป็นต้น  ตัวอย่างเช่น 
สารประกอบฟีนอลิกในผกัและผลไมส้ามารถป้องกนัการเกิดโรคเร้ือรังต่างๆได ้เช่น โรคหัวใจ และ
โรคมะเร็ง เป็นตน้  ตา้นการอกัเสบ ตา้นการแพ ้และมีคุณสมบติัในการสลายล่ิมเลือด และสามารถลด
ความดนัโลหิตจากฤทธ์ิขยายหลอดเลือด เป็นตน้  ความสามารถตา้นออกซิเดชันของสารประกอบ 
ฟีนอลิก มีกลไกการเกิดปฏิกิริยาอยู ่3 กลไก ดงัน้ี 

 
1. ความสามารถในการจบักบัอนุมูลอิสระ (scavenging free radical)   
 สารประกอบฟีนอลิกจะทําหน้า ท่ีกําจัดอนุมูลอิสระท่ีสามารถเร่งการ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัและโมเลกุลอ่ืนๆ ดว้ยการให้อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระอย่าง
รวดเร็ว ดงัปฏิกิริยา 2.1 - 2.2 

ROO    +   PPH

RO    +   PPH

ROOH   +   PP

ROH   +   PP

...(2.1)

...(2.2)

                                    (PPH คือ Polyphenolic compound) 
  
 เม่ือสารประกอบฟีนอลิกให้อะตอมไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ จะเปล่ียนเป็น

อนุมูลฟีนอล ซ่ึงมีสภาพค่อนขา้งเสถียร เน่ืองจากอิเล็กตรอนคู่โดดเด่ียวจะเกิด resonance stabilized 
delocalization ภายในวงอะโรมาติก ดงันั้นอนุมูลฟีนอลจึงเกิดปฏิกิริยาต่อไดย้าก เป็นการชะลอการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั นอกจากน้ี อนุมูลอิสระของสารประกอบฟีนอลิกบางชนิดยงัสามารถรวมตวักบั
อนุมูลอิสระอ่ืนได ้ทาํใหล้ดจาํนวนอนุมูลอิสระลงไดถึ้ง 2 เท่า ดงัปฏิกิริยา 2.3 - 2.4 

ROO    +   PP

RO    +   PP

ROOPP

ROPP

... (2.3)

... (2.4)

 
2. ความสามารถในการจบักบัโลหะ (chelating transition-metals) 
 สารประกอบฟีนอลิกสามารถจบักบัโลหะ ซ่ึงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชนั 

โดยกรดฟีนอลิกและฟลาโวนอยดส์ามารถเกิดสารเชิงซอ้นกบัเหลก็ และไอออนของทองแดงได ้
3. ยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมท่ี์เป็นตวัเร่งใหเ้กิดอนุมูลอิสระ 



10 
 

 สารประกอบฟีนอลิกสามารถยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการ
เกิดอนุมูลอิสระได ้เช่น ไนตริกออกไซด์ ซินเทส (nitricoxide synthase) ไทโรซินไคเนส (tyrosine 
kinase) และแซนทีนออกซิเดส (xanthine oxidase) 
 

2.1.3.4 คุณประโยชน์ของกรดฟีนอลิกบางชนิด 
จากท่ีกล่าวขา้งตน้ นํ้ าส้มควนัไมมี้สารประกอบฟีนอลิกหลากหลายชนิด แต่ท่ีพบมาก 

และเป็นท่ีสนใจถูกนาํไปใชใ้นดา้นต่างๆ ไดแ้ก่ ไซรินจอล กรดแกลลิก และกรดวานิลลิก ซ่ึงสารทั้งสาม
ชนิดน้ีมีคุณประโยชน์ท่ีหลากหลาย ในงานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะวิเคราะห์หาปริมาณสารทั้งสามชนิดน้ี 

1. กรดแกลลิก (Gallic acid) เกิดจากการสลายตวัของแทนนินประเภท Hydrolysable 
tannins  กรดแกลลิครวมกนัสองโมเลกุลจะไดส้ารประกอบท่ีเรียกว่า Ellagic acid  กรดแกลลิกมี
คุณสมบติัสมานผิวและกาํจดัสารอนุมูลอิสระ ยบัย ั้งเช้ือราและไวรัส และใชใ้นการรักษาภาวะอะบูมินนู
เลียในคนเป็นโรคเบาหวาน  และ สาร Ellagic acid ท่ีมีคุณสมบติัยบัยงัเอน็ไซมไ์ทโรซิเนส ทาํใหผ้วิขาว
ข้ึนและปรับสีผวิใหส้มํ่าเสมอ ดว้ยคุณสมบติัเหล่าน้ี จึงไดมี้การนาํไปเติมในเคร่ืองสาํอาง 

2. กรดวานิลลิก (Vanillic acid) เป็นสารประกอบในรูปออกซิไดส์ของวานิลลิน วานิลลิน
สังเคราะห์ หรือเอทิลวานิลลิน (ethyl vanillin) จะมีราคาแพงกว่า วานิลลินท่ีไดจ้ากธรรมชาติ และวานิล
ลินสังเคราะห์ จะให้กล่ินหอมรุนแรงกว่าอีกดว้ย กรดวานิลลิก หรือวานิลลิน เป็นสารท่ีมกัจะนาํไปใช้
ผสมกบัสินคา้ ของกิน ขนม ของหวาน หรือแมแ้ต่ยารักษาโรคหลากชนิด โดยเป้าหมายการใชง้านหลกัก็
คือเพื่อเติมแต่งเพิ่มกล่ินหอมนวลใหก้บัตวัผลิตภณัฑ ์

3.ไซรินจอล (Syringol) เป็นองคป์ระกอบท่ีมีมากในควนัไม ้ให้กล่ินควนัธรรมชาติ นิยม
ใชใ้นผลิตภณัฑร์มควนั และสามารถยบัย ั้งจุลินทรีย ์ทาํให้ยืดอายุอาหารและเพ่ิมคุณภาพของผลิตภณัฑ ์
นอกจากน้ียงัมีความสามารถในการลดการอกัเสบ ลดไข ้และแกป้วด 

 
O OH

OHOH
OH

O OH

O

OH

CH3

O

OH

OCH3 CH3

Gallic acid Vanillic acid Syringol
 

รูปที2่.3 โครงสร้างของกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และ ไซรินจอล 
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        2.2 งานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง/การทบทวนวรรณกรรม 
 

กรดฟีนอลิกจะประกอบดว้ย 2 กลุ่มคือ ไฮดรอกซีเบนโซอิก  ไดแ้ก่พวก กรดแกลลิก วานิลิก 
และกรดไซลินจิก เป็นตน้  ส่วนอีกกลุ่มหน่ึงคือ กรดไฮดรอกซีซินนามิค ไดแ้ก่ กรดคาเฟอิค เฟอรูลิคและ 
ซินาพิค  ในการวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก ขั้นตอนแรกซ่ึงเป็นขั้นตอนท่ีมีความสาํคญั คือการสกดั
สารเหล่าน้ีออกมาจากวตัถุดิบ จากนั้นทาํการตรวจวดัเพื่อระบุชนิดและหาปริมาณ [6]   กรดฟีโนลิคท่ีอยู่
ในรูปท่ีต่างกันจะส่งผลให้ สภาวะท่ีเหมาะสมในการสกดัต่างกนั วิธีสกดัพื้นฐานท่ีนิยมใช้คือ อาศยั
หลกัการทางโครมาโทกราฟี [7]  ไม่ว่าจะเป็นแก๊สโครมาโทรกราฟี(GC) หรือโครมาโทรกราฟีของเหลว
ประสิทธิภาพสูง (HPLC) โดยใชร่้วมกบั mass spectrometry (MS) ตลอดจนเทคนิคอ่ืนๆ[6,7] ในการ
ตรวจวดั 

ความแตกต่างของเทคนิค HPLC ในการแยก หาปริมาณ และความสามารถในการวิเคราะห์ จะ
มีความแตกต่างในส่วนของคอลมัน์ท่ีใช ้โดยส่วนใหญ่จะใชค้อลมัน์ Reversed-phase C-18 และเฟส
เคล่ือนท่ีท่ีใช้จะใช้ตัวทาํละลายผสมเพ่ือปรับความเป็นขั้ ว และค่าความเป็นกรดเบสให้เหมาะสม 
นอกจากน้ี ยงัมีความแตกต่างในระบบการตรวจวดั โดยมีการใชเ้คร่ืองตวัวดัท่ีหลากหลาย[7] เช่น เคร่ือง
ตรวจวดัยวูี-วิซิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์[8,9] เคร่ืองตรวจวดัไดโอดอาร์เรย ์[10,11,12]   

A. Alonso Garcia และคณะ เสนอการใชเ้ทคนิคการสกดัดว้ยเฟสของแขง็ ตามดว้ยการใช ้
Reversed-phase C-18 HPLC ร่วมกบัการตรวจวดัอลัตร้าไวโอเลต ในการแยกสารประกอบฟีโนลิค 10 
ชนิด ซ่ึงไดค่้า Repeatability ตํ่ากวา่ 10% และ r2 เท่ากบั 0.993 [8]   

Domingo Blanco Gomis และคณะ ไดเ้สนอการใช ้Capillary liquid chromatography สาํหรับ
ใชก้บัระบบ HPLC ในการตรวจวดัสารประกอบฟีโนลิคในนํ้ าแอปเปิล ไดค่้าคืนกลบัอยูใ่นช่วง 90 – 
105% และ RSD นอ้ยกวา่ 7% [9]   

M.A. Rodriguez-Delgado และคณะ พฒันาเทคนิค HPLC โดยใชร่้วมกบัเคร่ืองตรวจวดัยวูี-วิซิ
เบิล และใช้ เคร่ืองตรวจวดัฟลูออเรสเซนต์เพื่อเพิ่มความไวในการตรวจวดัคาเทชิน กรดวานิลลิค  
กรดไซรินจิค อีพิคาเทชิน และ ทราน-เรสเวอราทอล ในตวัอย่างไวน์ จากการวิเคราะห์ให้ผลท่ีดี มีค่า
ความไวสูงข้ึน [10]   

Andreas Schieber และคณะ ทาํการตรวจวดักรดฟีนอลิกและฟลาโวนอยดใ์นแอปเปิล และสาล่ี
โดยใช ้HPLC ร่วมกบั Diode array และ MS ซ่ึงพฒันาเฟสอยูก่บัท่ีข้ึนมาใหม่ พบว่าสามารถแยก
สารประกอบมาตรฐาน 26 ชนิด ไดภ้ายใน 1 ชัว่โมง และมีความสามารถในการแยกท่ีดี [11]     

B. Abad-Garcia และคณะ ไดส้กดัสารประกอบฟีโนลิคจากนํ้ าผลไม ้โดยใชเ้มทานอล-นํ้ า-
กรดอะซิติค (30:69:1, v/v/v)  จากนั้นทาํการแยกโดยใช ้Reversed-phase HPLC ร่วมกบัการตรวจวดัดว้ย 
Photodiode array (DAD) ได ้%RSD นอ้ยกว่า 8%  ขีดจาํกดัการตรวจวดัอยูร่ะหว่าง 0.005 ถึง 0.03 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไดค่้าคืนกลบั 98-100% [12]   
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Guanghou Shui และ Lai Peng Leong ไดพ้ฒันาเทคนิค HPLC ร่วมกบัเคร่ืองตรวจวดัโฟโต
ไดโอดอาร์เรย ์ในการตรวจวดั กรดอินทรียแ์ละสารประกอบฟีโนลิคแบบพร้อมกนั ในนํ้ าผลไมแ้ละ
เคร่ืองด่ืม ซ่ึงประสบความสาํเร็จโดยใชเ้วลาในการแยกสารทั้งหมด 80 นาที มีค่า RSD ของเวลาในการ
แยกอยูร่ะหวา่ง 0.3 – 1.6% และมีค่าคืนกลบัอยูใ่นช่วง 85 – 106% [13]   

นอกจากนั้นแลว้ยงัมีการใชค้อลมัน์ชนิดอ่ืนสาํหรับการแยกในระบบ HPLC คือ คอลมัน์โมโน
ลิติคซ่ึงไดมี้การศึกษาอยา่งกวา้งขวาง [14]  Massimo Castellari และคณะ วิเคราะห์สารประกอบฟีโนลิค
ในไวน์ดว้ยเทคนิค HPLC โดยใชค้อลมัน์โมโนลิติค ชนิด Reversed-phase C-18 ซ่ึงพบว่าสามารถแยก 
และหาปริมาณไดใ้นการฉีดเพียงคร้ังเดียว และใชเ้วลาท่ีสั้น [15] 

ในการระบุชนิดและหาปริมาณไดมี้การนาํเอาเคร่ืองมือ HPLC-MS และ GC-MS มาใชใ้นการ
วิเคราะห์สารประกอบฟีโนลิค เช่น ในงานของ Anna Maria Gioacchini และคณะ ใชเ้ทคนิค HPLC-ES-
MS ในการวิเคราะห์ฟีโนลิคและอลัดีไฮด ์ซ่ึงให้ค่าความไวท่ีสูง [16]  Jiri Gruz และคณะ วิเคราะห์
สารประกอบฟีโนลิคในเคร่ืองด่ืมโดยใช ้UPLC-MS/MS ซ่ึงไม่ตอ้งมีข้ึนตอนเพิ่มความเขม้ขน้ของ
ตวัอยา่ง อีกทั้งยงัรวดเร็ว ใชเ้วลาในการวิเคราะห์ไม่เกิน 12 นาที [17]   

C. Proestos และคณะ ตรวจวดัสารประกอบฟีโนลิคในพืชท่ีมีกล่ินหอม โดยใชเ้ทคนิค HPLC 
และ GC-MS โดยในส่วนของ GC-MS จะวิเคราะห์หลงัจากการทาํใหส้ารประกอบฟีโนลิคเกิดปฏิกิริยาซิ
ลิเลชนั และสาํหรับสารท่ีไม่ระเหย จะทาํใหเ้กิดเป็นอนุพนัธ์ [18] 

นอกจากเทคนิคการแยกและวิเคราะห์ปริมาณดว้ย HPLC และ GC แลว้ ยงัมีการใช ้Capillary 
electrophoresis (CE) เป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการวิเคราะห์ โดยเฉพาะอยา่งยิง่สารประกอบท่ีมีขั้ว และ
ประจุท่ีมีมวลโมเลกุลตํ่าถึงปานกลาง เช่น ในงานของ Kazuhiko Tsukagoshi และคณะ ใชเ้ทคนิค CE ใน
การวิเคราะห์สารประกอบฟีนอลิก (phenol, 2-chlorophenol, 4-chlorophenol, 2,4-dichlorophenol, 2,6-
dichlorophenol และ 2,4,6-trichlorophenol)[19]  

Saleh M.S. Sawalha และคณะ ไดพ้ฒันา CE ใชร่้วมกบั MS/MS ในการหาปริมาณ สาร
ประกอบฟีอนลิกหลกัในเปลือกส้ม จากผลท่ีไดเ้หมาะสําหรับวิเคราะห์สารประกอบธรรมชาติน้ี [20]  
นอกจากน้ียงัมีงานของ C. Garcia-Viguera และ Peter Bridleไดเ้ปรียบเทียบเทคนิค HPLC กบั CE [21] 
และงานของ Juhani Kronholm เปรียบเทียบระหวา่ง GC-MS กบั CE [22] ในการวิเคราะห์สารประกอบฟี
โนลิค ซ่ึง HPLC กบั CE และ GC-MS กบั CE ใหผ้ลท่ีคลา้ยกนั แต่การแยกใน CE ข้ึนอยูก่บัหลายปัจจยั 
เช่น ความแรงประจุของบฟัเฟอร์ ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใหแ้ละอุณหภูมิ  

อีกทั้งยงัมีการใชเ้ทคนิคทางเคมีไฟฟ้าในการตรวจวดัสารประกอบฟีโนลิค M.N. Peyrat-
Mailard, S. Bonnely และ C. Berset ใช ้HPLC ร่วมกบัเคร่ืองตรวจวดัคูลอมเมทริก พบว่าเม่ือให้
ศกัยไ์ฟฟ้าในช่วงท่ีตํ่า (100-450mV) สารประกอบฟีโนลิค สามารถใหค่้าการตอบสนองท่ีสูง [23] 
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เทคนิคการไหลอย่างต่อเ น่ืองแบบโฟลอินเจกชัน  ได้มีการนํามาใช้ในการตรวจวัด
สารประกอบฟีโนลิค และความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระเช่นเดียงกนั โดยการตรวจวดัการยบัย ั้ง
การเร่ืองแสงของลูมินอล ซ่ึงใหค่้าความไวท่ีสูงกวา่เม่ือเทียบกบัเทคนิคสเปกโทรโฟโตเมทรี [24]   

ดว้ยเทคนิคท่ีกล่าวมาทั้งหมดขา้งตน้น้ีถึงแมจ้ะมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ท่ีดี แต่ยงัมีความ
ยุง่ยากในการเตรียมสารเคมี อีกทั้งเคร่ืองมือยงัมีราคาแพง  อีกเทคนิคคือการไหลแบบซีเควนเชียลอินเจก
ชนั(SIA) ซ่ึงสามารถวิเคราะห์ตวัอยา่งจาํนวนมากไดถู้กตอ้ง รวดเร็ว และมีราคาถูก [25] งานวิจยัท่ีมีการ
ใช ้SIA คือ Andreu Cladera และคณะ ใชร้ะบบ SIA ในการวิเคราะห์ ไนโตรฟีนอลในนํ้าร่วมกบัการสกดั
ด้วยตวัทาํละลายอินทรียแ์ละการเพ่ิมความเขม้ขน้ ซ่ึงผลท่ีได้เม่ือเทียบกับวิธีมาตรฐาน พบว่า เวลา 
ปริมาณตวัอยา่ง และตวัทาํละลายอินทรียล์ดลงอยา่งมาก [26] 

ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะพฒันาวิธีวิเคราะห์สารประกอบฟีโนลิค โดยนาํระบบ SIA มา
ใชร่้วมกบัคอลมัน์แบบโมโนลิติคเพื่อใชส้าํหรับการแยก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที ่3 
วธีิดาํเนินการวจิยั 

  
        3.1 สารเคมีและอุปกรณ์ 
             3.1.1 สารเคมี 

3.1.1.1 สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิค (Gallic acid) – Sigma, USA 
3.1.1.2 สารละลายมาตรฐานกรดวานิลลิค (Vanillic acid) – Fluka, Switzerland 
3.1.1.3 สารละลายมาตรฐานไซลินกอล (Syringol) – Sigma, USA 
3.1.1.4 สารละลายเมทานอล เกรด HPLC- Carlo Erba, Italy 
3.1.1.5 กรดอะซิติก 
3.1.1.6 โพแทสเซียมคลอไรด ์(Potassium chloride) 
3.1.1.7 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (DiPotassiumhydrogenphosphase) 
3.1.1.8 โพแทสเซียมโบรไมด ์(Potassium bromide) 
3.1.1.10 โพแทสเซียมไนเตรต (Potassium Nitrate) 
3.1.1.10 โพแทสเซียมไอโอไดด ์(Potassium iodide) 
3.1.1.11 โพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอร์เรต (Potassium Hexacyanoferrate) 
 

             3.1.2 อุปกรณ์เคร่ืองตรวจวดั 
3.1.2.1 ขวดวดัปริมาตร 
3.1.2.2 บีกเกอร์ 
3.1.2.3 ปิเปต 
3.1.2.4 หลอดหยด 
3.1.2.5 เคร่ืองกรองสุญญากาศ 
3.1.2.6 เคร่ืองใหค้ล่ืนความถ่ีสูง(Sonicator) 
3.1.2.7 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) - UV-Visible   
            spectrophotometer (Water 486) 
3.1.2.8 Syringe pump (HAMILTON, PSD4) 
3.1.2.9 8-port Multi-selection valve (HAMILTON, Serial MVP) 
3.1.2.10 Revers phase C-18 packed column (KYA TECH Corporation, HiQ sil C18HS) 

                     3.1.2.11 Revers phase C-18 Monolithic column (Merck, Chromolith®HPLC column) 
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        3.2 การดําเนินการวจัิย 
สารละลายทั้งหมดเตรียมจากนํ้ ากลัน่ปราศจากไอออน และสารละลายท่ีตอ้งฉีดเขา้เคร่ือง 

HPLC จะกรองผา่นกระดาษกรองไนลอนขนาด 0.45 ไมโครเมตร และไล่ฟองอากาศดว้ย Sonicator ทุก
คร้ัง  

3.2.1 การเตรียมสารละลาย 
3.2.1.1 สารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตท 
      เตรียมสารละลายโซเดียมอะซิเตทเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ โดยชัง่โซเดียมอะซิเตท ไตร 

ไฮเดรต มา 13.6 กรัม ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่จนครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
      เตรียมสารละลายกรดอะซิติกเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ โดยปิเปตกรดแกลเชียลอะซิติกมา 

5.8 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่จนครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 
      จากนั้นนาํสารละลายโซเดียมอะซิเตทความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ มาผสมกบัสารละลาย

กรดอะซิติกความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ วดัพีเอชใหเ้ท่ากบัท่ีตอ้งการ (3.0, 3.5, 4.0, 4.5 และ 5.0) 
 
3.2.1.2 สารละลายเฟสเคล่ือนท่ี เมทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ในสารละลาย

บฟัเฟอร์อะซิเตท เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
      ตวงสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ 99.9% มา 100 มิลลิลิตร ใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด 

1,000 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายอะซิเตทบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ จนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
 
3.2.1.3 สารละลายเฟสเคล่ือนท่ี อะซิโตไนไทรล ์เขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 
      ตวงสารละลายอะซิโตไนไทรล์ เข้มข้น 99.9% มา 100 มิลลิลิตร ใส่ในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 1,000  มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ากลัน่จนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 
3.2.1.4 สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก เขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
                      - ละลายกรดแกลลิก 0.05 กรัม ในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตท แลว้ปรับ

ปริมาตรจนครบ 50.0 มิลลิลิตร 
 
3.2.1.5 สารละลายมาตรฐานกรดวานิลลิก เขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
- ละลายกรดวานิลลิค 0.05 กรัม ในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตท แลว้ปรับปริมาตรจนครบ 

50.0 มิลลิลิตร 
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3.2.1.6 สารละลายมาตรฐานไซรินจอล เขม้ขน้ 1.000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
- ละลายไซรินจอล 0.05 กรัม ในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตท แลว้ปรับปริมาตรจนครบ 

50.0 มิลลิลิตร 
 
3.2.1.7 สารละลายมาตรฐานผสม เขม้ขน้ 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
- สารละลายมาตรฐานผสม เขม้ขน้ 200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรด

แกลลิก สารละลายมาตรฐานกรดวานิลลิก สารละลายมาตรฐานไซรินจอล ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม
ต่อลิตร มาอยา่งละ 5.0 มิลลิลิตร ใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยสารละลาย
เฟสเคล่ือนท่ีจนครบ 25.0 มิลลิลิตร ท่ีความเขม้ขน้ 10.0, 50.0 และ 100.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ปิเปต
สารละลายมาตรฐานเขม้ขน้ 1000.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ทั้งสามมา 0.25, 1.25 และ 2.50 มิลลิลิตร ตามลาํดบั 
แลว้ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายเฟสเคล่ือนท่ีจนครบ 25.0 มิลลิลิตร 

 
3.2.1.8 สารละลายมาตรฐานผสม เขม้ขน้ 0.1, 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
       สารละลายมาตรฐานผสม เขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร  ปิเปตสารละลายมาตรฐาน

ผสม เขม้ขน้ 50.0 มิลลิกรัมต่อลิตร มา 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดว้ยสารละลายเฟสเคล่ือนท่ีจนครบ 25.0 มิลลิลิตร ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ปิเปต
สารละลายมาตรฐานเขม้ขน้ผสม 50.0 มิลลิกรัมต่อลิตร มา  0.25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยสารละลาย
เฟสเคล่ือนท่ีจนครบ 25.0 มิลลิลิตร  

       สารละลายมาตรฐานผสม เขม้ขน้ 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ปิเปตสารละลายมาตรฐาน
เขม้ขน้ผสม 10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร มา  0.25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยสารละลายเฟสเคล่ือนท่ีจนครบ 
25.0 มิลลิลิตร 

 
3.2.2 วิธีดาํเนินการทดลอง 

3.2.2.1 ศึกษาความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการตรวจวดั 
        - เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (เพียงสารเดียว) ความเขม้ขน้ 10-4 โมลาร์  
        - เทสารละลายกรดแกลลิกเขม้ขน้ 10-4 โมลาร์ ลงในคิวเวท ทาํการสแกนสเปกตรัม 
        - นาํสเปกตรัมท่ีได ้หาความยาวคล่ืนสูงสุดเพื่อใชติ้ดตามประกอบฟีนอลิกท่ีแยกได ้
        - สาํหรับสารละลายมาตรฐานวานิลลิก และไซรินจอล ทดลองเช่นเดียวกบัขอ้ 1 – 3 
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3.2.2.2 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดลอง 
         (1) ชนิดของสารละลายเฟสเคล่ือนท่ี 
         - เตรียมสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ในนํ้ ากลัน่ เพื่อเป็นเฟส

เคล่ือนท่ี 
         - ป๊ัมสารละลายเฟสเคล่ือนท่ีเขา้สู่ระบบ ป๊ัมจนกระทั้งคอลมัน์มีแต่สารละลายเฟส

เคล่ือนท่ีท่ีใช ้โดยสงัเกตจากสญัญาณ base line  
         - กาํหนดอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเท่ากบั 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตั้งค่าดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร 
         - ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมเข้มข้น  200 .0  มิลลิกรัมต่อลิตร  ปริมาตร  10 

ไมโครลิตร เขา้สู่เคร่ือง HPLC บนัทึกโครมาโทแกรม และฉีดสารละลายเขา้เคร่ืองซํ้าจนครบสามคร้ัง 
         - ทาํซํ้ าขอ้ 1 – 4 โดยปรับเปล่ียนสารละลายเฟสเคล่ือนท่ีใหม่เป็นอะซิโตไนไทรล์

เขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 
 
         (2) อตัราส่วนของสารละลายเฟสเคล่ือนท่ี 
         - เตรียมสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10, 25, 50, 75 โดยปริมาตร ในนํ้ากลัน่ 
         - ทาํการทดลองเช่นเดียวกบัในหวัขอ้ท่ี (1) 
         - ทาํซํ้าจนครบทุกอตัราส่วน 
 
         (3) ค่าพีเอชของสารละลายเฟสเคล่ือนท่ี 
         - เตรียมสารละลายเฟสเคล่ือนท่ี เมทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตร โดยปิเปต

สารละลายเมทานอลเขม้ขน้ 99.9% มา 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดวดัปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมกรดแกลเชียลอะซิติก 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรนํ้ากลัน่จนครบ 500 มิลลิลิตร 

        - เตรียมสารละลายเฟสเคล่ือนท่ี เมทานอลเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร ใน
สารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตท เขม้ขน้ 0.1 พีเอช 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 และ 5.0 

        - ทาํการทดลองเช่นเดียวกบัในหวัขอ้ท่ี (1) 
        - ทาํซํ้าจนครบทุกค่าพีเอช 
        - ถ้าค่าพีเอชไหนเกิดการแยกของสารประกอบฟีนอลิก ทําการฉีดสารละลาย

มาตรฐานผสม เขม้ขน้ 1.0, 10.0, 50.0 และ 100.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เพิ่มจนครบทุกความเขม้ขน้ 
 
         (4) อตัราการไหลของสารละลายเฟสเคล่ือนท่ี 
         - เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมเขม้ขน้ 200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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         - กาํหนดอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเท่ากบั 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตั้ง ค่าดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร 

         - ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมปริมาตร 10 ไมโครลิตร เขา้สู่เคร่ือง HPLC บนัทึก
โครมาโทแกรม และฉีดสารละลายเขา้เคร่ืองซํ้าจนครบสามคร้ัง 

         - ทาํซํ้ าโดยปรับเปล่ียนอตัราการไหลเพ่ิมข้ึนคร้ังละ 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที ทาํการ
ปรับเปล่ียนอตัราการไหลในช่วง 1.0 – 2.5 มิลลิลิตรต่อนาที 

  
        (5) ปริมาตรสารตวัอยา่งท่ีฉีด 
         - เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมเขม้ขน้ 200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
         - กาํหนดอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเท่ากบั 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตั้งค่าดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร 
         - ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมปริมาตร 10 ไมโครลิตร เขา้สู่เคร่ือง HPLC บนัทึก

โครมาโทแกรม และฉีดสารละลายเขา้เคร่ืองซํ้าจนครบสามคร้ัง 
         - ทาํซํ้าโดยปรับเปล่ียนปริมาตรสารท่ีฉีดเพิ่มข้ึนคร้ังละ 5 ไมโครลิตรต่อนาที ทาํการ

ปรับเปล่ียนปริมาตรสารท่ีฉีดในช่วง 10 – 20 ไมโครลิตร 
 
3.2.2.3 คุณลกัษณะเด่นของวิธี 
         (1) ความแม่น 
         - ทาํการวิเคราะห์ตวัอย่างนํ้ าส้มควนั และตวัอย่างนํ้ าส้มควนัไมท่ี้เติมสารละลาย

มาตรฐานผสมของสารประกอบฟีนอลิก ท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงไป โดยวิเคราะห์ตวัอยา่ง
ละสามซํ้า 

         - คาํนวณหาความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิกท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งและตวัอยา่งท่ีมี
การเติมสารละลายมาตรฐาน 

         - คาํนวณหาค่าร้อยละของการวิเคราะห์ค่าคืนกลบั 
 
 
         (2) ความเท่ียง 
         - ทาํการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมฟีนอลิก ท่ีความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร  ซํ้าๆเป็นจาํนวน 5 คร้ัง 
         - คาํนวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ของเวลาท่ีสารประกอบฟีนอลิกแต่

ละชนิดถูกชะออกมา 
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         (3) ขีดจาํกดัตํ่าสุดในการตรวจวดั (Limit of detection, LOD) 
         - สร้างกราฟมาตรฐานของสารประกอบฟีนอลิกชนิดต่างๆ 
         - คาํนวณหาค่า LOD จากสมการ 
 
         (4) ขีดจาํกดัตํ่าสุดในการวิเคราะห์ (Limit of quantitation, LOQ) 
         - สร้างกราฟมาตรฐานของสารประกอบฟีนอลิกชนิดต่างๆ 
         - คาํนวณหาค่า LOQ จากสมการ 
 
3.2.2.4 ศึกษาการแยกสารประกอบฟีนอลิกในตวัอยา่งนํ้าสม้ควนัไม ้
         - เตรียมตวัอย่างโดยกรองตวัอย่างนํ้ าส้มควนัไมด้้วยไซริงเมมเบรน ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร 
         - ปิเปตนํ้าสม้ควนัไมม้า 0.25 มิลลิลิตร ใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 25.0 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรดว้ยสารละลายเฟสเคล่ือนท่ีจนครบปริมาตร 
         - ใชส้ภาวะการทดลองท่ีเหมาะสมท่ีหาได ้ทาํการฉีดตวัอยา่งนํ้าสม้ควนัไมเ้ขา้เคร่ือง 
         - ทาํการวิเคราะห์ซํ้าทั้งหมดสามคร้ัง 
         - คาํนวณหาความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิกในนํ้าสม้ควนัไม ้

 
 



บทที ่4 

ผลการวจิยัและอภปิรายผล 
 

        4.1 ศึกษาความยาวคลืน่ที่เหมาะสมทีใ่ช้ในการตรวจวัด 
 

เน่ืองจากกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล มีค่าความยาวคล่ืนสูงสุดในการดูดกลืนแสงที่
ต่างกันดงัแสดงในรูปที่ 4.1 และขอ้จ ากดัของเคร่ืองตรวจวดัที่ใช้ คือ เคร่ืองยวูี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโต
มิเตอร์ ไม่สามารถตรวจวดัค่าดูดกลืนแสงหลายความยาวคล่ืนไดพ้ร้อมกนัเน่ืองจากไม่ไดใ้ชแ้บบไดโอด
อาเรย ์จึงจ าเป็นตอ้งศึกษาค่าความยาวคล่ืนที่เหมาะสมในการตรวจวดัสารทั้งสามชนิดพร้อมกนั 
 

 
รูปที่ 4.1 สเปตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และ 

ไซรินจอล ที่ความเขม้ขน้เท่ากบั 10-4 โมลาร์ 
 
 จากรูปที่ 4.1 กรดแกลลิกมีค่าความยาวคล่ืนสูงสุดเท่ากับ 264 นาโนเมตร กรดวานิลลิก มีค่า
ความยาวคล่ืนสูงสุดเท่ากบั 259 นาโนเมตร และไซรินจอล มีค่าความยาวคล่ืนสูงสุดเท่ากบั 268 นาโน
เมตร ดงันั้นจึงเลือกติดตามที่ 264 นาโนเมตร เพราะเป็นค่าความยาวคล่ืนที่ใกลเ้คียงกบัความยาวคล่ืน
สูงสุดของสารประกอบฟีนอลิกทั้งสามชนิด อีกทั้งจากการศึกษาเบื้องตน้โดย พิสมยั และคณะ (2011) 
โดยใชเ้ทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี พบว่าในตวัอยา่งน ้ าส้มควนัไม ้(ซ่ึงเป็นชนิดเดียวกนักบัที่ศึกษาใน
งานวจิยัน้ี) มีปริมาณกรดแกลลิกนอ้ยที่สุด การเลือกติดตามที่ความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร จะช่วยให้หา
ปริมาณกรดแกลลิกได ้
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        4.2  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทดลอง 

 
 ในส่วนน้ีจะเป็นการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ใช้ในการแยกสารละลายมาตรฐานผสมของ

สารประกอบฟีนอลิกทั้งสามชนิด ซ่ึงเกณฑใ์นการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจะพิจารณาจากประสิทธิภาพ
การแยกเป็นหลกั อิทธิพลของตวัแปรต่างๆ ที่มีผลต่อการแยก มีดงัหวัขอ้ต่อไปน้ี 
 

4.2.1 ชนิดของสารละลายเฟสเคลื่อนที่ 
แยกสารละลายมาตรฐานผสมของสาประกอบฟีนอลิก โดยเฟสเคล่ือนที่ที่เลือกศึกษามีสอง

ชนิด คือ สารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดยปริมาตร และสารละลายอะซิโตไนไตรล์เขม้ขน้ 
ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ใชอ้ตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ติดตามการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
264 นาโนเมตร  แสดงผลดงัรูปที่ 4.2 และ 4.3 
 

 
 
รูปที ่4.2 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม กรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ
เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือใชเ้ฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเข้มข้น ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 
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รูปที ่4.3 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม กรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ

เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือใชเ้ฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายอะซิโตไนไตรล์เข้มข้น 
ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 

 
จากรูปที่ 4.2 และ 4.3 แสดงให้เห็นว่าเม่ือใชเ้ฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ 

ร้อยละ 10 โดยปริมาตร และสารละลายอะซิโตไนไตรล์เขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ยงัไม่สามารถ
แยกสารประกอบฟีนอลิกทั้งสามในสารละลายมาตรฐานผสมออกจากกนัได้ แต่อยา่งไรก็ได้จากการ
ทบทวนวรรณกรรมพบวา่ งานวจิยัส่วนใหญ่เลือกใชส้ารละลายเมทานอลในการศึกษา อีกทั้งสารละลาย
เมทานอลมีราคาถูกกว่า ดงันั้นในงานน้ีจึงเลือกศึกษาเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลต่อไป เพื่อ
ท าการศึกษาอตัราส่วนของสารละลายเมทานอล เพือ่ใหส้ารประกอบฟีนอลิกทั้งสามแยกออกจากกนั 
 

4.2.2 อัตราส่วนของสารละลายเฟสเคลื่อนที่ 
แยกสารละลายมาตรฐานผสมของสารประกอบฟีนอลิก โดยใชเ้ฟสเคล่ือนที่ คือ สารละลาย

เมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10, 25, 50 และ 75 โดยปริมาตร และสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 
โดยปริมาตร ที่ผสมกบักรดอะซิติกเขม้ขน้ ร้อยละ 2 โดยปริมาตร ใชอ้ตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที 
ติดตามการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร  แสดงผลดงัรูปที่ 4.4 - 4.8 
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รูปที่ 4.4 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ

เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือใชเ้ฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้  
ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 

 
 

 
รูปที่ 4.5 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ

เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้  
ร้อยละ 25 โดยปริมาตร 
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รูปที่ 4.6 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ

เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้  
ร้อยละ 50 โดยปริมาตร 

 
 

 
รูปที่ 4.7 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ

เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้  
ร้อยละ 75 โดยปริมาตร 
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รูปที่ 4.8 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ
เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ที่

ผสมกบักรดอะซิติกเข้มข้น ร้อยละ 2 โดยปริมาตร 
 

จากรูปที่ 4.4 – 4.7 พบว่า ไม่ว่าสารละลายเฟสเคล่ือนที่ มีความเขม้ขน้ของสารละลายเมทา
นอลเท่าใดก็ตาม ก็ยงัไม่สามารถแยกสารประกอบฟีนอลิกออกจากกันได้ จึงเลือกใชส้ารละลายเฟส
เคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยปริมาตร เพือ่ศึกษาอิทธิพลขององคป์ระกอบของ
เฟสเคล่ือนที่ โดยเปล่ียนมาใชส้ารละลายเฟสเคล่ือนที่ เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดย
ปริมาตร ที่ผสมกบักรดอะซิติกเขม้ขน้ ร้อยละ 2 โดยปริมาตร พบว่าสามารถแยกและวิเคราะห์สารตา้น
อนุมูลอิสระไดดี้ ดงัรูปที่ 4.8 จากการผสมกรดอะซิติกเขม้ขน้ ร้อยละ 2 โดยปริมาตร ลงไป ท าให้ไดค้่าพี
เอชของสารละลายเฟสเคล่ือนที่เท่ากบั 2.6 ซ่ึงมีค่าลดลงเม่ือเทียบกบัเม่ือใชส้ารละลายเมทานอลเขม้ขน้
ร้อยละ 10 เพียงอย่างเดียว (พีเอชเท่ากับ 6.4) จึงสรุปได้ว่า ค่าพีเอชน่าจะมีอิทธิพลต่อการแยกอยู่
พอสมควร จึงไดท้  าการศึกษาอิทธิพลของพเีอชโดยใชส้ารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตทต่อไป  
 

4.2.3 ค่าพีเอชของสารละลายเฟสเคลื่อนที่ 
ในส่วนน้ีเป็นการศึกษาค่าพีเอชที่เหมาะสมในการแยกสารละลายมาตรฐานผสมของ

สารประกอบฟีนอลิกทั้งสามชนิด โดยใชเ้ฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดย
ปริมาตร เตรียมในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตทเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ศึกษาอิทธิพลของค่าพีเอช โดยท าการ
ลดค่าพีเอชลงเป็นล าดบั ดงัน้ี 5.0, 4.5, 3.0, 3.5 และ 3.0 ใชอ้ตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ติดตาม
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร ไดผ้ลการทดลองดงัรูปที่ 4.9 – 4.13 

 

กรดแกลลิก 

กรดวานิลลิก 

ไซรินจอล 
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รูปที ่4.9 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ
เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดยปริมาตร 

ในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตทเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าพีเอช 5.0 
 

 
รูปที ่4.10 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่
ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดย

ปริมาตร ในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตทเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าพีเอช 4.5 
 
 
 
 
 

กรดแกลลิก 

กรดวานิลลิก 

ไซรินจอล 

กรดแกลลิก 

กรดวานิลลิก 

ไซรินจอล 
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รูปที ่4.11 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่
ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดย

ปริมาตร ในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตทเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าพีเอช 4.0 
 

 
รูปที่ 4.12 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่
ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดย

ปริมาตร ในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตทเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าพีเอช 3.5 
 
 
 
 

กรดแกลลิก 

กรดวานิลลิก 

ไซรินจอล 

กรดแกลลิก 

กรดวานิลลิก 

ไซรินจอล 
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รูปที ่4.13 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่
ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือเฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดย

ปริมาตร ในสารละลายบฟัเฟอร์อะซิเตทเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าพีเอช 3.0 
 

จากรูปที่ 4.9 – 4.13 แสดงใหเ้ห็นวา่ เม่ือค่าพเีอชต ่าลง สารประกอบฟีนอลิกทั้งสามชนิดจะ
สามารถแยกออกจากกนัไดดี้ยิง่ขึ้น ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานของ [27] เพราะ เม่ือเฟสเคล่ือนที่มีค่าพีเอชสูง
กวา่ค่าคงที่การแตกตวั (pKa)  ของกรดแกลลิก (pKa = 4.5) และ กรดวานิลลิก  (pKa = 4.5) จะเกิดการแตก
ตวัท าใหมี้สภาพขั้วที่มากขึ้น จึงถูกชะออกมาเร็ว ส่วนไซรินจอลมีค่าการแตกตวัที่สูง  (pKa = 9.98) อีกทั้ง
จากโครงสร้างโมเลกุลของมนัค่อนขา้งมีขั้วต  ่า จึงถูกชะออกมาทีหลงั เม่ือลดค่าพเีอชลง กรดแกลลิก และ
กรดวานิลลิกจะแตกตวัไดย้ากขึ้น เม่ือพิจารณาร่วมกบัโครงสร้างโมเลกุล กรดวานิลลิกจะมีสภาพความ
เป็นขั้วน้อยกว่ากรดแกลลิก ยิ่งเม่ือลดค่าพีเอช กรดวานิลลิกจะแตกตวัได้ยากขึ้ น ความเป็นขั้วจะยิ่ง
น้อยลง จึงใช้เวลาในการชะนานขึ้ น อีกทั้ งสารประกอบในกลุ่มกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรด 
แกลลิก และกรดวานิลลิก) ล าดบัการชะจะขึ้นกบัหมู่ไฮดรอกซี และเมทอกซี ดังนั้นกรดแกลลิก ซ่ึงมี
หมู่ไฮดรอกซีมากกวา่จึงถูกชะออกมาก่อน [28] เม่ือพิจารณาเฉพาะพีเอช 3.0 – 4.0 พบว่าสารประกอบฟี
นอลิกทั้งสามชนิดสามารถแยกจากกันได้ดี และใช้เวลาในการแยกใกล้เคียงกนั จึงได้ท  าการทดลอง
เพิม่เติมโดยวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความเขม้ขน้ 
1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เพือ่สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งพื้นที่ใตพ้ีกและความ
เขม้ขน้ และหาสมการเสน้ตรง พบวา่ ไดผ้ลการทดลองดงัรูปที่ 4.14 - 4.16 

 

กรดแกลลิก 

กรดวานิลลิก 

ไซรินจอล 
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รูปที่ 4.14 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกความเขม้ขน้ 1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มก./ลิตร 

 

 
รูปที ่4.15 กราฟมาตรฐานของกรดวานิลลิกความเขม้ขน้ 1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มก./ลิตร 
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รูปที ่4.16 กราฟมาตรฐานของไซรินจอลที่ความเขม้ขน้ 1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มก./ลิตร 

 
ตารางที่ 4.1 ประสิทธิภาพในการแยก (Resolution, R) ของสารประกอบฟีนอลิกในสารละลาย 
                    มาตรฐานผสมที่พเีอชต่างๆ 

ค่าพีเอช R Gallic - Vanillic R Vanillic - Syringol 
pH 3.0 1.4 3.5 
pH 3.5 1.3 2.7 
pH 4.0 1.0 3.3 

 
จากรูปที่ 4.14 – 4.16 แสดงกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่

ค่าพีเอชต่างๆ เม่ือเปรียบเทียบความไวในการวิเคราะห์ (ดูจากความชันของสมการเส้นตรงของกราฟ
มาตรฐาน) และค่าความเป็นเสน้ตรง (ดูจากสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ,์ r2) พบว่า ที่พีเอชเท่ากบั 3.0 มีความ
ไวในการวิเคราะห์ และค่าความเป็นเส้นตรงดีที่สุด อีกทั้ งเม่ือพิจารณาประสิทธิภาพในการแยก 
(Resolution) ของสารประกอบทั้งสามชนิด พบวา่ ที่พเีอชเท่ากบั 3.0 มีประสิทธิภาพในการแยกดีที่สุด ดงั
แสดงในตารางที่ 4.1 ดงันั้น จึงเลือกใชเ้ฟสเคล่ือนที่ที่มีค่าพเีอชเท่ากบั 3.0 ในการศึกษาต่อไป 

ทั้งน้ี ไม่ไดศึ้กษาที่พเีอชต ่ากวา่ 3 เน่ืองจากขีดจ ากดัของคอลมัน์ ซ่ึงมีขีดจ ากดัความสามารถ
ที่ทนต่อค่าพเีอชในช่วง 2 – 7 เพือ่เป็นการรักษาประสิทธิภาพของคอลมัน์จึงไม่ไดศึ้กษาที่พเีอชต ่า 3  
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4.2.4 อัตราการไหลของสารละลายเฟสเคลื่อนที่ 
ส่วนน้ีเป็นการหาอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ที่เหมาะสม เพื่อให้เกิดการแยกของ

สารประกอบฟีนอลิกที่ดี โดยเกณฑ์ในการเลือก จะพิจารณาจากเวลาในการแยก จนเสร็จส้ิน และ
ปริมาตรของเฟสเคล่ือนที่ที่ใช ้ผลการทดลองแสดงดงัรูปที่ 4.17 
 

 
รูปที ่4.17 กราฟแสดงผลของอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ที่มีผลต่อเวลาในการแยกและปริมาตรของ

เฟสเคล่ือนที่ที่ใชต่้อหน่ึงตวัอยา่ง 
 

จากรูปที่ 4.17 จะเห็นว่า เม่ือใชอ้ตัราการไหลที่สูงขึ้นจาก 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที จนถึง 2.0 
มิลลิลิตรต่อนาที เวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ลดลงอย่างเห็นได้ชัด แต่เม่ือเพิ่มอัตราการไหลจาก 2.0 
มิลลิลิตรต่อนาที เป็น 2.5 มิลลิลิตรต่อนาที จะใชเ้วลาในการวิเคราะห์ที่ใกลเ้คียงกนั จากนั้นจึงพิจารณา
ปริมาตรเฟสเคล่ือนที่ที่ใช ้พบว่าที่อตัราการไหล 1.0 - 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที จะใชป้ริมาตรเฟสเคล่ือนที่
ใกล้เคียงกนั คือเท่ากบั 10 มิลลิลิตรต่อหน่ึงตวัอย่าง แต่ที่อตัราการไหล 2.5 มิลลิลิตรต่อนาที จะใช้
ปริมาตรเฟสเคล่ือนที่มากกวา่ ดงันั้น เม่ือพจิารณาทั้งเวลาที่ใชใ้นการวเิคราะห์และปริมาตรเฟสเคล่ือนที่ที่
ใช ้ในงานน้ีจึงเลือกใช้อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนที่ 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ซ่ึงจะท าให้การวิเคราะห์ 
เสร็จส้ินภายใน 5 นาที ต่อหน่ึงตวัอยา่ง 

อน่ึง ทุกๆอตัราการไหลที่ศึกษา สารประกอบฟีนอลิกทั้งสามชนิดยงัคงแยกออกจากกนัไดดี้ 
 

4.2.5 ปริมาตรสารตัวอย่างที่ฉีด 
 เป็นการศึกษาปริมาตรของสารตวัอยา่งที่ฉีดที่เหมาะสม ปริมาตรที่ศึกษาคือ 10, 15 และ 

20 ไมโครลิตร โดยการทดลองได้วิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และ 
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ไซรินจอล ที่ความเขม้ขน้ 1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เฟสเคล่ือนที่เป็นสารละลาย 
เมทานอลเข้มข้น  ร้อยละ 10 โดยปริมาตร  ในสารละลายบัฟ เฟอ ร์อะ ซิ เตทเข้มข้น  0.1  
โมลาร์ ค่าพเีอช 3.0 และอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนที่เท่ากบั 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้นสร้างกราฟ
มาตรฐานระหวา่งพื้นที่ใตพ้กีและความเขม้ขน้ แสดงผลดงัรูปที่ 4.18 – 4.20 
 

 
รูปที ่4.18 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกที่ความเขม้ขน้ 1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มก./ลิตร 

 

 
รูปที ่4.19 กราฟมาตรฐานของกรดวานิลลิกความเขม้ขน้ 1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มก./ลิตร 
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รูปที ่4.20 กราฟมาตรฐานของไซรินจอลที่ความเขม้ขน้ 1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มก./ลิตร 

 
 จากรูปที่ 4.18 – 4.20 เม่ือปริมาตรเพิ่มขึ้น พบว่า ความไวในการวิเคราะห์ (ความชนัของสมการ
เสน้ตรงจากกราฟมาตรฐาน) เพิม่ขึ้น ค่าความเป็นเสน้ตรง (r2) ที่ดีมากส าหรับทุกๆปริมาตรที่ศึกษา แต่ที่
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มีความไวในการวิเคราะห์สูงที่สุด ดงันั้น จึงเลือกใช้ปริมาตรที่ฉีดเท่ากบั 20 
ไมโครลิตร 
 จากผลการทดลองตั้งแต่หวัขอ้ 4.2.1 – 4.2.5 สามารถสรุปสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ได้
ดงัตารางที่ 4.2 
 
ตารางที่ 4.2 สภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารละลายมาตรฐานผสมของสารประกอบฟีนอลิก 

ตัวแปรที่ศึกษา ค่าที่เหมาะสม 
ขนาดของมอนอลิติกคอลมัน์ 4.6 มม. X 25.0 มม.  

Macropore 2.0 ไมโครเมตร และ Mesopore 13.0 นาโนเมตร 
สารละลายเฟสเคล่ือนที่ สารละลายเมทานอลเขม้ขน้ 10% ใน 0.1 โมลาร์ อะซิเตทบฟัเฟอร์ 
ค่าพเีอชของสารละลายเฟสเคล่ือนที่ 3.0 
อตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตร/นาท ี
ปริมาตรสารตวัอยา่งที่ฉีด 20 ไมโครลิตร 
 
 จากนั้นไดน้ าสภาวะการทดลองที่เหมาะน้ีมาใชศึ้กษาเพือ่สร้างกราฟมาตรฐานของสารประกอบ 
ฟีนอลิกในช่วยความเขม้ขน้ 0.1 – 200 มิลลิกรัมต่อลิตร ไดผ้ลการทดลองแสดงดงัรูปที่ 4.21 
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รูปที ่4.21 กราฟมาตรฐานของ ก. กรดแกลลิก ข. กรดวานิลลิก และ ค. ไซรินจอลที่ความเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 

1.0, 10.0, 50.0, 100.0 และ 200.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 
 

ก. 

ข. 
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รูปที ่4.21 (ต่อ)  

 
        4.3 คุณลักษณะเด่นของวิธี 

 
      4.3.1 ความแม่น 

ในการหาความแม่นของวิธี จะพิจารณาโดยในการทดลองน้ีจะท าการวิเคราะห์ตวัอยา่งน ้ าส้ม
ควนั และตวัอยา่งน ้ าสม้ควนัไมท้ี่เติมสารละลายมาตรฐานผสมของสารประกอบฟีนอลิก ที่ความเขม้ขน้ 
10 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงไป จากนั้นค  านวณหาความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลิกที่มีอยูใ่นตวัอยา่งและ
ตวัอยา่งที่มีการเติมสารละลายมาตรฐาน และค านวณหาร้อยละของการคืนกลบั ซ่ึงแสดงในตารางที่ 4.3  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค. 
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 ตารางที่ 4.3 ผลการค านวณหาร้อยละค่าคืนกลบัของสารประกอบฟีนอลิก 

ตัวอย่าง 
ร้อยละค่าคนืกลับ 

กรดแกลลิก กรดวานิลลิก ไซรินจอล 

1 85.2 93.2 92.2 
2 92.2 98.2 92.1 
3 95.7 97.1 82.4 
4 94.5 106.7 74.0 
5 96.3 98.1 86.1 
6 95.5 96.6 94.6 
7 97.0 98.8 98.2 
8 96.5 97.3 90.3 
9 95.7 97.2 86.8 
10 94.8 97.7 92.4 
11 96.4 100.0 97.4 
12 95.7 98.7 93.2 

 
 จากตารางที่ 4.2 จะเห็นไดว้า่สารประกอบฟีนอลิกทั้งสามชนิดในตวัอยา่ง ส่วนใหญ่มีร้อยละค่า
คืนกลบัอยูใ่นช่วงร้อยละ 85 - 100 จึงถือไดว้า่วธีิวเิคราะห์น้ีมีความแม่นสูง 
 
    4.3.2 ความเที่ยง 
 ในการหาความเที่ยงของวิธี จะพิจารณาจากค่าร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ โดย
ในการทดลองน้ีจะท าการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมฟีนอลิก ที่ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร  
ซ ้ าๆเป็นจ านวน 5 คร้ัง จากนั้นหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ของเวลาที่สารประกอบฟีนอลิกแต่
ละชนิดถูกชะออกมา ซ่ึงแสดงผลดงัตารางที่ ข.1 ในภาคผนวก 

ค่าร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ของสารประกอบฟีนอลิกแต่ละชนิดในการ
วิเคราะห์ซ ้ ามีค่าดงัน้ี กรดแกลลิกเท่ากบัร้อยละ 1.85 กรดวานิลลิกเท่ากบัร้อยละ 4.56 และไซรินจอล
เท่ากบัร้อยละ 3.22 ซ่ึงนอ้ยกวา่ร้อยละ 5 ดงันั้น จึงถือไดว้า่วธีิน้ีมีความเที่ยงที่สูง 
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      4.3.3 ขีดจ ากัดต ่าสุดในการตรวจวัด (Limit of detection, LOD) (Miller and Miller, 1993) 
 ในส่วนน้ีเป็นการหาขีดจ ากดัต ่าสุดในการตรวจวดัของวธีิ ซ่ึงค  านวณไดจ้ากสูตรที่ (4.1) 
 

      
   

     
                                                            (4.1) 

 
เม่ือแทนค่าที่วิเคราะห์ไดล้งในสมการ 4.1 ไดค้่า LOD ดงัน้ี กรดแกลิกเท่ากบั 0.0022 มิลลิกรัม

ต่อลิตร กรดวานิลลิกเท่ากบั 0.0047 มิลลิกรัมต่อลิตร และไซรินจอลเท่ากบั 0.23 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

      4.3.4 ขีดจ ากัดต ่าสุดในการวิเคราะห์ (Limit of Quantitation, LOQ) (Miller and Miller, 1993) 
 ในส่วนน้ีเป็นการหาขีดจ ากดัต ่าสุดในการวเิคราะห์ของวธีิ ซ่ึงค  านวณไดจ้ากสูตรที่ (4.2) 
 

      
    

     
                                                        (4.2) 

 
เม่ือแทนค่าที่วเิคราะห์ไดล้งในสมการ 4.2 ไดค้่า LOQ ดงัน้ี กรดแกลลิกเท่ากบั 0.0072 มิลลิกรัม

ต่อลิตร กรดวานิลลิกเท่ากบั 0.017 มิลลิกรัมต่อลิตร และไซรินจอลเท่ากบั 0.77 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

        4.4 ศึกษาการแยกสารประกอบฟีนอลิกโดยใช้เทคนิค Sequential Injection Chromatography 

 
ในการทดลองน้ี ไดใ้ชส้ภาวะที่เหมาะสมที่ไดจ้ากกาศึกษาในตอนตน้มาแยกสารมาตรฐานผสม

ของสารประกอบฟีนอลิกที่ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใชค้อลมัน์มอนอลิติก ซ่ึงสภาวะที่ใช้
ในการแยกเป็นดงัน้ี เฟสเคล่ือนที่ คือ สารละลายเมทานอลเขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ในสารละลาย
บฟัเฟอร์อะซิเตทเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าพเีอช 3.0 อตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ติดตามการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร ไดผ้ลดงัรูปที่ 4.24 
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รูปที4่.22 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซรินจอล ที่ความ

เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

 จากรูปที่ 4.26 เม่ือใชเ้ทคนิค Sequential Injection Chromatography มาใชใ้นการแยกสารละลาย
มาตรฐานผสมของสารประกอบฟีนอลิก จะเห็นว่าสามารถแยกสารทั้งสามออกจากได้ดี และสามารถ
วเิคราะห์เสร็จไดเ้ร็วภายในเวลา 6 นาทีต่อหน่ึงตวัอยา่ง 
 

4.5 ศึกษาการน าไปใช้กับตัวอย่างน ้าส้มควันไม้ 
                 เม่ือพฒันาหลกัการไดแ้ลว้จึงน ามาประยกุตใ์ชก้บัตวัอยา่งน ้ าสม้ควนัไมจ้ริง ในการวเิคราะห์จะ
น าสภาวะการทดลองที่เหมาะที่ได้มาใช้กับตัวอย่าง ศึกษาโดยแยกและตรวจวดัค่าดูดกลืนแสงของ
ตวัอยา่งน ้ าสม้ควนัไม ้กบัน ้ าสม้ควนัไมท้ี่มีการเติมสารมาตรฐานของสารตา้นอนุมูลอิสระทั้งสามชนิดลง
ไป  
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รูปที่ 4.23 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งน ้ าสม้ควนัไมท้ีไ่ม่มีการเติมสารมาตรฐานของสารตา้นอนุมูล

อิสระลงไป 
 

 
รูปที่ 4.24 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งน ้ าสม้ควนัไมท้ี่มีการเติมสารมาตรฐานของสารตา้นอนุมูลอิสระ
กรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซลินจอล ลงไป ความเขม้ขน้สุดทา้ยของแต่ละชนิดเป็น 200 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร  
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                     จากภาพที่ 4.23 – 4.24 เป็นการแยกและวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระในน ้ าส้มควนัไมโ้ดย
ใชเ้ทคนิค SIC จะเห็นว่ายงัไม่พบสารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอยา่ง ซ่ึงให้ผลสอดคลอ้งกบัเม่ือวิเคราะห์
ตวัอยา่งชนิดเดียวกนัดว้ยเทคนิค HPLC ดงัภาพที่ 4.25 – 4.26 

 

 
รูปที่ 4.25 โครมาโทแกรมจากเทคนิค HPLC ของตวัอยา่งน ้ าสม้ควนัไมท้ี่ไม่มีการเติมสารมาตรฐานของ

สารตา้นอนุมูลอิสระลงไป  
 

 
รูปที่ 4.26 โครมาโทแกรมจากเทคนิค HPLC ของตวัอยา่งน ้ าสม้ควนัไมท้ี่มีการเติมสารมาตรฐานของสาร
ตา้นอนุมูลอิสระกรดแกลลิก กรดวานิลลิก และไซลินจอล ลงไป ความเขม้ขน้สุดทา้ยของแต่ละชนิดเป็น 

200 มิลลิกรัมต่อลิตร  
 



บทที ่5 
สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 

 
         5.1 สรุปผลการดําเนินงานวจัิย 
                   ในงานวิจยัน้ีไดพ้ฒันาเทคนิคในการสกดัและแยกสารประกอบฟีนอนิกในนํ้าสม้ควนัไม ้โดย
อาศยั หลกัการวิเคราะห์ท่ีใชก้ารไหลของของเหลวภายในท่อขนาดเลก็ ร่วมกบัคอลมัน์ชนิดรูพรุนสูง ซ่ึง
มีช่ือเรียกวา่ Sequential Injection Chromatrography, SIC และตรวจวดัค่าดูดกลืนแสงยวูี 

5.1.1 จากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกและตรวจวดั พบวา่เป็นดงัน้ี 
(1) เฟสเคล่ือนท่ีคือ สารละลายเมทานอล เขม้ขน้ ร้อยละ 10 โดยปริมาตร ในสารละลาย

บฟัเฟอร์อะซิเตท เขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ค่าพีเอช 3.0 
(2) อตัราการไหลท่ี 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที  
(3) ปริมาตรสารตวัอยา่งท่ีฉีดเท่ากบั 20 ไมโครลิตร  
(4) วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 264 นาโนเมตร   

5.1.2 ผลจากการประเมินคุณลกัษณะเด่นของวิธี เป็นดงัน้ี 
(1) สมการเชิงเสน้ของสารประกอบฟีนอลิก 

        - กรดแกลลิกคือ (พื้นท่ีใตก้ราฟ = 22730 [กรดแกลลิก] – 2724.9) ค่าสัมประสิทธ์ิ
สหสมัพนัธ์ (r2) เท่ากบั 1.0 

        - กรดวานิลลิก (พื้นท่ีใตก้ราฟ = 25083 [กรดวานิลลิก] – 8701.2) ค่าสัมประสิทธ์ิ
สหสมัพนัธ์ (r2) เท่ากบั 0.9999  

        - ไซลินจอล (พื้นท่ีใตก้ราฟ = 1941.2[ไซลินจอล] + 4209.5) ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (r2) 
เท่ากบั 0.9929   

(2) ค่าร้อยละของการวิเคราะห์คืนกลบัอยูใ่นช่วง 82.4 – 98.2  
(3) ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์นอ้ยกวา่ ร้อยละ 5 
(4) ขีดจาํกัดในการตรวจวดัสําหรับกรดแกลลิกเท่ากับ 0.0022 มิลลิกรัมต่อลิตร  

กรดวานิลลิก เท่ากบั0.0047 มิลลิกรัมต่อลิตร และไซรินจอลเท่ากบั 0.23 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(5) ขีดจาํกัดในการวิเคราะห์สําหรับกรดแกลลิกเท่ากับ 0.0072 มิลลิกรัมต่อลิตร  

กรดวานิลลิกเท่ากบั 0.017 มิลลิกรัมต่อลิตร และไซรินจอลเท่ากบั 0.77 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จากนั้นนําหลกัการท่ีพฒันาข้ึนมาประยุกต์ใช้ในการสกดัและแยกสารประกอบฟีนอลิกใน

นํ้าสม้ควนัไม ้พบวา่การวิเคราะห์สารตา้นอนุมูลอิสระในนํ้าสม้ควนัไมด้ว้ยเทคนิค SIC ยงัไม่พบสารตา้น
อนุมูลอิสระในตวัอยา่ง ซ่ึงใหผ้ลสอดคลอ้งกบัเม่ือวิเคราะห์ตวัอยา่งชนิดเดียวกนัดว้ยเทคนิค HPLC  
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Abstract: In this work, sequential injection 

chromatography (SIC) with monolithic column 

(Chromolith® flash RP-18e column) and UV detection 

was developed for separation of major phenolic 

compounds existed in wood vinegar, i.e., syringol, vanillic 

acid and gallic acid.  Optimal conditions of SIC were 

listed as the following: injected volume; 10 μL, mobile 

phase composition; methanol (10  %) in 0.1 M acetate 

buffer (pH 4.0), flow rate; 25.0 μL s-1  and detection 

wavelength; 264 nm.  Gallic acid was firstly eluted, 

followed by vanillic and syringol, respectively.  

Separation was complete within 10 min.  Retention times 

were highly precise (RSD = 1.14 to 2.70 %).  Good 

linearity ranges of all analytes were also achieved (linear 

regression coefficients (r²) were range from 0.997 to 

0.999).    The system was then applied to a wood vinegar 

sample from eucalyptus.  Analytical recoveries were 

observed from 97 to 114 %.  

 

1. Introduction 

 

‘Wood vinegar’ or ‘Pyroligneous acid’ is a by-

product in charcoal production.  It is condensate of 

smoke which is occurred during wood burning.  One 

interesting component in wood vinegar is phenolic 

groups due to their high radical scavenging activity [1] .
 P. Rungruang et al. [2] found that major phenolic 

compounds, existed in wood vinegar from eucalyptus, 

are syringol, vanillic acid and gallic acid.  Syringol 

and vanillic acid can be exploited as food flavoured 

additives.  Gallic acid is useful  by taking into account 

of its anti-wrinkle property, thus it is widely used as 

supplement in many cosmetic products.    However, it 

is necessary to separate and purify the mentioned 

phenolic compounds from wood vinegar matrix prior 

further applications.   

There are many analytical methods developed for 

separation of phenolic compounds.  Those methods are 

based on gas chromatography (GC) [2, 3] and liquid 

chromatography (LC) [4-9].  Although GC, especially 

with mass detection (MS), is appropriate to identify 

kinds of phenolic compounds in wood vinegar, the 

separated fractions are damaged during detection.  LC 

is more applicable since the liquid fractions can be 

individually collected for advanced uses without any 

destruction. Most of LC methods [4-9] employed 

conventional packed columns for separation of 

phenolic compounds in various kinds of samples. 

Despite the fact that all LC methods mentioned above 

provided high separation efficiency, some drawbacks 

such as long retention time and use of high pressure 

pump were not negligible. These can be solved by 

exploiting more porosity column, namely ‘monolithic 

column’ [10].  M. Castellar et al. [11] demonstrated 

advantages of monolithic column by coupling with 

HPLC for determination of phenolic groups in wines.  

Even though the results gave short analysis time with 

good separation under low pressure, samples were 

manually injected which is not suitable for routine 

works. 

Recently, a sequential injection chromatography or 

'SIC' was reported for the sake of fast separation under 

low pressure and fully automated manipulation [12, 

13].  Those publications were involved in development 

of SIC methods for separation with subsequent 

detection of pesticides [12] and sulfonated-azo dyes 

[13].  To our knowledge, application of the SIC to 

phenolic compounds in wood vinegar has not been 

reported so far. 

In this work, we therefore aimed to develop a 

monolithic-based SIC method for separation and 

determination of phenolic compounds, i.e., syringol, 

vanillic acid and gallic acid in wood vinegar from 

eucalyptus. Separation conditions were optimized in 

order to obtained high resolution with short retention 

time.  Validation by evaluation of the method 

performances was also carried out. 

 

2. Materials and Methods 
 

2.1 Reagents and samples preparation 

 All solvents were of HPLC grade and were 

purchased from Carlo Erba.  Deionized-distilled water 

was used throughout. Exactly 0.1 g of standard 

syringol, vanillic acid and gallic acid (all from Sigma-

Aldrich) were weighed and dissolved in mobile phase 

(100.00 mL).  Mixed working standard solutions were 

prepared by diluted from the stock solutions to give 

final concentration ranges of 50 to 200 mg L
-1

.  The 

mobile phase consisted of 10 % methanol in acetate 

buffer pH 4.0 was prepared by mixing 0.1 M acetic 

acid and 0.1 M sodium acetate.  All solutions were 

filtered through 0.45 μm Nylon membrane prior to 

analysis unless commercial wood vinegar samples 

(from eucalyptus wood, similar sample to [2]) were 

filtered through 0.22 μm Nylon syringe filter after 

centrifugation for 15 min. 
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2.2 Chromatographic system and operating 

conditions 

The SIC system consisted of syringe drive module 

equipped with 2.5 mL Gastight
®  syringe and an 8-port 

multi-selection valve (All devices were purchased 

from Hamilton, USA). The system was automatically 

manipulated by Auto-pret
®
 software (MKG Company, 

Japan).  Separation was done on a Chromolith
®
 Flash 

RP-18e silica based monolithic column (25 x 4.6 mm, 

Merck, Germany) with flow rate of 25 μL s
-1

. The 

injection volume was kept constant at 10 μL for all 

injections.  Detection was carried out on Jasco v-630 

UV-visible spectrophotometer (USA) at 264 nm.   

 

3. Results and Discussion 

 

3.1 Choices for monitored wavelength 

 Since maximum absorption wavelengths (max) for 

syringol, vanillic acid and gallic acid are different (Fig. 

1) and the available spectrophotometer for SIC system 

is not diode array detector, it is necessary to 

investigate the compromised wavelength for 

appropriate detection of all analytes.  

 It is clearly noticed from Fig. 1 that syringol is very 

less absorption than vanillic acid and gallic acid.   

However, from our previous results [2], syringol 

content was much greater than the other two phenolic 

substances in wood vinegar.  A wavelength at 264 nm 

was therefore selected as a monitored wavelength in 

order to enhance sensitivity for determination of 

vanillic acid and gallic acid in real sample.   

 

  

Fig. 1. UV spectra of the interested phenolic 

compounds at equivalence concentrations of 10
-4

 M. 

 

3.2 Optimization of SIC system 

Optimization of the SIC system was performed 

using standard solution of syringol, vanillic acid and 

gallic acid (at 100 mg L
-1

 for all standards).  Mobile 

phase composition was primarily studied.  Results in 

Fig. 2 illustrate the influence of mobile phase 

composition on resolution and retention time.  

Although decreasing in the methanol (MeOH) 

concentration in mobile phase from pure to 5 % can 

improve resolution of the separation, analysis time is 

prolonged.  This reduces throughput of the method.  

Therefore, we selected 10 % for further study.     

From literature [5], addition of acetic acid into the 

mobile phase can enhance separation efficiency of the 

phenolic compounds.  In this work, effect of acetic 

acid concentration was also investigated.  As expected 

when the acid (2 %) is added into 10 % MeOH, 

resolution is improved (Fig. 2).  However, this 

concentration led to the mobile phase's pH of 2.0 

which reach tolerance pH for the exploited monolithic 

column.  This can damage the column in case of long 

usage term.  We, therefore, changed to prepare the 

mobile phase in acetate buffer solution (pH 4.0) 

instead.  This mobile phase composition gave satisfied 

resolution and analysis time.  

Besides of the mobile phase component, the other 

parameters, including flow rate and injection volume, 

were also examined.   Higher flow rate and injection 

volume resulted in worse separation.  A flow rate of 25 

μL s
-1

 and an aliquot of 10 μL were regarded as 

appropriate flow rate and injection volume, 

respectively, by compromising between resolution and 

analysis time. 

Optimal conditions for the proposed SIC system 

were summarized in Table 1. 

Fig. 2.   Effect of the mobile phase composition on 

resolution of the separation and analysis time. 

 

Table 1. Optimal conditions of the SIC system. 

 

Parameter Optimal value 

Sample volume (μL) 10 

Flow rate (μL s
-1

) 25 

Mobile phase composition  

(isocratic elution) 

10% methanol in 

acetate buffer pH 4.0 

Detection wavelength (nm) 264 

Sample volume (μL) 10 

Flow rate (μL s
-1

) 25 
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3.3 Analytical performances 

An example of chromatograms obtained from the 

optimal conditions is shown in Fig. 3.  Under isocratic 

elution, gallic acid is initially eluted, followed by 

vanillic acid and syringol.  Results in Fig. 3 indicate 

that all the phenolics can be completely separated 

within 10 min.   

Although satisfied separation efficiency was 

achieved under isocratic elution, we are now studying 

on gradient elution system for the aim of shortening 

the retention time for syringol.  
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.  Example of chromatograms of mixed standard 

phenolic compounds at 100 mg L
-1

. 

 

Table 2.  Analytical performances of the SIC method 

 

Note  a; LOD = yb + 3SB    
  b; LOQ = yb + 10SB 

 

The other analytical performances were also 

examined and the results are concluded in Table 2.   
Linearity ranges of 50 to 200 mg L

-1
 were achieved 

with good linearity for all analytes.  The SIC system 

also gave high precision of retention time with high 

accuracy (by regarding analytical recovery).  Limit of 

detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were 

evaluated accordingly to [14].  In accordance with our 

previous results [2], the calculated limits are adequate 

to be applied the developed method to determine the 

interested phenolic substances existed in wood vinegar 

from eucalyptus wood. 

 

3.4 Application to wood vinegar sample 

 The SIC method was applied to determination of 

syringol, vanillic acid and gallic acid in wood vinegar 

sample, from eucalyptus.  Concentrations of the 

phenolic compounds are presented in Table 3. 

 

Table 3.  Concentrations of the phenolic compounds 

in wood vinegar samples, determined by the SIC 

method. 

 

 The phenolic concentration trends are similar to 

our previous results by GC-MS [2] where the most 

abundance phenolic compound in this kind of wood is 

syringol.   

 Nevertheless, in order to verify the developed 

method, further validation of the method with LC is 

required and the process is now going on.  We selected 

LC with UV detection as the validating method instead 

of GC-MS because any derivatization procedure is not 

required. 

 

4. Conclusions 

 

 The monolithic SIC method was developed for 

determination of syringol, vanillic acid and gallic acid 

in wood vinegar.  The method provides fast separation 

(< 10 min/sample) under low pressure with fully 

automated manipulation.  High analytical 

performances (such as precision and accuracy) were 

also achieved. However, further validation by 

statistical comparison of the results with LC-UV 

technique is necessary. 
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