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ABSTRACT 
Hydroxylamine (NH2OH) is an additive compound in natural rubber 

(NR) used to prevent the ‘storage hardening’ of NR. The amount of NH2OH in NR 
needed to be measured before use because of the effect to viscosity of NR. 

This research developed three analytical methods for the determination of 
NH2OH in NR samples, i.e., high performance liquid chromatography (HPLC) with 
cation-exchange column, HPLC with reversed-phase column, and colorimetry using 
Fe(II)-o-phenanthroline complex. NR samples used in this work were obtained from 
Michelin company and Rubber Technology Research Centre (RTEC). NH2OH was 
extracted from rubber by two extraction methods, i.e., solid-liquid extraction (SLE) 
and reflux. 

The developed and optimized processes of the analysis were carried out 
by using NH2OH standard. First, HPLC method with cation-exchange column; 
Synchrom S300 (250 mm × 4.6 mm); flowed with the mobile phase of ammonium 
acetate buffer:acetonitrile showed poor repeatability response and unacceptable 
recovery value. It was resulted from the side reaction of NH2OH with acetonitrile 
in the mobile phase. Second, the method of HPLC with reversed-phase column was 
carried out by forming acetone oxime derivatives between NH2OH and acetone. 
The separation was achieved on LiChroCART® (250 mm × 4 mm, RP-18 (5 µm)) 
column using 10:90 (%v/v) methanol:DI water as the mobile phase and the UV 
detector was set at 230 nm. The method gave linearity in the range of 0.5-50.0 
mg/L with good precision (< 1.4%RSD). Detection limit (DL) was 0.16 mg/L. 
Third, the colorimetric method was an indirect analysis of NH2OH by reducing 
Fe(III) to Fe(II) and then forming red color complex of Fe(II)-o-phenanthroline. 
The absorbance of the complex was measured by spectrophotometer at 510 nm. 
The method showed linearity in the range of 0.05-2 mg/L and DL was 0.003 mg/L. 
Finally, these developed methods were applied for determining quantity of NH2OH 
in the rubber samples. 

For Michelin samples, the recovery was obtained at lower than 2.9% 
when it was extracted by SLE and lower than 13.5% by reflux. For RTEC samples, 
it showed higher recovery value than Michelin samples. The recoveries were in the 
range of 41.2-82.8% by SLE and 31.3-56.0% by reflux. 
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บทคดัยอ่ 

ไฮดรอกซีลามีนเป็นสารเติมแต่งในยางธรรมชาติถูกใชเ้พื่อป้องกนัการแขง็ตวัของยางระหวา่งการเก็บ

รักษา ปริมาณไฮดรอกซีลามีนในยางธรรมชาติจาํเป็นตอ้งถูกตรวจวดัก่อนการใชง้าน เพราะผลกระทบต่อความหนืด

ของยางธรรมชาติ 

งานวิจยัน้ีไดท้าํการพฒันาวิธีวิเคราะห์สาํหรับการตรวจวดัไฮดรอกซีลามีนในตวัอยา่งยางธรรมชาติ

ทั้งหมด 3 วิธี ไดแ้ก่ เทคนิคเทคนิคไฮเพอร์ฟอแมนซ์ลิควิดโครมาโตกราฟี (HPLC) ร่วมกบัการใชค้อลมัน์แลกเปล่ียน

ประจุบวก, เทคนิค HPLC ร่วมกบัคอลมัน์รีเวิร์สเฟส และเทคนิคการวดัเชิงแสงโดยใช้การตรวจวดัสารประกอบ

เชิงซ้อนของเหล็ก(II)-ออร์โท-ฟีแนนโทรลีน ตวัอยา่งยางธรรมชาติท่ีใชใ้นงานน้ีไดรั้บมาจากบริษทัมิชลิน และจาก

ศูนยว์ิจยัเทคโนโลยยีาง ไฮดรอกซีลามีนถูกสกดัออกจากยางโดยใชว้ิธีสกดั 2 วิธีไดแ้ก่ การสกดัของแขง็-ของเหลว 

และการสกดัร้อนแบบไหลยอ้นกลบั 

กระบวนการของการพฒันาและการหาค่าท่ีดีท่ีสุดของการวิเคราะห์ถูกทาํโดยใชส้ารมาตรฐานไฮดร

อกซีลามีน วธีิแรกคือเทคนิค HPLC กบัคอลมัน์แลกเปล่ียนประจุบวก, Synchrom S300 (250 mm × 4.6 mm), โดยใช้

เฟสเคล่ือนท่ีเป็นแอมโมเนียมอะซิเตทบฟัเฟอร์:อะซิโตรไนไตรล ์วธีิการน้ีใหค้วามสามารถในการวดัซํ้ าท่ีตํ่า และใหค่้า

การคืนกลบัท่ีไม่สามารถยอมรับได ้ซ่ึงเป็นผลมาจากการเกิดปฏิกิริยาขา้งเคียงของไฮดรอกซีลามีนและอะซิโตไนไตรล์

ในเฟสเคล่ือนท่ี วิธีท่ีสองคือเทคนิค HPLC กบัคอลมัน์รีเวิร์สเฟสซ่ึงทาํการวิเคราะห์โดยใชก้ารเกิดอนุพนัธ์อะซิโตน

ออกซีมระหวา่งไฮดรอกซีลามีนและอะซิโตน การแยกเกิดข้ึนบนคอลมัน์ LiChroCART® (250 mm × 4 mm, RP-18 

(5 µm)) โดยใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีเป็น 10:90 (v/v) เมทานอล:นํ้า และเคร่ืองตรวจวดัชนิดยวูีวิสิเบิ้ลถูกตั้งท่ี 230 nm วิธีน้ีให้

ความเป็นเส้นตรงในช่วง 0.5-50.0 mg/L โดยมีความแม่นยาํสูง (< 1.4%RSD) ความเขม้ขน้ตํ่าสุดท่ีสามารถตรวจวดัได ้

(DL) เท่ากบั 0.16 mg/L วิธีท่ีสามคือเทคนิคการวดัเชิงแสง เป็นการตรวจวดัไฮดรอกซีลามีนอยา่งออ้มโดยการรีดิวซ์

เหลก็(III) เป็นเหลก็(II) และการเกิดสารประกอบเชิงซอ้นสีแดงของเหลก็(II)-ออร์โท-ฟีแนนโทรลีน การดูดกลืนแสง

ของสารประกอบเชิงซอ้นน้ีถูกตรวจวดัโดยใชเ้คร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ี 510 nm วิธีน้ีใหค้วามเป็นเส้นตรงในช่วง 

0.05-2 mg/L และค่า DL เท่ากบั 0.003 mg/L ในขั้นสุดทา้ย วิธีการวิเคราะห์ท่ีถูกพฒันาแลว้เหล่าน้ีจะถูกนาํไปใชใ้น

การตรวจหาปริมาณไฮดรอกซีลามีนในตวัอยา่งยาง 

สาํหรับตวัอยา่งมิชลิน ไดก้ารคืนกลบัอยูท่ี่ต ํ่ากวา่ 2.9% เม่ือตวัอยา่งถูกสกดัโดยวิธีการสกดัของแขง็-

ของเหลว และตํ่ากวา่ 13.5% เม่ือสกดัโดยวิธีสกดัร้อน สาํหรับตวัอยา่ง RTEC ตวัอยา่งน้ีแสดงค่าการคืนกลบัท่ีสูงกวา่

ตวัอยา่งมิชลิน โดยการคืนกลบัอยูใ่นช่วง 41.2-82.8% โดยวิธีการสกดัของแขง็-ของเหลว และ 31.3-56.0% โดยวิธี

สกดัร้อน 
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