
บทที ่2 

ทฤษฎแีละงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

 

2.1 ไอออนิก ลคิวดิ(Ionic liquid) 

 

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

 
 
รูปที ่2.1 ตวัอยา่งไอออนบวก(Cation) และไอออนลบ(Anion) ท่ีเป็นส่วนประกอบในโครงสร้าง 

 ของไอออนิก ลิควิด 
  
 วิธีการเตรียมไอออนิก ลิควิด มี 2 วิธี 
 1. น าเอมีน(Amine) หรือสารประกอบฟอสฟอรัสมาท าปฏิกิริยาอลัคิลเลชนั(Alkylation) 
กบัฮาโลอลัเคน(Haloalkane) เกิดเป็นเกลือเฮไลด(์Halide salts) หลงัจากนั้นท าปฏิกิริยาเมทาทีซิส
(Metathesis) กบัโลหะหมู่ 1A (Group 1A metal) , แอมโมเนียม(Ammonium) หรือ เกลือของเงิน
(Silver salt) ไดเ้ป็นไอออนิก ลิควิด ดงัแสดงในรูปท่ี 2.2 
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รูปที ่2.2 แสดงปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ไอออนิกลิควิดวธีิท่ี 1  

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

 
 

 
 
 
 

รูปที ่2.3 แสดงปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ไอออนิกลิควิดวธีิท่ี 2  
  

 ไอออนิก ลิควิด ไดรั้บการรับรองวา่เป็นตวัท าละลายท่ีไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้ม 
เป็นตวัท าละลายท่ีดีทั้งในสารประกอบอินทรียแ์ละสารประกอบอนินทรีย ์ มีสภาพขั้วสูง ไม่เกิด
การโคออนิเนต(Non-coordinating) ไม่ละลายในตวัท าละลายอินทรีย ์ ไม่ระเหย(Nonvolatile) 
สามารถใชใ้นระบบท่ีเป็นสูญญากาศสูงได ้ ทนต่อความร้อนสูง มีช่วงท่ีเป็นของเหลวกวา้ง ไม่
ไวไฟ(Nonflammable) ไม่สามารถวดัความดนัไอได ้ ไอออนิก ลิควดิ ไดช่ื้อวา่เป็นตวัท าละลาย
ผูอ้อกแบบ(Designer solvent) หมายความวา่คุณสมบติัของไอออนิก ลิควิด สามารถปรับเปล่ียน
ใหเ้หมาะกบัความตอ้งการในการใชง้านได ้ เช่น จุดหลอมเหลว ความหนืด ความหนาแน่น และ
ความสามารถในการละลายสามารถปรับเปล่ียนโดยการเปล่ียนไอออนท่ีเป็นองคป์ระกอบใน  
โครงสร้างของไอออนิก ลิควิด ตวัอยา่งเช่น จุดหลอมเหลวของ 1-อลัคิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม 
เตตระฟอูอโรบอเรท(1-alkyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate)และเฮกซะฟอูอโรฟอสเฟต
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(Hexafluorophos  phate) ข้ึนอยูก่บัความยาวของหมู่อลัคิล(Alkyl group) และความสามารถในการ
ละลายน ้าของ1-อลัคิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียมเตตระฟโูอโรบอเรท(1-alkyl-3-methylimidazolium 
tetrafluoroborate) พบวา่สามารถละลายน ้าไดท่ี้อุณหภูมิ 25 0C เม่ือหมู่อลัคิลมีจ านวนคาร์บอน
นอ้ยกวา่ 6 อะตอม แต่เม่ือมีจ านวนคาร์บอนเท่ากบั 6 หรือมากกวา่กจ็ะไม่สามารถละลายน ้าได ้ซ่ึง
พฤติกรรมน้ีเป็นประโยชน์อยา่งมากในการสกดัดว้ยตวัท าละลายหรือในการแยกผลิตภณัฑ ์ เน่ือง 
จากสามารถปรับเปล่ียนเพื่อใหเ้กิดการแยกผลิตภณัฑอ์อกไดง่้ายข้ึน จากคุณสมบติัของไอออนิก 
ลิควิดดงักล่าวขา้งตน้จึงไดมี้การน าไอออนิก ลิควิด มาประยกุตใ์ชใ้นงานดา้นเคมีต่างๆมากมาย 
เช่น การสงัเคราะห์(Synthesis), คะตะไลซิส(Catalysis), เคมีไฟฟ้า(Electrochemistry), แก๊สโคร-
มาโทกราฟี(Gas chromatography), แคปปิลลารี อีเลค็โทรโฟรีซิส  (Capillary electrophoresis,CE) 
และลิควิด โครมาโทกราฟี(Liquids chromatography) 
 ไอออนิก ลิควิด ท่ีน ามาศึกษาคุณสมบติัเพื่อใชเ้ป็นตวัชะในเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวแบบสมรรถณะสูง ในงานวจิยัน้ี มี 3 ชนิด ไดแ้ก่ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม 
ออกทิล ซลัเฟต (1-butyl-3-methylimidazolium octyl sulfate) 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม-2-
(2-เมทอกซี เอทอกซี) เอทิล ซลัเฟต (1-butyl-3-methylimidazolium 2-(2-methoxy ethoxy) ethyl 
sulfate) และ 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ไนเตรท (1-ethyl-3-methylimidazolium nitrate) 
 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต (1-butyl-3-methylimidazolium octyl 
sulfate) สูตรโมเลกลุ C16H32N2O4S มวลโมเลกลุเท่ากบั 348.50  มีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 
2.4 
 

 
 

รูปที ่2.4 แสดงสูตรโครงสร้างของ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต  
 

 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม-2-(2-เมทอกซี เอทอกซี) เอทิล ซลัเฟต (1-butyl-3-
methylimidazolium 2-(2-methoxy ethoxy) ethyl sulfate) หรือ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม 
ไดเอทิลลีน ไกลคอล โมโนเมทิล อีเธอร์ ซลัเฟต (1-Butyl-3-methylimidazolium (diethylene 
glycol monomethyl ether) sulfate) สูตรโมเลกลุ C13H26N2O6S มวลโมเลกลุเท่ากบั 338.42 มีสูตร
โครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 2.5 
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รูปที ่2.5 แสดงสูตรโครงสร้างของ1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม-2-(2-เมทอกซี เอทอกซี)เอทิล 

 ซลัเฟต 
 

 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ไนเทรต (1-ethyl-3-methylimidazolium nitrate) สูตร
โมเลกุล C6H11N3O3 มวลโมเลกลุเท่ากบั 173.17 มีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 2.6 
 

 
 

รูปที ่2.6 แสดงสูตรโครงสร้างของ1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ไนเทรต 

2.2 พาราเซตามอล (Paracetamol) 

 พาราเซตามอลมีช่ือทางเคมีหลายช่ือ ไดแ้ก่ N-acetyl-p-aminophenol acetaminophen p–
acetamidophenol p-hydroxyacetanilide p-acetylaminophenol ช่ือสามญั พาราเซตามอล คุณสมบติั
ทางเคมี เป็นของแขง็สีขาว ไม่มีกล่ิน จุดหลอมเหลว 168 0C ละลายไดเ้ลก็นอ้ยในน ้าและอีเธอร์ 
ละลายในแอลกอฮอล ์มวลโมเลกลุเท่ากบั 151.17  ค่า pKa 9.5 มีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 
2.7 
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รูปที ่2.7 แสดงสูตรโครงสร้างของพาราเซตามอล 

 พาราเซตามอล เป็นยาลดไข ้ แกป้วด ท่ีใชก้นัแพร่หลายมากท่ีสุด ใชล้ดไขแ้ละแกป้วด 
เช่น ปวดศีรษะ ปวดกลา้มเน้ือ ปวดประจ าเดือน เป็นตน้ ยาตวัน้ีถือวา่มีความปลอดภยั ไม่ระคาย
เคืองต่อกระเพาะอาหารเหมือนแอสไพริน ยาชนิดน้ีมีขายอยูใ่นทอ้งตลาดทั้งชนิดเมด็ส าหรับ
ผูใ้หญ่ และชนิดน ้าเช่ือมส าหรับเดก็ ในผูใ้หญ่แนะน าใหใ้ช ้ ยาพาราเซตามอลขนาด 500 mg 1-2 
เมด็ ทุกๆ 4-6 ชัว่โมง แต่ไม่ควรกินยาเกิน 8 เมด็ต่อวนั ส าหรับเดก็เน่ืองจากยาท่ีมีจ าหน่ายมีหลาย
ขนาดตามอาย ุ จึงควรใชย้าตามขนาดท่ีแจง้อยูใ่นฉลากยา แต่ทั้งน้ีขนาดท่ีแนะน าใชใ้นเดก็จะเป็น 
10-15 mg ต่อน ้าหนกัตวัเดก็ 1 kg แต่อยา่งไรกต็ามหากไม่แน่ใจในขนาดยาท่ีใช ้หรือเดก็อายนุอ้ย
กวา่ 3 ปี กค็วรปรึกษาแพทย ์หรือเภสชักรก่อนใชย้า และหากใชย้าน้ีแลว้อาการไม่ดีข้ึนหรือไขไ้ม่
ลด กค็วรพบแพทย ์ขอ้ควรระวงักคื็อ ถา้ใชย้าเกินขนาดมากๆ เช่น 20 เมด็ กจ็ะเป็นพษิต่อตบั หรือ
ตบัวายถึงตายได ้

กลไกการเกิดพิษ  
        ในขนาดรักษาพาราเซตามอลกวา่ 95 เปอร์เซ็นต ์ จะถูกเมตาโบไลซ์ท่ีตบัดว้ยกระบวนการ
คอนจูเกชนั (conjugation) กลายเป็นสารท่ีไม่เป็นพษิ แลว้ถูกขบัออกจากร่างกาย อีก 5 เปอร์เซ็นต ์
ถูกเมตาโบไลซ์ โดยเอนไซมไ์ซโทโครม พี-450(cytochrome P-450) ไดเ้ป็นเมตาโบไลตท่ี์มีพิษ 
แต่จะถูกก าจดัโดย กลูตาไธโอน(glutathione) ซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็นตวัรีดิวซ(์reducing agent)จะจบักบั
สารพิษน้ีและขบัออกทางปัสสาวะ แต่ในภาวะท่ีไดรั้บพาราเซตามอลเกินขนาด เมตาโบไลตท่ี์มี
พิษน้ีจะมีปริมาณมากเกินความสามารถของกลูตาไธโอนท่ีจะก าจดัได ้ จึงเกิดความเป็นพษิต่อ
อวยัวะต่างๆของร่างกาย เช่น ตบั และ ไต มีการศึกษาพบวา่ร่างกายคนเรามีกลูตาไธโอนท่ีจะ
ท าลายพาราเซตามอลท่ีรับประทานเขา้ไปไม่เกิน 7.5 g หรือ 150 mg/kg  ในคนปกติ ค่าคร่ึงชีวิต
ของพาราเซตามอล ประมาณ 4 ชัว่โมง แต่ในภาวะท่ีไดรั้บยาเกินขนาด ค่าคร่ึงชีวิตอาจยาวเป็น 12 
ชัว่โมงได ้ ปกติพาราเซตามอลจะถูกดูดซึมอยา่งรวดเร็วแต่ในภาวะเป็นพิษการดูดซึมจะลดลงอาจ
นานกวา่ 4 ชัว่โมง โดยเฉพาะถา้รับประทานยาอ่ืนร่วมดว้ย[10] 
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ผูท่ี้ควรระวงัในการใชย้าน้ี 

 ผูท่ี้ขาดเอน็ไซมก์ลูโคส-6-ฟอสเฟส  ดีไฮโดรจีเนส (Glucose-6-phosphate Dehydroge- 
nase, G-6-PD ) ผูท่ี้เป็นโรคตบั หรือก าลงัรับประทานยาท่ีมีผลต่อตบั ผูป่้วยโรคตอ้หิน กลา้มเน้ือ
อ่อนแรง ต่อมลูกหมากโต ไม่ควรใชย้าน้ี เดก็และสตรีมีครรภ ์ควรปรึกษาแพทยห์รือเภสชักรก่อน
ใชย้าน้ี ผูป่้วยโรคหวัใจและหลอดเลือด โรคไต มีแผลในกระเพาะหรือล าไส ้ ควรปรึกษาแพทย์
หรือเภสชักรก่อนใชย้าน้ี  

ผลขา้งเคียง 

 ยาน้ีอาจท าใหเ้กิดอาการง่วงนอน มึนงง ตาพร่า มองภาพไม่ชดั ร้อนวบูวาบท่ีหนา้ มีผืน่
แดงตามผวิหนงั คล่ืนไส ้อาเจียน ทอ้งผกู หวัใจเตน้เร็ว กลา้มเน้ืออ่อนแรง หนงัตาตก คดัจมูก[11]  

2.3 คลอเฟนิรามีน มาลเีอท ( Chlorpheniramine maleate) 
 

 ช่ือทางเคมี ไดแ้ก่ คลอโพรฟินไพริดามีน มาลีเอท(Chlorprophenpyridamine maleate)   
1-พารา-คลอโรฟีนิล-1-2-ไพริดิล-3-ไดเมทิลอะมิโนโพรเพน มาลีเอท (1-(p-chlorophenyl)-1-(2-
pyridyl)3-dimethylaminopropane maleate) คุณสมบติัทางเคมี เป็นของแขง็สีขาว ไม่มีกล่ิน        
จุดหลอมเหลว 130-135 0C ละลายไดเ้ลก็นอ้ยในอีเธอร์ ละลายไดใ้นแอลกอฮอล ์ คลอโรฟอร์ม 
และน ้า มวลโมเลกลุเท่ากบั 390.9  ค่า pKa 9.1 มีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 2.8 [12] 
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รูปที ่2.8 แสดงสูตรโครงสร้างของคลอเฟนิรามีน มาลีเอท 
 

 คลอเฟนิรามีน มาลีเอท เป็นยาแอนทิฮีสตามีน(antihistamine) ใชรั้กษาอาการแพ ้เช่น แพ้
อากาศ ( ในโรคหวดั หืด หลอดลม และ โพรงจมูกอกัเสบ ) ใชล้ดน ้ามูกใสๆ และบรรเทาอาการ
แพต่้างๆ เช่น เยือ่จมูกอกัเสบจากการขยายตวัของหลอดเลือด อาการคดัจมูกน ้ามูกไหลเน่ืองจาก
หวดั ผืน่ แพต้ามผวิหนงัเน่ืองมาจากแพย้า แพอ้าหารทะเล แพล้ะอองเกสรหญา้ และดอกไม ้หรือ
อาการคนั มีจ าหน่ายทั้งชนิดเมด็ และชนิดน ้า รับประทานตามขนาดท่ีระบุไว ้ โดยปกติคร้ังละ 1 
เมด็ วนัละ 2-3 คร้ัง ขอ้ควรระวงัคือ ยาน้ีมกัท าใหง่้วงนอน มึนงง หากตอ้งขบัรถ หรือท างาน



 10 

เก่ียวกบัเคร่ืองจกัร ควรระมดัระวงัเป็นอยา่งยิง่ อาจมีอาการปากคอแหง้ ใจสัน่ และอาจท าให้
เสมหะเหนียว ขบัออกยาก จึงไม่ควรใชใ้นผูป่้วยท่ีมีอาการไอมีเสมหะร่วมดว้ย ผูป่้วยตอ้หินไม่
ควรใช ้นอกจากน้ีหากน ้ามูกขน้ หรือมีสีเหลือง เขียว ไม่ควรใชย้าน้ี [13] 
 

2.4 ฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด์ ( Phenylephrine HCl) 
 

 คุณสมบติัทางเคมี เป็นของแขง็สีขาว จุดหลอมเหลวประมาณ 143 0C ละลายไดเ้ลก็นอ้ย
ในแอลกอฮอล ์และน ้า มวลโมเลกุลเท่ากบั 203.7  ค่า pKa 8.9 มีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในรูปท่ี 
2.9 
 

HO NH

CH3

OH

HCl

 
 

รูปที ่2.9 แสดงสูตรโครงสร้างของฟีนิลเอฟพริน ไฮโดรคลอไรด ์

 เป็นตวัยาท่ีบรรเทาอาการคดัจมูก[14] 

2.5 เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ(High Performance Liquid 
Chromatograph; HPLC) 

  

 เป็นเคร่ืองมือท่ีนิยมใช้กนัอย่างแพร่หลาย  ในการวิเคราะห์และแยกสารเกือบทุกชนิด 
เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟเป็นเคร่ืองมือท่ีมีความไว(Sensitivity)  สูง  สามารถ
ประยกุตใ์ชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณไดอ้ยา่งรวดเร็วแม่นย  าและมีประสิทธิภาพโดยเฉพาะสารท่ี
ไม่ระเหยและไม่คงตวัต่อความร้อน  ส่วนประกอบท่ีส าคญัของ  เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิ-      
ควิดโครมาโทกราฟ แสดงในรูปท่ี 2.10 
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รูปที ่2.10 แสดงส่วนประกอบท่ีส าคญัของเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ 
 

 2.5.1 ภาชนะทีบ่รรจุเฟสเคลือ่นที(่Mobile phase reservoir) 
โดยทัว่ไปภาชนะท่ีใชบ้รรจุเฟสเคล่ือนท่ี  หรือตวัท าละลาย  มกัท าดว้ยแกว้หรือสแตนเลส 

สทิล(Stainless steel)ใชบ้รรจุตวัท าละลายไดอ้ยา่งนอ้ย 500 mL นอกจากน้ียงัมีเคร่ืองกรองท่ีช่วย
กรองฝุ่ นละอองหรือส่ิงสกปรกก่อนเขา้สู่ป๊ัม เน่ืองจากตวัท าละลายท่ีใชใ้นงานโครมาโทกราฟี
ของเหลวแบบสมรรถนะสูงตอ้งปราศจากฟองอากาศซ่ึงอาจเขา้ไปรบกวนการท างานหรือความ
เสียหายแก่ป๊ัมหรือตัวตรวจวดั(Detector)จึงมีเคร่ืองมือท่ีใช้ขจัดฟองอากาศ  (Degasser)  วิธีท่ี
สะดวกและนิยมใชคื้อ การกรองตวัท าละลายท่ีตอ้งการใชผ้า่นมิลลิพอร์ ฟิวเตอร์ (Millipore filter) 
ภายใตสู้ญญากาศ วิธีน้ีจะช่วยขจดัอนุภาคซ่ึงแขวนลอยอยู ่ 

 
2.5.2 ป๊ัม( Pump) 

เน่ืองจากการแยกสารในเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูงตอ้งอาศยัการไหลของ
เฟสเคล่ือนท่ีผา่นเฟสอยูก่บัท่ีท่ีมีขนาดอนุภาคเลก็มาก  ท าใหเ้กิดความตา้นทานการไหล ระบบป๊ัม
จึงมีความส าคญัมากในการท่ีจะท าใหเ้กิดความดนัสูงเพือ่ท่ีจะเอาชนะแรงตา้นทานดงักล่าว ป๊ัมท่ี
ใชค้วรท าใหเ้กิดความดนัไดสู้งถึงประมาณ 0666  Psi และมีอตัราการไหล(Flow rate) อยูใ่น
ระหวา่ง  6.0 –  06  mL.min-1 
 
 2.5.3 ระบบการฉีดสารตัวอย่าง(Sample injection system) 
 ความแม่นย  าในการวดัโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูงข้ึนกบั
ความเท่ียงของการน าสารตวัอยา่งเขา้สู่คอลมัน์ การฉีดสารปริมาณมากเกินไปท าใหเ้กิดพกีกวา้ง 
ปริมาตรของสารตวัอยา่งท่ีใชจึ้งควรใชใ้หน้อ้ยท่ีสุด(ประมาณ 0.2-500 L)และการน าสารตวัอยา่ง
เขา้สู่คอลมัน์จะตอ้งไม่ท าใหค้วามดนัของระบบลดลง    
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 2.5.4 คอลมัน์(Column)  
คอลมัน์จดัเป็นหวัใจของเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟในการแยกสาร

คอลมัน์ซ่ึงใชใ้นโครมาโทกราฟีแบบของเหลวมกัเป็นท่อเรียบท าดว้ยสแตนเลส สติล อาจมีส่วน
นอ้ยท่ีใชท่้อแกว้อยา่งหนาซ่ึงจะทนต่อความดนัไดน้อ้ยกวา่ 066 Psi ส่วนปลายมีลกัษณะเป็นตา
ข่ายเลก็ๆ ท าดว้ยสแตนเลส สติลเพื่อป้องกนัการร่ัวของวสัดุท่ีเป็นเฟสอยูก่บัท่ี 
 การ์ดคอลมัน์(Guard column) 

การ์ดคอลมัน์นิยมใชต่้อก่อนเขา้คอลมัน์ท่ีใชว้ิเคราะห์(analytical column) เพื่อช่วยยดือายุ
การใชง้านของคอลมัน์ท่ีใชว้ิเคราะห์เน่ืองจากการ์ดคอลมัน์จะท าหนา้ท่ีกรองอนุภาคหรือส่ิงสก-  
ปรกท่ีปนเป้ือนมากบัตวัท าละลาย นอกจากน้ีการ์ดคอลมัน์ยงัใชใ้นการท าใหเ้ฟสเคล่ือนท่ีอ่ิมตวั 
ดว้ยเฟสอยูก่บัท่ีเพื่อลดการสูญเสียของตวัท าละลายในคอลมัน์ท่ีใชว้ิเคราะห์ ส่วนประกอบของ
วสัดุบรรจุของการ์ดคอลมัน์จะคลา้ยคลึงกบัคอลมัน์ท่ีใชว้ิเคราะห์แต่มีขนาดอนุภาคใหญ่กวา่และ
ราคาไม่แพงมากนกั 
 คอลมัน์ที่ใช้วเิคราะห์(Analytical column)  
 คอลมัน์ท่ีใชก้นัส่วนใหญ่มีความยาว  06 –  06 cm อาจเพิม่ความยาวของคอลมัน์ได ้โดยใช้
คอลมัน์มากกวา่หน่ึงคอลมัน์ในคราวเดียวกนั เสน้ผา่ศูนยก์ลางภายในคอลมัน์ มีขนาด  4 –  06 mm
วสัดุท่ีบรรจุในคอลมัน์   มีขนาดอนุภาค  0 , 5  และ  06 m  คอลมันท่ี์ใชใ้นงานทัว่ไปมกัมีความ
ยาว  55  cm เสน้ผา่ศูนยก์ลางภายใน  4.0 mm และขนาดอนุภาคของวสัดุบรรจุ 5  m คอลมัน์ชนิด
น้ีมี  46,666 – 06,666 plate/m ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาคอลมัน์ชนิดความเร็วสูง และคอลมัน์
ประสิทธิภาพสูง ซ่ึงมีขนาดเลก็ลงมีเสน้ผา่นศูนยก์ลางภายในเพียง  0 –  4.0 mm และขนาดอนุภาค
ของวสัดุบรรจุ  0  หรือ 5 m มีความยาวเพยีง  0 –  5.5  cm แต่มี  066,666 plate/m นอกจากน้ีคอลมัน์
ชนิดน้ียงัมีความเร็วสูงข้ึนและส้ินเปลืองตวัท าละลายนอ้ยลง ซ่ึงประการหลงัมีความส าคญัมาก
เน่ืองจากตวัละลายท่ีใชใ้นเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์มแมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟตอ้งมีความบริสุทธ์ิสูง
จึงมีราคาค่อนขา้งแพง  
 ชนิดของเฟสอยู่กบัที ่(Stationary phase) 

การคงไว(้Retention)ของสารในเฟสอยู่กบัท่ี  ซ่ึงมีผลต่อการแยกของสารจะเป็นไปตาม
หลกัของ  “like attracts like”  ลกัษณะของเฟสอยูก่บัท่ี  ท่ีใชก้นัมีสามชนิด ดงัแสดงในรูปท่ี 2.11 
ชนิดแรก(solid particle) เป็นวสัดุแขง็  สารอ่ืนไม่สามารถซึมผา่นผิวนอกได ้ มีพื้นท่ีผิวนอ้ยจึงใช้
กบัสารจ านวนนอ้ย  ชนิดท่ีสอง  (pellicular resin)  มีพื้นท่ีผวิมากกว่าใชก้บัสารจ านวนมากกว่าและ
แยกไดดี้กว่า   ชนิดท่ีสาม  (porous resin)  มีลกัษณะเป็นรูพรุน  ให้ประสิทธิภาพในการแยกสูงแต่
อาจใชเ้วลามากข้ึน 
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รูปที ่2.11 วสัดุท่ีบรรจุใน HPLC column  
 

วสัดุท่ีนิยมใชเ้ป็นเฟสอยูก่บัท่ี คือซิลิกาเจล(silica gel) มีลกัษณะดงัแสดงในรูปท่ี 2.12(ก) 
ประกอบดว้ยหมู่ไซลานอล(Si – OH)  มีสภาพขั้วสูง(polarity)สูง  ในสมยัแรกๆ  นิยมใชซิ้ลิกาเจล 
ชนิดธรรมดาท่ีไม่มีการดดัแปลง   แต่เน่ืองจากซิลิกาเจลชนิดน้ีมีขอ้เสียหลายประการ  เช่น  ไม่มี
ความเท่ียง จึงดดัแปลงเป็นชนิดบอนด์เฟส(bonded phase)จดัเป็นเฟสอยู่กบัท่ีชนิดพาร์ทิชนั
(partition type stationary phase) ซ่ึงมีความเท่ียงสูงกวา่โดยท าการบดบงัหมู่ไซลานอลดว้ยหมู่ท่ีท า
ปฏิกิริยากบัหมู่ไซลานอลได ้สภาพขั้วของบอนดเ์ฟสจะข้ึนกบัหมู่  R ในกรณีท่ีหมู่ R  เป็นหมู่ท่ีไม่
มีขั้ว  เช่น อลัเคน(alkane)ไดแ้ก่ C2, C3, C6, C8 และC18  การจบักบัสารท่ีสนใจจะข้ึนกบัจ านวนและ
ช นิ ด ข อ ง ห มู่ อั ล เ ค น ท่ี ใ ช้  ดั ง ตั ว อ ย่ า ง ใ น รู ป ท่ี  2 . 13 ห มู่ อั ล เ ค น ท่ี นิ ย ม ใ ช้   คื อ  
C18(Octadecylislane ,ODS) ขอ้ควรระวงัในการใช ้ซิลิกาเจลเป็นเฟสอยูก่บัท่ี คือสามารถละลายได้
ใน pH ท่ีเป็นด่าง ดงันั้นจึงไม่ควรใชใ้นกรณีใชง้านท่ี pH มากกวา่  5.5  

 

 
 

รูปที ่2.12 ลกัษณะของซิลิกาเจล ชนิด (ก) ชนิดธรรมดาท่ีไม่มีการดดัแปลง(unmodified) และ(ข) 
   ชนิดบอนดเ์ฟส(bonded phase) 
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รูปที ่2.13 ความสมัพนัธ์ระหวา่งความยาวของหมู่อลัเคนและการคงไวข้องสาร(Solute retention) 

 
 กระบวนการแยกสารโดยวิธีลิควิดโครมาโทกราฟี มีขั้นตอนต่างๆ ดงัแสดงในรูปท่ี 
2.14(ก) ตวัอยา่งการแยกสารละลายผสมของสาร 2 ชนิด คือสาร A และ สาร B ดว้ยคอลมัน์โคร-
มาโทกราฟี จุดเร่ิมตน้ (t0) เป็นการใส่หรือฉีดสารละลายตวัอยา่งไปบนส่วนตน้ของคอลมัน์ จะ
เห็นแถบแคบๆเม่ือเฟสเคล่ือนท่ีเคล่ือนผา่นคอลมัน์จะท าหนา้ท่ีพาโมเลกลุของสารตวัอยา่งเคล่ือน
ไปตามความยาวของคอลมัน์ และมีการแยกออกจากกนับางส่วน (t1 และ t2) หากเติมหรือใหเ้ฟส
เคล่ือนท่ีเคล่ือนท่ีผา่นคอลมัน์ไปเร่ือยๆ โมเลกลุของสาร A และ B จะแยกออกจากกนัอยา่ง
สมบรูณ์ (t3 และ t4) และถา้ต่อส่วนปลายของคอลมัน์เขา้กบัเคร่ืองตรวจวดั สาร A และ B จะถูก
ตรวจวดัและถูกบนัทึกเป็นพีกบนโครมาโทแกรม ดงัแสดงในรูปท่ี 2.14(ข) 
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รูปที ่2.14 (ก) แสดงกระบวนการแยกของสาร A และ B โดยคอลมัน์โครมาโทกราฟี 
   (ข) โครมาโทแกรมท่ีไดจ้ากการแยก 

 
 การท่ีสารแต่ละชนิดจะแยกออกจากกนัได ้ดงัแสดงในรูปท่ี 2.14 เกิดจาก 
 1.ความแตกต่างของอตัราการเคล่ือนท่ีหรือการกระจายตวัของสารชนิดต่างๆในสารตวั-  
อยา่งในลิควดิโครมาโทกราฟี หมายถึง อตัราการเคล่ือนท่ีท่ีแตกต่างกนัของสารแต่ละชนิดท่ี
เคล่ือนผา่นคอลมัน์ ซ่ึงเกิดจากการสมดุลของการกระจายตวัของสารชนิดต่างๆระหวา่งสองเฟส 
การท่ีสารจะกระจายไปในเฟสใดเฟสหน่ึงไดดี้กวา่นั้นข้ึนกบัแรงหน่วงเหน่ียวของโมเลกลุของ  
สารกบัเฟสทั้งสอง ถา้แรงหน่วงเหน่ียวระหวา่งโมเลกลุของสารกบัเฟสอยูก่บัท่ีแรงกวา่สารนั้นจะ
ถูกแยกออกมาทีหลงั ตรงกนัขา้มกบัสารท่ีมีแรงหน่วงเหน่ียวกบัเฟสเคล่ือนท่ีไดดี้กวา่จะถูกแยก
ออกมาก่อน กลไกของการหน่วงเหน่ียวใหส้ารตวัอยา่งถูกจบัไวใ้นเฟสใดเฟสหน่ึงนั้นเป็นผลจาก
อนัตรกิริยาท่ีเกิดข้ึนระหวา่งโมเลกลุของสารตวัอยา่งกบัโมเลกลุของสารในแต่ละเฟสนั้น 
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รูปที ่2.15 แสดง Differential migration 
 

 รูปท่ี 2.15 แสดงความแตกต่างของอตัราการเคล่ือนท่ีของสาร A และสาร B ก าหนดให ้S 
เป็นโมเลกุลของเฟสเคล่ือนท่ี ลูกศรแสดงทิศทางของการเคล่ือนท่ี จากรูปท่ีจุดสมดุลของการ
กระจายตวั โมเลกุลส่วนใหญ่ของสาร C จะอยูใ่นเฟสอยูก่บัท่ี และส่วนนอ้ยจะอยูใ่นเฟสเคล่ือนท่ี 
ซ่ึงตรงกนัขา้มกบัสาร A โมเลกุลส่วนใหญ่ของสาร A จะอยูใ่นเฟสเคล่ือนท่ี เพราะฉะนั้นสาร C 
จะเคล่ือนผ่านคอลมัน์หรือถูกชะลา้งพาออกจากคอลมัน์ไดช้า้กว่าสาร A  ตวัแปรท่ีมีผลต่อการ
กระจายตวัของสารระหว่างเฟสทั้งสองคือ องคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ี องคป์ระกอบของเฟส
อยู่กบัท่ี และอุณหภูมิของการทดลอง การปรับเปล่ียนอตัราการเคล่ือนท่ีของสารเพื่อให้เกิดการ
แยกท่ีดีข้ึน ควรปรับตวัแปรใดตวัแปรหน่ึงในแต่ละการทดลอง ถา้ผลท่ีไดไ้ม่เป็นท่ีพอใจ จึงปรับ
เปล่ียนตวัปปแปรอ่ืนๆ ต่อไป 
 2. การแพร่กระจายของโมเลกุลของสารชนิดเดียวกนัในเฟสอยูก่บัท่ีท าให้เกิดพีกท่ีแคบ
หรือกวา้งในการแยกสารโดยวิธีโครมาโทกราฟี การใส่หรือฉีดสารหลายตวัอย่างลงบนคอลมัน์
หรือเฟสอยูก่บัท่ี ไม่สามารถควบคุมให้ทุกๆโมเลกุลของสารชนิดเดียวกนัอยูใ่นต าแหน่งเดียวกนั 
โมเลกลุของสารจะกระจายไปในคอลมัน์ โดยอยูใ่นลกัษณะแคบๆ และในขณะท่ีโมเลกุลของสาร
เคล่ือนผ่านคอลมัน์ แถบแคบๆน้ีจะค่อยๆขยายกวา้งข้ึน เน่ืองจากอตัราการกระจายตวัหรืออตัรา
การเคล่ือนท่ีท่ีไม่เท่ากันของโมเลกุลของสารชนิดเดียวกัน คือบางโมเลกุลเคล่ือนท่ีเร็ว บาง
โมเลกุลเคล่ือนท่ีชา้ ซ่ึงความแตกต่างของการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลของสารชนิดเดียวกนัน้ี ไม่ได้
เกิดจากความแตกต่างของการสมดุลของการกระจายตวัของสารแต่ละชนิดดงัท่ีกล่าวมาแลว้ แต่
เกิดจากกระบวนการทางกายภาพ ท่ีเป็นสาเหตุท่ีส าคญัท่ีท าใหเ้กิดพีกกวา้ง 
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2.5.5 Pulse damper 
ใชก้บั  reciprocating pump ต่ออยูร่ะหว่างป๊ัม  และ sample injector  ท าดว้ยท่อ  สแตนเลส 

สติล เน่ืองจากขอ้เสียของ reciprocating pump คือ เกิดการไหลเป็นพลัส์ท าใหเ้กิดสัญญาณรบกวน
ท่ีเบสไลน์ และมีผลต่อการท างานของเคร่ืองตรวจวดั pulse damper ช่วยลดขอ้เสียน้ีลงได ้

  
2.5.6 Column thermostat  
ใชใ้นกรณี  เช่น  ตอ้งการแยกดว้ยการแลกเปล่ียนไอออน(ion – exchange), การคดัขนาด

(size – exclusion) หรือ รีเวิร์สเฟสคอลมัน์(reverse – phase column) ท่ีอุณหภูมิสูงและตอ้งการ
ควบคุมอุณหภูมิให้คงท่ี ลกัษณะของ  column thermostat ใน  HPLC จะคลา้ยกบัใน  GC  คือ
ประกอบดว้ยพดัลมท่ีมีความเร็วสูง  และ  thermostat  ซ่ึงควบคุมดว้ยระบบไฟฟ้า  หรือในบางกรณี
คอลมัน์จะถูกควบคุมโดยตวัใหค้วามร้อนหรือโดยการไหลเวียนของของเหลวท่ีบรรจุอยูใ่นอ่างซ่ึง
ควบคุมอุณหภูมิไว ้

 
2.5.7 เคร่ืองตรวจวัด (Detector) 
หลงัจากสารตวัอย่างถูกแยกผ่านคอลมัน์ออกมาแลว้  จะตอ้งผา่นเคร่ืองตรวจวดัปริมาณ 

ซ่ึงจะตอ้งมีความไวสูง และวดัไดอ้ยา่งต่อเน่ือง 
คุณสมบติัท่ีตอ้งการส าหรับเคร่ืองตรวจวดัของเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโท-

กราฟมีดงัน้ี 
1. มีความไวเพียงพอ เคร่ืองตรวจวดัของเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ

ท่ีใชใ้นปัจจุบนัมีความไวอยูใ่นช่วง 06-  8  ถึง 06 –  05 g ของสารท่ีวิเคราะห์ต่อวินาที  
2. สัญญาณตอบรับมีความเท่ียงท่ีดีและไม่ไวต่อการเปล่ียนแปลงอตัราการไหลของเฟส

เคล่ือนท่ีและอุณหภูมิ 
3. เช่ือถือไดแ้ละง่ายต่อการใชง้าน  
4. ความสมัพนัธ์ของความเขม้ขน้และสญัญาณตอบรับเป็นเสน้ตรงในช่วงกวา้ง 
5. ไม่ท าลายสารตวัอยา่ง 
6. เซลลข์องดีเทคเตอร์ ควรมีปริมาตรตาย(dead volume) นอ้ยๆ เพื่อลดปัญหาพีกกวา้ง  
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เคร่ืองตรวจวดัส าหรับเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟท่ีนิยมใชใ้นการ
วิเคราะห์ ไดแ้ก่ 

1. Ultraviolet – visible absorbance detectors  
เป็นเคร่ืองตรวจวดัท่ีนิยมใชก้นัมากในเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ

หลกัการท างานอาศยัการดูดกลืนของสารตวัอยา่ง  โดยจะประกอบดว้ย  flow – through cell  ซ่ึง
รูปร่างเหมือนตวัอกัษร “Z” cell ดงัแสดงในรูปท่ี 2.16 ดงักล่าวออกแบบใหมี้ปริมาตรนอ้ยท่ีสุด(1-
06 L) และยาว  5 –  06 mm ปกติเซลลด์งักล่าวจะทนความดนัไดป้ระมาณ  066 PSi 

 
 

รูปที ่2.16 Ultraviolet detector cell ส าหรับเคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ 
 

เคร่ืองตรวจวดัน้ี อาจเป็นชนิดล าแสงเด่ียว หรือชนิดล าแสงคู่  
เคร่ืองตรวจวดัชนิดน้ีมีขอ้ดี  คือไม่ไวต่อการเปล่ียนแปลงอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี 

และการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ 
เคร่ืองตรวจวดัชนิดน้ี แบ่งเป็นชนิดยอ่ยๆ ได ้ดงัน้ี 
1.1 Fixed – wavelength detectors 
เป็นเคร่ืองตรวจวดัท่ีวดัการดูดกลืนแสงไดใ้นบางช่วงคล่ืน แบ่งเป็น   

(1) Single wavelength detectors  นิยมใชห้ลอดปรอทชนิดความดนัต ่า  ซ่ึงจะ
เหมาะกับการวดัการดูดกลืนแสงท่ี   554  nm เคร่ืองตรวจวดัชนิดน้ีเป็นท่ีนิยมมากในสมยัก่อน
เน่ืองจากราคาถูกและใชไ้ดดี้กบัสารเคมีอินทรียท์ัว่ๆ ไป 

(2) Multi – wavelength detectors ใชห้ลอดปรอทร่วมกบัแหล่งก าเนิดแสงอ่ืน 
เช่น หลอดสังกะสี(206 nm) และหลอดตะกัว่ท าใหเ้ลือกวดัการดูดกลืนแสงไดห้ลายช่วงความยาว
คล่ืน 
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1.2 Variable – wavelength detectors  
เป็นเคร่ืองตรวจวดัท่ีสามารถเลือกวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีตอ้งการในช่วง 

อลัตร้าไวโอเลท และวิสิเบิลเคร่ืองตรวจวดัน้ีประกอบดว้ย หลอดดิวเทอเรียมและใชเ้กรตต่ิงโมโน
โครมาเตอร์เพื่อให้เลือกความยาวคล่ืนท่ีตอ้งการได้  ในช่วง   096  –   466  nm หรืออาจใช้หลอดดิ
วเทอเรียมร่วมกบัหลอดทงัสเตนเพื่อใหเ้ลือกความยาวคล่ืนท่ีตอ้งการไดใ้นช่วง 190 – 900 nm 

1.3 Diode array detectors 
ประกอบดว้ย  photodiode array spectrophotometers  หลายตวั ( 550  –   0654  ตวั) แสงจาก 

แหล่งก าเนิดแสงจะผา่น  flow cell ไปยงั  polychromator เช่น เกรตต่ิงซ่ึงจะกระจายแสงไปยงัแผง
ของ photodiodes แต่ละ diode จะวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนหน่ึงๆ  ดงัแสดงในรูปท่ี 2.17 

 

 
รูปที ่2.17 Photodiode array ท่ีใชใ้น HPLC detectors 

 
เคร่ืองตรวจวดัน้ีสามารถสแกนยวูี-วิสิเบิล สเปกตรัม(UV – Vis spectrum)ไดร้วดเร็วมาก 

(ประมาณ   06  msec ต่อ   0  สเปกตรัม)  และสามารถเปรียบเทียบสเปกตรัมท่ีเป็น   0  มิติ  ซ่ึงแสดงค่า 
การดูดกลืนคล่ืนแสง ความยาวคล่ืนและเวลา  โดยสามารถเปรียบเทียบสเปกตรัมของสารตวัอยา่ง
กบัสารมาตรฐานได ้เน่ืองจากขอ้มูลต่างๆ เกบ็ไวใ้นคอมพิวเตอร์ได ้
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 การพฒันาวธีิการแยก(Developing a separation)  
การพฒันาวิธีทางโครมาโทกราฟี เพื่อใหมี้การแยกเกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์ และใชเ้วลานอ้ย 

ดงันั้นเพื่อท่ีจะอธิบายและหาสภาวะท่ีดีท่ีสุดส าหรับการแยกสารจึงจ าเป็นตอ้งเขา้ใจพารามิเตอร์ 
ต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการแยกทางโครมาโทกราฟี 
 พารามิเตอร์พืน้ฐาน ไดแ้ก่ 
 1. Partition ratio (Partition Coefficient, K) เป็นค่าคงท่ีท่ีอธิบายถึงการสมดุลของการ
กระจายตวัของสารตวัอยา่งไประหวา่งเฟสทั้งสองคือเฟสอยูก่บัท่ีและเฟสเคล่ือนท่ี ค่า K หาได้
จากอตัราส่วนของความเขม้ขน้ของสารในเฟสอยูก่บัท่ีกบัความเขม้ขน้ของสารในเฟสเคล่ือนท่ี
ภายหลงักระจายตวัไประหวา่งเฟสทั้งสองหรืออตัราส่วนของเวลาท่ีสารอยูใ่นเฟสอยูก่บัท่ีกบัเวลา
ท่ีสารอยูใ่นเฟสเคล่ือนท่ี ดงัน้ี 
 

m

s

C

C
K      

  
 หรือ 

m

s

t

t
K   

 
 เม่ือ Cs = ความเขม้ขน้ของสารในเฟสอยูก่บัท่ี 
  Cm = ความเขม้ขน้ของสารในเฟสเคล่ือนท่ี 
  ts = เวลาท่ีสารอยูใ่นเฟสอยูก่บัท่ี 
  tm = เวลาท่ีสารอยูใ่นเฟสเคล่ือนท่ี 
   
 สารแต่ละชนิดจะมีค่า K คงท่ีเฉพาะในแต่ละสภาวะของการทดลองเท่านั้น ค่า K แปรผนั
ตามอุณหภูมิของการทดลองและส่วนประกอบของเฟสเคล่ือนท่ี แต่ไม่ข้ึนกบัจ านวนสารท่ีน ามา
ท าการตรวจวิเคราะห์ สามารถน ามาใชง้านดา้นการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ แต่การท่ีจะวดัค่า K จาก
โคร-มาโทแกรมโดยตรงน้ีท าไดย้าก จึงไม่นิยมใชใ้นการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสาร มีพารามิเตอร์
ตวัอ่ืนท่ีสามารถวดัค่าจากโครมาโทแกรมโดยตรงไดง่้ายกวา่และสามารถใชใ้นการพสูิจน์เอก-   
ลกัษณ์ของสารได ้ เช่น เวลาการคงไว(้retention time), เวลาการคงไวส้ัมพทัธ์(relative retention 
time) เป็นตน้ 
 2. เวลาการคงไว(้Retention time, tR) เป็นระยะเวลาท่ีเฟสเคล่ือนท่ีพาหรือชะลา้งสาร
ตวัอยา่งเคล่ือนผา่นเฟสอยูก่บัท่ี คือเวลาตั้งแต่เร่ิมฉีดสารตวัอยา่งเขา้สู่คอลมัน์จนกระทัง่ถึงเวลาท่ี
ต าแหน่งจุดยอดของพีกบนโครมาโทแกรม ดงัแสดงในรูปท่ี 2.18 
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รูปที ่2.18 แสดงโครมาโทแกรมของการหาค่าพารามิเตอร์ต่างๆ 

 

 เวลาการคงไว(้tR) เป็นพารามิเตอร์ท่ีวดัหรือหาค่าไดง่้ายจากโครมาโทแกรมสามารถใชใ้น
ดา้นการวิเคราะห์คุณภาพหรือพิสูจน์เอกลกัษณ์ของสารแต่เน่ืองจากมกัมีการเปล่ียนแปลงอยา่งใด
อยา่งหน่ึงของสภาวะการทดลอง เช่น อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี ส่วนผสมของเฟสเคล่ือนท่ี 
เฟสอยูก่บัท่ีหรือความดนัท่ีท าใหค่้าเวลาการคงไวไ้ม่คงท่ี มีผลท าใหก้ารพิสูจน์เอกลกัษณ์ผดิพลาด
ได ้จึงนิยมใชพ้ารามิเตอร์ตวัอ่ืน เช่น เวลาการคงไวส้ัมพทัธ์ ซ่ึงใหผ้ลถูกตอ้งกวา่ 
 3. Corrected retention time (t/

R) คือระยะเวลาตั้งแต่ต าแหน่งจุดยอดของพีกของสารท่ีไม่
ถูกหน่วงเหน่ียวบนเฟสอยูก่บัท่ีถึงเวลาท่ีต าแหน่งจุดยอดของพีกของสารตวัอยา่งบนโครมาโท- 
แกรม หรือระยะเวลาท่ีสารตวัอยา่งถูกหน่วงเหน่ียวอยูใ่นเฟสอยูก่บัท่ี ดงัแสดงในรูป 2.18 
 

0

/ ttt RR   
 

 tO  =  เวลาท่ีสารท่ีไม่ถูกหน่วงเหน่ียวบนเฟสอยูก่บัท่ี(unretained compound) เคล่ือนผา่น
เฟสอยูก่บัท่ี หรือเวลาท่ีโมเลกลุของเฟสเคล่ือนท่ี(mobile phase) เคล่ือนท่ีผา่นเฟสอยูก่บัท่ีหรือ
คอลมัน์จากปลายดา้นหน่ึงไปยงัปลายอีกดา้นหน่ึง 
 4. Retention Volume (VR) เป็นปริมาตรทั้งหมดของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใชใ้นการชะลา้งหรือ
พาสารตวัอยา่งออกจากเฟสอยูก่บัท่ี โดยวดัจากต าแหน่งท่ีเร่ิมฉีดสารเขา้สู่คอลมัน์จนถึงต าแหน่ง
จุดยอดของพกีของสาร หาไดจ้ากความสมัพนัธ์ของอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี (flow rate ,F) 
กบัเวลาการคงไว(้tR ) ดงัน้ี 
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RR FtV   
 

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

R) ปริมาตรของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใชใ้นการชะลา้งหรือพา
สารตวัอยา่งออกจากเฟสอยูก่บัท่ี โดยวดัจากต าแหน่งจุดยอดของพกีของสารท่ีไม่ถูกหน่วงเหน่ียว
บนเฟสอยูก่บัท่ีจนถึงต าแหน่งจุดยอดของสารตวัอยา่ง หาค่าไดจ้าก 
 

00

/ FtVVV RR   
 

  Vo = ปริมาตรตาย(dead volume) หรือ ปริมาตรวา่ง(void volume)
หรือปริมาตรของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเคล่ือนผา่นเฟสอยูก่บัท่ี หรือผา่นคอลมัน์จากปลายดา้นหน่ึงไปยงั
อีกปลายดา้นหน่ึง 
 6. แฟกเตอร์ความจุ(Capacity factor,k/) เป็นค่าท่ีบอกใหท้ราบวา่สารตวัอยา่งหน่วงเหน่ียว
อยูใ่นคอลมันไ์ดดี้เพยีงใด ขณะท าการแยกโดยใชก้ารชะแบบไอโซเครติก ค่า k/ น้ีหาไดจ้าก 
corrected retention time ของสารท่ีวิเคราะห์ (t/R) หารดว้ยเวลาของสารท่ีไม่ถูกหน่วงเหน่ียวหรือ
เวลาท่ีเฟสเคล่ือนท่ีเคล่ือนผา่นคอลมัน์ (to) ดงัน้ี 
 

0

0/

t

tt
k R   

 
 k/ เป็นพารามิเตอร์ท่ีบอกถึงลกัษณะการท างานของคอลมัน์ ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่า k/ คือ
องคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ี เฟสอยูก่บัท่ี และอุณหภูมิของการทดลอง โดยทัว่ไปค่า k/ ของสาร
ควรอยูร่ะหวา่ง 2-5 ทั้งน้ีเพราะเวลาท่ีใชแ้ละการแยกสมดุลกนัดี และค่า k/ ท่ีเหมาะสมของการ
แยกสารท่ีซบัซอ้นควรมีค่าระหวา่ง1≤k/≤16 ในการปฏิบติัควรหาค่า k/ ของพีกของสารท่ีตอ้งการ
วิเคราะห์อยา่งนอ้ย 1 พีก คือพีกแรกเพื่อใหแ้น่ใจวา่พกีของสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์แยกออกจากพกี
ของตวัท าละลายหรือพีกของสารปนเป้ือน ซ่ึงมกัจะถูกชะออกมาใกลห้รือท่ีเดียวกบั to พีกของสาร
ท่ีท าการวิเคราะห์ไม่ควรมีค่า k/ สูงเกิน 10-15 เพราะจะใชเ้วลานานและท าใหพ้ีกท่ีไดก้วา้งและ
การแยกไม่ดี ท าใหก้ารตรวจวดัล าบาก ค่า k/ บอกใหท้ราบถึงเวลาท่ีสารถูกชะออกมาจากคอลมัน์ 
บอกลกัษณะของพีกกวา้งหรือแคบ การตรวจวดัยากหรือง่าย ความแรงของเฟสเคล่ือนท่ีแรงหรือ
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อ่อน ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 จากขอ้มูลน้ีสามารถน ามาปรับค่า k/ ใหเ้หมาะสมเพื่อใหก้ารแยกสาร
ไดดี้ท่ีสุด 
 
ตารางที่ 2.1 การเปรียบเทียบค่า k/ 

ขอ้มูล k/ ต ่า k/ สูง 
เวลาท่ีสารถูกพาออกจากคอลมัน์ นอ้ย มาก 
ลกัษณะของพกี แหลมสูง กวา้งเต้ีย 
การตรวจวดั ง่าย ยาก 
ความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี แรง อ่อน 

 
การปรับหรือควบคุมค่า k/ 
 ในกรณีท่ีค่า k/ ท่ีไดจ้ากการทดลองไม่เหมาะสม อาจสูงไปหรือต ่าไปท าใหก้ารแยกไม่ดี 
มีวิธีการปรับหรือควบคุมค่า k/หรือเวลาของการชะเพื่อใหเ้กิดการแยกท่ีดีข้ึนหรือดีท่ีสุดไดด้งัน้ี 
 6.1 ปรับเปล่ียนสดัส่วนผสมหรือความแรงของตวัท าละลายหรือเฟสเคล่ือนท่ี เป็นการ
ปรับเปล่ียนสดัส่วนหรือความแรงของตวัท าละลายหรือเฟสเคล่ือนท่ีโดยไม่เปล่ียนคุณสมบติัทาง
เคมีของตวัท าละลาย ในทางปฏิบติัการเลือกเฟสเคล่ือนท่ีใหเ้หมาะสมนั้นจะตอ้งพิจารณาจาก
คุณสมบติัของสารตวัอยา่งเป็นหลกัและการเลือกความแรงของเฟสเคล่ือนท่ีใหเ้หมาะสมท าโดย
การแยกสารท่ีตอ้งการแยกสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ 1-2 คร้ัง แลว้ดูค่า k/ ท่ีได ้หลงัจากนั้นจึงปรับ
ความแรงของเฟสเคล่ือนท่ีใหแ้รงข้ึนหรืออ่อนลงเพื่อใหเ้กิดการแยกท่ีดีข้ึน วิธีท่ีง่ายและสะดวกใน
การปรับความแรง คือปรับความเขม้ขน้ของตวัท าละลาย, pH, ความมีขั้ว โดยไม่เปล่ียนคุณสมบติั
ทางเคมีหรือชนิดของตวัท าละลายท่ีเป็นส่วนประกอบของเฟสเคล่ือนท่ี โดยทัว่ไปมกัจะใชต้วัท า-
ละลายผสมท่ีใหค่้า 101 /  k เพื่อใหก้ารแยกเกิดข้ึน และเวลาในการแยกไม่นานเกินไป ถา้
ตอ้งการเปล่ียนค่า k/ ใหใ้ชเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีความแรงนอ้ย ในทางตรงขา้มถา้ตอ้งการลดค่า k/ ใหใ้ช้
เฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีความแรงมาก  
 6.2 เพิ่มหรือลดปริมาณของเฟสอยูก่บัท่ี 
 ในกรณีท่ีเป็นโครมาโทกราฟีแบบแยกขนาดจ าเพาะ(size exclusion chromatography)ท า
ไดโ้ดยการเพิม่ หรือลดปริมาตรของรูพรุน และพื้นท่ีผวิของสารบรรจุในคอลมัน์ ในกรณีท่ีเป็น
โครมาโทกราฟีแบบกระจาย(partition chromatography) ท าโดยการเพิ่มหรือลดปริมาณเฟส
ของเหลวบนสารช่วยพยงุและในกรณีท่ีเป็นโครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนไอออน(ion-exchange 
chromatography) ท าโดยเพิม่หรือลดความหนาแน่นประจุ หรือ ความแรงไอออนบนสารบรรจุ  
 6.3 ปรับเปล่ียนปัจจยัท่ีมีผลต่อค่า K 
 อุณหภูมิและอตัราความเร็วของการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี เป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อความผนั
แปรของค่า K ดงันั้นจึงมีผลต่อค่า k/ ดว้ย 
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 7. ค่าซีเลค็ติวิต้ี(selectivity factor,) เป็นค่าท่ีบอกใหท้ราบวา่พีกของสารสองชนิดท่ีอยู่
แยกออกจากกนัดีเพยีงใด การแยกออกจากกนัน้ีข้ึนกบัค่าเวลาการคงไวห้รือค่า k/ เท่านั้น โดยไม่
ค านึงถึงความกวา้งของพกี และค่าน้ีเก่ียวขอ้งกบั relative partition coeffcient ของสารสองชนิด 
หาไดจ้ากอตัราส่วนของ partition coefficient หรืออตัราส่วนของแฟกเตอร์ความจุของสารสอง
ชนิดท่ีมีพีกติดกนั ดงัน้ี  

/
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1

/
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t

t

k

k
  

 
   ค่าซีเลค็ติวิต้ี 
 k/

1   ค่าแฟกเตอร์ความจุของพีกแรก 
 k/

2   ค่าแฟกเตอร์ความจุของพีกท่ีสอง 
 t/

R 1   corrected retention time ของพีกแรก 
 t/

R2   corrected retention time ของพีกท่ีสอง 

 
รูปที ่2.19 แสดงโครมาโทแกรมของการแยกสารสองชนิด 

 
 ค่าซีเลค็ติวิต้ี() เป็นค่าท่ีมีความส าคญัมาก คือเป็นตวับอกใหท้ราบวา่คอลมันห์รือเฟส
อยูก่บัท่ีนั้นอยูใ่นสภาวะท่ีมีการท างานดีเพียงใด ค่าน้ีข้ึนกบัองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ี พื้นท่ี
ผวิของเฟสอยูก่บัท่ี และอุณหภูมิ ในการแยกสาร  จะตอ้งมีค่ามากกวา่ 1 จึงจะมีการแยกเกิดข้ึน 
ถา้   1 แสดงวา่พีกทั้งสองทบักนั เน่ืองจากพีกทั้งสองมีเวาลการคงไวเ้ท่ากนั ค่า α เหมาะสม
คืออยูใ่นช่วง 1.5 - 4.0  
 การควบคุมหรือปรับเปล่ียนค่าซีเลค็ติวิต้ี() 
 เพื่อใหส้ารสองชนิดท่ีอยูใ่กลก้นัแยกออกจากกนัไดดี้ข้ึนเท่านั้น ท าโดยวิธีต่างๆดงัน้ี 
 7.1 ปรับเปล่ียนองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ี เป็นการปรับความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี 
โดยการเปล่ียนชนิดของตวัท าละลายท่ีเป็นองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ีคือเปล่ียนคุณสมบติัทาง
เคมีของตวัท าละลาย 
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 7.2 เปล่ียน pH ของเฟสเคล่ือนท่ี วิธีน้ีนิยมใชก้บัการแยกสารท่ีมีการแตกตวัเป็นอิออน 
เช่นพวกกรดหรือเบส การปรับเปล่ียน pH ของเฟสเคล่ือนท่ีมกัจะท าใหค่้า  เปล่ียนแปลง แต่ค่า 
k/ เปล่ียนแปลงไม่มากนกั ส่วนมากใชใ้นวิธีการแลกเปล่ียนไอออน(ion–exchange),ไอออนแพร์
(ion– pair) 
 7.3 เปล่ียนเฟสอยูก่บัท่ี ท าโดยการเปล่ียนชนิดของคอลมัน์วิธีน้ีไม่สะดวก เสียค่าใชจ่้าย
สูงกวา่การปรับเปล่ียนเฟสเคล่ือนท่ี จึงไม่ค่อยเป็นท่ีนิยม แต่ใหผ้ลดีมาก ถา้มีการเปล่ียนคอลมัน์
ใหม่เฟสเคล่ือนท่ีกต็อ้งมีการปรับเปล่ียนใหมี้ความแรงพอท่ีจะท าใหไ้ดค่้า k/ ท่ีเหมาะสม 
 7.4 เปล่ียนอุณภูมิของคอลมัน์ โดยทัว่ๆไปการเพิ่มอุณหภูมิจะท าใหค่้า k/ ลดลง ดงันั้นถา้
ตอ้งการเพิ่มอุณหภูมิของคอลมัน์ จ าเป็นตอ้งลดความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี เพื่อเป็นการชดเชยให้
ค่า k/ อยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสม การเพิ่มอุณหภูมิของคอลมัน์ มีผลต่อการเปล่ียนแปลงค่า  เพียง
เลก็นอ้ย 
 7.5 ใชป้ฏิกิริยาพิเศษทางเคมี ปฏิกิริยาท่ีนิยมใชคื้อคอมแพลก็เซชนั(complexation) โดย
การเติมซิลเวอร์ไนเตรท(silver nitrate) ลงในเฟสเคล่ือนท่ี ซ่ึงซิลเวอร์ไอออนน้ีจะเป็นตวัท่ีท าให้
เกิดการเปล่ียนแปลงของ tR และ  ท าใหก้ารแยกดีข้ึน 
 8. ประสิทธิภาพของคอลมัน์พิจารณาไดจ้ากความกวา้งของพีกท่ีถูกชะออกมา ประสิทธิ- 
ภาพของคอลมัน์ท่ีดี พีกแต่ละพีกท่ีถูกชะออกมาจะตอ้งมีฐานท่ีแคบและแยกออกจากกนัได ้ ค่าท่ี
ใชว้ดัประสิทธิภาพของคอลมัน์คือ จ านวนเพลทของคอลมัน์ (number of theoretical plates, N) 
และความสูงของเพลทแต่ละเพลทในคอลมัน์(Height equivalent to a theoretical plate, H หรือ 
HETP) 
 จ านวนเพลทของคอลมัน์ (N) เป็นตวับ่งช้ีถึงประสิทธิภาพของคอลมัน์วา่ คอลมัน์นั้นมี
การบรรจุดีเพียงใด พิจารณาจากความกวา้งของพีกขณะเคล่ือนผา่นคอลมัน์ โดยเปรียบเทียบความ
กวา้งของพกีกบัเวลาท่ีสารเคล่ือนผา่นคอลมัน์ สามารถค านวนไดจ้ากโครมาโทรแกรมดงัน้ี 
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 N   จ านวนเพลท (number of theoretical plates) 
 tR   เวลาการคงไวข้องสาร 
 W   ความกวา้งของพีกท่ีต าแหน่งของความสูงท่ีก าหนด 
 a   ค่าคงท่ีข้ึนกบัวิธีการวดัความกวา้งของพกี ตามตารางท่ี 2.2 
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 รูปที ่2.20 แสดงโครมาโทแกรมส าหรับค านวณจ านวนเพลทของคอลมัน์ (N)  
 
ตารางที่ 2.2 แสดงค่าคงท่ี a จากการวดัความกวา้งของพกีโดยวิธีต่างๆ 

วิธี a 
ความกวา้งของพีกท่ีคร่ึงหน่ึงของความสูง 5.54 
ความกวา้งของพีกท่ี 4.4 % ของความสูง(5) 25 
Tangent 16 
 
 9. ค่าความสามารถในการแยก(Resolution,RS) 
 เป็นค่าท่ีบอกใหท้ราบวา่พกีของสารสองชนิดท่ีอยูติ่ดกนัแยกออกจากกนัดีเพยีงใด ซ่ึงการ
แยกน้ีจะตอ้งพิจารณาทั้งระยะเวลาท่ีสารเคล่ือนผา่นคอลมัน์และความกวา้งของพกีทั้งสอง ค านวน
ไดจ้ากระยะห่างกนัระหวา่งต าแหน่งจุดสูงสุดของพีกทั้งสองหารดว้ยความกวา้งเฉล่ียของพีกทั้ง
สอง ดงัแสดงในรูปท่ี 2.21 
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 Rs  = ค่าความสามารถในการแยก(Resolution) 
 tR1 และ tR2 = เวลาการคงไวข้องพีกท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั 
 W1 และ W2 = ความกวา้งของพีกท่ี 1 และ 2 ตามล าดบั 
 tR  = ระยะห่างระหวา่งจุดสูงสุดของพีกทั้งสอง 
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รูปที ่2.21 แสดงโครมาโทแกรมส าหรับค านวณค่าการแยก(Resolution, RS) 
 

 ถา้พีกสมมาตร RS มีค่าเท่ากบั 1.5 แสดงวา่การแยกของพีกทั้งสองลงถึงเบสไลนจ์ะมีการ
ทบักนัเพยีงประมาณ 0.3% ถือเป็นการแยกอยา่งสมบูรณ์ ถา้ RS มีค่าเท่ากบั 1.0 พกีทั้งสองจะทบั
กนับางส่วนคือประมาณ 2% และการแยกน้ีสามารถน ามาใชง้านดา้นการวิเคราะห์เชิงปริมาณได ้
ถา้ RS มีค่าเท่ากบั 0.75 พีกทั้งสองจะทบักนัมาก ไม่สามารถใชง้านดา้นวิเคราะห์เชิงปริมาณได ้ถา้ 
RS มีค่าสูงเกินไป พีกทั้งสองจะห่างกนัมาก ท าใหเ้สียเวลาและส้ินเปลืองตวัท าละลายโดยไม่
จ าเป็น ดงันั้นการแยกควรปรับสภาวะของการแยกเพื่อใหไ้ดค่้า RS ท่ีเหมาะสม 
 จะเห็นวา่ค่าความสามารถในการแยกเก่ียวขอ้งกบัเวลาการคงไวแ้ละความกวา้งของพีก 
คือ เวลาการคงไวเ้ก่ียวขอ้งกบั แฟกเตอร์ความจุ(k/) และค่าซีเลค็ติวิต้ี () ส่วนความกวา้งของพกี
เก่ียวขอ้งกบัประสิทธิภาพของคอลมัน์(N) ค่า RS จะเพิม่เม่ือ t เพิ่ม และความกวา้งของพีกตอ้ง
ลดลง จากความสมัพนัธ์ของค่าความสามารถในการแยกกบัพารามิเตอร์ดงักล่าวสามารถเขียนเป็น
สมการความสมัพนัธ์ไดด้งัน้ี 
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 จากสมการสามารถใชเ้ป็นแนวทางในการเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อใหเ้กิดการแยกท่ีดี
ท่ีสุดและใชเ้วลานอ้ย ไดส้ามวิธี คือการปรับค่าแฟกเตอร์ความจุ(k/), ค่าซีเลค็ติวิต้ี() และ จ านวน
เพลท(N) ในการท างานจะตอ้งพิจารณาดูวา่ ควรปรับพารามิเตอร์ตวัใดก่อน-หลงัเพื่อใหก้ารแยกดี
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ข้ึน ส่ิงท่ีง่ายและสะดวกคือ ควรปรับค่าแฟกเตอร์ความจุ และ ค่าซีเลค็ติวิต้ีก่อน ถา้การแยกยงัไม่ดี
จึงปรับค่าจ านวนเพลท ซ่ึงไม่สะดวกและเสียค่าใชจ่้ายสูง 
 จากสมการ เทอมท่ี 1 ประสิทธิภาพของคอลมัน์(Efficiency) เก่ียวขอ้งกบัอิทธิพลทางไค-
เนติค(kinetic effect) ท่ีมีผลต่อความกวา้งของพีกคือ N   เทอมท่ี 2 ค่าซีเลค็ติวิต้ี (selectivity) 
และเทอมท่ี 3 ค่าแฟกเตอร์ความจุ(capacity) เก่ียวกบัเทอร์โมไดนามิกส์ของสารท่ีท าการแยก คือ
ข้ึนกบัค่าการกระจายตวัของสาร (distribution coefficient, K) และปริมาตรของเฟสเคล่ือนท่ีและ
เฟสอยูก่บัท่ี พารามิเตอร์ในเทอมท่ี 2 คือ ค่าซีเลค็ติวิต้ี(selectivity,) เก่ียวขอ้งเฉพาะกบั
คุณสมบติัของสารทั้งสองชนิดเท่านั้น ส่วนพารามิเตอร์ในเทอมท่ี 3 คือ ค่าแฟกเตอร์ความจุ
(capacity,k/)เก่ียวขอ้งกบัคุณสมบติัทั้งของสารและคอลมัน์ 
 การปรับค่าประสิทธิภาพของคอลมัน์(column efficiency,N) การปรับค่า N เพื่อให้
ความสามารถในการแยกดีข้ึนนั้นเป็นทางเลือกสุดทา้ยเพราะเสียค่าใชจ่้ายสูงและไม่สะดวก การ
เพิ่มค่า N ท าโดยการเพิ่มความยาวของคอลมัน์ ท าใหพ้ีกแคบลง โดยทัว่ๆ ไปมกัจะลดค่า H 
(height equivalent of a theoretical plate) ซ่ึงค่า H น้ีมีความสมัพนัธ์กบัค่า N  คือค่า H ต ่า ค่า N จะ
สูง การลดค่า H ท าโดยการเปล่ียนอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี ลดขนาดของอนุภาคของสาร
บรรจุในคอลมัน์ ลดความหนืดของเฟสเคล่ือนท่ี (เพื่อเพิ่มอตัราการกระจายตวัของสารในเฟส
เคล่ือนท่ี ท าใหพ้ีกแคบลง) และเพิ่มอุณหภูมิของคอลมัน์ 
 ตวัอยา่งแสดงผลของการปรับค่า k/,  และ N ท่ีมีต่อ resolution ดงัในรูปท่ี 2.22 
 

 
รูปที ่2.22 โครมาโทแกรมแสดงผลของการปรับค่า k/,  และ Nท่ีมีต่อ resolution (RS)  
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 จากรูปท่ี 2.22  สามารถอธิบายผลของการปรับค่า k/,  และ N ท่ีมีต่อความสามารถใน
การแยกไดด้งัน้ี เช่น การแยกสารสองชนิด ดว้ยรีเวิร์สเฟสคอลมัน์ ใชส่้วนผสมของน ้ าและเมทา
นอล เป็นเฟสเคล่ือนท่ี เร่ิมดว้ยใชเ้มทานอลกบัน ้ าในอตัราส่วน 50:50 สารทั้งสองจะแยกดงัในรูป 
(a) ค่า k/ ท่ีไดอ้ยูใ่นช่วง 0.5 < k/<2 ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ีไม่เหมาะสม ดงันั้นจึงท าการปรับค่า k/ ก่อน
เพราะสะดวก ถา้ตอ้งการลดค่า k/ จะตอ้งเพิ่มความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี คือเพิ่มสัดส่วนของเมทา
นอลต่อน ้ าเป็น 70:30 ผลการแยกไม่ดี พีกทบักนัดงัในรูป (b) ดา้นซา้ย เพราะฉะนั้นตอ้งเพิ่มค่า k/ 
เพื่อใหก้ารแยกดีข้ึน โดยลดความแรงของเฟสเคล่ือนท่ี เป็น 35:65 การแยกดีข้ึน แต่ความสูงของพี
กลดลงมาก และใชเ้วลานาน ดงัในรูป (b) ดา้นขวา รูป (c) เป็นการปรับค่า N โดยการเพิ่มจ านวน
เพลท เช่นความยาวของคอลมัน์จาก 10 เซนติเมตร เป็น 15 เซนติเมตร ผลของการแยกพีกแคบลง 
ความสูงเพิ่มข้ึน เวลาไม่เปล่ียนไปจากเร่ิมแรก (โดยทัว่ไปการเพิ่มค่า N หรือความยาวของคอลมัน์ 
เวลาจะเปล่ียน แต่ในกรณีน้ีเขา้ใจวา่อตัราส่วนของน ้ าหนกัของสารตวัอยา่งต่ออนุภาคของคอลมัน์
ไม่เปล่ียนแปลง) รูป (d) เป็นการปรับค่า  โดยการเปล่ียนองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ีจากเม
ทา-นอลเป็นอะซิโตรไนไทล ์เช่นใช ้ 40% อะซิโตรไนไทลใ์นน ้ า ผลการแยกดีข้ึนเวลาการคงไว้
และความสูงของพีกเปล่ียนไม่มากนกั   
 การตรวจสอบระบบทีใ่ช้วเิคราะห์(System suitability) 

เ ป็นการตรวจสอบให้แน่ใจว่าระบบท่ีใช้ในการวิ เคราะห์นั้ น เหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพ  ซ่ึงการตรวจสอบน้ี  เป็นการตรวจสอบเก่ียวกบัเคร่ืองมือ  ระบบไฟฟ้า วิธีการและ
สภาวะของการทดลอง  พารามิเตอร์ท่ีใช้เพื่อท าการตรวจสอบ ไดแ้ก่ ความเท่ียง หาไดจ้ากค่า 
Relative Standard Deviation (SR) และ ค่าการแยก หาไดจ้ากจ านวนเพลททางทฤษฎี(Plate count 
or column efficiency,N) เทลล่ิง แฟกเตอร์(tailing factor,T)  และค่าความสามารถในการแยก
(Resolution ,RS)  

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์(Relative standard deviation ,SR) เป็นการตรวจสอบความ
แม่นย  าของเคร่ืองมือ ท าโดยการฉีดสารละลายของสารมาตรฐาน ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ซ ้ าๆ  กนั  ใน
กรณีท่ีก าหนด  ค่า  SR  ไม่เกิน   5%   ตอ้งค านวณจากขอ้มูลท่ีได้จากการฉีดสาร   5  คร้ัง  และถ้า
ก าหนดค่า SR เกิน  5%  ตอ้งค านวณจากขอ้มูลท่ีไดจ้ากการฉีด  0 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 
 
ค่า  SR  ข้ึนกบัความแม่นย  าของเคร่ืองมือ  ไม่สามารถท่ีจะแกใ้ห้ดีข้ึนดว้ยการปรับสภาวะ

ของการทดลอง 
  
จ านวนเพลททางทฤษฎี(Plate count or column efficiency ,N) 
เป็นการวดัประสิทธิภาพของคอลมัน์ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ มกัจะใชค่้าน้ีตรวจสอบระบบ

ท่ีใชว้ิเคราะห์(System  suitability)ในกรณีท่ีท าการวิเคราะห์สารชนิดเดียวเป็นการบอกถึงความ
แหลมของพีก ค่าน้ีมีความส าคญัในกรณีท่ีท าการวิเคราะห์สารท่ีมีปริมาณนอ้ยๆ 

 ค่า N หาไดจ้ากสูตร 

  N = 16 
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ค่าความสามารถในการแยก(Resolution, RS) 

เป็นค่าท่ีบอกให้ทราบว่าพีกสองพีกท่ีอยู่ติดกนัแยกออกจากกนัดีเพียงใด  ซ่ึงการแยกน้ี
จะตอ้งพิจารณาทั้งระยะเวลาท่ีสารเคล่ือนผา่นคอลมัน์และความกวา้งของพีกทั้งสอง  ค่าน้ีบอกถึง
ประสิทธิภาพของระบบการแยกเพื่อใหแ้น่ใจว่า   สารมาตรฐานภายในแยกออกจากสารท่ีตอ้งการ
วิเคราะห์ การแยกท่ีสมบูรณ์ มีค่า  RS   =  1.5  แต่ค่า  RS   =  0    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
มากกว่า   0  พีกจะไม่สมมาตร  คือพีกเป็นหางท าให้การตรวจวดัและผลการวิเคราะห์ไม่น่าเช่ือถือ 
ถา้ T > 2.0 แสดงวา่คอลมัน์มีประสิทธิภาพต ่า 



 31 

 ค่า T หาไดจ้ากสูตร 

  T = 
f

W

2

05.0  

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

ดา้นหนา้ ค่าน้ีวดัท่ี  5 % ของความสูงจากเบสไลน ์
 

 
รูปที2่.23 แสดงความไม่สมมาตรของพีก(asymmetrical peak) 

 
การตรวจสอบเหล่าน้ี  หาไดจ้ากการรวบรวมขอ้มูลจากการฉีดสารละลายมาตรฐาน  หรือ

สารละลายของสารอ่ืนๆ ท่ีก าหนด หรือหาค่าระบบท่ีใชว้ิเคราะห์(System suitability) ไดจ้ากสารท่ี
ท าการวิเคราะห์  บางคร้ังในการวิเคราะห์อาจจะไม่ไดค่้าระบบท่ีใช้วิเคราะห์ตามท่ีก าหนด  ซ่ึง
สามารถท่ีจะปรับปรุงแกไ้ขค่าพารามิเตอร์ต่างๆ  ได ้ เช่นค่า  T ท าโดยการเปล่ียนส่วนประกอบของ
เฟสเคล่ือนท่ี เป็นตน้ 

 
การวเิคราะห์เชิงคุณภาพ(Qualitative Analysis)  

HPLC เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกสารเพื่อตรวจเอกลกัษณ์  วดัปริมาณและสามารถแยกเก็บสาร
แต่ละชนิดท่ีแยกออกมาได ้การตรวจเอกลกัษณ์ของสารท่ีแยกออกมาได ้ท าไดโ้ดยเปรียบเทียบค่า 
เวลาการคงไวก้บัสารมาตรฐานโดยสารตวัอย่างและสารมาตรฐานจะตอ้งท าการวิเคราะห์โดยมี
สภาวะต่างๆ  เหมือนกนั  เช่น  อุณหภูมิ ชนิดของคอลมัน์ ชนิดและอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี 
เป็นตน้  สารท่ีใหค่้าเวลาการคงไวต่้างกนัภายใตก้ารวิเคราะห์สภาวะเดียวกนั  แสดงว่าเป็นสารต่าง
ชนิดกนั อยา่งไรกดี็ สารท่ีใหค่้าเวลาการคงไวเ้ท่ากนัอาจเป็นสารต่างชนิดกนักไ็ด ้จะตอ้งวิเคราะห์
เพิ่มเติม เพื่อเพิ่มความมัน่ใจ โดยวิธีการดงัน้ี 
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1. ท าการวิเคราะห์ใหม่โดยเปล่ียนชนิดของคอลมัน์ หรือ ชนิดของเฟสเคล่ือนท่ี 
2. ท าการวิเคราะห์สารตวัอยา่งเดิมโดยใชเ้ทคนิคอ่ืน  
3. น าส่วนท่ีแยกไดจ้าก HPLC ไปท าการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคอ่ืน 

 
เทคนิคที่ใช้ในการตรวจเอกลกัษณ์ของสาร 

1. เปรียบเทียบเวลาการคงไวร้ายละเอียดดงักล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 
2. เปรียบเทียบปริมาตรการคงไว ้ถา้สารตัวอย่างให้ปริมาตรการคงไว้ต่างจากสาร

มาตรฐานเม่ือท าการวิเคราะห์ภายใตส้ภาวะเดียวกนั ก็แสดงว่าเป็นสารต่างชนิดกนั  แต่ถา้ปริ-
มาตรการคงไวเ้ท่ากนั สารตวัอยา่งกอ็าจเป็นสารชนิดเดียวกบัสารมาตรฐาน 

3. เปรียบเทียบเวลาการคงไวส้ัมพทัธ์กบัสารมาตรฐานชนิดอ่ืนท่ีใหค่้าเวลาการคงไวไ้ม่
ตรงกนั  เช่น  ตอ้งการตรวจเอกลกัษณ์ของสารตวัอยา่งว่าเป็นโคเคอีนหรือไม่  ก็อาจใช ้ โคดีอีนเป็น
สารมาตรฐานชนิดท่ีสอง  โดยเติมโคเดอีนลงในสารมาตรฐานโคเคอีนและลงในสารตวัอยา่งดว้ย 
ฉีดสารผสมทั้งสองเขา้  HPLC  สารผสมละ   0  –   5  คร้ัง  เปรียบเทียบอตัราส่วนเวลาการคงไวข้อง 
โคเคอีนกบัโคเดอีน และของสารตวัอย่างกบัโคเดอีน ถา้อตัราส่วนทั้งสองต่างกนั  แสดงว่าสาร
ตวัอยา่งไม่ใช่โคเคอีน แต่ถา้เท่ากนัสารตวัอยา่งอาจเป็นโคเคอีนตอ้งเพิ่มความมัน่ใจโดยวิธีต่างๆ 
ตามท่ีกล่าวมาแลว้ขา้งตน้ 

4. การเติม(Spiking) ในกรณีน้ีวิเคราะห์ดว้ย  HPLC  แลว้แยกได้   5  พีก  ถา้ทราบว่าสาร
ตวัอย่างเป็นสารผสมของ  A  และ  B  แต่อยากทราบว่าพีกใดเป็นของ  A  พีก  ใดเป็นของ  B  ก็ท  าได้
โดยเติมสารมาตรฐาน A  หรือ  B  ลงไป  เช่น  ถา้เติมสาร  A  ลงไป  พีกท่ีมีพื้นฐานมากหรือสูงข้ึนก็
แสดงวา่เป็นพีกของสาร A ดงัรูป 2.24 
 

 
 

รูปที ่2.24 แสดงการวิเคราะห์พีกดว้ยเทคนิคการเติม(spiking) 
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การวิเคราะห์เชิงปริมาณ(Quantitative Analysis)  
หลงัจาก  HPLC  แยกสารออกมาเป็นพีกต่างๆ ปริมาณของสารในแต่ละพีกก็สามารถ

ค านวณไดด้งัน้ี 
1. โดยวดัความสูงของพีก  เทียบกบัความสูงของพีกของสารมาตรฐานท่ีทราบปริมาณท่ี

ฉีดเขา้ไป เน่ืองจากความสูงของพีกจะแปรตามปริมาณของสารท่ีผา่นเขา้ไปในเคร่ืองตรวจวดั  
ความสูงของพีก(H) วดัระยะจากเบสไลนถึ์งจุดสูงสุดของพีก ดงัแสดงท่ีพีกท่ี 2 ในรูปท่ี 

2.25 การวดั H ท าไดง่้ายและสะดวกโดยใชไ้มบ้รรทดัหรือนบัช่องตารางในกระดาษ หรือไดจ้าก 
คอมพิวเตอร์ซ่ึงต่อกบัเคร่ืองตรวจวดั กรณีท่ี เบสไลน์ดริฟสามารถแกไ้ขโดยลากเสน้เบสไลน์จาก
จุดท่ีเร่ิมตน้ถึงจุดส้ินสุดของพีก ดงัแสดงท่ีพีก  0 และ  0 ในรูปท่ี 2.25 อยา่งไรกดี็ ถา้ตอ้งการให้
ค่าท่ีวิเคราะห์ไดมี้ความเท่ียงดี เบสไลนค์วรอยูใ่นแนวราบ ดงัแสดงท่ีพีก  5  

 

 
 

รูปที ่2.25  การวดัความสูงของพีก 
 
เม่ือใชว้ิธีน้ีตอ้งควบคุมไม่ใหอ้ตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเปล่ียนเน่ืองจากจะมีผลต่อ

การเปล่ียนรูปร่างของพีก ซ่ึงท าใหค้วามสูงของพีกเปล่ียนไป นอกจากน้ีวิธีน้ีหา้มใชก้บัพีกท่ีมีหาง 
พีกท่ีมีลกัษณะกวา้ง เพราะจะท าใหท่ี้ค านวณไดไ้ม่ถูกตอ้ง 

2. โดยวดัพื้นท่ีพีก ของสารตวัอยา่งกบัพื้นท่ีพีกของสารมาตรฐานท่ีทราบปริมาณท่ีฉีด
เขา้ไป วิธีน้ีใหผ้ลแม่นย  า่กวา่วิธีแรก  

การหาพื้นท่ีพีกท าไดห้ลายวิธี ดงัน้ี 
1. ค านวณจากความสูงของพีก(H) ความกวา้งของพีกท่ีคร่ึงหน่ึงของความสูง 

(W) วิธีน้ีเหมาะส าหรับพีกท่ีมีรูปร่างใกลเ้คียงกบัการกระจายแบบเกาส์เซียนดงัแสดงในรูปท่ี 2.26  
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รูปที ่2.26  การค านวณพื้นท่ีของพีก โดยใชค้วามสูงของพีก(H) คูณกบัความกวา้งของพีกท่ี 
    คร่ึงหน่ึงของความสูง(W)  

 
2. ตัดพีกแล้วชั่งน ้ าหนักอย่างละเอียด  เทียบกับน ้ าหนักของพีกของสาร

มาตรฐาน วิธีน้ีไม่ค่อยนิยมใช ้
3. ใช้เคร่ืองคอมพิวเตอร์ค านวณ  วิธีน้ีให้ผลแม่นย  ากว่า   5  วิธีข้างต้น และ

ประหยดัเวลา แต่ตอ้งเสียค่าใชจ่้ายส าหรับเคร่ืองมือดงักล่าว 
 
เทคนิคที่ใช้ในการวเิคราะห์หาปริมาณของสารตัวอย่าง 

เม่ือผูว้ิเคราะห์ทราบความสูงหรือพื้นท่ีพีกของสารมาตรฐานแลว้  ตอ้งน ามาท ากราฟ
มาตรฐานเพื่อใชใ้นการค านวณหาปริมาณของสารตวัอยา่ง เทคนิคท่ีใชใ้นการวิเคราะห์หาปริมาณ
ของสารตวัอยา่งมีดงัน้ี 

1. Internal standard technique 
การวิเคราะห์วิธีน้ีท าโดยเติมสารท่ีต่างชนิดกบัสารตวัอยา่ง(internal standard)  ลงไปใน

สารตวัอยา่งและสารมาตรฐานในปริมาณท่ีเท่ากนัก่อนน าไปฉีด ปริมาณท่ีใชค้วรให้พีกท่ีมีขนาด
ใกลเ้คียงกบัสารท่ีตอ้งการจะวิเคราะห์ในสารตวัอยา่ง  

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

เทคนิคน้ีมีขอ้ดีท่ีสารต่างๆ  ท่ีเป็นองคป์ระกอบของสารตวัอย่างไม่จ าเป็นท่ีจะตอ้งถูกชะ 
ออกมาหมดทุกตวั  เพียงแต่สารท่ีตอ้งการจะวิเคราะห์และสารมาตรฐานภายในท่ีเติมลงไปถูกชะ
ออกมาหมดกพ็อแลว้ 

2. External standard technique 
การวิเคราะห์วิธีน้ีท าโดยฉีดสารละลายสารมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ กนัโดยปริมาตร

ตอ้งเท่ากนัและแม่นย  า  วดัพื้นท่ีใตพ้ีก  และน าพื้นท่ีใตพ้ีกท่ีกล่าวมาพลอตกบัความเขม้ขน้ของสาร
มาตรฐานจะไดก้ราฟมาตรฐานจากนั้นฉีดสารตวัอย่างปริมาตรท่ีเท่ากบัท่ีฉีดสารมาตรฐาน  วดั
พื้นท่ีใตพ้ีกน ามา หาค่าท่ีกราฟมาตรฐานทราบปริมาณในสารตวัอยา่ง 

วิธีน้ีไม่ถูกตอ้งเท่า Internal standard technique และจะใหผ้ลดีต่อเม่ือมีปัจจยัดงัน้ี 
(1) ปริมาตรสารมาตรฐาน  และสารตวัอย่างท่ีฉีดในแต่ละคร้ังตอ้งเท่ากนัและ

ตอ้ง แม่นย  า 
(2) เวลาการคงไวข้องสารแต่ละตวัมีค่าคงท่ี 
(3) การท างานของคอลมัน์ และการตอบสนองของดีเทคเตอร์ตอ้งคงท่ีตลอดการ

วิเคราะห์  
(4) การหาค่าพื้นท่ีใต้พีกของสารตัวอย่างต้องใช้กราฟมาตรฐานช่วงท่ีเป็น

เส้นตรง  
วิธีน้ีสะดวกกวา่ Internal standard technique  ตรงท่ีไม่ตอ้งหาสารมาตรฐานภายในซ่ึงการ

หาชนิดท่ีเหมาะสมท าไดย้ากถา้มีพีกหลายพีกในสารตวัอยา่ง  
3. Area percent technique 
วิธีน้ีไม่ตอ้งท ากราฟมาตรฐานใชใ้นกรณีท่ีตอ้งการทราบอตัราส่วนของสารแต่ละอยา่งใน

ของผสม เช่น  ในการวิเคราะห์หาสารปนเป้ือนในสารตวัอยา่งในธรรมชาติเทียบกบัองคป์ระกอบ
หลกัหรือ วิเคราะห์ผลิตภณัฑท์างปิโตรเคมี ซ่ึงมีไฮโดรคาร์บอนด์หลายชนิด  วิธีน้ีจะใชใ้นกรณี
ดงัน้ี  

(1) สารแต่ละอยา่งในของผสมตอบสนองเคร่ืองตรวจวดัเท่าๆ กนั  
(2) สารมาตรฐานท่ีใชเ้ปรียบเทียบมีจ านวนจ ากดั 

การวิเคราะห์วิธีน้ีท าโดยฉีดสารตัวอย่างเขา้เคร่ือง HPLC  วดัพื้นท่ีของแต่ละพีก  น า
ผลรวมของทั้งหมดมาใชค้  านวณหาเปอร์เซ็นตข์องสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ในสารตวัอยา่ง  
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4. Standard addition technique แบ่งเป็น 2 วิธี 
  4.1 เป็นเทคนิคระหว่าง internal standard กบั External standard จะใชต่้อเม่ือดี-
เทคเตอร์ตอบสนองเป็นเสน้ตรง ใชว้ิเคราะห์เม่ือสารตวัอยา่งมีเพียง 2-3 ตวัอยา่ง โดยมีขั้นตอนใน
การวิเคราะห์ดงัน้ี 
  (1) น าสารตวัอยา่งมาวิเคราะห์ 
 

 
 

รูปที ่2.27 (a) แสดงโครมาโทแกรมของสารตวัอยา่ง  
 

  (2) น าสารตวัอยา่งมาเติมสารมาตรฐานตวัท่ีตอ้งการวิเคราะห์โดยทราบปริมาณท่ี
แน่นอน แลว้น าไปวิเคราะห์ 

 
 

รูปที ่2.27 (b) แสดงโครมาโทแกรมของสารตวัอยา่งท่ีเติมสารมาตรฐาน  
 
 เช่น ถา้ตอ้งการหาปริมาณของพีก 2 และ 3 กใ็หเ้ติมสารมาตรฐานของตวัท่ี 2 และ 3 ลง
ไป 
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 ในท านองเดียวกนั unknown 3 กส็ามารถหาไดเ้ช่นกนั จะเห็นวา่วิธีการน้ี สารตวัท่ี 1 ท า
หนา้ท่ีคลา้ยสารมาตรฐานภายใน 
 4.2 Standard addition calibration curve ใชส้ารมาตรฐานของ unknown เตรียมหลายๆ 
ความเขม้ขน้ แลว้ทุกๆความเขม้ขน้เติม unknown ลงไปปริมาณท่ีเท่ากนั เม่ือน าไปวิเคราะห์แลว้
ใหพ้ลอตกราฟระหวา่งพื้นท่ีพีกกบัปริมาณสารมาตรฐาน จากนั้นหาปริมาณ unknown ได ้ 2 วิธี 
คือ 
  4.2.1 ลากเสน้ตรงต่อจากเคอร์ฟมาตดัแกน –x ขนาดท่ีอ่านไดท่ี้แกน –x คือ 
ปริมาณของ unknown (คิดค่าเป็นบวก) 
  4.2.2 จากจุดตดัแกน y ใหน้ าค่าท่ีเท่ากนัทบข้ึนไปทางดา้นบนของแกน y แลว้
ลากมาตดักบัเสน้เคอร์ฟมาตรฐาน จากนั้นอ่านค่าท่ีไดบ้นแกน x 

 
 

รูปที ่2.28 การหาปริมาณ unknown โดยวิธี Standard addition calibration curve  
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 การเตรียมเฟสเคลื่อนที่ ปัญหาท่ีเกิดเก่ียวกบัเฟสเคล่ือนท่ีคือ  การมีสารปนเป้ือน  สารท่ี
เติมในตวัท าละลาย(additive) มีฝุ่ นผง หรือการละลายของอากาศ  

ส่ิงส าคญัในการเตรียมเฟสเคล่ือนท่ีคือจะตอ้งพิจารณาถึงคุณภาพของตวัท าละลายและ
ของเกลืออินทรียท่ี์ใชเ้ตรียมบฟัเฟอร์จะตอ้งปราศจากสารปนเป้ือน เพราะสารปนเป้ือนเหล่าน้ีจะ
ไปติดตรงส่วนตน้ของคอลมัน์หรือบนพื้นผิวของคอลมัน์  ท าให้เบสไลน์ไม่เรียบ  เกิดพีกท่ีไม่
ตอ้งการ  และ  เวลาการคงไวข้องสารเปล่ียนไป  หรือในกรณีท่ีตอ้งการเก็บสารละลายท่ีถูกพา
ออกมาไปท าการวิเคราะห์วิธีอ่ืน  จะตอ้งแยกสารปนเป้ือนออก มิฉะนั้นจะท าให้ตวักรองในป๊ัม 
และท่อต่างๆ ตนัได ้ 

ปัญหาหลกัท่ีเกิดใน  HPLC คือฟองอากาศในเฟสเคล่ือนท่ี  ฟองอากาศอาจเขา้ไปในป๊ัม 
ในเซลลข์องเคร่ืองตรวจวดั  หรือส่วนอ่ืนๆ  ของเคร่ือง  ถา้เขา้ไปในป๊ัมจะท าให้การไหลของเฟส
เคล่ือนท่ีไม่สม ่าเสมอ และถา้เป็นฟองขนาดใหญ่ จะท าใหเ้ฟสเคล่ือนท่ีหยดุไหล  ถา้ฟองอากาศเขา้
ไปในเซลลข์องเคร่ืองตรวจวดั ท าให ้เบสไลนไ์ม่เรียบ หรืออาจใหค่้าการดูดกลืนรังสีสูง ในกรณีท่ี
ใชเ้คร่ืองตรวจวดัแบบยวูีออกซิเจนท่ีละลายในเฟสเคล่ือนท่ี จะรบกวนการตรวจวดัค่าดูดกลืนรังสี
ในช่วงความยาวคล่ืนสั้นเน่ืองจากออกซิเจนดูดกลืนรังสีไดดี้ในช่วงความยาวคล่ืนต ่ากว่า   566  nm 
การขจดัฟองอากาศท าโดยการไล่ดว้ยสูญญากาศ(vacuum), เคร่ืองอลัตร้าโซนิค, กรองดว้ยเมมแบ
รน หรือผา่นก๊าซเฉ่ือย เช่น ฮีเล่ียม เป็นตน้  ในทางปฏิบติัเม่ือบรรจุเฟสเคล่ือนท่ีลงในภาชนะบรรจุ
จะสัมผสักบัอากาศอีก  ดงันั้นในกรณีท่ีฟองอากาศหรือออกซิเจนในเฟสเคล่ือนท่ีมีผลต่อการ
วิเคราะห์มาก  จะตอ้งท าการไล่อากาศทุกชัว่โมงหรือผา่นก๊าซฮีเลียมชา้ๆ  ไปในเฟสเคล่ือนท่ีขณะ
ท าการวิเคราะห์ ขอ้ควรระวงัในการไล่อากาศคือตอ้งไม่ท าใหส่้วนผสมของเฟสเคล่ือนท่ีเปล่ียน 

ตวัท าละลายชนิดรีเอเจนทเ์กรด(reagent grade) จะมีสารปนเป้ือนในหลายระดบั  ซ่ึงไม่
เหมาะท่ีจะใชก้บังาน HPLC ในระยะยาว  สารปนเป้ือนบางอยา่งอาจมาจากการเติมสารแอนติออก
ซิเดนท(์antioxidants) ดงันั้นตวัท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีจะน ามาใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ีควรเป็นเกรด 
HPLC 

น ้ากลัน่หรือน ้ า  ปราศจากไอออนมกัจะมีสารอินทรียป์นเป้ือนอยูด่ว้ย  เม่ือใชใ้นระยะยาว
จะมีปัญหาเกิดข้ึนกบัคอลมัน์ชนิดรีเวิร์สเฟสเพราะเฟสอยูก่บัท่ีเป็นพวกไม่มีขั้วจะจบัสารอินทรีย์
เหล่าน้ีไวบ้นพื้นผิว  ท าให้ลกัษณะของเฟสอยู่กับท่ีเปล่ียนไป  และบางคร้ังท าให้เกิดพีกท่ีไม่
ตอ้งการ  การท าน ้ าให้บริสุทธ์ิโดยการกลัน่หรือโดยการกรองผ่าน  Millipore system ซ่ึง
ประกอบดว้ย  carbon filters, mixed – bed, ion – exchange และกระดาษกรองขนาด   6.5  m 
ตามล าดบั วิธีน้ีเป็นการแยกของสารปนเป้ือนชนิดอินทรีย ์อนินทรีย ์และอนุภาคออกจากน ้า 

สารปนเป้ือนในตวัท าละลายอ่ืนๆ  นอกจากน ้ ามกัจะมีผลต่อการแยกและการตรวจวดั 
หรือทั้งสองอยา่ง ตวัท าละลายประเภท  คลอริเนเตท ไฮโดรคาร์บอน(chlorinated hydrocarbon) 
เช่น  ไดคลอโรมีเทน(dichloromethane) และ ไตรคลอโรมีเทน(trichloromethane)   มกัจะเติมเมทา
นอลหรือ  เอทานอลเป็นตวักลางป้องกนัการเกิดออกซิเดชนั ซ่ึงอลักอฮอลน้ี์จะเพิ่มความมีขั้ว
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ให้กบัเฟสเคล่ือนท่ี  ท าให้  เวลาการคงไวข้องสารลดลงและความเขม้ขน้ของ  อลักอฮอล์ท่ีเติมน้ี
มกัจะไม่เท่ากนัในแต่ละคร้ัง ดงันั้นท าใหผ้ลวิเคราะห์ไม่คงท่ี ซ่ึงสามารถแยกตวักลางออกโดยการ
กรองผา่นคอลมัน์อะลูมินาหรือสกดัออกดว้ยน ้ าแลว้ท าให้ปราศจากน ้ าก่อนน าไปใช ้ ส่วนตวัท า
ละลาย  คลอริเนเตท ไฮโดรคาร์บอนท่ีไม่เติมตวักลางจะมีการสลายตวั อยา่งชา้ๆ  เกิดกรดไฮโดร-
คลอริก ซ่ึงจะท าลายท่อสแตนเลสต่างๆของเคร่ือง  และอตัราการสลายตวัจะเพิ่มข้ึนเม่ืออยูร่วมกบั
ตวัท าละลายอ่ืน  

ในกรณีท่ีใช ้ยวูี ดีเทคเตอร์ จะตอ้งพิจารณาค่าการดูดกลืนรังสีในช่วงยวูีของเฟสเคล่ือนท่ี 
ซ่ึงค่าการดูดกลืนรังสีจะเพิ่มข้ึน เม่ือความยาวคล่ืนลดลง โดยพิจารณาจากค่า UV cut-off ของตวั
ท าละลาย ท่ีเป็นตวับอกใหท้ราบวา่ ท่ีความยาวคล่ืนต ่ากวา่น้ี ตวัท าละลายจะใหค่้าการดูดกลืนรังสี
เท่ากบั 1 หรือสูงกว่า 1 AU เม่ือใชเ้ซลลข์นาด 1 cm ตวัท าละลายพวกอะลิฟาติก ไฮโดรคาร์บอน 
จะมี UV cut-off  ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 210 nm ตวัท าละลายชนิดมีขั้วท่ีดีท่ีสุดส าหรับใช้
ในช่วงความยาวคล่ืนต ่า ไดแ้ก่ เมทานอล และ อะซิโตรไนไทล ์ซ่ึงมี UV cut off ท่ี 205 และ 190 
nm ตามล าดบั นอกจากน้ียงัตอ้งพิจารณาคุณสมบติัอยา่งอ่ืนของตวัท าละลาย เช่น ความหนืด, ค่า
ดชันีการหกัเหของแสง, ค่าความดนัไอ, จุดวาบไฟ กล่ินและความเป็นพิษ 

การผสมตวัท าละลายเพื่อใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ี  ท าโดยการแยกกนัตวงปริมาตรของตวัท า
ละลายแต่ละชนิด แลว้มาผสมรวมกนั เน่ืองจากเม่ือผสมกนัแลว้ปริมาตรจะเปล่ียนไป เช่น ถา้ผสม 
เมทานอล 50 mL   กบัน ้ า   56  mL ปริมาตรรวมจะไดเ้พียง   90  mL   ซ่ึงเป็นส่วนผสมในอตัรา   0  :   0 
แต่ถา้เตรียมเฟสเคล่ือนท่ี  โดยการตวงปริมาตรของตวัท าละลายเมทานอลลงในขวดตวง  แลว้ปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ า  เฟสเคล่ือนท่ีท่ีไดจ้ะไม่ใช่ส่วนผสมในอตัรา  1 : 1 การไล่อากาศของเฟสเคล่ือนท่ี
ท่ีมีตวัท าละลายท่ีระเหยได้  อาจท าให้ส่วนผสมของเฟสเคล่ือนท่ีเปล่ียนไป ดงันั้นเม่ือใช ้ ดีเทค-   
เตอร์ชนิดวดัดัชนีการหักเหของแสง จะตอ้งท าการตรวจสอบและควบคุมส่วนผสมของเฟส
เคล่ือนท่ีใหค้งท่ี 

การวดั  pH  ของเฟสเคล่ือนท่ี  ให้วดัค่า  pH ท่ีแทจ้ริงของสารละลายท่ีเป็นน ้ า  การเตรียม
เฟสเคล่ือนท่ีมกัจะละลายพวกเกลือของบฟัเฟอร์ในน ้ าตามความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ  ปรับ  pH  แลว้
ผสมใหเ้ขา้กนักบัตวัท าละลายอินทรียใ์นสดัส่วนปริมาตร : ปริมาตร 

ถา้วดั  pH  ในสารละลายผสมของน ้ ากบัตวัท าละลายอินทรีย ์ เรียกว่า  “appearance pH”  ซ่ึง
ค่าน้ีจะเพิ่มข้ึนเม่ือปริมาณของตวัท าละลายอินทรียเ์พิ่มข้ึน 
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 การรักษาคอลมัน์ที่ใช้ใน HPLC  
อายกุารใชง้านของคอลมัน์จะยาวนานข้ึนถา้รู้จกัวิธีใชแ้ละรักษา คือ 

1. ไม่ควรใชต้วัท าละลายท่ีกดักร่อน เลือก  pH  ของเฟสเคล่ือนท่ีให้เหมาะสม 
เกลือและตวัท าละลายท่ีใชจ้ะตอ้งมีความบริสุทธ์ิสูง 

2. ไม่ควรเปล่ียนอตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีหรือความดนัอยา่งรวดเร็วโดย
ตอ้งค่อยๆ เพิ่มจากนอ้ยไปหามาก 

3. ไม่ควรปล่อยใหเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีพวกเกลืออนินทรียเ์หลือคา้งอยูใ่นคอลมัน์ 
ตอ้งลา้งออกดว้ยน ้าเพื่อป้องกนัการตกตะกอน การเกิดเช้ือรา หรือแบคทีเรียในคอลมัน์ 

4. ไม่ควรท าคอลัมน์ตก  หรือกระเทือนอย่างแรง  หรือเปล่ียนอุณหภูมิของ
คอลมัน์อยา่งรวดเร็ว  

5. ควรให้เฟสเคล่ือนท่ีไหลไปตามทิศทางของการบรรจุคือตามลูกศร  และไม่
ควรลา้งคอลมัน์ในทิศทางกลบัการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี เพราะจะท าใหค้อลมัน์เสียได ้ 

6. ในกรณีท่ีเก็บคอลมัน์โดยท าให้ชุ่มดว้ยเมทานอลเม่ือจะใชบ้ฟัเฟอร์เป็นเฟส
เคล่ือนท่ี จะตอ้งลา้งคอลมัน์ดว้ยน ้าก่อน จึงจะใชบ้ฟัเฟอร์ 

7. สารละลายตวัอยา่งท่ีจะฉีดเขา้คอลมัน์จะตอ้งกรองใหใ้สก่อนฉีด 
 
 การเกบ็รักษาคอลมัน์ 

ในกรณีท่ีจะเก็บคอลมัน์ไวน้านๆ  จะตอ้งลา้งคอลมัน์ดว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะสม  และ
ตอ้งให้ปลายคอลมัน์ทั้งสองดา้นเปียกชุ่มดว้ยตวัท าละลาย  เพื่อป้องกนัคอลมัน์แห้ง ไม่ควรเก็บ
คอลมัน์ท่ีท าให้ชุ่มดว้ยน ้ า  เพราะจะท าให้เกิดเช้ือรา  ควรเก็บใน  56   % ตวัท าละลายอินทรีย ์ เพื่อ
ป้องกนัเช้ือรา  ไม่ควรเก็บคอลมัน์โดยท าให้เปียกชุ่มดว้ยบฟัเฟอร์  เพราะจะตกตะกอนท าให้เกิด
การอุดตนัในคอลมัน์  ส่วนมากบริษทัท่ีจ าหน่ายคอลมัน์มกัจะให้ขอ้แนะน าในการเก็บรักษา
คอลมัน์ซ่ึงแนวทางการเกบ็คอลมัน์ในตวัท าละลายท่ีเหมาะสมดงัตารางท่ี 2.3 

 
ตารางที่ 2.3 แสดงชนิดของตวัท าละลายท่ีใชใ้นการเกบ็คอลมัน์ 

ชนิดของคอลมัน์ ตวัท าละลายท่ีใชเ้กบ็ 
Reversed Phase 
Normal Phase 
Ion Exchange 
Non aqueous SEC 
Aqueous SEC 

Acetonitrile, Methanol or Methanol / Water mixtures  
Hexane 
50% Methanol / Water 
Normal Eluent 
0.01 M Sodium Azide 
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การเตรียมและท าความสะอาดสารตัวอย่าง  
สารตวัอยา่งท่ีวิเคราะห์ดว้ย HPLC มาจากหลายแหล่ง และสารตวัอยา่งส่วนมากไม่ใช่สาร

บริสุทธ์ิมนัจะมีสารปนเป้ือนต่างๆ  กนั  เช่น  สารตวัอย่างยามีพวกสารช่วยท่ีมีการละลายแตกต่าง
กนั  สารตวัอย่างจากของเหลวในร่างกาย มีพวกโปรตีน  เกลือ  และพวกสารอินทรีย ์ ท่ีมีสภาพขั้ว
ต่างๆ กนั จึงจ าเป็นตอ้งแยกสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ออกจากส่ิงปนเป้ือนต่างๆ 

การเตรียมสารตวัอยา่ง  เพื่อใหส้ารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ละลายในตวัท าละลายท่ีเหมาะสม 
ไม่มีสารรบกวนและมีความเขม้ขน้พอเหมาะท่ีจะตรวจวดัได ้ เหตุผลท่ีตอ้งเตรียมสารตวัอย่าง
เน่ืองจาก 

1. สารตวัอยา่งละลายในตวัท าละลายท่ีมีความแรงกว่าเฟสเคล่ือนท่ี  ท าให้การ
แยกไม่ดี หรืออาจท าลายคอลมัน์  

2. การวิเคราะห์สารท่ีมีปริมาณน้อยๆ  จ าเป็นต้องเตรียมให้มีความเข้มข้น
พอเหมาะท่ีจะตรวจวดัได ้

3. ตวัอยา่งท่ีซบัซอ้น เช่น สารตวัอยา่งจากของเหลวในร่างกาย  มกัจะมีโปรตีน 
และสารอินทรียต์อ้งแยกสารเหล่าน้ีออกก่อน  เพื่อป้องกนัพีกของสารเหล่าน้ีทบักบัพีกของสารท่ี
ตอ้งการวิเคราะห์ 

4. ในสารตวัอยา่ง  อาจมีสารท่ีท าลายคอลมัน์ตอ้งแยกออกก่อน  เพื่อให้อายกุาร
ใชง้านของคอลมัน์นานข้ึน  

วิธีการเตรียมสารละลายตวัอย่าง  ควรละลายตวัอย่างในเฟสเคล่ือนท่ี  ถา้ใชต้วัท าละลาย
อ่ืนท่ีไม่เฟสเคล่ือนท่ี จะตอ้งทดสอบวา่เม่ือฉีดสารตวัอยา่งเขา้คอลมัน์แลว้ จะไม่ตกตะกอนในเฟส
เคล่ือนท่ี  ท าการทดสอบโดยการฉีดสารละลายตวัอย่างในปริมาตรเท่าท่ีจะฉีดเขา้คอลมัน์ลงใน
เฟสเคล่ือนท่ีท่ีบรรจุหลอดแกว้  สังเกตดูว่ามีตะกอนเกิดหรือไม่  ถา้มีการตกตะกอนไม่สามารถฉีด
สารละลายตวัอย่างนั้นเขา้คอลมัน์เพราะจะท าให้เกิดการอุดตนัตรงส่วนตน้ของคอลมัน์ตอ้ง
เปล่ียนตวัท าละลาย  ถา้ตวัท าละลายท่ีใชล้ะลายตวัอย่างมีความแรงมากกว่าเฟสเคล่ือนท่ี  ควรฉีด
ปริมาตรนอ้ยๆ  มิฉะนั้นจะท าให้การแยกไม่ดี  อาจเกิดพีกท่ีมีไหล่ และจ าเป็นตอ้งใชต้วัท าละลาย
อ่ืนละลายตวัอย่าง  ควรเลือกตวัท าละลายท่ีมีความแรงอ่อนกว่าเฟสเคล่ือนท่ีเหมาะส าหรับสาร
ตวัอยา่งท่ีเจือจางและสามารถฉีดปริมาตรมากได[้15],[16] 
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2.6 งานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 
 1. Trevor M. Letcher และคณะ [17] ไดห้าค่าสมัประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัต์
(Activity coefficients at infinite dilution,13

 ; เม่ือ 1 คือตวัถูกละลาย และ 3 คือตวัท าละลาย) 
ของตวัถูกละลายท่ีมีขั้วและไม่มีขั้วใน 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม-2-(2-เมทอกซี เอทอกซี) 
เอทิล ซลัเฟต โดยใชเ้ทคนิคแก๊สลิควิดโครมาโทกราฟี ไดมี้การตรวจสอบอนัตรกิริยาท่ีบริเวณ
รอยต่อของของเหลวกบัแก๊สระหวา่งตวัถูกละลายและตวัท าละลาย โดยการปรับเปล่ียนปริมาณ
ของเหลวท่ีเป็นตวัท าละลายบนคอลมัน์ ไดมี้การหาค่าการคงไวจ้ากตวัถูกละลายและแก๊สตวัพา
เพื่อใชใ้นการค านวณค่าสมัประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัต ์ ในงานวิจยัน้ีไดมี้การหาค่า
สมัประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัตข์องอลัเคน(Alkane), อลัคีน(Alk-1-enes), อลัไคน(์Alk-
1-ynes) ไซโคลอลัเคน(Cycloalkanes), อะโรมาติก ไฮโดรคาร์บอน(Aromatic hydrocarbon) 
คาร์บอนเตตระคลอไรด(์Carbon tetrachloride) และเมทานอล(Methanol) ในไอออนิก ลิควิด ท่ี
อุณหภูมิ 298.15, 303.15 และ 308.15 K ซ่ึงงานวิจยัน้ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ีไดท้  ามาก่อนหนา้น้ี 
แต่ในงานวจิยัก่อนหนา้น้ีไดใ้ชไ้อออนิก ลิควิด 4 ชนิด ไดแ้ก่ 1-เมทิล-3-ออกทิลอิมมิดาโซเลียม 
คลอไรด(์1-methyl-3-octylimidazolium chloride), 1-เฮกซิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เตตระฟอูอโร
บอเรท(1-hexyl-3-methylimidazolium tetrafluorborate), 1-เฮกซิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม เฮกซะ
ฟอูอโรฟอสเฟต(1-hexyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate) และ 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิ-
ดาโซเลียมบิสไตรฟอูอโรเมทิลซลัโฟนิลอิมไมด[์1-ethyl-3-methylimidazolium bis (trifluoromet- 
hylsulfonyl)imide] ผลท่ีไดถู้กใชใ้นการท านายศกัยภาพของตวัท าละลายส าหรับการแยกเฮกเซน
(Hexane)และเบนซีน(Benzene)จากค่าจ าเพาะท่ีค านวณได ้ ค่าสมัประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจาง
อนนัตท่ี์ไดถู้กน ามาเปรียบเทียบกบัค่าสมัประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัตท่ี์ไดจ้ากระบบ
อ่ืน เพื่อใหเ้ขา้ใจถึงอิทธิพลของไอออนบวกและไอออนลบท่ีมีต่ออนัตรกิริยาของตวัท าละลายและ
ตวัถูกละลาย ค่าสมัประสิทธ์ิแอกติวต้ีิท่ีความเจือจางอนนัตท่ี์ไดจ้ากอุณหภูมิต่างๆถูกใชใ้นการ
ค านวณค่าmolar excess enthalpies ท่ีความเจือจางอนนัต ์(H1

E) 
 2. Fabrice Mutelet และคณะ [18] ไดห้าค่าสมัประสิทธ์ิแอกติวิต้ีท่ีความเจือจางอนนัตข์อง
สารประกอบอินทรีย ์ 29 ชนิด ในไอออนิก ลิควิด ท่ีเป็นของเหลวท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2 ชนิด โดยใช้
เทคนิคอินเวิร์สแก๊สโครมาโทกราฟี(Inverse gas chromatography) โดยวดัท่ีอุณหภูมิ 323.15 และ 
343.15 K จากผลการทดลองพบวา่ตวัถูกละลายส่วนใหญ่ถูกคงไวโ้ดยการแบ่งส่วน(Partition)และ
มีส่วนนอ้ยท่ีเกิดการดูดซบั(Adsorption)บน 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต และ 
นอร์มอล อลัเคน ถูกคงไวโ้ดยการดูดซบับน 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียมโทซิลเลท 
 3. Zsombor Miskolczy และคณะ [19] ไดศึ้กษาคุณสมบติัของไอออนิก ลิควิดท่ี
ประกอบดว้ย นอร์มอล ออกทิล ในสารละลายท่ีมีน ้ าเป็นตวัท าละลายโดยการวดัค่าการน าไฟฟ้า
และค่าความขุน่ จากการทดลองพบวา่ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต ประพฤติ
ตวัเป็นสารลดแรงตึงผวิ(Surfactant) ท่ีความเขม้ขน้มากกวา่ 0.031 M ส่วน 1-เมทิล-3-ออกทิลอิม-



 43 

มิดาโซเลียม คลอไรด ์ ใหส้ารละลายท่ีไม่เป็นเน้ือเดียวกนัในตวัท าละลายท่ีเป็นน ้า แต่จะสามารถ
ละลายน ้าไดม้ากข้ึนเม่ือเติมโซเดียม โดเดซิล ซลัเฟต (Sodium dodecyl sulfate) มากกวา่ 2 เท่า 
เน่ืองจากมีการสร้างไมเซลลแ์บบผสมข้ึน ไอออนิก ลิควดิท่ีความเขม้ขน้นอ้ยกวา่ 10 mM สามารถ
ลดความมีขั้วของส่วนหางของไมเซลลข์องโซเดียม โดเดซิล ซลัเฟตได ้
 4. A. Vicent Orchilles และคณะ [20] ไดว้ดัค่าความหนาแน่นของสารละลาย 1-บิวทิล-3-
เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต ในตวัท าละลายท่ีเป็นน ้าและ 1-โพรพานอล ท่ีอุณหภูมิ
ระหวา่ง 278.15 จนถึง 328.15 K จากค่าความหนาแน่นท่ีหาไดถู้กใชใ้นการค านวณหาค่า molar 
volumes (V) และค่า molar volume ท่ีความเจือจางอนนัต ์ (V0) จากการทดลองพบวา่ค่า V0 
ของ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ออกทิล ซลัเฟต ในน ้ามีค่าสูงกวา่ใน 1-โพรพานอล และจะ
มีค่าเพิ่มข้ึนเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึน แต่ในทางกลบักนัค่า V0 ของ 1-บิวทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม 
ออกทิล ซลัเฟต ใน 1-โพรพานอล ลดลงเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึน 
 5. Enrique G. Yanes และคณะ  [21] ไดน้ า 1-เอทิล-3-เมทิลอิมมิดาโซเลียม ไนเตรท มา
เป็นสารละลายอิเลก็โทรไลทใ์นการแยกสารประกอบโพลีฟีนอลจากสารสกดัจากเมลด็องุ่นโดย
ใชเ้ทคนิคแคปปิลลารี อีเลค็โทรโฟรีซิส ซ่ึงกลไกการแยกนั้นเก่ียวกบัอิมมิดาโซเลียมแคทไอออน
และโพลีฟีนอล 
 6. A.Garcia และคณะ [22] ไดพ้ฒันาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณพาราเซตามอล, ฟีนิล-
เอฟพริน และคลอเฟนิรามีน ในยาแกห้วดัโดยใชเ้ทคนิคโครมาโกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ใช้
คอลมัน์ชนิดโพลีเอทิลลีน ไกลคอล [Poly(ethylene glycol)] ท่ีมีเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.46 cm ยาว 
15 cm ขนาดอนุภาค 5 m ใชฟ้อสเฟต บฟัเฟอร์ ท่ีความเขม้ขน้ 20 mM pH 7.0 และอะซิโตไน-
ไตล ์ในอตัราส่วน 90 ต่อ 10 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี  อตัราการไหล 1 mL.min-1 และใชร้ะบบการชะลา้ง
แบบไอโซเครติกใชย้วูี-ดีเทคเตอร์ โดยท่ีฟีนิลเอฟพรินและคลอเฟนิรามีน ตรวจวดัท่ีความยาว
คล่ืน 215 nm ส่วนพาราเซตามอลตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 310 nm 
 7. A.Marin และคณะ [23] ไดพ้ฒันาวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณพาราเซตามอล, ฟีนิล-
เอฟพริน และคลอเฟนิรามีน ในยาแกห้วดัท่ีเป็นแคปซูล โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
แบบสมรรถนะสูงและเทคนิคแคปปิลลารี อีเลค็โทรโฟรีซิส และเปรียบเทียบผลท่ีไดจ้าก 2 
เทคนิค ในเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูงนั้นจะใชค้อลมัน์ชนิดโพลีเอทิลลีน 
ไกลคอล ท่ีมีเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.46 cm ยาว 15 cm ขนาดอนุภาค 5 m ใชฟ้อสเฟต บฟัเฟอร์ ท่ี
ความเขม้ขน้ 20 mM  pH 7.0 และอะซิโตไนไตล ์ในอตัราส่วน 80 ต่อ 20 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี  อตัรา
การไหล 1 mL.min-1 และใชร้ะบบการชะลา้งแบบไอโซเครติก ใชย้วูี-ดีเทคเตอร์ โดยท่ีฟีนิล-
เอฟพรินและคลอเฟนิรามีน ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 210 nm ส่วนพาราเซตามอลตรวจวดัท่ีความ
ยาวคล่ืน 305 nm ส่วนเทคนิคแคปปิลลารี อีเลค็โทรโฟรีซิสใชฟ้อสเฟต บฟัเฟอร์ ท่ีความเขม้ขน้ 
40 mM  pH 6.20 กบัโซเดียม โดเดซิล ซลัเฟต ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 mM ท่ี 30 kV ในหลอดซิลิกา
แคปปิลลารีท่ีไม่มีการเคลือบ 
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