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Solid Phase Extraction (SPE) 
 

การเตรียมตวัอยา่งก่อนฉีดเขา้ระบบโครมาโทกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) เป็น
ขั้นตอนท่ีส าคญัมาก เน่ืองจากส่ิงสกปรกในตวัอยา่งสามารถท าใหค้อลมัน์และระบบอุดตนัได ้ จึงตอ้งมีการ
เตรียมตวัอยา่งท่ีดีและถูกตอ้ง 
 การเตรียมตวัอยา่งเป็นขั้นตอนท่ีตอ้งใชเ้วลามาก ประมาณไดเ้ป็น 60-70% ของเวลาทั้งหมดท่ีนกั
เคมีใชไ้ปกบัการวิเคราะห์ นอกเหนือจากเวลาท่ีตอ้งเสียไปแลว้ เรายงัสูญเสียตวัท าละลายไปอีกดว้ย จากการ
ประเมินทัว่ไปพบวา่เทคนิคในการเตรียมตวัอยา่งท่ีใชก้นัมากท่ีสุดคือ Liquid-Liquid Extraction (LLE) LLE 
มีขอ้เสียท่ีอาจเกิด emulsion กรณีใชก้บัตวัอยา่งท่ีเป็นเน้ือเยือ่ การท่ีตอ้งใชเ้คร่ืองแกว้มากมายท าใหเ้ป็นการ
เพิ่มส่ิงสกปรกต่างๆ ท่ีจะมารบกวนการวิเคราะห์ใหม้ากข้ึน ผลท่ีไดก้อ็าจไม่ถูกตอ้ง solvent ท่ีใชมี้ราคาและ
ใชใ้นปริมาณมาก ดงันั้นเราควรลดประมาณการใชล้งและควรค านึงถึงการท้ิงตวัท าละลายเหล่านั้นหลงัการ
ใชง้านวา่มีผลต่อส่ิงแวดลอ้มอยา่งไรดว้ย 
 Solid Phase Extraction (SPE) เป็นเทคนิคการเตรียมตวัอยา่งท่ีสามารถน ามาใชแ้ทน LLE โดยไม่
ตอ้งส้ินเปลืองค่าใชจ่้ายมาก วิธีของ SPE มีหลกัการคลา้ยกบั LLE ตรงท่ีใชห้ลกัการ partition เหมือนกนั 
โดยท่ี SPE ไม่ไดเ้กิดระหวา่งของเหลวกบัของเหลวเหมือนกบัของ LLE แต่จะเกิดระหวา่งของแขง็ (คือ 
absorbent ท่ีอยูใ่นแท่ง SPE) กบัของเหลวหรือตวัท าละลาย 
 

1. ข้อได้เปรียบของการใช้ SPE ในการสกดัเมื่อเปรียบเทยีบกบัเทคนิค LLE 
1. ลดปริมาณตวัท าละลายท่ีจ าเป็นตอ้งใช ้

 2. ประหยดัเวลา 
 3. ลดขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งใหน้อ้ยลงหรือเหลือขั้นตอนเดียว 
 4. สามารถใชก้บัระบบการเตรียมตวัอยา่งแบบอตัโนมติัได ้
 5. เลือกใชไ้ดก้บัตวัท าละลายหลายชนิด 
 ดงันั้นจะเห็นวา่ SPE เป็นเทคนิคท่ีปัจจุบนันิยมใชก้นัมากท่ีสุดในการเตรียมตวัอยา่งการใช ้SPE ไม่
เพียงแต่ท าความสะอาดตวัอยา่งขจดัสารท่ีรบกวนการวิเคราะห์ออกเท่านั้น แต่ยงัเป็นการช่วยอายกุารใชง้าน
ของคอลมัน์ ดว้ยเหตุน้ีทางผูว้ิจยัจึงไดน้ าเอา SPE มาใชใ้นการสกดัน ้านม 
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2. ขั้นตอนการสกดัด้วย SPE  
  Condition :  เป็นการเตรียม sorbent หรือ packing ท่ีบรรจุอยูใ่นแท่ง SPE ใหพ้ร้อมรองรับ 
       สารตวัอยา่ง 
 Load  :  เป็นการใส่ตวัอยา่งลงไปเพือ่ใหจ้บักบั sorbent 
 Rinse  : เป็นการขจดัเอาสารท่ีจบักบั sorbent ไดน้อ้ยหรือจบัอยูท่ี่ส่วนผวิของ sorbent 
     ออก  
 Elusion  :  เป็นการดึงเอาสารท่ีเราสนใจท่ีเกาะกบั absorbent ออกเพื่อน าไป วิเคราะห์ต่อไป 

Solid Phase Extraction เป็นวิธีท่ีเตรียมสารตวัอยา่งส าหรับ HPLC วิธีหน่ึงท่ีใชห้ลกัการ partition
เหมือนกบัวิธีการสกดัดว้ยตวัท าละลาย แต่ต่างกนัท่ีใชข้องแขง็เป็นตวัจบัสารท่ีเราสนใจ โดยของแขง็จะถูก
บรรจุอยูใ่นแท่ง SPE เรียกวา่ Sep-Pak 
 

3. ข้อดขีองการใช้ Sep-Pak ในการเตรียมสารตวัอย่างส าหรับ HPLC มีดงันี ้ 
- ประหยดัค่าใชจ่้าย เน่ืองจากใชส้ารละลายและอุปกรณ์นอ้ย 

 - ใหค่้า Recovery สูง เพราะมีการถ่ายเทสารนอ้ยคร้ัง 
 - ประหยดัเวลา เพราะมีขั้นตอนการเตรียมนอ้ย 
 - มีความปลอดภยัสูง ไม่เกิดปฏิกิริยารุนแรง 
 - ใหค้วามแม่นย  าสูงเม่ือท าปริมาณวิเคราะห์ ไม่เกิดการปนเป้ือนจากสารอ่ืน 
 - สารไม่เปล่ียนสภาวะ สามารถน ามาวิเคราะห์ไดท้นัที 
 - ลดอนัตรายจากสารตวัอยา่งท่ีระเหยไดง่้าย ลดปัญหาเคร่ืองแกว้แตก 
 
ตารางที ่ง1 แนะน าการเลือกใช ้Sep-Pak Cartridges 

Sorbent หรือ 
Packing Material 

คุณสมบัติทีผ่วิ การวิเคราะห์ที่ใช้ 

 
 

C18 

 
 
Hydrophobic bonded silica 

- แยกสาร Hydrophobic ออกจากสารละลาย 
aqueous 
- ยาและ metabolite ของยา ในเลือด น ้าเหลือง 
และปัสสาวะ 
- สารอินทรียป์ริมาณนอ้ยในตวัอยา่งน ้าเสีย 
- กรดอินทรีย ์ในพวกเคร่ืองด่ืมและไวน์ 
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ตาราง ง1 (ต่อ) 

Sorbent หรือ 
Packing Material 

คุณสมบัติทีผ่วิ การวิเคราะห์ที่ใช้ 

 
 
 

C8 

 
 
 
Hydrophobic non-polar bonded  

- แยกสาร Hydrophobic ออกจากสารละลาย 
aqueous 
- ใชเ้ม่ือตอ้งการใหส้าร retain นอ้ยลงกวา่ C18 
- ยาและ metabolite ของยา ในเลือด น ้าเหลือง 
และปัสสาวะ 
- Peptide ในตวัอยา่งเลือด น ้าเหลือง และ
ของเหลวในร่างกาย 

 
 
 

Silica 

 
 
 
Hydrophilic Polar (Neutral)  

- แยกสารสารละลายท่ีมี polarity ต ่าถึงปาน
กลางออกจากสารละลาย non-aqueous 
- ไวตามิน A D E K 
- ยาฆ่าแมลง 
- ไขมนัชนิดต่างๆ 
- สารสกดัจากธรรมชาติ pigment จากพืช 
- สารอินทรียส์ังเคราะห์ 

 
 
 

Florisil 

 
 
 
Hydrophilic Polar  
(Slightly basic)  

- แยกสารสารละลายท่ีมี polarity ต ่าถึงปาน
กลางออกจากสารละลาย non-aqueous 
- วิธีตาม AOAC และ EPA 
- ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าวชัพืช ในอาหารและอาหาร
สัตว ์
- ตวัอยา่งท่ีมีไขมนัสูง 
- สาร Polychlorinated biphenyls ใน 
Transformer oil 
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ตาราง ง1 (ต่อ) 

Sorbent หรือ 
Packing Material 

คุณสมบัติทีผ่วิ การวิเคราะห์ที่ใช้ 

 
 
 

Alumina A 

 
 
 
Hydrophilic Polar (Acidic) 

- แยกสาร Hydrophilic ออกจากสารละลาย 
non-aqueous 
- มีสมบติัเป็น Cation exchanger เลก็นอ้ย 
- แยกน ้าตาล คาเฟอีนในเคร่ืองด่ืมประเภทโค
ลา 
- ไวตามินในอาหารและอาหารสัตว ์
- ยาปฏิชีวนะ 
- สารผสมในอาหารและอาหารสัตว ์

 
 

Alumina N 

 
 
Hydrophilic Polar (Neutral) 

- แยกสาร Hydrophilic ออกจากสารละลาย 
non-aqueous 
- ยาฆ่าวชัพืช 
- ปิโตรเลียมและน ้ามนั 
- สารผสมในอาหาร 
- สารอินทรียส์ังเคราะห์ 

 
 

Alumina B 

 
 
Hydrophilic Polar (Basic) 

- แยกสาร Hydrophilic ออกจากสารละลาย 
non-aqueous 
- มีสมบติัเป็น Cation exchanger เลก็นอ้ย 
- ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าวชัพืช น ้าเสีย 
- พวก Steroid ต่างๆ 

 
 

Accell plus CM 

 
 
Hydrophilic Polar (Acidic) 
Cation exchanger 

- แยกสาร Ion ท่ีมีประจุบวก ในสารละลาย 
aqueous หรือ non-aqueous 
- สกดัโปรตีน เอนไซม ์และ Immunoglobulin 
ต่างๆ ท่ีมีสภาวะเป็นด่างอ่อน 
- สารอินทรียส์ังเคราะห์ 
- แยก Peptide ขนาดต่างๆ 
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ตาราง ง1 (ต่อ) 

Sorbent หรือ 
Packing Material 

คุณสมบัติทีผ่วิ การวิเคราะห์ที่ใช้ 

 
 

Aminopropyl NH2 

 
 
Hydrophilic moderately polar  
(Slightly basic) 

- ใชเ้ป็น weak anion exchanger 
- ยาและ metabolite ของยา 
- อุตสาหกรรมปิโตรเลียม และ lube oil 
- Saccharides 
-สารพวก Phenol และ pigment พวก Phenolic 

 
 

Diol 

 
 
Hydrophobic moderately non-
polar neutral phase 

- วิเคราะห์สารท่ีละลายใน aqueous หรือ 
organic 
- ธาตุท่ีมีปริมาณนอ้ยในน ้า 
- ยาปฏิชีวนะในเคร่ืองส าอาง 
- แยก Peptide และโปรตีนต่างๆ 

 

4. ขั้นตอนการใช้ Sep-Pak ในการเตรียมสารตวัอย่าง  
 1. น าสารตวัอยา่งผา่น Sep-Pak โดยสารตวัอยา่งละลายใน weak solvent (ตวัท าละลายท่ีท าใหส้ารีท่ี 
     สนใจจบักบั Sep-Pak ได ้โดยไม่พาสารท่ีสนใจหลุดออกมาดว้ย) โดยพิจารณาจากคุณสมบติัของ 
     สารตวัอยา่งท่ีเราสนใจและชนิดของ Sep-Pak ตามหลกัการของ Chromatography 
 2. ใชส้ารละลายท่ีเป็นIntermediate solvent ผา่น Sep-Pak เพื่อชะสารท่ีไม่ตอ้งการออกจาก Sep-Pak  
      หรือเพื่อตอ้งท าการแยกชนิดของสารท่ีสนใจออกมา 
 3. ใชส้ารละลายท่ีเป็น Strong solvent เพื่อชะสารท่ีเราสนใจออกขาก Sep-Pak หรือ เพื่อไล่สารท่ี 
      ตกคา้งใน Sep-Pak ออก 
 

 
 

รูปที ่ง1 แสดงขั้นตอนการใช ้Sep-Pak C18 Cartridge ในการเตรียมสารตวัอยา่ง 
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5. หลกัการใช้งานทั่วไปของ Sep-Pak Cartridge 
การท าความสะอาดตัวอย่าง เป็นวิธีท่ีใชม้ากท่ีสุดในการก าจดัส่ิงเจือปนท่ีไม่ตอ้งการออกจาก

ตวัอยา่ง เพื่อเพิ่มความถูกตอ้งแม่นย  าในการค านวณทางดา้นปริมาณวิเคราะห์ ซ่ึงจะใชไ้ดดี้กบัตวัอยา่งท่ีมี
ปริมาณนอ้ย 

การเตรียมสารตัวอย่างทียุ่่งยากซับซ้อน อาทิเช่น ตวัอยา่งประเภทท่ีมีโปรตีนสูง ไดแ้ก่ตวัอยา่ง
ประเภทเน้ือเยือ่ต่าง ๆ ซ่ึงก่อนท่ีจะน าตวัอยา่งผา่น Sep-Pak ตอ้งมีการปรับสภาพของตวัอยา่งใหเ้หมาะสม
เสียก่อน โดยท าใหเ้น้ือเยือ่อยูใ่นรูปของสารละลายโดยการน าไปยอ่ย เป็นตน้ สารท่ีไดห้ลงัจากการยอ่ย
มกัจะประกอบไปดว้ยสารประกอบหลายชนิดท่ีมีคุณสมบติัต่างกนั ถา้น ามาฉีดเขา้สู่ระบบ HPLC โดยไม่
ผา่น Sep-Pak อาจเกิดปัญหาของการแยกของพีคไม่ชดัเจน 
 

 
 
รูปที ่ง2 แสดงโครมาโทแกรมเปรียบเทียบระหวา่งสารตวัอยา่งก่อน และหลงัผา่น Sep-Pak 
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รูปที ่ง3 โครมาโทแกรมแสดงสารประกอบท่ีไดจ้ากการน าตวัอยา่งผา่น Sep-Pak เปรียบเทียบกบัตวัอยา่ง 

ท่ีไม่ไดผ้า่น Sep-Pak 
 

การเตรียมสารตัวอย่างทีม่ีปริมาณต ่า ไดแ้ก่ ตวัอยา่งทางดา้นส่ิงแวดลอ้ม เช่น การวิเคราะห์หา 
Polyaromatic Hydrocarbon (PAH) ในแหล่งน ้าธรรมชาติ เป็นตน้ วิธีน้ีท าโดยน าน ้ าตวัอยา่งปริมาณมาก 
(ประมาณ 500-1000 มิลลิลิตร) ผา่น Sep-Pak โดยใชร้ะบบป๊ัมสุญญากาศท าการป๊ัมดว้ยอตัราท่ีเหมาะสมเพื่อ
เกบ็สารตวัอยา่งใหอ้ยูใ่น Sep-Pak หลงัจากนั้นจึงท าการชะสารตวัอยา่งออกจาก Sep-Pak 

 
6. การเลอืกใช้ Sep-Pak ในการเตรียมสารตวัอย่าง 

การเลอืกโดยพจิารณาจากคุณสมบัติของสารตัวอย่าง 
- ตรวจสอบคุณสมบติัของสารตวัอยา่งทั้งหมด ไดแ้ก่ คุณสมบติัการละลาย ความมีขั้ว-ไม่มีขั้ว ความ

เสถียรของสารตวัอยา่ง เป็นตน้ 
- เลือกชนิดของ Sep-Pak ใหเ้หมาะสมกบัสารตวัอยา่ง โดยใหส้ารท่ีสนใจสามารถจบักบั Packing ท่ี

บรรจุใน Sep-Pak ได ้หรืออาจพิจารณาจากระบบ HPLC ท่ีมีอยู ่ เช่น Reverse Phase หรือ Normal 
Phase 

- เลือกตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการใส่ตวัอยา่งลงใน Sep-Pak และเลือกตวัท าละลายท่ีใชช้ะสาร
ออกจาก Sep-Pak 

การเลอืกจาก Waters Sep-Pak Cartridge Application Bibliography 
 Waters Sep-Pak Cartridge Application Bibliography เป็นหนงัสือท่ีรวบรวมเก่ียวกบั Application 
ในการวิเคราะห์สารตวัอยา่งโดยใช ้ Sep-Pak ส าหรับเตรียมสาร ภายในหนงัสือจะแสดงช่ือสารท่ีตอ้งการ
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วิเคราะห์ ประเภทของตวัอยา่ง ชนิดของ Sep-Pak ท่ีใช ้ ตลอดจนเอกสารอา้งอิงจากวารสารท่ีไดรั้บการ
ตีพิมพใ์นทางวิชาการซ่ึงมีมากกวา่ 2000 เร่ือง หนงัสือเล่มน้ีสามารถขอดูไดจ้ากบริษทัหรือแจกใหใ้นกรณี
ซ้ือ Sep-Pak ในปริมาณมาก 
 Sep-Pak น้ีเป็นอีกทางเลือกหน่ึงซ่ึงจะช่วยในการเตรียมสารตวัอยา่งส าหรับการวิเคราะห์ดว้ยระบบ 
HPLC เป็นเร่ืองท่ีง่ายข้ึนเพราะเป็นวิธีท่ีสะดวกรวดเร็ว ประหยดัและปลอดภยัในการท างาน สามารถ
น าไปใชก้บัตวัอยา่งไดห้ลายชนิด นอกจากน้ียงัจะช่วยใหผ้ลการวิเคราะห์ท่ีไดมี้ความถูกตอ้งแม่นย  ามากข้ึน 
 

7. การเลอืกตัวท าละลาย 
 การเลือกตวัท าละลายจะมีผลต่อการเตรียมตวัอยา่งในแง่ท่ีวา่จะไดต้วัอยา่งออกมาสะอาดแค่ไหน
และไดค่้า recovery เป็นอยา่งไร ถา้เราเลือกตวัท าละลายไดเ้หมาะสมส าหรับ rinse หรือ elute ตวัอยา่ง 
ตวัอยา่งกจ็ะสะอาด และไดค่้า recovery ดี การเลือกสามารถท าไดง่้ายดว้ยการทดลองใช ้solvent ท่ีมี strength 
ต่างๆ กนั เหมือนกบัหลกัการเลือกตวัท าละลายและคอลมัน์ ในระบบ HPLC เราจะ load สารท่ีเราสนใจลง
ไปบน sorbent สารท่ีเราสนใจควรมีความเขม้ขน้พอเหมาะต่อไป เราจะเลือกใชต้วัท าละลายเป็นชุดๆ ท่ี
ทราบปริมาตร แลว้ค่อยๆเพิม่ strength ข้ึนเร่ือยๆ แลว้เกบ็แต่ละส่วนมาตรวจสอบวา่ สารท่ีเราสนใจถูก elute 
ออกมาเท่าใด 
 

8. อตัราการไหล (Flow rate) 
 การท่ีจะปรับสภาพของ sorbent ใหเ้รียบร้อยก่อน load ตวัอยา่ง การ load ตวัอยา่งและกระบวนการ 
elute จะตอ้งท าท่ีอตัราการไหลของตวัท าละลายท่ีเหมาะสม เพื่อไม่ใหเ้กิดปัญหาจากตวัอยา่งไม่ถูกกกัหรือ 
retain อยา่งสมบูรณ์ หรือไม่ถึง equilibrium โดยทัว่ไปแลว้ เราสามารถปรับสภาพ cartridge ไดโ้ดยใชอ้ตัรา
การไหลสูงถึง 25 มิลลิลิตรต่อนาที ส่วนการ load ตวัอยา่งและการ elute นั้นจะดีท่ีสุดเม่ือเราใชอ้ตัราการ
ไหลไม่เกิน 10 มิลลิลิตรต่อนาที แต่กเ็ป็นไปไดท่ี้วา่ค่า recovery อาจจะยอมรับไดเ้ม่ือเราใชอ้ตัราการไหลสูง
ถึง 20 มิลลิลิตรต่อนาที (ซ่ึงควรตรวจสอบโดยใช ้ standard เสียก่อน) กรณีใช ้ sorbent ซ่ึงเป็นพวก ion 
exchange จะแนะน าใหใ้ชอ้ตัราการไหลต ่ากวา่ เช่น 1-2 มิลลิลิตรต่อนาที Sep-Pak บางชนิดเช่น Sep-Pak 
light จะมีเสน้ผา่นศูนยก์ลางเลก็กวา่แบบอ่ืน กใ็หล้ดอตัราการไหลลง 3 เท่า 
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เทคนิคลคิวดิโครมาโทกราฟีแบบสมรรถนะสูง 
 

1. หลกัการ 
 เฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) ท่ีเป็นของเหลวจะถูกป๊ัมผา่นคอลมัน์แยกสารท่ีเป็นท่อบรรจุดว้ย
อนุภาคของแขง็ซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็นเฟสอยูก่บัท่ี (Stationary phase) เม่ือตวัอยา่งซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลายชนิด
ละลายอยูใ่นรูปของเหลว ถูกน าเขา้สู่ระบบปกติโดยการฉีดดว้ยปริมาตรจ ากดัท่ีจุดฉีด (Injector) ก่อนเขา้สู่
คอลมัน์และแพร่กระจายเขา้สู่ระบบการไหล หนา้ท่ีของเฟสเคล่ือนท่ี คือลา้งตวัอยา่งในขณะท่ีไหลผา่น
คอลมัน์ ท าใหเ้กิดการแยกองคป์ระกอบแต่ละชนิดออกจากกนั อนัเน่ืองมาจากความแตกต่างของแรงท่ีเกิด
เน่ืองดว้ยอนัตรกิริยา ขององคป์ระกอบกบัเฟสอยูก่บัท่ีและเฟสเคล่ือนท่ี แต่ละองคป์ระกอบจะใชเ้วลาตั้งแต่
เร่ิมฉีดจนกระทัง่ออกจากปลายคอลมัน์ซ่ึงเป็นช่วงเวลาส่วนใหญ่ของการเคล่ือนท่ี เป็นช่วงเวลาท่ีเป็น
คุณสมบติัเฉพาะตวั (Characteristic time) ของแต่ละสาร แต่อยา่งไรกดี็ตอ้งระมดัระวงัวา่ภายใตส้ภาวะ
แวดลอ้มของการแยกนั้น สารบางชนิดมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกนั อาจใชเ้วลาในการแยกใกลเ้คียงกนัจนเกิด
การทบัซอ้นกนัได ้ กฎโดยทัว่ไปท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแยกคือ องคป์ระกอบใดท่ีสามารถเกิดอนัตรกิริยาหรือ
สามารถกระจายตวัอยูใ่นชั้นของเฟสอยูก่บัท่ีไดดี้กวา่ กจ็ะใชอ้ยูใ่นคอลมัน์ไดน้านกวา่และในทางตรงกนั
ขา้ม สารใดท่ีมีอนัตรกิริยาหรือสามารถกระจายตวัอยูใ่นชั้นของเฟสเคล่ือนท่ีไดดี้กวา่ กจ็ะถูกชะออกจาก
คอลมัน์ไดเ้ร็วกวา่ หรือใชเ้วลาในคอลมัน์นอ้ยนัน่เอง 
 

เฟสอยู่กบัที ่(Stationary phase) 
 ลกัษณะของเฟสอยูก่บัท่ีจะท าการบรรจุอยูใ่นคอลมัน ์ ใน LC หรือ HPLC วสัดุเหล่าน้ีสามารถจดั
ประเภทไดเ้ป็น rigid gels, semi-rigid gels และ soft gels เฟสอยูก่บัท่ีท่ีนิยมคือ C18 alkyl group ซ่ึงจะเกิด
พนัธะท่ีพื้นผวิ silica (silica surface) ส่วนใหญ่นิยมใช ้ silica gel เป็นเฟสอยูก่บัท่ี ใน open-column 
chromatography ดั้งเดิม และ TLC ส่วนใหญ่มกัจะใช ้ reverse-phase chemically-bonded packing ในการ
วิเคราะห์ ใน HPLC ส่วนใหญ่ใชใ้น biological sciences การวิเคราะห์โดยมากเป็น water-soluble หรือ 
solute-stationary phase mobile phase interactions สามารถวิเคราะห์ไดท้ั้งในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณได้
ทั้งคู่ 
 silica gel มีพื้นท่ีของการใชท่ี้มนัท่ีเขา้กนัไดอ้ยา่งยอดเยีย่ม อยา่งไรกดี็ส่วนมากมนัไดรั้บการ
สนบัสนุน adsorbent เพือ่ใชใ้นการเตรียมหรือการแยก ง่ายต่อการน ากลบัมาใช ้ โดยการกลัน่เป็นขอ้
ไดเ้ปรียบของ silica gel และ other normal-phase เป็น packing ท่ีนิยมมากกวา่ เพื่อการแยกของสารประกอบ
เป็นกลุ่ม และเพื่อการแยกของ isomers reversed-phase packing บนท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งอ่ืนๆ น่าจะเป็นท่ีนิยม
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เพื่อการแยกของ homologues และเพื่อสารประกอบซ่ึงคงสภาพเดิมอยา่งแขง็แกร่ง หรือเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกวา่ 
silica gel 
 การเลือก Stationary phase ควรจะเนน้ท่ีขอ้แตกต่างของการแยกท่ีอยูใ่นสารประกอบ ความแตกต่าง
ในคุณสมบติั และเลขขั้วของหมู่ function, normal phase packing มีความแตกต่างกบั GC คือ GC ท าท่ี
อุณหภูมิสูง เฟสอยูก่บัท่ีอาจเพิ่ม back ground อยา่งต่อเน่ืองท่ี detector ซ่ึงไม่พบใน HPLC นอกจาก PH ของ
เฟสเคล่ือนท่ีท าใหเ้ฟสอยูก่บัท่ีมีประสิทธิภาพเส่ือมลง กรณีท าใหเ้พิ่ม back ground และลด 
chromatographic performance 
 

เฟสเคลือ่นที่ (Mobile phase) 
 HPLC ตอ้งการเฟสเคล่ือนท่ีซ่ึง analyte สามารถละลายได ้การแยกของ HPLC ส่วนใหญ่ใชช้นิด  
Reversed phase chromatography คือเฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีขั้วมากกวา่เฟสอยูก่บัท่ีในระบบน้ี analyte ท่ีมีขั้ว
มากกวา่ จะ elute รวดเร็วกวา่ analyte ท่ีมีขั้วนอ้ยกวา่ 
 การการเฟสเคล่ือนท่ีประกอบดว้ยตวัท าละลายเด่ียวและตวัท าละลายผสมซ่ึงมีประสิทธิภาพในการ
แยกอาจไม่เพยีงพอ แต่เฟสเคล่ือนท่ีสามารถใชใ้นขอบเขตท่ีกวา้ง แมจ้ะมีปัญหาอยูเ่ม่ือของผสม
ประกอบดว้ย analyte ท่ีมีขั้วสูง ซ่ึงจะใชเ้วลานาน ส่วนใน non-polar analyte ใหผ้ลในทางตรงกนัขา้ม ใน
กรณีน้ีการแยกจะประสบความส าเร็จโดยใชเ้พียงการเปล่ียนแปลงองคป์ระกอบของเฟสเคล่ือนท่ีระหวา่ง
การวิเคราะห์ 
 เฟสเคล่ือนท่ีท่ีท าใหเ้กิดการแยกโดยองคป์ระกอบคงท่ี เรียกวา่ isocratic elution เม่ือองคป์ระกอบ
เฟสเคล่ือนท่ีถูกเปล่ียนเรียกวา่ gradient 
 บฟัเฟอร์กส็ามารถใชไ้ดแ้ต่ส่วนใหญ่ใชเ้ป็นสารจ าพวก inorganic และ involatile material เช่น 
potassium phosphate หรือ sodium phosphate 
  
สารละลายบัฟเฟอร์ 
 ส าหรับ mobile phase ท่ีเป็น buffer solution ในการเตรียมตอ้งระวงัหลายๆ เร่ือง เช่น 

- การเลือกชนิดของเกลือใหเ้หมาะสมกบัช่วงของ pH ท่ีจะใชแ้ละตอ้งเลือกชนิดของเกลือท่ีจะไม่มี 
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนท่ีตอ้งการวิเคราะห์จนมีปัญหากบั Baseline, Noise หรือ linear 
range 

- ในการเตรียมตอ้งระวงัเร่ือง ionic strange และ buffer capacity ดว้ย 
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- สารละลายเม่ือเตรียมเสร็จแลว้ตอ้งท าการกรอง (0.45 ไมครอน) ก่อนน ามาใช ้ ในการใชย้งัตอ้ง
หลีกเล่ียงท่ีจะไม่ท้ิงบฟัเฟอร์ ไวใ้นระบบของ HPLC เพือ่ป้องกนัการเกิด crystallization และอาจ
เป็นสาเหตุของการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเช้ือรา ซ่ึงจะมีผลกระทบโดยตรงกบัป๊ัม คอลมัน์
และ flow-line 

 
เมื่อท าการเปลีย่นเฟสเคลือ่นที่ 
 ส าหรับการเปล่ียนเฟสเคล่ือนท่ีจะตอ้งค านึงความสามารถในการละลายและตอ้งเป็นการเปล่ียน
แบบค่อยเป็นค่อยไป ในการเปล่ียนความมีขั้วของเฟสเคล่ือนท่ีเพื่อใหส้ามารถเปล่ียนเฟสไดอ้ยา่งสมบูรณ์
และไม่ก่อใหเ้กิดปัญหาการตกคา้งซ่ึงจะเป็นปัญหาในการวิเคราะห์ และตอ้งระวงัเร่ืองการปนเป้ือนระหวา่ง
เฟสเคล่ือนท่ีเดิมและเฟสเคล่ือนท่ีใหม่ในการเปล่ียนเฟสเคล่ือนท่ี 
 
Degassing 
 ปริมาณของอากาศท่ีละลายอยูใ่นเฟสเคล่ือนท่ีเป็นอีกสาเหตุหน่ึงท่ีมีผลต่อ stability ของ detector 
baseline และ detector sensitivity การ degassing ในระบบ HPLC สามารถเลือกได ้2 แบบคือ 
 

 
 
รูปที ่ง4 แสดงระบบของ Degassing 
 

ปัญหาทีเ่กดิจากการมีอากาศในเฟสเคลือ่นที่ 
การมีอากาศในเฟสเคล่ือนท่ีสามารถแบ่งออกเป็น 2 ลกัษณะคือ การเกิดฟองอากาศในเฟสเคล่ือนท่ี

และการมีอากาศในเฟสเคล่ือนท่ีโดยไม่เป็นฟอง 
 การเกิดฟองอากาศในเฟสเคล่ือนท่ี 

 ปัญหาท่ีเกิดตามมาคือฟองอากาศจะเป็นสาเหตุใหอ้ตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีไม่คงท่ีท าให ้
retention time และพื้นท่ีพคีของสารไม่คงท่ี และถา้มีฟองอากาศในคอลมัน์จะท าใหไ้ดพ้ีคท่ีมีลกัษณะไม่
สมบูรณ์ และถา้มีการสะสมของฟองอากาศท่ีตวัตรวจวดักจ็ะเป็นสาเหตุของการเกิด Noise และ Baseline 
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 การมีอากาศในเฟสเคล่ือนท่ีโดยไม่เป็นฟอง 
ปัญหาท่ีเกิดอาจมาจากการท่ีออกซิเจนซ่ึงละลายอยูท่  าการ oxidized ตวัอยา่งหรือสารท่ีเป็น

องคป์ระกอบในเฟสเคล่ือนท่ีในปริมาณมากจะท าให ้ sensitivity ของ fluorescence detector ลดลงและอาจ
เป็นสาเหตุของการเกิด noise 
 

2. องค์ประกอบของเคร่ือง HPLC 
 

 
 
รูปที ่ง5 แสดงองคป์ระกอบของเคร่ือง HPLC 
 

ภาชนะทีบ่รรจุเฟสเคลือ่นที่ (Mobile phase reservoir) 
 เป็นขวดส าหรับใส่ตวัท าละลายท่ีใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ี ในทางวิเคราะห์ ขวดท่ีบรรจุเฟสเคล่ือนท่ีน้ี
ควรมีขนาดความจุประมาณ 1 ลิตร แต่ใน preparative HPLC ความจุของขวดควรมากกวา่น้ี ในปัจจุบนัขวด
ท่ีบรรจุเฟสเคล่ือนท่ีน้ีจะมีอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการไล่อากาศท่ีละลายอยู ่เช่น ออกซิเจน 
 จุดประสงคข์องการไล่อากาศในเฟสเคล่ือนท่ีคือตอ้งการก าจดัก๊าซออกซิเจนซ่ึงอาจไปท าปฏิกิริยา
กบัเฟสเคล่ือนท่ีบางชนิดได ้ หรือแมแ้ต่กบัเฟสคงท่ีท่ีอยูใ่นคอลมัน์ นอกจากนั้นยงัเป็นการลดโอกาสท่ีจะท า
ใหเ้กิดฟองอากาศในเคร่ืองตรวจหาขณะท าการทดลองอยู ่ การไล่ก๊าซท่ีละลายอยูน้ี่จะตอ้งท าเม่ือตวัท า
ละลายเป็นพวกสารมีขั้ว และมีบางบริษทัท่ีผลิตเคร่ือง HPLC สามารถใชไ้ดก้บัระบบท่ีไม่ตอ้งไล่ก๊าซออก
ก่อน 
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ป๊ัม (Pump) 
 ใน HPLC มีความตา้นทานการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีจะไหลผา่นคอลมัน์ ซ่ึงมีอนุภาคขนาดเลก็
บรรจุอยู ่ ความตา้นทานการไหลจะมากเม่ือใชอ้นุภาคขนาดเลก็ๆ และคอลมัน์ท่ีมีขนาดเลก็ดว้ย จึง
จ าเป็นตอ้งใชค้วามดนัสูงเพือ่ดนัเฟสเคล่ือนท่ีใหไ้หลไปหรือใชเ้พื่ออกัของเหลวท่ีเป็นเฟสเคล่ือนท่ีเขา้สู่
คอลมัน์ดว้ยความดนั 
 

 
 
รูปที ่ง6 แสดงภาคตดัขวางของเคร่ืองป๊ัม 
 

Sample Introduction (Injector) 
 ถึงแมว้า่จะใชค้อลมัน์ท่ีมีประสิทธิภาพในการแยกสารท่ีดีท่ีสุดกต็าม แต่ถา้การฉีดสารตวัอยา่ง เขา้สู่
เคร่ือง HPLC นั้นไม่มีความระมดัระวงักจ็ะท าใหก้ารแยกสารนั้นไม่ไดผ้ลดี ตามหลกัการแลว้ควรฉีดสาร
ดว้ยปริมาณนอ้ยๆ ตรงบริเวณก่ึงกลางของหวัคอลมัน์และตอ้งคอยระมดัระวงัไม่ใหเ้กิดฟองอากาศขณะฉีด 
สารเพื่อจะใหเ้กิดประสิทธิภาพการแยกเกิดข้ึนสมบูรณ์ 
 ชนิดของ injector ท่ีแตกต่างกนั สามารถใชด้ว้ยกนัไดแ้ละเลือกใหเ้หมาะสมกบัการวิเคราะห์ single 
type ของ injector ถูกใชใ้น HPLC ซ่ึงต่างจาก GC Loop injector (บางทีกเ็รียก valve injector) เป็นการน า
ตวัอยา่งท่ีเป็นของเหลวเขา้สู่ liquid stream และท าใหมี้ปริมาณท่ีเหมาะสมในการน าตวัอยา่งเขา้สู่คอลมัน์ 
โดยใช ้conventional syring เม่ือ loop เติมเฟสเคล่ือนท่ีแลว้นั้นจะถูกป๊ัมเขา้ไปดว้ยอตัราการไหลท่ีเหมาะสม 
จากนั้นผา่นวาลว์เขา้ไปสู่คอลมัน์ ท่ีเกบ็คอลมัน์อยูใ่นภาวะสมดุลดว้ยเฟสเคล่ือนท่ีและรักษาระบบการ
ท างานของโครมาโทกราฟีเม่ือจะ injection rotating switch จะถูกเคล่ือนและ flow ถูกพาเขา้ไปใน loop ท า
ใหมี้ระดบัความสูงเท่ากนัในคอลมัน์ 
 พารามิเตอร์ 2 ตวัท่ีส าคญัคือ ความถูกตอ้ง (precision) และความแม่นย  า (accuracy) โดยความ
ถูกตอ้งของการหาปริมาณวเิคราะห์ข้ึนกบัขนาดของ loop โดยปกติจะเติม loop ไดเ้ตม็สมบูรณ์โดยใน 
conventional syring ใหป้ริมาตรท่ีมากกวา่ความจุ loop (ของเหลวท่ีมากเกินพอจะเป็นของเสียไปท่ี waste) 
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ซ่ึงฟองอากาศจะไม่ถูกน าเขา้ไปในตวัอยา่งและส่ิงส าคญัคือ ตอ้งแน่ใจวา่ไม่มี ฟองอากาศเขา้ไปแทน
ตวัอยา่ง ซ่ึงจะท าใหไ้ดค้วามแม่นย  าและถูกตอ้งท่ีสุด 
 การท าปริมาณวิเคราะห์ท าโดยใชว้ิธี internal standard ควรถกูเลือกใช ้ และถา้ตวัอยา่งไม่เพยีงพอ 
สามารถเติมท่ี loop ได ้ loop ท่ีไม่ถูกเทียบมาตรฐาน(calibrate) จะมีปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซ่ึงไม่มีผลต่อ
ความแม่นย  าของการวดั loop ท่ีเหมือนกนั ถูกใชใ้นการท ากราฟมาตรฐานส าหรับหาปริมาณและส าหรับการ
หาตวัไม่ทราบค่า ความถูกตอ้งของการวดั ถา้ injector ค านึงถึงอ่ืนนอ้ยกวา่การมีอากาศเขา้สู่ injector อาจ
ทาง liquid flow ซ่ึงเป็นผลใหไ้ดส้ญัญาณท่ีไม่เสถียรจาก mass spectrometer 
 การฉีดสารเขา้สู่คอลมัน์ดว้ยเทคนิค HPLC มีดว้ยกนั 3 วิธีคือ 
1) Septum injector 
 วิธีการน าสารเขา้เคร่ืองน้ีจะคลา้ยกบัใน GC มาก แต่เขม็ฉีดในGC จะใชก้บัความดนัเพียง 100 บาร์ 
ในกรณีท่ีความดนัสูงๆ จะน ามาใชฉี้ดสารไม่ได ้ จึงไดมี้การสร้างเขม็ฉีดท่ีใชก้บัความดนัสูงๆ ถึง 600 บาร์
ข้ึนมา และบางทีอาจเป็นวธีิท่ีง่ายท่ีสุดจากวิธีทั้งหมด คือการออกแบบท่ีไม่แน่นอนท าใหม้นัง่ายท่ีจะสร้าง
ส าหรับใชใ้นหอ้งทดลองโดยใชว้สัดุอยา่งง่ายๆ ในการสร้าง 
 ขอ้ดีของการฉีดสารแบบ Septum คือ 

- ฉีดในปริมาตรท่ีเราตอ้งการได ้
- ปริมาณนอ้ยๆกส็ามารถฉีดสารได ้
- วิธีการฉีดสารง่าย และราคาถูก 
- เป็นการฉีดสารเขา้สูค้อลมัน์โดยตรง จนท าใหส้มัผสักบัเฟสอยูก่บัท่ีโดยตรง 
ความแม่นย  าในการน าสารตวัอยา่งเขา้จะดีข้ึน ถา้ประกอบดว้ย on-column injector แต่มีขอ้เสียของการ
ใส่วตัถุนั้นโดนท่ีมนัจะไปรบกวนการส่งผา่นของสารตวัอยา่งตรงบริเวณศูนยก์ลาง ปัญหาน้ีแกไ้ขได้
โดยการใช ้capillary tube น าสารเขา้บริเวณส่วนหวัของคอลมัน์ 

2) Sampling valve 
 ระบบฉีดสารประเภทน้ีถือวา่เป็นท่ีนิยมอยา่งกวา้งขวางในเทคนิค HPLC เน่ืองจากสารมารถน ามา
ใชใ้นความดนัและอุณหภูมิสูงได ้ รวดเร็วและสามารถท าซ ้ าได ้ สามารถใชก้บัตวัอยา่งท่ีมีปริมาณมากๆ ได้
แลว้ยงัมีความผดิพลาดนอ้ยกวา่ 0.1 % และสามารถฉีดสารเขา้สู่คอลมัน์แบบอตัโนมติัไดอ้ยา่งง่ายดาย 
3) Automatic valve 
 การฉีดสารเขา้สู่คอลมัน์โดยวิธีน้ีนั้นจะใชง้านสะดวกมาก เหมาะส าหรับการวิเคราะห์ตวัอยา่งท่ีมี
จ านวนมาก หรือเม่ือตอ้งการฉีดสารตวัอยา่งท่ีเหมือนกนัซ ้าๆ Automatic injector มีประโยชน์หลายอยา่ง ซ่ึง
อาจท างานไดด้ว้ยตวัมนัเองหรือควบคุมโดย LC computer การน าตวัอยา่งเขา้สู่ระบบอาจท าไดโ้ดยการ
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ผลกัดนัโดนใชแ้รงลม ตวัอยา่งประมาณ 100 มิลลิลิตร อาจถูกบรรจุลงในท่ีใส่สารท่ีถูกปิดอยา่งมิดชิด ซ่ึงใน
บางระบบนั้นจะมีความซบัซอ้นมาก และมนัยงัอาจควบคุมการฉีดท่ีมีปริมาณของตวัอยา่งท่ีไม่คงท่ีได้
ในช่วงระยะเวลาท่ีแน่นอนและเป็นล าดบั 
 

คอลมัน์  (Column) 
 เป็นส่วนประกอบท่ีมีราคานอ้ยท่ีสุด แต่ถือวา่เป็นหวัใจของระบบ คอลมัน์ HPLC โดยทัว่ไปมีความ
ยาว 25-30 เซนติเมตร ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางภายใน 4-5 มิลลิเมตร และบรรจุดว้ยสารบรรจุขนาดอนุภาค 
10 ไมโครเมตร ในปัจจุบนัมีแนวโนม้วา่จะใชค้อลมัน์ท่ีมีความยาวและขนาดของอนุภาคนอ้ยลง ทั้งน้ี
เน่ืองจากความสามารถผลิตสารบรรจุท่ีมีขนาดเลก็ลงมา 3-5 ไมโครเมตรและใชเ้ทคนิคการบรรจุสารท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงข้ึนมานั้นเอง ท าใหป้ระสิทธิภาพในการแยกต่อหน่วยความยาวคอลมัน์ดีข้ึน 
 ขอ้ควรระวงัในการใชค้อลมัน์ 

- อยา่ใชค้อลมันท่ี์มีความดนัมากเกินไป 
- ไม่ควรใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีค่า pH มากหรือนอ้ยจนเกินไป ควรใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมี pH ในช่วง 3.5-6.5 
- หา้มเกบ็คอลมัน์ไวใ้นบฟัเฟอร์หรือในสารละลายท่ีมีเกลือเป็นองคป์ระกอบเพราะอาจท าใหเ้กิด

ตะกอนไดแ้ละไม่ควรใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีตะกอนหรือขุ่น ควรกรองเฟสเคล่ือนท่ีเสมอ 
- ระวงัไม่คอลมัน์ถูกกระแทก 
- ไม่เกบ็คอลมัน์ไวท่ี้อุณหภูมิสูง 
- ถา้คอลมัน์ใกลเ้ส่ือมสภาพใหล้า้งดว้ย 1% กรดอะซิติก 

 
ตัวตรวจวัด (Detector) 

 ตวัตรวจวดัท่ีไดน้ ามาใชม้ากท่ีสุดใน HPLC ไดแ้ก่ Ultraviolet absorbance (UV) และ Refractive 
index (RI) ตวัตรวจวดัชนิด UV มีประโยชน์ส าหรับการวเิคราะห์สารอินทรียเ์ป็นส่วนใหญ่ ตวัตรวจวดัชนิด
น้ีมีทั้งความยาวคล่ืนเดียว (มกัจะใชท่ี้ 254 นาโนเมตร Mercury arc lamp) และแบบท่ีเปล่ียนความยาวคล่ืน
ได ้ (Variable wavelength) ในช่วง 190-600 นาโนเมตร ซ่ึงตวัตรวจวดัใน HPLC ป๊ัมรุ่น P1000 Isocratic 
pumps ตวัตรวจวดั UV รุ่น 1000 ของบริษทั Shimazu (รุ่นท่ีใชใ้นการทดลอง) เป็นแบบท่ีเปล่ียนความยาว
คล่ืนได ้ (Deuterium arc lamp) การดูดกลืนแสงน้ีเป็นคุณสมบติัของโมเลกลุ ดงันั้นแต่ละสารประกอบจึงมี
การดูดกลืนแสงท่ีจ าเพาะของตวัเอง ตวัตรวจวดัชนิด UV จดัเป็นชนิดท่ีมีความไวสูง สามารถตรวจวดั 
สามารถแยกประเภทในปริมาณต ่าถึงระดบันาโนกรัม 
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ตารางที่ ง2 แสดงคุณสมบติัของตวัตรวจวดัชนิดต่างๆ 
ชนิด ความไว 

(กรัม/มล.) 
ผลของ
อุณหภูมิ 

ผลของอตัรา
การไหล 

หมายเหตุ 

UV absorption 5x10-5 นอ้ย ไม่มีผล นิยมใชว้ดัในช่วง 254-280 nm 
IR absorption 10-6 นอ้ย ไม่มีผล - 
Fluorometry 10-10 นอ้ย ไม่มีผล - 
Refractive index 5x10-7 - ไม่มีผล วดัความแตกต่างดชันีหกัเหของสาร

ตวัอยา่งและเฟสเคล่ือนท่ี 
Conductivity 10-8 C  มีผล - 
Flame ionization 10-8 ไม่มีผล มีผล สารตวัอยา่งถูกเผาใหเ้ป็นไอออนและ

ถูกจบัโดยแอโนดเพลท 
Mass spectrometry 10-10 ไม่มีผล ไม่มีผล วิเคราะห์สารไดถึ้ง 0.2-1.0 nanogram 
 
 ตวัตรวจวดัท่ีนิยมใชม้ากท่ีสุดในปัจจุบนัเป็น การวดัการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืนแสงอลั 
ตร้าไวโอเลต เน่ืองจากสารส่วนใหญ่ประกอบไปดว้ยหมู่ซ่ึงสามารถดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน
ดงักล่าวไดดี้ เน่ืองจากงานวจิยัน้ีใชต้วัตรวจวดั UV Detector เป็นหลกั ซ่ึงจะกล่าวรายละเอียดเพิ่มดงัน้ี 
 หลกัการท างานของเคร่ืองวดัชนิดน้ีอาศยัการดูดกลืนแสงยวูีของสารตวัอยา่ง ในปัจจุบนั UV-
Visible ตวัตรวจวดัท่ีนิยมใชใ้น HPLC แบ่งออกไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ 
 
1. Fixed-wavelength UV detector ตวัตรวจวดัชนิดน้ี ประกอบดว้ยแหล่งก าเนิดแสงท่ีใชเ้ป็นหลอดท่ีท า
ดว้ยปรอทความดนัต ่า ซ่ึงจะใหแ้สงท่ีความยาวคล่ืน 254 nm โดยแสงผา่น aperture plate ตรงไปยงัเลนส์ ท่ี
ท าดว้ยควอทซ์ ซ่ึงจะท าใหแ้สงผา่นเขา้ไปในเซลลอ์า้งอิงและเซลลข์องสารตวัอยา่ง ต่อจากนั้นแสงจะผา่น
กระจกควอทซ์และแผน่กรองซ่ึงจะแยกความยาวคล่ืนท่ีเราสนใจ ก่อนท่ีแสงนั้นจะถึงโฟโตไดโอด โฟโต
ไดโอดจะท าการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของแสงทั้งเซลลอ์า้งอิงและเซลลข์องสารตวัอยา่งเป็น
สญัญาณไฟฟ้าและผา่นเขา้ไปในส่วนของการขยายสญัญาณ 
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รูปที ่ง7 Fixed-wavelength UV detector 
 
 ขอ้จ ากดัของตวัตรวจวดัประเภทน้ีจะไม่สามารถตรวจวดัสารประกอบท่ีดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืนต ่ากวา่ 254 นาโนเมตร เพราะมีสารประกอบส าคญัหลายชนิดใชค้วามยาวคล่ืนในช่วง 195-225 นาโน
เมตร นอกจาก mercury lamp แลว้อาจใชแ้หล่งก าเนิดแสงอยา่งอ่ืน เช่น Zn lamp (206 nm) Cd lamp (214 
nm) เป็นตน้ ส าหรับ D2 lamp จะเปล่งแสงออกมาอยา่งต่อเน่ืองในช่วงยวูี (200-400 nm) และบางช่วงของ 
visible เม่ือตอ้งการความยาวคล่ืนใดๆ กจ็ะใชโ้มโนโครโมเตอร์แยกแสงใหไ้ดค้วามยาวคล่ืนท่ีตอ้ง 
2. Variable UV detector ตวัตรวจวดัชนิดน้ีจะแตกต่างจากตวัตรวจวดัประเภทแรกคือใชแ้หล่งก าเนิดแสง
เป็น D2 lamp และใชโ้มโนโครโมเตอร์แยกแสงและเลือกตามตอ้งการได ้ จึงสามารถตรวจวดัสารตวัอยา่งได่
ทัว่ไปเพราะสามารถเลือกความยาวคล่ืนท่ีสารตวัอยา่งดูดกลืนแสงไดดี้ท่ีสุด 
 

 
 
รูปที ่ง8 Variable UV detector 
 
3. Photodiode array detector (PDA) ตวัตรวจวดัประเภทน้ีจดัวา่เป็น solid state detector ซ่ึง
ประกอบดว้ยโฟโตไดโอดจ านวนมาก สามารถวดัแสงไดห้ลายความยาวคล่ืนในเวลาเดียวกนั มีลกัษณะดงั
รูป ระบบทางเดินของแสงจะต่างจาก UV visible detector ทัว่ๆ ไปคือระบบทางเดินของแสงจะเป็นแบบ 
reverse optics จากรูปแสงจากแหล่งก าเนิดหรือหลอดยวูีจะผา่นไปยงั flow through cell ก่อนท่ีจะไปยงัโม
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โนโครโมเตอร์หรือเกตติง เม่ือแสงตกกระทบบนเกรตติงจะกระจายออกไปเป็นความยาวคล่ืนต่างๆแลว้ไป
ตกกระทบกบัแผงของโฟโตไดโอดดงัรูป 
 

 
 

รูปที ่ง9 Photodiode array detector 
 
 PDA (996) เป็นตวัตรวจวดัท่ีจะช่วยใหข้อ้มูลทางโครมาโทกราฟีมีความเด่นชดัและผลลพัธ์เป็นท่ี
น่าเช่ือมากข้ึน เน่ืองจาก มีการใชเ้ทคโนโลย ี Taper beam และระบบการเกบ็ขอ้มูลในคอมพิวเตอร์ซ่ึงมี 
Milennium 2010 เป็น software ควบคุมการท างานและการเกบ็ขอ้มูลรวมทั้งการประมวลผลในรูปแบบ 3D 
graphic spectral contrast peak purity เป็นตน้ จากการใชเ้ทคโนโลยขีอง taper beam ช่วยขจดั refractive 
index effect ซ่ึงจะเป็นการเพิม่ sensitivity ในส่วนของ spectral contrast เราสามารถเกบ็ขอ้มูลมาเปรียบเทียบ
โดยใชส้เปกตรัมมาเปรียบเทียบกนั ซ่ึงท าใหท้ า compound confirmation ได ้
 

ส่วนประมวลผล (Data system) 
 ส่วนประมวลผลขอ้มูล คือส่วนท่ีเปล่ียนแปลงสญัญาณอนาลอกเป็นดิจิตอล 
 

ส่วนทิง้ของเสีย (Waste) 
 ส่วนท้ิงของเสีย 
 

3. ข้อปฏิบัตใินการใช้เคร่ือง HPLC ในการวเิคราะห์ 
 มีขั้นตอนปฏิบติัดงัน้ี 

- การเตรียมเฟสเคล่ือนท่ีน ้าท่ีน ามาใชใ้นการเตรียม ควรเลือกใชท่ี้มีความบริสุทธ์ิสูง เช่น น ้ ากลัน่ 2 
คร้ัง หรือ 3 คร้ัง และปราศจากไอออนชนิดต่างๆ ส าหรับสารเคมีท่ีใชเ้ช่นเมทานอลควรใชเ้กรด 
HPLC grade เม่ือผสมเฟสเคล่ือนท่ีเสร็จแลว้ตอ้งกรองผา่น membrane filter ขนาด 0.45 ไมครอน 
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ส าหรับ membrane filter กต็อ้งเลือกใหถู้กวา่ชนิดใดใชก้รองเฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีน ้ าเป็นส่วนผสมได ้
ชนิดใดกรองตวัตวัท าละลายอินทรีย ์ หลงัจากกรองแลว้น าเฟสเคล่ือนท่ีไปท าการไล่อากาศท่ีละลาย
อยู ่ เช่นก๊าซออกซิเจน เพื่อตอ้งการก าจดัก๊าซออกซิเจนซ่ึงอาจท าปฏิกิริยากบัเฟสเคล่ือนท่ีบางชนิด
ได ้ หรือแมแ้ต่เฟสอยูก่บัท่ีท่ีอยูใ่นคอลมัน์ นอกจากนั้นยงัเป็นการลดโอกาสท่ีท าใหเ้กิดฟองอากาศ 
(bubble) ในเคร่ืองตรวจวดัขณะท าการทดลองอยู ่ การไล่ก๊าซท่ีละลายอยูน้ี่จะตอ้งท าเม่ือตวัท า
ละลายเป็นพวกสารมีขั้ว (polar solvent) ก าจดัก๊าซท่ีละลายอยูใ่นตวัท าละลาย (degas) อาจใชก้าร
sonicate ในเคร่ือง ultrasonic ประมาณ 15 นาที หรือผา่นก๊าซฮีเลียม 15 นาที 

- เม่ือเตรียมสารตวัอยา่งเสร็จแลว้ก่อนน าไปฉีดเขา้เคร่ือง HPLC จะตอ้งกรองผา่น membrane filter 
ขนาด 0.45 ไมครอน ทุกคร้ัง เพื่อป้องกนัการอุดตนัท่ีหวัคอลมัน์ ซ่ึงท าใหค้วามดนัระบบสูงกวา่
ปกติ 

- ก่อนฉีดสารตวัอยา่ง ตอ้งรอคอลมัน์ถึงสมดุลดว้ยเฟสเคล่ือนท่ีก่อน โดยดูจาก baseline บนเคร่ือง
บนัทึกผลท่ีต่อกบัตวัตรวจวดั 

- ก่อนฉีดสารตวัอยา่งควรตรวจสอบรอยร่ัวตามขอ้ต่างๆ รวมทั้งท่ี eng fitting ของคอลมัน์ดว้ย ซ่ึง
โดยมากมกัร่ัวเลก็นอ้ย และตรวจสอบไดก้ต่็อเม่ือใชมื้อแตะจะรู้สึกเยน็เน่ืองจากตวัท าละลายระเหย
ไป ถา้มีรอยร่ัวเกิดข้ึนมกัจะท าใหร้ะดบั baseline ยกข้ึน มีอากาศเขา้ไปในระบบและอาจมี
ผลกระทบต่อค่าความสูง และพื้นท่ีของพีค ท าใหผ้ลการหาปริมาณแต่ละคร้ังไม่เท่ากนั 

- ไม่ควรขนัขอ้ต่อของคอลมัน์แน่นเกินไป เพราะจะท าใหเ้กลียวของ fitting เป็นรอยจนร่ัวได ้ ซ่ึงแม้
จะขนัต่อไปอีกกไ็ม่สามารถหยดุรอยร่ัวได ้ เม่ือมีรอยร่ัวเกิดข้ึนควรขนัเพิ่มอีกเพยีงเลก็นอ้ย และถา้
ยงัร่ัวอยูค่วรถอดออกมาทั้งหมดแลว้จึงใส่กลบัเขา้ไปใหม่ 

- การเลือกคอลมัน์และตวัตรวจวดั เลือกชนิดคอลมัน์ใหเ้หมาะสมกบังาน ในกรณีท่ีเร่ิมใชค้อลมัน์
โดยไม่ร่ัวประวติัของคอลมัน์นั้นเลย ใหล้า้งคอลมัน์(ไม่ตอ้งต่อเขา้ตวัตรวจวดั) ก่อนตามวธีิท่ี
เหมาะสม ส่วนตรวจวดัควรเลือกใหเ้หมาะสมกบัสารท่ีจะวิเคราะห์ 

- การใชค้อลมัน์ในงาน HPLC ควรหลีกเล่ียง หรือป้องกนัการเปล่ียนแปลงความดนั อุณหภูมิและ
สดัส่วนของเฟสเคล่ือนท่ีโดยกะทนัหนั เน่ืองจากจะท าใหก้ารจดัตวัของอนุภาคสารท่ีบรรจุ ท่ีเป็น
สาเหตุท าใหเ้กิดช่องวา่งในคอลมัน์ ควรเปล่ียนแปลงอตัราการไหลเป็นขั้นๆ ขั้นละ 0.1 มิลลิลิตรต่อ
นาที เพื่อป้องกนัการเปล่ียนแปลงความดนัอยา่งกะทนัหนั (pressure shock) ควรใหเ้วลาหลายๆ 
นาทีในการใหค้อลมัน์อยูท่ี่ความดนัปกติของการท างาน และปล่อยใหค้วามดนัค่อยๆ ลดลงมา เม่ือ
ตอ้งการใหป๊ั้มเลิกท างาน การใช ้guard column สามารถช่วยยดือายกุารใชง้านของคอลมัน์ เน่ืองจาก
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จะมีแผน่กรองท่ีมีขนาดรูอนุภาคประมาณ 0.5 ไมครอน ท าหนา้ท่ีกรองอนุภาคท่ีอาจหลุดมาจาก
ขั้นตอนการกรองตวัอยา่ง และขณะเดียวกนักเ็ป็นการกรองเฟสเคล่ือนท่ีซ ้ าอีกคร้ัง 

- เพื่อยดืการใชง้านของคอลมัน์ ไม่ควรใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมี pH สูงหรือต ่ามาก ควรใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีท่ีมี 
pH อยูใ่นช่วง 3.5-6.5 

- ตรวจดูอตัราการไหลคงท่ีหรือไม่ โดยสงัเกตจากความดนั ถา้คงท่ีจึงเร่ิมวิเคราะห์ได ้ถา้ไม่คงท่ีอาจมี
ปัญหาท่ีการ degas ไม่ดีพอ ตอ้งท าการ degas ใหม่ 

- เม่ือฉีดสารตวัอยา่งท่ีมีการเติมสารปนเป้ือนลงไป ควรลา้งคอลมัน์ดว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะสม
ประมาณ 200-300 มิลลิลิตร โดยใชอ้ตัราการไหลต ่าๆ 

- ไม่ควรเกบ็คอลมัน์ไวใ้นท่ีช้ืนหรืออุณหภูมิท่ีท าใหค้อลมัน์และอนุภาคเกิดการขยายและหดตวั
กลบัไปกลบัมา เพราะจะท าใหเ้กิดช่องวา่งข้ึนในคอลมัน ์ ดงันั้นควรเกบ็อุณหภูมิระหวา่ง 15-30 oC 
และเกบ็ในสภาพเปียก เช่น เกบ็คอลมัน์ประเภท Liquid solid chromatography ดว้ยตวัท าละลายท่ี
แหง้ หรือเกบ็คอลมัน์ประเภท reverse phase ในตวัท าละลายอินทรีย ์100% เป็นตน้ 


