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กรดแทนนิก จดัเป็นสารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิซึ่งเป็นกลุ่มของสารอนิทรยีท์ี่พบมากใน

พืชและผลไม้ โดยในทางการแพทย์ได้น ากรดแทนนิกมาใช้ประโยชน์เป็นยารักษาโรค เช่น         

โรคท้องร่วง โรคบิด และสมานแผลที่เกิดจากไฟไหม้ งานวิจยันี้มจีุดประสงค์ที่จะพฒันาวิธีการ

เตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะห์กรดแทนนิกในตวัอย่างพชืและผลไม ้ด้วยวธิกีารเตรยีมตวัอย่างด้วย

เทคนิคการสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว (dispersive liquid-liquid 

microextraction, DLLME)  ทัง้นี้ไดศ้กึษาตวัแปรต่างๆทีม่ผีลต่อการสกดั รวมถงึศกึษาประสทิธภิาพ

ของวิธีการวิเคราะห์ จากการศึกษาพบว่าวิธีที่พฒันาขึ้นนี้ ควรใช้ตัวท าละลายในการสกัด คือ       

1-บวิทานอล และตวัท าละลายที่ใช้ในการกระจายตวัคอื เอทานอล ด้วยอตัราส่วนของสารละลาย

ผสมระหว่างตวัท าละลายสกดัและตวัท าละลายกระจายในอตัราส่วน 1:1 (v/v) โดยใชส้ารละลายผสม

ทีป่รมิาตร 300 ไมโครลติร ที่pH ของสารละลายตวัอย่างเท่ากบั 4  ซึง่ควบคุม pH ของสารละลาย

ตวัอย่างโดยใชส้ารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ เขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ ใชเ้วลาในการผสมสาร 3 นาท ีใช้

สารละลายโซเดยีมคลอไรดใ์นการเพิม่ความแรงไอออนิกของสารละลายทีค่วามเขม้ขน้ 4%w/w และ

ใช้เวลาในการหมุนเหวี่ยงที่ 4000 rpm 2 นาท ีตามล าดบั  ในการวเิคราะห์หาปรมิาณกรด         

แทนนิกดว้ยเทคนิคเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงใชก้รดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v)ต่อ

เมทานอล ในอตัราส่วน 85:15 เป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่ควบคุมอตัราการไหลที ่0.90 มลิลลิติรต่อนาท ี 

ผลการศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ พบว่าค่าขดีจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวดัได้ 1.00 

มลิลกิรมัต่อลติร  และค่าขดีจ ากดัต ่าสุดที่สามารถตรวจวเิคราะหป์รมิาณได้ 3.00 มลิลกิรมัต่อลติร  

ให้ค่าร้อยละการกลบัคืน 92.40±5.92 ถึง 100.16±4.62 และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์          

(%RSD) เท่ากบั 1.40±0.30 ผลการน าวธิทีีพ่ฒันานี้ตรวจปรมิาณกรดแทนนิกในพชืและผลไมบ้าง

ชนิด พบว่าสามารถตรวจพบปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอย่างได้ในช่วง 9.52±0.09 ถงึ 1.04±0.04 

มลิลกิรมัต่อ100กรมั ดงันัน้จงึสรุปได้ว่าวธิทีี่พฒันานี้เป็นวธิทีี่มปีระสทิธภิาพ ง่าย สะดวกในการ

วเิคราะห์และใช้สารปรมิาณน้อย ทัง้ยงัสามารถน างานวจิยันี้ไปประยุกต์ใช้ส าหรบัการวเิคราะห์

ปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไม ้
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Tannic acid is a natural phenolic compound which can be found in plants and fruits. 

Tannic acid is also used as additive in medicinal industry, and used for treatment of burns 

and diarrhea. The aim of this work was to develop sample preparation method for analysis 

of tannic acid in some plants and fruits using dispersive liquid-liquid microextraction 

(DLLME). The validation method was optimized in this study. The results showed that the 

optimum extraction conditions for sample preparation were using the extraction          

solvent : dispersive solvent (1-butanal : ethanol as 1:1 v/v), 300 µL of mixture solvent, the 

pH of sample solution was 4 by using 0.3M of HCl, the mixing time was 3 minutes, using 

4%w/w of NaCl  and centrifuge at 4000 rpm for 2 minutes. The optimization condition for 

tannic acid analysis by high performance liquid chromatography technique was as follows 

the mobile phase system as  1% (v/v) acetic acid : MeoH  = 85:15  with controlled flow rate 

at 0.90 mL/min. The limits of detections (LOD) for analysis of tannic acid was 1.00 mg/L. 

The limit of quantitation (LOQ) was 3 mg/L. The recoveries percentage was in the range of 

92.40±5.92 to 100.16±4.62. The relative standard deviations (%RSD) was 1.40±0.30. The 

results in analysis of tannic acid in plants and fruits samples by the optimal condition 

showed tannic acid in the range of 9.52±0.09 to 1.04±0.04  mg/100g. This proposed 

method for sample preparation showed  more effective, fast, and require smaller amounts 

of organic solvents, high accuracy  and precision data with reasonable quantization limits. 

Finally, the developed method showed the applicability to extract and analysis of the tannic 

acid in plant and fruit samples. 

 
 

 



ปรญิญานิพนธ ์
เรือ่ง 

การพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งเพื่อวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้าง
ชนิด โดยใชเ้ทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว 

ของ 
สริมิา  เดชะ 

 
 

ไดร้บัการอนุมตัจิากบณัฑติวทิยาลยัใหน้บัเป็นส่วนหนึ่งของการศกึษาตามหลกัสตูร 
ปรญิญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑติ สาขาวชิาเคม ี

ของมหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ 
 
 

................……………………………….. คณบดบีณัฑติวทิยาลยั 

(รองศาสตราจารย ์ดร.สมชาย สนัตวิฒันกุล) 

วนัที…่….เดอืน………………พ.ศ. 2558 

 

อาจารยท์ีป่รกึษาปรญิญานิพนธ ์          
 
……………………………………  ทีป่รกึษา    
(รองศาสตราจารย ์ดร.พรพมิล  มว่งไทย)               

คณะกรรมการสอบปากเปล่าปรญิญานิพนธ์ 
 

       …………………………………… ประธาน 
         (อาจารย ์ ดร.วนิยั  อวงพพิฒัน์) 
 

…………………………………... กรรมการ 
         (รองศาสตราจารย ์ดร.พรพมิล  มว่งไทย)               
 

…………………………………... กรรมการ 
         (อาจารย ์ ดร.เกรยีงศกัดิ ์ ส่งศรโีรจน์) 
 

 



ประกาศคณูุปการ 

 

ปรญิญานิพนธฉ์บบันี้เสรจ็สมบูรณ์ไดด้ว้ยดี ผูว้จิยัไดร้บัค าแนะน า ความช่วยเหลอื และ
ความอนุเคราะห์จากคณาจารย์ในภาควชิาเคมี ผู้วิจยัขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย์       
ดร.พรพมิล ม่วงไทย อาจารยท์ีป่รกึษานิพนธ์ ทีใ่หค้ าปรกึษา ชีแ้นะขอ้บกพร่องต่างๆ และแก้ไข
ปัญหาในการท างานวจิยั  

 
ขอขอบพระคุณ ดร. วนิัย อวงพพิฒัน์ ประธานกรรมการในการสอบปากเปล่าปรญิญา

นิพนธ ์และ ดร. เกรยีงศกัดิ ์ส่งศรโีรจน์ กรรมการควบคุมการสอบปากเปล่าปรญิญานิพนธ์ ทีก่รุณา
ให้ค าแนะน าตลอดจนชี้แนะข้อบกพร่อง เพื่อให้ปรญิญานิพนธ์มคีวามสมบูรณ์มากยิง่ขึ้น และ
ขอขอบพระคุณคณาจารยภ์าควชิาเคมทุีกท่านทีไ่ดป้ระสทิธิป์ระสาทวชิาความรูท้างเคม ีขอขอบคุณ
เจา้หน้าทีห่อ้งปฏบิตักิารภาควชิาเคมทีุกคน ทีใ่หค้ าแนะน า ช่วยเหลอื และอ านวยความสะดวกแก่
ผูว้จิยั  

 
 ผูว้จิยัน้อมร าลกึถงึพระคุณของบดิา มารดาและญาตสินิททุกท่านทีใ่ห้ค าแนะน า และ

ก าลงัใจ รวมถงึสนบัสนุนผูว้จิยัในดา้นการศกึษา และขอบพระคุณทุกท่านทีม่ไิดก้ล่าวนามใน ณ ทีน่ี้ 

ทีใ่หค้ าแนะน าและความช่วยเหลอืในดา้นต่างๆ จนปรญิญานิพนธฉ์บบัน้ีเสรจ็ลุล่วงดว้ยด ี                                        

                                                                                               

  สริมิา  เดชะ 

 

 

 

 



สารบญั 

บทท่ี  หน้า 
     1 

 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 

บทน า…………………………………………………………………………………..        
ภมูหิลงั……………………………………………………………………………… 

  ความมุง่หมายของงานวจิยั………………………………………………………… 
   ความส าคญัของงานวจิยั…………………………………………………………… 
   ขอบเขตของงานวจิยั……………………………………………………………….. 
   ขัน้ตอนการด าเนินงานวจิยั………………………………………………………… 
 
 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง……………………………………………………. 

   กรดแทนนิก………………………………………………………………………… 
   พชื…………………………………………………………………………………… 
   ผลไม…้……………………………………………………………………………… 
   การเตรยีมตวัอยา่ง………………………………………………………………….. 
   การสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว……………………. 
   งานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้ง…………………………………………………………………. 
 
 
วิธีการด าเนินงานวิจยั……………………………………………………………… 
   อุปกรณ์ เครือ่งมอืและสารเคมทีีใ่ชใ้นการวจิยั…………………………………….. 
        ตอนที ่ 1 การศกึษาผลของตวัแปรต่างๆทีม่ผีลต่อวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งดว้ย
เทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว……………   

        ตอนที ่ 2 การเปรยีบเทยีบวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งโดยใชว้ธิกีารสกดัตวัอย่าง  
ดว้ยวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งดว้ยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวั
ระหว่างชัน้ของเหลวทีพ่ฒันาขึน้กบัวธิกีารสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของแขง็
และวฏัภาคของเหลว………………………………………………………………... 

1 
1 
2 
2 
3 
4 
 
 

5 
5 
8 

10 
12 
14 
16 

 
 

22 
22 

 
24 

 
 
 

28 

 

 

2

4 

3

4 



สารบญั (ต่อ) 

บทท่ี  หน้า 
     3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ต่อ) 
          ตอนที ่ 3 ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิก โดยใช้
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู…………………………………………... 
        ตอนที ่4   ศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกที่
พฒันาขึน้…………………………………………………………………………………. 
        ตอนที ่5   ศกึษาผลของสารรบกวนในตวัอยา่ง…………………………………… 
        ตอนที ่6   วเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด……... 
 
 
ผลการทดลอง………………………………………………………………………….. 
  ตอนที ่ 1 การศกึษาผลของตวัแปรต่างๆทีม่ผีลต่อวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งดว้ยเทคนิค  
การสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว………………………….    

      ผลการศกึษาชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชส้กดัและตวัท าละลายกระจายทีใ่ชก้ระจาย      
ผลการศกึษาหาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมของตวัท าละลายผสมระหว่างตวัท าละลายที่
ใชใ้นการสกดัและตวักระจายทีใ่ชใ้นการกระจาย…………………………………….                                             
ผลการศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายผสมทีเ่หมาะสม……………………………..                                 
ผลการศกึษาทีp่Hทีเ่หมาะสม…………………………………………………………                                                                 
ผลการศกึษาความเขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิทีเ่หมาะสม………………...                                     
ผลการศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการผสมสารทีเ่หมาะสม…………………………………...                                              
ผลการศกึษาความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดยีมคลอไรดท์ีเ่หมาะสม……………..                       
ผลการศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการหมุนเหวีย่งทีเ่หมาะสม……………………………...... 

 
 

30 
 

31 
34 
35 

 
 

 36 
 

36 
37 

 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 

 

 

 

 

4 



 

สารบญั (ต่อ) 

บทท่ี  หน้า 
      4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
 

(ต่อ) 
  ตอนที ่2    ผลการเปรยีบเทยีบวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งโดยใชว้ธิกีารสกดัตวัอยา่งดว้ย           
วธิกีารเตรยีมตวัอยา่งดว้ยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้
ของเหลวทีพ่ฒันาขึน้กบัวธิกีารสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของแขง็และวฏัภาค
ของเหลว……………………………………………………………………………………..... 
 
  ตอนที ่ 3 ผลการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิก โดยใช้
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู…………………………………………....... 

        ผลการศกึษาชนิด และองคป์ระกอบของวฏัภาคเคลื่อนที่……………………………. 
ผลการศกึษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่……………………………... 
 

  ตอนที ่4 ศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกทีพ่ฒันาขึน้……… 
ผลการศกึษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของวธิกีารวเิคราะห์…………………………….. 

 ผลการศกึษาขดีจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)………………                         

ผลการศกึษาขดีจ ากดัของการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณ (Limit of quantitation, LOQ)...

ผลการศกึษาความถูกตอ้งของวธิกีารวเิคราะห์ (accuracy)…………………………                                   

ผลการศกึษาความเทีย่งของวธิกีารวเิคราะห ์(precision)…………………………… 

  ตอนที ่5 ผลการศกึษาผลของสารรบกวนในตวัอยา่ง………………………………………                                      

  ตอนที ่6 ผลการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด………… 

สรปุผล อภิปรายผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ………………………………………….. 

 

 

 
 
 
 

45 
 
 

46 
48 
52 

 
54 
54 

  55 
  56 

 
 

 
62 

 
64 

 
65 

5 63 

60 

58 

58 

56 



 

สารบญั (ต่อ) 

บทท่ี

บรรณานุกรม……………………………………………………………………………………….. 

ภาคผนวก…………………………………………………………………………………………… 
ภาคผนวก ก…………………………………………………………………………………… 
ภาคผนวก ข…………………………………………………………………………………… 
ภาคผนวก ค…………………………………………………………………………………… 
 

ประวติัย่อผูวิ้จยั…………………………………………………………………………………….. 

หน้า

67 

72 
73 
81 
84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

87 



บญัชีตาราง 

ตาราง  หน้า 
      1 
       2 

 
       3 

 
       4 

 

ปรมิาณและชนิดขององคป์ระกอบทางเคมทีีพ่บในพชื…………………………………..    
สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการแยกกรดแทนนิกดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว    
 สมรรถนะสงู………………………………………………………………………………... 
ระยะเวลารเีทนชนัของพคีโครมาแกรมของกรดแทนนิก กรดแกลลคิ กรดเฟอรร์รูกิ 
  คาเทชนิ กรดทารท์ารกิ กรดมาลกิ และกรดซติรกิ……………………………………. 

  ผลการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพืชและผลไม้บางชนิด…………………. 
 

9 
 

54 
 
59 
61 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บญัชีภาพประกอบ 

ภาพประกอบ  หน้า 
       1 

         2 
         3 
         4 

       5 
 
       6 
 
       7 
       8 
       9 
     10 
     11 
     12 
     13 
     14 
 
     15 
 
     16 
     17 
 
     18 
 

 
 

 สตูรโครงสรา้งทางเคมขีองกรดแทนนิก………………………………………………… 
 การสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของเหลว…………………………………………………. 
 การสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของแขง็…………………………………………………... 
 กระบวนการสกดัโดยวธิ ีDLLME………………………………………………………..                                                        
ผลการศกึษาชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชส้กดัและตวัท าละลายกระจายทีใ่ช ้
  กระจาย………………………………………………………………………………….. 
 ผลการศกึษาอตัราสว่นทีเ่หมาะสมของตวัท าละลายผสมระหวา่งตวัท าละลายที ่  
   ใชใ้นการสกดัและตวักระจายทีใ่ชใ้นการกระจาย……………………………..............                                              
ผลการศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายผสมทีเ่หมาะสม………………………………...                            
ผลการศกึษาศกึษา pH ทีเ่หมาะสม…………………………………………….............                                               
ความเขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิทีเ่หมาะสม………………………….............                             
ศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการผสมสารทีเ่หมาะสม………………………………………………                                                                                               
ศกึษาความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดยีมคลอไรดท์ีเ่หมาะสม………………………...                  
ศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการหมุนเหวีย่งทีเ่หมาะสม…………………………………………...                                  
ศกึษาเปรยีบเทยีบเทคนิคการสกดั………………………………………………………                                                    
โครมาโทแกรมจากผลการศกึษาชนิดของวฏัภาคเคลื่อนทีใ่นการวเิคราะห ์
   ปรมิาณกรดแทนนิก…………………………………………………………………….                                                                  
 โครมาโทแกรมจากผลการศกึษาองคป์ระกอบของวฏัภาคเคลื่อนทีใ่นการ  
   วเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิก………………………………………………………….                                                  
ผลของระยะเวลารเีทนชนัต่ออตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที…่…………………….             
กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหวา่งพืน้ทีพ่คี (mAU/s) กบัความเขม้ขน้ 
   ของกรดแทนนิก (µg/mL)………………………………………………………………                                                             
แสดงโครมาโทแกรมของกรดแทนนิกทีม่กีารเตมิสารละลายมาตรฐาน            
   กรดแทนนิกเขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติรลงไป………………………………..............                                                 

6 
13 
14 
15 

 
37 

 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 

 
49 

 
50 
55 

 
56 

 
56 

 
 
 
 

ภาพประกอบ 

 



บญัชีภาพประกอบ (ต่อ) 

 
    19 

 
    20 

 
    21 

 
    22 

 
    23 
    24 

 
    25 
    26 

 
    27 

 
    28 

 
 

    29 
    30 

 
โครมาโทแรมของสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกทีเ่ตมิสารละลายผสมของสาร 
  รบกวน 6 ชนิด……………………………………………………………………………                                                                           

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกเขม้ขน้                        
  1000 มลิลกิรมัต่อลติร……………………………………………………………………                                                                                      

โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบหกูวางทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME  
  ทีพ่ฒันาขึน้………………………………………………………………………............                                                                                  
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกของเมลด็หกูวางทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ     
  DLLME ทีพ่ฒันาขึน้…………………………………………………………….............                                                                        
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบยอทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้…………    
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกของลกูยอทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME     
  ทีพ่ฒันาขึน้……………………………………………………………………………….                                                                                                     
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบฝรัง่ทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้………..
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกฝรัง่ทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME  
  ทีพ่ฒันาขึน้……………………………………………………………………………….                                                                                   
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบกระทอ้นทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME  
 ทีพ่ฒันาขึน้………………………………………………………………………………...                                                                                   
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกกระทอ้นทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME  
  ทีพ่ฒันาขึน้……………………………………………………………………………….                                                                                 
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบมะยมทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ                        
  DLLME ทีพ่ฒันาขึน้……………………………………………………………………...                                                                                   
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งลกูมะยมทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ                     
  DLLME ทีพ่ฒันาขึน้……………………………………………………………………... 
 

หน้า 
 

60 
 

74 
 

75 
 

75 
76 

 
76 
77 

 
77 

 
78 

 
78 

 
   79 

 
79 

 
 

 

 

ภาพประกอบ 

 



บญัชีภาพประกอบ (ต่อ) 

     
    31 

 
    32 

 
    33 
    34 
    35 
    36 
    37 
    38 
    39 
    40 
    42 
    43 
    44 
    45 

 
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบละมุดทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME                              
  ทีพ่ฒันาขึน้………………………………………………………………………...                                                                                
โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกละมุดทีผ่า่นวธิกีารสกดัแบบ DLLME ที ่              
  พฒันาขึน้…………………………………………………………………………..                                                                                      
ตวัอยา่งใบหกูวาง…………………………………………………………………...                                                                    
ตวัอยา่งใบยอและลกูยอ…………………………………………………………….                                                             
ตวัอยา่งใบฝรัง่และผลฝรัง่…………………………………………………………..                                                               
ตวัอยา่งใบกระทอ้นและผลกระทอ้น………………………………………………..                                                      
ตวัอยา่งใบมะยมและลกูมะยม……………………………………………………...                                                               
ตวัอยา่งใบละมุดและผลละมุด………………………………………………………                                                    
ลกัษณะตวัอยา่งก่อนท าการสกดัดว้ยวธิ ีDLLME…………………………………                                        
การเตรยีมตวัอยา่งดว้ยวธิ ีDLLME………………………………………………...                                                        
เครือ่งชัง่อยา่งละเอยีด 4 ต าแหน่ง…………………………………………………                                                     
เครือ่ง Vortex……………………………………………………………………….                                                                           
เครือ่งกรองน ้าปราศจากไอออน…………………………………………………….                                                                  
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC)................................................... 
 

 

 

หน้า 
80 

 
80 
82 
82 
82 
82 
82 
82 
82 
83 
83 
85 
85 
86 
86 

 

 

ภาพประกอบ 

 



1 

 

บทท่ี 1 

     บทน ำ 

ภมิูหลงั  
กรดแทนนิก จดัเป็นสารประกอบในกลุ่มของกรดฟีนอลกิ (phenolic acid) ที่มโีครงสรา้ง

ซบัซอ้น ภายในโมเลกุลประกอบดว้ยกรดแกลลกิ 9 โมเลกุลและน ้าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล พชืหรอืผลไม้
ทีม่กีรดแทนนิกเป็นองค์ประกอบจะมรีสชาดฝาดและขม  กรดแทนนิกสามารถพบไดท้ัง้ในส่วนของใบ
พชืและผลไม้หลายชนิด เช่น ใบชา ใบฝรัง่ ใบพลู ใบหูกวาง พบในผลไม้ดิบ เช่น องุ่น มะนาว ส้ม       
แคนตาลูป ฝรัง่ แตงโม ลูกแพร ์และมงัคุด เป็นต้น หรอืสามารถพบไดแ้มก้ระทัง่ในส่วนของเปลอืกและ
เมลด็ โดยในทางการแพทยไ์ดน้ ากรดแทนนิกมาใชป้ระโยชน์เป็นยารกัษาโรค เช่น โรคทอ้งร่วง โรคบดิ 
และสมานแผลทีเ่กดิจากไฟไหม ้นอกจากน้ีกรดแทนนิกยงัมฤีทธิใ์นการตกตะกอนโปรตนี ช่วยยบัยัง้การ
เจรญิของแบคทเีรยีและเชื้อราอกีด้วย  อย่างไรก็ตามกรดแทนนิกก็นับว่าอาจเป็นสารที่ให้โทษได้ซึ่ง
พบว่า จากคุณสมบตัขิองกรดแทนนิกทีส่ามารถท าปฏกิริยิากบัโลหะในน ้า เกดิเป็นสารประกอบเชงิซอ้น
ของกรดแทนนิก ทีท่ าใหเ้กดิความเป็นพษิต่อระบบนิเวศของน ้าและเป็นส่วนหนึ่งทีท่ าใหเ้กดิภาวะน ้าเน่า
เสยี   การวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิกจงึจดัว่ามคีวามส าคญัมากในงานที่มคีวามเกี่ยวข้องกบักรดนี้    
ส าหรบัในการตรวจสอบปรมิาณกรดแทนนิกในตัวอย่างนัน้ พบว่า ขัน้ตอนที่ส าคัญที่จะท าให้การ
วเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกมคีวามถูกต้องสูง คอื ขัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่าง    ด้วยเหตุนี้การศกึษา
หาวิธีการเตรียมตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์หาปริมาณกรดแทนนิ กจึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง            
(พมิพเ์พญ็; และคณะ. 2555) 

 วธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะหก์รดแทนนิกโดยใชว้ธิกีารสกดั ซึง่วธิกีารสกดัอย่างง่ายที่

นิยมน ามาใชใ้นการเตรยีมมอียู่หลายวธิไีดแ้ก่ การสกดัดว้ยวฏัภาคของเหลว ( liquid-liquid extraction, 

LLE) การสกดัดว้ยวฏัภาคของแขง็ (solid-phase extraction, SPE) การสกดัแบบจุดขุ่น (cloud-point 

extraction, CPE) และการสกดัแบบกรด-เบส (acid/base extraction) เป็นต้น แต่ในปัจจุบนัวธิกีารสกดั

สารที่สนใจจะตรวจสอบได้ถูกพฒันาขึ้นมากโดยการน าเทคนิคใหม่ๆเข้ามาประยุกต์ใช้เพื่อช่วยเพิ่ม

ประสทิธภิาพในการสกดัใหด้ขีึน้กว่าการใชว้ธิีแบบเดมิโดยวธิกีารสกดัทีพ่ฒันาขึน้ไดแ้ก่ การสกดัระดบั

ไมโคร ได้แก่ การสกดัระดบัไมโครด้วยวฏัภาคของเหลว (liquid-liquid microextraction, LLME)       

การสกดัระดบัไมโครดว้ยวฏัภาคของแขง็ (solid-phase microextraction, SPME) และการสกดัระดบั      

ไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว (dispersive liquid-liquid microextraction , DLLME) 

 
 



2 

 

       งานวจิยัน้ีมคีวามสนใจทีจ่ะศกึษาเพื่อเปรยีบเทยีบวธิเีตรยีมสารตวัอย่างเพื่อวเิคราะหป์รมิาณ

กรดแทนนิกทีม่ปีระสทิธภิาพในตวัอย่างพชื   เนื่องจากวธิกีารเตรยีมสารหรือการแยกสารทีจ่ะวเิคราะห์

จากพชืจดัเป็นสิง่ทีม่คีวามส าคญัมาก โดยนอกจากการศกึษาหาวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพแลว้ยงัท าการศกึษา

หาสภาวะที่เหมาะสมในการพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะหก์รดแทนนิก แลว้ตรวจวเิคราะห์

ปรมิาณกรดแทนนิกด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid 

chromatography) รวมถงึศกึษาปัจจยัทีม่ผีลต่อการสกดัและการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิก ทัง้นี้เพื่อ

เป็นการช่วยพัฒนาเทคนิคการสกัดกรดแทนนิกจากพืชและผลไม้ ผลจากการวิจัยนี้จะได้น าไป

ประยุกต์ใชเ้ตรยีมสารตวัอย่างกรดแทนนิกจากพชืและผลไมใ้นกลุ่มตวัอย่างทีน่่าสนใจเพื่อเป็นขอ้มลูใน

การประเมนิประสทิธภิาพของพชืและผลไมใ้นการเป็นแหล่งของกรดแทนนิก 

ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจยั 
1. เพื่อพัฒนาวิธีการเตรยีมตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์กรดแทนนิกด้วยเทคนิคการสกัดระดับ                     

ไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลวในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด  

2. เพื่อศกึษาปัจจยัทีม่ผีลต่อวธิกีารสกดัและการวเิคราะหก์รดแทนนิก 

3. เพื่อศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิก 

4. เพื่อวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด 

 
ควำมส ำคญัของกำรวิจยั 

1.  ท าใหท้ราบถงึวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพในการเตรยีมตวัอยา่งส าหรบัการวเิคราะหก์รดแทนนิก 

2.  ท าใหท้ราบถงึปัจจยัทีม่ผีลต่อการสกดัและการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิก 

3.  ท าใหท้ราบปรมิาณกรดแทนนิกทีม่อียูใ่นตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด 

4.  ท าใหป้ระเมนิประสทิธภิาพของพชืและผลไมใ้นการเป็นแหล่งของกรดแทนนิกได ้
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ขอบเขตของกำรวิจยั 
1. ศึกษาผลของตัวแปรต่างๆที่มีผลต่อวิธีการเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิคการสกัดระดับ           

ไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว ทีใ่ชใ้นการวเิคราะหก์รดแทนนิก 
1.1  ศกึษาชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดัและตวักระจายทีใ่ชใ้นการกระจาย 
1.2  ศกึษาหาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมของตวัท าละลายผสมระหว่างตวัท าละลายทีใ่ชใ้น

การสกดัและตวักระจายทีใ่ชใ้นการกระจาย 
1.3  ศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายผสมทีเ่หมาะสม 
1.4  ศกึษา pH ทีเ่หมาะสม 
1.5  ศกึษาความเขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิทีเ่หมาะสม 
1.6  ศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการผสมสาร (vortex) ทีเ่หมาะสม 
1.7  ศกึษาผลของความแรงของไอออนิก (ionic strength) ของสารละลาย 
1.8  ศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการหมุนเหวีย่งทีเ่หมาะสม 

2. การเปรยีบเทยีบวธิกีารเตรยีมตวัอย่างโดยใชเ้ทคนิคการสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจาย
ตวัระหว่างชัน้ของเหลว ทีพ่ฒันาขึน้กบัวธิกีารสกดัตวัอย่างด้วยวฏัภาคของแขง็และวธิกีารสกดัดว้ย 
วฏัภาคของเหลว 

2.1 วธิกีารสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว  
2.2 วธิกีารสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของแขง็ 
2.3 วธิกีารสกดัดว้ยวฏัภาคของเหลว 

3. ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิก โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู 

3.1 ศกึษาชนิด และองคป์ระกอบของวฏัภาคเคลื่อนที่ 
3.2 ศกึษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ 

 4.   ศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกทีพ่ฒันาขึน้ 
  4.1 ศกึษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของวธิกีารวเิคราะห ์
  4.2 ศกึษาขดีจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) 
  4.3 ศกึษาขดีจ ากดัของการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณ (Limit of quantitation, LOQ) 
                    4.4 ศกึษาความถูกตอ้งของวธิกีารวเิคราะห์ (accuracy) 
  4.5 ศกึษาความเทีย่งของวธิกีารวเิคราะห ์(precision) 
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 5.   ศกึษาผลของสารรบกวนในตวัอยา่ง 
  5.1 ศกึษาผลของการรบกวนจากสารประกอบฟีนอลกิชนิดอื่นๆ 

5.2 ศกึษาผลของการรบกวนจากกรดอนิทรยี ์
6. วเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด 

 

ขัน้ตอนกำรด ำเนินกำรวิจยั 
1. ศึกษาผลของตัวแปรต่างๆที่มีผลต่อวิธีการเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิคการสกัดระดับ       

ไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว ทีใ่ชใ้นการวเิคราะหก์รดแทนนิก 
2. ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิก โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสงู 
3. ศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกทีพ่ฒันาขึน้ 
4. ศกึษาผลของสารรบกวนในตวัอยา่ง 
5. วเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด 
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
 งานวจิยันี้เกี่ยวขอ้งกบัการพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิก

ในตวัอย่างพชืและตวัอย่างผลไมบ้างชนิดด้วยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่าง
ชัน้ของเหลว (DLLME) โดยผู้ท าการวจิยัได้ท าการศกึษาค้นคว้าเอกสารและงานวจิยัที่เกี่ยวขอ้ง ตาม
หวัขอ้ดงัต่อไปนี้ 

- กรดแทนนิก 
- พชื 
- ผลไม ้ 
- การเตรยีมตวัอยา่ง 
- การสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว (DLLME) 
- งานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้ง  

 

กรดแทนนิก 
 กรดแทนนิก (tannic acid) เป็นสารใหร้สฝาด (astringency) และรสขม (bitter) จดัเป็น

สารประกอบเชงิซอ้นในกลุ่มของสารประกอบฟีโนลกิ (phenolic compound) มโีมเลกุลขนาดใหญ่ และ
โครงมสีรา้งทีซ่บัซอ้นภายในโครงสรา้งประกอบดว้ยกรดแกลลกิ 9 โมเลกุลและน ้าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล 
เป็นสารประกอบแทนนินชนิดสารไฮโดรไลซ์แทนนิน (hydrolysable tannins) คอื แทนนินชนิดที่
สามารถถูกแยกออกเป็นโมเลกุลเล็กๆ ได้ นอกจากนี้กรดแทนนิกยงัสามารถจบักบัโปรตีนและสาร     
ไบโอพอลเิมอร ์(biopolymer) เช่น เซลลูโลส และเพคตนิ พบมากทีอ่อรแ์กเนลลต่์างๆ ของเซลลพ์ชื 
หรอืผนงัเซลลช์ัน้ปฐมภมูแิละชัน้ทุตยิภมู ิรวมทัง้เนื้อไม ้(Zucker. 1983) โดยมสีูตรโครงสรา้งทางเคมดีงั
ภาพประกอบ 1  
 

 

 

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002377/astringency-%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%9D%E0%B8%B2%E0%B8%94
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/003100/%E0%B8%A3%E0%B8%AA%E0%B8%82%E0%B8%A1-bitter
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ภาพประกอบ 1 สตูรโครงสรา้งทางเคมขีองกรดแทนนิก 

คุณสมบตัทิางเคม ี 
 
 ชื่อวทิยาศาสตร ์ Gallotonic acid   
 สตูรโครงสรา้งทางเคม ี C76H52O46 
 มวลโมเลกุล  1701.23 g/mol 
 จดุหลอมเหลว  218 °C  
 ค่า pKa   10 
 การละลาย  ละลายไดด้ใีนน ้า อะซโิตน และ เอทลิแอลกอฮอล์ 
 ลกัษณะทางกายภาพ มลีกัษณะเป็นผงละเอยีด สนี ้าตาล 
 
บทบาททีส่ าคญัของกรดแทนนิก 

1. คุณสมบตัเิป็นสารคเีลต (chelating agent) ในการตา้นเชือ้จลุนิทรยี ์
   กรดแทนนิก สามารถท าปฏกิริยิากบัธาตุเหลก็เกดิเป็นสารประกอบคเีลต (chelate) มี
คุณสมบตัิดงักล่าวคล้ายกับการสร้างสารซิเดอร์โรฟอร์ (siderophores) ของเชื้อจุลินทรยี์ซึ่งมี
ความส าคญัและจ าเป็นในการจบักบัธาตุเหล็ก เพื่อน าไปใช้ในกระบวนการต่างๆ โดยเฉพาะใน
กระบวนการสงัเคราะห์ไรโบ นิวคลโีอไทด์ (ribonucleotide) ซึ่งใช้เป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์        
ดเีอน็เอ (DNA) และการสรา้งฮมี (heme) ของแบคทเีรยี (Scalbert, 1991) ดงันัน้การเกดิคเีลตระหว่าง
กรดแทนนิกกบัธาตุเหลก็จงึเป็นการขดัขวางแบคทเีรยีไมใ่หส้ามารถน าธาตุเหลก็ไปใชป้ระโยชน์ได้ หรอื
ท าใหก้ารใชป้ระโยชน์ไดข้องธาตุเหลก็ลดลง อกีทัง้ยงัสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซมเ์พกตเินส 
(pectinase) เซลลูเลส (cellulase) และเปอรอ์อกซเิดส (peroxidase) ทีจุ่ลนิทรยีป์ล่อยออกมานอกเซลล์ 
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ท าให้เอนไซม์ดงักล่าวท างานได้น้อยลง ส่งผลให้จุลินทรยี์มรีูปร่างและการเจรญิเติบโตผิดปกต ิ      
(Mila; et al. 1996)  
 

2. คุณสมบตักิารตกตะกอนกบัโปรตนี  
  กรดแทนนิก มีผลโดยตรงต่อเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งอาจเข้าท าปฏิกิรยิากับ           
โปรโตพลาสมาของจุลินทรยี์ท าให้เกิดการตกตะกอน หรอืไปขดัขวางกระบวนการออกซิเดทีฟ        
ฟอสโฟรเีลชนั (oxidative phosphorylation) ทีเ่กดิขึน้ภายในไมโตคอนเดรยี (Scalbert. 1991) แต่การ
ออกฤทธิข์องกรดแทนนิกไม่ได้จ าเพาะเจาะจงต่อเชื้อจุลนิทรยีเ์ท่านัน้ แต่ยงัสามารถท าปฏกิริยิากบั
เนื้อเยื่อได้ นอกจากนี้กรดแทนนิก ยงัมผีลต่อการท างานของเอนไซมโ์ดยสามารถรวมกบัเอนไซม ์
ปรมิาณของกรดแทนนิกและเอนไซมต์้องอยู่ในระดบัที่เหมาะสม คอื มกีรดแทนนิก 20 โมเลกุลต่อ
เอนไซม ์1 โมเลกุล (Goldstein and Swain, 1965) ในพชืบางชนิดทีม่กีรดแทนนิกเป็นส่วนประกอบอาจ
มกีลไกในการป้องกนัตวัเองจากสตัวท์ีก่นิพชืเป็นอาหาร โดยเกดิจากความสามารถของกรดแทนนิกใน
การยบัยัง้การท างานของเอนไซมโ์ปรตเีอส (protease) ทีส่ตัวป์ล่อยออกมา (Ryan; et al. 1974) 
 
ประโยชน์  

กรดแทนนิก มสีมบตัเิป็นสารตกตะกอนโปรตนี มฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีและเชือ้รา
ได้ ในทางการแพทย์จงึน าไปใช้เป็นยารกัษาโรค ใช้เป็นยาแก้ท้องร่วง แก้บดิ สมานแผล แผลเป่ือย   
แผลไฟไหม้ เป็นต้น สามารถใช้เป็นสารตัง้ต้นในปฏิกิรยิาการเกิดสีน ้าตาลที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์
(enzymatic browning reaction) ของผลไม ้มฤีทธิเ์ป็นสารกนัเสยี (preservative) ยบัยัง้การเจรญิเตบิโต
ของจลุนิทรยี ์ 

 

แหล่งทีพ่บ 
สามารถพบได้ในพชืและผลไมห้ลายชนิด เช่น ใบชา ใบฝรัง่ ใบพลู ใบชุมเหด็ พบในผลไมด้บิ 

เช่น กล้วยดบิ (นิธยิา. 2550) ในเปลอืกและเมล็ดของผลไม้ เช่น เปลอืกมงัคุด องุ่น เมด็ในของ
มะขาม เปลอืกมะพรา้วอ่อน และพบในไวน์แดง นอกจากนี้กรดแทนนิกยงัพบมากในผลไมช้นิดอื่นๆเช่น 
มะนาว มะนาวเหลอืง สม้ แคนตาลูป ฝรัง่ แตงโม ลูกแพร ์สบัปะรด โดยเมื่อผลไมเ้หล่านี้สุกระดบัของ
กรดแทนนิกกจ็ะลดลงแต่ปรมิาณน ้าตาลฟรกัโตสจะเพิม่ขึน้ อกีทัง้การปลอกเปลอืกผลไมอ้อกจะเป็นการ
ลดปรมิาณ กรดแทนนิกลงไปอกีดว้ย หรอืผลไมท้ีม่าจากพชืยนืต้นต่างๆ เช่น แอปเป้ิล ทอ้ องุ่น พลบั 
เป็นตน้ และอาจพบไดใ้นธญัพชืต่างๆอกีดว้ย (พมิพเ์พญ็. 2552) 
 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001189/protein-%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/000197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/wordcap/enzymetic%20browning%20reaction
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001662/fruit-%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%89
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/000447/preservative-%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%96%E0%B8%B8%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001978/micro-organism-%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001811/tea-%E0%B8%8A%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001673/mangosteen-%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%84%E0%B8%B8%E0%B8%94
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002060/grape-%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%B8%E0%B9%88%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001661/tamarind-%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B8%82%E0%B8%B2%E0%B8%A1
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002642/coconut-%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A7
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001431/red-wine-%E0%B9%84%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B9%8C%E0%B9%81%E0%B8%94%E0%B8%87
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  พชืและผลไมห้ลายชนิดจดัเป็นสิง่ที่มคีวามส าคญัอกีทัง้ยงัเป็นทีน่ิยมบรโิภคกนัทัว่ไป เนื่องจาก
ผูค้นในปัจจุบนัหนัมาใส่ใจดูแลรกัษาสุขภาพกนัอย่างมากขึน้ อกีทัง้ในพชืและผลไม้นอกจะมรีสชาตทิี่
อรอ่ยแลว้นัน้ในพชืและผลไมย้งัมสีารอาหารทีม่ปีระโยชน์ เช่นกากใยทีช่่วยในเรื่องการขบัถ่าย การฟ้ืนฟู
รา่งกายในการเจบ็ป่วย และมอีงคป์ระกอบทางเคมซีึง่ช่วยใหก้ารท างานของระบบต่างๆภายในร่างกายดี
ขึน้ เป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ ป้องกนัโรคมะเรง็ เช่น กรดแกลลคิ กรดเอลลาจกิ ส่วนในเปลอืกผลไมห้รอื
ในใบไมก้จ็ะมกีรดแทนนิกอยู่ โดยกรดเหล่านี้มคีวามส าคญัมากกบัรา่งกายของมนุษย ์(ปรชีาญ. 2555) 
  
พืช 
 การด ารงชวีติของมนุษย์ต่างก็มคีวามผูกพนัใกล้ชดิกบัพชืมาตัง้แต่เกิด มนุษย์พยายามคดิวธิี
ต่างๆเพื่อน าพชืมาใชใ้หเ้กดิประโยชน์มากทีสุ่ด โดยเฉพาะการน าพชืมาใชใ้นดา้นสุขภาพและความงาม 
มกีารเลอืกบรโิภคอาหารที่มปีระโยชน์โดยเฉพาะพชื ผกั และผลไม้ และอาจมกีารใช้ผลติภณัฑ์เสรมิ
อาหารเพื่อป้องกนัโรคร้ายต่างๆ นอกจากนี้ยงันิยมใช้เครื่องส าอางมสี่วนผสมสารสกดัจากผลติภณัฑ์
ธรรมชาต ิรวมทัง้การใชส้มนุไพรในการรกัษาโรคกนัอย่างแพร่หลาย อย่างไรกต็าม ในอาหารจ าพวกผกั 
ผลไม้ ผลติภณัฑ์เสรมิอาหาร เครื่องส าอาง หรอืยาสมุนไพรดงักล่าวที่มสี่วนผสมของสารสกัดจาก
ธรรมชาติ ล้วนแล้วแต่มีสารไฟโตนิวเทรียนท์ (phytonutrients) เป็นองค์ประกอบ โดยในพืชนัน้มี
องค์ประกอบทางเคมทีี่ส าคญัทีช่่วยในการสรา้งภูมติ้านทานให้กบัร่างกาย ซึง่จะเรยีกองค์ประกอบทาง
เคมใีนพชืว่า สารพฤกษเคม ีซึ่งเป็นสารเคมทีี่มฤีทธิท์างชวีภาพที่พบเฉพาะในพชื สารกลุ่มน้ีอาจเป็น
สารที่ท าให้พืชผกัชนิดนัน้ๆ มสีี กลิ่นหรอืรสชาติที่เป็นลกัษณะเฉพาะตัว สามารถพบได้ในอาหาร
ประเภทพชืผกัต่าง ๆ สารพฤกษเคมนีัน้ไม่ใช่สารอาหารทีจ่ าเป็นต่อการด ารงชวีติ แต่พบว่ามปีระโยชน์
ต่อสุขภาพอยา่งมาก เช่น ช่วยป้องกนัโรค และมสี่วนเกี่ยวขอ้งกบัการลดความเสีย่งของโรคเรือ้รงัต่างๆ 
ได ้(นิจศริ.ิ 2539)  
 

 ส่วนประกอบหลกัของพชื ไดแ้ก่ น ้า คารโ์บไฮเดรต โปรตนี ไขมนั นอกจากนี้ยงัประกอบดว้ย
สารพฤกษเคมทีี่ส าคญั ไดแ้ก่ โพลฟีีนอล ฟลาโวนอยด์ แอนโทไซยานิน แคโรทนีอยด์ ไลโคพนี ลูทนี   
ซแีซนทนี เป็นต้น ซึ่งปรมิาณขององค์ประกอบต่างๆแตกต่างไปตามชนิดพนัธุ์พชื และแหล่งที่ปลูก 
(แสดงในตาราง 1) โดยจะกล่าวถงึองค์ประกอบของพชืเฉพาะส่วนที่ส าคญัๆแต่ละส่วนประกอบพอ
สงัเขป 
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ตาราง 1 ปรมิาณและชนิดขององคป์ระกอบทางเคมทีีพ่บในพชื 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

    
ทีม่า:  Chen. P; et al. (1996:115-112). 

น ้า เป็นองคป์ระกอบหลกัทีพ่บในพชื มปีรมิาณมากกว่ารอ้ยละ 70 ของน ้าหนกัทัง้หมด ความ
แตกต่างของปรมิาณน ้าในพชืจะขึน้อยูก่บัชนิดและอายุของพชื (นิตยิา รตันาปนนท.์ 2557: 335-381) 

คารโ์บไฮเดรต เป็นสารประกอบที่ไดจ้ากกระบวนการสงัเคราะหด์้วยแสงของพชื จากโมเลกุล
ของน ้า และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งถูกสรา้งเป็นโมเลกุลของน ้าตาลและสารโพลแีซคคาไรด์ที่มี
โมเลกุลขนาดใหญ่ น ้าตาลโมเลกุลเดีย่ว (monosaccharides)  

ไขมนั เป็นแหล่งของสารเบต้า-ซโิทสเตอรอล (β-sitosterol) ซึ่งเป็นสารตัง้ต้นในการผลติยา 
สเตยี-รอยด ์สารเลซทินิ (lecithin) ทีพ่บเป็นปรมิาณมากในน ้ามนัถัว่ลสิงช่วยท าหน้าทีใ่นการย่อยอาหาร 
นอกจากนี้น ้ามนัพชืยงัถูกใช้เป็นตวัท าละลายสารจ าพวกวติามนิและยาปฏชิีวนะ น ้ามนัมะกอกและ
น ้ามนัอลัมอนดถ์ูกน ามาใชเ้ป็นส่วนผสมในเครือ่งส าอาง  

องคป์ระกอบทางเคมี ร้อยละ 
  

เถา้ 25.76 

Cellulose 41.93 

Lignin 7.21 

Pentosan 3.79 

Alkaloid 3.95 

Flavonoid 0.76 

Saponin 1.38 

Sterol 1.54 

Tannin 12.67 

Triterpenoid 0.23 
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  กรดอะมโิน มกีรดอะมโินเพยีงไมก่ีช่นิดทีพ่บว่ามคีุณสมบตัเิป็นยารกัษาโรค ไดแ้ก่ ควิเคอรบ์ทินี
(cucurbitine) บางชนิดพบว่าเป็นสารพษิไดแ้ก่ มโิมซนี (mimosine) ยบัยัง้การสงัเคราะหโ์ปรตนีและ
กรดนิวคลอีกิในสตัวเ์คีย้วเอือ้งท าใหส้ตัวม์กีารเจรญิเตบิโตชา้  

      สารประกอบฟีนอล(simple phenolic compounds) โมเลกุลเป็นรปูวงแหวนหกเหลีย่มเพยีงวง
เดยีว ทีม่หีมู่แอลกอฮอล ์หรอืหมู่อลัดไีฮด์ หรอืหมู่คารบ์อกซลีกิมาเชื่อมต่อกบัวงแหวนรูปหกเหลี่ยมนี้ 
ไดแ้ก่ แคปไซซนิ (capsicin) ทีพ่บในพรกิ วานิลลา (vanillin) ทีพ่บในผลของวานิลลา 

  แทนนิน (tannins) เป็นสารประกอบที่มีโมเลกุลซับซ้อน มักเป็นสารผสมของสารจ าพวก       
โพลฟีีนอล(polyphenols) ประกอบดว้ยเอสเทอรท์ีเ่กดิจากกรดแกลลกิ (gallic acid) หรอืสารประกอบ        
โพลีไฮดริก(polyhydric compound) จบักับน ้ าตาลกลูโคสหรือเกิดจากสารประกอบฟีนอลิก                
(phenolic compound) สารในกลุ่มนี้ เช่น กรดแทนนิก จะช่วยในเรื่องของการยบัยัง้การเจรญิของ
แบคทเีรยีและเชือ้ราได ้ใชเ้ป็นยาแกท้อ้งรว่ง แกบ้ดิ สมานแผล แผลเป่ือย 

 ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) เป็นสารประกอบที่ให้สสีนัของดอกไม ้ผลไม ้และใบไมห้ลายเฉดสี
ดว้ยกนันอกจากนี้ยงัช่วยป้องกนัอนัตรายจากรงัสอีลัตราไวโอเลต็(UV) จากดวงอาทติยด์้วย สสีนัจาก
สารส(ีpigment) บนกลบีดอกยงัท าหน้าทีล่่อแมลงใหม้าช่วยในการถ่ายเรณูอกีดว้ย การสรา้งสารกลุ่มนี้
ในพชื  

ผลไม้ 
 เป็นที่ทราบกนัดวี่าผกัและผลไมน้ัน้มปีระโยชน์มากมายมหาศาล เพราะเป็นแหล่งของวติามนิ
และแรธ่าตุหลายชนิดทีม่ปีระโยชน์ต่อร่างกาย และมคีุณสมบตัขิองการเป็นแหล่งใยอาหาร ซึง่เป็นสารที่
ช่วยลดการดดูซมึของคอเลสเตอรอลและไขมนั และยงัช่วยท าใหร้ะบบการย่อย ระบบการขบัถ่ายท างาน
ไดอ้ยา่งปกตอิกีดว้ย นอกจากนี้ผกัและผลไมบ้างชนิดยงัมสีารพเิศษทีช่่วยท าหน้าทีค่ลา้ยยาป้องกันและ
รกัษาโรคบางชนิด ซึ่งในผลไม้จะมีสารประกอบทางเคมีที่ส าคัญ เรียกว่า สารไฟโตนิวเทรียนท ์
(phytonutrients) เป็นองคป์ระกอบเช่นเดยีวกนักบัพชื ไฟโตนิวเทรยีนท ์(phytonutrients) หรอืเรยีกอกี
ชื่อว่า สารพฤกษเคม ี(phytochemicals) ทัง้สองค านี้ หมายถงึ สารประกอบอนิทรียท์ี่พชืสรา้งขึน้ โดย
มวี้ตถุประสงค์เพื่อป้องกนัอนัตรายให้กบัเซลล์ และนิวเคลยีสทีอ่าจได้รบัจากสิง่แวดล้อม เช่น ป้องกนั
อนัตรายจากรงัสอีลัตราไวโอเล็ต  นอกจากนี้สารนี้จดัเป็นสารอาหารตามธรรมชาตทิี่มนุษยไ์ม่สามารถ
สงัเคราะห์ขึน้เองได้จะต้องได้รบัจากการบรโิภคอาหารเท่านัน้ โดยสารเหล่าน้ีมกัมฤีทธิท์างชวีภาพที่
น่าสนใจ เช่น ต่อต้านหรอืป้องกนัโรคบางชนิดได ้และยงัเป็นสารที่ท าให้ผลไมม้สีสีนั รสชาต ิและกลิน่
หอมที่เป็นลกัษณะเฉพาะตวัอกีด้วย    กลไกการออกฤทธิข์องสารในกลุ่มไฟโตนิวเทรยีนท ์มหีลาย

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/000197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
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รปูแบบขึน้อยูก่บัชนิดของสาร เช่น ฤทธิใ์นการดา้นออกซเิดชนั โดยเฉพาะการตา้นอนุมลูอสิระ ลดความ
เสยีหายที่เกิดขึ้นกบัดเีอ็นเอซึ่งเป็นกลไกส าคญัที่ท าให้ลดการเกิดโรคมะเรง็ได้ , เสรมิสร้างระบบ
ภูมคิุ้มกนั, ควบคุมการเจรญิเติบโตของเซลล์, ต่อต้านการอกัเสบ หรอืแม้กระทัง่ฤทธิใ์นการต้าน
เชือ้จลุนิทรยีท์ีเ่ป็นสาเหตุของโรคบางชนิดได ้(วรีะยทุธ. 2013: 87-97) 

ส่วนประกอบหลกัของผลไม ้ ไดแ้ก่ น ้า คารโ์บไฮเดรต  ไขมนั และวติามนิ นอกจากนี้ยงั
ประกอบด้วยสารไฟโตนิวเทรยีนท ์ได้แก่ แคโรทนีอยด ์โพลฟีีนอล ฟลาโวนอยด ์แอนโทไซยานิน และ
เสน้ใย เป็นต้น ซึง่ปรมิาณขององคป์ระกอบต่างๆแตกต่างไปตามชนิดพนัธุ์พชื และแหล่งทีป่ลูก โดยจะ
กล่าวถงึองคป์ระกอบของพชืเฉพาะส่วนทีส่ าคญัๆแต่ละส่วนประกอบพอสงัเขป 

 
น ้า เป็นองค์ประกอบหลกัที่พบในผลไม้ เนื่องจากในผลไม้มคีวามชื้นนสูงจงึท าให้มปีรมิาณ

มากกว่ า ร้อยละ  80 ของน ้ าหนั กทั ้งหมด ท า ให้ผลไม้ เ น่ า เ สีย ได้ ง่ า ย เนื่ อ งจากจุ ลินทรีย ์                     
(วรีะยทุธ. 2013: 87-97) 

คารโ์บไฮเดรต ในผลไม้เมื่อยงัดบิอยู่ในรูปของสตารซ์ (starch) เมื่อผลไมสุ้กจะเปลี่ยน เป็น
น ้าตาล ท าให้ผลไม้สุกมรีสหวาน น ้าตาลในผลไม้ ได้แก่ น ้าตาลโมเลกุลเดี่ยว เช่น กลูโคส ฟรกัโทส 
น ้าตาลโมเลกุลคู่ เช่น ซโูครส  

ไขมนั  ผลไมส้่วนใหญ่มปีรมิาณไขมนัต ่าแต่มบีางชนิดทีม่ไีขมนัสงู เช่น ทุเรยีน  อาโวกาโด  

วติามนิ ผลไมเ้ป็นแหล่งส าคญัของวติามนิ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ วติามนิซ ี

แคโรทนีอยด ์(carotenoids) เป็นกลุ่มของรงควตัถุ หรอืเมด็สทีีล่ะลายไดใ้นไขมนัทีพ่บในพชืซึ่ง
มมีากกว่า 600 ชนิดจะมสีเีหลอืง สสีม้ จนถงึแดง มโีครงสรา้งจะเป็นไฮโดรคารบ์อนสายยาวทีไ่ม่อิม่ตวั 
สารกลุ่มนี้ที่พบไดบ้่อยและรูจ้กักนัเป็นอย่างด ีไดแ้ก่ แคโรทนี (carotene) ไลโคปีน (lycopene) ลูทนี 
(lutein) ซึ่งพบมากในผกัผลไม้ที่มสีแีดง ส้ม เหลอืง และสามารถพบได้ในผกัสเีขยีว และสาหร่ายบาง
ชนิด สารกลุ่มดงักล่าวมคีุณสมบตัเิป็นสารตา้นอนุมลูอสิระ ช่วยป้องกนัการเกดิโรคหวัใจและหลอดเลอืด 
และยบัยัง้เซลลม์ะเรง็  

สารกลุ่มฟีนอลกิ (phenolic compounds) หรอืโพลฟีีนอล (polyphenol) เป็นสารจากธรรมชาตทิี่
มรีสขม และฝาดในอาหารและเครือ่งดื่มหลายชนิด จะมสีสีนัแตกต่างกนัขึน้อยูก่บัโครงสรา้ง ไดแ้ก่ สขีาว 
สสีม้ สเีหลอืง สแีดง สมีว่ง และสนี ้าเงนิ สามารถแบ่งกลุ่มไดถ้งึ 12 กลุ่มมตีัง้แต่โครงสรา้งอย่างง่ายๆทีม่ ี
มวลโมเลกุลน้อย จนถงึสารทีม่โีครงสรา้งซบัซอ้นและมวลโมเลกุลมาก เช่น กรดฟีนอล (phenol acid) 
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ฟลาโวนอยด ์(flavonoids) และแทนนิน ซึง่สารเหล่านี้สามารถพบไดม้ากใน พชืตระกูลถัว่ ผกัและผลไม ้
นอกจากนี้ยงัพบไดใ้นไวน์แดง โกโก้ ชาเขยีว และธญัพชื มรีายงานว่าสารกลุ่มดงักล่าวมคีุณสมบตัเิป็น
สารตา้นอนุมลูอสิระ ลดการอกัเสบในโรคหวัใจและหลอดเลอืด ลดความเสีย่งของการเกดิโรคมะเรง็ 

เสน้ใยอาหาร (dietary fibers) เป็นสารกลุ่มโพลแีซคคาไรด ์(polysaccharides) ซึง่รวมถงึผนัง
เซลล์ของพชืและผลไม้ที่มสีารลกินินเป็นองค์ประกอบซึ่งสารกลุ่มนี้ร่างกายไม่สามารถย่อยได้ แบ่ง
ออกเป็น 2 ชนิด ไดแ้ก่ ใยอาหารชนิดละลายน ้า (soluble dietary fiber) เช่น เพคตนิ (pectin) อนูิลนิ 
(inulin) และเบต้ากลูแคน (β-glucan) มคีุณสมบตัิช่วยกระตุ้นระบบภูมคิุ้มกนัร่างกาย และต้าน      
อนุมูลอสิระ ช่วยลดความเสี่ยงของภาวะไขมนัและระดบัน ้าตาลในเลอืดสูง  ส่วนใยอาหารอกีประเภท
หนึ่ง คอืใยอาหารชนิดไม่ละลายน ้า (insoluble dietary fiber) ซึง่สามารถพบไดใ้นขา้วซอ้มมอื ผกัและ
ผลไม้ทัว่ไป มคีุณสมบตัชิ่วยในการขบัถ่าย บรรเทาอาการท้องผูก นอกจากนี้ยงัมรีายงานว่าสามารถ
ช่วยลดความเสีย่งในการเกดิมะเรง็ล าไสใ้หญ่ 

การเตรียมตวัอย่าง 
 การเตรยีมสารตวัอยา่งส าหรบัการวเิคราะห์  
             ในการวเิคราะห์ทางเคมคีวามถูกต้องและน่าเชื่อถอืของการเตรยีมตวัอย่างในการวเิคราะห์ 
ส่วนหนึ่งขึ้นอยู่กับขัน้ตอนการเตรยีมตัวอย่าง ดงันัน้การเตรยีมตวัอย่างจงึ เป็นเรื่องที่มคีวามส าคญั
เพราะก่อนจะน าสารตวัอย่างไปวเิคราะห์ ควรท าสารตวัอย่างใหบ้รสิุทธิก่์อนโดยการแยกหรอืก าจดัสิง่
ปนเป้ือนออกจากสารตวัอย่างเพื่อลดความผดิพลาดทีอ่าจเกดิขึน้ นอกจากนี้การเตรยีมสารตวัอย่างยงั
ต้องค านึงถึงสภาวะของสารให้มีความเหมาะสมกับวิธีการวิเคราะห์ด้วย เช่น ระดับความเข้มข้น 
ปรมิาตร สถานะและรปูแบบของสารประกอบ (ศริพิร จนัทรครี.ี 2556: 67) 
  

วธิกีารเตรยีมสารตวัอยา่งส าหรบัการวเิคราะห์  
       วิธีในการเตรียมตัวอย่างอาจเกี่ยวข้องกับการแยกโดยใช้วิธีการสกัด  การกลัน่              
การแลกเปลีย่นไอออน หรอืใชว้ธิกีารทางโครมาโทกราฟี การเลอืกใชว้ธิกีารเตรยีมตวัอย่างนัน้จะต้อง
เหมาะสมกับเครื่องมอืที่ใช้ในการวเิคราะห์ วิธีการสกดัที่นิยมใช้ส าหรบัการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง        
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู คอืวธิกีารสกดัตวัอยา่ง เป็นเทคนิคทีน่ิยมใชก้นัอย่างกวา้งขวางใน
การแยกสาร โดยจะช่วยก าจดัสารรบกวนออกไปและช่วยเพิม่ความเขม้ขน้ของสารทีต่้องการวเิคราะห์ 
(แมน้ อมรสทิธิ;์ และคณะ. 2553: 182-185) 
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การเตรียมตวัอย่างด้วยวิธีการสกดัด้วยตวัท าละลาย 
              การสกดัเป็นวธิกีารแยกสารทีส่นใจจะวเิคราะหจ์ากตวัท าละลายหนึ่งไปอกีตวัท าละลายหนึ่ง 
โดยทีต่วัท าละลายทัง้สองชนิดไม่รวมเป็นเนื้อเดยีวกนั เทคนิคการสกดัสามารถแบ่งย่อยไดต้ามสถานะ
ของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดัสาร ดงันี้ (ศริพิร จนัทรครี.ี 2556: 81) 
              1. การสกดัดว้ยวฏัภาคของเหลว เป็นการสกดัสารละลายดว้ยสารละลาย อาศยัความสมัพนัธ์
ในการกระจายตวัทีแ่ตกต่างกนัของตวัถูกละลายระหว่างสารละลาย 2 ชนิด ซึง่ไม่รวมเป็นเนื้อเดยีวกนั 
สารละลายที่นิยมใช้คอื น ้าและสารละลายอินทรยี ์โดยสารละลายอนิทรยี์นอกจากต้องมคีุณสมบตัิไม่
รวมตวักบัน ้าแลว้ ควรมจีดุเดอืดทีไ่ม่สูงมากจนเกนิไปเนื่องจากบางครัง้หลงัการสกดัจอ้งมกีารระเหยตวั
ท าละลายออก และตวัท าละลายต้องมคีวามสามารถในการละลายสารที่ต้องการวเิคราะห์ได้ดกีว่าน ้า 
โดยแสดงขัน้ตอนการสกดัดงัภาพประกอบ 2 
   
 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 2 การสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของเหลว 

ทีม่า:  Aumi. M; et al. (2553: ออนไลน์). 

 2. การสกดัดว้ยวฏัภาคของแขง็ เป็นการสกดัแยกสารทีต่อ้งการวเิคราะหจ์ากสารละลาย

ตวัอยา่ง โดยใชส้ารสกดัทีเ่ป็นของแขง็ เรยีกว่า ตวัดดูซบั (absorbent) ซึง่ส่วนใหญ่จะถูกบรรจใุน

คอลมัน์หรอืประยกุตท์ าเป็นแผ่นกลม (disk) โดยแสดงขัน้ตอนการสกดัดงัภาพประกอบ 3 
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ภาพประกอบ 3 การสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของเหลว 

   ทีม่า:  Jinya D; et al. (2011: 35-48). 

การสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว  
วธิกีารสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลวเป็นวธิกีารสกดัทีใ่ชต้วัท าละลาย

ในปริมาณน้อย โดยในขัน้ตอนการสกัดนั ้นจะใช้สารละลาย 2 ชนิด คือ ตัวท าละลายสกัด            
(extraction solvent) ที่ไม่ผสมเป็นเนื้อเดยีวกนักบัน ้าโดยอาจเป็นตวัท าละลายที่มคีวามหนาแน่น
มากกว่าหรอืน้อยกว่าน ้าก็ได้ (water immiscible solvent) ทัง้นี้ชนิดของตวัท าละลายสกดัที่เลอืกต้อง
พจิารณาจากสมบตัิความมขีัว้ โดยควรเลือกตวัท าละลายสกดัชนิดที่มขี ัว้ใกล้เคยีงกบัสารที่ต้องการ
วเิคราะห ์ซึง่จะเป็นไปตามกฎ like dissolves like กค็อื ตวัถูกละลายทีม่ขี ัว้จะละลายในตวัท าละลายทีม่ ี
ข ัว้ เพราะแรงดงึดดูระหว่างโมเลกุลมขีัว้เป็นแรงไดโพล-ไดโพล (dipole-dipole) แต่จะไม่สามารถละลาย
ในตวัท าละลายที่ไม่มขี ัว้ เช่น เอทานอล (CH3CH2OH) ละลายในน ้า (H2O) แต่ไม่ละลายในเฮกเซน 
(C6H14) ในทางตรงข้าม ตวัถูกละลายที่ไม่มขี ัว้จะละลายในตวัท าละลายที่ไม่มขี ัว้ เพราะแรงดงึดูด
ระหว่างโมเลกุลไม่มขี ัว้เป็นแรงแวนเดอรว์าลล ์(van der waals force) เหมอืนกนั แต่จะไม่ละลายในตวั
ท าละลายทีม่ขี ัว้ เช่น คารบ์อนเตตระคลอไรด ์(CCl4) ละลายในเบนซนี (C6H6) ไม่ละลายในน ้า แต่ถ้าใน
กรณีที่สารหนึ่งมขี ัว้น้อยกว่าอกีสารตวัหนึ่ง ความสามารถในการละลายก็ลดลง หรอือาจจะกล่าวอกีนัย
คอืละลายไดเ้พยีงบางส่วนเท่านัน้และตวัท าละลายกระจาย (dispersive solvent) ทีผ่สมเป็นเนื้อเดยีวกนั
กบัน ้า (water miscible solvent) ส่งผลใหส้ารละลายทีส่กดัไดจ้ากการสกดัวิธนีี้มลีกัษณะขุ่น เนื่องจาก



15 

 

การเกิดหยดของตวัท าละลายอินทรยี์เล็กๆ ลอยอยู่ในเฟสน ้า โดยรวมจงึเรยีกว่า  สารละลายคลาวด ี
(cloudy solution) ซึง่การเกดินี้จะท าใหเ้กดิการเคลื่อนยา้ยมวล (mass transfer) โดยจะท าใหเ้กดิการ
สมัผสัที่บรเิวณผวิหน้าของวฏัภาค จากนัน้สารที่สนใจท าการวเิคราะห์จะเคลื่อนที่เข้าสู่ชัน้ของตวัท า
ละลายอนิทรยี์ ดงันัน้การเกิดคลาวด ีโซลูชนั จงึเป็นผลจากการฉีดตวัท าละลายกระจายอย่างรุนแรง
เพื่อใหเ้ฟส 2 เฟส สามารถเคลื่อนทีเ่ขา้หากนัได้อย่างด ี  ทัง้นี้เป็นการเพิม่ประสทิธภิาพการสกดั ดงั
ภาพประกอบ 4 

 

ภาพประกอบ 4 กระบวนการสกดัโดยวธิ ีDLLME 

  ทีม่า: ดดัแปลงจาก Pin. H; et al. (2013). 
 

 
จากเทคนิคการเตรยีมตวัอย่างดว้ยการสกดัดว้ยตวัท าละลาย ดงักล่าวขา้งต้นพบว่า การเตรยีม

ตวัอย่างด้วยวธิีการสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว จดัเป็นวธิกีารสกดัแบบ
ใหม่ที่ใช้ตัวท าละลายในปริมาณที่น้อยมาก ซึ่งจากเหตุผลดังกล่าวจึงมีการน าเอาวิธีการสกัดมา
ประยกุตใ์ชเ้พื่อวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและตวัอยา่งผลไมบ้างชนิด 
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งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
ในปี ค.ศ. 1995  เอช เคอมาชา และคณะ (Kermasha. X; et al. 1995: 245-252) ไดท้ าการ

ตรวจวเิคราะห์กรดฟีนอลกิและสารประกอบเฟอรูรลัในตวัอย่างน ้าแอปเป้ิลเขม้ขน้และไม่เขม้ขน้ ด้วย
เทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยใช้ไดโอดแอเรย ์อเิลก็โตรเคมคิอลเป็นตวัตรวจวดั 
ส าหรบัวธิีการเตรยีมตวัอย่างเพื่อท าการวเิคราะห์ผู้วจิยัได้น าตัวอย่างที่ซื้อจากแหล่งต่างๆมากรอง 
จากนัน้ท าการแยกด้วยคอลมัน์ Econosil C18 ขนาด 150×4.6 มลิลเิมตร ใช้วฏัภาคเคลื่อนที่เป็น       
อะซโิทไนไตรล ์(เฟส A) ต่อ 0.75%กรดไตรคลอโรอะซติกิ (เฟส B) ควบคุมอตัราการไหลที่ 1.0 
มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 280 , 320 นาโนเมตร และค่าศกัดิไ์ฟฟ้า 600 
มลิลโิวลต์ จากการท าการศกึษาและตรวจวเิคราะหก์รดฟีนอลกิและสารประกอบเฟอรรูลัในตวัอย่างน ้า
แอปเป้ิลเข้มข้น พบว่า วิธีทดลองนี้มคี่าขดีจ ากัดในการตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 280 และ 320         
นาโนเมตร และค่าศกัยไ์ฟฟ้า 600 มลิลโิวลต ์เท่ากบั 0.100, 0.050 และ 0.005 มลิลกิรมัต่อลติร 

 
 ในปี ค.ศ. 2000 แอนดเ์ดรยีเซนส ์และคณะ (Andreasen; et al., 2000: 2837-2842) ไดท้ าการ
ตรวจวเิคราะหห์าปรมิาณกรดฟีนอลกิ และกรดเฟอรลูกิดไีฮโดรไดเมอรใ์นตวัอย่างขา้วไรน์    (Secale 
cereal L.) จ านวน 17 สายพันธุ์ ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช ้                
ยวูวีสิเิบลิสเปกโทรสโกปีเป็นตวัตรวจวดั และเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิอีลัคาไลน์ไฮโดรไลซสิ โดยการน า
ตวัอยา่งไปท าปฏกิริยิากบัเมทานอลเขม้ขน้ 2 โมลาร ์ปรมิาตร 25 มลิลลิติร ทีอุ่ณหภูม ิ25๐C จากนัน้ท า
การปรบั pH ใหม้คี่า pH น้อยกว่า 2 ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 2 โมลารจ์ากนัน้น าไปเหวีย่งแยก
เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายส่วนใส (supernatant) มาสกดัด้วยเอทลิอะซเิตท ปรมิาตร 350 
มลิลลิติร และน าไปเหวี่ยงแยกอกี 1 ครัง้ เป็นเวลา 10 นาท ีเก็บชัน้ของตวัท าละลายอินทรยี์ เติม
โซเดยีมซลัเฟตแอนไฮดรสั และน ามาระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัและอุณหภูม ิ30๐C ละลาย
คราบทีเ่หลอืดว้ยเมทานอล ปรมิาตร 10 มลิลลิติร และฟอสเฟตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.02 โมลาร ์(pH 2.15) 
ปรมิาตร 10 มลิลลิติร แลว้ท าการแยกสารทีส่นใจดว้ยคอลมัน์ LiCroCART C18 ใชว้ฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็น
ฟอสเฟตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.02 โมลาร ์,pH 2.15 (เฟส A)  และเมทานอลต่อฟอสเฟตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 
0.02 โมลาร ์(40:60, v/v), pH 2.15 (เฟส B) ใชร้ะบบการไหลเป็นแบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหล
ที ่1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จากการท าการศกึษา
ผู้วิจยัพบว่าข้าวไรน์ในสายพนัธุ์ Ponsi และ Nikita เป็นสายพนัธุ์ที่มปีริมาณกรดฟีนอลิก และ           
กรดเฟอรลูกิดไีฮโดรไดเมอรม์ากทีสุ่ด 
 

ในปี ค.ศ. 2002 ไล เจยีงโฮ และคณะ (Gauangho; L. et al. 2002: 89-96) ไดท้ าการวเิคราะห์
หาปรมิาณกรดอนิทรยีแ์ละกรดฟีนอลกิในตวัอย่างน ้าผลไมพ้รอ้มดื่ม โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีชนิด
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ของเหลวประสทิธภิาพสูง ใช้ไดโอดแอเรยด์เีทคเตอรเ์ป็นตวัตรวจวดั ตรวจวดัการดูดกลนืแสงทีค่วาม
ยาวคลื่น 215 นาโนเมตแล้วท าการแยกสารทีส่นใจดว้ยคอลมัน์ C18 ขนาด 150×4.6มลิลเิมตร บรรจุ
ขนาดอนุภาค 5 ไมครอน เฟสเคลื่อนที่ 0.2% กรดไตรฟลูออโรอะซิติก(TFA)และ อะซโิทไนไตรล ์   
อตัราการไหล 0.5 มลิลลิติรต่อนาท ี จากการท าการศึกษาผู้วจิยัพบว่า ค่าร้อยละค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานน้อยกว่า 5 
 
 ในปี ค.ศ. 2007 วรีศกัดิ ์และคณะ (Weerasak; et al. 2000: 131-137) ไดท้ าการศกึษา

วเิคราะหห์าปรมิาณกรดแกลลกิ กรดเอลลาจกิ และเควอซตินิ ในตวัอย่างดอกจ าปี ดอกหางนกยงู และ 

ดอกบวัหลวง ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใชย้วูวีสิเิบลิสเปกโทรสโกปีเป็นตวั

ตรวจวดั และเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิกีารสกดัแบบ liquid-liquid extraction แลว้ท าการแยกสารทีส่นใจ

ดว้ยคอลมัน์ Luna C18 reverse-phase ขนาด 150×4.6 มลิลเิมตร บรรจุขนาดอนุภาค 5 ไมครอน ใช ้

วฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็นน ้าต่อกรดอะซติกิ (25:1, v/v) (ตวัท าละลาย A)  และเมทานอล (ตวัท าละลาย B) ใช้

ระบบการไหลเป็นแบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที่ 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนื

แสงทีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จากการท าการศกึษาผู้วจิยัพบว่า ได้ค่ารอ้ยละการกลบัคนืของ

สารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิทัง้ 3 ชนิด อยู่ในช่วง  96.34 - 102.56 และ ค่ารอ้ยละค่าส่วนเบีย่งเบน

มาตรฐานมคี่าน้อยกว่า 2 และมคี่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธอ์ยูใ่นช่วง 0.9994 -0.9999  

  ในปี ค.ศ. 2008 จติวรรณ และคณะ (Jittawan;  et al. 2008: 881-890) ไดท้ าการศกึษา

วเิคราะหห์าปรมิาณสารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิ ไดแ้ก่ กรดแกลลกิ กรดแทนนิก แคททชีนิ กรดคูมารกิ 

กรดเฟอรูลกิ และกรดเบนโซอกิ ในตวัอย่างน ้าเต้า ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

โดยใชไ้ดโอดอารเ์รยเ์ป็นตวัตรวจวดั และเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิกีารสกดัแบบ  liquid-liquid extraction 

โดยใชเ้อทลิอะซเิตท ปรมิาตร 25 มลิลลิติร  จากนัน้ท าการสกดัโดยเกบ็ชัน้ตวัท าละลายอนิทรยีม์าสกดั

ซ ้าอกี 1 ครัง้ ระเหยตวัท าละลายและละลายคราบทีเ่หลอืดว้ยเมทานอลต่อน ้า ทีอ่ตัราส่วน 50:50 (v/v) 

ปรมิาตร 5 มลิลลิติร แลว้ท าการแยกสารทีส่นใจดว้ยคอลมัน์ Luna C18 reverse-phase ขนาด 150×4.6

มลิลเิมตร บรรจขุนาดอนุภาค 5 ไมครอน ใชว้ฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็น 3%กรดอะซติกิ(ตวัท าละลาย A)  และ

น ้าต่อกรดอะซติกิต่ออะซโิตไนไตรล์ อตัราส่วน 72:3:25 (v/v/v) (ตวัท าละลาย B)  ใชร้ะบบการไหลเป็น

แบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที่ 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 
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278 นาโนเมตร จากการท าการศกึษาผู้วจิยัพบว่า ได้ค่าร้อยละการกลบัคนืของสารประกอบในกลุ่ม     

ฟีนอลกิทัง้ 6 ชนิด มคี่าสมัประสทิธิส์หสมัพทัธเ์ท่ากบั 0.948  

 ในปี ค.ศ. 2009 เอช ฟาราจ ิและคณะ (Faraji; H. et al. 2009: 8569-8574) ไดท้ าการศกึษา

วเิคราะหห์าปรมิาณสารประกอบฟีนอลกิในตวัอย่างน ้าและเพิม่ความเขม้ขน้ของสารประกอบฟีนอลกิใน

ตวัอย่างน ้าโดยการใชเ้ทคนิคการสกดัแบบ liquid-liquid microextraction (LLME) น าสารตวัอย่างใส่ลง

ในหลอดทดลอง จากนัน้เตมิโพแทสเซยีมคารบ์อเนต และอะซติกิแอนไฮดรายด ์ตามล าดบั ท าการเขย่า 

จากนัน้เตมิ 1-undecanol ซึง่ใชเ้ป็นตวัท าละลายทีใ่ชส้ าหรบัการสกดั คนใหเ้ขา้กนั เพื่อใหแ้ต่ละวฏัภาค

ของสารละลายเกิดการสมัผสักนั จากนัน้น าไปวิเคราะห์หาปรมิาณด้วยเทคนิคก๊าซโครมาโทกราฟี

แมสสเปกโทรเมทร ีแลว้ท าการแยกดว้ยแคพลิลารีค่อลมัน์ HP-5 MS ขนาด 30 × 0.25 มลิลเิมตร โดย

ใชแ้ก๊สฮเีลยีมเป็นแก๊สตวัพา จากการศกึษาพบว่าสภาวะทีเ่หมาะสมที่สุดส าหรบัการเตรยีมตวัอย่างด้ว

วธิกีารสกดัแบบ LLME คอื การใชโ้พแทสเซยีมคารบ์อเนต และอะซติกิแอนไฮดรายด์ เป็นรเีอเจนต์ใน

การท าอนุพนัธ์ และ 1-undecanol เป็นตวัท าละลายที่ใช้ในการสกดั ซึ่งท าให้ได้ค่าขดีจ ากดัต ่าสุดที่

สามารถตรวจวดัได ้เท่ากบั 0.0005-0.68 ไมโครกรมัต่อลติร และใหค้่ารอ้ยละการคนืกลบัมากกว่า 84   

  ในปี ค.ศ. 2010 โรแมน และคณะ (Rohman; et al. 2010: 97-106 ) ไดท้ าการศกึษาวเิคราะห์

หาปรมิาณรวมของสารประกอบฟีนอลกิและฟลาวานอยด ์ในตวัอย่าง Pandanus conoideus Lam โดย

ใช้ Folin Ciocalteu reagent และเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิกีารสกดัแบบ liquid-liquid extraction ใช้

เอทลิอะซเิตทเป็นตวัท าละลายที่ใช้ส าหรบัสกดั จากนัน้ตรวจวดัการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 725   

นาโนเมตร จากการท าการศกึษาผูว้จิยัพบว่า ไดค้่าค่าสมัประสทิธิส์หสมัพทัธอ์ยู่เท่ากบั 0.645 และมคี่า 

IC50 อยูใ่นช่วง 5.25-53.47 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร 

ในปี ค.ศ. 2011 เจยีนเหว่ย และคณะ (Jianwei; et al. 2011: 102-111) ไดท้ าการศกึษา

วเิคราะห์กรดแทนนิกในตัวอย่างน ้า โดยใช้ซโีอไลต์ที่ปรบัแปรด้วยเซอร์แฟคแตนน์ (surfactant-

modified zeolite) เป็นตวัดูดซบั จากนัน้น าไปวเิคราะหห์าปรมิาณและศกึษาคุณสมบตัขิองตวัดูดซบั

ก่อนและหลงัท าการปรบัแปรซโีอไลต์ (modified zeolite) โดยการวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 

278 นาโนเมตรด้วยและศึกษากลไกการเกิดปฏกิิรยิาด้วยเทคนิคเอกซเรย ์ดฟิแฟรคชนั  (X-ray 

diffraction , XRD) และเทคนิคฟูเรยีร ์ทรานฟอรม์ อนิฟราเรด (Fourier transform infared ,  FT-IR) 

จากการท าการศกึษาผูว้จิยัพบว่า ไดค้่าค่าสมัประสทิธิส์หสมัพทัธอ์ยูเ่ท่ากบั 0.9910 



19 

 

 ในปี ค.ศ. 2011  อสีล่า และคณะ (Esra; et al. 2011: 145-154) ไดท้ าการตรวจวเิคราะหห์า

ปรมิาณกรดฟีนอลกิทัง้ 12 ชนิด ไดแ้ก่ กรดแกลลกิ แคททชีนิ อพิแิคททชีนิ กรดไฮดรอกซเีบนโซอกิ   

ไซรจิกิ กรดแคฟเฟอกิ กรดคูมารกิ รูทนิ เรสเวอราทรอล ไมรซิตินิ เควอซตินิ และแคมพ์เฟอรอล  ใน

ตวัอยา่งไวน์แดง  ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยใชยู้ววีสิเิบลิสเปกโทรสโกปีและ

ฟลอูอเรสเซนตเ์ป็นตวัตรวจวดั และเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิกีารสกดัแบบ liquid-liquid extraction โดยน า

สารละลายตวัอยา่งปรมิาตร 5 มลิลลิติร ปรบั pH ของสารละลายใหม้คี่าเท่ากบั 2 ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิ

เขม้ขน้ 3 โมลาร ์จากนัน้ท าการสกดัดว้ยเอทลิอะซเิตท 5 มลิลลิติร น าไปเขย่าใหเ้ขา้กนั นาน 1 นาที

และปัน่เหวีย่งอกี 5 นาท ีจากนัน้เกบ็สารละลายส่วนใสและน าสารละลายในชัน้น ้ามาสกดัซ ้าอกี 1 ครัง้ 

เก็บสารละลายส่วนใสมารวมกนัและน าไประเหยเอาตวัท าละลายออก ละลายคราบทีเ่หลอืดว้ยวฏัภาค

เคลื่อนที ่ปรมิาตร 500 ไมโครลติร จากนัน้ท าการศกึษาเปรยีบเทยีบกบัการวธิสีกดัแบบ solid phase 

extraction  ซึง่ใชช้นิดเฟสของแขง็ทีแ่ตกต่างกนั ท าการเตรยีมสภาวะใหเ้หมาะสมดว้ยอะซโิทไนไตรล ์

2.5 มลิลลิติร เมทานอล 2.5 มลิลลิติร และน ้า 5 มลิลลิติร ตามล าดบั ปรบั pH ของสารละลายใหม้คี่า

เท่ากบั 2 ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 3 โมลาร ์จากนัน้ท าการชะดว้ยอะซโิทไนไตรล์ ปรมิาตร 2.5 

มลิลลิติรและเมทานอล ปรมิาตร 2.5 มลิลลิติร เกบ็สารละลายทีไ่ดจ้ากการชะไประเหยเอาตวัท าละลาย

ออก ละลายคราบทีเ่หลอืดว้ยวฏัภาคเคลื่อนที ่ปรมิาตร 500 ไมโครลติร แลว้ท าการแยกสารทีส่นใจดว้ย

คอลมัน์ Eclipse XDB C18 ใชว้ฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็นกรดฟอรม์กิ (เฟส A) ต่อเมทานอล (เฟส B) ต่อน ้า 

(เฟส C) อตัราส่วน 0.2:35:64.8 (v/v/v) ใชร้ะบบการไหลเป็นแบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที ่

1.0 มลิลลิติรต่อนาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 254, 280 และ 323 นาโนเมตร จากการ

ท าการศกึษาผูว้จิยัพบว่าวธิกีารสกดัสารแบบ liquid-liquid extraction เป็นวธิกีารสกดัทีม่ปีระสทิธภิาพ

ดีกว่าวิธีการสกัดสารแบบ solid phase extraction เนื่ องจากวิธีการสกัดสารแบบ                      

liquid-liquid extraction ใหค้่ารอ้ยละการกลบัคืนของสารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิทัง้ 12 ชนิดสูงกว่า

วธิกีารสกดัสารแบบ solid phase extraction โดยใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนือยู่ในช่วง  75.70 -103.3 และ 

ค่าร้อยละค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานมีค่าน้อยกว่า 3 และมีค่าสัมประสิทธิส์หสมัพัทธ์อยู่ในช่วง     

0.9935-0.9998  

 ในปี ค.ศ. 2011 ซฟีีรโีน่ และคณะ (Ceferino; et al. 2011: 100-104) ไดท้ าการตรวจวเิคราะห์

หาปรมิาณสารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิในตวัอย่างองุ่น โดยใชว้ธิกีารเตรยีมตวัอย่างแบบการสกดัโดยใช้

คลื่นอลัตราโซนิค (Ultrasonically assisted extraction) ใชน้ ้าต่อเมทานอล อตัราส่วน 50:50 (v/v) เป็น



20 

 

ตวัท าละลายที่ใชส้ าหรบัสกดั ปรบั pH ของสารละลายใหม้คี่าเท่ากบั 2 ด้วยกรดไฮโดรคลอรกิ น าไป

สกดัโดยใช้คลื่นอลัตราโซนิคเป็นระยะเวลา 3-15 นาท ีเก็บสารละลายส่วนใสเพื่อน าไปตรวจวดัการ

ดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จากการท าการศกึษาผูว้จิยัพบว่าวธิกีารสกดัดงักล่าวมคี่า

รอ้ยละค่าส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานมคี่าน้อยกว่า 2 และใหค้่าขดีจ ากดัต ่าสุดทีส่ามารถตรวจวดัได ้เท่ากบั 

0.06 และ 0.19 มลิลกิรมัต่อกรมั และค่าขดีจ ากดัต ่าสุดของการหาปรมิาณ (limits of quantitation, 

LOQ) เท่ากบั 0.12 และ 0.40 มลิลกิรมัต่อกรมั 

 ในปี ค.ศ. 2012 กุบบท์า และคณะ (Gupta;  et al. 2012: 162-167) ไดท้ าการตรวจวเิคราะหห์า

ปรมิาณสารมาตรฐานในกลุ่มของสารประกอบฟีนอลกิและฟลาโวนอยดท์ัง้ 12 ชนิด ไดแ้ก่ กรดเอลลาจกิ 

แคทีคอ ล  ก รดแกลลิก  เ ค ว อซิติน  รีซอ ร์ซินอล  ก รดแทนนิ ก  ว านิ ลีน  ก รดซาลิไ ซลิก                   

กรดอะซทิลิซาลไิซลกิ กรดเบนโซอกิ ฟลอโรกลูซนิอล และกรดแอสคอรบ์กิ ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้ยูววีสิเิบลิสเปกโทรสโกปีเป็นตวัตรวจวดั เตรยีมสารละลายมาตรฐานทัง้ 

12 ชนิด โดยน าสารมาตรฐานแต่ละชนิดมาละลายดว้ยเมทานอล ปรมิาตร 10 มลิลลิติร กรองสารละลาย

มาตรฐานด้วยไนลอนเมมเบรน แล้วท าการแยกสารที่สนใจด้วยคอลมัน์ Luna C18 reverse-phase 

ขนาด 150×4.6 มลิลเิมตร บรรจุขนาดอนุภาค 5 ไมครอน ซึ่งงานวจิยันี้ได้ท าการศกึษาเปรยีบเทยีบ

ชนิดของวฏัภาคเคลื่อนทัง้หมด 4 ระบบ ไดแ้ก่ ระบบที ่1 เมทานอล (ตวัท าละลาย A) และ กรดอะซติกิ

ในน ้า(1:25)(ตวัท าละลาย  B) ระบบที ่2 เมทานอล ( ตวัท าละลาย A) และ 1% กรดอะซติกิในน ้า(1:25) 

(ตวัท าละลาย B)  ระบบที ่3 อะซโิทไนไตรล ์(ตวัท าละลาย A) และ 0.1%กรดฟอรม์กิ (ตวัท าละลาย B) 

และระบบที ่4 ระบบที ่3 อะซโิทไนไตรล ์(ตวัท าละลาย A) และ 0.1%กรดฟอรม์กิ (ตวัท าละลาย B) แลว้

ท าการแยกสารละลายมาตรฐานทีส่นใจดว้ยคอลมัน์ Symmetry C18  ขนาด 150×4.6 มลิลเิมตร บรรจุ

ขนาดอนุภาค 5 ไมครอน ใชร้ะบบการไหลเป็นแบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที ่1.0 มลิลลิติรต่อ

นาท ีตรวจวดัการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 254 และ 360 นาโนเมตร เพื่อหาชนิดของวฏัภาค

เคลื่ อนที่ เหมาะสมเพื่อน าไปใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่างพืชสมุนไพรที่ใช้ เ ป็นยารักษาโรค        

(medicinal plants)ต่อไป จากการศึกษาพบว่าชนิดของวฏัภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมที่จะน ามาใช้

วเิคราะหส์ารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิ คอื ระบบที ่1  เมทานอล (ตวัท าละลาย A) และ กรดอะซติกิในน ้า

(1:25)(ตวัท าละลาย B) เนื่องจากใชเ้วลาในการวเิคราะห์น้อย ลกัษณะพคีที่ได้มลีกัษณะ shape เมื่อ

เปรยีบเทยีบกบัระบบอื่นทีน่ ามาศกึษาวเิคราะห ์
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 ในปี ค.ศ. 2012  ลูคา และคณะ (Luca; et al. 2014: 9-15) ไดท้ าการตรวจวเิคราะหห์าปรมิาณ
สารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิในตวัอย่างน ้าผึง้ ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้   
ยู วี วิ สิ เ บิ ล ส เ ปก โ ท รส โ ก ปี เ ป็นตัว ต ร ว จวัด  แ ล ะ เต รีย มตั ว อ ย่ า ง ด้ ว ย วิธีก า ร สกัด แบบ                 
dispersive liquid-liquid extraction โดยน าตวัอย่างน ้าผึง้ปรมิาตร 10 มลิลลิติรใส่ลงในหลอดทดลอง 
เติมแอมโมเนียมซลัเฟต หนัก 3 กรมั จากนัน้ปรบั pH ของสารละลายให้มคี่าเท่ากบั 2 ด้วย           
กรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 1 นอรม์อล เตมิคลอโรฟอรม์ 450 ไมโครลติร เป็นตวัสกดัและใช ้Me2CO  
ปรมิาตร 750 ไมโครลติร เป็นตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจายตวั จากนัน้ท าการสกดัโดยเกบ็ชัน้ตวัท า
ละลายอนิทรยีม์าสกดัซ ้าอกี 1 ครัง้ ระเหยตวัท าละลายและละลายคราบที่เหลอืด้วยเมทานอลต่อน ้า 
อตัราส่วน 1:4 (v/v) 100 ไมโครลติร แลว้ท าการแยกสารทีส่นใจดว้ยคอลมัน์  Fast Gradien C18 ขนาด 
50 × 2 มลิลเิมตร ใชร้ะบบการไหลเป็นแบบเกรเดยีนต์ ควบคุมอตัราการไหลที ่0.5 มลิลลิติรต่อนาท ี
ตรวจวดัการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 265, 290, 330 และ 370 นาโนเมตร โดยใชว้ฏัภาคเคลื่อนที่
เป็น 0.1%กรดฟอรม์กิ (ตวัท าละลาย A) และเมทานอล (ตวัท าละลาย B) จากการท าการศกึษาผูว้จิยั
พบว่าวธิกีารสกดัสารแบบ dispersive liquid-liquid extraction ใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนืมคี่ามากกว่า 70 
และ ค่ารอ้ยละค่าส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานมคี่าน้อยกว่า 10 และมคี่าขดีจ ากดัต ่าสุดทีส่ามารถตรวจวดัได ้
เท่ากบั 1.4-12  ส่วนในพนัลา้นส่วน (parts per billion, ppb) และค่าขดีจ ากดัต ่าสุดของการหาปรมิาณ
เท่ากบั 4.7-40 นาโนต่อกรมั 
 
 เนื่องจากยงัไม่พบรายงานส าหรบัการพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะหห์าปรมิาณกรด

แทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิดดว้ยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้

ของเหลว (DLLME) แต่จากการศกึษาหาขอ้มูลเบือ้งต้นพบว่า มกีารวเิคราะหป์รมิาณสารประกอบใน

กลุ่มฟีนอลกิชนิดต่างๆ ในตวัอย่างที่แตกต่างกนัไปด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

โดยใชว้ธิกีารสกดัแบบ DLLME ดงันัน้จงึเป็นทีน่่าสนใจทีจ่ะท าการศกึษาและวจิยัเพื่อพฒันาใหส้ามารถ

น าไปประยกุตใ์ชก้บัตวัอยา่งชนิดอื่นๆต่อไปได้ 
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจยั 

อปุกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 

1. อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจยั 

-  เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงและใชไ้ดโอดอารเ์รย ์ของบรษิทั Hewlett-
Packard รุน่ HP 1100 เป็นตวัตรวจวดั 

- คอลมัน์ C18 (VertiSep GES ขนาด 5 ไมโครเมตร , 250x 4.6 มลิลเิมตร) ของ 
บรษิทั   Phenomenex 

-   เครือ่งยวู-ีวสิเิบลิ สเปกโทรโฟโทมเิตอร ์รุน่ UV-2401 PC ของบรษิทั Shimadzu 
-   เครื่องชัง่อย่างละเอยีด 4 ต าแหน่ง (Mettier Toledo รุ่น AB104-S) ของบรษิทั 

Mettlerg  
-   ชุดกรองวฏัภาคเคลื่อนที ่(Mobile phase) ขนาด 1000 มลิลลิติร ของบรษิทั Altech 

-   เครือ่งผลติน ้าปราศจากไอออนรุน่ LaboStar ของบรษิทั Siemens 
-   เครือ่งหมนุเหวีย่ง (Centrifuge) รุน่ Zentrifugen EBA 8S ของบรษิทั Hettich 
-   เครือ่งเขยา่ รุน่ Vortex-genie 2 ของบรษิทั Scientific Industries 
-   เครือ่งพเีอชมเิตอร ์(pH meter) ของบรษิทั Mettier Toledo 
-   ไซรงิค์ฟิลเตอร ์(syringe filters) ชนิด NYLON ขนาด 0.45 ไมครอน ของบรษิทั 

Vertical 
-   ไมโครปิเปตขนาด 100 และ 1000 ไมโครลติร ของบรษิทั Socorex  
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2. สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 

-   สารมาตรฐานกรดแทนนิก (Tannic acid , AR grade )  ของบรษิทั Sigma Aldrich 
-   กรดกลาเซยีอะซติกิ (Glacial acetic acid , AR grade ) ของบรษิทั Quality Reagent  
-   อะซโิทไนไตรล ์(Acetonitrile , HPLC grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 
-   เมทานอล (Methanol , HPLC grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 
-   เอทานอล (Methanol , HPLC grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 
-   เอทลิอะซเิตท (Ethyl acetate , AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 
-   ไดคลอโรมเีทน (Dichloromethane, AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 
-   คลอโรฟอรม์ (Chloroform , AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 
-   1-บวิทานอล (1-Butanol , AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 
-   เพนทานอล (Pentanol , AR grade) จากบรษิทั Carlo Erba Reagents 
-   โซเดยีมคลอไรด ์(Sodium chloride , AR grade) จากบรษิทั RCL Lab San 
-   โซเดยีมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide , AR grade) จากบรษิทั RCL Lab San 

 
3. ตวัอย่างพืชและผลไม ้

กลุ่มใบพชื ไดแ้ก่  ใบหกูวาง ใบยอ ใบฝรัง่  ใบกระทอ้น   ใบชมพู่   ใบมะยม  ใบละมดุ                
       ใบน้อยหน่า  ใบหวา้ 

              กลุ่มผลไม ้ไดแ้ก่  ผลหกูวาง  ผลยอ   ผลฝรัง่  ผลกระทอ้น  ผลชมพู่  ผลมะยม ผลละมดุ   
                        ผลน้อยหน่า   ผลหวา้   ผลกลว้ย 

             กลุ่มเปลอืกผลไม ้ไดแ้ก่ เปลอืกผลหกูวาง  เปลอืกผลยอ  เปลอืกผลฝรัง่  เปลอืกกระทอ้น 
          เปลอืกผลละมดุ  เปลอืกกลว้ย   เปลอืกน้อยหน่า  เปลอืกผลหวา้ 

    หมายเหตุ      ตัวอย่างข้างต้นได้จากแหล่งของพืชและผลไม้จาก บริเวณอ าเภอเมือง 

จงัหวดัอ่างทอง 
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วิธีด าเนินการวิจยั 

ตอนท่ี 1  การศึกษาผลของตวัแปรต่างๆ ท่ีมีผลต่อวิธีการเตรียมตวัอย่างด้วยเทคนิคการสกดั

ระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว(dispersive liquid-liquid microextraction, 

DLLME) ท่ีใช้ในการวิเคราะหก์รดแทนนิก 

1.1  ศึกษาชนิดของตวัท าละลายท่ีใช้ในการสกดัและตวักระจายท่ีใช้ในการกระจาย 
   ชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดัทีน่ ามาใชใ้นการศกึษามทีัง้หมด 5 ชนิด ไดแ้ก่ 

เอทลิอะซเิตท  ไดคลอโรมเีทน  คลอโรฟอรม์  1-บวิทานอล และ เพนทานอล โดยท าการทดลองดงันี้ 
                    1.1.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร
กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                    1.1.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดัเอทลิอะซเิตทและตวัท าละลายกระจายตวัเอทานอล ทีอ่ตัราส่วน 1:1 (v/v) 
         1.1.3  ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างให้ม ีpH เท่ากบั 4 ดว้ยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ตรวจวดัค่า pH ดว้ยเครือ่งวดัพเีอช 
        1.1.4  จากนัน้น าไปท าให้เข้ากนัด้วยเครื่องผสมสาร เป็นเวลา 3 นาท ีเตมิสารละลาย
เกลอือิม่ตวัลงไปในสารละลายตวัอย่าง และน าไปเขย่าเพื่อท าใหเ้ขา้กนัอกี 1 ครัง้ และน าไปเขา้เครื่อง
หมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2 นาท ี
        1.1.5  เกบ็สารละลายส่วนใสทีอ่ยู่ในชัน้ของตวัท าละลายอนิทรยี ์(ชัน้บน) ลงในบกีเกอร์
สะอาด ท าการระเหยตัวท าละลายอินทรยี์ออกโดยการตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ละลายคราบทีเ่หลอืในบกีเกอรด์ว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 
                 1.1.6 กรองสารละลายตวัอย่างที่สกดัได้ด้วยไซรนิจ์ฟิลเตอร์เมมเบรนชนิดเซลลูโลส       
อะซเิตดขนาด 0.45 ไมครอน และฉีดสารละลายเข้าเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ปรมิาตร 20 ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะห์ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (ท าการทดลองซ ้า        
5 ครัง้) 
        1.1.7  ในท านองเดยีวกนัท าการทดลองตามวธิขีา้งต้น โดยเปลีย่นชนิดของตวัท าละลายที่

ใชใ้นการสกดัเป็น ไดคลอโรมเีทน คลอโรฟอรม์ 1-บวิทานอล และ เพนทานอล ตามล าดบั เพื่อศกึษาหา

ชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดัทีเ่หมาะสม 
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             1.2  ศึกษาชนิดของตวัท าละลายท่ีใช้ในการกระจายตวัทัง้หมด 3 ชนิด ได้แก่ เอทานอล 
อะซิโตน และ อะซิโตไนไตรล ์ 
                     1.2.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร
กรองดว้ยกระดาษกรองวอทแมน เบอร ์4  
                     1.2.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล ทีอ่ตัราส่วน 1:1 (v/v) ท าการ
ทดลองเช่นเดยีวกบัขอ้ 1.1.3-1.1.6 
        1.2.3  ในท านองเดยีวกนัท าการทดลองตามวธิขีา้งต้น โดยเปลีย่นชนิดของตวัท าละลายที่
ใชใ้นการกระจายตวัเป็น อะซโิตน และ อะซโิตนไนไตรล์ ตามล าดบั เพื่อศกึษาหาชนิดของตวัท าละลาย
ทีใ่ชใ้นการกระจายตวัทีเ่หมาะสม 
 
             1.3  ศึกษาหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของตวัท าละลายผสมระหว่างตวัท าละลายท่ีใช้ใน

การสกดัและตวักระจายท่ีใช้ในการกระจาย 

         ท าการศกึษาหาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมของตวัท าละลายผสมระหว่างตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการ
สกดัและตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจาย ทีอ่ตัราส่วน 1:0.5 1:1 1:2 1:3 และ 1:4 โดยท าการทดลอง
ดงันี้ 

       1.3.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร
กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                     1.3.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล ทีอ่ตัราส่วน 1:0.5 1:1 1:2 
1:3 และ 1:4 (v/v) ตามล าดบั ทดลองเช่นเดยีวกบัขอ้ 1.1.3-1.1.6 
 

  1.4  ศึกษาปริมาตรของตวัท าละลายผสมท่ีเหมาะสม 

       ท าการศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายผสม ทีป่รมิาตร 100 150 200 250 300 350 และ 
400 ไมโครลติร โดยท าการทดลองดงันี้ 
                 1.4.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร
กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
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                     1.4.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล อตัราส่วน 1:1 ทีป่รมิาตร 
100 150 200 250 300 350 และ 400 ไมโครลติร ตามล าดบั  ทดลองเช่นเดยีวกบัขอ้ 1.1.3-1.1.6 
 

 1.5  ศึกษา pH ท่ีเหมาะสม 
         ท าการศกึษาหาค่า pH ของสารละลายทีเ่หมาะสม ที ่pH 3 4 5 6 7 8 และ 9 โดยท าการ

ทดลองดงันี้ 
       1.5.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร

กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                 1.5.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล อตัราส่วน 1:1 ที่ปรมิาตร 
300  ไมโครลติร   
        1.5.3   ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างใหม้ ีpH เท่ากบั 3 4 5 6 7 8 และ 9 
ตามล าดบั ด้วยสารละลายกรดไฮโดร์คลอรกิและสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 โมลาร ์
ตรวจวดัค่า pH ดว้ยพเีอชมเิตอร ์ ทดลองเช่นเดยีวกบัขอ้ 1.1.4-1.1.6 
 

 1.6 ศึกษาความเข้มข้นของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกท่ีเหมาะสม 
        ท าการศกึษาหาความเขม้ขน้ของสารละลายสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิทีเ่หมาะสม ที่

ความเขม้ขน้ 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 0.5 โมลาร ์โดยท าการทดลองดงันี้ 
                 1.6.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร 
กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                 1.6.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล อตัราส่วน 1:1 ที่ปรมิาตร 
300  ไมโครลติร  
        1.6.3   ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างให้ม ีpH เท่ากบั 4 ด้วยสารละลาย

สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 0.5 โมลาร ์ ตามล าดบั โดยตรวจวดัค่า pH 

และ ทดลองเช่นเดยีวกบัขอ้ 1.1.4-1.1. 
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 1.7 ศึกษาเวลาท่ีใช้ในการผสมสาร (vortex) ท่ีเหมาะสม 
      ท าการศกึษาหาเวลาทีเ่หมาะสมในการผสมสารทีเ่หมาะสม ทีเ่วลา 1.0 2.0 3.0 4.0 และ 

5.0 นาท ีโดยท าการทดลองดงันี้ 
       1.7.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร

กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                1.7.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล อตัราส่วน 1:1 ที่ปรมิาตร 
300  ไมโครลติร  
        1.7.3   ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างใหม้ ีpH เท่ากบั 4 ดว้ยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ โดยตรวจวดัค่า pH ดว้ยพเีอชมเิตอร ์
        1.7.4   จากนัน้น าไปท าใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องผสมสาร ทีเ่วลา 1.0 2.0 3.0 4.0 และ 5.0 
นาท ีเตมิสารละลายเกลอือิม่ตัวลงไปในสารละลายตวัอย่าง และน าไปเขย่าเพื่อท าให้เขา้กนัอกี 1 ครัง้ 
แล้วน าไปเขา้เครื่องหมุนเหวี่ยงทีค่วามเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2 นาท ี  และทดลองตามขอ้ 
1.1.5-1.1.6 
 

 1.8 ศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมคลอไรดท่ี์เหมาะสม 
      ท าการศกึษาความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดยีมคลอไรดท์ีเ่หมาะสม ทีค่วามเขม้ขน้ 2 4 6 

8 และ 10%w/w โดยท าการทดลองดงันี้ 
       1.8.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร

กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                1.8.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล อตัราส่วน 1:1 ที่ปรมิาตร 
300  ไมโครลติร  
        1.8.3   ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างใหม้ ีpH เท่ากบั 4 ดว้ยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ และตรวจวดัค่า pH  
        1.8.4   จากนัน้น าไปท าใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องเขย่าสาร ทีเ่วลา 3.0 นาท ีเตมิสารละลาย

โซเดยีมคลอไรด ์ทีค่วามเขม้ขน้ 2 4 6 8 และ 10%w/w ตามล าดบั และน าไปเขย่าเพื่อท าใหเ้ขา้กนัอกี 1 
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ครัง้ แล้วน าไปเขา้เครื่องหมุนเหวี่ยงทีค่วามเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2.0 นาท ี และทดลองต่อ

ตามขอ้ 1.1.5-1.1.6 

 1.9  ศึกษาเวลาท่ีใช้ในการหมุนเหว่ียงท่ีเหมาะสม 
      ท าการศกึษาหาเวลาทีเ่หมาะสมในการหมุนเหวีย่งทีเ่หมาะสม ทีเ่วลา 1.0 2.0 3.0 4.0 และ 5.0 
นาท ีโดยท าการทดลองดงันี้ 
                 1.9.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร
กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                 1.9.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล อตัราส่วน 1:1 ที่ปรมิาตร 
300  ไมโครลติร  
        1.9.3   ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างใหม้ ีpH เท่ากบั 4 ดว้ยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ โดยตรวจวดัค่า pH ดว้ยพเีอชมเิตอร ์
        1.9.4   จากนัน้น าไปท าใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องเขย่าสาร ทีเ่วลา 3.0 นาท ีเตมิสารละลาย
โซเดยีมคลอไรด์ ที่ความเข้มข้น 4%w/w ตามล าดบั และน าไปเขย่าเพื่อท าให้เข้ากนัอีก 1 ครัง้ แล้ว
น าไปเขา้เครื่องหมุนเหวีย่งที่ความเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีทีเ่วลา 1.0 2.0 3.0 4.0 และ 5.0 นาท ี
ตามล าดบั   และทดลองต่อตามขอ้ 1.1.5-1.1.6 
 
ตอนท่ี 2 การเปรียบเทียบวิธีการเตรียมตวัอย่างโดยใช้เทคนิคการสกดัระดบัไมโครด้วยการ

กระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว (dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME) ท่ี

พฒันาขึ้นกบัวิธีการสกดัตวัอย่างด้วยวฏัภาคของแขง็ และวิธีการสกดัด้วยวฏัภาคของเหลว 

  2.1  วิธีการสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว (dispersive 

liquid-liquid microextraction, DLLME) 

         2.1.1  น าตวัอยา่งมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร
กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                 2.1.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 
10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิสารละลายผสม
ระหว่างตวัท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล อตัราส่วน 1:1 ที่ปรมิาตร 
300  ไมโครลติร  
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         2.1.3   ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างใหม้ ีpH เท่ากบั 4 ดว้ยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ โดยตรวจวดัค่า pH ดว้ยพเีอชมเิตอร ์
         2.1.4   จากนัน้น าไปท าให้เขา้กนัดว้ยเครื่องเขย่าสาร ที่เวลา 3.0 นาท ีเตมิสารละลาย
โซเดยีมคลอไรด์ ที่ความเขม้ขน้ 4%w/w ตามล าดบั และน าไปเขย่าเพื่อท าให้เขา้กนัอกี 1 ครัง้ แล้ว
น าไปเขา้เครือ่งหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 2.0 นาท ี
         2.1.5   เกบ็สารละลายส่วนใสทีอ่ยู่ในชัน้ของตวัท าละลายอนิทรยี ์(ชัน้บน) ลงในบกีเกอร์
สะอาด ท าการระเหยตัวท าละลายอินทรยี์ออกโดยการตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ละลายคราบทีเ่หลอืในบกีเกอรด์ว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 
                  2.1.6   กรองสารละลายตวัอยา่งทีส่กดัไดด้ว้ยไซรนิจฟิ์ลเตอรเ์มมเบรนชนิดเซลลูโลสอะซิ
เตดขนาด 0.45 ไมครอน และฉีดสารละลายเขา้เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 20 
ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (ท าการทดลองซ ้า 10 ครัง้) 
 

2.2  วิธีการสกดัตวัอย่างด้วยวฏัภาคของแขง็ 
             2.2.1  น าตวัอยา่งมา 5.xxxx กรมั ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร

กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
                  2.2.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ที่มกีารเตมิสารละลาย
มาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติรลงไป ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างใหม้ ี
pH เท่ากบั 4 ดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ จากนัน้โหลดสารตวัอย่างลงใน C-18 
cartridge  

          2.2.3   ใช้สารละลายผสมระหว่าง 1-บวิทานอลกบัเอทานอล อตัราส่วน 1:1 ปรมิาตร 
300  ไมโครลติร ชะกรดแทนนิกออกจาก C-18 cartridge  
          2.2.4   เกบ็สารละลายทีอ่อกจาก C-18 cartridge ลงในบกีเกอรส์ะอาด ท าการระเหยตวั
ท าละลายอินทรยี์ออกโดยการตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ละลายคราบที่เหลอืในบีก
เกอรด์ว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 

              2.2.5   กรองสารละลายตวัอย่างทีส่กดัไดด้ว้ยไซรนิจฟิ์ลเตอรเ์มมเบรนชนิดเซลลูโลสอะ
ซเิตดขนาด 0.45 ไมครอน และฉีดสารละลายเขา้เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 
20 ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (ท าการทดลองซ ้า 10 ครัง้) 
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2.3 วิธีการสกดัตวัอย่างด้วยวฏัภาคของเหลว 
             2.3.1  น าตวัอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายด้วยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติร
กรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
            2.3.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 5.00 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 
มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร แลว้เตมิตวัท าละลายสกดั
เอทลิอะซเิตท ปรมิาตร 25 มลิลลิติร  
            2.3.3  ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างให้ม ีpH เท่ากบั 4 ด้วยสารละลายกรด  
ไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์  โดยตรวจวดัค่า pH ดว้ยพเีอชมเิตอร ์  แลว้ทดลองตาม ขอ้ 2.2.4-
2.2.6 
 
ตอนท่ี 3  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิก โดยใช้เทคนิค             
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  

3.1 ศึกษาชนิด และองคป์ระกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
  การหาสภาวะที่ เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิก โดยเทคนิค             
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูโดยน ากรดแทนนิกทีค่วามเขม้ขน้ 1000 ppm  มาใชใ้นการทดลอง 
เพื่อศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการวเิคราะหห์าปรมิาณดว้ยวฏัภาคเคลื่อนที ่  โดยวฏัภาคเคลื่อนทีท่ี่
น ามาใชใ้นการศกึษา มดีงันี้  
 3.1.1  ศึกษาวฏัภาคคล่ือนท่ีกรดอะซิติกเข้มข้น 1% (v/v) และเมทานอล และอตัราส่วน
ท่ีมีผลต่อการแยกกรดแทนนิก 

  ท าการศกึษาทีส่ภาวะดงัต่อไปนี้ 

- คอลมัน์ VertiSep GES C18 ขนาด 5 µm (250 mm × 4.6 mm )   
     - ตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
     - อุณหภมูหิอ้ง (ควบคุมทีอุ่ณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส) 
     - ท าการศกึษาทีอ่ตัราส่วน 90:10 85:15 80:20  60:40 และ 65:35  
     - อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที ่0.90 มลิลลิติรต่อนาท ี
     - ท าการทดลองซ ้า 5 ครัง้ (n=5) 
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 3.1.2  ศึกษาวฏัภาคคล่ือนท่ีกรดอะซิติกเข้มข้น 1% (v/v) และอะซิโตไนไตรล ์และ
อตัราส่วนท่ีมีผลต่อการแยกกรดแทนนิก 

- คอลมัน์ VertiSep GES C18 ขนาด 5 µm (250 mm × 4.6 mm )   
     - ตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
     - ควบคุมทีอุ่ณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส 
     - ท าการศกึษาทีอ่ตัราส่วน 90:10 85:15 80:20  60:40 และ 65:35 
     - อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที ่0.90 มลิลลิติรต่อนาท ี
     - ท าการทดลองซ ้า 5 ครัง้ (n=5) 
 

3.2  ศึกษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 

    ท าการศกึษาหาอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีเ่หมาะสม ที่ 0.7 0.8 0.9 1.0 และ 
1.2 มลิลลิติรต่อนาท ีโดยก าหนดสภาวะต่างๆดงันี้ 

- คอลมัน์ VertiSep GES C18 ขนาด 5 µm (250 mm × 4.6 mm )   
     - ตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
     - ควบคุมทีอุ่ณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส 
     - อตัราส่วนวฏัภาคเคลื่อนทีต่ามทีไ่ดจ้ากการทดลองจากขอ้ 3.1.1 หรอื 3.1.2  
            - อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนทีท่ี ่0.7 0.8 0.9 1.0 และ 1.2 มลิลลิติรต่อนาท ี
      - ท าการทดลองซ ้า 5 ครัง้ (n=5) 
 
ตอนท่ี 4  ศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะหป์ริมาณกรดแทนนิกท่ีพฒันาขึ้น 
  4.1  ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีการวิเคราะห ์  
  4.1.1 เตรยีมสารมาตรฐานกรดแทนนิกที่ 10 ความเขม้ขน้ คอื 0.0 20.0 50.0 100.0 
200.0 300.0 400.0 600.0 และ 1000.0 มลิลกิรมัต่อลติร  
  4.1.2 น าสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก ที่เตรยีมได้ไปกรองผ่านไซรนิจ์ฟิลเตอร์    
เมมเบน ชนิดเซลลโูลสอะซเิตตขนาด 0.45 ไมครอน  
  4.1.3 น าสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกทีเ่ตรยีมทุกระดบัความเขน้ขน้ ฉีดเขา้เครื่อง

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปรมิาตร 20 ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะห์ที่ความยาวคลื่น 

280 นาโนเมตร 
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    4.2 ศึกษาขีดจ ากดัของการตรวจพบ  

   4.2.1 เตรยีมสารมาตรฐานกรดแทนนิกทีค่วามเขม้ขน้ คอื 0.10 0.50 1.00 2.00 และ 
3.00 มลิลกิรมัต่อลติร  
  4.2.2 น าสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกทีเ่ตรยีมทุกระดบัความเขน้ขน้ไปท าการสกดั
ดว้ยวธิกีารสกดั DLLME ทีพ่ฒันาขึน้   
  4.2.3 กรองสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก ที่ผ่านกระบวนการสกดัไปกรองผ่านไซ
รนิจฟิ์ลเตอรเ์มมเบน ชนิดเซลลูโลสอะซเิตตขนาด 0.45 ไมครอน จากนัน้ฉีดเขา้เครื่องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงปรมิาตร 20 ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
แล้วน ามาค านวณหาค่า LOD โดยค่า LOD จะใหส้ญัญาณเป็น 3 เท่า ของสญัญาณ noise (S/N) 
จากนัน้ค านวณหาค่า LOD ดงัสมการที ่1  
                  LOD = 3S/N   .................. (1) 

     4.3 ศึกษาขีดจ ากดัของการวิเคราะหเ์ชิงปริมาณ  

   4.2.1 เตรยีมสารมาตรฐานกรดแทนนิกทีค่วามเขม้ขน้ คอื 0.10 0.50 1.00 2.00 และ 
3.00 มลิลกิรมัต่อลติร  
  4.2.2 น าสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกทีเ่ตรยีมทุกระดบัความเขน้ขน้ไปท าการสกดั
ดว้ยวธิกีารสกดั DLLME ทีพ่ฒันาขึน้   
  4.2.3 กรองสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก ที่ผ่านกระบวนการสกดัไปกรองผ่านไซ
รนิจฟิ์ลเตอรเ์มมเบน ชนิดเซลลูโลสอะซเิตตขนาด 0.45 ไมครอน จากนัน้ฉีดเขา้เครื่องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงปรมิาตร 20 ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
แลว้น ามาค านวณหาค่า LOQ โดยค่า LOQ จะใหส้ญัญาณเป็น 10 เท่า ของสญัญาณ noise (S/N) 
จากนัน้ค านวณหาค่า LOQ ดงัสมการที ่2  
                 LOQ = 10S/N   .................. (2) 

 4.4 ศึกษาความถกูต้องของวิธีการวิเคราะห ์(accuracy) 
  การศกึษาความถูกต้องของวธิกีารวเิคราะห์ท าการศกึษาโดยการหาค่ารอ้ยละการคนื
กลบั (% recovery) ท าการทดลองดงันี้ 
     4.4.1  น าตัวอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายด้วยน ้ าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 
มลิลลิติรกรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
             4.4.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง
ขนาด 10 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 10 50 และ 100  มลิลกิรมัต่อลติร 
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แล้วเติมสารละลายผสมระหว่างตัวท าละลายสกัด 1-บวิทานอล และตัวท าละลายกระจายเอทานอล 
อตัราส่วน 1:1 ทีป่รมิาตร 300  ไมโครลติร  
            4.4.3  ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอยา่งใหม้ ีpH เท่ากบั 4 ดว้ยสารละลายกรด
ไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ โดยตรวจวดัค่า pH ดว้ยพเีอชมเิตอร ์
            4.4.4   จากนัน้น าไปท าใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องเขย่าสาร ทีเ่วลา 3.0 นาท ีเตมิสารละลาย
โซเดยีมคลอไรด์ ที่ความเข้มข้น 4%w/w ตามล าดบั และน าไปเขย่าเพื่อท าให้เข้ากนัอีก 1 ครัง้ แล้ว
น าไปเขา้เครือ่งหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีทีเ่วลา 2.0 นาท ี 
            4.4.5  เกบ็สารละลายส่วนใสทีอ่ยูใ่นชัน้ของตวัท าละลายอนิทรยี ์(ชัน้บน) ลงในบกีเกอร์
สะอาด ท าการระเหยตัวท าละลายอินทรยี์ออกโดยการตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ละลายคราบทีเ่หลอืในบกีเกอรด์ว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 
            4.4.6  กรองสารละลายตวัอย่างทีส่กดัไดด้ว้ยไซรนิจ์ฟิลเตอรเ์มมเบรนชนิดเซลลูโลสอะ
ซเิตดขนาด 0.45 ไมครอน และฉีดสารละลายเขา้เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 
20 ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะห์ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (ท าการทดลองซ ้า 10 ครัง้) 
จากนัน้ค านวณหาค่ารอ้ยละการคนืกลบั (% recovery) ดงัสมการที ่3 
 

 รอ้ยละการกลบัคนื  =  [(Cin sample + Cadded) – Cin sample ] × 100   ……………….. (3) 

    

      เมือ่   Cin sample คอื  ความเขม้ขน้ของสารทีว่เิคราะห ์

    Cadded  คอื ความเขม้ขน้ทีเ่ตมิลงไปในตวัอยา่ง 

 
4.5  ศึกษาความแม่นย าของวิธีการวิเคราะห ์ 

  ท าการศึกษาความแม่นย าของวิธกีารวเิคราะห์ โดยการท าการทดลองซ ้าภายในวนั
เดยีวกนั (intra-day) จ านวน 10 ซ ้า และท าการทดลองซ ้าระหว่างวนัเป็นระยะเวลา 3 วนั (inter-day) 
ซึง่ท าการทดลองซ ้าวนัละ 10 ซ ้า โดยท าการทดลองดงันี้ 
  4.5.1  น าตัวอย่างมา 5.xxxx กรมั ละลายด้วยน ้ าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 
มลิลลิติรกรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  
             4.5.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลอง

ขนาด 10 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วเติม

       Cadded   

ฉฉ             

Cadded            

Cadded                  

Cadded 
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สารละลายผสมระหว่างตวัท าละลายสกัด 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจายเอทานอล อตัราส่วน 

1:1 ทีป่รมิาตร 300  ไมโครลติร  

            4.5.3  ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตวัอยา่งใหม้ ีpH เท่ากบั 4 ดว้ยสารละลายกรด

ไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ โดยตรวจวดัค่า pH ดว้ยพเีอชมเิตอร ์

            4.5.4   จากนัน้น าไปท าใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องเขย่าสาร ทีเ่วลา 3.0 นาท ีเตมิสารละลาย

โซเดยีมคลอไรด์ ที่ความเข้มข้น 4%w/w ตามล าดบั และน าไปเขย่าเพื่อท าให้เข้ากนัอีก 1 ครัง้ แล้ว

น าไปเขา้เครือ่งหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีทีเ่วลา 2.0 นาท ี 

            4.5.5  เกบ็สารละลายส่วนใสทีอ่ยูใ่นชัน้ของตวัท าละลายอนิทรยี ์(ชัน้บน) ลงในบกีเกอร์

สะอาด ท าการระเหยตัวท าละลายอินทรยี์ออกโดยการตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ละลายคราบทีเ่หลอืในบกีเกอรด์ว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 

            4.5.6  กรองสารละลายตวัอย่างทีส่กดัไดด้ว้ยไซรนิจฟิ์ลเตอรเ์มมเบรนชนิดเซลลูโลสอะ

ซเิตดขนาด 0.45 ไมครอน และฉีดสารละลายเขา้เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร 

20 ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะห์ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (ท าการทดลองซ ้า 10 ครัง้) 

จากนัน้ค านวณหาค่ารอ้ยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (% relative standard deviation , %RSD)          

ดงัสมการที ่4 

 

 รอ้ยละค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน =    ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน  × 100 ……………….. (4) 
     

ตอนท่ี 5   ศึกษาผลของสารรบกวนในตวัอย่าง 

 5.1 ศึกษาผลของการรบกวนจากสารประกอบฟีนอลิกชนิดอ่ืนๆ 

  5.1.1  เตรยีมสารมาตรฐานกรดแทนนิกที่ความเขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร เตมิสาร

รบกวน ไดแ้ก่ กรดแกลลคิ กรดเฟอรร์รูกิ และคาเทชนิ เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร 

  5.1.1  น าสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก กรดแกลลคิ กรดเฟอรร์รูกิ คาเทชนิ  ที่

เตรยีมไดไ้ปท าการสกดัดว้ยเทคนิค DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ จากนัน้กรองผ่านไซรนิจฟิ์ลเตอรเ์มมเบนชนิด

เซลลโูลสอะซเิตตขนาด 0.45 ไมครอน  

  5.1.1  น าสารละลายฉีดเขา้เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปรมิาตร 20 

ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 

ค่าเฉลีย่ 
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 5.2 ศึกษาผลของการรบกวนจากกรดอินทรีย ์
  5.2.1  เตรยีมสารมาตรฐานกรดแทนนิกเขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร เตมิสารรบกวน
กรดอนิทรยีท์ัง้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ กรดทารท์ารกิ กรดมาลกิ และกรดซติรกิ เขม้ขน้ 50 มลิลกิรมัต่อลติร 
  5.2.1  น าสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก กรดทารท์ารกิ กรดมาลกิ และกรดซติรกิ ที่
ทีเ่ตรยีมได้ไปท าการสกดัด้วยเทคนิค DLLME ที่พฒันาขึน้ จากนัน้กรองผ่านไซรนิจฟิ์ลเตอรเ์มมเบน
ชนิดเซลลโูลสอะซเิตตขนาด 0.45 ไมครอน  
  5.2.1  น าสารละลายฉีดเขา้เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงปรมิาตร 20 
ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร 
 
ตอนท่ี 6  วิเคราะหป์ริมาณกรดแทนนิกในตวัอย่างพืชและผลไม้บางชนิด 

   6.1  น าตวัอย่างแต่ละชนิดมาบดใหล้ะเอยีด จากนัน้ชัง่ตวัอย่างหนัก 5.xxxx กรมั ละลายดว้ย

น ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 15 มลิลลิติรกรองดว้ยกระดาษกรอง whatman เบอร ์4  

            6.2  จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง ปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 

มลิลลิิตร แล้วเติมสารละลายผสมระหว่างตัวท าละลายสกดั 1-บวิทานอล และตวัท าละลายกระจาย      

เอทานอล อตัราส่วน 1:1 ทีป่รมิาตร 300  ไมโครลติร  

          6.3  ท าการปรบัสภาวะของสารละลายตัวอย่างให้มี pH เท่ากับ 4 ด้วยสารละลาย             

กรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.3 โมลาร ์ โดยตรวจวดัค่า pH ดว้ยพเีอชมเิตอร ์

6.4   จากนัน้น าไปท าให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร ที่เวลา 3.0 นาที เติมสารละลาย          

โซเดยีมคลอไรด ์ทีค่วามเขม้ขน้ 4%w/w ตามล าดบั และน าไป vortex เพื่อท าใหเ้ขา้กนัอกี 1 ครัง้ แล้ว

น าไปเขา้เครือ่งหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 4000 รอบต่อนาท ีทีเ่วลา 2.0 นาท ี 

           6.5  เกบ็สารละลายส่วนใสทีอ่ยู่ในชัน้ของตวัท าละลายอนิทรยี ์(ชัน้บน) ลงในบกีเกอรส์ะอาด 

ท าการระเหยตวัท าละลายอนิทรยีอ์อกโดยการตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ละลายคราบ

ทีเ่หลอืในบกีเกอรด์ว้ยน ้าปราศจากไอออน ปรมิาตร 1 มลิลลิติร 

           6.6  กรองสารละลายตวัอย่างที่สกดัไดด้้วยไซรนิจฟิ์ลเตอรเ์มมเบรนชนิดเซลลูโลสอะซเิตด

ขนาด 0.45 ไมครอน และฉีดสารละลายเข้าเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ปรมิาตร        

20 ไมโครลติร ท าการตรวจวเิคราะหท์ีค่วามยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (ท าการทดลองซ ้า 5 ครัง้) จากนัน้

น าค่าทีไ่ดไ้ปเปรยีบเทยีบกบักราฟมาตรฐานและค านวณหาปรมิาณกรดแทนนิก 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

ส าหรบัการศกึษาวจิยัครัง้นี้ ผูว้จิยัขอน าเสนอผลการวจิยัตามล าดบัดงันี้  

1.  ผลการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆทีม่ผีลต่อวธิกีารเตรยีมตัวอย่างดว้ยเทคนิคการสกดัระดบั
ไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว ทีใ่ชใ้นการวเิคราะหก์รดแทนนิก 

2.  ผลการเปรยีบเทยีบวธิกีารเตรยีมตวัอย่างโดยใช้เทคนิคการสกดัระดบัไมโครด้วยการ
กระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลวทีพ่ฒันาขึน้กบัวธิกีารสกดัตวัอย่างดว้ยวฏัภาคของแขง็ และวธิกีารสกดั
ดว้ยวฏัภาคของเหลว 

3. ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิก โดยใช้เทคนิค         
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

4.  ผลการศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกทีพ่ฒันาขึน้ 
5.  ผลการศกึษาผลของสารรบกวนในตวัอยา่ง 
6.  ผลการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด 
 

ตอนท่ี 1  การศึกษาผลของตวัแปรต่างๆท่ีมีผลต่อวิธีการเตรียมตวัอย่างด้วยเทคนิค

การสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว (dispersive liquid-

liquid microextraction, DLLME) ท่ีใช้ในการวิเคราะหก์รดแทนนิก 

 ในงานวจิยันี้ผู้วจิยัได้ท าการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆที่มผีลต่อวธิกีารเตรยีมตวัอย่าง ได้แก่ 

ศกึษาชนิดของตวัท าละลายที่ใช้สกัดและตวัท าละลายที่ใช้กระจาย อตัราส่วนที่เหมาะสมของตวัท า

ละลายผสมระหว่างตวัท าละลายทีใ่ช้สกดัและตวัท าละลายที่ใช้กระจาย ปรมิาตรของตวัท าละลายผสม 

ค่า pH ความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ เวลาทีใ่ชใ้นการเขย่า ทีเ่หมาะสม ค่าความแรง

ของไอออนของสารละลาย (ionic strength) และเวลาทีใ่ชใ้นการหมนุเหวีย่งทีเ่หมาะสม 
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1.1 ผลการศึกษาชนิดของตวัท าละลายท่ีใช้สกดัและตวัท าละลายกระจายท่ีใช้กระจาย 
     การเลอืกชนิดตวัท าละลายที่ใช้ในการสกดัและตวัท าละลายที่ใช้ในการกระจายจดัเป็น

ขัน้ตอนที่ส าคญัของการพฒันาวิธีการสกัด เนื่ องจากตัวแปรดงักล่าวเป็นตัวแปรที่สามารถก าหนด

ปรมิาณสารทีเ่ราสนใจท าการวเิคราะห์ ซึง่ในงานวจิยันี้ไดเ้ลอืกพจิารณาตวัท าละลายทีใ่ช้สกดั 5 ชนิด

ประกอบด้วย ตวัท าละลายอินทรยี์ที่มคีวามหนาแน่นน้อยกว่าน ้า (low density solvent) ได้แก่    

เอทลิอะซิเตท 1-บวิทานอล และ เพนทานอล ตวัท าละลายอินทรยี์ที่มคีวามหนาแน่นมากกว่าน ้า     

(high density solvent) ไดแ้ก่ ไดคลอโรมเีทน คลอโรฟอรม์  และเลอืกพจิารณาตวัท าละลายกระจาย    

3 ชนิด ไดแ้ก่ เอทานอล อะซโิตน และอะซโิตไนไตรล ์โดยจากภาพประกอบ 5 เป็นการแสดงผลการ

ทดลองการสกดัโดยการใชส้าระลายผสมระหว่างตวัท าละลายสกดัและตวัท าละลายกระจายในอตัราส่วน 

1:1 โดยน าสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร มาสกดัด้วยวธิ ีDLLME ทีพ่ฒันาขึน้ พบว่า

สารละลายผสมของตวัท าละลายสกดัชนิด 1-บวิทานอลและตวัท าละลายกระจายชนิดเอทานอลให้

ประสทิธภิาพรอ้ยละการไดก้ลบัคนืดกีว่าตวัท าละลายชนิดอื่นทีท่ าการศกึษา ดงันัน้งานวจิยันี้จงึเลอืกใช้

ตวัท าละลายสกดัชนิด1-บวิทานอลและตวัท าละลายกระจายชนิดเอทานอลในการสกดักรดแทนนิก 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 5 ผลการศกึษาชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชส้กดัและตวัท าละลายกระจายทีใ่ชก้ระจาย 



38 

 

1.2  ผลการศึกษาหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของตวัท าละลายผสมระหว่างตวัท าละลายท่ี

ใช้ในการสกดัและตวัท าละลายท่ีใช้ในการกระจาย 

    ในงานวจิยันี้ได้ศึกษาอตัราส่วนระหว่างตวัท าละลายที่ใช้สกดัและตวัท าละลายที่ใช้

กระจายทีใ่ชใ้นการสกดักรดแทนนิก ซึง่ได้ท าการศกึษาหาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมทีอ่ตัราส่วน 1:0.5 1:1 

1:2 1:3 และ 1:4 ตามล าดบั โดยน าสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร มาสกดัดว้ยวธิ ีDLLME 

ทีพ่ฒันาขึน้ พบว่าอตัราส่วนทีเ่หมาะสมระหว่างสารละลายผสมของตวัท าละลายสกดัชนิด 1-บวิทานอล

และตวัท าละลายกระจายชนิดเอทานอล คอื อตัราส่วน 1:1 เนื่องจากทีอ่ตัราส่วน 1:1 ใหป้ระสทิธภิาพ

รอ้ยละการได้กลบัคนืดกีว่าอตัราส่วนอื่นๆที่ท าการศึกษา ดงันัน้งานวจิยันี้จงึเลอืกใช้สารละลายผสม

ระหว่างสารละลายผสมของตวัท าละลายสกดัชนิด 1-บวิทานอลและตวัท าละลายกระจายชนิดเอทานอล 

ทีอ่ตัราส่วน 1:1 เพื่อใชใ้นการสกดักรดแทนนิก ดงัแสดงในภาพประกอบ 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพประกอบ 6 ผลการศกึษาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมของตวัท าละลายผสมระหว่างตวัท าละลายที ่                

                     ใชใ้นการสกดัและตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการกระจาย 

 

 

1:0.5 
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1.3 ผลการศึกษาปริมาตรของตวัท าละลายผสมท่ีเหมาะสม 

                    การศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายผสมระหว่างสารละลายผสมของตวัท าละลายสกดั

ชนิด 1-บวิทานอลและตวัท าละลายกระจายชนิดเอทานอลที่เหมาะสมในการสกดักรดแทนนิก โดย

ท าการศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายผสม ทีป่รมิาตร 100 150 200 250 300 และ 350 ไมโครลติร 

ตามล าดบั โดยน าสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร มาสกดัดว้ยวธิ ีDLLME ทีพ่ฒันาขึน้ จาก

ผลการศึกษาพบว่าเมื่อปรมิาตรของสารละลายผสมเพิม่ขึ้น ค่าร้อยละการกลบัคนืจะเพิม่ขึ้นจนถึงที่

ปรมิาตร 300 ไมโครลติร จะให้ค่ารอ้ยละการไดก้ลบัคนืสูงสุด แต่เมื่อเพิม่ปรมิาตรของสารละลายผสม

มากกว่า 300 ไมโครลติร จะพบว่าค่ารอ้ยละการได้กลบัคนืจะค่อยๆลดลง ดงันัน้งานวจิยันี้จงึเลอืกใช้

สารละลายผสมระหว่างสารละลายผสมของตวัท าละลายสกดัชนิด 1-บวิทานอลและตวัท าละลายกระจาย

ชนิดเอทานอล ทีป่รมิาตร 300 ไมโครลติร เพื่อใชใ้นการสกดักรดแทนนิก ดงัแสดงในภาพประกอบ 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 7 ผลการศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายผสมทีเ่หมาะสม 
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1.4 ผลการศึกษา pH ท่ีเหมาะสม 

              โดยปกตทิัว่ไปแลว้การปรบัค่า pH ในสารละลายตวัอย่างใหเ้หมาะสมกบั pH ของสาร

ทีต่้องการวเิคราะหซ์ึง่แสดงใหเ้หน็ถงึบทบาททีส่ าคญัของของ pH ทีม่คีวามส าคญัต่อกระบวนการสกดั  

โดยงานวจิยันี้ได้ท าการศกึษาหาค่า pH ของสารละลายที่เหมาะสม ที ่pH 3 4 5 6 7 8 และ 9 

ตามล าดบั โดยน าสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร มาสกดัดว้ยวธิ ีDLLME ทีพ่ฒันาขึน้ จาก

ผลการศกึษาพบว่าค่ารอ้ยละการคนืกลบัจะเพิม่ขึน้ในช่วง pH 3-4 และจะลดลงทีช่่วง pH 5-9 โดยที ่pH 

4 จะให้ค่าร้อยละการกลบัคนืสูงสุดเมื่อเปรยีบเทยีบกบัค่า pH อื่นๆที่ท าการศึกษา ดงัแสดงใน

ภาพประกอบ 8 ดงันัน้งานวจิยันี้จงึเลอืกใช้ pH 4 เพื่อใช้ในการสกดักรดแทนนิก ซึ่งผลการทดลอง

ดงักล่าวสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Jianwei และคณะ โดยที ่pH 4 ใหป้ระสทิธภิาพรอ้ยละการคนืกลบัดี

ทีสุ่ดเนื่องจาก ที่ pH 4 กรดแทนนิกจะอยู่ในรูปที่ไม่สามารถแตกตวัได ้(neutral form) จงึส่งผลให้

สามารถเคลื่อนทีเ่ขา้สู่ชัน้ของตวัท าละลายอนิทรยีไ์ดเ้ป็นอย่างด ี(Jianwei ; et al. 2011: 102-111) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 8 ผลการศกึษาศกึษา pH ทีเ่หมาะสม 
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1.5 ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรคลอริกท่ีเหมาะสม 
                     จากการศกึษาหาค่า pH ทีเ่หมาะสมโดยการใช้สารละลายไฮโดรคลอรกิเป็นตวัควบคุม 

pH เนื่องจากต้องปรบัสภาวะของสารละลายตวัอย่างให้อยู่ในรูปของสารละลายทีม่คีุณสมบตัเิป็นกรด     

(acidic solution sample)  ส่งผลใหส้ารที่ต้องการวเิคราะหอ์ยู่ในรปูทีไ่ม่สามารถแตกตวัได้และสามารถ

เคลื่อนทีเ่ขา้สู่ชัน้ของตวัท าละลายอนิทรยีไ์ดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ ซึง่งานวจิยันี้ได้ท าการศกึษาหาความ

เขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิที่เหมาะสม ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 0.5 โมลาร ์

ตามล าดบั โดยน าสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร มาสกดัดว้ยวธิ ีDLLME ทีพ่ฒันาขึน้ จาก

ผลการศกึษาพบว่าค่ารอ้ยละการคนืกลบัจะเพิม่ขึน้ในช่วงความเขม้ขน้ 0.1-0.3 โมลาร ์และจะลดลงที่

ช่วง 0.4-0.5 โมลาร ์โดยความเขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิเท่ากบั 0.3 โมลาร ์จะใหค้่ารอ้ยละ

การกลบัคืนสูงสุดเมื่อเปรยีบเทียบกับความเข้มข้นอื่นๆที่ท าการศึกษา ดงัแสดงในภาพประกอบ 9 

ดงันัน้งานวจิยันี้จงึเลอืกใช้ความเขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิเท่ากบั 0.3 โมลาร ์เพื่อใช้ในการ

สกดักรดแทนนิก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 9 ความเขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิทีเ่หมาะสม 
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1.6 ผลการศึกษาเวลาท่ีใช้ในการผสมสารท่ีเหมาะสม 
                    การท าการศึกษาเวลาที่ใช้ในการผสมสารที่เหมาะสม เนื่องจากระยะเวลาที่ใช้ในการ

ผสมสาร   เป็นอกีปัจจยัหนึ่งที่มผีลต่อกระบวนการสกดั เพราะการผสมสารจะท าใหส้ารละลายตวัอย่าง

ภายในระบบทีล่ะลายอยู่ในชัน้น ้าเกดิการสมัผสักบัชัน้ของตวัท าละลายอนิทรยีแ์ละเกดิการถ่ายโอนมวล  

โดยหากมรีะยะเวลาในการเขย่าทีเ่หมาะสมจะส่งผลใหส้ารทีต่้องการวเิคราะหส์ามารถเคลื่อนทีเ่ขา้สู่ชัน้

ตวัท าละลายอนิทรยีไ์ดอ้ย่างสมบูรณ์ ดงันัน้งานวจิยันี้จงึท าการศกึษาระยะเวลาในการผสมสาร ทีเ่วลา 

1.0 2.0 3.0 4.0 และ 5.0 นาท ีตามล าดบั โดยน าสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร มาสกดั

ดว้ยวธิ ีDLLME ทีพ่ฒันาขึน้ จากผลการศกึษาพบว่าค่ารอ้ยละการคนืกลบัจะเพิม่ขึน้ทีช่่วงเวลา 1.0-3.0 

นาทแีละจะลดลงทีช่่วงเวลา 4.0-5.0 นาท ีโดยทีเ่วลา 3.0 นาท ีจะใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนืสูงสุดเมื่อ

เปรยีบเทยีบกบัระยะเวลาอื่นๆทีท่ าการศกึษา ดงัแสดงในภาพประกอบ 10 ดงันัน้งานวจิยันี้จงึเลอืกเวลา

ในการเขยา่ ทีเ่วลา 3.0 นาท ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 10 ศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการผสมสารดว้ยเครือ่ง vortex ทีเ่หมาะสม 
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1.7 ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมคลอไรดท่ี์เหมาะสม 
                    การเตมิสารละลายโซเดยีมคลอไรดล์งในสารละลายตวัอย่าง โดยทัว่ไปแลว้จะเตมิลงไป

เพื่อเป็นการลดการละลายของสารประกอบอนิทรยี ์ทีล่ะลายอยู่ในชัน้น ้าที่เรยีกว่า salting out effect  

ซึง่วธิดีงักล่าวเป็นวธิทีีน่ิยมน ามาใชก้นัอยา่งแพร่หลายโดยถูกน ามาใชเ้พื่อเป็นการเพิม่ค่ารอ้ยละการคนื

กลบัของสารที่ต้องการวิเคราะห์ นอกจากนี้ยงัเป็นการป้องกนัการเกิดสภาวะอิมลัชนัโดยการเติม

สารละลายโซเดยีมคลอไรดล์งในสารละลายตวัอย่างจะช่วยเพิม่ความหนาแน่นของน ้าและเปลีย่นแปลง

ความแรงไอออนิก (ionic strength) ท าให้สามารถสงัเกตเหน็การแยกชัน้ของของเหลวได้อย่างชดัเจน

ส่งผลให้สามารถท าการสกดัได้อย่างมปีระสทิธภิาพ โดยงานวจิยันี้ได้ท าการศึกษาความเข้มข้นของ

สารละลายโซเดยีมคลอไรดท์ีเ่หมาะสม ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 2  4  6  8 และ 10โดยน ้าหนัก ตามล าดบั 

โดยน าสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร มาสกดัด้วยวธิ ีDLLME ที่พฒันาขึ้น จากผล

การศกึษาพบว่าค่ารอ้ยละการคนืกลบัจะเพิม่ขึน้ที่ช่วงความเขม้ขน้รอ้ยละ 2-4  และจะลดลงที่ช่วงความ

เขม้ขน้รอ้ยละ 8-10  โดยที่ความเขม้ขน้รอ้ยละ 4-6 จะใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนืทีสู่งและมปีระสทิธภิาพ

ใกล้เคยีงกนั (ดงัแสดงในภาพประกอบ 11) ดงันัน้เพื่อความรวดเรว็ในการวเิคราะห์ จงึเลอืกความ

เขม้ขน้ของสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดท์ีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 4 โดยน ้าหนกั  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 11 ศกึษาความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดยีมคลอไรดท์ีเ่หมาะสม 
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1.8 ผลการศึกษาเวลาท่ีใช้ในการหมุนเหว่ียงท่ีเหมาะสม 
                         การหมนุเหวีย่งเป็นปัจจยัทีส่ าคญัในกระบวนการสกดัอกีปัจจยัหนึ่ง ถ้าเวลาทีใ่ชใ้นการ

หมุนเหวี่ยงไม่เพียงพอจะส่งผลให้สารที่ต้องการท าการวิเคราะห์ไม่สามารถ เคลื่อนที่เข้าสู่ชัน้            

ตวัท าละลายอนิทรยีไ์ดอ้ย่างสมบูรณ์ ดงันัน้งานวจิยันี้จงึท าการศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการหมุนเหวีย่งทีเ่วลา 

1.0 2.0 3.0 4.0 และ 5.0 นาท ีตามล าดบั โดยน าสารละลายตวัอย่างปรมิาตร 1.50 มลิลลิติร มาสกดั

ดว้ยวธิ ีDLLME ทีพ่ฒันาขึน้ จากผลการศกึษาพบว่าการหมุนเหวีย่งทีเ่วลา 1.00-5.00 นาท ีนัน้ใหค้่า

รอ้ยละการกลบัคนืทีสู่งและมปีระสทิธภิาพใกลเ้คยีงกนั (ดงัแสดงในภาพประกอบ 12)  ดงันัน้เพื่อความ

รวดเรว็ในการวเิคราะห ์จงึเลอืกเวลาทีใ่ชใ้นการหมนุเหวีย่งทีเ่วลา 2.0 นาท ี

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 12 ศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการหมุนเหวีย่งทีเ่หมาะสม 
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ตอนท่ี 2 การเปรียบเทียบวิธีการเตรียมตัวอย่างโดยใช้เทคนิคการสกดัระดบั           

ไมโครด้วยการกระจายตัวระหว่างชัน้ของเหลว (dispersive liquid-liquid 

microextraction, DLLME) ท่ีพฒันาขึ้นกบัวิธีการสกดัตวัอย่างด้วยวฏัภาคของแขง็ 

และวิธีการสกดัด้วยวฏัภาคของเหลว 

     ความถูกต้องและความน่าเชื่อถอืของผลการวเิคราะหท์างเคมสี่วนหนึ่งขึน้อยู่กบัขัน้ตอนการ

เตรยีมตวัอย่าง เนื่องจากสารตวัอย่างที่น ามาวเิคราะห์ส่วนใหญ่เป็นสารผสม โดยที่สารที่ผสมอยู่ใน

ตัวอย่างอาจรบกวนการวิเคราะห์ได้ ดังนัน้ก่อนน าสารตัวอย่างไปวิเคราะห์ทัง้เชิงปริมาณและ           

เชงิคุณภาพ ควรท าสารตวัอย่างให้บรสิุทธิก่์อนโดยการแยกหรอืก าจดัสิง่ปนเป้ือนออกจากสารตวัอย่าง

ทัง้นี้เพื่อเป็นการลดความผดิพลาดที่อาจเกดิขึน้ ซึ่งวธิกีารเตรยีมตวัอย่างที่งานวจิยันี้ได้ท าการศกึษา 

ประกอบด้วย 3 วธิทีี่นิยมใช้อย่างกว้างขวางในการแยกสาร ได้แก่ วธิกีารสกดัระดบัไมโครด้วยการ

กระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลวที่พฒันาขึน้ กบัวธิกีารสกดัด้วยวฏัภาคของเหลว และวธิกีารสกดัด้วย 

วฏัภาคของแขง็ แสดงผลการวเิคราะหด์งัภาพประกอบ 13 

 

 

 

 

 

 

  

 

ภาพประกอบ 13 ผลการเปรยีบเทยีบเทคนิคในการสกดักรดแทนนิก 
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จากการศึกษาพบว่าวิธีการสกัดวิธีการสกัดระดับไมโครด้วยการกระจายตัวระหว่างชัน้

ของเหลว ทีพ่ฒันาขึน้ใหค้่ารอ้ยละการกลบัคนืทีส่งูสุดเมือ่เทยีบกบัวธิกีารสกดัดว้ยวฏัภาคของเหลว และ

วธิกีารสกดัด้วยวฏัภาคของแขง็ ตามล าดบั เนื่องจากวธิีวธิกีารสกดัด้วยวฏัภาคของเหลวเป็นวธิทีี่มี

ขอ้ดอ้ย กล่าวคอืการสกดัสารด้วยวธิดีงักล่าวไม่สามารถท าให้สารที่ต้องการวเิคราะหเ์คลื่อนทีเ่ขา้สู่ชัน้

ตวัท าละลายอนิทรยีไ์ดอ้ย่างสมบูรณ์เนื่องจากไม่ม ีตวัท าละลายทีช่่วยในการกระจายตวัอกีทัง้ยงัเป็นวธิี

ทีใ่ช้ตวัท าละลายในการสกดัในปรมิาณมาก จงึท าให้ไดค้่ารอ้ยละการกลบัคนืน้อย เช่นเดยีวกบัวธิกีาร

สกดัด้วยวฏัภาคของแขง็ที่ความแรงของตัวท าละลายที่ใช้ในการชะไม่มากพอที่จะชะสารที่ต้องการ

วเิคราะห์ออกจากพื้นผวิของวฏัภาคของแขง็ ดงันัน้จงึมกีารพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างดว้ยการสกดั

ระดบั     ไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว ขึน้มาเพื่อแก้ปัญหาดงักล่าวขา้งต้น โดย

ผลการวจิยันัน้สอดคล้องกบังานวจิยัของ Liang และคณะ ที่ท าการเปรยีบเทยีบวธิกีารสกดัตวัอย่าง

พบว่าการใช้วธิกีารสกดัตวัอย่างด้วยวธิกีารสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว 

(dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME)ใหค้่าประสทิธภิาพการสกดัทีสู่งกว่าวธิกีารสกัด

แบบวฏัภาคของเหลวและวธิกีารสกดัแบบวฏัภาคของแขง็ (Liang; et al. 2013: 24-30) 

ตอนท่ี 3  ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหป์ริมาณกรดแทนนิก โดยใช้
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  

กระบวนการวเิคราะห์ปรมิาณสารโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เป็น

กระบวนการทีป่ระกอบดว้ยการแยกโมเลกุลของสารละลายตวัอย่างโดยวฏัภาคเคลื่อนที ่ และวฏัภาคนิ่ง 

ซึง่วฏัภาคนิ่งจะถูกบรรจุไวใ้นคอลมัน์ส่วนวฏัภาคเคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ผ่านวฏัภาคนิ่งโดยอาศยัปัม๊เป็น

ตวัขบัเคลื่อน โมเลกุลของสารละลายตวัอย่างที่ประกอบด้วยสององค์ประกอบจะมกีารเคลื่อนที่ต่างกนั

บนวฏัภาคนิ่ง โมเลกุลของสารที่ยดึตดึกบัวฏัภาคนิ่งอย่างแน่นจะเคลื่อนตวัไปกบัการไหลของวฏัภาค

เคลื่อนที่ได้ช้า ในขณะที่โมเลกุลของสารอื่นที่ยดึกบัวฏัภาคนิ่งอย่างหลวมๆก็จะเคลื่อนตวัได้เรว็กว่า 

กล่าวคอืจะมคีวามแตกต่างกนัในการเคลื่อนที่ของสารต่างๆจงึท าใหเ้กดิการแยกออกเป็นแถบ ซึง่ท าให้

สามารถน ามาใชว้เิคราะหท์ัง้ในเชงิคุณภาพและในเชงิปรมิาณได้ 

 ในการศกึษาทางโครมาโทกราฟีจะมคีวามเกี่ยวขอ้งกบัประสทิธภิาพของคอลมัน์ซึง่แสดงใน

เทอมของ H (Height equivalent to a theoretical plate) หรอืทีเ่รยีกว่า ทฤษฎเีพลต (plate theory) 

โดยทฤษฎเีพลต ไดอ้ธบิายไวว้่าอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนทีม่คีวามสมัพนัธ์แบบผกผนักบัความ
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สูงของเพลต ถ้ามจี านวนเพลตทีบ่รรจุอยู่ในคอลมัน์มากประสทิธภิาพการแยกกจ็ะด ีซึง่จ านวนเพลตจะ

แปรผนัตรงกบัความยาวของคอลมัน์ โดยทฤษฎดีงักล่าวนัน้ไม่สามารถอธบิายไดค้รอบคลุม ดงันัน้จงึ

ตอ้งอาศยัทฤษฎอีตัรา (rate theory) ทีส่ามารถอธบิายพฤตกิรรมทางโครมาโทกราฟีได้อย่างครอบคลุม

มากกว่า ซึง่สามารถอธบิายเกีย่วกบัการเกดิแบนดก์วา้งในกระบวนการชะสารได ้โดยในกระบวนการชะ

สารนัน้จะมกีลไกของการเกดิการแพร่กระจาย ไดแ้ก่ การแพร่กระจายแบบเอด็ดี ้(eddy diffusion) การ

แพร่กระจายแบบลองจทิูดินอล (longitudinal diffusion) และ การเคลื่อนมวลโดยการส่งผ่าน        

(mass transfer effect) ซึง่กลไกดงักล่าวจะอธบิายผลของ ตวัแปรทัง้ 3 ออกเป็นเทอมต่างๆ ทัง้สิน้ 3 

เทอม ทีม่คีวามสมัพนัธก์บัค่า H ตามสมการของ Van Deemter ในสมการที ่4 

      

              ……………….. (4) 

 H = HETP 

 A = eddy diffusion 

 B = longitudinal diffusion 

 C = mass transfer effect 

 µ = linear velocity 

 จากสมการ Van Deemter จะเหน็ว่า ถ้าอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที ่(µ) มคี่าน้อย จะ

ท าให้เทอม B มคี่ามาก ซึ่งจะส่งผลใหป้ระสทิธภิาพการแยกต ่า เพราะตวัถูกละลายแพร่กระจายอยู่ใน

คอลมัน์ได้นานมากขึน้ ดงันัน้จงึควรเพิม่อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที่ให้มากขึน้ เพื่อลดเทอม B 

แต่ในทางกลบักนัถ้าอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที ่(µ) มคี่ามากขึน้ จะท าใหเ้ทอม C มากขึน้ดว้ย 

เนื่องจากตวัถูกละลายมกีารแพร่ยงัไม่ถงึสมดุลระหว่างเฟสอยู่กบัทีแ่ละวฏัภาคเคลื่อนที่ ท าให ้H มาก

ตาม ประสทิธกิารแยกลดลง ดงันัน้ความสมัพนัธ์ระหว่างอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที่ (µ) และ

ประสทิธภิาพของคอลมัน์ (H) ในทางโครมาโทกราฟี จะท าใหก้ารวเิคราะหม์ปีระสทิธภิาพมากขึน้ 

 ในงานวจิยันี้ได้ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิก ด้วย     

วฏัภาคเคลื่อนที่ชนิดกรดอะซติิกเข้มข้น 1% (v/v) และตวัท าละลายอินทรยี์ 2 ชนิด คอื เมทานอล 
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และอะซโิตไนไตรล ์อตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนที่และอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ทีม่ผีลต่อการ

แยกกรดแทนนิก 

3.1 ผลการศึกษาชนิด และองคป์ระกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสม 
  3.1.1  ผลการศกึษาชนิดของวฏัภาคคลื่อนที ่
  สิง่ส าคญัทีจ่ะท าใหเ้กดิการแยกของสาร คอื การเลอืกชนิดของตวัท าละลายที่น ามาใช้
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ให้มีความเฉพาะต่อระบบ ดังนัน้ชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่จึง เป็นตัวแปรที่มี
ความส าคญัมากในการกระบวนการแยกสารในเทคนิคทางดา้นโครมาโทกราฟี ส่งผลต่อความสามารถใน
การแยก และรูปร่างของของพคีในโครมาโทแกรม ซึง่พบว่าการใชช้นิดของวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีต่่างกนั
ส่งผลท าใหร้ะยะเวลารเีทนชนั (retention time) ลกัษณะของพคี เช่น ความกวา้ง และความแคบของ
สญัญาณต่างกนั ดงันัน้การศกึษาผลของชนิดของวฏัภาคเคลื่อนทีจ่งึมคีวามส าคญัต่อระบบโครมาโทก
ราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  
  ในงานวจิยันี้ไดท้ าการศกึษาชนิดของวฏัภาคเคลื่อนที่ 2 สภาวะ ดงันี้ สภาวะที ่ 1 
การศกึษาการแยกกรดแทนนิกโดยใชว้ฏัภาคเคลื่อนที่คอื สารละลายกรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดย
ปรมิาตร และเมทานอล (Gupta; et al. 2012: 162-167) และสภาวะที่ 2 โดยใชว้ฏัภาคเคลื่อนที่คอื 
สารละลายกรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดยปรมิาตร และอะซโิตไนไตรล์ ทีอ่ตัราส่วน 85:15 (v/v) ที่
ความเขม้ขน้ของกรดแทนนิกเท่ากบั 1000 มลิลกิรมัต่อลติร (Jittawan; et al. 2008: 881-890) จากผล
การศกึษาพบว่าชนิดของวฏัภาคเคลื่อนที่นัน้ส่งผลต่อระยะเวลารเีทนชนั ลกัษณะของพคีที่เกดิขึน้ใน  
โครมาโทแกรมอย่างชดัเจน โดยพบว่าการใช้สภาวะสารละลายกรดอะซติิกเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดย
ปรมิาตร ต่ออะซโิตไนไตรล์ ใชร้ะยะเวลาในกระบวนการแยกน้อยกว่าสภาวะที ่1 โดยสามารถแยกกรด
แทนนิก ทีร่ะยะเวลารเีทนชนัเท่ากบั 6.50 นาท ี แต่สภาวะดงักล่าวนัน้มสีญัญาณของสารรบกวนเกดิขึน้
ใน โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก ซึง่ในสภาวะสารละลายกรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ย
ละ 1% โดยปรมิาตร ต่อเมทานอล ทีอ่ตัราส่วน 85:15 (v/v) นัน้ใชร้ะยะเวลาในการกระบวนการแยกกรด
แทนนิก ทีร่ะยะเวลารเีทนชนัเท่ากบั 6.6 นาท ี ซึง่จะเหน็ไดว้่าการใชส้ภาวะที ่1 ใชร้ะยะเวลาในการแยก
นานกว่าสภาวะที่ 2 ไม่มากนัก และสภาวะดงักล่าวนัน้ไม่ปรากฎสญัญาณของสารรบกวนที่เกดิขึน้ใน
โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก และใหส้ญัญาณในการตรวจวเิคราะหส์ูงกว่าสภาวะ
ที่ 2ตลอดจนสามารถแยกพคีของกรดแทนนิกได้อย่างชดัเจน ดงันัน้สภาวะที่เหมาะสมในการแยก   
แทนนิก คอื สารละลายกรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดยปรมิาตร ต่อเมทานอล ทีอ่ตัราส่วน 85:15 
(v/v)  แสดงดงัภาพประกอบ 14 
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ภาพประกอบ 14 โครมาโทแกรมจากผลการศกึษาชนิดของวฏัภาคเคลื่อนทีใ่นการวเิคราะห์ 
             ปรมิาณกรดแทนนิก 
 

ก แทน สารละลายกรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดยปรมิาตร ต่อเมทานอล อตัราส่วน 85:15  
ข แทน สารละลายกรดอะซติกิเขม้ขน้ร้อยละ 1% โดยปริมาตร ต่ออะซโิตไนไตรล ์อตัราสว่น       
           85:15  
 

 

ก 
กรดแทนนิก 

กรดแทนนิก 
ข 
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3.1.2  ผลการศกึษาองคป์ระกอบของวฏัภาคเคลื่อนที ่

     การศกึษาการแยกกรดแทนนิกโดยใชว้ฏัภาคเคลื่อนที่สารละลายกรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% 

(v/v) และเมทานอล ทีอ่ตัราส่วน 90:10 85:15 80:20 60:40 และ 65:35 (v/v) ทีค่วามเขม้ขน้ของกรด

แทนนิกเท่ากบั 1000 มลิลกิรมัต่อลติร ซึ่งผลจากการศกึษาอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนที่ระหว่าง

กรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดยปรมิาตร และเมทานอล ทีอ่ตัราส่วนดงักล่าวพบว่าใหผ้ลการทดลองดงั

แสดงในภาพประกอบ 15 และพบว่าที่อตัราส่วน 85:15 ใหพ้คีทีม่คีวามสมมาตร เกดิการแยกได้ด ีโดย        

กรดแทนนิกจะถูกหน่วงในคอลมัน์ไม่นาน และใชเ้วลาในการแยก 6.6 นาท ี และเมื่อเปลีย่นอตัราส่วน

ของวฏัภาคเคลื่อนทีร่ะหว่างสารละลายกรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดยปรมิาตร และเมทานอล เป็น 

90:10 80:20 85:15 65:35 และ 60:40 (v/v) พบว่าพคีทีไ่ดม้ลีกัษณะเป็นแถบกวา้ง ดงันัน้จงึเลอืกใช ้ 

วฏัภาคเคลื่อนทีร่ะหว่างกรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดยปรมิาตร และเมทานอล ทีอ่ตัราส่วน 85:15 

ดงัทฤษฎทีีเ่มือ่การแพรก่ระจายถงึจดุสมดุลระหว่างเฟสทัง้สอง คือเฟสทีอ่ยู่กบัทีแ่ละเฟสเคลื่อนที ่ท าให้

มปีระสทิธภิาพการแยกทีด่ ี

 

 

 

 

กรดแทนนิก ก 
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กรดแทนนิก ง 

กรดแทนนิก ค 
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ภาพประกอบ 15 โครมาโทแกรมจากผลการศกึษาองคป์ระกอบของวฏัภาคเคลื่อนทีใ่นการวเิคราะห์ 
ปริมาณกรดแทนนิก 

ก แทน องคป์ระกอบของสารละลายกรดอะซติกิ ต่อเมทานอล 90:10 (v/v) 
ข แทน องคป์ระกอบของสารละลายกรดอะซติกิ ต่อเมทานอล 85:15 (v/v) 
ค แทน องคป์ระกอบของสารละลายกรดอะซติกิ ต่อเมทานอล 80:20 (v/v) 
ง แทน องคป์ระกอบของสารละลายกรดอะซติกิ ต่อเมทานอล 65:35 (v/v) 
จ แทน องคป์ระกอบของสารละลายกรดอะซติกิ ต่อเมทานอล 60:40 (v/v) 

 

3.2 ผลการศึกษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
  จากการศกึษาหาอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีเ่หมาะสมที ่0.7 0.8 0.9 1.0และ 

1.20 มลิลลิติรต่อนาท ีโดยพจิารณาจากระยะเวลารเีทนชนัของกรดแทนนิก ดงัแสดงในภาพประกอบ 16 

กรดแทนนิก จ 
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ภาพประกอบ 16 ผลของระยะเวลารเีทนชนัต่ออตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที ่

 อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีม่ผีลผลต่อระยะเวลารเีทนชนัของสาร เนื่องจากการเพิม่

อตัราการไหลจะท าใหส้ารถูกชะออกจากคอลมัน์ไดเ้รว็ขึน้ ท าใหร้ะยะเวลาในการวเิคราะหล์ดลง โดยท า

การทดลองดว้ยวฏัภาคเคลื่อนที่กรดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1% โดยปรมิาตร และเมทานอล ทีอ่ตัราส่วน 

85:15 (v/v) โดยใช ้อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็น 0.7 mL/min พบว่าสารถูกชะออกจากคอลมัน์

ทีร่ะยะเวลา 7.6 นาท ีจากนัน้เพิม่อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็น 0.8 0.9 1.0 และ 1.2 mL/min 

พบว่าสารถูกชะออกจากคอลมัน์ทีร่ะยะเวลา 6.8 6.6 6.4 และ 6.2 นาท ีตามล าดบั ดงันัน้งานวจิยันี้จงึ

ไดเ้ลอืกใชอ้ตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ 0.9 mL/min เพราะเป็นอตัราการไหลทีม่คีวามเหมาะสม

ต่อการแยกและสามารถเพิม่ประสทิธภิาพในการแยกสาร และเนื่องจากที่อตัราการไหลของวฏัภาค

เคลื่อนที ่ 0.8 และ 0.7 mL/min นัน้ใชเ้วลาของการถูกชะของสารออกจากคอลมัน์นานกว่าการใชอ้ตัรา

การไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ 0.9 mL/min และการใชอ้ตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีม่ากกว่า 0.9 

mL/min นัน้อาจมผีลต่อการวเิคราะห์ปรมิาณ ซึ่งในตวัอย่างนัน้อาจจะมสีารรบกวนการวเิคราะห์ เช่น 

สารประกอบฟิโนลกิชนิดอื่นๆ ปะปนและอาจท าให้จะเกิดการซ้อนทบัระหว่างพีคของกรดแทนนิกกบั 

สารรบกวนอื่นๆอกีดว้ย  

0.7 0.8 0.9 1.0 1.2 
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 จากการศกึษาการแยกกรดแทนนิกดว้ยวฏัภาคเคลื่อนทีช่นิดกรดอะซติกิเขม้ขน้ 1% (v/v) 

และตวัท าละลายอนิทรยี ์2 ชนิด คอื เมทานอล และอะซโิตไนไตรล ์อตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนทีแ่ละ

อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีม่ผีลต่อการแยกกรดแทนนิก ซึง่พบว่าสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการแยก

กรดแทนนิกดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู สามารถสรปุไดต้ารางที ่2 

ตาราง 2 สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการแยกกรดแทนนิกดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
        

  ตวัแปร สภาวะท่ีใช้ในการทดลอง   

 

ระบบการแยก ไอโซเครตกิ 
 

 

คอลมัน์ C18 ขนาด 5 ไมครอน (250 mm x 4.6 mm) 
 

 

วฏัภาคเคลื่อนที่ 1%กรดอะซติกิ ต่อ เมทานอล 
 

 

อตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนที่ 85:15 ปรมิาตร /ปรมิาตร  
 

 

อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที ่ 0.9 มลิลลิติร ต่อ นาท ี
 

 

เครือ่งตรวจวดั ไดโอดอารเ์รย ์
 

  ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร    

 
 

ตอนท่ี 4  ผลการศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิกท่ี
พฒันาขึน้ 

 4.1  ผลการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีการวิเคราะห ์  
     การศกึษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวธิกีารวเิคราะห์โดยการสร้างกราฟมาตรฐาน

แสดงความสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก(แกนนอน) กบั พืน้ทีพ่คี

(แกนตัง้) เพื่อบอกความสามารถของวธิวีเิคราะห์ทีใ่หผ้ลการวเิคราะห์เป็นสดัส่วนกบัความเขม้ขน้ของ

สารที่วิเคราะห์ในช่วงความเข้มข้นที่ก าหนด เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมในการแยกกรดแทนนิกด้วย

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง สามารถน าสภาวะดงักล่าวนัน้มาใช้วิเคราะห์เพื่อหา

ปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิดโดยการค านวณหาปรมิาณกรดแทนนิกจากสมการ

เสน้ตรง y = 1.8297x + 1.962  ดงัแสดงในภาพที ่17 ในการวเิคราะหป์รมิาณในสารตวัอย่างจะนิยมใช้
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วธิเีทยีบกบักราฟมาตรฐานเพราะมคีวามสะดวกและให้ความถูกต้อง ซึ่งในงานวจิยันี้ได้ท าการสร้าง

กราฟมาตรฐานโดยใชส้ารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกทีค่วามเขม้ขน้ 0 – 1000 มลิลกิรมัต่อลติร และ

จากกราฟเส้นตรงพบว่าให้ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (R2) เท่ากบั 0.9998 ซึ่งมคี่าเขา้ใกล้ 1 ท าให้

สามารถสรปุไดว้่าวธิกีารวเิคราะหด์งักล่าวเป็นวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 17 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างพืน้ทีพ่คี (mAU/s) กบัความเขม้ขน้ 

 ของกรดแทนนิก (mg/mL) 

 4.2 ผลการศึกษาขีดจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) 

         ผลการศกึษาขดีจ ากดัของการตรวจพบ (LOD) ท าโดยเตรยีมสารมาตรฐานกรด        

แทนนิกเขม้ขน้ 0.10 - 3.00 มลิลกิรมัต่อลติร จากนัน้วดัค่าดว้ยเครือ่งโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะ

สงู โดยท าการทดลอง 10 ซ ้า (n=10) แลว้ค านวณหาค่า LOD โดยค่า LOD ใหส้ญัญาณเป็น 3 เท่าของ

สญัญาณ noise (S/N) พบว่า ใหค้่า LOD เท่ากบั 1.00 มลิลกิรมัต่อลติร 
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4.3 ผลการศึกษาขีดจ ากดัของการวิเคราะหเ์ชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 
          ผลการศกึษาขดีจ ากดัของการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณ (LOQ) ท าโดยเตรยีมสารมาตรฐาน

กรดแทนนิกเขม้ขน้ 0.10 - 3.00 มลิลกิรมัต่อลติร จากนัน้วดัค่าดว้ยเครื่องโครมาโตกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง โดยท าการทดลอง 10 ซ ้า (n=10) แลว้ค านวณหาค่า LOQ โดยค่า LOQ ใหส้ญัญาณเป็น 

10 เท่าของสญัญาณ noise (S/N) พบว่า ใหค้่า LOQ เท่ากบั 3.00 มลิลกิรมัต่อลติร 

            4.4 ผลการศึกษาความถกูต้องของวิธีการวิเคราะห ์(accuracy) 
    ความถูกต้อง (accuracy) หมายถงึ ความสามารถของวธิกีารวเิคราะหท์ี่วดัในสาร
ตวัอย่าง ได้ออกมาตรงกบัหรอืใกล้เคยีงค่าที่แท้จรงิมากที่สุด จะรายงานเป็นค่ารอ้ยละการคนืกลบั 
(percentage recovery) ซึง่การค านวณหาค่ารอ้ยละการกลบัคนืท าการทดสอบโดยการเตมิความเขม้ขน้
ของสารมาตรฐานกรดแทนนิกทีท่ราบความเขม้ขน้ทีแ่น่นอนลงไปในตวัอย่าง เพีอ่ดูค่าคนืกลบัของสาร
มาตรฐานนัน้ๆ แสดงดงัภาพประกอบ 18 ซึง่จากการทดลองพบว่าค่ารอ้ยละการคนืกลบัเฉลี่ยของ    
กรดแทนนิกยู่ในช่วง 92.40±5.92 ถงึ 100.16±4.62 ซึง่สอดคลอ้งกบั AOAC, 2002 ซึง่ใหค้่ารอ้ยละการ
กลบัคนือยูใ่นช่วง 80-115 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กรดแทนนิก 
ก 
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ภาพประกอบ 18 แสดงโครมาโทแกรม ดงันี้ 
 ก แทน โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก 
 ข แทนโครมาโทแกรมของตวัอย่างใบหูกวาง ทีผ่่านการสกดัตวัอย่างด้วยเทคนิคการ
สกัดระดับไมโครด้วยการกระจายตัวระหว่างชัน้ของเหลว  (dispersive liquid-liquid 
microextraction, DLLME) 
 ค แทนโครมาโทแกรมของตวัอย่างใบหูกวาง ทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกลง
ไป และผ่านการสกดัตวัอย่างด้วยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่างชัน้
ของเหลว (dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME) 

 
 
 

กรดแทนนิก 

กรดแทนนิก 

ข 

ค 
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4.5  ผลการศึกษาความเท่ียงย าของวิธีการวิเคราะห ์(precision) 
    การตรวจสอบความแม่นย าของวธิวีเิคราะห์ โดยการศึกษาความแม่นย าภายในวนั

เดยีวกนั (intra-day precision) และความแมน่ย าระหว่างวนั (inter-day precision) ซึง่ในงานวจิยันี้ไดท้ า

การทดลองโดยน าสารละลายตวัอยา่งใบหกูวางมา 1.50 มลิลลิติร ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มลิลลิติร 

แล้วท าการทดลองตามสภาวะที่เหมาะสม โดยท าการทดลอง 10 ซ ้า (n=10) จากนัน้ค านวณหาค่า 

%RSD (% relative standard deviation) จากการศกึษาความแม่นย าภายในวนัเดยีวกนั และความ

แม่นย าระหว่างวนั ในตัวอย่างใบหูกวางพบว่าให้ค่า %RSD เท่ากับ 1.40±0.30 และ 2.30±0.59 

ตามล าดบั 

ตอนท่ี 5   ผลการศึกษาผลของสารรบกวนในตวัอย่าง 
 5.1 ผลการศึกษาผลของการรบกวนจากสารประกอบฟีนอลิกชนิดอ่ืนๆ 
       จากการศกึษาผลของสารรบกวนจากสารประกอบฟีนอลกิชนิดอื่นๆ ไดแ้ก่ กรดแกลลคิ  

กรดเฟอร์รูร ิก คาเทชิน ซึ่งท าการทดลองโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ความเข้มข้น 50 

มลิลกิรมัต่อลติร จากนัน้น าไปวเิคราะหด์ว้ยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใหผ้ลการ

ทดลองดงัแสดงในตารางที ่5 

 5.2 ผลการศึกษาผลของการรบกวนจากกรดอินทรีย ์
  จากการศึกษาผลของสารรบกวนจากกรดอินทรยี์ทัง้ 3 ชนิด ได้แก่ กรดทาร์ทารกิ       

กรดมาลิก และกรดซิตรกิ ซึ่งท าการทดลองโดยเตรยีมสารละลายมาตรฐานผสมที่ความเข้มข้น          

50 มลิลกิรมัต่อลติร จากนัน้น าไปวเิคราะหด์ว้ยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใหผ้ล

การทดลองดงัแสดงในตาราง 3 
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ตาราง 3 ระยะเวลารเีทนชนัของพคีโครมาแกรมของกรดแทนนิก กรดแกลลคิ กรดเฟอรร์รูกิ คาเทชนิ 

กรดทารท์ารกิ กรดมาลกิ และกรดซติรกิ 

 

 จากตาราง 3 จะเหน็ว่าพคีโครมาแกรมของกรดแกลลคิ กรดเฟอรร์รูกิ คาเทชนิ กรดทารท์ารกิ

กรดมาลกิ และกรดกรดซติรกิ ใหร้ะยะเวลารเีทนชนัทีต่่างจากพคีโครมาแกรมของกรดแทนนิก ซึง่แสดง

ให้เห็นชดัเจนว่าสารรบกวนเหล่านี้ไม่มผีลรบกวนต่อการวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิก ดงัแสดงใน

ภาพประกอบ 19 

 

 

 

 

    

ชนิดของสารรบกวน สารรบกวน เวลารีเทนชนั (นาที) 
 

สารประกอบฟีนอลกิ กรดแกลลคิ 3.550 
 

 
กรดเฟอรร์รูกิ ไมพ่บ 

 

 
คาเทชนิ ไมพ่บ 

 
กรดอนิทรยี ์ กรดทารท์ารกิ ไมพ่บ 

 

 
กรดมาลกิ ไมพ่บ 

 

 
กรดซติรกิ ไมพ่บ 

 
สารทีว่เิคราะห ์ กรดแทนนิก 6.605 
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ภาพประกอบ 19 โครมาโทแรมของสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก ทีเ่ตมิสารละลายผสมของสาร 

     รบกวน 6 ชนิด 

ตอนท่ี 6  ผลการวิเคราะหป์ริมาณกรดแทนนิกในตวัอย่างพืชและผลไม้บางชนิด 
ในการวเิคราะหส์ารทางเคม ีการเตรยีมตวัอย่างจดัเป็นส่วนทีส่ าคญัของการท าการวเิคราะห ์

ทัง้นี้ เพื่อความเหมาะสมต่อวิธีการวิเคราะห์จึงจ าเป็นที่ต้องเลือกวิธีการเตรียมตัวอย่างให้มีความ
เหมาะสมกบัสารที่ต้องการวเิคราะห์มากทีสุ่ด ซึง่พบว่ามวีธิกีารเตรยีมตวัอย่างหลากหลายวธิทีี่นิยมใช้
กนัทัว่ไป ไดแ้ก่ วธิกีารละลาย การยอ่ยสาร การหลอมสาร การกลัน่ การตกตะกอน และวธิกีารสกดัดว้ย
ตวัท าละลาย เป็นตน้ โดยงานวจิยัน้ีสนใจท าการวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอย่างจ าพวกพชืและ
ผลไม ้ดงันัน้จงึต้องมกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อให้ตวัอย่างมคีวามสะอาดและมสีารอื่นๆเจอืปนน้อยที่สุด 
เนื่ องจากในตัวอย่างพืชและผลไม้นั ้นมีสารรบกวนอื่นๆ เจือปนอยู่ เช่น คาร์โบไฮเครต ไขมัน       
กรดอะมโิน กรดผลไม้ และอื่นๆเป็นจ านวนมาก จงึไม่เหมาะที่จะท าการวเิคราะห์โดยตรงด้วยเครื่อง              
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ทางผูว้จิยัจงึไดท้ าการเตรยีมตวัอย่างด้วยวธิกีารเตรยีมตวัอย่าง
ดว้ยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว  ซึง่เป็นทัง้กระบวนการสกดั
สารที่ต้องการวเิคราะห์และก าจดัสารรบกวนอื่นๆ เพื่อวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิกด้วยเทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูต่อไป 

 
จากการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในขัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่าง โดยใชว้ธิกีารเตรยีมตวัอย่าง

ดว้ยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว ตลอดจนการศกึษาหาสภาวะที่
เหมาะสมสาหรบัการวเิคราะหป์รมิาณของกรดแทนนิก โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง ท าการตรวจวดัสญัญาณทีค่วามยาวคลื่น เท่ากบั 280 นาโนเมตร ทาใหไ้ดส้ภาวะทีเ่หมาะสมและมี

กรดแทนนิก 

กรดแกลลคิ 
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ประสทิธภิาพเพยีงพอที่จะมาประยุกต์ใช้ในการเตรยีมตวัอย่าง และวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิกใน
ตวัอย่างพชืและผลไมบ้างชนิด ซึง่ในงานวจิยันี้ได้เกบ็ตวัอย่างพชืและผลไมท้ี่มขีายในทอ้งตลาด โดย
แสดงผลการตรวจวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกดงัตาราง 4 

 
ตาราง 4 ผลการวเิคราะหป์รมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมบ้างชนิด 

 

ล าดบั ตวัอย่าง ปริมาณกรดแทนนิก 
(mg/100g±SD) 

S1 ใบหกูวาง 9.52±0.09 

S2 ใบยอ 5.61±0.62 
S3 ใบฝรัง่ 6.37±0.75 
S4 ใบกระทอ้น 8.00±0.38 
S5 ใบชมพู่ 1.67±0.10 
S6 ใบมะยม 3.84±0.05 
S7 ใบละมดุ 7.70±0.21 
S8 ใบน้อยหน่า 1.28±0.52 
S9 ใบหวา้ 4.48±0.32 
S10 ผลหกูวาง 1.26±0.04 
S11 ผลยอ 1.94±0.09 
S12 ผลฝรัง่ 2.86±0.12 
S13 ผลกระทอ้น 1.53±0.13 
S14 ผลชมพู่ 1.67±0.10 
S15 ลกูมะยม 3.50±0.13 
S16 ลกูละมดุ 2.33±0.15 
S17 ผลน้อยหน่า 1.07±0.04 
S18 ลกูหวา้ 3.77±0.22 
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ตาราง 4 (ต่อ) 
 

ล าดบั ตวัอย่าง ปริมาณกรดแทนนิก 
(mg/100g±SD) 

S19 ผลกลว้ย 10.33±0.46 
   

S20 เปลอืกลกูยอ 5.14±0.20 

S21 เปลอืกผลฝรัง่ 1.04±0.04 

S22 เปลอืกผลกระทอ้น 6.03±.15 

S23 เปลอืกผลชมพู่ 3.66±0.31 

S24 เปลอืกลกูละมดุ 2.70±0.07 

S25 เปลอืกผลน้อยหน่า 1.18±0.09 

S26 เปลอืกลกูหวา้ 4.28±0.16 

S27 เปลอืกกลว้ย 6.83±0.19 

 

จากการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งพชืและผลไมพ้บว่า มปีรมิาณ    กรดแทน
นิกอยู่ในช่วง 9.52±0.09 ถงึ 1.04±0.04 มลิลกิรมัต่อ100กรมั ซึง่ส่วนของพชืและผลไมท้ีใ่หป้รมิาณกรด
แทนนิกสงูคอื ส่วนของใบ เปลอืก และผล ตามล าดบั โดยผลการวจิยัดงักล่าวสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ 
จติตะวนั และคณะ ทีไ่ดท้ าการวเิคราะหห์าสารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิในตวัอย่างใบ ล าต้น และผลของ
น ้าเตา้ โดยพบว่าส่วนใบของน ้าเต้านัน้ใหป้รมิาณสารประกอบในกลุ่มฟีนอลกิสูงโดยเฉพาะปรมิาณกรด
แทนนิก(Jittawan; et al. 2008: 881-890) 
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บทท่ี 5 
สรปุผล อภิปรายผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 

  
 การศกึษาพฒันาวธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิกดว้ยวธิกีารเตรยีม
ตวัอย่างดว้ยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว   ในตวัอย่างพชืและ
ผลไมบ้างชนิด ซึง่ท าการศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมโดยการศกึษาผลของตวัแปรต่างๆ ที่มผีลต่อการ
เตรยีมตวัอย่างด้วยวธิกีารเตรยีมตวัอย่างด้วยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจายตวัระหว่าง
ชัน้ของเหลว ตลอดจนศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิกโดยใช ้        
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อให้ได้สภาวะที่เหมาะสมและมปีระสทิธภิาพในการ
ตรวจวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอย่างพชืและผลไมบ้างชนิด ทัง้นี้ยงัสามารถน าวธิทีี่พฒันาขึน้
ไปประยกุตใ์ชใ้นการวเิคราะหห์าปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอยา่งชนิดอื่นๆต่อไปไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ  
 
สรปุผล อภิปรายผลการวิจยั 
 จากการศกึษาการวจิยั สรปุผลไดด้งันี้ 

1. ศึกษาผลของตวัแปรต่างๆท่ีมีผลต่อวิธีการเตรียมตวัอย่างด้วยเทคนิคการสกดั
ระดับไมโครด้วยการกระจายตัวระหว่างชัน้ของเหลวท่ีใช้ในการวิเคราะห ์         
กรดแทนนิก ดงัน้ี 

1.1 ศกึษาชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดัและตวักระจายทีใ่ชใ้นการกระจาย 
1.2 ศกึษาหาอตัราส่วนทีเ่หมาะสมของตวัท าละลายผสมระหว่างตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการ

สกดัและตวักระจายทีใ่ชใ้นการกระจาย 
1.3 ศกึษาปรมิาตรของตวัท าละลายผสมทีเ่หมาะสม 
1.4 ศกึษา pH ทีเ่หมาะสม 
1.5 ศกึษาความเขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิทีเ่หมาะสม 
1.6 ศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการผสมสาร (vortex) ทีเ่หมาะสม 
1.7 ศกึษาผลของค่าความแรงของไอออนิก ของสารละลาย 
1.8 ศกึษาเวลาทีใ่ชใ้นการหมุนเหวีย่งทีเ่หมาะสม 

 
 จากตวัแปรดงักล่าวขา้งต้น พบว่าชนิด อตัราส่วน และปรมิาตรของตวัท าละลายทีใ่ชส้กดัและ
ตวัท าละลายทีใ่ชก้ระจาย ค่า pH  ความเขม้ขน้ของสารละลายไฮโดรคลอรกิ เวลาทีใ่ชใ้นการผสมสาร 
ความแรงของไอออนิก ของสารละลายและเวลาในการหมุนเหวี่ยง ที่ใช้ในการเตรยีมตวัอย่างดว้ยวธิกีาร
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เตรยีมตวัอย่างด้วยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว เพื่อวเิคราะห์
ปรมิาณกรดแทนนิก คอื ตวัท าละลายสกดัชนิด 1-บวิทานอลและตวัท าละลายกระจายชนิดเอทานอล ด้วย
อตัราส่วนของสารละลายผสมระหว่างตวัท าละลายสกดัและตวัท าละลายกระจายในอตัราส่วน 1:1 (v/v) 
โดยใชส้ารละลายผสมทีป่รมิาตร 300 ไมโครลติร ที่ pH4 ควบคุม pH ของสารละลายตวัอย่างโดยใช้
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก เข้มข้น 0.3 โมลาร์  ใช้เวลาในการผสมสาร 3 นาที ใช ้            
สารละลายโซเดยีมคลอไรดใ์นการเพิม่ความแรงไอออนิกของสารละลายที่ความเขม้ขน้ 4%w/w และใช้
เวลาในการหมนุเหวีย่งที ่4000 rpm เป็นเวลา 2 นาท ีตามล าดบั 
 

    2. การเปรียบเทียบวิธีการเตรียมตวัอย่างโดยใช้เทคนิคการสกดัระดบัไมโครด้วยการ
กระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว ท่ีพฒันาขึ้นกบัวิธีการสกดัตวัอย่างด้วยวฏัภาคของแขง็ และ
วิธีการสกดัด้วยวฏัภาคของเหลว 
  2.1  วธิกีารสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว  

2.2  วธิกีารสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของแขง็ 
2.3  วธิกีารสกดัตวัอยา่งดว้ยวฏัภาคของแขง็ 
 

 จากการศกึษาพบว่าวธิกีารสกดัวธิกีารสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว 

ที่พฒันาขึน้ให้ค่ารอ้ยละการคนืกลบัสูงเมื่อเทยีบกบัวธิกีารสกดัด้วยวฏัภาคของเหลว และวธิกีารสกดั

ดว้ยวฏัภาคของแขง็ ตามล าดบั 

 3.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิก โดยใช้เทคนิค       
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  

3.1   ศกึษาชนิด และองคป์ระกอบของวฏัภาคเคลื่อนที่ 
 3.2   ศกึษาผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที ่
 

 จากการศกึษาพบว่าวฏัภาคเคลื่อนทีก่รดอะซติกิเขม้ขน้รอ้ยละ 1 โดยปรมิาตร และตวัท าละลาย
อนิทรยี ์  2 ชนิด คอื เมทานอลและอะซโิตไนไตรล์ อตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนที่ และอตัราการไหล
ของวฏัภาคเคลื่อนทีท่ีม่ผีลต่อการแยกกรดแทนนิกทีไ่ด ้คอื วฏัภาคเคลื่อนทีร่ะหว่างกรดอะซติกิเขม้ขน้ 
เขม้ขน้รอ้ยละ 1 โดยปรมิาตร และเมทานอล ที่อตัราส่วน 85:15(v/v)  ที่อตัราการไหลของวฏัภาค
เคลื่อนที่ 0.9 มลิลลิติร ต่อนาท ีตามล าดบั โดยที่กรดแทนนิกจะถูกชะออกมาจากคอลมัน์ทีร่ะยะเวลา 
6.6 นาท ี
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 4.  ศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณกรดแทนนิกท่ีพฒันาขึ้น 
   4.1 ศกึษาช่วงความเป็นเสน้ตรงของวธิกีารวเิคราะห์ 
   4.2 ศกึษาขดีจ ากดัของการตรวจพบ  
   4.3 ศกึษาขดีจ ากดัของการวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณ  
   4.4 ศกึษาความถูกตอ้งของวธิกีารวเิคราะห์  
   4.5 ศกึษาความแมน่ย าของวธิกีารวเิคราะห ์ 
 
 จากการศึกษาประสทิธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ พบว่าจากการสร้างกราฟมาตรฐานของ
สารละลายมาตรฐานกรดแทนนิกเข้มข้นในช่วง 0–1000 มลิลิกรมัต่อลิตร ได้สมการเส้นตรง               
y = 1.8297x + 1.962  ใหค้่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(R2) เท่ากบั 0.9998 ใหข้ดีจ ากดัของการตรวจพบ 
และขดีจ ากดัของการวดัเชงิปรมิาณ เท่ากบั 1.00 และ 3.00 มลิลกิรมัต่อลติร ตามล าดบั และใหค้่ารอ้ย
ละการกลบัคนื ของตวัอย่างใบหูกวางช่วง  92.40±5.92 ถงึ 100.16±4.62 และจากการศกึษาความ
แม่นย าภายในวนัเดยีวกนัและความแม่นย าระหว่างวนัในตวัอย่างใบหูกวางพบว่าใหค้่า %RSD เท่ากบั 
1.40±0.30 และ 2.30±0.59 ตามล าดบั 
  
 5.   ศึกษาผลของสารรบกวนในตวัอย่าง 
  5.1 ศกึษาผลของการรบกวนจากสารประกอบฟีนอลกิชนิดอื่นๆ 

5.2 ศกึษาผลของการรบกวนจากกรดอนิทรยี ์
 จากการศกึษาพบว่ากรดแกลลคิ กรดเฟอรร์รูกิ คาเทชนิ กรดทารท์ารกิ กรดมาลกิ และกรดกรด
ซติรกิ ไม่มผีลรบกวนต่อการวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิก เนื่องจากสารรบกวนเหล่านี้ไม่ได้เกิดการ
ซอ้นทบักนักบัพคีโครมาโทแกรมของกรดแทนนิก และสญัญาณของกรดแทนนิกทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์นัน้
ไมม่กีารเปลีย่นแปลง ดงันัน้จงึท าใหส้ามารถสรปุไดว้่าวธิกีารสกดัทีพ่ฒันาขึน้เป็นวธิทีีม่ปีระสทิธภิาพทีม่ ี
ความจ าเพาะต่อการวเิคราะหก์รดแทนนิก 
 
 6.  วิเคราะหป์ริมาณกรดแทนนิกในตวัอย่างพืชและผลไม้บางชนิด 
 จากการวเิคราะห์หาปรมิาณกรดแทนนิกในตวัอย่างพชืและผลไมพ้บว่า มปีรมิาณกรดแทนนิก 
อยู่ในช่วง 9.52±0.09 ถงึ 1.04±0.04 มลิลกิรมัต่อ100กรมั ซึง่ส่วนของพชืและผลไมท้ีใ่หป้รมิาณกรด
แทนนิกสงูคอื ส่วนของใบ เปลอืก และผล ตามล าดบั 
 จากการศกึษาพฒันาวธิวีธิกีารเตรยีมตวัอย่างเพื่อวเิคราะห์หาปรมิาณกรดแทนนิกดว้ยวธิกีาร
เตรยีมตวัอยา่งดว้ยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครดว้ยการกระจายตวัระหว่างชัน้ของเหลว  ท าใหส้ามารถ
ประเมนิประสทิธภิาพของพืชและผลไม้ในการเป็นแหล่งของกรดแทนนิกได้ตลอดจนสามารถน าไป
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ประยุกต์ใชก้บัตวัอย่างพชืและผลไมไ้ดอ้กีหลากหลายชนิด เนื่องจากขัน้ตอนการสกดันัน้เป็นวธิทีีท่ าได้
งา่ย รวดเรว็ และมขีัน้ตอนไมยุ่ง่ยากซบัซอ้น  
 
ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรศกึษาหาชนิดของวฏัภาคเคลื่อนที่อื่นๆ ทัง้นี้เพื่อเป็นการลดการใช้ตวัท าละลายโดย
สิน้เปลอืง 
 2. ก่อนท าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัทุกครัง้ ควรฉีดสารละลายมาตรฐาน   
กรดแทนนิกทุกครัง้เพื่อดูระยะเวลารเีทนชนัและพื้นที่พคี เนื่องจากในการวเิคราะห์แต่ละครัง้ความดนั
ของเครือ่ง HPLC ไมเ่ท่ากนัมผีลท าใหร้ะยะรเีทนชนัเคลื่อนไปจากเดมิ 
 3. การวเิคราะห์ปรมิาณกรดแทนนิกสามารถน าไปประยุกต์ใชก้บัตวัอย่างพชืและผลไมช้นิด
อื่นๆได ้
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โครมาโทแกรมของสารมาตฐานและสารตวัอย่าง 
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ภาพประกอบ 20 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดแทนนิก เขม้ขน้ 1000 มลิลกิรมัต่อลติร 

 

 

 

 

 

 

กรดแทนนิก 
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ภาพประกอบ 21 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบหกูวางทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

ภาพประกอบ 22 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกของเมลด็หกูวางทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME     

      ทีพ่ฒันาขึน้ 

กรดแทนนิก 

กรดแทนนิก 
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ภาพประกอบ 23 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบยอทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

ภาพประกอบ 24 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกของลกูยอทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME  

      ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

กรดแทนนิก 

กรดแทนนิก 
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ภาพประกอบ 25 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบฝรัง่ทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 26 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกฝรัง่ทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

กรดแทนนิก 
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ภาพประกอบ 27 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบกระทอ้นทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

ภาพประกอบ 28 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกกระทอ้นทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME  

      ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

กรดแทนนิก 

กรดแทนนิก 
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ภาพประกอบ 29 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบมะยมทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

ภาพประกอบ 30 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งลกูมะยมทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

 

กรดแทนนิก 

กรดแทนนิก 
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ภาพประกอบ 31 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งใบละมดุทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 32 โครมาโทแกรมของตวัอยา่งเปลอืกละมดุทีผ่่านวธิกีารสกดัแบบ DLLME ทีพ่ฒันาขึน้ 

 

กรดแทนนิก 

กรดแทนนิก 
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ภาคผนวก ข 

รปูตวัอย่างบางชนิด และการเตรียมตวัอย่างด้วยเทคนิคการสกดัระดบัไมโครด้วยการกระจาย

ตวัระหว่างชัน้ของเหลว (dispersive liquid-liquid microextraction, DLLME)   

ในตวัอย่างพืชและผลไม้ 
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ภาพประกอบ 33 ตวัอยา่งใบหกูวาง ภาพประกอบ 34 ตวัอยา่งใบยอและลกูยอ 

ภาพประกอบ 35 ตวัอยา่งใบฝรัง่และผลฝรัง่ ภาพประกอบ 36 ตวัอยา่งใบกระทอ้นและผลกระทอ้น 

ภาพประกอบ 37 ตวัอยา่งใบมะยมและลกูมะยม ภาพประกอบ 38 ตวัอยา่งใบละมดุและผลละมดุ 



83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 39 ลกัษณะตวัอยา่งก่อนท าการสกดัดว้ยวธิ ีDLLME 

 

ภาพประกอบ 40 การเตรยีมตวัอยา่งดว้ยวธิ ีDLLME 
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ภาคผนวก ค 

เครื่องมือและอปุกรณ์ 
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ภาพประกอบ 41 เครือ่งชัง่อยา่งละเอยีด 4 ต าแหน่ง 

ภาพประกอบ 42 เครือ่งผสมสาร (vortex) 
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ภาพประกอบ 43 เครือ่งกรองน ้าปราศจากไอออน 

ภาพประกอบ 44 โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
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