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 This research involved an analysis of quaternary ammonium compound, 

benzalkonium chloride ( bak ) a  biocide  uses  in  molasses, by  using  ion  suppression  
chromatography. The  analytical  condition  consists  of  acetonitrile : phosphate  buffer (50 :50; v/v) 
as   mobile  phase, adjusted pH  to 5.00±0.01,  Hypurity cyano column (4.6 mmi.d   x   250 mm), flow 
rate 1.00  ml/min.  The  bak  was  detect  by  uv-vissible  photodiode array detector at  wavelength  
210 nm. This  method  can  detect  homologue C12 and homologue C14 . Another method  used  to  
analyze bak  was  ion  pair  chromatography which the analytical procedure composed  of  methanol : 
5 mM heptane sulfonic acid  sodium salt (50 : 50 v/v)  as mobile  phase ,  adjusted pH to 3.50,  flow  
rate 1.00 ml/min,  Novapak C18 column (3.9 mmi.d x 150 mm) and  the amount of   bak  could  be 
detected.  However, this method  could  not detect the  homologue C12 and  C14 . 

 
                            Due  to  the  color   of  the  molasses  interfere  with  the  analysis, thus  solid  phase  
extraction  was  use  to  eliminate  the color of  samples. The sep pak  ODS    was  not able to get rid of  
color in molasses, while the  used of sep pak extract-clean  cyano  and  acetonitrile : phosphate buffer 
( 70 : 30 v/v)  adjusted  pH  to  5.00 ± 0.01  as  eluent could get rid of the color interference. From  this  
condition when  detect  by  ion suppression, the  color  in  molasses  disappeared  and  the result 
showed that  both  homologue C12 and homologue C14 of  bak were detected in only 3 samples out of  
13. The amount of  homologues C12 and homologues C14 were detected  in  the order of  5% > 7% 
>15%.  
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บทท่ี  1 
บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 
กากน้ําตาลเปนผลิตผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล  กากน้ําตาลโดยทั่วไปมีองค
ประกอบคลายคลึงกันแตมีปริมาณขององคประกอบแตกตางกัน  ลักษณะของกากน้ําตาลมีสีน้ําตาล
เขมเปนของเหลือที่สามารถนํามาใชในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียในระดับอุตสาหกรรมโดยเฉพาะการ
หมัก (คงพัฒน พงษไพบูลย, 2523)   และถูกนํามาใชประโยชนในทางอุตสาหกรรมอื่นๆ เชน  
อุตสาหกรรมการหมักเพื่อผลิตแอลกอฮอล   อุตสาหกรรมการผลิตยีสต  อุตสาหกรรมการผลิตผงชู
รส   ใชผสมเปนอาหารสัตวและสงออก (สถาบันคนควาและพัฒนาผลผลิตทางการเกษตร, 2540 )   
 
               โดยทั่วไปโรงงานน้ําตาลจะเติมสารฆาเชื้อในกากน้ําตาลเพื่อปองกันการเนาเสียของกาก
น้ําตาลเนื่องจากเชื้อจุลินทรียซ่ึงปริมาณสารฆาเชื้อที่เติมในกากน้ําตาลมีความสําคัญเพราะถามี
ปริมาณนอยกากน้ําตาลจะเนาเสียแตถามีปริมาณมากเกินไปทําใหเกิดการตกคางของของสารใน
ผลิตภัณฑที่ใชกากน้ําตาล     เมื่อโรงงานน้ําตาลปลอยกากน้ําตาลที่เนาเสียสูส่ิงแวดลอมทําใหเกิด
การสะสมของสารฆาเชื้อที่มีในกากน้ําตาล    สารฆาเชื้อที่ใชเปนสารประกอบควอเทอรนารี
แอมโมเนียมคลอไรด ไดแก สารประกอบ cetyltrimethylammonium bromide (ctab), benzalkonium 
chloride (bak)hexemine x-100,  qemiquat 2850,  talocide q,  well-q   
 
                จากการศึกษาวิจัยเพื่อวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรด
ดวยเทคนิค Ferricyanide method, Reineckate  method, Thin layer chromatography, Bromophenol  
blue(Ambrus G, 1943)   ซ่ึงวิธีที่กลาวขางตนสามารถวิเคราะหไดแตปริมาณรวมของสารประกอบค
วอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรด แตไมสามารถแยกองคประกอบของสารประกอบควอเทอรนารี
แอมโมเนียมคลอไรดไดตอมาไดมีการพัฒนาการวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอเทอรนารี
แอมโมเนียมคลอไรดดวยเทคนิค  Gas Chromatography (GC) และ  High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC)  
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   เนื่องจากสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดเปนสารที่ระเหยยากเมื่อ
วิเคราะหดวยเทคนิค GC ตองเตรียมในรูปของอนุพันธและสารเกิดการสลายตัว เทคนิคดังกลาวจึง
เปนเทคนิคที่ไมเหมาะสมเหมือนเทคนิค HPLC ซ่ึงสามารถแยกและหาปริมาณ homologue ของสาร
ประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดและปริมาณรวมของสารประกอบประกอบควอเทอร
นารีแอมโมเนียมคลอไรดได  
 
                จากการศึกษาที่ผานมาเปนการวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียม
คลอไรด ที่มีในตัวอยางของน้ํายาลางตา เครื่องดื่ม แตยังไมมีการวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอ
เทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดในตัวอยางกากน้ําตาล ดังนั้นงานวิจัยคร้ังนี้ทําเพื่อศึกษาการวิเคราะห
ปริมาณประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดดวยเทคนิค HPLC เพื่อใชสารประกอบควอ
เทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดเปน markerในการติดตามถึงแหลงที่มาของกากน้ําตาลเมื่อมีการ
ปลอยกากน้ําตาลสูส่ิงแวดลอมหรือใชตรวจสอบการตกคางของสารที่มีในผลิตภัณฑ 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

    1. ศึกษาเทคนิคในการตรวจวัดสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดที่ตกคาง
ใน  ตัวอยางกากน้ําตาลไดในระดับต่ําดวยเทคนิค HPLC  

 2. ประยุกตเทคนิคทาง HPLC ในการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียม
คลอไรด เพื่อใชเปน marker ในตัวอยางกากน้ําตาล 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
1. ไดวิธีวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดที่ตกคางใน       

กากน้ําตาลไดระดับต่ําใหผลที่แมนยํา 
              2. ไดเสนอแนวทางในการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดที่ตก    

คางในผลิตภัณฑอ่ืนและในสิ่งแวดลอม 
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บทท่ี  2 

 
ทฤษฎีท่ีเก่ียวของ 

 
2.1 หลักการพื้นฐานของโครมาโทกราฟ 

 
โครมาโทกราฟ (chromatography) เปนเทคนิคที่ใชแยกสารออกจากกันโดยอาศัยความแตก

ตางของการกระจายตัวของสารตัวอยางไประหวางสองเฟสคือเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ซ่ึงอาจ
เปนแกสหรือของเหลวกับเฟสอยูกับที่ (stationary phase) ซ่ึงอาจเปนของแข็งหรือของเหลวที่ลอม
รอบวัสดุชวยพยุงที่บรรจุในคอลัมน  เคลือบแผนกระจก หรือเคลือบบนกระดาษ เฟสอยูกับที่ทํา
หนาที่ในการแยกองคประกอบสารตัวอยางออกจากกัน  ความสามารถในการแยกสารขึ้นกับความ
จําเพาะของสารตัวอยางที่มีตอเฟสอยูกับที่เมื่อเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนผานเฟสอยูกับที่องคประกอบสาร
ชนิดตางๆในสารตัวอยางจะเคลื่อนผานเขาออกระหวางเฟสทั้งสองหลายๆครั้งหรือมีการหนวง
เหนี่ยวไวกับเฟสอยูกับที่ (พวงแกว  ลัคนทินพร,  2539)   

 
การกระจายตัวที่แตกตางกันขององคประกอบเกิดจากความแตกตางคุณสมบัติทางกายภาพ

หรือคุณสมบัติทางเคมี เชน จุดเดือด  การละลาย  ความมีขั้ว     ทําใหแตละองคประกอบเคลื่อนที่
ผานเฟสอยูกับที่ดวยอัตราเร็วที่แตกตางกันนําไปสูการแยกในที่สุด การจําแนกเทคนิคทางโครมา
โทกราฟสามารถจําแนกโดยใชเฟสเคลื่อนที่เชน ถา เฟสเคลื่อนที่ เปนแกสเรียก แกสโครมาโทก
ราฟ (Gas chromatography) ถา เฟสเคลื่อนที่ เปนของเหลวเรียกวา ลิควิดโครมาโทกราฟ   
(Liquid chromatography) นอกจากนี้ยังจําแนกตามอัตรกิริยาดังรูปที่ 1 
 

HPLC (High performance liquid chromatography) เปนเทคนิคทางคอลัมนโครมาโทกราฟ
ที่มีการพัฒนาโดยลดขนาดอนุภาคที่บรรจุและใชปมที่มีแรงดันสูงชวยในการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 
องคประกอบใดที่เกิดอัตรกิริยาหรือกระจายตัวในชั้นของเฟสอยูกับที่ไดดีกวาจะใชเวลาอยูใน
คอลัมนไดนานสวนสารหรือองคประกอบใดที่มีอันตรกิริยาหรือกระจายตัวในเฟสเคลื่อนที่ไดดีกวา
จะถูกชะ(elute) ออกจากคอลัมนไดเร็วกวา  HPLC มีขอดีคือ มีประสิทธิภาพสูงในการแยกสาร ให
ผลที่ถูกตอง ใชเวลานอย ไมมีขอจํากัดในเรื่องคุณสมบัติการกลายเปนไอและความเสถียรทางความ
รอน 
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 สามารถใชงานไดทั้งการวิเคราะหเชิงคุณภาพ (qualitative analysis)  และการวิเคราะหเชิง
ปริมาณ (quantitative analysis) ปจจุบันไดนําเทคนิคนี้มาใชในงานหลายสาขาเชน ทางอุตสาห
กรรม วิทยาศาสตรการแพทยและทางดานวิทยาศาสตร 

 
                                                                   chromatography 

 
                      Gas  chromatography                                            Liquid  chromatography           

         GLC               GSC                                              Columnar           Planar 

                                                                          Classical               HPLC             Paper           

TLC 

                                                  LSC       LLC       BPC       IEC       SEC      

                                                                                             GPC                GFC     
     รูปที่ 1  แสดงการจําแนกวิธีการทางโครมาโทกราฟ (ที่มา: พวงแกว ลัคนทินพร, 2539)  

  GLC  = Gas Liquid Chomatography   
GSC = Gas Solid Chromatography 

  HPLC = High Performance Liquid Chromatography 
  HPTLC = High Performance Thin-Layer Chromatography 

PC = Paper Chromatography 
TLC = Thin  Layer Chromatography 
LSC = Liquid   Solid  Chromatography 
LLC = Liquid   Liquid  Chromatography 
BPC = Bonded  Phase Chromatography 
IEC = Ion  Exchange Chromatography 
SEC = Size  Exclusion Chromatography 
GPC = Gel  Permeation Chromatography 
GFC = Gel  Filtration Chromatography 



 5

2.2 สวนประกอบของเครื่องมือ HPLC  
 
 HPLC เปนเครื่องมือที่นิยมใชในการวิเคราะหและแยกสารเกือบทุกชนิดเปนเครื่องมือที่มี
ความไว (sensitivity) สูง  สามารถประยุกตใชในการหาปริมาณไดอยางรวดเร็ว แมนยํา  สวน
ประกอบที่สําคัญของ HPLC แสดงดังรูปที่ 2 
 

 
 
 
 
 
 
 

                        รูปที่ 2 แสดงสวนประกอบของเครื่อง HPLC (ที่มา: สุนันท  รังสีกาญจนสอง, 2534) 
 
Mobile phase reservoir โดยทั่วไปมักใชพวกแกวหรือ stainless stell  เนื่องจากตัวทําละลาย

ที่ใชใน HPLC ตองปราศจากฟองอากาศซึ่งอาจเขาไปรบกวนการทํางานของปมหรือ detector จึง
ตองมีการขจัดฟองอากาศโดยการกรองตัวทําละลายที่ตองการใชผาน Millipore filter ภายใตสูญญา
กาศ สวนปมที่ใชงานใน HPLC จะออกแบบเพื่อขับเฟสเคลื่อนที่ใหมีอัตราการไหลสม่ําเสมอ มี
ความดันคงที่และมี pulse เกิดนอยที่สุด ปมที่นิยมใชในระบบ HPLC ไดแก Reciprocating pump 
ซ่ึงทํางานสองจังหวะคือจังหวะดูดเปนจังหวะที่บรรรจุเฟสเคลื่อนที่และจังหวะผลักเปนจังหวะที่ขับ
เฟสเคลื่อนที่เขาสูระบบ HPLC ทําใหเกิดการแทนที่ที่แนนอนของเฟสเคลื่อนที่ตอหนึ่งหนวยเวลา  

 
 คอลัมนใน HPLC ประกอบดวยวัสดุบรรจุที่มีขนาด 3-10 ไมครอนโดยทั่วไปบรรจุในทอ

stainless steel มีความยาวโดยทั่วไป 25-30 เซนติเมตรและสามารถจําแนกออกเปนชนิดตางๆ โดย
พิจารณาจากเสนผาศูนยกลางภายในไดดังนี้( เคมีสาร,  2537) 

 
                     Microbore   column             เสนผาศูนยกลางภายใน 1-2  มิลลิเมตร 
  Analytical    column               ,,                      3-5      ,, 
  Preparative  column                                    ,,                     >10     ,,  
 

Mobile phase 
      Reservoir 

filter Pump 
injection 

column 
 

Data system Detector 
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              ภายในคอลัมนจะบรรจุอนุภาคของเฟสอยูกับที่ซ่ึงวัสดุที่นิยมใชเปนเฟสอยูกับที่คือ ซิลิกา
เจล มีลักษณะดังรูปที่ 3 

 

 
 
                  รูปที่ 3 วัสดุที่บรรจุใน HPLC คอลัมน (ที่มา: Veronika R.Meyer , 1998) 
 
ซิลิกาเจลประกอบดวยหมู Si-OH ที่มีความเปนขั้วสูงแตมีขอเสียคือไมมี reproducibility จึง

ไดมีการดัดแปลงเปนแบบ boned phase  โดยบดบัง Si-OH ดวยหมูที่ทําปฏิกิริยากับหมู Si-OH ซ่ึง
วิธีพื้นฐานการเกิดพันธะทางเคมีระหวาง stationary liquid phase กับ supporter ซ่ึงเปนซิลิกามีอยู 3 
วิธีไดแก 

 
1. การเกิดปฏิกิริยาของ silanol group กับแอลกอฮอล(ROH)ซ่ึงหมู R อาจเปนหมูอัลคิล

หรือ 
ฟงกช่ันกรุปอื่นซึ่ง bond ของ silyl ถูก hydrolyseไดงายใน aqueous solution 

              
            Si-OH   +  HO-R                                                +  H2O+ 
                                                                                   silyl    
  
2. การเกิดปฏิกิริยาของ silanol group กับ thionyl chloride ซ่ึง Si-Cl สามารถทําปฏิกิริยา

กับเอมีนเกิดเปน Si-N  
                      
            Si-OH   + SOCl2                                               Si-Cl    + SO2 + HCl 
                          thionyl chloride 
            Si-Cl     + H2N-R                                              Si-NH-R   +  HCl 
 

    Si-OR   +   H2O 
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3. การเกิด Si-O-Si-C โดยการทําปฏิกิริยาของ silanol group กับ monochlorosilaneหรือ
dichlorosilane ซ่ึงเปน bond phase ที่เสถียร 

 
 
                                          CH3                                                      CH3 
               Si-OH    +     Cl -Si -R                                          Si-O-Si-R       +     HCl 
                                         CH3                                                                                           CH3  

                                                   Chlorosilane                                       Silyl     ether 
           = silica 
 
 
Polarity ของ boned phase จะขึ้นกับหมู R กรณีที่หมู Rเปนพวกไมมีขั้วเชน C18, C8 การจับ

ของตัวถูกละลายขึ้นกับจํานวนและชนิดของหมู อัลเคนที่ใช   สวนกรณีของ size exclusion 
chromatography เฟสอยูกับที่ที่ใชไดแก polystyrene divinylbenzene (PSDVB)  เมื่อสารตัวอยางถูก
แยกผานคอลัมนจะผานตอไปยังเคร่ืองตรวจวัด ซ่ึงเครื่องตรวจวัดที่ดีควรมีความไว (sensitivity) 
เพียงพอ มีสัญญาณตอบรับที่ดี ไมไวตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลเฟสเคลื่อนที่และอุณหภูมิ 
ใหคาความสัมพันธของความเขมขนและสัญญาณตอบรับเปนเสนตรง (linearity)ในชวงกวาง ไม
ทําลายสารตัวอยางและมี internal volume นอยๆเพื่อลดปญหาความกวางของพีก  

 
 เครื่องตรวจวัดที่ใชในเทคนิค HPLC แบงออกเปนสองประเภทคือ bulk property detector

และแบบ solute property detector เครื่องตรวจวัดประเภท bulk property detector จะวัดคุณสมบัติ
ทางกายภาพของเฟสเคลื่อนที่เมื่อมีและไมมีสารตัวอยางละลายอยูเปรียบเทียบกันจะมีสภาพไวต่ํา
กว าแบบ solute property detector   ตั วอย าง เครื่ อ งตรวจวัดชนิ ดนี้ ได แก   refractive index, 
conductivity สวนแบบ solute property detector จะวัดคุณสมบัติทางกายภาพแตละสวนประกอบ
ของสารตัวอยางที่แยกออกมาตัวอยางเครื่องตรวจวัดประเภทนี้ไดแก ultraviolet visible absorbance, 
fluorescence, electrochemical detector    
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2.3 กลไกการแยกทาง HPLC 
 

HPLC สามารถจําแนกการแยกตามกลไกโดยอาศัยอัตรกิริยาระหวางสารกับเฟสอยูกับที่เปน
หลัก   

 
 2.3.1 Adsorption   Chromatography หรือ Liquid solid Chromatography (LSC) 

         เปนเทคนิคใชแยกสารที่มีสภาพขั้วแตกตางกัน โดยใชเฟสอยูกับที่ชนิดที่มีขั้วและ
เฟสเคลื่อนที่ชนิดไมมีขั้ว  อนุภาคที่บรรจุใชสารอนินทรียที่มีขั้วเชนซิลิกาหรือ alumina เปนเฟสอยู
กับที่และสารไฮโดรคารบอนท่ีไมมีขั้วเชน เฮกเซน เมธิลีนคลอไรดเปนเฟสเคลื่อนที่ (สุนันท รังสี
กาญจนสอง, 2534) กลไกการแยกเกิดจากอัตรกิริยาของเฟสอยูกับที่กับฟงชั่นกรุปของโมเลกุลของ
สารตัวอยางที่มีขั้ว  การเหนี่ยวร้ังเปนสัดสวนโดยตรงกับจํานวนและชนิดของฟงชั่นนัลกรุป
ที่มีขั้ว ฟงชั่นนัลกรุปของสารที่สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ silanol group อิสระที่อนุภาคจะถูก
เหนี่ยวร้ังแตเนื่องจากพื้นที่ผิวของซิลิกามีสมบัติเปนกรดออนเมื่อสารที่เปนเบสไปเกาะทําใหเกิด 
tailing peak  นอกจากนี้มักดูดซับน้ําหรือสารมีขั้วทําให active site ถูก deactivate ทําใหยากตอกา
รชะใหไดพีกที่สมมาตร 

 
  2.3.2 Partition Chromatography 

สามารถจําแนกไดเปน 2 แบบคือ liquid liquid chromatography ซ่ึงใชของเหลวที่เปนเฟสอ
ยูกับที่เคลือบบนสารที่เปน inert support  โดยท่ีเฟสเคลื่อนที่และเฟสอยูกับที่ไมละลายซึ่งกันและ
กันแตเนื่องจากในทางปฏิบัติทั้งสองเฟสละลายกันไดบางทําใหเฟสอยูกับที่มีปริมาณนอยลงเมื่อ
เปล่ียนสัดสวนของเฟสเคลื่อนที่  จึงมีการพัฒนาแบบ bonded  phase chromatography โดยทําให
เกิดพันธะเคมีกับอนุภาคที่ใชเปน innert support  ชนิดของ bonded phase chromatography สามารถ
จําแนกเปน 

1) Normal phase chromatography เฟสอยูกับที่มีสภาพขั้วมากกวาเฟสเคลื่อนที่กลไกการ
แยกเหมือนกับ Adsoprtion  chromatography 

2) Reverse phase chromatography เฟสอยูกับที่เปนหมูฟงกช่ันที่ไมมีขั้วหรือมีสภาพขั้ว
นอยกวาเฟสเคลื่อนที่ 

เฟสอยูกับที่ที่นิ ยมใชใน  reverse phaseไดแก  C18, C8และ  alkyl aromatic phenyl  เฟส
เคลื่อนที่เปนตัวทําละลายที่มีขั้วเชน น้ํา สารละลายบัฟเฟอร สารละลายเมธานอล  กลไกการแยกขึ้น
กับความแตกตางของ hydrophobicity หรือความไมมีขั้วของสาร สารที่ไมมีขั้วจะถูกหนวงเหนี่ยว
ไดดีบนคอลัมนและถูกชะออกชากวาสารที่มีขั้วความเร็วของการถูกชะจะเพิ่มเมื่อลดสภาพข้ัว
ของเฟสเคลื่อนที่  เทคนิค reverse phase สามารถประยุกตใชแยกสารพวกไอออนิก สารประกอบที่
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สามารถแตกตัว(ionizable  compound) โดยดัดแปลงเฟสเคลื่อนที่ดวยการควบคุม pH หรือการเติม
สารพวก modifier เชน counter ion ลงในเฟสเคลื่อนที่สามารถจําแนกตามกลไกไดเปน 

 
-   Ion suppression chromatography   ใชแยกสารที่แตกตัวในสารละลายที่เปนน้ําหรือสาร

พวกไอออนิกโดยการปรับ pH ของเฟสเคลื่อนที่เพื่อใหสารอยูในรูปสารที่ไมแตกตัว (nonionic) 
สารที่แตกตัวที่ pH ของเฟสเคลื่อนที่จะถูกชะออกมากอนสวนพวกที่ไมแตกตัวจะถูกยึดเหนี่ยว 
(retain) บนคอลัมน  การควบคุมการยึดเหนี่ยวของสารไอออนิกโดยวิธี ion suppression จะปรับ 
ionic strengthและ pH ของเฟสเคลื่อนที่ใหอยูในชวงที่เหมาะสมคือ pH ชวง 3-8 ผลของ pHที่มีตอ
การยึดเหนี่ยวสารพวกไออนิกบนคอลัมน  reverse phase ขึ้นกับความเขมขนของไฮโดรเจน
ไอออน(H+)  ความสัมพันธของคา retention  time หรือ capacity factor กับคา pH-pKa แสดงไดดัง
รูปที่ 4 

 
 
รูปที่ 4 แสดงผลของ pH ที่มีตอการยึดเหนี่ยวของสารไอออนิก (ที่มา: Waters sourcebook 

for chromatography column and supplies, 1985 อางถึงใน  พวงแกว  ลัคนทินพร, 
2539)   

จากรูปสารพวกกรดออนจะ retain บนคอลัมนนานเมื่อ pH เฟสเคลื่อนที่นอยกวาคาpKa 
และถูกชะเร็วเมื่อ pH เฟสเคลื่อนที่สูงกวาคา pKa สวนสารพวกเบสจะใหผลในทางตรงขาม การ
แยกโดยเทคนิคนี้จะใหพีกที่แหลมแคบกวาการแยกที่ใชเฟสเคลื่อนที่เหมือนกัน 
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  -     Ion  pair  chromatography  เปนเทคนิคที่ใชแยกสารพวกกรดแก เบสแก ซ่ึงไมสามารถ
ถูก suppression ในรูปสารที่ไมแตกตัวชวง pH 2-8  วิธี ion pair ทําโดยการปรับ pH เฟสเคลื่อนที่
และเติมสารที่ใชเปน ion pair reagent ที่มีประจุตรงขามกับประจุสารตัวอยาง counter ion ที่เติมจะ
ไปจับกับไอออนสารตัวอยางเกิด ion pair complex ในรูปสารที่ไมแตกตัวจึงถูกหนวงเหนี่ยวบน
คอลัมนนานและถูกชะออกมาชากวาสารในรูปไอออนิก   

     ion  pair reagent ที่นิยมใชสําหรับสารพวกเบสไดแก alkylsulfonate sodium salt เชน   
pentanesulfonate sodium salt,  hexanesulfonate sodium salt    สวนสารพวกกรด ion pair reagent ที่
ใชเปนสารพวกควอเทอรนารีเอมีนเชน tetrabutyl ammonium phosphate, tetrabutyl amine  การใช
ไอออนทั้งสองชนิดนิยมใชที่ความเขมขน  0.003 M และ 0.005 M  การควบคุมการแยกหรือ 
retention time ของสารโดยเทคนิคนี้พิจารณาจากความเขมขนของตัวทําละลายอินทรีย ขนาดและ
ความเขมขนของ ion pair reagent ที่ใช   ถาเพิ่มความยาวของหมูอัลคิลหรือความเขมขนของ ion 
pair reagent  คา k ′ของสารจะเพิ่มขึ้น 

 
       2.3.3  Ion  exchange  chromatography   

         กลไกการแยกโดยเทคนิค ion exchange เกี่ยวของกับสมดุลการแลกเปลี่ยนไอออน
ระหวางไอออนสารตัวอยางกับ counter ion ของ ion exchanger ที่ทําหนาที่เปนเฟสอยูกับที่และเฟส
เคล่ือนที่คือ สารละลายบัฟเฟอรที่มีประจุเหมือนไอออนสารตัวอยาง  กลไกการแยกจะเกิดการแขง
ขันระหวางไอออนสารตัวอยางกับไอออนที่มีในเฟสเคลื่อนที่ในการจับกับ ion exchanger การปรับ
ปรุงความจําเพาะ(selectivity)ทําไดโดยการเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายบัฟเฟอรและ ionic 
s trength เพื่อลดการจับบนผิวของ  ion exchanger   

        สารที่ ใช เป น  ion exchanger มีทั้ ง  organic และ  inoganic resin ซ่ึ ง  ion exchanger 
จําแนกไดเปน anion  exchanger มีประจุบวกเปน active ionic groupไดแกสารประกอบควอเทอร
นารีเอมีนใชในการแยกสารที่มีประจุลบสวน cation exchange  เฟสอยูกับที่มีประจุลบเปน active 
ionic group ไดแก พวก sulfonic acid เปนพวก stong cationic group หรือ พวก carboxylic acid เปน 
weak cationic groupใชแยกสารที่มีประจุบวก 

 
        2.3.4 Size exclusion chromatography  

          เปนเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยความแตกตางขนาดโมเลกุลของสารอนุภาคสารที่
ใชเปนเฟสอยูกับที่เปนพวกโพลีเมอรที่มีรุพรุนขนาดสม่ําเสมอ  ถาสารตัวอยางมีขนาดใหญกวา
ขนาดอนุภาคเฟสอยูกับที่จะถูกชะออกมาใชเวลาอยูในเฟสเคลื่อนที่มาก  
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 กลไกการแยกโดยเทคนิคนี้ตัวถูกละลายไมเกิดอัตรกิริยาทางเคมีกับสารที่เปนเฟสอยูกับที่
แตจะแยกสารตามขนาดโมเลกุลของสารสามารถแบงไดเปน 2 ประเภทคือ  

1) Gel  filtration  chromatography (GFC) เฟสอยูกับที่เปนสารพวก hydrophillic 
เฟสเคลื่อนที่เปนพวกน้ําใชแยกสารพวกโปรตีน 

              2)   Gel   permeation  chromatography (GPC) เฟสอยูกับที่เปนพวก hydrophobic 
 เฟสเคลื่อนที่เปนตัวทําละลายอินทรีย 
 

 
2.4 พารามิเตอรพื้นฐานทางโครมาโทกราฟ 
 

การที่จะแยกสารออกจากกันไดอยางมีประสิทธิภาพพารามิเตอรพื้นฐานที่ตองพิจารณาได
แก   

2.4.1  Retention   time (tR)   เปนคาที่แสดงถึงระยะเวลาที่ เฟสเคลื่อนที่พาสารตัวอยาง
เคลื่อนผานเฟสอยูกับที่หรือคือเวลาตั้งแตเร่ิมฉีดสารตัวอยางเขาสูคอลัมนจนถึงตําแหนงที่เปนจุด
ยอดของพีกทางโครมาโทแกรมดังรูปที่ 5 

 

 
          รูปที่ 5  แสดงโครมาโทแกรมการหาคาพาามิเตอรตางๆ(ที่มา: สุนันท รังสีกาญจนสอง, 2534) 

 
               คา tR เปนพารามิเตอรที่ใชในการวิเคราะหทางคุณภาพแตเมื่อสภาวะการทดลองเปลี่ยนคา 
tRจะมีคาไมคงที่จึงใชพารามิเตอรอ่ืนเชน corrected  retention  time (tR′) ,  relative  retention time 
แทน 
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      2.4.2  Correct retention time ( tR′)  คือระยะเวลาที่สารตัวอยางถูกหนวงเหนี่ยวไวกับเฟสอยู
กับที่ 

 
tR ′ =   tR  - t0 

 
โดยที่  t0  คือ dead time หรือ เวลาที่สารที่ไมยึดเหนี่ยวคอลัมนเคลื่อนผานเฟสอยูกับที่หรือเทียบเทา
กับเวลาที่โมเลกุลของเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนผานเฟสอยูกับที่ 
 

 
             2.4.3 Retention  volume (VR) คือปริมาตรทั้งหมดของเฟสเคลื่อนที่ที่ใชพาสารตัวอยางออก
จากเฟสอยูกับที่ หาไดจากความสัมพันธระหวางอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่กับ retention time 
 ดังสมการ 

  
 VR   = f tR 

 
  โดยที่ VR    คือ    retention volume   
      F      คือ   อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่   (มิลลิลิตร/นาที) 
                  tR       คือ    retention  time ของสารตัวอยาง 
 
 
      2.4.4   Corrected retention  volume  (VR′)  คือปริมาตรของเฟสเคลื่อนที่ที่ใชพาสารตัว

อยางออกจากเฟสอยูกับที่  แสดงความสัมพันธดังสมการ 
 

VR′= VR-V0 =Ft0 

 
 โดยที่V0  คือ dead  volume หรือ void  volume เปนปริมาตรที่เฟสเคลื่อนที่เคล่ือนผานเฟสอยู
กับที่ 
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2.4.5  Capacity  factor (k′ ) เปนคาที่บอกถึงการหนวงเหนี่ยวของสารบนคอลัมนหาไดจาก
ความสัมพันธ 
                                                                         k′ =  tR – t0 /   t0 

 
คา  k ที่เหมาะสมควรมีคาระหวาง 1< k′ <10 ในกรณีที่คา k′ ที่ไดจากการทดลองไมเหมาะ

สมอาจทําใหการแยกของสารไมดีการปรับเปลี่ยนคา k′ใหเหมาะสมทําไดโดยปรับเปลี่ยนสัดสวน
ผสมหรือความแรงของตัวทําละลายหรือเฟสเคลื่อนที่ โดยพิจารณาจากความแรงของตัวทําละลาย
จาก elutropic series ซ่ึงจัดลําดับความแรงตัวทําละลายสําหรับเฟสอยูกับที่แตละชนิดดังตารางที่ 1 
ในทางปฏิบัติเพื่อใหการแยกเกิดขึ้นและไมใชเวลาในการแยก k′นานถาตองการเพิ่มคา k′ ใชเฟส
เคลื่อนที่ที่มีความแรงนอยในทางตรงขามถาตองการลดคาใหใชเฟสเคลื่อนที่ที่มีความแรงมาก 
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ตารางที่ 1 แสดงความแรงตัวทําละลาย (ที่มา:  Veronika R. Meyer, 1998) 
 
 
Solvent 

Strength 
e° 

Viscosity 
η (mPas) 

Refraction 
Index 
n20 

   UV 
cutoff 
(nm) 

Boling 
Point 
(°C) 

Dipol
e 
π* 

Acidity 
α 

Basicity 
β 

Fluoroalkane FC-

78 
n-Pentane 
n-Hexane 

Isoctane 
Cyclohexane 
Cyclopentane 

Carbon 
tetrachloride 
p-Xylene 

Diisopropyl  ether 
Toluene 
Chlorobenzene 

Benzene 
Diethyl ether 
Dichloromethane 

Chloroform 
1,2-Dichloroethane 
Triethylamine 

Acetone 
Dioxane 

-0.19 

0.00 
0.00 
0.01 

0.03 
0.04 
0.14 

0.20 
0.22 
0.22 

0.23 
0.25 
0.29 

0.30 
0.31 
0.38 

0.42 
0.43 
0.43 

0.46 
0.48 

0.4 

0.23 
0.33 
0.50 

1.00 
0.47 
0.97 

0.62 
0.37 
0.59 

0.80 
0.65 
0.24 

0.44 
0.57 
0.79 

0.38 
0.32 
1.54 

0.37 
0.46 

1.267 

1.3575 
1.3749 
1.3914 

1.4262 
1.4064 
1.4652 

1.4958 
1.3681 
1.4969 

1.5248 
1.5011 
1.3524 

1.4242 
1.4457 
1.4448 

1.4010 
1.3587 
1.4224 

1.3614 
1.4072 

210 

195 
190 
200 

200 
200 
265 

290 
220 
285 

290 
280 
205 

230 
245 
230 

230 
330 
220 

260 
220 

50 

36 
69 
99 

81 
49 
77 

138 
68 
111 

132 
80 
34.5 

40 
61 
83 

89 
56 
101 

56 
66 

 

 
 
 

 
 
 

0.81 
0.36 
0.83 

0.91 
0.86 
0.36 

0.73 
0.57 
1.00 

0.16 
0.56 
0.60 

0.55 
0.51 

 

 
 
 

 
 
 

0.00 
0.00 
0.00 

0.00 
0.00 
0.00 

0.27 
0.43 
0.00 

0.00 
0.06 
0.00 

0.05 
0.00 

 

 
 
 

 
 
 

0.19 
0.64 
0.17 

0.09 
0.14 
0.64 

0.00 
0.00 
0.00 

0.84 
0.38 
0.40 

0.40 
0.49 
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Methyl acetate 
Tetrahydrofuran 

tert. Butylmethyl 
ether 
Ethyl acetate 

Dimethyl 
sulphoxide 
Nitromethane 

Acetonitrile 
Pyridine 
Isopropanol 

Ethanol 
Methanol 
Acetic acid 

Water 
Salt solutions, 
buffers 

0.48 
0.48 

0.48 
0.49 
0.50 

0.55 
0.60 
0.68 

0.73 
High 
Higher 

Highest 

0.35 
0.45 

2.24 
0.67 
0.37 

0.94 
2.3 
1.20 

0.60 
1.26 
1.00 

1.3689 
1.3724 

1.4783 
1.3819 
1.3441 

1.5102 
1.3772 
1.3614 

1.3284 
1.3719 
1.3330 

220 
260 

270 
380 
190 

305 
210 
210 

205 
260 
<190 

 

53 
77 

189 
101 
82 

115 
82 
78 

65 
118 
100 

0.36 
0.55 

0.57 
0.64 
0.60 

0.58 
0.22 
0.25 

0.28 
0.31 
0.39 

0.00 
0.00 

0.00 
0.17 
0.15 

0.00 
0.35 
0.39 

0.43 
0.54 
0.43 

 

0.64 
0.45 

.043 
0.19 
0.25 

0.42 
0.43 
0.36 

0.29 
0.15 
0.18 

 

* Becomes solid at 350 bar!        
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2.4.6 Selectivity factor ( α) เปนคาที่บอกถึงการแยกของพีกสารที่ติดกันวาแยกออกจากกันได
ดีเพียงใดและเปนคาที่บอกใหทราบวาคอลัมนหรือเฟสอยูกับที่มีสภาวะการทํางานดีเพียงใด ในการ
แยกสารคา α จะตองมีคามากกวา1จึงจะมีการแยกเกิดขึ้น คา α สามารถหาไดจากความสัมพันธดัง
สมการ 
 

                                                                 α  = tR2′/ tR1′ =  k2′ / k1′ 
 
             โดยที่   α    คือ  คา selectivity   factor               

k2′  คือ  คา capacity  factor ของพีกที่สอง 
   k1′  คือ คา capacity factor ของพีกแรก             

tR1′ คือ คา corrected  retention time ของพีกแรก 
tR2 ′คือ คา correction retention time ของพีกที่สอง 
 

                 การควบคุมหรือการเปลี่ยนคา α เพื่อใหสารสองชนิดที่ใกลกันแยกออกจากกันทําได
โดยการปรับเปลี่ยนองคประกอบเฟสเคลื่อนที่ โดยเปลี่ยนชนิดของตัวทําละลายที่เปนองคประกอบ
หรือการเปลี่ยน pH ของเฟสเคลื่อนที่ นิยมใชกับการแยกสารที่มีการแตกตัวเปนไอออน การเปลี่ยน 
pH ของเฟสเคลื่อนที่จะทําใหคา α เปลี่ยนแปลงแตคา k′ เปลี่ยนแปลงไมมากนักนิยมใชในเทคนิค 
ion exchange, ion pair และ ion suppression  นอกจากนี้อาจเปลี่ยนชนิดของคอลัมนหรือเปล่ียน
อุณหภูมิของคอลัมน  
 

           2.4.7 Column  efficiency  ประสิทธิภาพของคอลัมนพิจารณาไดจากความกวางของพีกที่
ถูกชะคอลัมนที่มีประสิทธิภาพที่ดีพีกจะมีฐานที่แคบและพีกแยกออกจากกัน  คาที่ใชพิจารณาประ
สิทธิภาพคอลัมนคือจํานวนเพลทของคอลัมน (Number of theoretical plate, N) สามารถคํานวณได
จากดังสมการ 

 
                                                                   N = a (tR/W)2 
           

                โดยที่   N  คือ  คา Number of  theoretical plate                  
                             tR คือ   คา retention time ของสาร 

                     W คือ ความกวางของพีกที่ตําแหนงความสูงที่กําหนด 
                      a  คือ  คาคงที่ขึ้นกับการวัดความกวางของพีกดังตารางที่2 
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   ตารางที่ 2 แสดงคาคงที่ a จากการวัดความกวางของพีกโดยวิธีตางๆ (ที่มา:พวงแกว  ลัคนทินพร,  
2539) 

 
                         วิธี                                                                               a 
           ความกวางของพีกที่คร่ึงหนึ่งของความสูง                            5.54    
          ความกวางของพีกที่ 4.4%ของความสูง                                    25 
                     Tanger                                                                           16 

        
            การคํานวณคา N มีประโยชนใชในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของคอลัมนที่ใชเมื่อทํา
การทดลองที่สภาวะเดียวกันถาคอลัมนใดใหคา N สูงคอลัมนนั้นมีประสิทธิภาพที่ดี  
 

  2.4.8  Heigh equivalent of a theoretical  plate (HETP) เปนคาที่บอกถึงประสิทธิภาพของ
คอลัมนซ่ึงหาไดจากความสัมพันธ 

 
                                                                 H =  L/N 
       โดย      H คือ คา Heigh  equivalent  of  a theoretical plate 
               L  คือ ความยาวของคอลัมน 
                    N คือจํานวนเพลท หรือ number of  theoretical  plate 
 
 2.4.9 Resolution (Rs) เปนคาที่บอกใหรูวาพีกของสารสองชนิดที่อยูติดกันแยกออกจากกันดี
เพียงใดพิจารณาไดจากความสัมพันธ 

 
                                                              Rs = tR2 – tR1 / 0.5(W1+W2) 
 

             โดยที่    W1  คือ ความกวางของพีกแรก                  
                          W2    คือ ความกวางของพีกที่สอง 

                    tR1   คือ คา retention  time ของพีกแรก      
                           tR2   คือ คา retention time ของพีกที่สอง    
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2.5  กระบวนการผลิตน้ําตาล 
 

          การผลิตน้ําตาลจากออยคือการแยกน้ําตาลซูโครสออกจากตนออยภายหลังจาการกําจัด
ส่ิงเจือปนตางๆออกจนไดผลึกของน้ําตาลซูโครสที่บริสุทธิ์สามารถแบงเปนขั้นตอนตางๆดังตอ
ไปนี้ 

1. การสกัดน้ําออยออกจากออย (Extraction of juice) 
2. การทําน้ําออยใหบริสุทธิ์ (Purification  of  juice ) 
3. การตกผลึกน้ําตาล (Crytallization) 
4.  การแยกผลึกน้ําตาลออกจากน้ําตาล (Purging) 

                กระบวนการผลิตน้ําตาลเริ่มจากนําออยที่ผานการชั่งน้ําหนักผานสายพานลําเลียงออยไป
ยังใบมีดจากนั้นออยจะถูกลําเลียงไปยังลูกหีบ (mills) เพื่อทําการสกัดน้ําออยหรือการหีบออย ใน
ระหวางการหีบสกัดจะมีการพรมน้ําโดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 70oC เพื่อสกัดน้ําออยออกมาใหได
มากที่สุด น้ําออยที่สกัดไดจากลูกหีบแตละชุดจะไหลรวมกันเรียกวา น้ําออยรวม (mixed juice) ซ่ึงมี
คา pHประมาณ 5.5 การหีบสกัดออยถาใชเวลาในการหีบสกัดออยนานเกินไปจะเกิดการสูญเสียน้ํา
ตาลเนื่องจากการเกิดอินเวอรชั่น และถาลูกหีบสกปรกจะเกิดการหมักหมมของจุลินทรียพวก 
Leuconostoc mesenteroides ทําใหน้ําออยมีลักษณะเหนียวคลายวุน(กรมวิชาการเกษตร, 2523) 
 
                จากนั้นน้ําออยที่ไดจากการหีบสกัดมีสีเขียวคล้ําและขุนจะผานกระบวนการทําน้ําออยให
บริสุทธิ์ซ่ึงโดยทั่วไปไดแก กระบวนการคือดีฟเคชั่น (defication  process)    โดยใชปูนขาวปรับ
สภาพน้ําออยใหเปนกลางและจับตัวเปนตะกอนของสารประกอบปูนขาวที่ไมละลายน้ํา(วรรณ
นภา, 2538) น้ําออยเมื่อผานระบวนการดังกลาวแลวจะมีลักษณะใสจากนั้นนําน้ําออยใสที่ไดผานไป
ยังหมอตมสุญญากาศเพื่อระเหยน้ําออกกอนสงไปยังถังพักเพื่อผานขั้นตอนการเคี่ยวและขั้นตอน
การตกผลึกน้ําตาล และขั้นตอนการปนแยกผลึกน้ําตาลออกจากกากน้ําตาล 
 
 
 ออย                การหบีสกัด                           การทําใหใส                   การตมระเหย                 การเคี่ยวตกผลึก 
  
                                                          
                  การพรมน้ําใหกากออย                                                                                         การปนแยกผลึก      
                                                                                                                                           
                       รูปที่ 6 แสดงขั้นตอนการผลิตน้ําตาลทรายดิบ (ที่มา: สันต  ฉายาตระกูล,   2529) 

ออย 

น้ําตาลทรายดิบ การพรมน้ํากากออย 
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                สวนน้ําตาลทรายขาวเปนผลึกน้ําตาลซูโครส ผลิตเหมือนน้ําตาลทรายดิบแตมีการฟอกสี
น้ําออยและน้ําเชื่อมตามกรรมวิธี ซัลฟเตชั่น  คารโบเนชั่น  และion exchange resin  
 
   2.5.1 กากน้ําตาล(Molasses) 

เปนผลิตผลพลอยไดจาการผลิตน้ําตาลทรายที่มีประโยชนมีลักษณะเปนของเหลวขน
เหนียวสีน้ําตาลปนดําเปนของเหลวที่หลอเล้ียงผลึกน้ําตาลโดยทั่วไปแบงเปน 3 ชนิด ( ภัทรา มณี
ธวัช , 2520)  ขึ้นกับกรรมวิธีการผลิตน้ําตาลไดแก   

1. Blackstrap molasses     หมายถึง กากน้ําตาลที่ไดจากการผลิตน้ําตาลทรายขาว 
  2. Refinary         molasses     หมายถึง กากน้ําตาลที่ไดจาการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ 

3. Invert  molasses  หมายถึงกากน้ําตาลที่ไดจากการกระทําบางสวนของน้ําออย
แปร     สภาพใหขนขึ้นโดยการระเหยเปนกากน้ําตาลที่ไมมีน้ําตาลชนิดที่จะนําไปผลิต
เปนน้ําตาลทรายได 

 
- สวนประกอบโดยทั่วไปของกากน้ําตาล  

                                 รอยละ 
น้ํา 17-25 
น้ําตาลซูโครส 30-40 
น้ําตาลอินเวอรส 10-25 
เถา 7-15 
สารอินทรียที่ไมใชน้ําตาล 10-20 
ไนโตรเจน 0.86 
ฟอสฟอรัส 0.18 
แคลเซียม 0.50 
โปแตสเซียม 3.00 
เหล็ก 0.045 
ทองแดง 0.45 
โซเดียม 0.38 
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  - ประโยชนของกากน้ําตาล 
  นํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆเชน อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล  อุตสาหกรรมเปนผล
พลอยไดจากการผลิตแอลกอฮอลเชน ethylene, acetone, chloroform, อุตสาหกรรมการผลิตยีสต อุต
สาหกรรมการหมัก อุตสาหกรรมการผลิตผงชูรสและสงเปนสินคาออก เพื่อปองกันการเกิด 
inversion ของน้ําตาลจากแบดทีเรียและปองกันการเนาเสียของกากน้ําตาลสามารถนํากากน้ําตาลไป
ใชประโยชนในอุตสาหกรรมการหมัก    ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจึงมีการเติมสารฆาเชื้อซ่ึงเปน
สารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียม (Quaternary ammonium compound) หรือ quat เชน  สาร
ประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด (Benzalkonium chloride) ซ่ึงมีช่ือทางการคาอื่นไดแก zephiran, 
Rodalon, Germinol, BTC, Benirol, Roccal, Osvan เป น ต น  Benzalkonium chloride เป น ส า ร
ประกอบที่ใชฆาเชื้อแบดทีเรียสวนมากจะใชในผลิตภัณฑทางเภสัชกรรมเชน น้ํายาลางตา นอกจาก
นี้ยังใชเปนสารลดแรงตึงผิว  ใชทําความสะอาดในอุตสาหกรรมนมและอาหาร(Troller,1993)   สาร
ประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมสามารถเตรียมไดหลายวิธีขึ้นกับโครงสรางของผลิตภัณฑสุด
ทายที่ตองการแตสวนมากไดจากการทําปฏิกิริยาของ Alkylating   agent กับ tertiary amine ดังสม
การ 
 
                  RX          +     R′R′′R′′′N                            R′R′′R′′′RN+X- 
           Alkyl  halide             3o amine                             quaternary  ammonium  salt 
 
 โดยที่   R′ , R′′ , R ′′′ และ  R   อาจจะเปน   aromatic ring,  alkyl group, aryl group ที่
เ ห มื อ น กั น ห รื อ ต า ง กั น สํ า ห รั บ  benzalkonium chlorideเ ป น ส ว น ผ ส ม ข อ ง 
alkyldimethylbenzylammonium  chloride มีสูตรโครงสรางดังรูปที่ 7 

                         
                รูปที่ 7  แสดงสูตรโครงสรางของbenzalkonium chloride(ที่มา: Tayor R.B, 1992) 
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 ลักษณะสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดจะเปนผงสีขาวหรือ gelatin ละลายไดดีในน้ํา 
แอลกอฮอล ละลายบางในเบนซิน ไมละลายในอีเธอร มีคุณสมบัติเปนสารพวก cationic surfactant   
คา LD50 orally ในกบ 30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  นอกจากสารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรดแลว
ในกระบวนการผลิตยังใชสารฆาเชื้อซ่ึงเปนสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมชนิดอื่นเชน 
Hexamine X100, Qemiquat 2850, W ell-Q และ Talocide Q เพื่อลดสีของน้ําออย ควบคุมกล่ิน ลด
การเกิด inversion ของน้ําตาล โดยทั่วไปในกระบวนการผลิตจะเติมสารฆาเชื้อในขั้นตอนกอนและ
หลังการหีบออยและเติมไปในน้ําออยรวม 

 
  การวิเคราะหตัวอยางดวยเทคนิค HPLC สารตัวอยางที่นํามาฉีดเขาระบบไดตองเปนสาร
ละลายที่ใสไมมีส่ิงเจือปน ส่ิงที่จําเปนเพื่อใหไดผลการวิเคราะหที่ถูกตองคือการเตรียมตัวอยางเชน 
การสกัดดวยตัวทําละลาย การกรอง  การทําปฏิกิริยา การตกตะกอน การเตรียม derivat ize และ
วิธี solid phase extraction วิธีที่ใชบอยคือการสกัดดวยตัวทําละลายแตวิธีนี้อาจพบปญหาจากการ
เกิดemulsion   เทคนิค solid  phase extraction เปนวิธีเตรียมตัวอยางที่ใชหลักการ partition เหมือน
การสกัดดวยตัวทําละลายแตจะใชของแข็งเปนตัวจับสารที่สนใจโดยของแข็งจะบรรจุใน SPE เรียก
วา sep pak ( ชูชีพ พึ่งสมพงษ, 1996)  ขอดีการใช sep pakในการเตรียมตัวอยางคือประหยัดเวลา
เพราะมีขั้นตอนการเตรียมตัวอยางนอย   ใหความแมนยําสูงเมื่อทําปริมาณวิเคราะหไมเกิดปญหา 
emulsion 

ขั้นตอนการใช sep pak ในการเตรียมตัวอยางไดแก 
1. condition    เปนการเตรียม packing ที่บรรจุในแทง SPEใหพรอมรองรับตัวอยาง 
2. load            เปนการใสตัวอยางลงไปเพื่อใหจับกับ packing ที่บรรจุใน sep pak 
3. rinse           เปนการขจัดสารที่จับกับ solid  phase extractionไดนอยออก 
4. elution   เปนการดึงเอาสารที่สนใจที่เกาะกับ packing ที่บรรจุใน sep pak ออกเพื่อนําไป

วิเคราะหตอ 
 
 
 
 
 
 
 
 



 22

วิธีการเลือก SPE ใหเลือก packing ที่บรรจุใน sep pak มี polarity ตรงกับสารที่ตองการแยก
ตัวอยางการเลือก cartridge แสดงดังตารางที่ 3 

 
ตารางที่ 3 แสดงการเลือกใช Sep pak cartridges (ที่มา : เพอชา เฮงตระกูล, 2529)  
 

Sorbent ห รื อ 
Packing Material 

   คุณสมบัติท่ีผิว การวิเคราะหท่ีใช 

C18 Hydrophobic 
bonded silica 

- แยกสาร Hydrophobic ออกจากสารละลาย aqueous 
- ยา และ metabolite ของยา ในเลือด น้ําเหลืองและปสสาวะ 
- สารอินทรียปริมาณนอยในตัวอยางน้ํา น้ําเสีย 
- กรดอินทรีย ในพวกเครื่องดื่มและไวน 
- Peptide ในตัวอยางเลือด น้ําเหลือง และของเหลวในรางกาย 

C8 Hydrophobic  
non-polar  bonded  

- แยกสาร Hydrophobic ออกจากสารละลาย aqueous 
-ใชเมื่อตองการใหสาร retain นอยลงกวาแบบ C18 
- ยาและ metabolite ของยาในเลือด น้ําเหลืองและปสสาวะ 
- Peptide ในตัวอยางเลือด น้ําเหลือง และของเหลวในรางกาย 

Silica Hydrophilic Polar 
(Neutral) 

- แยกสารที่มี polarity ต่ํา ถึงปานกลางออกจากสารละลาย  
   non-aqueous 
-ไวตามิน A D E K 
- ยาฆาแมลง 
-ไขมันชนิดตางๆ 
- สารสกัดจากธรรมชาติ pigment จากพืช 
- สารอินทรียสังเคราะห 

Cyanopropyl 
CN 

Hydrophobic 
moderately nonpolar 
(Neutral) 

- วิเคราะหสารที่ละลายใน aqueous, organic 
- ยาและ metabolite ของยาจากน้ําใสวนตางๆของรางกาย 
- ยาฆาแมลง 
- peptide ที่มีโครงสรางเปนสาร hydrophobic 
- metabolite จากเชื้อราและผลิตภัณฑจากการหมัก 
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  2.6   เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

 Auerbach, Lioyd และ  Particia (1943) ไดห าป ริม าณ สารประกอบควอ เทอรน ารี
แอมโมเนียมไดแก สารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด (bak)โดยวิธี colorimetric method ใน
สารละลายทิงเจอรที่มีความเขมขน 100 พีพีเอ็ม โดยทําใหเกิดสารประกอบของควอเทอรนารี
แอมโมเนียมกับสารละลายโบรโมฟนอลบลูอัตราสวน1:1โดยมวลในสารละลายโซเดียมคารบอเนต
และสกัดแยกสารประกอบเชิงซอนใหอยูในชั้นของสารละลายเอธิ ลีนคลอไรดและวัดความเขม
สีของสารประกอบเชิงซอน 

 
 Meryer (1980) ใชเทคนิค reverse phase HPLC วิเคราะหหาปริมาณสารประกอบเบนซอล

โคเนียมคลอไรด (bak)  ที่มีในน้ํายาลางตาความเขมขน 0.004% โดยใช   µ bondapak CN 10 µm  
(30 cm  x  4 mmi.d) เปน เฟสอยูกับที่    เฟสเคลื่อนที่ คือ  60% acetonitrile : 40% 0.1 M sodium 
acetateปรับ pH เทากับ 5 ดวยสารละลายกรดอะซิติก  อัตราการไหลเฟสเคลื่อนที่ 2.0 มิลลิลิตร/นาที 
ใชUVเปนเครื่องตรวจวัดตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 30 
ไมโครลิตร กรองตัวอยางผาน filter ขนาด 1 µm กอนฉีดผานระบบ HPLC จากการทดลองพบวา
เทคนิคนี้สามารถแยก homologue ของสารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด  โดยพบ homologue 
C12>C14>C16>C10, C18  คาขีดจํากัดการตรวจวัด (detection limit) มีคา 40 พีพีเอ็ม  คา reproducibility 
สําหรับ homologue C12 มีคาRSD ±  2.0% , homologue C14 มีคา RSD ±  3.7%และ homologue C16 
มีคา RSD ±  8.7% 
 

Ruyter, Chronnelly และ  Castagnoli  (1980)  ไดใช เทคนิค  ion pair RP HPLC แยกสาร
ประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมไดแก  pyridostigmine, eostigmine, edrophonium โดยใช 
Lichrosorb RP 18 10 µm (15 cm x 0.32 cmi.d) เป น เฟสอยู กั บ ที่   เฟ ส เคลื่ อนที่ คื อ  0.01 M 
C7H15SO3Na+, 0.01 M NaH2PO4, 0.0025 M tetrabutylammonium hydrogensulfate (TBAHSO4

-)ใน
สารละลายอะซิโตไนไตร  : น้ํ า อัตราสวน ( 20 : 80 v/v) สําหรับวิ เคราะห  neostigmine และ 
edrophnium ใชอัตราสวนสารละลายอะซิโตไนไตร : น้ํา ( 17 : 83 v/v)  อัตราการไหลของเฟส
เคล่ือนที่เทากับ 2.0 มิลลิลิตร/นาที    ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 214 นาโนเมตร    การ
ทดลองจะใหคาชวงความสัมพันธเปนเสนตรง  (linearity)  ของ   neostigmine  ที่ความเขมขน  0-
400  นาโนกรัม /มิ ล ลิ ลิ ตร , pyridostigmine ที ่ค วาม เข มขน  0-1000 นาโนกรัม /มิ ล ลิ ลิตร , 
edrophonium ที่ความเขมขน 0-1500  นาโนกรัม/มิลลิลิตร คาขีดจํากัดการตรวจวัดทุกสารมีคา 5 นา
โนกรัม/มิลลิลิตร   
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Victorio และ Kennedy (1982) หาปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมไดแก 
ditallowdimethylammonium chloride (DTMAC) แ ล ะ  dodecyltrimethylammonium 
chloride(DDTMAC) ซ่ึ งปนสารที่ ไม ดู ดกลืน รังสี  UV และ  stearyldimethylbenzylammonium 
chloride(STEDBAC), 1-hexadecylpyridinium chloride ซ่ึงเปนสารที่ดูดกลืนรังสี UV ในแหลงน้ํา
โดยใช cyano amino column (25 cm x 4.6 mmi.d) เปนเฟสอยูกับที่   เฟสเคลื่อนที่คือสารละลาย
คลอโรฟอรม : สารละลายเมธานอล อัตราสวน (92 : 8 v/v) อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.0 
มิลลิลิตร/นาที  โดยใช conductivity เปนเครื่องตรวจวัดฉีดสารตัวอยางที่วิเคราะหปริมาตร 50 
ไมโครลิตร  วิเคราะหปริมาณสารดังกลาวโดยเก็บตัวอยางแหลงน้ําจากพื้นที่ที่ตางกัน 4 จุดปริมาตร 
100-200 มิลลิลิตร  

 
            จากนั้น  preserved ดวย  1% ฟอรมาลีนและเติม  linear alkylbenzene sulfonate (LAS)ใน
สภาวะที่เปนกรด จากนั้นสกัดแยกสารประกอบเชิงซอนใหอยูในชั้นของสารละลายเมธิลีนคลอไรด
นําไประเหยภายใตบรรยากาศไนโตรเจนและสกัดยอนกลับ (back extraction) ดวยน้ํากลั่น  นําสวน
ที่เหลือละลายในเฟสเคลื่อนที่ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร   จากการทดลองพบวาสารแตละชนิดใหคา 
r2>0.99 และคาขีดจํากัดการตรวจวัดของสารตัวอยางมีคา 0.02 ไมโครกรัมและคาการกลับคืนของ
สาร DTMAC มีคา 20 พีพีบี   STEDBAC มีคา 10 พีพีบีและ DDTMAC มีคา 10 พีพีบี  การวิเคราะห
โดยวิธีนี้เมื่อเพิ่มขั้นตอนการ back extraction ดวยน้ํากล่ันพบวาสามารถกําจัดสารที่สามารถแตกตัว
และลดความกวางพีกของ LAS 
 

Dennis และ Lioyd (1983) ศึกษาการหาปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด (bak) โดย
เตรี ยมส ารป ระกอบ เชิ งซ อน ของ  bak กั บส ารละลาย  methyl orange และสกั ดด ว ย  1,2 
dichloroethane โดยใช   homologue C8 , C18ของสาร  bak เปน  internal standard   วิ เคราะหดวย
เทคนิค RP HPLC โดยมี µ bondapak CN 10 µm (30 cm x 4 mmi.d) เปนเฟสอยูกับที่ เฟสเคลื่อน
ที่คือสารละลายอะซิโตไนไตร :  0.161 M sodium propionate อัตราสวน (58 : 42 v/v) ปรับ pH เทา
กับ 5.35 ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 180 ไมโครลิตร ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นา
โนเมตร อัตราการไหลเฟสเคลื่อนที่ 2.0 มิลลิลิตร/นาที จากการทดลองพบวาเปนวิธีที่ลดปญหาการ
รบกวนจากสารพวก active alkaloid และเปนวิธีที่สามารถเพิ่มคา การกลับคืนของสารและมีความ
แมนยํา 
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Helboe  (1983)  ไดทําการแยกและหาปริมาณ long chain alkyltrimethylammonium ion ได
แก  Dodecyltrimethylammonium bromide, Stearyl tr imethylammonium bromide  โด ยใช
เฟส  อยูกับที่คือ Nucleosil CN 5 µm หรือ 7 µm (120 mm x  4.6 mmi.d)  เฟสเคลื่อนที่คือสาร
ละลาย เมธาน อ ล  :  น้ํ า ที ่มี  5 mM toluenesulphonic acid ห รือ  0.4 mM sodiumnaphthalene2-
sulphonate อัตราสวน (55 : 45 v/v)    ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร     
อัตราการไหลเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตร/นาที  การทดลองพบวา 5 mM toluenesulphonic acid หรือ 
0.4 mM sodiumnaphthalene2-sulphonate สามารถปรับปรุงรูปรางของพีกใหแหลมขึ้นสามารถ
วิเคราะหสารไดในระดับมิลลิกรัม/ลิตรและสามารถลดการเกิด tailing peak ของสารพวก long 
chain alkyltrimethylammoniuum และคาขีดจํากัดของการตรวจวัดของสารมีคา 0.4  nmol 

 
Elrod และ Timothy (1992)  ไดหาปริมาณสารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด (bak) ใน

ผลิตภัณฑน้ํายาลางตาโดยเทคนิค HPLC และ solid phase extraction หรือเทคนิค online column 
switching โดยใช  cyanopropyl  5 µm (15 cm x  4.6 mmi.d) เปนเฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่คือ 
น้ํ า  : THF : triethylamine อัตราส วน  ( 2500 : 1500 : 20 v/v) ปรับ  pH เท ากับ  3.0 ± 0.1   ดวย
กรดฟอสฟอริก  อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 2.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดดวยเครื่อง UV  ที่
ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 100 ไมโครลิตร และ preconcentration ดวย
เทคนิค solid phase extraction (SPE) โดยมี C18 เปน sep pak cartridge และตัวชะคือ 70%THF และ 
30%สารละลายเฟสเคลื่อนที่และใช เทคนิค   online column switchingโดยตอ  precolumn ของ 
Licrosorb RP 8   5 µm(10 mm x 4.6 mm i.d) กับ column switching system พบวาเมื่อเปรียบเทียบ
เทคนิค SPE เทคนิค online column switching พบวา online column switching ใหคาเปอรเซนตการ
กลับคืนของสาร  
99.9-103.7% และทั้งสองเทคนิคใหคา r2> 0.999 
 

Fan และ Wall  ( 1993 )  ศึกษาการหาปริมาณสารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด 
(bak)ในน้ํายาลางตาที่มี tyloxapol เปนสวนประกอบโดยใชเทคนิค solid phase extraction และ
วิเคราะหดวยเทคนิค reverse phase HPLC โดยใช nitrile bond silane CN 5 µm (150 mm x  4.6 
mmi.d.) เปนเฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่คือสารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตบัฟ
เฟอรปรับ pH= 5.00±0.1 อัตราสวน(60 :40 v/v) ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 210 นา
โนเมตร  ทําการpreconcentration สารละลายมาตรฐานbakที่มีในตัวอยางโดยผานตัวอยางไปยัง 
cyanopropyl cartridgeโดยใชเฟสเคลื่อนที่เปนตัวชะ  การใชเทคนิค SPE สามารถลดการรบกวนที่
เกิดจาก  tyloxapol และไมมีพีกของ  solvent    จากการวิ เคราะหที่ ความเขมขน  0.014-0.042  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบคา r 2=0.999 คาเปอรเซนตการกลับคืนของสารมีคา 97-103% คา RSD 0.74-
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1.52%     พบวาเปนวิธีที่มีสภาพไว มีความจําเพาะ และมีความถูกตองในการหาสาร bak ในน้ํายา
ลางตาที่มี tyloxapol   เปนสวนประกอบ 

 
Paeson และคณะ  (1994) ศึกษาการวิ เคราะหหาปริมาณสารประกอบควอเทอรนารี

แอมโมเนียมไดแก benzalkonium chloride, cetylpylidinium chloride, cetrimide   ดวยเทคนิค thin 
layer chromatography โดยใชซิลิกาเจลเปนเฟสอยูกับที่เฟสเคลื่อนที่คือสารละลายเมธานอล : 25%
สารละลายโซ เดี ยมอะซิ เตด  : สารละลายอะซิ โตน  อัตราส วน  (65 : 35 : 20 v/v) โดยใช
tetrabutylammonium hydrogen sulphate เปน internal standard จากนั้นหาปริมาณสารประกอบควอ
เทอรนารีแอมโมเนียมโดยทําปฏิกิริยากับ 2% m/I2 และ 19 มิลลิลิตร สารละลายเมธานอล :  น้ํา  
อัตราสวน 1 : 1 v/v  กอนวิเคราะหดวย UV densitometry ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร คาขีด
จํากัดการตรวจวัดมีคา 0.2 ไมโครกรัมเปนวิธีที่สามารถแยก homologue ของสารประกอบควอเทอร
นารีแอมโมเนียมโดยมีคา RSD 5% 

 
Kummerer และ  Eitel (1995)  ไดศึกษาการหาปริมาณสารประกอบควอเทอรนารี

แ อ ม โ ม เนี ย ม ไ ด แ ก  tetraethylammonium chloride, decyltrimethylammonium chloride, 
dodecyltrimethylammonium chloride,  tetrabutylammonium chloride, 
tetradecyltrimethylammonium chloride, cetyltrimethylammonium chloride, 
steryltrimethylammonium chloride, cetyldimethylbenzylammonium chloride แ ล ะ 
tetraamylammonium chloride โดยทําใหเกิดสารประกอบเชิงซอนของ Q+: BPB2- อัตราสวน 1 : 2 
ปรับ pH เทากับ 8 ดวยสารละลายฟอสเฟต จากนั้นสกัดแยกใหอยูในชั้นของคลอโรฟอรมนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงโดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 608 นาโนเมตร  พบวาการเกิด
สารประกอบเชิงซอน Q+: BPB2- อัตราสวน 1 : 2  ใหคาการดูดกลืนแสงเพิ่มมากขึ้นและมีสภาพไว 
(sensitivity) เพิ่มขึ้น 
 

Perhizkari, Miller และ Chen (1995)   ศึกษาการหาปริมาณสารประกอบเบนซอลโคเนียม
คลอไรด (bak)ในน้ํายาลางตาที่มี 10%Phenylephrine ดวยเทคนิค reverse phase HPLC โดยใช  
µ bondapak phenyl 10 µm (30 cm x 3.9 mmi.d) เปนเฟสอยูกับที่ เฟสเคลื่อนที่คือสารละลายอะซิ
โตไนไตร  :  50 Mm K3PO4 และ 57 mM hexanesulfonate ปรับ  pH เทากับ  6.3 ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด อัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่ 1.8 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่
ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร  ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 50 ไมโครลิตร  จากการทดลองพบวาคา
เฉล่ียเปอรเซนตการกลับคืนของสารละลาย bak ที่ความเขมขน 50-150% มีคา 103.8 ± 0.6% และที่
ความเขมขนดังกลาวใหความสัมพันธเปนสนตรงโดยมีคา r2 =1.00 (n=6) และจากการศึกษาความคง
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ตัวของสารและการรบกวนที่เกิดจากความรอน   ความเปนกรด เบส   รังสี UV  พบวาปจจัยดังกลาว
ไมทําใหเกิดการสลายตัวของสาร bak ในสารตัวอยาง และไมมีผลในการรบกวนพีกของสาร bak 
เปนวิธีที่ใหความแมนยําและเที่ยงตรง 

 
 Taylor และคณะ (1997) ไดใชเทคนิค HPLC ในการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารี

แอมโมเนียมไดแก dequalinium และ cetylpyridinium chlorideในลูกกวาดโดยใช  cyanopropyl 
silica 5 µm (100 mm  x 4.6 mmi.d)เป น เฟสอยู กั บ ที่  เฟ ส เคลื่ อนที่ สํ าห รับ ก ารวิ เค ราะห 
dequalinium (DQC)คือ 20 Mm phosphate buffer pH 2.5 : สารละลายเมธานอลอัตราสวน(60 : 40 
v/v) และ  5 Mm tetrabutylammonium bromide (TBA)   สําห รับ  cetylpyridinium chloride (CPC) 
เฟสเคลื่อนที่คือ 20 mM phosphate buffer pH 2.5 : สารละลายเมธานอลอัตราสวน (60 : 40 v/v) 
และ 30 mM cetyltrimetylammonium bromide (CTAB) ฉีดสารละลายที่จะวิเคราะหปริมาตร 20
ไมโครลิตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตร/นาที  จากการทดลองพบวาCPCใหคาขีด
จํากัดของการตรวจวัด (detection limit) 5 µg/cm3, DQCมีคา detection limit 1.5 µg/cm3และคา
เปอรเซนตการกลับคืนของสาร (% recovery)ของ CPC เทากับ 95.3%, DQC มีคา 119% 

 
Toomey, Dalrymple และ  Jasperse (1997) ไดศึกษาการหาปริมาณสารควอเทอรนารี

แอมโมเนียมคลอไรดในยาสระผมโดยใช  spherisorb SCX 5 µm (150 mm x 4.6 mmi.d) เปนเฟสอ
ยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่คือ สารละลายเมธานอลที่มี 0.06 M amoniumformate อัตราการไหลเฟส
เคล่ือนที่ 1.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดดวยเครื่อง Evaporate light scatter ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 20 
ไมโครลิตร  โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน  N-hexadecyl N.N-dimethyl-1-hexadecaminium 
chloride, N,N-dimethyl-N–octadecylbenzenemethanaminium chloride ความเขมขน  200-600 พีพี
เอ็ม  นํ ายาสระผมตัวอย างที่ มีส วนผสมของ  polyoxypropylene, polyoxythylene, lanolin oil, 
petroleum jelly, polyoxyethylenecetylsteryl ether, 1-hexadecanol, 1-octadenol + 3% active 
quaternaryammonium(quats) ไป sonicate คางคืน1 คืนกอนกรองผาน 0.45 µm PTFE filter   จาก
การทดลองพบวาความเขมขนที่วิเคราะหใหคา r2=0.999และพบวาวิธีนี้ใหผลที่ถูกตองแมนยําและ
เปนวิธีที่เหมาะในการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมที่ pH สูง 
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บทท่ี  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ 
- เครื่อง HPLC (Water 2690 Separation Module)  
- Hyperity cyano colum (250 mm  x 4.6 mmi.d) 
- pH meter (Orion   model 420 A) 
- sep pak extract-clean cyano (Alltech) ขนาด 200 มิลลิกรัม  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
- ชุด vacuum pump 
- 0.45 µm HA membrane filter 
- photodiode array detector 
- ขวดวัดปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร  250 มิลลิลิตร  50 มิลลิลิตร    5 มิลลิลิตร             
- Sep pak ODS (J&W scientific)ขนาด 500 มิลลิกรัม     ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
- บีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร  50 มิลลิลิตร  10 มิลลิลิตร 
- ขวดรูปชมพูขนาด  500 มิลลิลิตร  250 มิลลิลิตร 
- หลอดแกวขนาด 10 มิลลิลิตร 
- ไมโครปเปตขนาด 100ไมโครลิตร   200ไมโครลิตร                                   
 

3.2 สารเคมี 
- สารละลายมาตรฐาน  benzalkonium chloride (C12H25N(CH3)2C7H7Cl) SigmaUltra 

gradeที่มี homologue C12 :  homologue C14 65 : 35 เปนสวนประกอบหลัก 
- ตัวอยางกากน้ําตาลจากโรงงานมิตรผล  หนองใหญ  ระยอง   ปราณบุรี  สิงหบุรี    

อุตสาหการชลบุรี  สระบุรี   อุตสาหการทีเอ็น  นิวกวาง   สหการชลบุรี  ตะวันออก   
บานโปง  และสุพรรณบุรี 

- สารละลายเมธานอล (HPLC grade) 
- Deionize   water 
- 85% phosphoric  acid  (AR grade) 
- สารละลายอะซิโตไนไตร (HPLC grade) 
- heptane sulfonic acid sodium salt 
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3.3 วิธีการทดลอง 
 

3.3.1  การศึกษาสภาวะการทดลองที่เหมาะสมทางโครมาโทกราฟ 
 

- เทคนิค  ion pair chromatography  
 
      เตรียม stock solution สารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรด (bak) ความเขม

ขน 1000 พีพีเอ็ม โดยชั่งสารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรดหนัก 0.2500 กรัมในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร เจือจางดวยน้ํากล่ันจนถึงขีดวัดปริมาตร  จากนั้นเตรียมสารละลาย
มาตรฐาน bak ความเขมขน 250 พีพีเอ็ม  100 พีพีเอ็ม  50 พีพีเอ็ม  10 พีพีเอ็ม  5 พีพีเอ็มและ 1 พีพี
เอ็ม โดยปเปตจาก stock solution ปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร  5 มิลลิลิตร  2.5 มิลลิลิตร  0.5 มิลลิลิตร 
0.25 มิลลิลิตรและ 0.05 มิลลิลิตร ตามลําดับใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร  

 
            จากนั้นศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่ (สารละลายเมธานอล : 5 mM 

heptane sulfonic  acid  sodium   salt  ที่ปรับ pH เทากับ 3.50 )   โดยกรองเฟสเคลื่อนที่ผาน 0.45 µ 
membrane filter ตรวจวัดดวย  uv-visible ที่ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร     อัตราการไหลของ
เฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/นาที โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18 (3.9 mmi.d x 150 mm) 

 
- เทคนิค ion suppression  chromtography 
 

      เตรียมสารละลายมาตรฐาน  bak ความเขมขน 50 พีพีเอ็ม  35 พีพีเอ็ม  10 พีพีเอ็ม  5 พีพี
เอ็ม  0.5 พีพีเอ็ม  0.25 พีพีเอ็ม    โดยปเปตจาก stock solution  ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 1.75 มิลลิลิตร  
0.50 มิลลิลิตร  250 ไมโครลิตร  25 ไมโครลิตรและ12.5 ไมโครลิตรตามลําดับ  ศึกษาอัตราสวนที่
เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่  (สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตที่ปรับ pH เทากับ 
5.00) เตรียมโดยนํา 85% กรดฟอสฟอริกละลายในน้ําปรับ pH เทากับ 5.00 ± 0.01 จากนั้นกรอง
ผาน 0.45 µ membrane filter ตรวจวัดดวย uv-visible photodiode array ที่ความยาวคลื่น 210 นาโน
เมตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา1.0 มิลลิลิตร/นาทีโดยเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 
mmi.d x 250 mm) 
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 3.3.2     ศึกษาชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหที่เปนไปตามกฏของเบียร 
 

             ทําการทดลองหาชวงความเขมขนของสาร bak ที่เปนสัดสวนโดยตรงกับการดูดกลืนแสง 
ตามกฏของเบียรโดยเตรียมตัวอยางสารละลายมาตรฐาน bak ที่มีความเขมขนตางกัน 5 ความเขมขน
คือ 250 พีพีเอ็ม  100 พีพีเอ็ม  50 พีพีเอ็ม  10 พีพีเอ็ม  5 พีพีเอ็มและ 1 พีพีเอ็ม ฉีดผานระบบ HPLC 
โดยใชสภาวะการทดลองทางโครมาโทกราฟตามขอ 3.3.1โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18(3.9 
mmi.d x 150 mm)  เฟสเคลื่อนที่ (สารละลายเมธานอล :  5 mM heptane sulfonic acid sodium salt 
ที่ปรับ pH เทากับ 3.50 ) จากนั้นทดลองซ้ําโดยมีเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 mmi.d x 250 
mm)    เฟสเคลื่อนที่คือ   (สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตที่ปรับ pH เทากับ 5.00 ± 
0.01)  สภาวะการทดลองตามขอ 3.3.1 สารละลายแตละความเขมขนถูกฉีดผานระบบ HPLC 2  คร้ัง
นําผลที่ไดมาเขียนกราฟระหวางคาพื้นที่พีกของสาร bak  กับความเขมขนของสาร bak 
 
 

3.3.3 การหาขีดจํากัดการตรวจวัด (detection limit) 
 
     เตรียมสารละลายมาตรฐาน bak หลายความเขมขนแลววิเคราะหหาวาความเขมขนใดให

โครมาโทแกรมที่อัตราสวนสัญญาณของสารละลาย bak ตอสัญญาณรบกวนไมนอยกวา 2 : 1 โดย
ใชสภาวะทางโครมาโทแกรมเปนไปตามขอ 3.3.1 
 
 

3.3.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมของตัวชะในการชะสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาล 
 
เตรียมสารละลายมาตรฐาน bak ความเขมขน 35 พีพีเอ็มผานไปยัง sep pak cyanopropylซ่ึง

condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตรและน้ํากล่ัน 3 มิลลิลิตรและลางดวยสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ปรับ pH= 5.00 ± 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (80 : 20 v/v) ปริมาตร 
3 มิลลิลิตรและชะสารละลายมาตรฐาน bak  ดวยสารละลายผสมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึง
ปรับ pH=5.00 ± 0.01 :  สารละลายอะซิโตไนไตร อัตราสวน 50 : 50   30 : 70   10 : 90  v/v  ตาม
ลําดับปริมาตร 4 มิลลิลิตรเก็บสารละลายที่ถูกชะปรับปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันวิเคราะห
ดวยเทคนิค HPLC โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 mmi.d  x 250 mm)   เฟสเคลื่อนที่คือ 
(สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตที่ปรับ pH เทากับ 5.00) อัตราสวน 50 : 50 v/v 
ตรวจวัดดวย uv-visible photodiode  array  detector ที่ความยาวคลื่น 210  นาโนเมตร    อัตราการ
ไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/นาที 
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3.3.5 การหาประสิทธิภาพการสกัด 
 

        เตรียมสารละลายมาตรฐาน bak ความเขมขน 25 พีพีเอ็มในขวดวัดปริมาตรขนาด 50
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนถึงขีดวัดปริมาตร และผานสารละลายมาตรฐานไปยัง sep pak 
ODS ซ่ึง condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตรและน้ํากลั่น 3 มิลลิลิตรและเก็บ
สารละลายที่ผาน sep pak ODS   วิเคราะหปริมาณสาร bakโดยเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18(3.9 
mmi.d x 150 mm)  เฟสเคลื่อนที่ (สารละลายเมธานอล :  5 mM heptanesulfonic acid sodium salt ที่
ปรับ pHเทากับ 3.50 ( 50 : 50 v/v)  ตรวจวัดดวย uv-visible ที่ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร อัตรา
การไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/นาที  

 
   เตรียมสารละลายมาตรฐาน bak ความเขมขน 35 พีพีเอ็ม  ในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนถึงขีดวัดปริมาตรและผานสารละลายมาตรฐานไปยัง sep pak 
cyanopropyl ซ่ึง condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตรและน้ํากลั่น 3 มิลลิลิตร
และลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรปรับ pH=5.00 ± 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (80 : 20 
v/v) ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและชะสารละลายมาตรฐาน bak ดวยสารละลายผสมสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร ปรับ pH= 5.00 ± 0.01 :  สารละลายอะซิโตไนไตร (30 : 70 v/v) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรเก็บ
สารละลายที่ชะดวยสารละลายผสมที่ใชเปนตัวชะปรับปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นและ
วิเคราะหดวยเทคนิค HPLC ฉีดสารละลาย bak ปริมาตร 100 ไมโครลิตร     โดยเฟสอยูกับที่คือ 
Hyperity cyano (4.6 mmi.d  x 250 mm)   เฟสเคลื่อนที่คือ (สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรปรับ pH เทากับ 5.00 ± 0.01) อัตราสวน 50 : 50 v/v ตรวจวัดดวย uv-visible 
photodiode arrayที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/
นาที 

      
3.3.6 การหาคา breakthrough ของ sep  pak 
 

เตรียมตัวอยางกากน้ําตาลความเขมขน 7% โดยชั่งตัวอยางกากน้ําตาลหนัก 3.5 กรัม เตรียม
สารละลายมาตรฐาน  bak ความเขมขน  35 พีพี เอ็ม  โดยป เปตจาก  stock solution ใ สข ว ด วัด
ปริมาตรขนาด  50 มิลลิลิตรที่มีตัวอยางกากน้ําตาลปรับปริมาตรจนถึงขีดวัดดวยน้ํากลั่น  ผานตัว
อยางกากน้ําตาลปริมาตร 5 มิลลิลิตร 10 มิลลิลิตร 15 มิลลิลิตรและ 20 มิลลิลิตรไปยัง sep pak 
extract-clean ซ่ึงcondition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตรและน้ํากลั่น 3 มิลลิลิตรและ
ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ปรับ pH= 5.00 + 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (80 : 20 
v/v)ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและชะสารละลายมาตรฐาน bak ดวยสารละลายผสมสารละลายฟอสเฟต
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บัฟเฟอร ปรับ pH = 5.00 ±0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร อัตราสวน(30 : 70 v/v) ปริมาตร 4 
มิลลิลิตรเก็บสารละลายที่ชะดวยสารละลายผสมที่ใช เปนตัวชะปรับปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตรดวยน้ํา
กล่ันและวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 mmi.d x 250 mm)  
เฟสเคลื่อนที่คือ ( สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร ปรับ pH เทากับ 5.00)    
อัตราสวน (50 : 50 v/v) ตรวจวัดดวย uv-visible photodiode array ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีค า  1.0 มิลลิลิตร/นาที 

 
3.3.7 การวิเคราะหหาปริมาณสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาล 

 
   เตรียมสารละลายกากน้ําตาลมิตรผล,หนองใหญความเขมขน 3%,  5% โดยช่ังตัวอยางกาก

น้ําตาลหนัก 1.5 , 2.5 กรัมละลายในน้ํากล่ันใสขวดวัดปริมาตร 50 มิลลิลิตร condit ion sep pak 
ODSโดยตอsep pak เขากับชุด vacuum pump จากนั้น condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 
3มิลลิลิตรและน้ํากล่ัน 3 มิลลิลิตรผานตัวอยางสารละลายกากน้ําตาลปริมาตร10 มิลลิลิตรไปยัง sep 
pak เก็บสารละลายที่ผาน sep pak  วิเคราะหปริมาณสาร bak โดยเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18(3.9 
mmi.d x 150 mm) เฟสเคลื่อนที่ (สารละลายเมธานอล : 5mM heptanesulfonic acid sodium salt ที่
ปรับ pHเทากับ 3.50 ( 50 : 50 v/v)  ตรวจวัดดวย  uv-visible ที่ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร อัตรา
การไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/นาที 

 
  จากนั้นเตรียมสารละลายกากน้ําตาลทั้ง 13 แหงความเขมขน  5%, 7%, 15%โดยชั่งตัวอยาง

กากน้ําตาลหนัก 2.5, 3.5, 7.5 กรัมละลายในน้ํากล่ันใสขวดวัดปริมาตร 50 มิลลิลิตรตอ sep pak 
extract-clean cyano เขากับชุด vacuum pump จากนั้น condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 
มิลลิลิตรและน้ํากลั่นปริมาตร 3 มิลลิลิตร  ผานตัวอยางสารละลายกากน้ําตาลปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรปรับ pH= 5.00 ± 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (80 : 20 
v/v) ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและชะสารละลายมาตรฐาน bak ดวยสารละลายผสมสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร ปรับ pH= 5.00 ± 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (30 : 70 v/v) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรเก็บ
สารละลายที่ชะดวยสารละลายผสมที่ใชเปนตัวชะปรับปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นและ
วิเคราะหดวยเทคนิคHPLC ฉีดสารละลาย bak ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยเฟสอยูกับที่คือ 
Hyperity cyano (4.6 mmi.d  x 250 mm) เฟสเคลื่อนที่คือสารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ปรับ pH เทากับ5.00 อัตราสวน (50 : 50 v/v) ตรวจวัดดวย uv-visible photodiode 
array dector ที่ความยาวคลื่น 210   นาโนเมตร  อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/
นาที 

 



























































































บทที่  5
อภิปรายผลการวิจัย

จากการศึกษาการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดดวยเทคนิคทาง 
HPLC ไดแก ion pair chromatography และ ion suppression chromatography  พบวาเมื่อวิเคราะห
สารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรด (bak) ดวยเทคนิค ion pair chromatography โดยใช
Novapak C18เปนเฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่คือ สารละลายเมธานอล : 5mM heptanesulfonic acid 
sodium salt อัตราสวน 50 : 50 v/v  ตรวจวัดดวย  uv-visible ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรดังรูปที่  
8 พบวาสภาวะการทดลองดังกลาวสามารถตรวจวัดไดเฉพาะปริมาณรวมของสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรดไมสามารถแยก homologue C12 และ homologue C14

จากหลักการของเทคนิค ion pair chromatography จะเติมสารที่ใชเปน ion pair reagent ซ่ึง
มีประจุตรงขามกับสารตัวอยางโดย counterion ที่เติมลงไปจะจับกับไออนสารตัวอยางเกิดเปนสารที่
ไมแตกตัวในการทดลองเติมสาร heptanesulfonic acid sodium salt  เพื่อใหประจุลบ heptane 
sulfonic acid sodium salt จับกับประจุบวกของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดเปนสารที่ไมแตกตัว
สามารถpartition กับเฟสอยูกับที่ไดแตจากโครมาโทรแกรมรูปที่ 8 พบวาวิเคราะหปริมาณรวมของ
สารเบนซอลโคเนียมคลอไรดแตไมสามารถแยก homologue C12 และ homologue C14  เมื่อพิจารณา
พารามิเตอรทางโครมาโทกราฟที่ไดจากการคํานวณ ( พวงแกว ลัคนทินพร, 2539) คา k′= 1.68  
จากคาดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดจับกับสวนของเฟสอยูกับที่ไดนอยอาจ
เปนเพราะการเกิดปฏิกิริยาระหวางสาร bak  กับ ion pair reagent ไมเกิดแบบ ion pair แตเกิดแบบ 
ion exchanger บนผิวของเฟสอยูกับที่สาร bak บางสวนที่สามารถยึดเหนี่ยวกับเฟสอยูกับที่ได 
ปริมาณสาร bak ที่วิเคราะหไดจึงมีคานอย

เนื่องจากเทคนิค ion pair chromatography ไมสามารถแยก homologue C12และ homologue C14

ของสาร bak อาจเปนเพราะการปรับ pH= 3.50  สมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมี homologue 
C12และ homologue C14  ไมมีความแตกตางกันและการเกิดสมดุลทางเคมีการเกิดปฏิกิริยาระหวาง
สารที่ใชเปน ion pair reagent กับสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดเปนสารที่ไมแตกตัวตองใชเวลานาน
ทําใหการจับกันของ ion pair reagent  กับสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดเกิดไดเพียงบางสวน

จากการตรวจวัดดวย UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรดวยเทคนิค ion pair chromatography 
พบวาคาการดูดกลืนแสงของสาร bak ที่วิเคราะหไดมีคาต่ําอาจเปนเพราะสภาพไวในการตรวจวัด
สารเบนซอลโคเนียมคลอไรดมีคาต่ําเมื่อวิเคราะหดวยระบบทางโครมาโทกราฟดังกลาว



76

เมื่อวิเคราะหหาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดในตัวอยางกากน้ําตาลพบวาสีในตัวอยางกากน้ํา
ตาลมีผลรบกวนการวิเคราะห  เพื่อลดการรบกวนการวิเคราะหดังกลาวจึงใชเทคนิค solid phase 
extraction เพื่อกําจัดสีและกําจัด matrix ที่มีในตัวอยางกากน้ําตาล  จากการทดลองใช sep pak ชนิด
ODS โดยใหสีและ matrix ที่มีในกากน้ําตาลจับกับ sep pak ODS และเก็บสวนของสารละลายเมื่อ
ผาน sep pak มาวิเคราะห  ผลที่ไดพบวาไมสามารถตรวจพบปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด
ในตัวอยางกากน้ําตาลจากหนองใหญและมิตรผลและเมื่อเติมสารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียม
คลอไรดความเขมขน 25 พีพีเอ็ม ในตัวอยางกากน้ําตาลและผานตัวอยางกากน้ําตาลไปยัง sep pak 
ODS พบวาปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่วิเคราะหไดมีคานอยเมื่อเปรียบเทียบกับสาร
ละลายมาตรฐานซึ่งไมผานขั้นตอน  solid   phase  extraction

  แสดงวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดบางสวนสามารถจับกับ sep  pak  ODS สาเหตุที่ผลการ
วิเคราะหไดปริมาณสารนอยอาจเปนเพราะการเลือก cartridge ที่ใชไมเหมาะสมในการแยกสารเบน
ซอลโคเนียมคลอไรดนอกจากนี้ยังพบวาการกําจัดสีดวยเทคนิค solid phase extraction โดยใช sep  
pak ODS สารละลายที่ไดเมื่อผานขั้นตอนดังกลาวยังคงมีสีเหลืองของกากน้ําตาลสีกากน้ําตาลที่มีอยู
อาจจะรบกวนการวิเคราะหทําใหปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่วิเคราะหไดมีคานอย
สาเหตุอ่ืนที่ไมสามารถตรวจพบสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดอาจเปนเพราะปริมาณสารที่มีอยูมีคา
นอยกวาขีดจํากัดการตรวจวัดของสารหรือสารฆาเชื้อที่เติมในกากน้ําตาลเปนสารประกอบควอ
เทอรนารีแอมโมเนียมชนิดอื่นซึ่งไมใชสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด

         เมื่อเปลี่ยนเทคนิคในการวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน bak ดวยเทคนิค ion suppression 
chromatography โดยใช Hyperity cyano เปนเฟสอยูกับที่และใชสารละลายอะซิโตไนไตร : สาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ปรับ pH= 5.00 ± 0.01   อัตราสวน 50 : 50 v/v  เปนเฟสเคลื่อนที่ตรวจวัด
ดวย uv-visible detector ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.00 
มิลลิลิตร/นาที  พบวาที่สภาวะดังกลาวสามารถแยก  homologue C12และ homologue C14 ของ bak

 เนื่องจากเฟสอยูกับที่ประกอบดวยหมู cyano ซ่ึงมีความเปนขั้วมากกวา C18  และที่ pH 
5.00 สารเบนซอลโคเนียมคลอไรดสามารถ partition กับเฟสอยูกับที่ซ่ึงประกอบดวยหมู cyanoไดดี
ซ่ึง เมื่อพิจารณาจากคา  k′ ซ่ึงไดจากการคํานวณ (พวงแกว ลัคนทินพร, 2539) มีคา 2.072 สําหรับ 
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homologue C12 และคา k′ ของ homologue C14 มีคา 2.843 สามารถสนับสนุนเหตุผลดังกลาว โดย
กลไกการเกิดอาจเกิดจากการจับกันระหวางประจุบวกที่ตําแหนง ไนโตรเจนของสารเบนซอลโค
เนียมคลอไรดกับหมู cyano ของ silyl  group  ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวาง homologue 
C12 และ homologue C14 ของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด

             จากการทดลองโดยใชเทคนิค ion suppression พบวาสามารถวิเคราะหสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรดไดระดับต่ําแตเมื่อวิเคราะห homologue C12 และ homologue C14 ของสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรดที่ความเขมขนต่ําลักษณะพีกที่ไดเปน tailing ซ่ึงอาจเกิดจากการทําปฏิกิริยากับหมู silanol 
group ที่เหลือมีผลทําใหการวิเคราะหปริมาณสารเกิดความผิดพลาดนอกจากนี้ pH ของเฟสเคลื่อนที่
มีผลตอการแยกของสารถามีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยทําใหคา retention  time ที่ไดคลาด
เคลื่อน

          จากการทดลองเมื่อตรวจวัดปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดในตัวอยางกากน้ําตาลทั้ง 
13 แหงดวยเทคนิค ion suppresion chromatography พบวาสามารถตรวจวัดปริมาณสารเบนซอลโค
เนียมคลอไรดในตัวอยางกากน้ําตาล 3 แหงไดแก  สิงหบุรี   อุตสาหการชลบุรีและระยอง โดยตรวจ
พบ homologue C12 และ homologue C14  ของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด        จากผลดังกลาว
แสดงวาโรงงานสิงหบุรี  อุตสาหการชลบุรีและระยองใชสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดเปนสารฆา
เชื้อสวนอีก 10 โรงงานที่ไมตรวจพบสารสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดอาจเปนเพราะปริมาณสาร
เบนซอลโคเนียมคลอไรดที่มีอยูในตัวอยางกากน้ําตาลดังกลาวมีคานอยกวาขีดจํากัดการตรวจวัด
(detection limit) หรืออาจเปนเพราะใชสารฆาเชื้อซ่ึงเปนสารประกอบควอรเทอรนารแอมโมเนีย
คลอไรดชนิดอื่น เชน  ctab ซ่ึงมีสูตรโครงสรางตางจากสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด  ทําใหเมื่อ
วิเคราะหสารดังกลาวดวยเทคนิค  ion  suppression  chromotography โดยใชสภาวะดังกลาวไม
เหมาะสมในการตรวจวัดสารดังกลาว

จากการวิเคราะหปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด ที่มีในตัวอยางกากน้ําตาลทั้ง 3 แหง
ที่ความเขมขน 5% , 7% และ 15% และหาเปอรเซนตการกลับคืนของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด
 (% Recovery) โดยเติมสารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรด  ความเขมขน  35 พีพีเอ็ม ลง
ในตัวอยางกากน้ําตาลกอนผานขั้นตอน  solid  phase  extraction  พบวาความเขมขนของสารเบน
ซอลโคเนียมคลอไรดที่มีในทั้ง 3 โรงงานเมื่อเติมสารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรด 
(spike )
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และไมเติมสารละลายมาตรฐาน (unspike) ปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่ ความเขมขน  
5% > 7% > 15%  ตามลําดับ และเมื่อหาเปอรเซนตประสิทธิภาพของการสกัดโดยใชตัวชะเปน  สาร
ละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ปรับ pH = 5.00 พบวามีคา 88 % สําหรับ 
homologue C12 และ 80.08% สําหรับ homologue C14  จากขอมูลแสดงถึงปริมาณสารเบนซอลโค
เนียมคลอไรดซ่ึงวิเคราะหไดจากตัวอยางกากน้ําตาลแตละความเขมขนมีคาตางกันแสดงใหเห็นวา 
matrix ซ่ึงเปนสวนประกอบในกากน้ําตาลสงผลในการรบกวนการวิเคราะหปริมาณสารเบนซอลโค
เนียมคลอไรด

 โดยเฉพาะที่ความเขมขน 15%  มี matrix เปนสวนประกอบมากกวาที่ 7% , 5% ทําให
ปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด ที่วัดไดมีคานอยกวา 7% และ 5% ตามลําดับซึ่งผลจาก matrix
ดังกลาวสงผลใหคาการกลับคืนของสารในตัวอยางกากน้ําตาลที่ความเขมขน 15% ที่ไดในตัวอยาง
กากน้ําตาลทั้ง 3 โรงงานมีคาลดลง      นอกจากนี้สาเหตุที่ทําใหการวิเคราะหมีขอผิดพลาดอาจเกิด
จากขั้นตอนการ preconcentration ดวยเทคนิค solid phase extraction เนื่องจากขั้นตอนการ load ตัว
อยางกากน้ําตาลโดยทั่วไป  เมื่อเพิ่มปริมาตรตัวอยางกากน้ําตาลปริมาณของสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรดที่วิเคราะหไดควรมีคามาก    แตเนื่องจาก matrix ที่มีอยูมากในกากน้ําตาลไมไดผานขั้น
ตอนการแยกดวยเทคนิคอื่นกอนทําให breakthrough ของตัวอยางกากน้ําตาลเมื่อผาน sep pak 
cartridge มีคา 10 มิลลิลิตร

จากการทดลองพบวา extract-clean cyano  cartridge สามารถที่จะจับสีของกากน้ําตาลไว 
เมื่อ load  กากน้ําตาลผาน sep pak cartridge จากนั้นจะเขาสูขั้นตอนการลางดวยสารละลายอะซิโต
ไนไตร : สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH=5.00 อัตราสวน 20 : 80 v/v  ซ่ึงในขั้นตอนนี้สามารถชะ
สีของกากน้ําตาลที่จับกับ sep pak cartridge แตที่ความเขมขนตัวอยางกากน้ําตาล 15% พบวายังมีสี
ของกากน้ําตาลบางสวนจับกับ sep pak cartridge หลังจากผานขั้นตอนการลางเมื่อชะดวยสาร
ละลายที่ใชเปนตัวชะทําใหเกิดการปนเปอนของสีกากน้ําตาลในสารละลายสุดทายกอนที่จะ
วิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  ทําใหปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด ที่วิเคราะหไดที่ความเขม
ขน 15 % มีคานอยลง

  ในการทดลองเมื่อเปรียบเทียบระหวางกากน้ําตาลที่ผานการกรองดวยเมมเบรน 0.45  
ไมโครเมตรโดยไมผาน sep pak cartridge กับตัวอยางกากน้ําตาลที่ผานการกําจัดสีโดยผาน sep pak 
extract-clean cyano   พบวาสีของกากน้ําตาลมีผลในการรบกวนการวิเคราะหสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรด    เมื่อใชเครื่องตรวจวัดเปน UV  ทําใหไมสามารถตรวจวัดพื้นที่พีกของสารเบนซอลโค
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เนียมคลอไรดของตัวอยางกากน้ําตาลไดและเมื่อพิจารณาถึงตัวชะถึงแมจะมีความแรงพอที่จะชะ
สารเบนซอลโคเนียมคลอไรดแตจากผลการทดลองจะพบพีกของสารอื่นที่ใหคา retention time ใกล
กับพีกของ homologue C12 และ homologue C14 ซ่ึงตัวชะสามารถที่จะชะสารอินทรียบางชนิดใน
matrix มีคุณสมบัติคลายกับสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดมีผลในการรบกวนการวิเคราะหสารเบน
ซอลโคเนียมคลอไรด ทําใหการวิเคราะหผิดพลาด

 จากการพิจารณาคาเปอรเซนตการกลับคืนของ  homologue C12สาร bak จากเทคนิค solid 
phase extraction ของตัวอยางกากน้ําตาลจาก อุตสาหการชลบุรี สิงหบุรีและระยอง พบวาที่ความ
เขมขน 5% ใหคามากกวา 7% และ 15% จากผลที่ไดแสดงใหเห็นวาเมื่อ matrixในกากน้ําตาลมี
ปริมาณมากขึ้นการใชเทคนิค solid  phase extraction ในการแยกสารเพียงอยางเดียวอาจไมเหมาะ
สม  เนื่องจากในตัวอยางกากน้ําตาลสวนประกอบคือ น้ําตาลซูโครส น้ําตาลอินเวอรส ไนโตรเจน
ฟอสฟอรัส โปแตสเซียม  แคลเซียม   เหล็ก  ทองแดง โซเดียมและสารอินทรียบางชนิด ซ่ึงขั้นตอน
การลางดวยสารละลายที่ใชเปน wash solvent อาจไมสามารถที่จะชะพวกน้ําตาลและสารอนินทรีย
ที่มีกากน้ําตาลไดหมด  สารอนินทรีย เชน แคลเซียม เหล็ก ทองแดงและโซเดียมซึ่งมีประจุบวกและ
ขนาดเล็กกวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดสามารถที่จะแยงจับกับ extract-clean cyano cartridgeได
ดีกวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด ปริมาณของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่ถูกชะดวยตัวชะมี
คานอยเมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค ion suppression chromatography ปริมาณที่วิเคราะหไดจึงมีคานอย
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บทที่  6
สรุปผลการวิจัย

จากการวิเคราะหสารประกอบ bak ดวยเทคนิค ion pair chromatography พบวาสามารถ
วิเคราะหปริมาณรวมของสาร bak โดยไมสามารถแยก homologue C12 และ homologue C14 และเมื่อ
ตรวจวัดสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาลดวยเทคนิคดังกลาว ไมพบสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาล
มิตรผลและหนองใหญ  เมื่อ spike สารละลายมาตรฐาน bak ความเขมขน 25 พีพีเอ็มในตัวอยางกาก
น้ําตาลและกําจัดสีที่รบกวนการวิเคราะหดวยเทคนิค solid phase extraction ดวย sep pak ODS พบ
วาไมสามารถกําจัดสีที่มีในตัวอยางกากน้ําตาลและปริมาณสาร bak ที่วิเคราะหไดมีคานอย การ
วิเคราะหดวยเทคนิค ion pair chromatography และกําจัดสีในตัวอยางกากน้ําตาลดวย sep pak ODS
จึงไมเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณสาร bak ที่มีในตัวอยางกากน้ําตาล

เมื่อวิเคราะหสาร bak ดวยเทคนิค ion suppression chromatography  พบวาสามารถแยก
และวิเคราะห homologue C12  และ homologue C14 ของสาร bak ไดที่ระดับต่ําโดยคาขีดจํากัดการ
ตรวจวัดของ homologue C12 มีคา 50 พีพีบี และ homologue C14 มีคา 100 พีพีบี  จากการทดลอง
กําจัดสีดวยเทคนิค solid phase extraction ดวย sep pak extract-clean cyano และวิเคราะหปริมาณ
สาร bak ดวยเทคนิค ion suppression chromatography สามารถตรวจพบ homologue C12  และ
homologue C14 ของสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาล 3 แหง ไดแก อุตสาหการชลบุรี   สิงหบุรี และ
ระยอง

จากการทดสอบผลทางสถิติเพื่อทดสอบความแตกตางปริมาณ homologue C12  และ
homologue C14 ของสาร bak ที่ความเขมขน 5%   7%  15%  เมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค  ion 
suppression chromatography  ดวย ANOVA  ดังตารางที่ 16 – 27   คา significanceที่ไดจากการ
ทดลองมีคานอยกวาคา significance  ที่ 0.05    ดังนั้นปริมาณ homologue C12 และ homologue C14

ของสาร bak ที่ความเขมขน 5%  7%   15% มีปริมาณแตกตางกัน     เมื่อทดสอบทางสถิติดวย  
scheffe และ LSD ดังตารางที่ 20, 21,26 และ 27 โดยปริมาณที่ตรวจพบที่ความเขมขน 5 % > 7%> 
15%

คาเปอรเซนตการกลับคืนของสาร bak ที่วิเคราะหในตัวอยางกากน้ําตาลทั้ง 3 แหงที่ความ
เขมขน 5% > 7% และ 15%  เนื่องจาก matrix และสีที่มีในตัวอยางกากน้ําตาลมีผลในการรบกวน
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การวิเคราะหปริมาณ สาร bak ทําใหปริมาณสาร bak ที่ความเขมขน15%มีคานอยกวา 7% และ 5%  
เนื่องจากสาร bak  ประกอบดวย homologue C12  และ homologue C14 โดยมีปริมาณ homologue แต
ละชนิดที่แตกตางกันประกอบกับขอมูลของชนิดของสารฆาเชื้อที่แตละโรงงานใช  เมื่อเกิดการตก
คางของสารbakในสิ่งแวดลอมเมื่อวิเคราะหหาปริมาณสารที่ตกคางโดยใชเทคนิค  ion suppression 
chromatography  สามารถจะใชเปนตัวตรวจสอบไดวาแหลงที่มาของสารมาจากโรงงานใดได    
นอกจากนี้สามารถประยุกตใชวิเคราะหหาปริมาณ bak ในผลิตภัณฑอ่ืนหรือวิเคราะหสารควอเทอร
นารีชนิดอื่นที่ตกคางในสิ่งแวดลอม

จากการทดลองกําจัดสีดวยเทคนิค solid phase extraction ดวย sep pak extract-clean cyano
สามารถกําจัดสีของกากน้ําตาลไดแตปริมาณสารที่วิเคราะหไดมีคานอยเมื่อความเขมขนกากน้ําตาล
มากขึ้น  เพื่อใหการวิเคราะหถูกตองมากขึ้นควรจะมีการเพิ่มขั้นตอนการกําจัด matrix ดวยวิธีอ่ืน
กอนผานขั้นตอนการ preconcentration ดวย sep pak  นอกจากนี้อาจพัฒนาขั้นตอนเทคนิค solid
phase extraction  โดยทดลอง
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General Linear Model 
 
 ตารางที่ 16 แสดงขอมูลกลุมประชากรที่วิเคราะหทางสถิติสําหรับ homologue C12ของสารเบนซอลโคเนียมคลอ
ไรด 
 

Between-Subjects Factors

5% 27
7% 27
15% 27

autsahakarn
chonburi 27

singburi 27
rayong 27

1
2
3

CONC

1

2
3

TYPE

Value Label N

 
 
  
ตารางที่ 17 แสดงผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติของ homologue C12ของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด 
 

Descriptive Statistics

6.5422 .1002 9
9.4667 9.592E-02 9

19.9067 1.1752 9
11.9719 5.8824 27

3.7867 1.118E-02 9
4.2311 3.919E-02 9

12.1567 .3068 9
6.7248 3.9222 27
1.6300 2.291E-02 9
1.6578 1.641E-02 9
5.0767 2.236E-02 9
2.7881 1.6492 27
3.9863 2.0495 27
5.1185 3.3115 27

12.3800 6.2084 27
7.1616 5.6088 81

TYPE
1
2
3
Total
1
2
3
Total
1
2
3
Total
1
2
3
Total

CONC
1

2

3

Total

CARBON12
Mean

Std.
Deviation N
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ตารางที่18 แสดงการทดสอบผลของปจจัยของกลุมประชากรศึกษาที่มีผลตอปริมาณ homologue C12 
Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CARBON12

2504.699b 8 313.087 1881.723 .001 .995 15053.787 1.000
4154.375 1 4154.375 24968.699 .001 .997 24968.699 1.000
1146.322 2 573.161 3444.823 .001 .990 6889.647 1.000
1120.188 2 560.094 3366.286 .001 .989 6732.572 1.000

238.189 4 59.547 357.892 .001 .952 1431.569 1.000
11.980 72 .166

6671.054 81
2516.679 80

Source
Corrected Model
Intercept
CONC
TYPE
CONC * TYPE
Error
Total
Corrected Total

Type III
Sum of

Squares df
Mean

Square F Sig.
Eta

Squared
Noncent.

Parameter
Observed

Powera

Computed using alpha = .05a. 

R Squared = .995 (Adjusted R Squared = .995)b. 

ตารางที่19  แสดงผลจากการประเมินผลของพารามิเตอรตางๆของ homologue C12 
 

Parameter Estimates

5.077 .136 37.337 .001 4.806 5.348 .951 37.337 1.000
14.830 .192 77.125 .001 14.447 15.213 .988 77.125 1.000

7.080 .192 36.820 .001 6.697 7.463 .950 36.820 1.000
0b . . . . . . . .

-3.447 .192 -17.925 .001 -3.830 -3.063 .817 17.925 1.000
-3.419 .192 -17.780 .001 -3.802 -3.036 .814 17.780 1.000

0b . . . . . . . .
-9.918 .272 -36.471 .001 -10.460 -9.376 .949 36.471 1.000
-7.021 .272 -25.819 .001 -7.563 -6.479 .903 25.819 1.000

0b . . . . . . . .
-4.923 .272 -18.105 .001 -5.465 -4.381 .820 18.105 1.000
-4.507 .272 -16.573 .001 -5.049 -3.965 .792 16.573 1.000

0b . . . . . . . .
0b . . . . . . . .
0b . . . . . . . .
0b . . . . . . . .

Parameter
Intercept
[CONC=1]
[CONC=2]
[CONC=3]
[TYPE=1]
[TYPE=2]
[TYPE=3]
[CONC=1] * [TYPE=1]
[CONC=1] * [TYPE=2]
[CONC=1] * [TYPE=3]
[CONC=2] * [TYPE=1]
[CONC=2] * [TYPE=2]
[CONC=2] * [TYPE=3]
[CONC=3] * [TYPE=1]
[CONC=3] * [TYPE=2]
[CONC=3] * [TYPE=3]

Dependent Variable
CARBON12

B Std. Error t Sig.
Lower
Bound

Upper
Bound

95% Confidence
Interval

Eta
Squared

Noncent.
Parameter

Observed
Powera

Computed using alpha = .05a. 

This parameter is set to zero because it is redundant.b. 
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Post Hoc Tests 
 
CONC 
 

ตารางที่ 20   แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนเชิงซอนของปริมาณ homologue C12ที่มีในตัวอยาง
กากน้ําตาลแตละความเขมขน  
 
 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: CARBON12

5.2470* .111 .001 4.9695 5.5245
9.1837* .111 .001 8.9062 9.4612

-5.2470* .111 .001 -5.5245 -4.9695
3.9367* .111 .001 3.6592 4.2142

-9.1837* .111 .001 -9.4612 -8.9062
-3.9367* .111 .001 -4.2142 -3.6592
5.2470* .111 .001 5.0257 5.4683
9.1837* .111 .001 8.9624 9.4050

-5.2470* .111 .001 -5.4683 -5.0257
3.9367* .111 .001 3.7154 4.1580

-9.1837* .111 .001 -9.4050 -8.9624
-3.9367* .111 .001 -4.1580 -3.7154

(J) CONC
2
3
1
3
1
2
2
3
1
3
1
2

(I) CONC
1

2

3

1

2

3

Scheffe

LSD

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig.
Lower
Bound

Upper
Bound

95% Confidence
Interval

Based on observed means. The error term is Error.
The mean difference is significant at the .05 level.*. 
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TYPE 
 
 
ตารางที่ 21  แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนเชิงซอนของปริมาณ homologue C12ที่มีในตัวอยาง
กากน้ําตาลแตละโรงงาน 
 
 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: CARBON12

-1.1322* .111 .001 -1.4097 -.8547
-8.3937* .111 .001 -8.6712 -8.1162
1.1322* .111 .001 .8547 1.4097

-7.2615* .111 .001 -7.5390 -6.9840
8.3937* .111 .001 8.1162 8.6712
7.2615* .111 .001 6.9840 7.5390

-1.1322* .111 .001 -1.3535 -.9109
-8.3937* .111 .001 -8.6150 -8.1724
1.1322* .111 .001 .9109 1.3535

-7.2615* .111 .001 -7.4828 -7.0402
8.3937* .111 .001 8.1724 8.6150
7.2615* .111 .001 7.0402 7.4828

(J) TYPE
2
3
1
3
1
2
2
3
1
3
1
2

(I) TYPE
1

2

3

1

2

3

Scheffe

LSD

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig.
Lower
Bound

Upper
Bound

95% Confidence
Interval

Based on observed means. The error term is Error.
The mean difference is significant at the .05 level.*. 
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General Linear Model 
 
  ตารางที่ 22 แสดงขอมูลกลุมประชากรที่วิเคราะหทางสถิติสําหรับ homologue C14ของสารเบนซอลโคเนียม  
คลอไรด 

 
Between-Subjects Factors

5% 27
7% 27
15% 27
autsahakarn
chonburi 27

singburi 27
rayong 27

1
2
3

CONC

1

2
3

TYPE

Value Label N

 
 
 
  ตารางที่ 23  แสดงผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ homologue C14ของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด 
   

Descriptive Statistics

8.4011 8.328E-02 9
11.9200 .1200 9

9.2511 .1322 9
9.8574 1.5316 27
4.6478 3.492E-02 9
6.1867 8.631E-02 9
6.2922 2.333E-02 9
5.7089 .7677 27
2.0344 7.265E-03 9
2.7844 3.206E-02 9
2.6711 3.018E-02 9
2.4967 .3373 27
5.0278 2.6633 27
6.9637 3.8426 27
6.0715 2.7431 27
6.0210 3.1911 81

TYPE
1
2
3
Total
1
2
3
Total
1
2
3
Total
1
2
3
Total

CONC
1

2

3

Total

CARBON14
Mean

Std.
Deviation N
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ตารางที่ 24 แสดงการทดสอบผลของปจจัยกลุมประชากรศึกษาที่มีผลตอปริมาณ homologue  C14 
Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CARBON14

814.258b 8 101.782 18310.644 .001 1.000 146485.149 1.000
2936.436 1 2936.436 528264.942 .001 1.000 528264.942 1.000

735.382 2 367.691 66147.608 .001 .999 132295.215 1.000
50.699 2 25.349 4560.348 .001 .992 9120.696 1.000
28.178 4 7.045 1267.309 .001 .986 5069.238 1.000

.400 72 5.559E-03
3751.094 81

814.659 80

Source
Corrected Model
Intercept
CONC
TYPE
CONC * TYPE
Error
Total
Corrected Total

Type III
Sum of

Squares df
Mean

Square F Sig.
Eta

Squared
Noncent.

Parameter
Observed

Powera

Computed using alpha = .05a. 

R Squared = 1.000 (Adjusted R Squared = .999)b. 

 ตารางที่ 25  แสดงผลจากการประเมินผลของพารามิเตอรตางๆของ homologue  C14 

Parameter Estimates

2.671 .025 107.480 .001 2.622 2.721 .994 107.480 1.000
6.580 .035 187.218 .001 6.510 6.650 .998 187.218 1.000
3.621 .035 103.030 .001 3.551 3.691 .993 103.030 1.000

0b . . . . . . . .
-.637 .035 -18.115 .001 -.707 -.567 .820 18.115 1.000
.113 .035 3.225 .002 4.327E-02 .183 .126 3.225 .889

0b . . . . . . . .
-.213 .050 -4.292 .001 -.312 -.114 .204 4.292 .989
2.556 .050 51.415 .001 2.456 2.655 .973 51.415 1.000

0b . . . . . . . .
-1.008 .050 -20.276 .001 -1.107 -.909 .851 20.276 1.000

-.219 .050 -4.404 .001 -.318 -.120 .212 4.404 .991
0b . . . . . . . .
0b . . . . . . . .
0b . . . . . . . .
0b . . . . . . . .

Parameter
Intercept
[CONC=1]
[CONC=2]
[CONC=3]
[TYPE=1]
[TYPE=2]
[TYPE=3]
[CONC=1] * [TYPE=1]
[CONC=1] * [TYPE=2]
[CONC=1] * [TYPE=3]
[CONC=2] * [TYPE=1]
[CONC=2] * [TYPE=2]
[CONC=2] * [TYPE=3]
[CONC=3] * [TYPE=1]
[CONC=3] * [TYPE=2]
[CONC=3] * [TYPE=3]

Dependent Variable
CARBON14

B Std. Error t Sig.
Lower
Bound

Upper
Bound

95% Confidence
Interval

Eta
Squared

Noncent.
Parameter

Observed
Powera

Computed using alpha = .05a. 

This parameter is set to zero because it is redundant.b. 
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Post Hoc Tests 
 
CONC 
 

ตารางที่ 26  แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนเชิงซอนของปริมาณ homologue C14ที่มีในตัวอยาง 
กากน้ําตาลแตละความเขมขน 
 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: CARBON14

4.1485* .020 .001 4.0978 4.1992
7.3607* .020 .001 7.3100 7.4115

-4.1485* .020 .001 -4.1992 -4.0978
3.2122* .020 .001 3.1615 3.2629

-7.3607* .020 .001 -7.4115 -7.3100
-3.2122* .020 .001 -3.2629 -3.1615
4.1485* .020 .001 4.1081 4.1890
7.3607* .020 .001 7.3203 7.4012

-4.1485* .020 .001 -4.1890 -4.1081
3.2122* .020 .001 3.1718 3.2527

-7.3607* .020 .001 -7.4012 -7.3203
-3.2122* .020 .001 -3.2527 -3.1718

(J) CONC
2
3
1
3
1
2
2
3
1
3
1
2

(I) CONC
1

2

3

1

2

3

Scheffe

LSD

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig.
Lower
Bound

Upper
Bound

95% Confidence
Interval

Based on observed means. The error term is Error.
The mean difference is significant at the .05 level.*. 
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TYPE 
 
 

ตารางที่ 27  แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนเชิงซอนของปริมาณ  homologue  C14ที่มีในตัว
อยาง 
กากน้ําตาลแตละโรงงาน 
 

Multiple Comparisons

Dependent Variable: CARBON14

-1.9359* .020 .001 -1.9866 -1.8852
-1.0437* .020 .001 -1.0944 -.9930
1.9359* .020 .001 1.8852 1.9866

.8922* .020 .001 .8415 .9429
1.0437* .020 .001 .9930 1.0944
-.8922* .020 .001 -.9429 -.8415

-1.9359* .020 .001 -1.9764 -1.8955
-1.0437* .020 .001 -1.0842 -1.0033
1.9359* .020 .001 1.8955 1.9764

.8922* .020 .001 .8518 .9327
1.0437* .020 .001 1.0033 1.0842
-.8922* .020 .001 -.9327 -.8518

(J) TYPE
2
3
1
3
1
2
2
3
1
3
1
2

(I) TYPE
1

2

3

1

2

3

Scheffe

LSD

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig.
Lower
Bound

Upper
Bound

95% Confidence
Interval

Based on observed means. The error term is Error.
The mean difference is significant at the .05 level.*. 
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ประวัติผูวิจัย 

 
             นางสาว กุลธิดา  แหวนเพชร  เกิดวันที่   24  มีนาคม  พ.ศ.2517  ที่ กรุงเทพมหานคร    สําเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาเคมี   คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
ในปการศึกษา 2539 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรสหสาขาวิชาวิทยาศาสตรสภาวะแวดลอม  
ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   เมื่อ พ.ศ. 2540 
 
 
 
 
 
 
 
 




