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                 งานวิจัยนี้ไดวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดไดแก สารประกอบเบน
ซอลโคเนียมคลอไรด  (bak) ซ่ึ งเปนสารฆ าเชื้อที่มี ในตัวอยางกากน้ํ าตาลดวยเทคนิค  ion suppression 
chromatography โดยเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 มิลลิ เมตร  x 250 มิลลิ เมตร )  เฟสเคลื่อนที่
คือสารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ปรับ pH เทากับ 5.00±0.01  อัตราสวน 50 : 50 
v/v   อัตราสวนเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดดวย uv detector ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร    จาก
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วิเคราะหสาร bak ดวยเทคนิค ion pair chromatography โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18 ( 3.9 มิลลิเมตร x 
150 มิลลิเมตร)  เฟสเคลื่อนที่คือ สารละลายเมธานอล : สารละลายเกลือโซเดียมเฮปเทนซัลโฟนิก ความเขมขน 5 
มิลลิโมลาร    ที่ปรับpH เทากับ 3.50   อัตราสวนเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตร/นาที   ตรวจวัดดวย uv detector ที่
ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร ที่สภาวะดังกลาวตรวจพบเฉพาะปริมาณรวมของสาร bak  
 
                  จากการทดลองกําจัดสีซ่ึงรบกวนการวิเคราะหสาร bak ที่มีในตัวอยางกากน้ําตาลดวยเทคนิค solid 
phase extraction โดยใช sep pak ODS พบวาไมสามารถกําจัดสีในกากน้ําตาลไดหมด  เมื่อทดลองกําจัดสีใน
กากน้ําตาลโดยใช  sep pak extract-clean cyano และตัวชะคือสารละลายผสมของสารละลายอะซิโตไนไตร : 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรปรับ pH= 5.00±0.01 อัตราสวน 70 : 30 v/v  พบวาสามารถกําจัดสีในกากน้ําตาล
ไดและ เมื ่อตรวจวัด ในตัวอยา งกากน้ําตาลทั้ง 13 แหงโดยใชสภาวะการทดลองดังกลาวและตรวจวัดดวย
เทคนิค ion suppression chromatography ตรวจพบ homologueC1 2และ  homologueC14 ของสาร bak ใน
ตัวอยางกากน้ําตาล 3 แหง  โดยปริมาณที่ตรวจพบที่ความเขมขนกากน้ําตาล 5% > 7% >15%  
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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 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 
กากน้ําตาลเปนผลิตผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล  กากน้ําตาลโดยทั่วไปมีองค
ประกอบคลายคลึงกันแตมีปริมาณขององคประกอบแตกตางกัน  ลักษณะของกากน้ําตาลมีสีน้ําตาล
เขมเปนของเหลือที่สามารถนํามาใชในการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียในระดับอุตสาหกรรมโดยเฉพาะการ
หมัก (คงพัฒน พงษไพบูลย, 2523)   และถูกนํามาใชประโยชนในทางอุตสาหกรรมอื่นๆ เชน  
อุตสาหกรรมการหมักเพื่อผลิตแอลกอฮอล   อุตสาหกรรมการผลิตยีสต  อุตสาหกรรมการผลิตผงชู
รส   ใชผสมเปนอาหารสัตวและสงออก (สถาบันคนควาและพัฒนาผลผลิตทางการเกษตร, 2540 )   
 
               โดยทั่วไปโรงงานน้ําตาลจะเติมสารฆาเชื้อในกากน้ําตาลเพื่อปองกันการเนาเสียของกาก
น้ําตาลเนื่องจากเชื้อจุลินทรียซ่ึงปริมาณสารฆาเชื้อที่เติมในกากน้ําตาลมีความสําคัญเพราะถามี
ปริมาณนอยกากน้ําตาลจะเนาเสียแตถามีปริมาณมากเกินไปทําใหเกิดการตกคางของของสารใน
ผลิตภัณฑที่ใชกากน้ําตาล     เมื่อโรงงานน้ําตาลปลอยกากน้ําตาลที่เนาเสียสูส่ิงแวดลอมทําใหเกิด
การสะสมของสารฆาเชื้อที่มีในกากน้ําตาล    สารฆาเชื้อที่ใชเปนสารประกอบควอเทอรนารี
แอมโมเนียมคลอไรด ไดแก สารประกอบ cetyltrimethylammonium bromide (ctab), benzalkonium 
chloride (bak)hexemine x-100,  qemiquat 2850,  talocide q,  well-q   
 
                จากการศึกษาวิจัยเพื่อวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรด
ดวยเทคนิค Ferricyanide method, Reineckate  method, Thin layer chromatography, Bromophenol  
blue(Ambrus G, 1943)   ซ่ึงวิธีที่กลาวขางตนสามารถวิเคราะหไดแตปริมาณรวมของสารประกอบค
วอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรด แตไมสามารถแยกองคประกอบของสารประกอบควอเทอรนารี
แอมโมเนียมคลอไรดไดตอมาไดมีการพัฒนาการวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอเทอรนารี
แอมโมเนียมคลอไรดดวยเทคนิค  Gas Chromatography (GC) และ  High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC)  
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   เนื่องจากสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดเปนสารที่ระเหยยากเมื่อ
วิเคราะหดวยเทคนิค GC ตองเตรียมในรูปของอนุพันธและสารเกิดการสลายตัว เทคนิคดังกลาวจึง
เปนเทคนิคที่ไมเหมาะสมเหมือนเทคนิค HPLC ซ่ึงสามารถแยกและหาปริมาณ homologue ของสาร
ประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดและปริมาณรวมของสารประกอบประกอบควอเทอร
นารีแอมโมเนียมคลอไรดได  
 
                จากการศึกษาที่ผานมาเปนการวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียม
คลอไรด ที่มีในตัวอยางของน้ํายาลางตา เครื่องดื่ม แตยังไมมีการวิเคราะหปริมาณสารประกอบควอ
เทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดในตัวอยางกากน้ําตาล ดังนั้นงานวิจัยคร้ังนี้ทําเพื่อศึกษาการวิเคราะห
ปริมาณประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดดวยเทคนิค HPLC เพื่อใชสารประกอบควอ
เทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดเปน markerในการติดตามถึงแหลงที่มาของกากน้ําตาลเมื่อมีการ
ปลอยกากน้ําตาลสูส่ิงแวดลอมหรือใชตรวจสอบการตกคางของสารที่มีในผลิตภัณฑ 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

    1. ศึกษาเทคนิคในการตรวจวัดสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดที่ตกคาง
ใน  ตัวอยางกากน้ําตาลไดในระดับต่ําดวยเทคนิค HPLC  

 2. ประยุกตเทคนิคทาง HPLC ในการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียม
คลอไรด เพื่อใชเปน marker ในตัวอยางกากน้ําตาล 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
1. ไดวิธีวิเคราะหหาปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดที่ตกคางใน       

กากน้ําตาลไดระดับต่ําใหผลที่แมนยํา 
              2. ไดเสนอแนวทางในการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดที่ตก    

คางในผลิตภัณฑอ่ืนและในสิ่งแวดลอม 
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บทท่ี  2 

 
ทฤษฎีท่ีเก่ียวของ 

 
2.1 หลักการพื้นฐานของโครมาโทกราฟ 

 
โครมาโทกราฟ (chromatography) เปนเทคนิคที่ใชแยกสารออกจากกันโดยอาศัยความแตก

ตางของการกระจายตัวของสารตัวอยางไประหวางสองเฟสคือเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ซ่ึงอาจ
เปนแกสหรือของเหลวกับเฟสอยูกับที่ (stationary phase) ซ่ึงอาจเปนของแข็งหรือของเหลวที่ลอม
รอบวัสดุชวยพยุงที่บรรจุในคอลัมน  เคลือบแผนกระจก หรือเคลือบบนกระดาษ เฟสอยูกับที่ทํา
หนาที่ในการแยกองคประกอบสารตัวอยางออกจากกัน  ความสามารถในการแยกสารขึ้นกับความ
จําเพาะของสารตัวอยางที่มีตอเฟสอยูกับที่เมื่อเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนผานเฟสอยูกับที่องคประกอบสาร
ชนิดตางๆในสารตัวอยางจะเคลื่อนผานเขาออกระหวางเฟสทั้งสองหลายๆครั้งหรือมีการหนวง
เหนี่ยวไวกับเฟสอยูกับที่ (พวงแกว  ลัคนทินพร,  2539)   

 
การกระจายตัวที่แตกตางกันขององคประกอบเกิดจากความแตกตางคุณสมบัติทางกายภาพ

หรือคุณสมบัติทางเคมี เชน จุดเดือด  การละลาย  ความมีขั้ว     ทําใหแตละองคประกอบเคลื่อนที่
ผานเฟสอยูกับที่ดวยอัตราเร็วที่แตกตางกันนําไปสูการแยกในที่สุด การจําแนกเทคนิคทางโครมา
โทกราฟสามารถจําแนกโดยใชเฟสเคลื่อนที่เชน ถา เฟสเคลื่อนที่ เปนแกสเรียก แกสโครมาโทก
ราฟ (Gas chromatography) ถา เฟสเคลื่อนที่ เปนของเหลวเรียกวา ลิควิดโครมาโทกราฟ   
(Liquid chromatography) นอกจากนี้ยังจําแนกตามอัตรกิริยาดังรูปที่ 1 
 

HPLC (High performance liquid chromatography) เปนเทคนิคทางคอลัมนโครมาโทกราฟ
ที่มีการพัฒนาโดยลดขนาดอนุภาคที่บรรจุและใชปมที่มีแรงดันสูงชวยในการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 
องคประกอบใดที่เกิดอัตรกิริยาหรือกระจายตัวในชั้นของเฟสอยูกับที่ไดดีกวาจะใชเวลาอยูใน
คอลัมนไดนานสวนสารหรือองคประกอบใดที่มีอันตรกิริยาหรือกระจายตัวในเฟสเคลื่อนที่ไดดีกวา
จะถูกชะ(elute) ออกจากคอลัมนไดเร็วกวา  HPLC มีขอดีคือ มีประสิทธิภาพสูงในการแยกสาร ให
ผลที่ถูกตอง ใชเวลานอย ไมมีขอจํากัดในเรื่องคุณสมบัติการกลายเปนไอและความเสถียรทางความ
รอน 
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 สามารถใชงานไดทั้งการวิเคราะหเชิงคุณภาพ (qualitative analysis)  และการวิเคราะหเชิง
ปริมาณ (quantitative analysis) ปจจุบันไดนําเทคนิคนี้มาใชในงานหลายสาขาเชน ทางอุตสาห
กรรม วิทยาศาสตรการแพทยและทางดานวิทยาศาสตร 

 
                                                                   chromatography 

 
                      Gas  chromatography                                            Liquid  chromatography           

         GLC               GSC                                              Columnar           Planar 

                                                                          Classical               HPLC             Paper           

TLC 

                                                  LSC       LLC       BPC       IEC       SEC      

                                                                                             GPC                GFC     
     รูปที่ 1  แสดงการจําแนกวิธีการทางโครมาโทกราฟ (ที่มา: พวงแกว 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 
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2.2 สวนประกอบของเครื่องมือ HPLC  
 
 HPLC เปนเครื่องมือที่นิยมใชในการวิเคราะหและแยกสารเกือบทุกชนิดเปนเครื่องมือที่มี
ความไว (sensitivity) สูง  สามารถประยุกตใชในการหาปริมาณไดอยางรวดเร็ว แมนยํา  สวน
ประกอบที่สําคัญของ HPLC แสดงดังรูปที่ 2 
 

 
 
 
 
 
 
 

                        รูปที่ 2 แสดงสวนประกอบของเครื่อง HPLC (ที่มา: สุนันท  รังสีกาญจนสอง, 2534) 
 
Mobile phase reservoir โดยทั่วไปมักใชพวกแกวหรือ stainless stell  เนื่องจากตัวทําละลาย

ที่ใชใน HPLC ตองปราศจากฟองอากาศซึ่งอาจเขาไปรบกวนการทํางานของปมหรือ detector จึง
ตองมีการขจัดฟองอากาศโดยการกรองตัวทําละลายที่ตองการใชผาน Millipore filter ภายใตสูญญา
กาศ สวนปมที่ใชงานใน HPLC จะออกแบบเพื่อขับเฟสเคลื่อนที่ใหมีอัตราการไหลสม่ําเสมอ มี
ความดันคงที่และมี pulse เกิดนอยที่สุด ปมที่นิยมใชในระบบ HPLC ไดแก Reciprocating pump 
ซ่ึงทํางานสองจังหวะคือจังหวะดูดเปนจังหวะที่บรรรจุเฟสเคลื่อนที่และจังหวะผลักเปนจังหวะที่ขับ
เฟสเคลื่อนที่เขาสูระบบ HPLC ทําใหเกิดการแทนที่ที่แนนอนของเฟสเคลื่อนที่ตอหนึ่งหนวยเวลา  

 
 คอลัมนใน HPLC ประกอบดวยวัสดุบรรจุที่มีขนาด 3-10 ไมครอนโดยทั่วไปบรรจุในทอ

stainless steel มีความยาวโดยทั่วไป 25-30 เซนติเมตรและสามารถจําแนกออกเปนชนิดตางๆ โดย
พิจารณาจากเสนผาศูนยกลางภายในไดดังนี้( เคมีสาร,  2537) 

 
                     Microbore   column             เสนผาศูนยกลางภายใน 1-2  มิลลิเมตร 
  Analytical    column               ,,                      3-5      ,, 
  Preparative  column                                    ,,                     >10     ,,  
 

Mobile phase 
      Reservoir 

filter Pump 
injection 

column 
 

Data system Detector 
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              ภายในคอลัมนจะบรรจุอนุภาคของเฟสอยูกับที่ซ่ึงวัสดุที่นิยมใชเปนเฟสอยูกับที่คือ ซิลิกา
เจล มีลักษณะดังรูปที่ 3 

 

 
 
                  รูปที่ 3 วัสดุที่บรรจุใน HPLC คอลัมน (ที่มา: Veronika R.Meyer , 1998) 
 
ซิลิกาเจลประกอบดวยหมู Si-OH ที่มีความเปนขั้วสูงแตมีขอเสียคือไมมี reproducibility จึง

ไดมีการดัดแปลงเปนแบบ boned phase  โดยบดบัง Si-OH ดวยหมูที่ทําปฏิกิริยากับหมู Si-OH ซ่ึง
วิธีพื้นฐานการเกิดพันธะทางเคมีระหวาง stationary liquid phase กับ supporter ซ่ึงเปนซิลิกามีอยู 3 
วิธีไดแก 

 
1. การเกิดปฏิกิริยาของ silanol group กับแอลกอฮอล(ROH)ซ่ึงหมู R อาจเปนหมูอัลคิล

หรือ 
ฟงกช่ันกรุปอื่นซึ่ง bond ของ silyl ถูก hydrolyseไดงายใน aqueous solution 

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

กับเอมีนเกิดเปน Si-N  
                      
            Si-OH   + SOCl2                                               Si-Cl    + SO2 + HCl 
                          thionyl chloride 
            Si-Cl     + H2N-R                                              Si-NH-R   +  HCl 
 

    Si-OR   +   H2O 



 7

3. การเกิด Si-O-Si-C โดยการทําปฏิกิริยาของ silanol group กับ monochlorosilaneหรือ
dichlorosilane ซ่ึงเปน 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 Rเปนพวกไมมีขั้วเชน C18, C8 การจับ

ของตัวถูกละลายขึ้นกับจํานวนและชนิดของหมู อัลเคนที่ใช   สวนกรณีของ size exclusion 
chromatography เฟสอยูกับที่ที่ใชไดแก polystyrene divinylbenzene (PSDVB)  เมื่อสารตัวอยางถูก
แยกผานคอลัมนจะผานตอไปยังเคร่ืองตรวจวัด ซ่ึงเครื่องตรวจวัดที่ดีควรมีความไว (sensitivity) 
เพียงพอ มีสัญญาณตอบรับที่ดี ไมไวตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลเฟสเคลื่อนที่และอุณหภูมิ 
ใหคาความสัมพันธของความเขมขนและสัญญาณตอบรับเปนเสนตรง (linearity)ในชวงกวาง ไม
ทําลายสารตัวอยางและมี internal volume นอยๆเพื่อลดปญหาความกวางของพีก  

 
 เครื่องตรวจวัดที่ใชในเทคนิค HPLC แบงออกเปนสองประเภทคือ bulk property detector

และแบบ solute property detector เครื่องตรวจวัดประเภท bulk property detector จะวัดคุณสมบัติ
ทางกายภาพของเฟสเคลื่อนที่เมื่อมีและไมมีสารตัวอยางละลายอยูเปรียบเทียบกันจะมีสภาพไวต่ํา
กว าแบบ solute property detector   ตั วอย าง เครื่ อ งตรวจวัดชนิ ดนี้ ได แก   refractive index, 
conductivity สวนแบบ solute property detector จะวัดคุณสมบัติทางกายภาพแตละสวนประกอบ
ของสารตัวอยางที่แยกออกมาตัวอยางเครื่องตรวจวัดประเภทนี้ไดแก ultraviolet visible absorbance, 
fluorescence, electrochemical detector    
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2.3 กลไกการแยกทาง HPLC 
 

HPLC สามารถจําแนกการแยกตามกลไกโดยอาศัยอัตรกิริยาระหวางสารกับเฟสอยูกับที่เปน
หลัก   

 
 2.3.1 Adsorption   Chromatography หรือ Liquid solid Chromatography (LSC) 

         เปนเทคนิคใชแยกสารที่มีสภาพขั้วแตกตางกัน โดยใชเฟสอยูกับที่ชนิดที่มีขั้วและ
เฟสเคลื่อนที่ชนิดไมมีขั้ว  อนุภาคที่บรรจุใชสารอนินทรียที่มีขั้วเชนซิลิกาหรือ alumina เปนเฟสอยู
กับที่และสารไฮโดรคารบอนท่ีไมมีขั้วเชน เฮกเซน เมธิลีนคลอไรดเปนเฟสเคลื่อนที่ (สุนันท รังสี
กาญจนสอง, 2534) กลไกการแยกเกิดจากอัตรกิริยาของเฟสอยูกับที่กับฟงชั่นกรุปของโมเลกุลของ
สารตัวอยางที่มีขั้ว  การเหนี่ยวร้ังเปนสัดสวนโดยตรงกับจํานวนและชนิดของฟงชั่นนัลกรุป
ที่มีขั้ว ฟงชั่นนัลกรุปของสารที่สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ silanol group อิสระที่อนุภาคจะถูก
เหนี่ยวร้ังแตเนื่องจากพื้นที่ผิวของซิลิกามีสมบัติเปนกรดออนเมื่อสารที่เปนเบสไปเกาะทําใหเกิด 
tailing peak  นอกจากนี้มักดูดซับน้ําหรือสารมีขั้วทําให active site ถูก deactivate ทําใหยากตอกา
รชะใหไดพีกที่สมมาตร 

 
  2.3.2 Partition Chromatography 

สามารถจําแนกไดเปน 2 แบบคือ liquid liquid chromatography ซ่ึงใชของเหลวที่เปนเฟสอ
ยูกับที่เคลือบบนสารที่เปน inert support  โดยท่ีเฟสเคลื่อนที่และเฟสอยูกับที่ไมละลายซึ่งกันและ
กันแตเนื่องจากในทางปฏิบัติทั้งสองเฟสละลายกันไดบางทําใหเฟสอยูกับที่มีปริมาณนอยลงเมื่อ
เปล่ียนสัดสวนของเฟสเคลื่อนที่  จึงมีการพัฒนาแบบ bonded  phase chromatography โดยทําให
เกิดพันธะเคมีกับอนุภาคที่ใชเปน innert support  ชนิดของ bonded phase chromatography สามารถ
จําแนกเปน 

1) Normal phase chromatography เฟสอยูกับที่มีสภาพขั้วมากกวาเฟสเคลื่อนที่กลไกการ
แยกเหมือนกับ Adsoprtion  chromatography 

2) Reverse phase chromatography เฟสอยูกับที่เปนหมูฟงกช่ันที่ไมมีขั้วหรือมีสภาพขั้ว
นอยกวาเฟสเคลื่อนที่ 

เฟสอยูกับที่ที่นิ ยมใชใน  reverse phaseไดแก  C18, C8และ  alkyl aromatic phenyl  เฟส
เคลื่อนที่เปนตัวทําละลายที่มีขั้วเชน น้ํา สารละลายบัฟเฟอร สารละลายเมธานอล  กลไกการแยกขึ้น
กับความแตกตางของ hydrophobicity หรือความไมมีขั้วของสาร สารที่ไมมีขั้วจะถูกหนวงเหนี่ยว
ไดดีบนคอลัมนและถูกชะออกชากวาสารที่มีขั้วความเร็วของการถูกชะจะเพิ่มเมื่อลดสภาพข้ัว
ของเฟสเคลื่อนที่  เทคนิค reverse phase สามารถประยุกตใชแยกสารพวกไอออนิก สารประกอบที่
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สามารถแตกตัว(ionizable  compound) โดยดัดแปลงเฟสเคลื่อนที่ดวยการควบคุม pH หรือการเติม
สารพวก modifier เชน counter ion ลงในเฟสเคลื่อนที่สามารถจําแนกตามกลไกไดเปน 

 
-   Ion suppression chromatography   ใชแยกสารที่แตกตัวในสารละลายที่เปนน้ําหรือสาร

พวกไอออนิกโดยการปรับ pH ของเฟสเคลื่อนที่เพื่อใหสารอยูในรูปสารที่ไมแตกตัว (nonionic) 
สารที่แตกตัวที่ pH ของเฟสเคลื่อนที่จะถูกชะออกมากอนสวนพวกที่ไมแตกตัวจะถูกยึดเหนี่ยว 
(retain) บนคอลัมน  การควบคุมการยึดเหนี่ยวของสารไอออนิกโดยวิธี ion suppression จะปรับ 
ionic strengthและ pH ของเฟสเคลื่อนที่ใหอยูในชวงที่เหมาะสมคือ pH ชวง 3-8 ผลของ pHที่มีตอ
การยึดเหนี่ยวสารพวกไออนิกบนคอลัมน  reverse phase ขึ้นกับความเขมขนของไฮโดรเจน
ไอออน(H+)  ความสัมพันธของคา retention  time หรือ capacity factor กับคา pH-pKa แสดงไดดัง
รูปที่ 4 

 
 
รูปที่ 4 แสดงผลของ pH ที่มีตอการยึดเหนี่ยวของสารไอออนิก (ที่มา: Waters sourcebook 

for chromatography column and supplies, 1985 อางถึงใน  พวงแกว  ลัคนทินพร, 
2539)   

จากรูปสารพวกกรดออนจะ retain บนคอลัมนนานเมื่อ pH เฟสเคลื่อนที่นอยกวาคาpKa 
และถูกชะเร็วเมื่อ pH เฟสเคลื่อนที่สูงกวาคา pKa สวนสารพวกเบสจะใหผลในทางตรงขาม การ
แยกโดยเทคนิคนี้จะใหพีกที่แหลมแคบกวาการแยกที่ใชเฟสเคลื่อนที่เหมือนกัน 
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  -     Ion  pair  chromatography  เปนเทคนิคที่ใชแยกสารพวกกรดแก เบสแก ซ่ึงไมสามารถ
ถูก suppression ในรูปสารที่ไมแตกตัวชวง pH 2-8  วิธี ion pair ทําโดยการปรับ pH เฟสเคลื่อนที่
และเติมสารที่ใชเปน ion pair reagent ที่มีประจุตรงขามกับประจุสารตัวอยาง counter ion ที่เติมจะ
ไปจับกับไอออนสารตัวอยางเกิด ion pair complex ในรูปสารที่ไมแตกตัวจึงถูกหนวงเหนี่ยวบน
คอลัมนนานและถูกชะออกมาชากวาสารในรูปไอออนิก   

     ion  pair reagent ที่นิยมใชสําหรับสารพวกเบสไดแก alkylsulfonate sodium salt เชน   
pentanesulfonate sodium salt,  hexanesulfonate sodium salt    สวนสารพวกกรด ion pair reagent ที่
ใชเปนสารพวกควอเทอรนารีเอมีนเชน tetrabutyl ammonium phosphate, tetrabutyl amine  การใช
ไอออนทั้งสองชนิดนิยมใชที่ความเขมขน  0.003 M และ 0.005 M  การควบคุมการแยกหรือ 
retention time ของสารโดยเทคนิคนี้พิจารณาจากความเขมขนของตัวทําละลายอินทรีย ขนาดและ
ความเขมขนของ ion pair reagent ที่ใช   ถาเพิ่มความยาวของหมูอัลคิลหรือความเขมขนของ ion 
pair reagent  คา k ′ของสารจะเพิ่มขึ้น 

 
       2.3.3  Ion  exchange  chromatography   

         กลไกการแยกโดยเทคนิค ion exchange เกี่ยวของกับสมดุลการแลกเปลี่ยนไอออน
ระหวางไอออนสารตัวอยางกับ counter ion ของ ion exchanger ที่ทําหนาที่เปนเฟสอยูกับที่และเฟส
เคล่ือนที่คือ สารละลายบัฟเฟอรที่มีประจุเหมือนไอออนสารตัวอยาง  กลไกการแยกจะเกิดการแขง
ขันระหวางไอออนสารตัวอยางกับไอออนที่มีในเฟสเคลื่อนที่ในการจับกับ ion exchanger การปรับ
ปรุงความจําเพาะ(selectivity)ทําไดโดยการเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายบัฟเฟอรและ ionic 
s trength เพื่อลดการจับบนผิวของ  ion exchanger   

        สารที่ ใช เป น  ion exchanger มีทั้ ง  organic และ  inoganic resin ซ่ึ ง  ion exchanger 
จําแนกไดเปน anion  exchanger มีประจุบวกเปน active ionic groupไดแกสารประกอบควอเทอร
นารีเอมีนใชในการแยกสารที่มีประจุลบสวน cation exchange  เฟสอยูกับที่มีประจุลบเปน active 
ionic group ไดแก พวก sulfonic acid เปนพวก stong cationic group หรือ พวก carboxylic acid เปน 
weak cationic groupใชแยกสารที่มีประจุบวก 

 
        2.3.4 Size exclusion chromatography  

          เปนเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยความแตกตางขนาดโมเลกุลของสารอนุภาคสารที่
ใชเปนเฟสอยูกับที่เปนพวกโพลีเมอรที่มีรุพรุนขนาดสม่ําเสมอ  ถาสารตัวอยางมีขนาดใหญกวา
ขนาดอนุภาคเฟสอยูกับที่จะถูกชะออกมาใชเวลาอยูในเฟสเคลื่อนที่มาก  
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 กลไกการแยกโดยเทคนิคนี้ตัวถูกละลายไมเกิดอัตรกิริยาทางเคมีกับสารที่เปนเฟสอยูกับที่
แตจะแยกสารตามขนาดโมเลกุลของสารสามารถแบงไดเปน 2 ประเภทคือ  

1) Gel  filtration  chromatography (GFC) เฟสอยูกับที่เปนสารพวก hydrophillic 
เฟสเคลื่อนที่เปนพวกน้ําใชแยกสารพวกโปรตีน 

              2)   Gel   permeation  chromatography (GPC) เฟสอยูกับที่เปนพวก hydrophobic 
 เฟสเคลื่อนที่เปนตัวทําละลายอินทรีย 
 

 
2.4 พารามิเตอรพื้นฐานทางโครมาโทกราฟ 
 

การที่จะแยกสารออกจากกันไดอยางมีประสิทธิภาพพารามิเตอรพื้นฐานที่ตองพิจารณาได
แก   

2.4.1  Retention   time (tR)   เปนคาที่แสดงถึงระยะเวลาที่ เฟสเคลื่อนที่พาสารตัวอยาง
เคลื่อนผานเฟสอยูกับที่หรือคือเวลาตั้งแตเร่ิมฉีดสารตัวอยางเขาสูคอลัมนจนถึงตําแหนงที่เปนจุด
ยอดของพีกทางโครมาโทแกรมดังรูปที่ 5 

 

 
          รูปที่ 5  แสดงโครมาโทแกรมการหาคาพาามิเตอรตางๆ(ที่มา: สุนันท รังสีกาญจนสอง, 2534) 

 
               คา tR เปนพารามิเตอรที่ใชในการวิเคราะหทางคุณภาพแตเมื่อสภาวะการทดลองเปลี่ยนคา 
tRจะมีคาไมคงที่จึงใชพารามิเตอรอ่ืนเชน corrected  retention  time (tR′) ,  relative  retention time 
แทน 
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      2.4.2  Correct retention time ( tR′)  คือระยะเวลาที่สารตัวอยางถูกหนวงเหนี่ยวไวกับเฟสอยู
กับที่ 

 
tR ′ =   tR  - t0 

 
โดยที่  t0  คือ dead time หรือ เวลาที่สารที่ไมยึดเหนี่ยวคอลัมนเคลื่อนผานเฟสอยูกับที่หรือเทียบเทา
กับเวลาที่โมเลกุลของเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนผานเฟสอยูกับที่ 
 

 
             2.4.3 Retention  volume (VR) คือปริมาตรทั้งหมดของเฟสเคลื่อนที่ที่ใชพาสารตัวอยางออก
จากเฟสอยูกับที่ หาไดจากความสัมพันธระหวางอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่กับ retention time 
 ดังสมการ 

  
 VR   = f tR 

 
  โดยที่ VR    คือ    retention volume   
      F      คือ   อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่   (มิลลิลิตร/นาที) 
                  tR       คือ    retention  time ของสารตัวอยาง 
 
 
      2.4.4   Corrected retention  volume  (VR′)  คือปริมาตรของเฟสเคลื่อนที่ที่ใชพาสารตัว

อยางออกจากเฟสอยูกับที่  แสดงความสัมพันธดังสมการ 
 

VR′= VR-V0 =Ft0 

 
 โดยที่V0  คือ dead  volume หรือ void  volume เปนปริมาตรที่เฟสเคลื่อนที่เคล่ือนผานเฟสอยู
กับที่ 
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2.4.5  Capacity  factor (k′ ) เปนคาที่บอกถึงการหนวงเหนี่ยวของสารบนคอลัมนหาไดจาก
ความสัมพันธ 
                                                                         k′ =  tR – t0 /   t0 

 
คา  k ที่เหมาะสมควรมีคาระหวาง 1< k′ <10 ในกรณีที่คา k′ ที่ไดจากการทดลองไมเหมาะ

สมอาจทําใหการแยกของสารไมดีการปรับเปลี่ยนคา k′ใหเหมาะสมทําไดโดยปรับเปลี่ยนสัดสวน
ผสมหรือความแรงของตัวทําละลายหรือเฟสเคลื่อนที่ โดยพิจารณาจากความแรงของตัวทําละลาย
จาก elutropic series ซ่ึงจัดลําดับความแรงตัวทําละลายสําหรับเฟสอยูกับที่แตละชนิดดังตารางที่ 1 
ในทางปฏิบัติเพื่อใหการแยกเกิดขึ้นและไมใชเวลาในการแยก k′นานถาตองการเพิ่มคา k′ ใชเฟส
เคลื่อนที่ที่มีความแรงนอยในทางตรงขามถาตองการลดคาใหใชเฟสเคลื่อนที่ที่มีความแรงมาก 
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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) เปนคาที่บอกถึงการแยกของพีกสารที่ติดกันวาแยกออกจากกันได
ดีเพียงใดและเปนคาที่บอกใหทราบวาคอลัมนหรือเฟสอยูกับที่มีสภาวะการทํางานดีเพียงใด ในการ
แยกสารคา α จะตองมีคามากกวา1จึงจะมีการแยกเกิดขึ้น คา α สามารถหาไดจากความสัมพันธดัง
สมการ 
 

                                                                 α  = tR2′/ tR1′ =  k2′ / k1′ 
 
             โดยที่   α    คือ  คา selectivity   factor               

k2′  คือ  คา capacity  factor ของพีกที่สอง 
   k1′  คือ คา capacity factor ของพีกแรก             

tR1′ คือ คา corrected  retention time ของพีกแรก 
tR2 ′คือ คา correction retention time ของพีกที่สอง 
 

                 การควบคุมหรือการเปลี่ยนคา α เพื่อใหสารสองชนิดที่ใกลกันแยกออกจากกันทําได
โดยการปรับเปลี่ยนองคประกอบเฟสเคลื่อนที่ โดยเปลี่ยนชนิดของตัวทําละลายที่เปนองคประกอบ
หรือการเปลี่ยน pH ของเฟสเคลื่อนที่ นิยมใชกับการแยกสารที่มีการแตกตัวเปนไอออน การเปลี่ยน 
pH ของเฟสเคลื่อนที่จะทําใหคา α เปลี่ยนแปลงแตคา k′ เปลี่ยนแปลงไมมากนักนิยมใชในเทคนิค 
ion exchange, ion pair และ ion suppression  นอกจากนี้อาจเปลี่ยนชนิดของคอลัมนหรือเปล่ียน
อุณหภูมิของคอลัมน  
 

           2.4.7 Column  efficiency  ประสิทธิภาพของคอลัมนพิจารณาไดจากความกวางของพีกที่
ถูกชะคอลัมนที่มีประสิทธิภาพที่ดีพีกจะมีฐานที่แคบและพีกแยกออกจากกัน  คาที่ใชพิจารณาประ
สิทธิภาพคอลัมนคือจํานวนเพลทของคอลัมน (Number of theoretical plate, N) สามารถคํานวณได
จากดังสมการ 

 
                                                                   N = a (tR/W)2 
           

                โดยที่   N  คือ  คา Number of  theoretical plate                  
                             tR คือ   คา retention time ของสาร 

                     W คือ ความกวางของพีกที่ตําแหนงความสูงที่กําหนด 
                      a  คือ  คาคงที่ขึ้นกับการวัดความกวางของพีกดังตารางที่2 
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   ตารางที่ 2 แสดงคาคงที่ a จากการวัดความกวางของพีกโดยวิธีตางๆ (ที่มา:พวงแกว  ลัคนทินพร,  
2539) 

 
                         วิธี                                                                               a 
           ความกวางของพีกที่คร่ึงหนึ่งของความสูง                            5.54    
          ความกวางของพีกที่ 4.4%ของความสูง                                    25 
                     Tanger                                                                           16 

        
            การคํานวณคา N มีประโยชนใชในการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของคอลัมนที่ใชเมื่อทํา
การทดลองที่สภาวะเดียวกันถาคอลัมนใดใหคา N สูงคอลัมนนั้นมีประสิทธิภาพที่ดี  
 

  2.4.8  Heigh equivalent of a theoretical  plate (HETP) เปนคาที่บอกถึงประสิทธิภาพของ
คอลัมนซ่ึงหาไดจากความสัมพันธ 

 
                                                                 H =  L/N 
       โดย      H คือ คา Heigh  equivalent  of  a theoretical plate 
               L  คือ ความยาวของคอลัมน 
                    N คือจํานวนเพลท หรือ number of  theoretical  plate 
 
 2.4.9 Resolution (Rs) เปนคาที่บอกใหรูวาพีกของสารสองชนิดที่อยูติดกันแยกออกจากกันดี
เพียงใดพิจารณาไดจากความสัมพันธ 

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

             โดยที่    W1  คือ ความกวางของพีกแรก                  
                          W2    คือ ความกวางของพีกที่สอง 

                    tR1   คือ คา retention  time ของพีกแรก      
                           tR2   คือ คา retention time ของพีกที่สอง    
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2.5  กระบวนการผลิตน้ําตาล 
 

          การผลิตน้ําตาลจากออยคือการแยกน้ําตาลซูโครสออกจากตนออยภายหลังจาการกําจัด
ส่ิงเจือปนตางๆออกจนไดผลึกของน้ําตาลซูโครสที่บริสุทธิ์สามารถแบงเปนขั้นตอนตางๆดังตอ
ไปนี้ 

1. การสกัดน้ําออยออกจากออย (Extraction of juice) 
2. การทําน้ําออยใหบริสุทธิ์ (Purification  of  juice ) 
3. การตกผลึกน้ําตาล (Crytallization) 
4.  การแยกผลึกน้ําตาลออกจากน้ําตาล (Purging) 

                กระบวนการผลิตน้ําตาลเริ่มจากนําออยที่ผานการชั่งน้ําหนักผานสายพานลําเลียงออยไป
ยังใบมีดจากนั้นออยจะถูกลําเลียงไปยังลูกหีบ (mills) เพื่อทําการสกัดน้ําออยหรือการหีบออย ใน
ระหวางการหีบสกัดจะมีการพรมน้ําโดยใหความรอนที่อุณหภูมิ 70oC เพื่อสกัดน้ําออยออกมาใหได
มากที่สุด น้ําออยที่สกัดไดจากลูกหีบแตละชุดจะไหลรวมกันเรียกวา น้ําออยรวม (mixed juice) ซ่ึงมี
คา pHประมาณ 5.5 การหีบสกัดออยถาใชเวลาในการหีบสกัดออยนานเกินไปจะเกิดการสูญเสียน้ํา
ตาลเนื่องจากการเกิดอินเวอรชั่น และถาลูกหีบสกปรกจะเกิดการหมักหมมของจุลินทรียพวก 
Leuconostoc mesenteroides ทําใหน้ําออยมีลักษณะเหนียวคลายวุน(กรมวิชาการเกษตร, 2523) 
 
                จากนั้นน้ําออยที่ไดจากการหีบสกัดมีสีเขียวคล้ําและขุนจะผานกระบวนการทําน้ําออยให
บริสุทธิ์ซ่ึงโดยทั่วไปไดแก กระบวนการคือดีฟเคชั่น (defication  process)    โดยใชปูนขาวปรับ
สภาพน้ําออยใหเปนกลางและจับตัวเปนตะกอนของสารประกอบปูนขาวที่ไมละลายน้ํา(วรรณ
นภา, 2538) น้ําออยเมื่อผานระบวนการดังกลาวแลวจะมีลักษณะใสจากนั้นนําน้ําออยใสที่ไดผานไป
ยังหมอตมสุญญากาศเพื่อระเหยน้ําออกกอนสงไปยังถังพักเพื่อผานขั้นตอนการเคี่ยวและขั้นตอน
การตกผลึกน้ําตาล และขั้นตอนการปนแยกผลึกน้ําตาลออกจากกากน้ําตาล 
 
 
 ออย                การหบีสกัด                           การทําใหใส                   การตมระเหย                 การเคี่ยวตกผลึก 
  
                                                          
                  การพรมน้ําใหกากออย                                                                                         การปนแยกผลึก      
                                                                                                                                           
                       รูปที่ 6 แสดงขั้นตอนการผลิตน้ําตาลทรายดิบ (ที่มา: สันต  ฉายาตระกูล,   2529) 

ออย 

น้ําตาลทรายดิบ การพรมน้ํากากออย 
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                สวนน้ําตาลทรายขาวเปนผลึกน้ําตาลซูโครส ผลิตเหมือนน้ําตาลทรายดิบแตมีการฟอกสี
น้ําออยและน้ําเชื่อมตามกรรมวิธี ซัลฟเตชั่น  คารโบเนชั่น  และion exchange resin  
 
   2.5.1 กากน้ําตาล(Molasses) 

เปนผลิตผลพลอยไดจาการผลิตน้ําตาลทรายที่มีประโยชนมีลักษณะเปนของเหลวขน
เหนียวสีน้ําตาลปนดําเปนของเหลวที่หลอเล้ียงผลึกน้ําตาลโดยทั่วไปแบงเปน 3 ชนิด ( ภัทรา มณี
ธวัช , 2520)  ขึ้นกับกรรมวิธีการผลิตน้ําตาลไดแก   

1. Blackstrap molasses     หมายถึง กากน้ําตาลที่ไดจากการผลิตน้ําตาลทรายขาว 
  2. Refinary         molasses     หมายถึง กากน้ําตาลที่ไดจาการผลิตน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ 

3. Invert  molasses  หมายถึงกากน้ําตาลที่ไดจากการกระทําบางสวนของน้ําออย
แปร     สภาพใหขนขึ้นโดยการระเหยเปนกากน้ําตาลที่ไมมีน้ําตาลชนิดที่จะนําไปผลิต
เปนน้ําตาลทรายได 

 
- สวนประกอบโดยทั่วไปของกากน้ําตาล  

                                 รอยละ 
น้ํา 17-25 
น้ําตาลซูโครส 30-40 
น้ําตาลอินเวอรส 10-25 
เถา 7-15 
สารอินทรียที่ไมใชน้ําตาล 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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  - ประโยชนของกากน้ําตาล 
  นํามาใชในอุตสาหกรรมตางๆเชน อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล  อุตสาหกรรมเปนผล
พลอยไดจากการผลิตแอลกอฮอลเชน ethylene, acetone, chloroform, อุตสาหกรรมการผลิตยีสต อุต
สาหกรรมการหมัก อุตสาหกรรมการผลิตผงชูรสและสงเปนสินคาออก เพื่อปองกันการเกิด 
inversion ของน้ําตาลจากแบดทีเรียและปองกันการเนาเสียของกากน้ําตาลสามารถนํากากน้ําตาลไป
ใชประโยชนในอุตสาหกรรมการหมัก    ในกระบวนการผลิตน้ําตาลจึงมีการเติมสารฆาเชื้อซ่ึงเปน
สารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียม (Quaternary ammonium compound) หรือ quat เชน  สาร
ประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด (Benzalkonium chloride) ซ่ึงมีช่ือทางการคาอื่นไดแก zephiran, 
Rodalon, Germinol, BTC, Benirol, Roccal, Osvan เป น ต น  Benzalkonium chloride เป น ส า ร
ประกอบที่ใชฆาเชื้อแบดทีเรียสวนมากจะใชในผลิตภัณฑทางเภสัชกรรมเชน น้ํายาลางตา นอกจาก
นี้ยังใชเปนสารลดแรงตึงผิว  ใชทําความสะอาดในอุตสาหกรรมนมและอาหาร(Troller,1993)   สาร
ประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมสามารถเตรียมไดหลายวิธีขึ้นกับโครงสรางของผลิตภัณฑสุด
ทายที่ตองการแตสวนมากไดจากการทําปฏิกิริยาของ 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   อาจจะเปน   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 มีสูตรโครงสรางดังรูปที่ 7 

                         
                รูปที่ 7  แสดงสูตรโครงสรางของbenzalkonium chloride(ที่มา: Tayor R.B, 1992) 
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 ลักษณะสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดจะเปนผงสีขาวหรือ gelatin ละลายไดดีในน้ํา 
แอลกอฮอล ละลายบางในเบนซิน ไมละลายในอีเธอร มีคุณสมบัติเปนสารพวก cationic surfactant   
คา LD50 orally ในกบ 30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  นอกจากสารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรดแลว
ในกระบวนการผลิตยังใชสารฆาเชื้อซ่ึงเปนสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมชนิดอื่นเชน 
Hexamine X100, Qemiquat 2850, W ell-Q และ Talocide Q เพื่อลดสีของน้ําออย ควบคุมกล่ิน ลด
การเกิด inversion ของน้ําตาล โดยทั่วไปในกระบวนการผลิตจะเติมสารฆาเชื้อในขั้นตอนกอนและ
หลังการหีบออยและเติมไปในน้ําออยรวม 

 
  การวิเคราะหตัวอยางดวยเทคนิค HPLC สารตัวอยางที่นํามาฉีดเขาระบบไดตองเปนสาร
ละลายที่ใสไมมีส่ิงเจือปน ส่ิงที่จําเปนเพื่อใหไดผลการวิเคราะหที่ถูกตองคือการเตรียมตัวอยางเชน 
การสกัดดวยตัวทําละลาย การกรอง  การทําปฏิกิริยา การตกตะกอน การเตรียม derivat ize และ
วิธี solid phase extraction วิธีที่ใชบอยคือการสกัดดวยตัวทําละลายแตวิธีนี้อาจพบปญหาจากการ
เกิดemulsion   เทคนิค solid  phase extraction เปนวิธีเตรียมตัวอยางที่ใชหลักการ partition เหมือน
การสกัดดวยตัวทําละลายแตจะใชของแข็งเปนตัวจับสารที่สนใจโดยของแข็งจะบรรจุใน SPE เรียก
วา sep pak ( ชูชีพ พึ่งสมพงษ, 1996)  ขอดีการใช sep pakในการเตรียมตัวอยางคือประหยัดเวลา
เพราะมีขั้นตอนการเตรียมตัวอยางนอย   ใหความแมนยําสูงเมื่อทําปริมาณวิเคราะหไมเกิดปญหา 
emulsion 

ขั้นตอนการใช sep pak ในการเตรียมตัวอยางไดแก 
1. condition    เปนการเตรียม packing ที่บรรจุในแทง SPEใหพรอมรองรับตัวอยาง 
2. load            เปนการใสตัวอยางลงไปเพื่อใหจับกับ packing ที่บรรจุใน sep pak 
3. rinse           เปนการขจัดสารที่จับกับ solid  phase extractionไดนอยออก 
4. elution   เปนการดึงเอาสารที่สนใจที่เกาะกับ packing ที่บรรจุใน sep pak ออกเพื่อนําไป

วิเคราะหตอ 
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วิธีการเลือก SPE ใหเลือก packing ที่บรรจุใน sep pak มี polarity ตรงกับสารที่ตองการแยก
ตัวอยางการเลือก cartridge แสดงดังตารางที่ 3 

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

Sorbent ห รื อ 
Packing Material 

   คุณสมบัติท่ีผิว การวิเคราะหท่ีใช 

C18 Hydrophobic 
bonded silica 

- แยกสาร Hydrophobic ออกจากสารละลาย aqueous 
- ยา และ metabolite ของยา ในเลือด น้ําเหลืองและปสสาวะ 
- สารอินทรียปริมาณนอยในตัวอยางน้ํา น้ําเสีย 
- กรดอินทรีย ในพวกเครื่องดื่มและไวน 
- Peptide ในตัวอยางเลือด น้ําเหลือง และของเหลวในรางกาย 

C8 Hydrophobic  
non-polar  bonded  

- แยกสาร Hydrophobic ออกจากสารละลาย aqueous 
-ใชเมื่อตองการใหสาร retain นอยลงกวาแบบ C18 
- ยาและ metabolite ของยาในเลือด น้ําเหลืองและปสสาวะ 
- Peptide ในตัวอยางเลือด น้ําเหลือง และของเหลวในรางกาย 

Silica Hydrophilic Polar 
(Neutral) 

- แยกสารที่มี polarity ต่ํา ถึงปานกลางออกจากสารละลาย  
   non-aqueous 
-ไวตามิน A D E K 
- ยาฆาแมลง 
-ไขมันชนิดตางๆ 
- สารสกัดจากธรรมชาติ pigment จากพืช 
- สารอินทรียสังเคราะห 

Cyanopropyl 
CN 

Hydrophobic 
moderately nonpolar 
(Neutral) 

- วิเคราะหสารที่ละลายใน aqueous, organic 
- ยาและ metabolite ของยาจากน้ําใสวนตางๆของรางกาย 
- ยาฆาแมลง 
- peptide ที่มีโครงสรางเปนสาร hydrophobic 
- metabolite จากเชื้อราและผลิตภัณฑจากการหมัก 
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  2.6   เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

 Auerbach, Lioyd และ  Particia (1943) ไดห าป ริม าณ สารประกอบควอ เทอรน ารี
แอมโมเนียมไดแก สารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด (bak)โดยวิธี colorimetric method ใน
สารละลายทิงเจอรที่มีความเขมขน 100 พีพีเอ็ม โดยทําใหเกิดสารประกอบของควอเทอรนารี
แอมโมเนียมกับสารละลายโบรโมฟนอลบลูอัตราสวน1:1โดยมวลในสารละลายโซเดียมคารบอเนต
และสกัดแยกสารประกอบเชิงซอนใหอยูในชั้นของสารละลายเอธิ ลีนคลอไรดและวัดความเขม
สีของสารประกอบเชิงซอน 

 
 Meryer (1980) ใชเทคนิค reverse phase HPLC วิเคราะหหาปริมาณสารประกอบเบนซอล

โคเนียมคลอไรด (bak)  ที่มีในน้ํายาลางตาความเขมขน 0.004% โดยใช   µ bondapak CN 10 µm  
(30 cm  x  4 mmi.d) เปน เฟสอยูกับที่    เฟสเคลื่อนที่ คือ  60% acetonitrile : 40% 0.1 M sodium 
acetateปรับ pH เทากับ 5 ดวยสารละลายกรดอะซิติก  อัตราการไหลเฟสเคลื่อนที่ 2.0 มิลลิลิตร/นาที 
ใชUVเปนเครื่องตรวจวัดตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 30 
ไมโครลิตร กรองตัวอยางผาน filter ขนาด 1 µm กอนฉีดผานระบบ HPLC จากการทดลองพบวา
เทคนิคนี้สามารถแยก homologue ของสารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด  โดยพบ homologue 
C12>C14>C16>C10, C18  คาขีดจํากัดการตรวจวัด (detection limit) มีคา 40 พีพีเอ็ม  คา reproducibility 
สําหรับ homologue C12 มีคาRSD ±  2.0% , homologue C14 มีคา RSD ±  3.7%และ homologue C16 
มีคา RSD ±  8.7% 
 

Ruyter, Chronnelly และ  Castagnoli  (1980)  ไดใช เทคนิค  ion pair RP HPLC แยกสาร
ประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมไดแก  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 อัตราสวน ( 20 : 80 v/v) สําหรับวิ เคราะห  neostigmine และ 
edrophnium ใชอัตราสวนสารละลายอะซิโตไนไตร : น้ํา ( 17 : 83 v/v)  อัตราการไหลของเฟส
เคล่ือนที่เทากับ 2.0 มิลลิลิตร/นาที    ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 214 นาโนเมตร    การ
ทดลองจะใหคาชวงความสัมพันธเปนเสนตรง  (linearity)  ของ   neostigmine  ที่ความเขมขน  0-
400  นาโนกรัม /มิ ล ลิ ลิ ตร , pyridostigmine ที ่ค วาม เข มขน  0-1000 นาโนกรัม /มิ ล ลิ ลิตร , 
edrophonium ที่ความเขมขน 0-1500  นาโนกรัม/มิลลิลิตร คาขีดจํากัดการตรวจวัดทุกสารมีคา 5 นา
โนกรัม/มิลลิลิตร   
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Victorio และ Kennedy (1982) หาปริมาณสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมไดแก 
ditallowdimethylammonium chloride (DTMAC) แ ล ะ  dodecyltrimethylammonium 
chloride(DDTMAC) ซ่ึ งปนสารที่ ไม ดู ดกลืน รังสี  UV และ  stearyldimethylbenzylammonium 
chloride(STEDBAC), 1-hexadecylpyridinium chloride ซ่ึงเปนสารที่ดูดกลืนรังสี UV ในแหลงน้ํา
โดยใช cyano amino column (25 cm x 4.6 mmi.d) เปนเฟสอยูกับที่   เฟสเคลื่อนที่คือสารละลาย
คลอโรฟอรม : สารละลายเมธานอล อัตราสวน (92 : 8 v/v) อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.0 
มิลลิลิตร/นาที  โดยใช conductivity เปนเครื่องตรวจวัดฉีดสารตัวอยางที่วิเคราะหปริมาตร 50 
ไมโครลิตร  วิเคราะหปริมาณสารดังกลาวโดยเก็บตัวอยางแหลงน้ําจากพื้นที่ที่ตางกัน 4 จุดปริมาตร 
100-200 มิลลิลิตร  

 
            จากนั้น  preserved ดวย  1% ฟอรมาลีนและเติม  linear alkylbenzene sulfonate (LAS)ใน
สภาวะที่เปนกรด จากนั้นสกัดแยกสารประกอบเชิงซอนใหอยูในชั้นของสารละลายเมธิลีนคลอไรด
นําไประเหยภายใตบรรยากาศไนโตรเจนและสกัดยอนกลับ (back extraction) ดวยน้ํากลั่น  นําสวน
ที่เหลือละลายในเฟสเคลื่อนที่ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร   จากการทดลองพบวาสารแตละชนิดใหคา 
r2>0.99 และคาขีดจํากัดการตรวจวัดของสารตัวอยางมีคา 0.02 ไมโครกรัมและคาการกลับคืนของ
สาร DTMAC มีคา 20 พีพีบี   STEDBAC มีคา 10 พีพีบีและ DDTMAC มีคา 10 พีพีบี  การวิเคราะห
โดยวิธีนี้เมื่อเพิ่มขั้นตอนการ back extraction ดวยน้ํากล่ันพบวาสามารถกําจัดสารที่สามารถแตกตัว
และลดความกวางพีกของ 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 เปน  internal standard   วิ เคราะหดวย
เทคนิค RP HPLC โดยมี µ bondapak CN 10 µm (30 cm x 4 mmi.d) เปนเฟสอยูกับที่ เฟสเคลื่อน
ที่คือสารละลายอะซิโตไนไตร :  0.161 M sodium propionate อัตราสวน (58 : 42 v/v) ปรับ pH เทา
กับ 5.35 ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 180 ไมโครลิตร ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นา
โนเมตร อัตราการไหลเฟสเคลื่อนที่ 2.0 มิลลิลิตร/นาที จากการทดลองพบวาเปนวิธีที่ลดปญหาการ
รบกวนจากสารพวก active alkaloid และเปนวิธีที่สามารถเพิ่มคา การกลับคืนของสารและมีความ
แมนยํา 
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Helboe  (1983)  ไดทําการแยกและหาปริมาณ long chain alkyltrimethylammonium ion ได
แก  Dodecyltrimethylammonium bromide, Stearyl tr imethylammonium bromide  โด ยใช
เฟส  อยูกับที่คือ 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 อัตราสวน (55 : 45 v/v)    ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร     
อัตราการไหลเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตร/นาที  การทดลองพบวา 5 mM toluenesulphonic acid หรือ 
0.4 mM sodiumnaphthalene2-sulphonate สามารถปรับปรุงรูปรางของพีกใหแหลมขึ้นสามารถ
วิเคราะหสารไดในระดับมิลลิกรัม/ลิตรและสามารถลดการเกิด tailing peak ของสารพวก long 
chain alkyltrimethylammoniuum และคาขีดจํากัดของการตรวจวัดของสารมีคา 0.4  nmol 

 
Elrod และ Timothy (1992)  ไดหาปริมาณสารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด (bak) ใน

ผลิตภัณฑน้ํายาลางตาโดยเทคนิค HPLC และ solid phase extraction หรือเทคนิค online column 
switching โดยใช  cyanopropyl  5 µm (15 cm x  4.6 mmi.d) เปนเฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่คือ 
น้ํ า  : THF : triethylamine อัตราส วน  ( 2500 : 1500 : 20 v/v) ปรับ  pH เท ากับ  3.0 ± 0.1   ดวย
กรดฟอสฟอริก  อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 2.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดดวยเครื่อง UV  ที่
ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 100 ไมโครลิตร และ preconcentration ดวย
เทคนิค solid phase extraction (SPE) โดยมี C18 เปน sep pak cartridge และตัวชะคือ 70%THF และ 
30%สารละลายเฟสเคลื่อนที่และใช เทคนิค   online column switchingโดยตอ  precolumn ของ 
Licrosorb RP 8   5 µm(10 mm x 4.6 mm i.d) กับ column switching system พบวาเมื่อเปรียบเทียบ
เทคนิค SPE เทคนิค online column switching พบวา online column switching ใหคาเปอรเซนตการ
กลับคืนของสาร  
99.9-103.7% และทั้งสองเทคนิคใหคา r2> 0.999 
 

Fan และ Wall  ( 1993 )  ศึกษาการหาปริมาณสารประกอบเบนซอลโคเนียมคลอไรด 
(bak)ในน้ํายาลางตาที่มี tyloxapol เปนสวนประกอบโดยใชเทคนิค solid phase extraction และ
วิเคราะหดวยเทคนิค reverse phase HPLC โดยใช nitrile bond silane CN 5 µm (150 mm x  4.6 
mmi.d.) เปนเฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่คือสารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตบัฟ
เฟอรปรับ pH= 5.00±0.1 อัตราสวน(60 :40 v/v) ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่ความยาวคลื่น 210 นา
โนเมตร  ทําการpreconcentration สารละลายมาตรฐานbakที่มีในตัวอยางโดยผานตัวอยางไปยัง 
cyanopropyl cartridgeโดยใชเฟสเคลื่อนที่เปนตัวชะ  การใชเทคนิค SPE สามารถลดการรบกวนที่
เกิดจาก  tyloxapol และไมมีพีกของ  solvent    จากการวิ เคราะหที่ ความเขมขน  0.014-0.042  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบคา r 2=0.999 คาเปอรเซนตการกลับคืนของสารมีคา 97-103% คา RSD 0.74-
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1.52%     พบวาเปนวิธีที่มีสภาพไว มีความจําเพาะ และมีความถูกตองในการหาสาร bak ในน้ํายา
ลางตาที่มี tyloxapol   เปนสวนประกอบ 

 
Paeson และคณะ  (1994) ศึกษาการวิ เคราะหหาปริมาณสารประกอบควอเทอรนารี

แอมโมเนียมไดแก benzalkonium chloride, cetylpylidinium chloride, cetrimide   ดวยเทคนิค thin 
layer chromatography โดยใชซิลิกาเจลเปนเฟสอยูกับที่เฟสเคลื่อนที่คือสารละลายเมธานอล : 25%
สารละลายโซ เดี ยมอะซิ เตด  : สารละลายอะซิ โตน  อัตราส วน  (65 : 35 : 20 v/v) โดยใช
tetrabutylammonium hydrogen sulphate เปน internal standard จากนั้นหาปริมาณสารประกอบควอ
เทอรนารีแอมโมเนียมโดยทําปฏิกิริยากับ 2% m/I2 และ 19 มิลลิลิตร สารละลายเมธานอล :  น้ํา  
อัตราสวน 1 : 1 v/v  กอนวิเคราะหดวย UV densitometry ที่ความยาวคลื่น 400 นาโนเมตร คาขีด
จํากัดการตรวจวัดมีคา 0.2 ไมโครกรัมเปนวิธีที่สามารถแยก homologue ของสารประกอบควอเทอร
นารีแอมโมเนียมโดยมีคา RSD 5% 

 
Kummerer และ  Eitel (1995)  ไดศึกษาการหาปริมาณสารประกอบควอเทอรนารี

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 โดยทําใหเกิดสารประกอบเชิงซอนของ Q+: BPB2- อัตราสวน 1 : 2 
ปรับ pH เทากับ 8 ดวยสารละลายฟอสเฟต จากนั้นสกัดแยกใหอยูในชั้นของคลอโรฟอรมนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงโดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 608 นาโนเมตร  พบวาการเกิด
สารประกอบเชิงซอน Q+: BPB2- อัตราสวน 1 : 2  ใหคาการดูดกลืนแสงเพิ่มมากขึ้นและมีสภาพไว 
(sensitivity) เพิ่มขึ้น 
 

Perhizkari, Miller และ Chen (1995)   ศึกษาการหาปริมาณสารประกอบเบนซอลโคเนียม
คลอไรด (bak)ในน้ํายาลางตาที่มี 10%Phenylephrine ดวยเทคนิค reverse phase HPLC โดยใช  
µ bondapak phenyl 10 µm (30 cm x 3.9 mmi.d) เปนเฟสอยูกับที่ เฟสเคลื่อนที่คือสารละลายอะซิ
โตไนไตร  :  50 Mm K3PO4 และ 57 mM hexanesulfonate ปรับ  pH เทากับ  6.3 ดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด อัตราสวนของเฟสเคลื่อนที่ 1.8 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดดวยเครื่อง UV ที่
ความยาวคลื่น 215 นาโนเมตร  ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 50 ไมโครลิตร  จากการทดลองพบวาคา
เฉล่ียเปอรเซนตการกลับคืนของสารละลาย bak ที่ความเขมขน 50-150% มีคา 103.8 ± 0.6% และที่
ความเขมขนดังกลาวใหความสัมพันธเปนสนตรงโดยมีคา r2 =1.00 (n=6) และจากการศึกษาความคง
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ตัวของสารและการรบกวนที่เกิดจากความรอน   ความเปนกรด เบส   รังสี UV  พบวาปจจัยดังกลาว
ไมทําใหเกิดการสลายตัวของสาร bak ในสารตัวอยาง และไมมีผลในการรบกวนพีกของสาร bak 
เปนวิธีที่ใหความแมนยําและเที่ยงตรง 

 
 Taylor และคณะ (1997) ไดใชเทคนิค HPLC ในการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารี

แอมโมเนียมไดแก 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 : สารละลายเมธานอลอัตราสวน(60 : 40 
v/v) และ  5 Mm tetrabutylammonium bromide (TBA)   สําห รับ  cetylpyridinium chloride (CPC) 
เฟสเคลื่อนที่คือ 20 mM phosphate buffer pH 2.5 : สารละลายเมธานอลอัตราสวน (60 : 40 v/v) 
และ 30 mM cetyltrimetylammonium bromide (CTAB) ฉีดสารละลายที่จะวิเคราะหปริมาตร 20
ไมโครลิตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.0 มิลลิลิตร/นาที  จากการทดลองพบวาCPCใหคาขีด
จํากัดของการตรวจวัด (detection limit) 5 µg/cm3, DQCมีคา detection limit 1.5 µg/cm3และคา
เปอรเซนตการกลับคืนของสาร (% recovery)ของ CPC เทากับ 95.3%, DQC มีคา 119% 

 
Toomey, Dalrymple และ  Jasperse (1997) ไดศึกษาการหาปริมาณสารควอเทอรนารี

แอมโมเนียมคลอไรดในยาสระผมโดยใช  spherisorb SCX 5 µm (150 mm x 4.6 mmi.d) เปนเฟสอ
ยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่คือ สารละลายเมธานอลที่มี 0.06 M amoniumformate อัตราการไหลเฟส
เคล่ือนที่ 1.0 มิลลิลิตร/นาที ตรวจวัดดวยเครื่อง Evaporate light scatter ปริมาตรสารละลายที่ฉีด 20 
ไมโครลิตร  โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน  N-hexadecyl N.N-dimethyl-1-hexadecaminium 
chloride, N,N-dimethyl-N–octadecylbenzenemethanaminium chloride ความเขมขน  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 คางคืน1 คืนกอนกรองผาน 0.45 µm PTFE filter   จาก
การทดลองพบวาความเขมขนที่วิเคราะหใหคา r2=0.999และพบวาวิธีนี้ใหผลที่ถูกตองแมนยําและ
เปนวิธีที่เหมาะในการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมที่ 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 
- บีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร  50 มิลลิลิตร  10 มิลลิลิตร 
- ขวดรูปชมพูขนาด  500 มิลลิลิตร  250 มิลลิลิตร 
- หลอดแกวขนาด 10 มิลลิลิตร 
- ไมโครปเปตขนาด 100ไมโครลิตร   200ไมโครลิตร                                   
 

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

gradeที่มี homologue C12 :  homologue C14 65 : 35 เปนสวนประกอบหลัก 
- ตัวอยางกากน้ําตาลจากโรงงานมิตรผล  หนองใหญ  ระยอง   ปราณบุรี  สิงหบุรี    

อุตสาหการชลบุรี  สระบุรี   อุตสาหการทีเอ็น  นิวกวาง   สหการชลบุรี  ตะวันออก   
บานโปง  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) ความเขม

ขน 1000 พีพีเอ็ม โดยชั่งสารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรดหนัก 0.2500 กรัมในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร เจือจางดวยน้ํากล่ันจนถึงขีดวัดปริมาตร  จากนั้นเตรียมสารละลาย
มาตรฐาน bak ความเขมขน 250 พีพีเอ็ม  100 พีพีเอ็ม  50 พีพีเอ็ม  10 พีพีเอ็ม  5 พีพีเอ็มและ 1 พีพี
เอ็ม โดยปเปตจาก stock solution ปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร  5 มิลลิลิตร  2.5 มิลลิลิตร  0.5 มิลลิลิตร 
0.25 มิลลิลิตรและ 0.05 มิลลิลิตร ตามลําดับใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร  

 
            จากนั้นศึกษาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่ (สารละลายเมธานอล : 5 mM 

heptane sulfonic  acid  sodium   salt  ที่ปรับ pH เทากับ 3.50 )   โดยกรองเฟสเคลื่อนที่ผาน 0.45 µ 
membrane filter ตรวจวัดดวย  uv-visible ที่ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร     อัตราการไหลของ
เฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/นาที โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18 (3.9 mmi.d x 150 mm) 

 
- เทคนิค ion suppression  chromtography 
 

      เตรียมสารละลายมาตรฐาน  bak ความเขมขน 50 พีพีเอ็ม  35 พีพีเอ็ม  10 พีพีเอ็ม  5 พีพี
เอ็ม  0.5 พีพีเอ็ม  0.25 พีพีเอ็ม    โดยปเปตจาก stock solution  ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 1.75 มิลลิลิตร  
0.50 มิลลิลิตร  250 ไมโครลิตร  25 ไมโครลิตรและ12.5 ไมโครลิตรตามลําดับ  ศึกษาอัตราสวนที่
เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่  (สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตที่ปรับ pH เทากับ 
5.00) เตรียมโดยนํา 85% กรดฟอสฟอริกละลายในน้ําปรับ pH เทากับ 5.00 ± 0.01 จากนั้นกรอง
ผาน 0.45 µ membrane filter ตรวจวัดดวย uv-visible photodiode array ที่ความยาวคลื่น 210 นาโน
เมตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา1.0 มิลลิลิตร/นาทีโดยเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 
mmi.d x 250 mm) 
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 3.3.2     ศึกษาชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหที่เปนไปตามกฏของเบียร 
 

             ทําการทดลองหาชวงความเขมขนของสาร bak ที่เปนสัดสวนโดยตรงกับการดูดกลืนแสง 
ตามกฏของเบียรโดยเตรียมตัวอยางสารละลายมาตรฐาน bak ที่มีความเขมขนตางกัน 5 ความเขมขน
คือ 250 พีพีเอ็ม  100 พีพีเอ็ม  50 พีพีเอ็ม  10 พีพีเอ็ม  5 พีพีเอ็มและ 1 พีพีเอ็ม ฉีดผานระบบ HPLC 
โดยใชสภาวะการทดลองทางโครมาโทกราฟตามขอ 3.3.1โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18(3.9 
mmi.d x 150 mm)  เฟสเคลื่อนที่ (สารละลายเมธานอล :  5 mM heptane sulfonic acid sodium salt 
ที่ปรับ pH เทากับ 3.50 ) จากนั้นทดลองซ้ําโดยมีเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 mmi.d x 250 
mm)    เฟสเคลื่อนที่คือ   (สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตที่ปรับ pH เทากับ 5.00 ± 
0.01)  สภาวะการทดลองตามขอ 3.3.1 สารละลายแตละความเขมขนถูกฉีดผานระบบ HPLC 2  คร้ัง
นําผลที่ไดมาเขียนกราฟระหวางคาพื้นที่พีกของสาร bak  กับความเขมขนของสาร bak 
 
 

3.3.3 การหาขีดจํากัดการตรวจวัด (detection limit) 
 
     เตรียมสารละลายมาตรฐาน bak หลายความเขมขนแลววิเคราะหหาวาความเขมขนใดให

โครมาโทแกรมที่อัตราสวนสัญญาณของสารละลาย bak ตอสัญญาณรบกวนไมนอยกวา 2 : 1 โดย
ใชสภาวะทางโครมาโทแกรมเปนไปตามขอ 3.3.1 
 
 

3.3.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมของตัวชะในการชะสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาล 
 
เตรียมสารละลายมาตรฐาน bak ความเขมขน 35 พีพีเอ็มผานไปยัง sep pak cyanopropylซ่ึง

condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตรและน้ํากล่ัน 3 มิลลิลิตรและลางดวยสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ปรับ pH= 5.00 ± 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (80 : 20 v/v) ปริมาตร 
3 มิลลิลิตรและชะสารละลายมาตรฐาน bak  ดวยสารละลายผสมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซ่ึง
ปรับ pH=5.00 ± 0.01 :  สารละลายอะซิโตไนไตร อัตราสวน 50 : 50   30 : 70   10 : 90  v/v  ตาม
ลําดับปริมาตร 4 มิลลิลิตรเก็บสารละลายที่ถูกชะปรับปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันวิเคราะห
ดวยเทคนิค HPLC โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 mmi.d  x 250 mm)   เฟสเคลื่อนที่คือ 
(สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตที่ปรับ pH เทากับ 5.00) อัตราสวน 50 : 50 v/v 
ตรวจวัดดวย uv-visible photodiode  array  detector ที่ความยาวคลื่น 210  นาโนเมตร    อัตราการ
ไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/นาที 
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3.3.5 การหาประสิทธิภาพการสกัด 
 

        เตรียมสารละลายมาตรฐาน bak ความเขมขน 25 พีพีเอ็มในขวดวัดปริมาตรขนาด 50
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนถึงขีดวัดปริมาตร และผานสารละลายมาตรฐานไปยัง sep pak 
ODS ซ่ึง condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตรและน้ํากลั่น 3 มิลลิลิตรและเก็บ
สารละลายที่ผาน sep pak ODS   วิเคราะหปริมาณสาร bakโดยเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18(3.9 
mmi.d x 150 mm)  เฟสเคลื่อนที่ (สารละลายเมธานอล :  5 mM heptanesulfonic acid sodium salt ที่
ปรับ pHเทากับ 3.50 ( 50 : 50 v/v)  ตรวจวัดดวย uv-visible ที่ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร อัตรา
การไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/นาที  

 
   เตรียมสารละลายมาตรฐาน bak ความเขมขน 35 พีพีเอ็ม  ในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันจนถึงขีดวัดปริมาตรและผานสารละลายมาตรฐานไปยัง sep pak 
cyanopropyl ซ่ึง condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตรและน้ํากลั่น 3 มิลลิลิตร
และลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรปรับ pH=5.00 ± 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (80 : 20 
v/v) ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและชะสารละลายมาตรฐาน bak ดวยสารละลายผสมสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร ปรับ pH= 5.00 ± 0.01 :  สารละลายอะซิโตไนไตร (30 : 70 v/v) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรเก็บ
สารละลายที่ชะดวยสารละลายผสมที่ใชเปนตัวชะปรับปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นและ
วิเคราะหดวยเทคนิค HPLC ฉีดสารละลาย bak ปริมาตร 100 ไมโครลิตร     โดยเฟสอยูกับที่คือ 
Hyperity cyano (4.6 mmi.d  x 250 mm)   เฟสเคลื่อนที่คือ (สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรปรับ pH เทากับ 5.00 ± 0.01) อัตราสวน 50 : 50 v/v ตรวจวัดดวย uv-visible 
photodiode arrayที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/
นาที 

      
3.3.6 การหาคา breakthrough ของ sep  pak 
 

เตรียมตัวอยางกากน้ําตาลความเขมขน 7% โดยชั่งตัวอยางกากน้ําตาลหนัก 3.5 กรัม เตรียม
สารละลายมาตรฐาน  bak ความเขมขน  35 พีพี เอ็ม  โดยป เปตจาก  stock solution ใ สข ว ด วัด
ปริมาตรขนาด  50 มิลลิลิตรที่มีตัวอยางกากน้ําตาลปรับปริมาตรจนถึงขีดวัดดวยน้ํากลั่น  ผานตัว
อยางกากน้ําตาลปริมาตร 5 มิลลิลิตร 10 มิลลิลิตร 15 มิลลิลิตรและ 20 มิลลิลิตรไปยัง sep pak 
extract-clean ซ่ึงcondition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 มิลลิลิตรและน้ํากลั่น 3 มิลลิลิตรและ
ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ปรับ pH= 5.00 + 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (80 : 20 
v/v)ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและชะสารละลายมาตรฐาน bak ดวยสารละลายผสมสารละลายฟอสเฟต
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บัฟเฟอร ปรับ pH = 5.00 ±0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร อัตราสวน(30 : 70 v/v) ปริมาตร 4 
มิลลิลิตรเก็บสารละลายที่ชะดวยสารละลายผสมที่ใช เปนตัวชะปรับปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตรดวยน้ํา
กล่ันและวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  โดยมีเฟสอยูกับที่คือ Hyperity cyano (4.6 mmi.d x 250 mm)  
เฟสเคลื่อนที่คือ ( สารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร ปรับ pH เทากับ 5.00)    
อัตราสวน (50 : 50 v/v) ตรวจวัดดวย uv-visible photodiode array ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 
อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีค า  1.0 มิลลิลิตร/นาที 

 
3.3.7 การวิเคราะหหาปริมาณสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาล 

 
   เตรียมสารละลายกากน้ําตาลมิตรผล,หนองใหญความเขมขน 3%,  5% โดยช่ังตัวอยางกาก

น้ําตาลหนัก 1.5 , 2.5 กรัมละลายในน้ํากล่ันใสขวดวัดปริมาตร 50 มิลลิลิตร condit ion sep pak 
ODSโดยตอsep pak เขากับชุด vacuum pump จากนั้น condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 
3มิลลิลิตรและน้ํากล่ัน 3 มิลลิลิตรผานตัวอยางสารละลายกากน้ําตาลปริมาตร10 มิลลิลิตรไปยัง sep 
pak เก็บสารละลายที่ผาน sep pak  วิเคราะหปริมาณสาร bak โดยเฟสอยูกับที่คือ Novapak C18(3.9 
mmi.d x 150 mm) เฟสเคลื่อนที่ (สารละลายเมธานอล : 5mM heptanesulfonic acid sodium salt ที่
ปรับ pHเทากับ 3.50 ( 50 : 50 v/v)  ตรวจวัดดวย  uv-visible ที่ความยาวคลื่น 254  นาโนเมตร อัตรา
การไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/นาที 

 
  จากนั้นเตรียมสารละลายกากน้ําตาลทั้ง 13 แหงความเขมขน  5%, 7%, 15%โดยชั่งตัวอยาง

กากน้ําตาลหนัก 2.5, 3.5, 7.5 กรัมละลายในน้ํากล่ันใสขวดวัดปริมาตร 50 มิลลิลิตรตอ sep pak 
extract-clean cyano เขากับชุด vacuum pump จากนั้น condition ดวยสารละลายเมธานอลปริมาตร 3 
มิลลิลิตรและน้ํากลั่นปริมาตร 3 มิลลิลิตร  ผานตัวอยางสารละลายกากน้ําตาลปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรปรับ pH= 5.00 ± 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (80 : 20 
v/v) ปริมาตร 3 มิลลิลิตรและชะสารละลายมาตรฐาน bak ดวยสารละลายผสมสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร ปรับ pH= 5.00 ± 0.01 : สารละลายอะซิโตไนไตร (30 : 70 v/v) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรเก็บ
สารละลายที่ชะดวยสารละลายผสมที่ใชเปนตัวชะปรับปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นและ
วิเคราะหดวยเทคนิคHPLC ฉีดสารละลาย bak ปริมาตร 100 ไมโครลิตร โดยเฟสอยูกับที่คือ 
Hyperity cyano (4.6 mmi.d  x 250 mm) เฟสเคลื่อนที่คือสารละลายอะซิโตไนไตร : สารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ปรับ pH เทากับ5.00 อัตราสวน (50 : 50 v/v) ตรวจวัดดวย uv-visible photodiode 
array dector ที่ความยาวคลื่น 210   นาโนเมตร  อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคา 1.0 มิลลิลิตร/
นาที 

 



























































































บทที่  5
อภิปรายผลการวิจัย

จากการศึกษาการวิเคราะหสารประกอบควอเทอรนารีแอมโมเนียมคลอไรดดวยเทคนิคทาง 
HPLC ไดแก ion pair chromatography และ ion suppression chromatography  พบวาเมื่อวิเคราะห
สารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรด (bak) ดวยเทคนิค ion pair chromatography โดยใช
Novapak C18เปนเฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่คือ สารละลายเมธานอล : 5mM heptanesulfonic acid 
sodium salt อัตราสวน 50 : 50 v/v  ตรวจวัดดวย  uv-visible ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรดังรูปที่  
8 พบวาสภาวะการทดลองดังกลาวสามารถตรวจวัดไดเฉพาะปริมาณรวมของสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรดไมสามารถแยก homologue C12 และ homologue C14

จากหลักการของเทคนิค ion pair chromatography จะเติมสารที่ใชเปน ion pair reagent ซ่ึง
มีประจุตรงขามกับสารตัวอยางโดย counterion ที่เติมลงไปจะจับกับไออนสารตัวอยางเกิดเปนสารที่
ไมแตกตัวในการทดลองเติมสาร heptanesulfonic acid sodium salt  เพื่อใหประจุลบ heptane 
sulfonic acid sodium salt จับกับประจุบวกของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดเปนสารที่ไมแตกตัว
สามารถpartition กับเฟสอยูกับที่ไดแตจากโครมาโทรแกรมรูปที่ 8 พบวาวิเคราะหปริมาณรวมของ
สารเบนซอลโคเนียมคลอไรดแตไมสามารถแยก homologue C12 และ homologue C14  เมื่อพิจารณา
พารามิเตอรทางโครมาโทกราฟที่ไดจากการคํานวณ ( พวงแกว ลัคนทินพร, 2539) คา k′= 1.68  
จากคาดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดจับกับสวนของเฟสอยูกับที่ไดนอยอาจ
เปนเพราะการเกิดปฏิกิริยาระหวางสาร bak  กับ ion pair reagent ไมเกิดแบบ ion pair แตเกิดแบบ 
ion exchanger บนผิวของเฟสอยูกับที่สาร bak บางสวนที่สามารถยึดเหนี่ยวกับเฟสอยูกับที่ได 
ปริมาณสาร bak ที่วิเคราะหไดจึงมีคานอย

เนื่องจากเทคนิค ion pair chromatography ไมสามารถแยก homologue C12และ homologue C14

ของสาร bak อาจเปนเพราะการปรับ pH= 3.50  สมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมี homologue 
C12และ homologue C14  ไมมีความแตกตางกันและการเกิดสมดุลทางเคมีการเกิดปฏิกิริยาระหวาง
สารที่ใชเปน ion pair reagent กับสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดเปนสารที่ไมแตกตัวตองใชเวลานาน
ทําใหการจับกันของ ion pair reagent  กับสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดเกิดไดเพียงบางสวน

จากการตรวจวัดดวย UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรดวยเทคนิค ion pair chromatography 
พบวาคาการดูดกลืนแสงของสาร bak ที่วิเคราะหไดมีคาต่ําอาจเปนเพราะสภาพไวในการตรวจวัด
สารเบนซอลโคเนียมคลอไรดมีคาต่ําเมื่อวิเคราะหดวยระบบทางโครมาโทกราฟดังกลาว
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เมื่อวิเคราะหหาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดในตัวอยางกากน้ําตาลพบวาสีในตัวอยางกากน้ํา
ตาลมีผลรบกวนการวิเคราะห  เพื่อลดการรบกวนการวิเคราะหดังกลาวจึงใชเทคนิค solid phase 
extraction เพื่อกําจัดสีและกําจัด matrix ที่มีในตัวอยางกากน้ําตาล  จากการทดลองใช sep pak ชนิด
ODS โดยใหสีและ matrix ที่มีในกากน้ําตาลจับกับ sep pak ODS และเก็บสวนของสารละลายเมื่อ
ผาน sep pak มาวิเคราะห  ผลที่ไดพบวาไมสามารถตรวจพบปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด
ในตัวอยางกากน้ําตาลจากหนองใหญและมิตรผลและเมื่อเติมสารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียม
คลอไรดความเขมขน 25 พีพีเอ็ม ในตัวอยางกากน้ําตาลและผานตัวอยางกากน้ําตาลไปยัง sep pak 
ODS พบวาปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่วิเคราะหไดมีคานอยเมื่อเปรียบเทียบกับสาร
ละลายมาตรฐานซึ่งไมผานขั้นตอน  solid   phase  extraction

  แสดงวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดบางสวนสามารถจับกับ sep  pak  ODS สาเหตุที่ผลการ
วิเคราะหไดปริมาณสารนอยอาจเปนเพราะการเลือก cartridge ที่ใชไมเหมาะสมในการแยกสารเบน
ซอลโคเนียมคลอไรดนอกจากนี้ยังพบวาการกําจัดสีดวยเทคนิค solid phase extraction โดยใช sep  
pak ODS สารละลายที่ไดเมื่อผานขั้นตอนดังกลาวยังคงมีสีเหลืองของกากน้ําตาลสีกากน้ําตาลที่มีอยู
อาจจะรบกวนการวิเคราะหทําใหปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่วิเคราะหไดมีคานอย
สาเหตุอ่ืนที่ไมสามารถตรวจพบสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดอาจเปนเพราะปริมาณสารที่มีอยูมีคา
นอยกวาขีดจํากัดการตรวจวัดของสารหรือสารฆาเชื้อที่เติมในกากน้ําตาลเปนสารประกอบควอ
เทอรนารีแอมโมเนียมชนิดอื่นซึ่งไมใชสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด

         เมื่อเปลี่ยนเทคนิคในการวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน bak ดวยเทคนิค ion suppression 
chromatography โดยใช Hyperity cyano เปนเฟสอยูกับที่และใชสารละลายอะซิโตไนไตร : สาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ปรับ pH= 5.00 ± 0.01   อัตราสวน 50 : 50 v/v  เปนเฟสเคลื่อนที่ตรวจวัด
ดวย uv-visible detector ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1.00 
มิลลิลิตร/นาที  พบวาที่สภาวะดังกลาวสามารถแยก  homologue C12และ homologue C14 ของ bak

 เนื่องจากเฟสอยูกับที่ประกอบดวยหมู cyano ซ่ึงมีความเปนขั้วมากกวา C18  และที่ pH 
5.00 สารเบนซอลโคเนียมคลอไรดสามารถ partition กับเฟสอยูกับที่ซ่ึงประกอบดวยหมู cyanoไดดี
ซ่ึง เมื่อพิจารณาจากคา  k′ ซ่ึงไดจากการคํานวณ (พวงแกว ลัคนทินพร, 2539) มีคา 2.072 สําหรับ 
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homologue C12 และคา k′ ของ homologue C14 มีคา 2.843 สามารถสนับสนุนเหตุผลดังกลาว โดย
กลไกการเกิดอาจเกิดจากการจับกันระหวางประจุบวกที่ตําแหนง ไนโตรเจนของสารเบนซอลโค
เนียมคลอไรดกับหมู cyano ของ silyl  group  ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวาง homologue 
C12 และ homologue C14 ของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด

             จากการทดลองโดยใชเทคนิค ion suppression พบวาสามารถวิเคราะหสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรดไดระดับต่ําแตเมื่อวิเคราะห homologue C12 และ homologue C14 ของสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรดที่ความเขมขนต่ําลักษณะพีกที่ไดเปน tailing ซ่ึงอาจเกิดจากการทําปฏิกิริยากับหมู silanol 
group ที่เหลือมีผลทําใหการวิเคราะหปริมาณสารเกิดความผิดพลาดนอกจากนี้ pH ของเฟสเคลื่อนที่
มีผลตอการแยกของสารถามีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยทําใหคา retention  time ที่ไดคลาด
เคลื่อน

          จากการทดลองเมื่อตรวจวัดปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดในตัวอยางกากน้ําตาลทั้ง 
13 แหงดวยเทคนิค ion suppresion chromatography พบวาสามารถตรวจวัดปริมาณสารเบนซอลโค
เนียมคลอไรดในตัวอยางกากน้ําตาล 3 แหงไดแก  สิงหบุรี   อุตสาหการชลบุรีและระยอง โดยตรวจ
พบ homologue C12 และ homologue C14  ของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด        จากผลดังกลาว
แสดงวาโรงงานสิงหบุรี  อุตสาหการชลบุรีและระยองใชสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดเปนสารฆา
เชื้อสวนอีก 10 โรงงานที่ไมตรวจพบสารสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดอาจเปนเพราะปริมาณสาร
เบนซอลโคเนียมคลอไรดที่มีอยูในตัวอยางกากน้ําตาลดังกลาวมีคานอยกวาขีดจํากัดการตรวจวัด
(detection limit) หรืออาจเปนเพราะใชสารฆาเชื้อซ่ึงเปนสารประกอบควอรเทอรนารแอมโมเนีย
คลอไรดชนิดอื่น เชน  ctab ซ่ึงมีสูตรโครงสรางตางจากสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด  ทําใหเมื่อ
วิเคราะหสารดังกลาวดวยเทคนิค  ion  suppression  chromotography โดยใชสภาวะดังกลาวไม
เหมาะสมในการตรวจวัดสารดังกลาว

จากการวิเคราะหปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด ที่มีในตัวอยางกากน้ําตาลทั้ง 3 แหง
ที่ความเขมขน 5% , 7% และ 15% และหาเปอรเซนตการกลับคืนของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด
 (% Recovery) โดยเติมสารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรด  ความเขมขน  35 พีพีเอ็ม ลง
ในตัวอยางกากน้ําตาลกอนผานขั้นตอน  solid  phase  extraction  พบวาความเขมขนของสารเบน
ซอลโคเนียมคลอไรดที่มีในทั้ง 3 โรงงานเมื่อเติมสารละลายมาตรฐานเบนซอลโคเนียมคลอไรด 
(spike )
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และไมเติมสารละลายมาตรฐาน (unspike) ปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่ ความเขมขน  
5% > 7% > 15%  ตามลําดับ และเมื่อหาเปอรเซนตประสิทธิภาพของการสกัดโดยใชตัวชะเปน  สาร
ละลายอะซิโตไนไตร : สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ปรับ pH = 5.00 พบวามีคา 88 % สําหรับ 
homologue C12 และ 80.08% สําหรับ homologue C14  จากขอมูลแสดงถึงปริมาณสารเบนซอลโค
เนียมคลอไรดซ่ึงวิเคราะหไดจากตัวอยางกากน้ําตาลแตละความเขมขนมีคาตางกันแสดงใหเห็นวา 
matrix ซ่ึงเปนสวนประกอบในกากน้ําตาลสงผลในการรบกวนการวิเคราะหปริมาณสารเบนซอลโค
เนียมคลอไรด

 โดยเฉพาะที่ความเขมขน 15%  มี matrix เปนสวนประกอบมากกวาที่ 7% , 5% ทําให
ปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด ที่วัดไดมีคานอยกวา 7% และ 5% ตามลําดับซึ่งผลจาก matrix
ดังกลาวสงผลใหคาการกลับคืนของสารในตัวอยางกากน้ําตาลที่ความเขมขน 15% ที่ไดในตัวอยาง
กากน้ําตาลทั้ง 3 โรงงานมีคาลดลง      นอกจากนี้สาเหตุที่ทําใหการวิเคราะหมีขอผิดพลาดอาจเกิด
จากขั้นตอนการ preconcentration ดวยเทคนิค solid phase extraction เนื่องจากขั้นตอนการ load ตัว
อยางกากน้ําตาลโดยทั่วไป  เมื่อเพิ่มปริมาตรตัวอยางกากน้ําตาลปริมาณของสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรดที่วิเคราะหไดควรมีคามาก    แตเนื่องจาก matrix ที่มีอยูมากในกากน้ําตาลไมไดผานขั้น
ตอนการแยกดวยเทคนิคอื่นกอนทําให breakthrough ของตัวอยางกากน้ําตาลเมื่อผาน sep pak 
cartridge มีคา 10 มิลลิลิตร

จากการทดลองพบวา extract-clean cyano  cartridge สามารถที่จะจับสีของกากน้ําตาลไว 
เมื่อ load  กากน้ําตาลผาน sep pak cartridge จากนั้นจะเขาสูขั้นตอนการลางดวยสารละลายอะซิโต
ไนไตร : สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH=5.00 อัตราสวน 20 : 80 v/v  ซ่ึงในขั้นตอนนี้สามารถชะ
สีของกากน้ําตาลที่จับกับ sep pak cartridge แตที่ความเขมขนตัวอยางกากน้ําตาล 15% พบวายังมีสี
ของกากน้ําตาลบางสวนจับกับ sep pak cartridge หลังจากผานขั้นตอนการลางเมื่อชะดวยสาร
ละลายที่ใชเปนตัวชะทําใหเกิดการปนเปอนของสีกากน้ําตาลในสารละลายสุดทายกอนที่จะ
วิเคราะหดวยเทคนิค HPLC  ทําใหปริมาณสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด ที่วิเคราะหไดที่ความเขม
ขน 15 % มีคานอยลง

  ในการทดลองเมื่อเปรียบเทียบระหวางกากน้ําตาลที่ผานการกรองดวยเมมเบรน 0.45  
ไมโครเมตรโดยไมผาน sep pak cartridge กับตัวอยางกากน้ําตาลที่ผานการกําจัดสีโดยผาน sep pak 
extract-clean cyano   พบวาสีของกากน้ําตาลมีผลในการรบกวนการวิเคราะหสารเบนซอลโคเนียม
คลอไรด    เมื่อใชเครื่องตรวจวัดเปน UV  ทําใหไมสามารถตรวจวัดพื้นที่พีกของสารเบนซอลโค
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เนียมคลอไรดของตัวอยางกากน้ําตาลไดและเมื่อพิจารณาถึงตัวชะถึงแมจะมีความแรงพอที่จะชะ
สารเบนซอลโคเนียมคลอไรดแตจากผลการทดลองจะพบพีกของสารอื่นที่ใหคา retention time ใกล
กับพีกของ homologue C12 และ homologue C14 ซ่ึงตัวชะสามารถที่จะชะสารอินทรียบางชนิดใน
matrix มีคุณสมบัติคลายกับสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดมีผลในการรบกวนการวิเคราะหสารเบน
ซอลโคเนียมคลอไรด ทําใหการวิเคราะหผิดพลาด

 จากการพิจารณาคาเปอรเซนตการกลับคืนของ  homologue C12สาร bak จากเทคนิค solid 
phase extraction ของตัวอยางกากน้ําตาลจาก อุตสาหการชลบุรี สิงหบุรีและระยอง พบวาที่ความ
เขมขน 5% ใหคามากกวา 7% และ 15% จากผลที่ไดแสดงใหเห็นวาเมื่อ matrixในกากน้ําตาลมี
ปริมาณมากขึ้นการใชเทคนิค solid  phase extraction ในการแยกสารเพียงอยางเดียวอาจไมเหมาะ
สม  เนื่องจากในตัวอยางกากน้ําตาลสวนประกอบคือ น้ําตาลซูโครส น้ําตาลอินเวอรส ไนโตรเจน
ฟอสฟอรัส โปแตสเซียม  แคลเซียม   เหล็ก  ทองแดง โซเดียมและสารอินทรียบางชนิด ซ่ึงขั้นตอน
การลางดวยสารละลายที่ใชเปน wash solvent อาจไมสามารถที่จะชะพวกน้ําตาลและสารอนินทรีย
ที่มีกากน้ําตาลไดหมด  สารอนินทรีย เชน แคลเซียม เหล็ก ทองแดงและโซเดียมซึ่งมีประจุบวกและ
ขนาดเล็กกวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดสามารถที่จะแยงจับกับ extract-clean cyano cartridgeได
ดีกวาสารเบนซอลโคเนียมคลอไรด ปริมาณของสารเบนซอลโคเนียมคลอไรดที่ถูกชะดวยตัวชะมี
คานอยเมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค ion suppression chromatography ปริมาณที่วิเคราะหไดจึงมีคานอย
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บทที่  6
สรุปผลการวิจัย

จากการวิเคราะหสารประกอบ bak ดวยเทคนิค ion pair chromatography พบวาสามารถ
วิเคราะหปริมาณรวมของสาร bak โดยไมสามารถแยก homologue C12 และ homologue C14 และเมื่อ
ตรวจวัดสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาลดวยเทคนิคดังกลาว ไมพบสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาล
มิตรผลและหนองใหญ  เมื่อ spike สารละลายมาตรฐาน bak ความเขมขน 25 พีพีเอ็มในตัวอยางกาก
น้ําตาลและกําจัดสีที่รบกวนการวิเคราะหดวยเทคนิค solid phase extraction ดวย sep pak ODS พบ
วาไมสามารถกําจัดสีที่มีในตัวอยางกากน้ําตาลและปริมาณสาร bak ที่วิเคราะหไดมีคานอย การ
วิเคราะหดวยเทคนิค ion pair chromatography และกําจัดสีในตัวอยางกากน้ําตาลดวย sep pak ODS
จึงไมเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณสาร bak ที่มีในตัวอยางกากน้ําตาล

เมื่อวิเคราะหสาร bak ดวยเทคนิค ion suppression chromatography  พบวาสามารถแยก
และวิเคราะห homologue C12  และ homologue C14 ของสาร bak ไดที่ระดับต่ําโดยคาขีดจํากัดการ
ตรวจวัดของ homologue C12 มีคา 50 พีพีบี และ homologue C14 มีคา 100 พีพีบี  จากการทดลอง
กําจัดสีดวยเทคนิค solid phase extraction ดวย sep pak extract-clean cyano และวิเคราะหปริมาณ
สาร bak ดวยเทคนิค ion suppression chromatography สามารถตรวจพบ homologue C12  และ
homologue C14 ของสาร bak ในตัวอยางกากน้ําตาล 3 แหง ไดแก อุตสาหการชลบุรี   สิงหบุรี และ
ระยอง

จากการทดสอบผลทางสถิติเพื่อทดสอบความแตกตางปริมาณ homologue C12  และ
homologue C14 ของสาร bak ที่ความเขมขน 5%   7%  15%  เมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค  ion 
suppression chromatography  ดวย ANOVA  ดังตารางที่ 16 – 27   คา significanceที่ไดจากการ
ทดลองมีคานอยกวาคา significance  ที่ 0.05    ดังนั้นปริมาณ homologue C12 และ homologue C14

ของสาร bak ที่ความเขมขน 5%  7%   15% มีปริมาณแตกตางกัน     เมื่อทดสอบทางสถิติดวย  
scheffe และ LSD ดังตารางที่ 20, 21,26 และ 27 โดยปริมาณที่ตรวจพบที่ความเขมขน 5 % > 7%> 
15%

คาเปอรเซนตการกลับคืนของสาร bak ที่วิเคราะหในตัวอยางกากน้ําตาลทั้ง 3 แหงที่ความ
เขมขน 5% > 7% และ 15%  เนื่องจาก matrix และสีที่มีในตัวอยางกากน้ําตาลมีผลในการรบกวน
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การวิเคราะหปริมาณ สาร bak ทําใหปริมาณสาร bak ที่ความเขมขน15%มีคานอยกวา 7% และ 5%  
เนื่องจากสาร bak  ประกอบดวย homologue C12  และ homologue C14 โดยมีปริมาณ homologue แต
ละชนิดที่แตกตางกันประกอบกับขอมูลของชนิดของสารฆาเชื้อที่แตละโรงงานใช  เมื่อเกิดการตก
คางของสารbakในสิ่งแวดลอมเมื่อวิเคราะหหาปริมาณสารที่ตกคางโดยใชเทคนิค  ion suppression 
chromatography  สามารถจะใชเปนตัวตรวจสอบไดวาแหลงที่มาของสารมาจากโรงงานใดได    
นอกจากนี้สามารถประยุกตใชวิเคราะหหาปริมาณ bak ในผลิตภัณฑอ่ืนหรือวิเคราะหสารควอเทอร
นารีชนิดอื่นที่ตกคางในสิ่งแวดลอม

จากการทดลองกําจัดสีดวยเทคนิค solid phase extraction ดวย sep pak extract-clean cyano
สามารถกําจัดสีของกากน้ําตาลไดแตปริมาณสารที่วิเคราะหไดมีคานอยเมื่อความเขมขนกากน้ําตาล
มากขึ้น  เพื่อใหการวิเคราะหถูกตองมากขึ้นควรจะมีการเพิ่มขั้นตอนการกําจัด matrix ดวยวิธีอ่ืน
กอนผานขั้นตอนการ preconcentration ดวย sep pak  นอกจากนี้อาจพัฒนาขั้นตอนเทคนิค solid
phase extraction  โดยทดลอง
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General Linear Model 
 
 ตารางที่ 16 แสดงขอมูลกลุมประชากรที่วิเคราะหทางสถิติสําหรับ 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 แสดงผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติของ 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 แสดงการทดสอบผลของปจจัยของกลุมประชากรศึกษาที่มีผลตอปริมาณ 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  แสดงผลจากการประเมินผลของพารามิเตอรตางๆของ 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   แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนเชิงซอนของปริมาณ homologue C12ที่มีในตัวอยาง
กากน้ําตาลแตละความเขมขน  
 
 

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  แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนเชิงซอนของปริมาณ homologue C12ที่มีในตัวอยาง
กากน้ําตาลแตละโรงงาน 
 
 

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 แสดงขอมูลกลุมประชากรที่วิเคราะหทางสถิติสําหรับ 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  แสดงผลการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 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 แสดงการทดสอบผลของปจจัยกลุมประชากรศึกษาที่มีผลตอปริมาณ 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  แสดงผลจากการประเมินผลของพารามิเตอรตางๆของ 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  แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนเชิงซอนของปริมาณ homologue C14ที่มีในตัวอยาง 
กากน้ําตาลแตละความเขมขน 
 

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  แสดงผลการวิเคราะหความแปรปรวนเชิงซอนของปริมาณ  homologue  C14ที่มีในตัว
อยาง 
กากน้ําตาลแตละโรงงาน 
 

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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ประวัติผูวิจัย 

 
             นางสาว กุลธิดา  แหวนเพชร  เกิดวันที่   24  มีนาคม  พ.ศ.2517  ที่ กรุงเทพมหานคร    สําเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาเคมี   คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
ในปการศึกษา 2539 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรสหสาขาวิชาวิทยาศาสตรสภาวะแวดลอม  
ที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   เมื่อ พ.ศ. 2540 
 
 
 
 
 
 
 
 




