
 

บทที่ 10 
การหาปริมาณ vanillin ใน vanilla extract 

โดยใชเทคนิค  
High Performance Liquid Chromatograph (HPLC) 

วัตถุประสงค 
 

เพ่ือเรียนรูหลักการทํางานของเคร่ือง High Performance Liquid 
Chromatograph (HPLC) และ วิธีการหาปริมาณ vanillin ใน vanilla extract โดยใช
เทคนิค HPLC 
  
 
การวิเคราะหโดยใชเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

HPLC เปนเครื่องมือใชสําหรับแยกสารประกอบที่สนใจที่ผสมอยูในตัวอยาง โดย
กระบวนการแยกสารประกอบที่สนใจจะเกิดข้ึนระหวางเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยูกับท่ี  
(column) กับเฟสเคลื่อนท่ี (mobile phase) จะถูกแยกออกมาในเวลาที่ตางกัน ซ่ึงสาร
ผสมที่อยูในตัวอยางสามารถถูกแยกออกจากกันไดนั้นขึ้นอยูกับความสามารถในการเขา
กันไดดีของสารนั้นกับเฟสที่เคลื่อนท่ี หรือ เฟสที่อยูกับท่ีสารประกอบตัวไหนที่สามารถ
เขากันไดดีกับเฟสที่เคลื่อนท่ี สารน้ันก็จะถูกแยกออกมากอน สวนสารที่เขากันไดไมดีกับ  
เฟสท่ีเคลื่อนท่ี หรือเขากันไดดีกับเฟสอยูกับท่ี  ก็จะถูกแยกออกมาทีหลัง โดยสารท่ีถูก
แยกออกมาไดน้ีจะถูกตรวจวัดสัญญาณดวยตัวตรวจวัด สัญญาณท่ีบันทึกไดจากตัว
ตรวจวัดจะมีลักษณะเปนพีค ซ่ึงจะเรียกวา โครมาโตแกรม 
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ภาพที่ 10.1  สวนประกอบของเคร่ือง HPLC 
ท่ีมา   :   http://www_waters_com-WatersDivision-images-products-hplc_primer_fig_d_jpg  

 

 
 
ภาพที่ 10.2  ลักษณะของ chromatogram ท่ีไดจากการวิเคราะหโดยเคร่ือง HPLC 
ท่ีมา   :   http://www_waters_com-WatersDivision-images-products-hplc_primer_fig_d_jpg  
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สวนประกอบหลักของเครื่อง HPLC ประกอบดวย 
 
1. Mobile phase / Solvent : ตัวทําละลายท่ีใชในการชะหรือแยกตัวอยาง เปนเฟส
เคลื่อนท่ี มีลักษณะเปนของเหลว ทําหนาท่ีในการนําสารตัวอยางและตัวทําละลายเขาสู 
เฟสท่ีอยูกับท่ีท่ีบรรจุอยูในคอลัมน ซ่ึงกระบวนการแยกจะเกิดข้ึนภายในคอลมัน 
2. Pump : ทําหนาท่ีดึงตัวทําละลายซ่ึงทําหนาท่ีเปนเฟสเคลื่อนท่ีเขาสูระบบ HPLC 
3. Injector / Autosampler : ทําหนาท่ีในการฉีดสารตัวอยางเขาระบบ HPLC 
4. Column : ภายในบรรจุดวยเฟสที่อยูกับท่ี มีลักษณะเปนของแข็งหรือเจล ทําใหเกิด
กระบวนการแยกองคประกอบของสารที่สนใจ โดยกระบวนการแยกเกิดข้ึนระหวางเฟสที่
เคลื่อนท่ี กับ เฟสท่ีอยูกับที่ 
5. Detector :  เปนตัวตรวจวัดสัญญาณ ทําหนาท่ีในการตรวจวัดสัญญาณของสารที่
สนใจที่ไดจากกระบวนการแยก 

 HPLC สามารถทดสอบไดท้ังเชิงคุณภาพ และทดสอบเชิงปริมาณ โดยการ
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

 
การพิจารณาเลือกใชเทคนิค HPLCในการวิเคราะหจะตองคํานึงถึง 
  
1. ธรรมชาติของสารตัวอยาง เชน สมบัติทางการภาพและทางเคมี เชน ความสามารถใน
การละลายของสารตัวอยาง ขนาดโมเลกุลของสาร มวลโมเลกุลของสาร สารตัวอยางมีข้ัว
หรือไมมีข้ัว เปนตน 
2. ตัวอยางตองละลายไดในเฟสที่เคลื่อนท่ี   
3. กรองตัวอยางกอนฉีดเขาเคร่ือง HPLC 
4. เฟสเคลื่อนท่ีท่ีใชตองเปน HPLC เกรดเทาน้ัน 
5. ตัวอยางที่มีสารรบกวน (matrix) จําเปนตองมีข้ันตอนการเตรียมตัวอยางเพ่ือกําจัด 
matrix น้ันกอนฉีดเขาเคร่ือง 
6. ตองคํานึงถึงการเขากันไดดีของเฟสเคลื่อนท่ีในกรณี่มีการใชเฟสเคลื่อนท่ีมากกวา 1 
ชนิดในการแยก 
 



ตารางที่ 10.1  ชนิดของสารที่ตองการแยก วิธีการแยก เฟสท่ีอยูกับท่ี และ  
                    เฟสเคล่ือนท่ีท่ีควรเลือกใช 
 

 
 
เครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
เครื่อง HPLCประกอบไปดวย 
Pumping system (Spectra system P4000) 
Photodiode array detector (Spectra system UV 6000 LP) 
Controller with a gradient system  
Empower software 
Injection volume : 20 ไมโครลิตร 
Column: Nucleosil C18 150x4.6 mm และ Meta guard column 
Mobile phase :   water:methanol (40:60), อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรตอนาที 
Mobile phase gradient scheme 
0 time water methanol 
5 min time methanol (100) 
5 min time water:methanol (40:60) 
ใชเวลา run แตละคร้ัง 15 นาที 
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Absorbance wavelength : 231 นาโนเมตร 
 
สารเคมีที่ใช  

1. vanillin 
2. methanol (HPLC grade) 

เตรียม สารละลายมาตรฐาน vanillin stock solution ความเขมขน 1 มิลลิกรัม / 1
มิลลิลิตร โดยใช mobile phase เปนตัวทําละลาย เก็บสารละลายมาตรฐานที่เตรียมไดใน
ขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
เครื่อง UV-Visible spectrophotometer 
 
ใหนักศึกษาทําการ scan spectrum การดูดกลืนแสงของ สารละลายมาตรฐาน vanillin  
ชวงความยาวคลื่นต้ังแต 200-370 nm โดยใชเคร่ือง spectrophotometer เพ่ือดูลักษณะ
การดูดกลืนแสงและหา คาการดูดกลืนแสงสูงสุด (maximum wavelength) ของ vanillin 
ในชวงคลื่นแสง ultraviolet 
 
การหาปริมาณ vanillin ในสารสกัด vanilla โดยใชเครื่อง HPLC 
 
วิธีการทดลอง 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน vanillin ความเขมขน 25, 50, 75,  และ 100  
      มิลลิกรัม / 100มิลลิลิตรโดยใชเฟสเคล่ือนท่ีเปนตัวทําละลาย 
2. กรองสารละลายมาตรฐานที่เตรียมไดผาน Millipore filter ขนาด 45 ไมครอน 
3. ฉีดเขาเคร่ือง HPLC โดยใชปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
4. นําตัวอยาง vanilla extract กรองผาน Millipore filter ขนาด 45 ไมครอน 
5. ฉีดเขาเคร่ือง HPLC โดยใชปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
6. คํานวณหาความเขมขนของ vanillin ในตัวอยาง vanilla extract โดยเทียบความ

สูงของ peak และหาความเขมขนจาก calibration curve ของสารละลาย
มาตรฐาน 
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