
 

บทที่ 9 
การหาปริมาณ vanillin ใน vanilla extract 

โดย Ultraviolet Spectrophotometric Method 

วัตถุประสงค 
 

เพ่ือเรียนรูวิธีการหาปริมาณ vanillin ในสารสกัดจาก vanilla โดยใช ultraviolet 
spectrophotometric method 
  

Vanillin หรือ methyl vanillin เปนสารประกอบอินทรียท่ีมีสูตรโมเลกุล C8H8O3 
และมี functional group ประกอบดวย aldehyde, ether และ phenol สารประกอบชนิดน้ี
จัดเปนองคประกอบหลักท่ีพบในฝก vanilla (vanilla bean) 

 

 
 

ภาพที่ 9.1   โครงสรางทางเคมีของ vanillin 
ท่ีมา   :   http://www -Vanillin - Wikipedia, the free encyclopedia.htm 
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ภาพที่  9.2  ฝก vanilla 
ท่ีมา   :   http://www -Vanillin - Wikipedia, the free encyclopedia.htm 

 

 
 
ภาพที่ 9.3   การสกัด natural vanilla extract โดยใช ethyl alcohol  
                 เปนตัวทําละลาย 

            ท่ีมา   :   http://www.Essential Oils components and essential oils Chemistry – 
                        Pure Essential Inc.htm 
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Natural vanilla extract ประกอบไปดวยสารประกอบหลายรอยชนิด
นอกเหนือจาก vanillin ในขณะที่ Artificial vanilla flavoring จะประกอบไปดวย 
synthetic pure vanillin เน่ืองจาก natural vanilla extract มีราคาแพง ปจจุบันจึงมีการ
สังเคราะห vanillin เพ่ือใชในอุตสาหกรรม การสังเคราะห vanillin สามารถทําไดโดยการ
ใช natural compound คือ eugenol เปนสารต้ังตน ปจจุบันสารมารถสังเคราะหไดโดยใช 
petrochemical guiacol หรือจาก lignin ซ่ึงเปนผลพลอยไดจากอุตสาหกรรมกระดาษ 
 
วิธีการทดลอง 
 
การเตรียม standard curve 
 

• ละลาย vanillin  0.100 กรัมใน แอลกอฮอล 5 มิลลิลิตร ถายลงใน volumetric flask 
100 มิลลิลิตรจากน้ันเจือจางใหมีปริมาตร 100 มิลลิลิตรโดยใชนํ้ากลั่น ปเปต
สารละลายท่ีไดมา 5, 10 และ 15 มิลลิลิตรใสลงใน volumetric flask ขนาด 250 
มิลลิลิตร แลวเจือจางดวยนํ้าใหไดปริมาตร 250 มิลลิลิตร ( solution x ) จากน้ันเขยา
ใหเขากัน 

• ปเปตสารละลาย x ในแตละความเขมขนปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงใน volumetric flask 
ขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจางใหมีปริมาตรเทากับ 100 มิลลิลิตรโดยใชนํ้ากลั่น 
จากน้ันเขยาใหเขากัน 

• เตรียมสารละลาย x อีกชุดหน่ึงโดยปเปตสารละลาย x มา 10 มิลลิลิตรเติมนํ้ากลั่น
ประมาณ 80 มิลลิลิตรจากน้ัน เติมสารละลาย NaOH ความเขมขน 0.1 N ปริมาณ 2 
มิลลิลิตร แลวเจือจางโดยใชนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตรจากน้ันเขยาใหเขา
กัน 

• หาคาการดูดกลืนแสงของ alk. solution ท่ีความยาวคลื่น 348 นาโนเมตร โดยใช 
neut. Solns เปน reference blank  

• นําขอมูลท่ีไดมาพลอตกราฟของสารละลาย vanillin มาตรฐาน 
 



  
 

ภาพที่ 9.4  vanilla extract 
 
การหาปริมาณ vanillin ในตัวอยาง 
 ปเปตตัวอยาง 10 มิลลิลิตรลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร เจือจาง
โดยใชนํ้ากลั่นใหมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากน้ันเขยาใหเขากัน ปเปต diluted solution 
ท่ีไดน้ี 2 มิลลิลิตรลงในvolumetric flask ขนาด100 มิลลิลิตร 2 ขวด จากน้ันเจือจางโดย
ใชนํ้ากลั่นใหมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําตัวอยางท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ ความ
ยาวคลื่น 348 นาโนเมตร 
 
วิธีการใชเครื่อง UV-VISIBLE Spectrophotometer (Shimadzu UV-160A) เพื่อ
วิเคราะหหาปริมาณสารโดยวัดคาการดูดกลืนแสง   
(quantitative analysis with linear working curve) 
 
1. เปด switch เคร่ือง UV-VISIBLE Spectrophotometer ซ่ึงอยูบริเวณดานขางของ

เคร่ือง จากน้ันรอประมาณ 3 นาที หนาจอของเคร่ืองจะแสดง basic mode menu 
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2. ในกรณีท่ีตองการทําการวิเคราะหหาปริมาณสาร  ใหเลือก mode 5 โดยกดเลข 5 
แลวกด Enter 

• หนาจอจะขึ้นหนา Quant. โดยเคร่ืองจะถาม parameter change y/n?  

• การตั้งคาความยาวคลื่นท่ีจะใชในการวิเคราะหท่ีความยาวคลื่นเดียวทําไดโดย
กด yes แลวกด 1 แลวกด Enter แลวเลือก 1 และกด Enter จากน้ันพิมพคา
ความยาวคลืน่ที่ตองการวิเคราะหในกรณีน้ีใหต้ังคาความยาวคลืน่ที่ 348 นาโน
เมตร จากน้ันจึงกด Enter 

• หนาจอจะขึ้นหนา Quant.โดยเคร่ืองจะถาม parameter change y/n?  

• กด 2 แลวกด Enter แลวใสจํานวนสารมาตรฐานที่ตองการวัดคา (N) จากน้ันกด 
Enter 

• หนาจอจะขึ้นหนา Quant. โดยเคร่ืองจะถาม parameter change y/n? 

• กด 3 แลวกด Enter แลวใส Sample no.ท่ีตองการวัดคา แลวกด Enter  

• หนาจอจะขึ้นหนา Quant. โดยเคร่ืองจะถาม parameter change y/n? 

• กด 5 แลวกด Enter (Non-linear working curve) ใหเลือก No 
3.  เม่ือทําการเลือกคา parameter ตางๆแลว เคร่ืองจะถาม ABS Data Manual Input 

y/n? ใหกด no จากน้ันนํา สารมาตรฐานมาวัดคาการดูดกลืนแสงโดยเริ่มจากสาร
มาตรฐานตัวท่ี 1 

4. เม่ือทําการวัดคาการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐานทุกตัวอยางเสร็จเรียบรอยแลว
หนาจอจะขึ้น working curve display y/n ? ใหกด yes หนาจอ CRT จะแสดง 
working curve  จากน้ันระบบจะถาม working curve conc max change y/n? ใน
กรณีท่ีตองการเปลี่ยน working curve concentration axis scale ใหกด yes แลวใส
คา concentration value แลวกด Enter ในกรณีท่ีไมตองการเปล่ียนใหกด No 
เคร่ืองจะแสดง working curve และ equation ท่ีหนาจอ 

5. ใสตัวอยางที่ตองการวิเคราะหจากน้ันกด ปุม start/stop เพ่ือวัดคาการดูดกลืนแสง
ของตัวอยาง 
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การบันทึกผลการทดลอง 
 

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน  
vanillin 

คาการดูดกลืนแสง 

1  
2 
3  

 

ตัวอยาง Vanilla extract  

 
การรายงานผลการทดลอง 
 

1. plot graph ความสัมพันธระหวางความเขมขนและคาการดูดกลืนแสงของ
สารละลาย vanillin มาตรฐาน 

2. หาความเขมขนของ vanillin ในตัวอยางสารสกัด vanilla 


