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(High Performance Liquid Chromatography; HPLC) 
 

�������ก��	
���������������������������������ก���������� �����������!
��������  (Quantitative analysis) ���/0ก���1����ก2�กก3��40����5!��63��ก�����7����������� 
���ก�6����8�����3�ก�� 2 �	��7� �	����� (Stationary phase) /���	����7������ (Mobile 
phase) �AB��0�8ก36������������ก���ก�4�3���ก���0���������ก�6�3B� �40�� High Pressure 
Pump �G��������1�3ก43��3��G�����0HA��G�������������	����7������I�����3��08����J�4�������8�
J�4��� (Injector) 18��������8 Column ���6��25��5O���	����� ���������3���ก���0�P4�4�ก36�	�
���7������กQ2����������7������/0ก��ก��2�ก Column P4���Q� �8�����������3���ก���0�P4�4�ก36�	�
����2���ก0A4��4�� Column /�����7��������ก��P4���� �G�����ก�4ก��/0ก��������ก�6���
���7��������ก������������8�ก3� ��7��18��������8���7�����2�34 (Detector) HA�2��G���������34��ก��
������3SS�!P		T�/���������/�������!����� /����8P�03���7��63��Aก�3SS�!
(Recorder)  /��/�41���ก��������������/ก�� (Chromatogram)  

 
>�E�G
�ก��D��กL�� HPLC Agilent 1100  

1. Solvent cabinet ����254��O����6��25�	����7����� (mobile phase) O�������������
������4/ก�����P�8�G��Y�ก���0��������4Z ก36�	����7������ ก�!������ก������BG����� mobile phase ���
6��25����4/ก�������I7���4��������/����2��G����25������0 ����0�8���BG��2��S���6��P4�4� 

2. Vacuum degasser �G����������ก��กG�234	���ก�\��ก2�ก solvent ���2�������8��66 
HPLC 

3. Quaternary pump �G��������4A mobile phase ������8��66 HPLC 4��0�3�����Q�/��
����������กG���4�08�/�8�0G� 

4.  Autosampler �G����������ก��J�4����3��08�������8 column  
5.  Column compartment ��7� stationary phase �G����������ก��/0ก���������2  
6. Detector �G����������ก�����2�34�3SS�!������4��6���P4�2�กก��6��ก��/0ก 

detector �������� HPLC ��8� Refractive index, Conductivity detector, UV-Vis, Fluorescence, 
Electrochemical detector ������� �G���36 HPLC Agilent 1100 �������4 UV-Vis ���4 DAD 

7. Recorder and data processer �G��������������1�/��63��Aก1�������ก���������� HA�
��ก��6�5��40 soft ware HP Chemstation 
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                                          ������ 1    �� ���ก�6�� HPLC Agilent 1100  
 

L�\�A��ก	
�� HPLC  
1. ก������0�������0���������� Mobile Phase 

�������0���������� Mobile Phase �������������������6���5�m�n�� ����ก36�������0
�3��08�P4�4� ��������74��G� /�����ก�� Mobile Phase 4��0 Membrane Filter ���4 0.45 
P����� �08����0 2 ��3B�I7��กG�234��5O��/�����0�8�Z /�� Degas 4��0 Ultra sonic bath ����
���� 15-30 ���� �I7���36P�8	���ก�\ /�� �G���36 Mobile Phase �������BG������� ���ก�6 
�5!O�I�BG����0���36�����ก��������7��BG����18��ก���G����6���5�m�n�40��66ก�� Milli-Q (Ultra 
pure) �8����� Organic Solvent ����������4 HPLC Grade Solvent 
2. ก������0�����3��08�  
 �3��08����2�18��������8��66 HPLC �������m�ก������0�����������������กG�234��ก�� 
q5r�1��7�������8�Z��กP� ��8� ก��ก�� ก���ก��ก�� ก���ก34 (Liquid-liquid, Solid-phase 
��7� Supercritical Fluid extraction) ��7�ก���tu������04��0������Q��� (Centrifuge) �I7�����P4�
�3��08��������4�I�0I�  
3. ��m�ก��������7�� LC1100 /�� ChemStation Sofeware 

3.1 ���������3��ก����� HPLC 
a) ��46��25 solvent 2�������0�8�� solvent cabinet �������!���v4����� HPLC 
b) ก8��ก������� quaternary pump ����G�ก�� flush vacuum degasser P�8��G�ก�8� 2 ��8�-

�� volumes (30 ml) �40�JI����ก�!����P�8P4���� pump ����������ก�8� 24 �3���� ��7�ก�!���
ก�������0����4�� mobile phase  



c) ��66�tw� (Pumping System) ����43����tw�P�8����ก�� 400 Bar ���!� Run 
Chromatogram ก�!��������43��4�2��ก7�6 0 Bar /�4�8���2��ก���3������66 ��7�����ก��400 
Bar /�4�8�������54�3�����66 ������2��6/��/ก�P� 

d) Injector Unit ��ก��J�4����3��08�P�8���J�4��������ก����42G�ก34�� Column HA�2�
�G����������m�O�I Column �4� 

e) ก8��ก���8� column ������8��66����G�ก����� line /�� injector loop 4��0 mobile phase 
HA�����ก��/����� solvent �ก8�/���03����ก��������������yw���8�Z ��กP�4��0 ก���8� Column 
��7��5�ก�! �8�Z2����P�8�3� Ferrule /�8�2��ก��P� HA�2��G�����8�� Connection ��ก�G���0P4� 

f) ��3ก�����������G�ก�������66/�����3�� �I7���234�������ก����� Column ��
ก�!���� Mobile Phase ����������0 Buffer ������ก�7������8�����ก�6 �������BG� 100 % �G�ก�����
ก8���8�0Z��36�3����8������ Organic Solvent ��8� Methanol ��7� Acetronitrile  

3.2  ก����v4���7���7�/��H�	/��   
  a)  ��v4����H  Stabilizer 2�ก�3B���v4����H ���7�� Computer �����3�436�8��� /����2�
����2����I������  ���กY����2��� desk top 
               b) ��v4����H ���7�� HPLC ����0�84����8�H��0�����7���3B��� module �7� degasser, pump, 
autosample, column compartment /�� detector ��2����7���G�ก�� Initialize ���Q2��6��!  P	���
4����8�����7����5ก module 2������0�2�ก�����7����������0�  
              c) ��2����7�� HPLC ���กY�3SS�!P	4���6����2�ก�����7��������0���7�P	436 
/������2����I������ ���กY������� }Local Area connection is now connected~ ����5�����8� 
              d) ��v4 ChemStation software �40436�6�B����ก��� Icon Instrument online �I7��������8�����8� 
Method and Run Control  

3.3 ก�� Priming ��66 HPLC 
 a)  6��25�	����7�����������46��25 /�����6� solvent cabinet 

b) ��5��5r� Purge valve �����Q�����ก� 1- 2 ��6 
 c) ��v4���7�� HPLC /��H�	/��  ChemStation ���ก��� Icon Instrument online �I7��������8
�����8� Method and Run Control ��������4 (1) click /�����7�ก Solvent bottle filling �I7����7�ก��4 
mobile ������ 2�ก�3B���������������3��G�����0 /�������8����46��25����4�3�����0  
 d) Pump setting ��� Click ��7�ก��������ก\� ��7� menu Setup Pump ������8����2� ��7�ก��4
/�� line ������ก������� (A, B, C, D) �T���8����� % 100 volume  

e) ��36 Flow rate ���� 5 ml/min /��� Click ���  ⊕  �I7����v4 pump  
f) �G�ก�� Prime 2�/�8�2�8�P�8��	���ก�\����66 
f) �v4 Purge valve  



   (4 ) Injector setting                        (6) Control On-Off   

 
  (1 ) Solvent bottle filling      (2 ) Pump setting        (3 ) Detector setting      (4 ) Data integrating 
 

3.4 ก���3B�8���6�5�ก���G����� pump   

a)  ��������8� Method and Run Control ��7�ก���� Instrument ��7����ก���   ��7�ก 
Setup Pump  

b)  �3B�8�I��������� ����������ก36�������������  
• Flow : �3���ก��P�����	����7������ ���8� 0.0-5.00 ml/min ���3���ก���I������� 

0.001 /������4����43����54���400 bar (�8� flow rate ���������P�8�G�����ก���8���4
����43����54)  

• Stop time : ����ก��กG���4����������ก������054�������� �8� 1 ��Q����J�4 ���8�P4��3B/�8 
0.0 2��AP�82G�ก34 

• Post time : ����ก���3B�8�����������0����54����8� stop time ก36ก���������� ��3B���8 
• Pressure limits : max �3B�8�P�����/�43����54����6�36���ก3����3�� ��65P�� (400 bar) 

min �7� 0 bar 
• Solvent : ���กG���4�8�����ก�6�� solvent  �40 % solvent /�8�� channel A �A D 

������กG���4�8�P4��3B/�8 0-100% ��7� on/off  channel 
• Time table : Insert ����G���36ก�� run /66 gradient , Append ����I���/��, Display 

�3B�8���436�����!�	����7�������40 ���ก���� �5r������������4��8�	����7������ 2�ก�3B��3B��436
�������������ก��  ��ก��436��������	����7�����������/ก����G�ก�8��8���G��54����3BP�� ���7��2�
�054 ก���G����40�3����3��   

c) Click ���  ⊕  �I7����v4 pump 
3.5 ก���3B�8���6�5��8���34�3SS�! (detector) ���4 DAD 

        a) ��������8� Method and Run Control ��7�ก���� Instrument ��7����ก���    �I7�� 
��7�ก Setup DAD Signal 2����กY����2���������0�/��I��������� �8�Z 
        b) �3B�8�I��������� ����������ก36�������������  



• �3B�8�����0����7��������ก�� (...... nm) �40�������3B�8�P4�/66 single wavelength 
��7� multi-wave length  ����3B�8�P4�����3SS�! (A, B, C, D, E) ����A�3SS�!�����
�I7���4��0�8� Baseline �����2�����0�/����7��2�กก���������� /66 gradient 

• Store Spectrum : ���กG���4254������ก��63��Aก Spectrum (all or none) 
• Range to กG���4�8�����0����7��������ก��63��Aก�������ก��3� 
• Step กG���4��0�����0����7��������ก��63��Aก�������ก��3� 
• Stop time กG���4��������054ก����������  
• Post time : กG���4�������4�������� ������8�O�������0�I���� ก8������������������ ��3B

�8�P� 
• Time table �G���36�3B���/ก������ก����������  
• �8��7��Z P�8��������0�/��   ก4 O.K. 
c) �G�ก����v4 lamp �40���ก������/���ก4 Yes ��7����ก��������� detector ��7�ก control 

��7�ก Lamp UV on /�� Visible on 
              L������	 :  �����v4 lamp ก8�������2�� 15 -30 ���� 

3.6 ก���3B�8���6�5��8��J�4����3��08� 

a) �����8� Method and Run Control ��7�ก���� Instrument   ��7� Click    ��7�ก    
           Setup  Injector 2����กY����2���������0�/��I��������� �8�Z 
•  Standard Injection : ����G���36ก��J�4/66����G�436�08�8�0 
•  Injection with Needle Wash : ����ก���3������ก�������Q�ก8�������Q�2����7���ก�36P�  

needle port �40กG���4�G�/��8�� wash vial /�� wash vial P�8����v4q� 
•  Use Injector Program ����G���36ก���G� Sample Pretreatment �40��8�8� Stop time         

       b) �8���7��P�8��������0�/��  ก4 OK   
3.7 ก���3B�8���6�5��5!�O������8����4�3B���3��  

a)  �����8� Method and Run Control ��7�ก���� Instrument   ��7����ก���   ��7�ก  
            Setup Thermostat 2����กY����2���������0�/��I��������� �8�Z /���ก4 OK 
•  Temperature : �3B�8��5!�O���������ก��  ��กP�8�3B�8������7�ก Not controlled 
•  Stop time : กG���4�����������054ก����������  
•  Post time : กG���4�������2����4�������� ������8O�������0�I����ก8��������������� ��3B            

�8�P� 



•  Time table : �G���36�3B���/ก������  L������	 : ����v4q��8����6�5��5!�O���
���3�� �!��G�ก����������    

3.8 ก������ method �I7����6�5���66 HPLC 
               a) ��������8� Method and Run Control P�������� Method ��7�ก New Method 

       b) P�������� Method ��7�ก Edit Entire Method ������8����2� Edit method ������ก��7�ก�5ก
�3����  

              c) ก4 O.K. 2����กY����2� Method Information ���I��I ������� ������ก�� 
              d) ก4 O.K. 2����กY����2� Setup Pump ����3B�8��3�/���8�Z���7������� 3.4 
              e) ก4 O.K. 2����กY����2� Detector ����3B�8��3�/���8�Z���7������� 3.5 
              f) ก4 O.K. 2����กY����2� Signal Detail P�8����3B�8��4Z 
              g) ก4 O.K. 2����กY����2� Edit Integration Events P�8����3B�8��4Z  
              h) ก4 O.K. 2����กY����2� Specify Report P�8����3B�8��4Z 

       i) ก4 O.K. 2����กY����2� Instrument Curve ��7�ก�3����������ก��������กY6�����2�   
       j) ก4 O.K. 2����กY����2� Run Time Checklist �3�ก��8������ก����7�ก�3���� Data      
           Acquisition /�� Standard Data Analysis ก4 O.K. 2����กY�����8� Method and Run     
           Control ����4�� 

             k)  P�������� Method ��7�ก save method as ��8�7�� /���ก4 save 
             l)  ก�����0ก method �4�� ������0�8�AB����I7������� ���P���������8� Method and Run Control 
P�������� Method ��7�ก Load Method �I7�����0ก�7�� method �4��������ก�� 
      3.9 ก���3� Run chromatogram /66 Sequence Run  
              a)  ������8 sequence menu ��7�ก sequence parameter ��8�������8�Z /���ก4 O.K. 

•   Operator name : ��8�7��1����������  
•   Data file : ��m��3B�7��P	�  ��7�กP4��3B/66 Prefix(�3B�7����)/counter (Software 2��36    

  �8���7��) 
•   Part of Methods to Run : ��7�ก According to runtime checklist 

               b) ��� sequence menu ��7�ก sequence table �I7��234�G�436��ก��234�G�436ก��J�4��� 
•   Sample info : ���63��Aก�������ก��0�ก36�3��08� 
•   Line : ���6�ก�G�436��ก��J�4����3��08� 
•   Location : ��������G�/��8�����4������0�8 
•   Sample name : ��65�7������3��08� 
•   Method name : �7�� method ��������ก����������  



•   Inj/Vial : 2G������3B���2�J�4�G���36��4�3B� 
•   Sample type : ���4���3��08������� 

              c) ก4 O.K. /����2����7���AB������0���� status bar 
              d) ���ก������� sequence ��7�ก save sequence as� ��8�7�� sequence /���ก4 save 
              e) Run sequence �40ก4 icon ��� vial 3 ��4 /��ก4 start 
             L������	 :  ��ก�!������� Reverse ��32�ก26 sequence /��������664��0�BG� DI 30 ����  
             /��� ���4��0 70% Methanol �����! 30 ���� 
      3.10   ก���������� 1�ก���4�� (Data Analysis) 
             a) ก4��� drop down list            ��7�ก�����8� 2 Data Analysis  

      b) ���ก������� file ��7�ก Load signal ��7� ���ก������ก��	 1 ก��	2����กY����2� load     
           signal 

              c) ��7�ก data 2�ก folder /�� subdirectory ����กQ6������P�� ��7�กP	� ������ก�� ก4 O.K. 
              d) ก�� overlay �������/ก�� 

• �G���� 8.1-8.3 ก8�� 2�ก�3B����ก������  ก��	 2  ก��	   2����กY����2� load signal 
• ��7�ก data 2�ก folder /�� subdirectory ����กQ6������P�� ��7�กP	� ������ก�� overlay 

ก4 O.K.  
• ��ก���ก�����0กP	� �7��Z �AB��� overlay ��กก�8���B ����G�HBG� ��� 8.4 

               3) ก��/ก�P���ก����������/ก�� 
• P�������� Graphic ��7�ก Signal Options ��7�ก�3B�8��3�/�����3���� Ranges 

               6. ก�� Integrate �������/ก�� 
• �G� manual integration �40 ��7�ก�����8� Data Analysis ��v4P	� �������/ก�����

���ก�� ��7�ก  Integrate 2�ก�5r���������7�����0 �����ก�3� 
D�	F�DA� : ก��������ก��/66 Manual 2�P�8��ก�H	P�� ��ก��7�ก�������/ก���AB���

���8��ก��3B �8�I7B����I�ก2�03P�8��ก������ก�� 
3.11 ก����0��1� (Report) 

             1. ��7�ก�����8� Data Analysis 
   2. ���4 signal �������/ก���AB��� �40��7�ก�� Data 2�ก folder /�� subdirectory ���  
        �กQ6������P�� ��7�กP	� ������ก�� ก4 O.K. 

            3.  ���ก��� Report ��7�ก Specify Report ��������7�ก Report Style /66�8�Z ก4 O.K. 
             4. ���ก��� icon ���7��I��I  ��7�P�������� Report ��7�ก Print Report 
 



      3.12  ก���v4���7�� HPLC 1100 
               a) �G�ก�� off ��� instrument /�8���8�� �40  

• ���ก��������ก\� ��7�ก control off  pump  
• ���ก������4��������  ��7�ก Control 2�ก�3B� set lamp off  
• ���ก���������3��  ��7�ก Control 2�ก�3B� column thermostat  off 

               b) �������� file ก4 Exit �I7����ก2�ก���/ก�� 
               c) �v4���7�� HPLC ���� module 
               d) Shut down ���I������  �v4 Printer 
               e)  �v4 Stabilizer 
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������ Mobile phase �������������� ���� solvent 
cabinet �����#$% in line ��&��'���(���)*�*�ก�,-�.*/�( �01� power supply 

�01� computer �*��-�7��*
�8&� Desk top 0ก�; 

�01�<�;�=>�%�.�*� HPLC �-7%���Cก module �*��-�7��* 
computer ��<�EE�Fก���#.�*��(*�*� internet 0��กG 
 

(�����;�%�;ก) 
icon instrument online 

��7�<J( K-�� method and run control 

Set up pump 
(���กH��0) 

Set up flow rate (�J�7*%���'��� �7* 2)  
Set �0*�>�=$��>�*� mobile phase  

���ก ���� control �I7����v4 pump 

�3B�5!�O��� ���������ก�� 
Set up Temp. 

(���กH��0) 
���ก����5r�       �I7����v4 column oven 

Set up detector 
(%�;ก=7��) 

��&�%(�%������%�.��   
%�;ก ���J control �O.�*�01� detector (�J�7*%���'��� �7* 3) 
 

������8 ����  sample information �I7���3B file  D�	F�DA� ����������7�� HPLC /66 Auto 
inject ��ก���ก�� run /66 sequenceก��
�3BP	�  ����������� sequence parameter 

/�� �������� sequence table �I7���3B�G�436
ก�� run /66�3����3�� 

�G�ก�� save method 

/�� ����� Run 

��7��  run ���Q2 �������� data analysis �I7���G�ก���������� 1� 
/����0��1�

��.�*�7*�ก��01��%�.�*� %���� Flow rate ��� step �� Flow rate ��%������ ��R�ก�(� 5 bar 

%�;ก01� Detector, column oven, pump U�' **ก��ก software 

01� Computer U�' �%�.�*� HPLC U�' ����8กก���#7����Cก%��&� 



L��E

�E����
ก	
���	�  

1. �G���361������������3B/�ก ���P4��36ก���6�� ��7��0�8������4�/�2�ก�2��������� ���4�/����7���7��3B�Z  
2. ก���I�����7��4 Flow rate ����G�/66���� step ��8� 2�ก 0.2 ml/min         0.4 ml/min          0.6 ml/min        0.8 
ml/min         1.0 ml/min �I7��074��05ก��������� Pump  
3. �����v4 Detector �I7���G�ก��  warm lamp ก8��ก������� 15 ����  ��7�����ก����� ����v4 Detector �I7��074��05ก��
������� UV lamp  

 


