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บทนํา  
 

โครมาโทกราฟแผนบาง (Thin layer chromatography, TLC) เปนเทคนิคการแยกและ
วิเคราะหสารในเชิงคุณภาพและปริมาณซ่ึงใชกันแพรหลาย สําหรับอาหาร ยา ตัวอยางจากสิ่งแวดลอม 
ฯลฯ  เพ่ือวัตถุประสงคในการพิสูจนเอกลักษณ ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสาร ตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ แยกสารหรือผลิตภัณฑจากธรรมชาติ หรือติดตามการเปลี่ยนแปลงของสารระหวางข้ันตอนการ
สังเคราะห เหตุผลสําคัญท่ีทําใหโครมาโทกราฟแผนบางไดรับความนิยม คือ ความงายและสะดวกในการใช
งาน คาใชจายของวิธีโดยรวมคอนขางตํ่าเม่ือเทียบกับวิธีอ่ืน  การเตรียมตัวอยางไมยุงยากซับซอน และใช
สารตัวอยางในปริมาณนอย นอกจากนี้ยังใหผลการวิเคราะหรวดเร็วและถูกตอง การแยกสารโดยวิธีโคร
มาโทกราฟแผนบาง อาศัยชั้นบางๆ ของ stationary phase ซ่ึงเคลือบอยูบนวัสดุรองรับท่ีเปนแผนระนาบ 
ซ่ึงอาจเปนแผนแกว แผนอะลูมิเนียม หรือแผนพลาสติก และ mobile phase ท่ีเหมาะสมในการพาสารให
เคลื่อนท่ีผานไปตาม stationary phase และทําใหเกิดการแยกสารออกจากกัน ในทางปฏิบัติผูวิเคราะห
อาจเตรียมแผนโครมาโทกราฟข้ึนเองโดยการเกลี่ย slurry ของ stationary phase บนแผนระนาบใหมี
ความเรียบและความหนาท่ีสมํ่าเสมอตามท่ีตองการ แลวระเหยตัวทําละลายออกไป วิธีนี้สามารถใชในการ
เตรียมแผนท่ีเคลือบดวยวัสดุตามท่ีตองการเพ่ือทําหนาท่ีเปน stationary phase แตอาจจะตองมีการ
พัฒนาสูตรในการเตรียม slurry หรือบางครั้งหากวัสดุท่ีเปน stationary phase มีคุณสมบัติในการยึดเกาะ
ต่ํา ก็อาจจะตองผสม binder เชน calcium sulfate ลงไปใน slurry เพ่ือให stationary phase สามารถ
ยึดเกาะเปนชั้นอยูบนผิวของแผนรองรับได ซ่ึงอาจทําใหเกิดปญหาจากการท่ี stationary phase กระจาย
ตัวไมสมํ่าเสมอ และอาจสงผลเสียตอประสิทธิภาพในการแยกสารได   นอกจากนี้ผูเตรียมแผนตองมีทักษะ
และความชํานาญในการเกลี่ย slurry จึงจะไดชั้นท่ีเรียบสมํ่าเสมออีกดวย     ดังนั้นในปจจุบันผูวิเคราะห
สวนใหญจึงนิยมซ้ือหาแผนโครมาโทกราฟสําเร็จรูปจากผูผลิตมาใชงาน ซ่ึงสะดวกมากกวา และไดแผนท่ีมี
คุณภาพคงท่ี แตก็มีขอจํากัด คือ สําหรับประเทศไทย ยังตองคงพ่ึงพาการนําเขาแผนสําเร็จรูปพรอมใชงาน
เหลานี้จากตางประเทศ  

อิเล็กโตรสปนนิง (electrospinning) (รูปท่ี 1) เปนเทคนิคหนึ่งในการผลิตเสนใยท่ีมีขนาดเสน
ผานศูนยกลางในระดับไมโครเมตรถึงนาโนเมตรจากสารละลายพอลิเมอรหรือพอลิเมอรหลอมเหลว 
(melts) โดยอาศัยแรงทางไฟฟากระตุนใหหยดของสารละลายพอลิเมอร ซ่ึงถูกขับออกมาจากปลายเข็ม
แตกกระจายออกเปนเสนใยในลักษณะ Taylor cone พรอมกับการระเหยไปของตัวทําละลายใน
สารละลายพอลิเมอร เกิดเปนเสนใยตกลงบนแผนรองรับซอนทับเปนชั้น (mat) เสนใยนาโนท่ีไดมี
คุณสมบัติเดนหลายประการไดแก มีความสมํ่าเสมอ และพ้ืนท่ีผิวตอปริมาตรสูง มีชองวางหรือความพรุน
มาก มีความยึดหยุนเหมาะสมในการทําเปนรูปทรงสามมิติ ดังนั้นในปจจุบันจึงมีผูศึกษาและเตรียมเสนใย
นาโนดวยเทคนิคอิเล็กโตรสปนนิงหลายรูปแบบ เพ่ือนําไปใชงานอยางหลากหลาย เชน เตรียมเปนแผน
กรอง ใชเปนระบบนําสงยาหรือสารออกฤทธิ์ ตรึงเอนไซม สราง biosensor หรือเตรียมเปนเนื้อเยื่อเทียม
ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เปนตน [1]   อยางไรก็ตาม จากการทบทวนวรรณกรรมและสารสนเทศท่ี
เก่ียวของ พบวา ในขณะท่ีรายงานเก่ียวกับการผลิตและนําเสนใยนาโนไปใชเพ่ือวัตถุประสงคตางๆ ดังท่ี
กลาวมาแลวขางตน จะมีจํานวนเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วและตอเนื่อง แตรายงานเก่ียวกับการนําเสนใยนาโนไป
ประยุกตใชเปนแผนstationary phase สําหรับโครมาโทกราฟแผนบางกลับยังมีจํานวนนอย จนถึง
ปจจุบันมีเพียงรายงานการเตรียมแผนเสนใยนาโนดวยเทคนิคอิเล็กโตรสปนนิงจาก  glassy carbon [2]  
และพอลิเมอร    ไดแก polyacrylonitrile (PAN) [3,4,5] และ polyvinyl alcohol (PVA) [6] เพ่ือใช 
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รูปท่ี 1  เทคนิคอิเล็กโตรสปนนิงสําหรับเตรียมแผนเสนใยนาโน 
 
แยกกรดอะมิโน  สี เลเซอร (laser dyes)  สารสเตียรอยด  และสารถนอมอาหาร ซ่ึงพบวาการเตรียม
แผนดวยวิธีดังกลาวใหแผนโครมาโทกราฟท่ีบาง แตมีประสิทธิภาพในการแยกดี และใชเวลาในการแยก
นอยกวาแผน TLC แบบท่ีใชกันอยูในปจจุบัน นอกจากนี้ มีรายงานหนึ่งฉบับเก่ียวกับการเตรียมแผนเสน
ใยชนิดเรียงตัวเปนระเบียบหรือ aligned nanofibers จาก PAN เพ่ือใชแยกสารในกลุม β-blockers 
และสเตียรอยด ซ่ึงพบวาชวยลดระยะเวลาท่ีใชในการแยกสารลงไปไดอีก เนื่องจาก mobile phase 
สามารถเคลื่อนท่ีไปบนแผน ตามแนวการเรียงตัวท่ีเปนระเบียบของเสนใยไดรวดเร็วข้ึน และยังทําให
ประสิทธิภาพของการแยกสารดีข้ึนดวย [4] รวมท้ังมีรายงานเก่ียวกับการปรับปรุงแผนเสนใยเพ่ือให
สามารถตรวจวัดสารท่ีสามารถดูดกลืนแสง UV ไดโดยการผสม photoluminescent dye เขาไปใน
เสนใย [5] ดังนั้นในภาพรวม การวิจัยและพัฒนาแผนเสนใยนาโนจากกระบวนการอิเล็กโตรสปนนิงเพ่ือใช
ในงานโครมาโทกราฟแผนบางจึงมีความนาสนใจ และถือวายังเปนเรื่องใหมท่ีควรทําการศึกษามากข้ึน ท้ัง
ในแงการนําเอาพอลิเมอรชนิดอ่ืนๆ มาใชเตรียมแผน รวมถึงการปรับปรุงคุณสมบัติของแผนใหมี
ประสิทธิภาพในการแยกสารท่ีดีข้ึน เนื่องจากเสนใยนาโนมีคุณสมบัติเหมาะสมในการนําไปใชเปน  
stationary phase สําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง ไดแก  

1) การท่ีมีสันฐานทางกายภาพเปนเสนใยตอเนื่องจึงชวยใหวัสดุหรือพอลิเมอรซ่ึงทําหนาท่ีเปน 
stationary phase ยึดตอกันไดโดยไมตองใช binder จึงลดปญหาท่ีอาจเกิดจากการท่ี stationary phase 
กระจายตัวไมสมํ่าเสมอเม่ือผสมกับ binder จนอาจลดประสิทธิภาพในการแยกสารได   

2) การท่ีเสนใยนาโนมีพ้ืนท่ีผิวจําเพาะสูงทําใหเกิดอันตรกิริยาระหวางสารท่ีตองการแยกกับผิว 
stationary phase ไดดี ทําใหการแยกมีประสิทธิภาพสูงกวาการแยกโดยใชแผนโครมาโทกราฟท่ีเตรียม
จากวัสดุท่ีมีขนาดอนุภาคใหญโดยวิธีการท่ีใชกันอยูในปจจุบัน นอกจากนี้ดวยประสิทธิภาพในการแยกท่ี
เพ่ิมข้ึนเม่ือใชเสนใยท่ีมีพ้ืนท่ีผิวจําเพาะสูง จึงอาจไมจําเปนตองเตรียมชั้น stationary phase ท่ีหนามาก 
จึงเปนการประหยัดวัสดุท่ีใชเคลือบลงบนแผนระนาบ และยังทําใหไดแผนโครมาโทกราฟชนิด ultra-thin 
ซ่ึงทําใหเกิดการแยกของสารไดอยางรวดเร็ว 

3) การท่ีแผนเสนใยมีความพรุนมาก ทําให mobile phase เคลื่อนท่ีพาสารตัวอยางไปตาม 
stationary phase ไดอยางรวดเร็วดวยแรง capillary จึงลดเวลาท่ีใชในการแยกและวิเคราะหได 

นอกจากนี้อิเล็กโตรสปนนิง ยังเปนเทคนิคท่ีไมซับซอน ราคาไมแพง สามารถติดตั้งชุดอุปกรณ
ไดในหองปฏิบัติการ และสามารถใชผลิตเสนใยจากวัสดุหรือพอลิเมอรไดหลากหลายชนิด ไมวาจะเปน 
พอลิเมอรชนิดเดียวหรือพอลิเมอรผสม โดยการปรับและควบคุมปจจัยตางๆ ในกระบวนการผลิต เชน 
ชนิดและความเขมขนของพอลิเมอร ชนิดและอัตราสวนของตัวทําละลาย อัตราการไหลของสารละลายพอ
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ลิเมอรออกจากเข็ม ระยะทางระหวางปลายเข็มถึงฉากรับ และความตางศักยไฟฟาท่ีให เพ่ือใหไดขนาด 
ลักษณะ รูปราง และความหนาของชั้นเสนใยตามท่ีตองการได    

จากเหตุผลท่ีกลาวมา คณะผูวิจัยจึงสนใจและไดศึกษาพัฒนาเสนใยนาโนสําหรับโครมาโท 
กราฟแผนบาง โดยเลือกใช  cellulose acetate เนื่องจากเปนพอลิเมอรอนุพันธของพอลิเมอร 
cellulose ท่ีไดจากธรรมชาติ มีราคาถูก หาซ้ือไดงาย และยังไมเคยมีการนําแผน electrospun 
nanofibers จากพอลิเมอรชนิดนี้ไปใชสําหรับโครมาโทกราฟแผนบางมากอน โดยคณะผูวิจัยไดศึกษา
และปรับปจจัยตางๆ ในกระบวนการอิเล็กโตรสปนนิง เพ่ือใหไดแผนเสนใยท่ีมีคุณสมบัติเฉพาะท่ี
เหมาะสมสําหรับเปน  stationary phase แลวประเมินคุณสมบัติของแผนเสนใยท่ีได จากลักษณะทาง
กายภาพ เชน ขนาด รูปราง ความหนา ความเรียบ การยึดเกาะกับแผนระนาบ การคงอยูของหมู
ฟงกชันทางเคมีของพอลิเมอร และท่ีสําคัญคือ ประสิทธิภาพในการแยกสารดวยวิธีโครมาโท 
กราฟแผนบาง โดยอาศัยโจทยการวิเคราะห ไดแก การตรวจหาสารสเตียรอยดในผลิตภัณฑเสริมอาหาร
และยาแผนโบราณ และการตรวจหาสารไฮโดรควิโนนและกรดเรทิโนอิกในเครื่องสําอาง เพ่ือแสดงใหเห็น
ถึงความสามารถและประสิทธิภาพของแผนเสนใยนาโนในการนําไปใชประโยชนไดจริง เนื่องจากเทคนิค
โครมาโทกราฟแผนบางมีความเหมาะสมในการตรวจวิเคราะหสารเบื้องตน ดวยเหตุผลในดานราคา 
วิธีการวิเคราะหท่ีไมยุงยากและสามารถตรวจวิเคราะหไดหลายตัวอยางไปพรอมกัน รวมถึงใชอุปกรณท่ี
ไมซับซอน สามารถนําไปใชกับการตรวจวิเคราะหในภาคสนามได ท้ังนี้ในงานวิจัยไดเตรียมแผนซ่ึงมีการ
จัดเรียงตัวของเสนใยใน 2 ลักษณะ แบบแรก เรียกวา เสนใยชนิด non-aligned หมายถึง เสนใยท่ีมี
การเรียงตัวแบบสุม ไรทิศทางท่ีแนนอน และอีกชนิดหนึ่งเรียกวา เสนใยชนิด uniaxially aligned 
หมายถึง เสนใยท่ีมีการเรียงตัวเปนระเบียบเปนแนวเดียว 

 
วัตถุประสงค 

1. เพ่ือศึกษาความเปนไปไดในการเตรียมแผนเสนใยนาโนจากพอลิเมอรโดยใชเทคนิคอิเล็ก 
โตรสปนนิง สําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง 

2. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติหรือลักษณะเฉพาะของเสนใยนาโนท่ีเหมาะสมสําหรับการนําไปใชเปน  
stationary phase ในโครมาโทกราฟแผนบาง ซ่ึงอาจจะแตกตางไปจากคุณสมบัติของเสนใยนาโนท่ี
นําไปใชกับวัตถุประสงคอ่ืนๆ ท่ีเคยมีรายงานมา 

3. เพ่ือศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอคุณสมบัติหรือลักษณะของเสนใยนาโน และปรับ (optimize) 
ปจจัยท่ีมีผลเหลานั้นเพ่ือใหไดแผนเสนใยนาโนท่ีเหมาะสมสําหรับการนําไปใชเปน  stationary phase ใน 
โครมาโทกราฟแผนบาง 

4. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของแผนเสนใยนาโนท่ีเตรียมได ในการแยกสารโดยวิธีโครมาโทกราฟ
แผนบาง  
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
สารเคมีและอุปกรณ 

Cellulose acetate (Mv=30 kDa, degree of acetyl substitution ≈ 2.4) ซ้ือจากบริษัท 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) ตัวทําละลาย ไดแก acetone (Carlo, Italy), N,N-
dimethylacetamide [DMAc, Labscan (Asia), Thailand], methanol (Merck, Germany) and 
ethanol (Merck) ใชชนิด analytical reagent grade  

สารมาตรฐาน Dexamethasone (99.7% purity) และ predinisolone (99.8 % purity) 
ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย hydroquinone และ retinoic acid ไดจากบริษัท Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO) แผน TLC ชนิด silica gel 60 F254 และ silica gel 60 RP-18 F254 ซ่ึงใชในการ
เปรียบเทียบ ซ้ือจากบริษัท Merck ตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหาร ยาแผนโบราณ และเครื่องสําอางท่ีใช
ในการวิเคราะห เก็บตัวอยางจากพ้ืนท่ีจังหวัดนครปฐมและใกลเคียง ชวงป พ.ศ. 2555 – 2556 

ใช  Brookfield DV-III programmable viscometer สําหรับวัดความหนืดของสารละลาย
พอลิเมอร  Kruss DSA10 Mk2 drop shape analyzer ใชวัด  surface tension และ Orion 160 
conductivity meter ใชวัด conductivity ศึกษาลักษณะของแผนเสนใยดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน scanning electron microscope (SEM)  รุน Camscan Mx2000 (Obducat 
Camscan Ltd, Cambridge, UK) รวมกับ image analysis software JMicroVision V.1.2.7 
(University of Geneva, Geneva, Switzerland)  และศึกษา chemical functionality ของเสนใย
ดวย Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy โดยใชเครื่อง Nicolet Magma-IR system 
750 

 
วิธีการทดลอง 

งานวิจัยนี้ แบงออกไดเปน 2 สวนดังนี้ 
1. การเตรียมแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด non-aligned และประยุกตใชสําหรับตรวจหา 
สารสเตียรอยดในผลิตภัณฑเสริมอาหารและยาแผนโบราณ  
2. การเตรียมแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด aligned และประยุกตใชสําหรับตรวจหา
hydroquinone และ retinoic acid ในเครื่องสําอาง 
 
การเตรียมแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด non-aligned และประยุกตใชสําหรับตรวจหา 
สารสเตียรอยดในผลิตภัณฑเสริมอาหารและยาแผนโบราณ  

1. กระบวนการอิเล็กโตรสปนนิง  
1.1 การเตรียมสารละลายพอลิเมอร cellulose acetate  

 ละลายผง cellulose acetate 1.7 g ในตัวทําละลายผสม 10 mL ซ่ึงประกอบดวย 
acetone กับ N, N-dimethylacetamide (DMAc) ในอัตราสวนตางๆ ไดแก 2:1, 1:1 และ 1:2 (เพ่ือ
ศึกษาผลของอัตราสวนของตัวทําละลาย) เพ่ือเตรียมสารละลาย cellulose acetate 17% (w/v) โดย
ปนสารละลายในภาชนะปด ดวย magnetic stirrer ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น นํา
สารละลายท่ีไดไปวิเคราะหหา surface tension, shear viscosity และคา conductivity กอนนําไป
ทําอิเล็กโทรสปนนิง  
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1.2 การติดตั้งอุปกรณสําหรับอิเล็กโตรสปนนิง 
การติดตั้งอุปกรณสําหรับกระบวนการอิเล็กโทรสปนนิงแสดงไวดังรูปท่ี 2 มีข้ันตอนดังนี้ บรรจุ

สารละลาย cellulose acetate 5 mL ลงในเข็มฉีดยาชนิดแกว ซ่ึงตอปลายดวยหัวเข็มเบอร 20 ขนาด
เสนผานศูนยกลางภายใน 0.5 mm ใช syringe pump ควบคุมอัตราเร็วในการพนสารละลายออกจาก
เข็มใหมีคา 0.2, 0.6 และ 1.0 mL/h (เพ่ือศึกษาผลของอัตราเร็วในการพนสารละลาย) ตั้งความตาง
ศักยและระยะหางระหวางปลายเข็มกับฉากรับหรือ drum collector ท่ี 17.5 kV และ 15 cm 
ตามลําดับ ติดแผนอะลูมิเนียมชนิดแข็งขนาดประมาณ 15 x 9 cm2 บน drum collector เพ่ือทํา
หนาท่ีเปนแผนรองรับเสนใย โดย drum collector นี้หมุนดวยความเร็วรอบ 350 rpm อุณหภูมิขณะ
ทําอิเล็กโทรสปนนิ่งคือ 25 oC และ vary ระยะเวลาท่ีใชในการสปน 2, 4 และ 6 h เพ่ือศึกษาผลของ
ความหนาของชั้นเสนใย 

 

  

รูปท่ี 2 การติดตั้งอุปกรณสําหรับกระบวนการอิเล็กโตรสปนนิงในหองปฏิบัติการ 
 

2. การประเมินลักษณะของแผนเสนใย 
ประเมินลักษณะของแผนเสนใยท่ีเตรียมได ดังนี้ ลักษณะซ่ึงสังเกตไดดวยตาเปลา ไดแก 

ความเรียบและสมํ่าเสมอ การเกาะติดของชั้นเสนใยกับแผนอะลูมิเนียม ลักษณะท่ีสังเกตดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน SEM ไดแก รูปรางของเสนใย ขนาดเสนผานศูนยกลาง และความหนาของชั้นเสน
ใย วัดโดยใช image analysis software JMicroVision V.1.2.7 โดยการถายภาพ SEM นั้นทําโดยตัด
แผนเสนใยใหเปนชิ้นเล็กแลวนําไปเคลือบดวยทองโดยใช sputtering device ใหมีความหนาของชั้น
ทองประมาณ 150 Å (รูปท่ี 3) ศึกษา chemical functionality ของเสนใย เปรียบเทียบกับ 
cellulose acetate โดยใช Fourier transform infrared spectroscopy โดยบดเสนใยและตอกรวม
กับ potassium bromide ใหเปนแผนบาง แลวนําไปวัดสเปกตรัมในชวง 400 – 4,000 cm−1  
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รูปท่ี 3 การเตรียมตัวอยางเพ่ือถายภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

นอกจากนี้ ยังไดศึกษาความทนทานหรือการละลายของแผนเสนใยในตัวทําละลายชนิดตางๆ 
โดยลอกแผนเสนใยออกจากแผนอะลูมิเนียม แลวตัดใหมีขนาด 0.5 x 0.5 cm2 ใสลงในหลอดทดลอง 
แลวเติมตัวทําละลายตางๆ ท่ีใชในการศึกษาปริมาตร 1 mL เขยานานเปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
(27 + 2oC) แลวสังเกตผลวา แผนเสนใยมีการละลายหรือไม หากละลายหมด หรือละลายไดบาง 
(คงเหลือแผนอยูบางบางสวน) ถือวา เสนใยละลายไดในตัวทําละลายชนิดนั้น 

 
 3. การเตรียมแผนเสนใยเพ่ือใชในงานโครมาโทกราฟแผนบาง 

ทําตัดแผนอะลูมิเนียมใหมีขนาด 8.5 x 4 cm2 ดวยกรรไกรอยางระมัดระวัง (รูปท่ี 4) เพ่ือ
ปองกันการหลุดออกของชั้นเสนใยจาก backing อะลูมิเนียม โดยเลือกบริเวณกลางแผน ซ่ึงสังเกตเห็น
ไดวามีเสนใยสมํ่าเสมอ และหลีกเลี่ยงบริเวณขอบซ่ึงมักจะมีชั้นเสนใยบาง 

  

  
 

รูปท่ี 4 การเตรียมแผนเสนใยชนิด non-aligned สําหรับใชงานโครมาโทกราฟแผนบาง 

 
 4. การแยกสารสเตียรอยดดวยโครมาโทกราฟแผนบาง 

ศึกษาประสิทธิภาพของแผนเสนใย cellulose acetate ในการเปน stationary phase 
สําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง โดยนําแผนไปใชแยกสารสเตียรอยด 2 ชนิด ไดแก prednisolone (รูป
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ท่ี 5 a) และ dexamethasone (รูปท่ี 5 b) ซ่ึงมีความแตกตางกันท่ีอะตอมของ fluorine และ 
hydrogen ท่ีตําแหนง C9 และหมู methyl ท่ีตําแหนง C16 บน steroid ring 

 
                           a                                                  b 

รูปท่ี 5 โครงสรางทางเคมีของ prednisolone (a) และ dexamethasone (b) 
 

4.1 วิธกีารแยกสารบนแผนเสนใยนาโน cellulose acetate  
ข้ันตอนการแยกสารบนแผนเสนใย cellulose acetate (รูปท่ี 6) ทําโดย spot สารละลาย 

prednisolone, dexamethasone และสารผสม prednisolone/dexamethasone ซ่ึงละลายใน 
absolute ethanol เขมขน 1 mg/mL ปริมาตร 1 µL ดวยไมโครปเปตลงบนแผนเสยใยซ่ึงตัดเตรียม
ไว ท่ีระยะหางประมาณ 1 cm จากขอบดานลาง จากนั้นนําแผนวางลงในภาชนะท่ีไดทําใหอ่ิมตัวดวย 
mobile phase ลวงหนาเปนเวลา 30 นาที mobile phase ท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ binary 
mixture ซ่ึงประกอบดวย methanol กับน้ํา หรือ ethanol กับน้ํา ท่ีอัตราสวนตางๆ ปลอยให 
mobile phase เคลื่อนท่ีข้ึนไป จนไดระยะทาง 7 cm จากจุดเริ่มตน แลวนําแผนออกจากภาชนะ ผึ่ง
ใหแหง ตรวจหาตําแหนงของจุดบนแผนโดยฉีดพนดวยสารละลายซ่ึงประกอบดวย 0.2% w/v 
tetrazolium blue และ 2% w/v sodium hydroxide ใน methanol จากนั้นนําไปใหความรอนโดย
เปาดวยลมรอน (อุณหภูมิประมาณ 95 – 100 oC) จากไดรเปาผมเปนเวลา 2 นาที จนปรากฏจุดของ
สารสเตียรอยดเปนจุดสีมวงน้ําเงิน  

 

               
                                  Spot ตัวอยาง                         Run TLC 
 

                
                       พน visualization reagent         ใหความรอนเพ่ือใหจุดเกิดสี 
 
รูปท่ี 6 ข้ันตอนการแยกสารดวยโครมาโทกราฟแผนบาง 
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บันทึกระยะเวลาท่ีใชในการแยกสาร และคํานวณคา Rf หรือ by hRf (100 x Rf) จาก
ระยะทางท่ีสารแตละชนิดเคลื่อนท่ีหารดวยระยะทางท่ี mobile phase เคลื่อนท่ี และประเมินการแยก
ระหวาง prednisolone กับ dexamethasone จากคา resolution (Rs) 

)/2W(W
d

21
s +
=R  

และคํานวณคา number of plate (N) ท่ีแสดงประสิทธิภาพของการแยกสาร จากสูตร 

N = 16 (x/W)2 

เม่ือ d = ระยะหางระวางจุดของสารท้ังสองชนิด และ W คือความกวางของจุด และ x คือ
ระยะทางท่ีจุดเคลื่อนท่ีไดจากตําแหนงเริ่มตน  

4.2 วิธีการแยกสารบนแผน cellulose acetate ท่ีเตรียมโดยวิธีเกล่ีย slurry และบน
แผน commercial silica 

ทดลองแยกสารสเตียรอยดบนแผน cellulose acetate แบบปกติชนิดท่ีเปนอนุภาค 
เปรียบเทียบแผนเสนใยนาโน cellulose acetate ท่ีเตรียมข้ึนจากเทคนิคอิเล็กโตรสปนนิง อยางไรก็
ตามเนื่องจากในปจจุบันไมมีแผน commercial cellulose acetate จําหนาย จึงตองเตรียมแผนข้ึน
เองในหองปฏิบัติการโดยเกลี่ย slurry ซ่ึงประกอบดวยผง cellulose acetate ซ่ึงบดและผานแรง และ 
gypsum (ทําหนาท่ีเปน binder) กระจายตัวอยูใน methanol และน้ํา บนแผนแกว ตามวิธีของ 12 
จากนั้นจึงนําแผนท่ีไดไปใชแยกสเตียรอยดโดยใช mobile phase ซ่ึงประกอบดวย methanol กับน้ํา 
หรือ ethanol กับน้ํา เชนเดียวกับการแยกบนแผนเสนใยนาโน 

นอกจากนี้ ยังไดทดลองแยกสารเพ่ือดูการสลับลําดับการเคลื่อนท่ี (migration order) ของ
สารบนแผน เปรียบเทียบกับแผน commercial silica gel ซ่ึงเปน stationary phase ชนิดท่ีมีข้ัว โดย
ใชข้ันตอนการแยกเชนเดียวกัน ตามหัวขอ 4.1 แตใช dichloromethane/methanol (90:10, v:v) 
เปน  mobile phase แทน  

 
4.3 วิธตีรวจหาสารสเตียรอยดในผลิตภัณฑเสริมอาหารและยาแผนโบราณ  
หลังจากพบวา แผนเสนใยนาโน cellulose acetate ท่ีเตรียมข้ึนโดยเทคนิคอิเล็กโตร 

สปนนิง สามารถแยกสาร prednisolone กับ dexamethasone ออกจากกันได จึงไดทดลองนําแผน
ไปใชในการตรวจหาสารสเตียรอยดในตัวอยางจริง ไดแก ผลิตภัณฑเสริมอาหารและยาแผนโบราณ  
โดยการเตรียมตัวอยางกอนการวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแผนบาง ทําโดย นําตัวอยางผลิตภัณฑเสริม
อาหารหรือยาแผนโบราณ ในลักษณะผง (ไดแก ยาผง ยาเม็ดหรือยาลูกกลอนซ่ึงบดแลว หรือยาแคปซูล
ซ่ึงแกะเปลือกออก) ประมาณ 50 mg ละลายใน ethanol ปริมาตร 1 mL ในหลอด microcentrifuge 
tube จากนั้นนําไป sonicate นาน 10 นาที เพ่ือชวยใหผงยาแตกตัวและละลายไดดีข้ึน แลวนําไปปน
เหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนแยกสวนท่ีไมละลายออกไป จากนั้นจึงนําสวนสารละลายใสสวนบนไปวิเคราะห 

นอกจากนี้ยังไดหาระดับปริมาณต่ําสุดของ prednisolone และ dexamethasone ท่ีสามารถ
แยกและตรวจวัดได เพ่ือศึกษาความไว (sensitivity) ของวิธี TLC ท่ีพัฒนาข้ึน โดย spot สารละลาย 
prednisolone กับ dexamethasone ท่ีมีความเขมขนตางๆ จากมากไปนอยลงบนแผน แลวแยกสาร
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และตรวจวัดดวยวิธีท่ีพัฒนาข้ึน เพ่ือหาระดับความเขมขนต่ําสุดท่ียังสามารถเห็นจุดของสารได ท้ังนี้ใน
การประเมินการมองเห็นจุดใชคนท่ีมีประสิทธิภาพการมองเห็นปกติจํานวน 5 คน นอกจากนี้ศึกษา
ความคงสภาพของแผนเม่ือเก็บแผนไวเปนเวลา 6 เดือน 

 
การเตรียมแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด aligned และประยุกตใชสําหรับตรวจหา
hydroquinone และ retinoic acid ในเครื่องสําอาง 

1. กระบวนการอิเล็กโตรสปนนิง  
ใชสารละลาย cellulose acetate และการติดตั้งอุปกรณ เชนเดียวกับการเตรียมแผนเสนใย

ชนิด non-aligned (รูปท่ี 7) ยกเวน ใชความเร็วในการหมุนของ drum collector ท่ีสูงข้ึน (high 
speed rotating drum) ไดแก 4,500, 6,000 และ 7,500 rpm (vary เพ่ือศึกษาระดับความเร็วท่ีทํา
ใหไดเสนใยท่ีเรียงตัวเปนระเบียบในแนวเดียว) แทน 350 rpm นอกจากนี้ยังใชแผนอะลูมิเนียมฟอลยช
นิดออน แทนแผนชนิดแข็ง เปนวัสดุรองรับเสนใย โดยหุมใหแนบรอบ drum เนื่องจากหากใชแผน
อะลูมิเนียมแข็งท่ีตัดเปนแผนสีเหลี่ยม การหมุนของ drum ดวยความเร็วรอบท่ีสูง จะทําใหเกิดแรง
เหวี่ยงและทําใหแผนเกิดหลุดออกของจากตัว drum ขณะสปน  

 

 
 

รูปท่ี 7 การติดแผนอะลูมิเนียมสําหรับการเตรียมแผนเสนใยชนิด aligned 
 

2. การประเมินลักษณะของแผนเสนใย 
ประเมินลักษณะของแผนเสนใยดวยตาเปลาและดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน เชนเดียว 

กับการประเมินแผนเสนใยชนิด non-aligned  แตเพ่ิมเติมการประเมินการเรียงตัวของเสนใย 
(alignment) จากภาพถาย SEM โดยนับจํานวนเสน (จํานวนรวมท้ังสิ้น 50 เสนตอภาพ) ท่ีทํามุมตางๆ 
กับเสนอางอิงซ่ึงลากกําหนดไวในแนวดิ่ง เชน ถาเสนใยใดขนานกับเสนอางอิงนี้ หมายถึงทํามุม 0 องศา 
และถาเสนใยใดตั้งฉากกับเสนอางอิงนี้ หมายถึงทํามุม 90 องศา จากนั้น plot histogram แสดง
ความถ่ีหรือจํานวนเสนใยท่ีทํามุมในชวง 90 ถึง -90 องศา แผนเสนใยท่ีมีลักษณะ uniaxially aligned 
ท่ีดีหรือเรียงตัวเปนระเบียบ คือ แผนท่ีมีการกระจายตัวของแทง histogram แคบ (narrow 
distribution) 
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 3. การเตรียมแผนเสนใยชนิด aligned เพ่ือใชในงานโครมาโทกราฟแผนบาง 
เนื่องจากแผนรองรับเสนใยชนิด aligned เปนแผนอะลูมิเนียมชนิดออนซ่ึงมีความแข็งไม

เพียงพอตอการนําไปใชงาน TLC และมีโอกาสโคงงอไดงาย จึงตองนําแผนเสนใยดังกลาวติดลงบนแผน 
backing ซ่ึงทําดวยแกวใหแข็งแรงมากยิ่งข้ึนกอนนําไปใชงาน ซ่ึงทําโดยใชกรรไกรตัดแผนอะลูมิเนียม
ใหมีขนาด 7.5 x 2.5 cm2 แลวนําไปติดบนแผนแกวโดยใชเทปกาวสองหนา จากนั้นตัดขอบแผน
อะลูมิเนียมสวนท่ีเกินแผนแกวออกใหเรียบรอยเพ่ือพรอมใชงาน ดังรูปท่ี 8 

 

   
 

  
 

รูปท่ี 8 การเตรียมแผนเสนใยชนิด aligned สําหรับใชงานโครมาโทกราฟแผนบาง 
 

 4. การแยก hydroquinone และ retinoic acid ดวยโครมาโทกราฟแผนบาง 
ศึกษาประสิทธิภาพของแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด aligned ในการเปน stationary 

phase สําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง โดยเฉพาะอยางยิ่งในแงความเร็วในการเคลื่อนท่ีของ mobile 
phase บนแผน (migration time) และลักษณะของจุดท่ีปรากฏบนแผนหลังแยก เปรียบเทียบกับชนิด 
non-aligned โดยนําแผนไปใชแยกสารผสม 3 ชนิด ไดแก สารหามใชเปนสวนผสมในเครื่องสําอาง 
ไดแก hydroquinone (รูปท่ี 9 a) และ retinoic acid (รูปท่ี 9 b) และวิตามินซี (รูปท่ี 9 c) ซ่ึงเปน
สวนผสมปกติในผลิตภัณฑเครื่องสําอาง 
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  a                                         b                                              c 
 
รูปท่ี 9 โครงสรางทางเคมีของ hydroquinone (a) retinoic acid (b) และวิตามินซี (c) 

 
 

4.1 วิธีการแยกสารบนแผนเสนใยนาโน cellulose acetate  
spot สารละลาย hydroquinone, retinoic acid และวิตามินซี ซ่ึงละลายใน absolute 

ethanol เขมขน 0.125, 0.67 และ 1 mg/mL ตามลําดับ ปริมาตร 0.5 µL ดวยไมโครปเปตลงบน
แผนเสยใยซ่ึงตัดเตรียมไว ท่ีระยะหางประมาณ 1 cm จากขอบดานลาง จากนั้นนําแผนวางลงใน
ภาชนะท่ีไดทําใหอ่ิมตัวดวย mobile phase ลวงหนาเปนเวลา 30 นาที mobile phase ท่ีใชใน
การศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย methanol : น้ํา : acetic acid ท่ีมีอัตราสวน methanol : น้ํา ตางๆ 
และ มี acetic acid 2.5% คงท่ี ปลอยให mobile phase เคลื่อนท่ีข้ึนไป จนไดระยะทาง 5 cm จาก
จุดเริ่มตน แลวนําแผนออกจากภาชนะ ผึ่งใหแหง ตรวจหาตําแหนงของจุดบนแผนโดยฉีดพนดวย
สารละลาย 5% (w/v) phosphomolybdic acid ใน ethanol จากนั้นนําไปใหความรอนโดยเปาดวย
ลมรอน (อุณหภูมิประมาณ 95 – 100 oC) จากไดรเปาผมเปนเวลา 2 นาที หรืออาจใชวิธีนําไปเขาตูอบ 
(hot air oven) อุณหภูมิประมาณ 95 – 100 oC นาน 2 นาที (รูปท่ี 10) จนปรากฏจุดสีเทาของสารท้ัง
สามชนิด  

 

 
 

รูปท่ี 10 วิธีทําใหจุดของสารปรากฏสีโดยใชความรอนจากตูอบ 
 
บันทึกระยะเวลาท่ีใชในการแยกสาร คํานวณคา Rf, plate number และหาพ้ืนท่ีของจุดโดย

ใช Photoshop CS6 software (Adobe System, Mountain View, CA, USA) โดยรายงานผลเปน
คา pixel เปรียบเทียบระหวางจุดท่ีปรากฏบนแผนชนิด aligned กับชนิด non-aligned  
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4.2 การแยกสารบนแผน commercial TLC ชนิดอ่ืนๆ   
เพ่ือเปนการเปรียบเทียบ จึงไดทดลองแยกสารผสม hydroquinone, retinoic acid และ

วิตามินซี บนแผน commercial TLC ชนิดอ่ืนซ่ึงนิยมใชกันในปจจุบัน ไดแก แผน silica gel 60 F254 
และ silica gel 60 RP-18 F254 ซ่ึงเปนชนิด reverse phase โดยใช mobile phase ประกอบดวย 
methanol : น้ํา : acetic acid ท่ีมีอัตราสวน methanol : น้ํา ตางๆ และ มี acetic acid 5% คงท่ี 
และใชข้ันตอนการแยก รวมท้ังวิธีการตรวจหาจุดโดยใช 5% (w/v) phosphomolybdic acid ใน 
ethanol เปน visualization reagent เชนเดียวกับการแยกบนแผนเสนใยนาโน cellulose acetate 
ยกเวน ใชปริมาตรของสารในการ spot ลงบนแผนเปน 2 µL 

 
4.3 การพัฒนาวิธีวิเคราะหเพ่ือตรวจหา hydroquinone และ retinoic acid ใน

เครื่องสําอาง 
หลังจากพบวา แผนเสนใยนาโน cellulose acetate ชนิด aligned สามารถแยกสาร 

hydroquinone และ retinoic acid ออกจากกันได จึงไดทดลองนําแผนไปใชในการตรวจหาสาร
ดังกลาวในตัวอยางจริง ไดแก ครีมเครื่องสําอาง  โดยการเตรียมตัวอยางกอนการวิเคราะหดวยโคร
มาโทกราฟแผนบาง ทําโดย ละลายตัวอยางครีมประมาณ 0.5 g ดวย ethanol 1 mL ในหลอด 
microcentrifuge tube นําไป sonicate นาน 10 นาที แลวแชหลอดในน้ําแข็งจนปรากฏชั้น wax 
แยกออกมาหรือสารละลายมีความขุนเพ่ิมข้ึน แลวนําไปปนเหวี่ยงเพ่ือแยก wax สวนท่ีไมละลายออกไป 
จากนั้นจึงนําสวนสารละลายใสไปวิเคราะห ในบางกรณีอาจนําสารละลายท่ีไดไประเหยเอาตัวทําละลาย
ออกบางสวน โดยการพนดวย nitrogen gas เหนื่อผิวสารละลาย ท่ีอุณหภูมิหอง เพ่ือเพ่ิมความเขมขน
ของสารสกัด 

นอกจากนี้ยังไดหาระดับปริมาณต่ําสุดของ hydroquinone และ retinoic acid ท่ีสามารถ
แยกและตรวจวัดไดดวยตา เพ่ือประเมินความไว (sensitivity) ของวิธี TLC ท่ีพัฒนาข้ึน โดย spot 
สารละลาย retinoic acid กับ hydroquinone ท่ีมีความเขมขนตางๆ จากมากไปนอยลงบนแผน แลว
แยกสารและตรวจวัดดวยวิธีท่ีพัฒนาข้ึน เพ่ือหาระดับความเขมขนต่ําสุดท่ียังสามารถเห็นจุดของสารได 
ท้ังนี้ในการประเมินการมองเห็นจุดใชคนท่ีมีประสิทธิภาพการมองเห็นปกติจํานวน 5 คน และศึกษา
ความจําเพาะของวิธี โดยทดลองแยกสารอ่ืนๆ ท่ีมักพบในผลิตภัณฑเครื่องสําอางคและอาจรบกวนการ
วิเคราะห ไดแก arbutin, resorcinol และวิตามินซี ทําการตรวจยืนยันผลการวิเคราะหเปรียบเทียบกับ
วิธีมาตรฐานของ ASEAN Guideline ดวยเทคนิค TLC และ HPLC  [7,8] 

 
 

 


