
การพัฒนาแผนเสนใยนาโนสําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง 

 1 

บทนํา  
 

โครมาโทกราฟแผนบาง (Thin layer chromatography, TLC) เปนเทคนิคการแยกและ
วิเคราะหสารในเชิงคุณภาพและปริมาณซ่ึงใชกันแพรหลาย สําหรับอาหาร ยา ตัวอยางจากสิ่งแวดลอม 
ฯลฯ  เพ่ือวัตถุประสงคในการพิสูจนเอกลักษณ ตรวจสอบองคประกอบทางเคมีของสาร ตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ แยกสารหรือผลิตภัณฑจากธรรมชาติ หรือติดตามการเปลี่ยนแปลงของสารระหวางข้ันตอนการ
สังเคราะห เหตุผลสําคัญท่ีทําใหโครมาโทกราฟแผนบางไดรับความนิยม คือ ความงายและสะดวกในการใช
งาน คาใชจายของวิธีโดยรวมคอนขางตํ่าเม่ือเทียบกับวิธีอ่ืน  การเตรียมตัวอยางไมยุงยากซับซอน และใช
สารตัวอยางในปริมาณนอย นอกจากนี้ยังใหผลการวิเคราะหรวดเร็วและถูกตอง การแยกสารโดยวิธีโคร
มาโทกราฟแผนบาง อาศัยชั้นบางๆ ของ stationary phase ซ่ึงเคลือบอยูบนวัสดุรองรับท่ีเปนแผนระนาบ 
ซ่ึงอาจเปนแผนแกว แผนอะลูมิเนียม หรือแผนพลาสติก และ mobile phase ท่ีเหมาะสมในการพาสารให
เคลื่อนท่ีผานไปตาม stationary phase และทําใหเกิดการแยกสารออกจากกัน ในทางปฏิบัติผูวิเคราะห
อาจเตรียมแผนโครมาโทกราฟข้ึนเองโดยการเกลี่ย slurry ของ stationary phase บนแผนระนาบใหมี
ความเรียบและความหนาท่ีสมํ่าเสมอตามท่ีตองการ แลวระเหยตัวทําละลายออกไป วิธีนี้สามารถใชในการ
เตรียมแผนท่ีเคลือบดวยวัสดุตามท่ีตองการเพ่ือทําหนาท่ีเปน stationary phase แตอาจจะตองมีการ
พัฒนาสูตรในการเตรียม slurry หรือบางครั้งหากวัสดุท่ีเปน stationary phase มีคุณสมบัติในการยึดเกาะ
ต่ํา ก็อาจจะตองผสม binder เชน calcium sulfate ลงไปใน slurry เพ่ือให stationary phase สามารถ
ยึดเกาะเปนชั้นอยูบนผิวของแผนรองรับได ซ่ึงอาจทําใหเกิดปญหาจากการท่ี stationary phase กระจาย
ตัวไมสมํ่าเสมอ และอาจสงผลเสียตอประสิทธิภาพในการแยกสารได   นอกจากนี้ผูเตรียมแผนตองมีทักษะ
และความชํานาญในการเกลี่ย slurry จึงจะไดชั้นท่ีเรียบสมํ่าเสมออีกดวย     ดังนั้นในปจจุบันผูวิเคราะห
สวนใหญจึงนิยมซ้ือหาแผนโครมาโทกราฟสําเร็จรูปจากผูผลิตมาใชงาน ซ่ึงสะดวกมากกวา และไดแผนท่ีมี
คุณภาพคงท่ี แตก็มีขอจํากัด คือ สําหรับประเทศไทย ยังตองคงพ่ึงพาการนําเขาแผนสําเร็จรูปพรอมใชงาน
เหลานี้จากตางประเทศ  

อิเล็กโตรสปนนิง (electrospinning) (รูปท่ี 1) เปนเทคนิคหนึ่งในการผลิตเสนใยท่ีมีขนาดเสน
ผานศูนยกลางในระดับไมโครเมตรถึงนาโนเมตรจากสารละลายพอลิเมอรหรือพอลิเมอรหลอมเหลว 
(melts) โดยอาศัยแรงทางไฟฟากระตุนใหหยดของสารละลายพอลิเมอร ซ่ึงถูกขับออกมาจากปลายเข็ม
แตกกระจายออกเปนเสนใยในลักษณะ Taylor cone พรอมกับการระเหยไปของตัวทําละลายใน
สารละลายพอลิเมอร เกิดเปนเสนใยตกลงบนแผนรองรับซอนทับเปนชั้น (mat) เสนใยนาโนท่ีไดมี
คุณสมบัติเดนหลายประการไดแก มีความสมํ่าเสมอ และพ้ืนท่ีผิวตอปริมาตรสูง มีชองวางหรือความพรุน
มาก มีความยึดหยุนเหมาะสมในการทําเปนรูปทรงสามมิติ ดังนั้นในปจจุบันจึงมีผูศึกษาและเตรียมเสนใย
นาโนดวยเทคนิคอิเล็กโตรสปนนิงหลายรูปแบบ เพ่ือนําไปใชงานอยางหลากหลาย เชน เตรียมเปนแผน
กรอง ใชเปนระบบนําสงยาหรือสารออกฤทธิ์ ตรึงเอนไซม สราง biosensor หรือเตรียมเปนเนื้อเยื่อเทียม
ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เปนตน [1]   อยางไรก็ตาม จากการทบทวนวรรณกรรมและสารสนเทศท่ี
เก่ียวของ พบวา ในขณะท่ีรายงานเก่ียวกับการผลิตและนําเสนใยนาโนไปใชเพ่ือวัตถุประสงคตางๆ ดังท่ี
กลาวมาแลวขางตน จะมีจํานวนเพ่ิมข้ึนอยางรวดเร็วและตอเนื่อง แตรายงานเก่ียวกับการนําเสนใยนาโนไป
ประยุกตใชเปนแผนstationary phase สําหรับโครมาโทกราฟแผนบางกลับยังมีจํานวนนอย จนถึง
ปจจุบันมีเพียงรายงานการเตรียมแผนเสนใยนาโนดวยเทคนิคอิเล็กโตรสปนนิงจาก  glassy carbon [2]  
และพอลิเมอร    ไดแก polyacrylonitrile (PAN) [3,4,5] และ polyvinyl alcohol (PVA) [6] เพ่ือใช 
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รูปท่ี 1  เทคนิคอิเล็กโตรสปนนิงสําหรับเตรียมแผนเสนใยนาโน 
 
แยกกรดอะมิโน  สี เลเซอร (laser dyes)  สารสเตียรอยด  และสารถนอมอาหาร ซ่ึงพบวาการเตรียม
แผนดวยวิธีดังกลาวใหแผนโครมาโทกราฟท่ีบาง แตมีประสิทธิภาพในการแยกดี และใชเวลาในการแยก
นอยกวาแผน TLC แบบท่ีใชกันอยูในปจจุบัน นอกจากนี้ มีรายงานหนึ่งฉบับเก่ียวกับการเตรียมแผนเสน
ใยชนิดเรียงตัวเปนระเบียบหรือ aligned nanofibers จาก PAN เพ่ือใชแยกสารในกลุม β-blockers 
และสเตียรอยด ซ่ึงพบวาชวยลดระยะเวลาท่ีใชในการแยกสารลงไปไดอีก เนื่องจาก mobile phase 
สามารถเคลื่อนท่ีไปบนแผน ตามแนวการเรียงตัวท่ีเปนระเบียบของเสนใยไดรวดเร็วข้ึน และยังทําให
ประสิทธิภาพของการแยกสารดีข้ึนดวย [4] รวมท้ังมีรายงานเก่ียวกับการปรับปรุงแผนเสนใยเพ่ือให
สามารถตรวจวัดสารท่ีสามารถดูดกลืนแสง UV ไดโดยการผสม photoluminescent dye เขาไปใน
เสนใย [5] ดังนั้นในภาพรวม การวิจัยและพัฒนาแผนเสนใยนาโนจากกระบวนการอิเล็กโตรสปนนิงเพ่ือใช
ในงานโครมาโทกราฟแผนบางจึงมีความนาสนใจ และถือวายังเปนเรื่องใหมท่ีควรทําการศึกษามากข้ึน ท้ัง
ในแงการนําเอาพอลิเมอรชนิดอ่ืนๆ มาใชเตรียมแผน รวมถึงการปรับปรุงคุณสมบัติของแผนใหมี
ประสิทธิภาพในการแยกสารท่ีดีข้ึน เนื่องจากเสนใยนาโนมีคุณสมบัติเหมาะสมในการนําไปใชเปน  
stationary phase สําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง ไดแก  

1) การท่ีมีสันฐานทางกายภาพเปนเสนใยตอเนื่องจึงชวยใหวัสดุหรือพอลิเมอรซ่ึงทําหนาท่ีเปน 
stationary phase ยึดตอกันไดโดยไมตองใช binder จึงลดปญหาท่ีอาจเกิดจากการท่ี stationary phase 
กระจายตัวไมสมํ่าเสมอเม่ือผสมกับ binder จนอาจลดประสิทธิภาพในการแยกสารได   

2) การท่ีเสนใยนาโนมีพ้ืนท่ีผิวจําเพาะสูงทําใหเกิดอันตรกิริยาระหวางสารท่ีตองการแยกกับผิว 
stationary phase ไดดี ทําใหการแยกมีประสิทธิภาพสูงกวาการแยกโดยใชแผนโครมาโทกราฟท่ีเตรียม
จากวัสดุท่ีมีขนาดอนุภาคใหญโดยวิธีการท่ีใชกันอยูในปจจุบัน นอกจากนี้ดวยประสิทธิภาพในการแยกท่ี
เพ่ิมข้ึนเม่ือใชเสนใยท่ีมีพ้ืนท่ีผิวจําเพาะสูง จึงอาจไมจําเปนตองเตรียมชั้น stationary phase ท่ีหนามาก 
จึงเปนการประหยัดวัสดุท่ีใชเคลือบลงบนแผนระนาบ และยังทําใหไดแผนโครมาโทกราฟชนิด ultra-thin 
ซ่ึงทําใหเกิดการแยกของสารไดอยางรวดเร็ว 

3) การท่ีแผนเสนใยมีความพรุนมาก ทําให mobile phase เคลื่อนท่ีพาสารตัวอยางไปตาม 
stationary phase ไดอยางรวดเร็วดวยแรง capillary จึงลดเวลาท่ีใชในการแยกและวิเคราะหได 

นอกจากนี้อิเล็กโตรสปนนิง ยังเปนเทคนิคท่ีไมซับซอน ราคาไมแพง สามารถติดตั้งชุดอุปกรณ
ไดในหองปฏิบัติการ และสามารถใชผลิตเสนใยจากวัสดุหรือพอลิเมอรไดหลากหลายชนิด ไมวาจะเปน 
พอลิเมอรชนิดเดียวหรือพอลิเมอรผสม โดยการปรับและควบคุมปจจัยตางๆ ในกระบวนการผลิต เชน 
ชนิดและความเขมขนของพอลิเมอร ชนิดและอัตราสวนของตัวทําละลาย อัตราการไหลของสารละลายพอ
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ลิเมอรออกจากเข็ม ระยะทางระหวางปลายเข็มถึงฉากรับ และความตางศักยไฟฟาท่ีให เพ่ือใหไดขนาด 
ลักษณะ รูปราง และความหนาของชั้นเสนใยตามท่ีตองการได    

จากเหตุผลท่ีกลาวมา คณะผูวิจัยจึงสนใจและไดศึกษาพัฒนาเสนใยนาโนสําหรับโครมาโท 
กราฟแผนบาง โดยเลือกใช  cellulose acetate เนื่องจากเปนพอลิเมอรอนุพันธของพอลิเมอร 
cellulose ท่ีไดจากธรรมชาติ มีราคาถูก หาซ้ือไดงาย และยังไมเคยมีการนําแผน electrospun 
nanofibers จากพอลิเมอรชนิดนี้ไปใชสําหรับโครมาโทกราฟแผนบางมากอน โดยคณะผูวิจัยไดศึกษา
และปรับปจจัยตางๆ ในกระบวนการอิเล็กโตรสปนนิง เพ่ือใหไดแผนเสนใยท่ีมีคุณสมบัติเฉพาะท่ี
เหมาะสมสําหรับเปน  stationary phase แลวประเมินคุณสมบัติของแผนเสนใยท่ีได จากลักษณะทาง
กายภาพ เชน ขนาด รูปราง ความหนา ความเรียบ การยึดเกาะกับแผนระนาบ การคงอยูของหมู
ฟงกชันทางเคมีของพอลิเมอร และท่ีสําคัญคือ ประสิทธิภาพในการแยกสารดวยวิธีโครมาโท 
กราฟแผนบาง โดยอาศัยโจทยการวิเคราะห ไดแก การตรวจหาสารสเตียรอยดในผลิตภัณฑเสริมอาหาร
และยาแผนโบราณ และการตรวจหาสารไฮโดรควิโนนและกรดเรทิโนอิกในเครื่องสําอาง เพ่ือแสดงใหเห็น
ถึงความสามารถและประสิทธิภาพของแผนเสนใยนาโนในการนําไปใชประโยชนไดจริง เนื่องจากเทคนิค
โครมาโทกราฟแผนบางมีความเหมาะสมในการตรวจวิเคราะหสารเบื้องตน ดวยเหตุผลในดานราคา 
วิธีการวิเคราะหท่ีไมยุงยากและสามารถตรวจวิเคราะหไดหลายตัวอยางไปพรอมกัน รวมถึงใชอุปกรณท่ี
ไมซับซอน สามารถนําไปใชกับการตรวจวิเคราะหในภาคสนามได ท้ังนี้ในงานวิจัยไดเตรียมแผนซ่ึงมีการ
จัดเรียงตัวของเสนใยใน 2 ลักษณะ แบบแรก เรียกวา เสนใยชนิด non-aligned หมายถึง เสนใยท่ีมี
การเรียงตัวแบบสุม ไรทิศทางท่ีแนนอน และอีกชนิดหนึ่งเรียกวา เสนใยชนิด uniaxially aligned 
หมายถึง เสนใยท่ีมีการเรียงตัวเปนระเบียบเปนแนวเดียว 

 
วัตถุประสงค 

1. เพ่ือศึกษาความเปนไปไดในการเตรียมแผนเสนใยนาโนจากพอลิเมอรโดยใชเทคนิคอิเล็ก 
โตรสปนนิง สําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง 

2. เพ่ือศึกษาคุณสมบัติหรือลักษณะเฉพาะของเสนใยนาโนท่ีเหมาะสมสําหรับการนําไปใชเปน  
stationary phase ในโครมาโทกราฟแผนบาง ซ่ึงอาจจะแตกตางไปจากคุณสมบัติของเสนใยนาโนท่ี
นําไปใชกับวัตถุประสงคอ่ืนๆ ท่ีเคยมีรายงานมา 

3. เพ่ือศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอคุณสมบัติหรือลักษณะของเสนใยนาโน และปรับ (optimize) 
ปจจัยท่ีมีผลเหลานั้นเพ่ือใหไดแผนเสนใยนาโนท่ีเหมาะสมสําหรับการนําไปใชเปน  stationary phase ใน 
โครมาโทกราฟแผนบาง 

4. เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของแผนเสนใยนาโนท่ีเตรียมได ในการแยกสารโดยวิธีโครมาโทกราฟ
แผนบาง  
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
สารเคมีและอุปกรณ 

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

สารมาตรฐาน Dexamethasone (99.7% purity) และ predinisolone (99.8 % purity) 
ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย hydroquinone และ retinoic acid ไดจากบริษัท Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO) แผน TLC ชนิด silica gel 60 F254 และ silica gel 60 RP-18 F254 ซ่ึงใชในการ
เปรียบเทียบ ซ้ือจากบริษัท Merck ตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหาร ยาแผนโบราณ และเครื่องสําอางท่ีใช
ในการวิเคราะห เก็บตัวอยางจากพ้ืนท่ีจังหวัดนครปฐมและใกลเคียง ชวงป พ.ศ. 2555 – 2556 

ใช  Brookfield DV-III programmable viscometer สําหรับวัดความหนืดของสารละลาย
พอลิเมอร  Kruss DSA10 Mk2 drop shape analyzer ใชวัด  surface tension และ Orion 160 
conductivity meter ใชวัด conductivity ศึกษาลักษณะของแผนเสนใยดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอน scanning electron microscope (SEM)  รุน Camscan Mx2000 (Obducat 
Camscan Ltd, Cambridge, UK) รวมกับ image analysis software JMicroVision V.1.2.7 
(University of Geneva, Geneva, Switzerland)  และศึกษา chemical functionality ของเสนใย
ดวย Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy โดยใชเครื่อง Nicolet Magma-IR system 
750 

 
วิธีการทดลอง 

งานวิจัยนี้ แบงออกไดเปน 2 สวนดังนี้ 
1. การเตรียมแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด non-aligned และประยุกตใชสําหรับตรวจหา 
สารสเตียรอยดในผลิตภัณฑเสริมอาหารและยาแผนโบราณ  
2. การเตรียมแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด aligned และประยุกตใชสําหรับตรวจหา
hydroquinone และ retinoic acid ในเครื่องสําอาง 
 
การเตรียมแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด non-aligned และประยุกตใชสําหรับตรวจหา 
สารสเตียรอยดในผลิตภัณฑเสริมอาหารและยาแผนโบราณ  

1. กระบวนการอิเล็กโตรสปนนิง  
1.1 การเตรียมสารละลายพอลิเมอร cellulose acetate  

 ละลายผง cellulose acetate 1.7 g ในตัวทําละลายผสม 10 mL ซ่ึงประกอบดวย 
acetone กับ N, N-dimethylacetamide (DMAc) ในอัตราสวนตางๆ ไดแก 2:1, 1:1 และ 1:2 (เพ่ือ
ศึกษาผลของอัตราสวนของตัวทําละลาย) เพ่ือเตรียมสารละลาย cellulose acetate 17% (w/v) โดย
ปนสารละลายในภาชนะปด ดวย magnetic stirrer ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น นํา
สารละลายท่ีไดไปวิเคราะหหา surface tension, shear viscosity และคา conductivity กอนนําไป
ทําอิเล็กโทรสปนนิง  
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1.2 การติดตั้งอุปกรณสําหรับอิเล็กโตรสปนนิง 
การติดตั้งอุปกรณสําหรับกระบวนการอิเล็กโทรสปนนิงแสดงไวดังรูปท่ี 2 มีข้ันตอนดังนี้ บรรจุ

สารละลาย cellulose acetate 5 mL ลงในเข็มฉีดยาชนิดแกว ซ่ึงตอปลายดวยหัวเข็มเบอร 20 ขนาด
เสนผานศูนยกลางภายใน 0.5 mm ใช syringe pump ควบคุมอัตราเร็วในการพนสารละลายออกจาก
เข็มใหมีคา 0.2, 0.6 และ 1.0 mL/h (เพ่ือศึกษาผลของอัตราเร็วในการพนสารละลาย) ตั้งความตาง
ศักยและระยะหางระหวางปลายเข็มกับฉากรับหรือ drum collector ท่ี 17.5 kV และ 15 cm 
ตามลําดับ ติดแผนอะลูมิเนียมชนิดแข็งขนาดประมาณ 15 x 9 cm2 บน drum collector เพ่ือทํา
หนาท่ีเปนแผนรองรับเสนใย โดย drum collector นี้หมุนดวยความเร็วรอบ 350 rpm อุณหภูมิขณะ
ทําอิเล็กโทรสปนนิ่งคือ 25 oC และ vary ระยะเวลาท่ีใชในการสปน 2, 4 และ 6 h เพ่ือศึกษาผลของ
ความหนาของชั้นเสนใย 

 

  

รูปท่ี 2 การติดตั้งอุปกรณสําหรับกระบวนการอิเล็กโตรสปนนิงในหองปฏิบัติการ 
 

2. การประเมินลักษณะของแผนเสนใย 
ประเมินลักษณะของแผนเสนใยท่ีเตรียมได ดังนี้ ลักษณะซ่ึงสังเกตไดดวยตาเปลา ไดแก 

ความเรียบและสมํ่าเสมอ การเกาะติดของชั้นเสนใยกับแผนอะลูมิเนียม ลักษณะท่ีสังเกตดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน SEM ไดแก รูปรางของเสนใย ขนาดเสนผานศูนยกลาง และความหนาของชั้นเสน
ใย วัดโดยใช image analysis software JMicroVision V.1.2.7 โดยการถายภาพ SEM นั้นทําโดยตัด
แผนเสนใยใหเปนชิ้นเล็กแลวนําไปเคลือบดวยทองโดยใช sputtering device ใหมีความหนาของชั้น
ทองประมาณ 150 Å (รูปท่ี 3) ศึกษา chemical functionality ของเสนใย เปรียบเทียบกับ 
cellulose acetate โดยใช Fourier transform infrared spectroscopy โดยบดเสนใยและตอกรวม
กับ potassium bromide ใหเปนแผนบาง แลวนําไปวัดสเปกตรัมในชวง 400 – 4,000 cm−1  
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รูปท่ี 3 การเตรียมตัวอยางเพ่ือถายภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 

นอกจากนี้ ยังไดศึกษาความทนทานหรือการละลายของแผนเสนใยในตัวทําละลายชนิดตางๆ 
โดยลอกแผนเสนใยออกจากแผนอะลูมิเนียม แลวตัดใหมีขนาด 0.5 x 0.5 cm2 ใสลงในหลอดทดลอง 
แลวเติมตัวทําละลายตางๆ ท่ีใชในการศึกษาปริมาตร 1 mL เขยานานเปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
(27 + 2oC) แลวสังเกตผลวา แผนเสนใยมีการละลายหรือไม หากละลายหมด หรือละลายไดบาง 
(คงเหลือแผนอยูบางบางสวน) ถือวา เสนใยละลายไดในตัวทําละลายชนิดนั้น 

 
 3. การเตรียมแผนเสนใยเพ่ือใชในงานโครมาโทกราฟแผนบาง 

ทําตัดแผนอะลูมิเนียมใหมีขนาด 8.5 x 4 cm2 ดวยกรรไกรอยางระมัดระวัง (รูปท่ี 4) เพ่ือ
ปองกันการหลุดออกของชั้นเสนใยจาก backing อะลูมิเนียม โดยเลือกบริเวณกลางแผน ซ่ึงสังเกตเห็น
ไดวามีเสนใยสมํ่าเสมอ และหลีกเลี่ยงบริเวณขอบซ่ึงมักจะมีชั้นเสนใยบาง 

  

  
 

รูปท่ี 4 การเตรียมแผนเสนใยชนิด non-aligned สําหรับใชงานโครมาโทกราฟแผนบาง 

 
 4. การแยกสารสเตียรอยดดวยโครมาโทกราฟแผนบาง 

ศึกษาประสิทธิภาพของแผนเสนใย cellulose acetate ในการเปน stationary phase 
สําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง โดยนําแผนไปใชแยกสารสเตียรอยด 2 ชนิด ไดแก prednisolone (รูป
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ท่ี 5 a) และ dexamethasone (รูปท่ี 5 b) ซ่ึงมีความแตกตางกันท่ีอะตอมของ fluorine และ 
hydrogen ท่ีตําแหนง C9 และหมู methyl ท่ีตําแหนง C16 บน steroid ring 

 
                           a                                                  b 

รูปท่ี 5 โครงสรางทางเคมีของ prednisolone (a) และ dexamethasone (b) 
 

4.1 วิธกีารแยกสารบนแผนเสนใยนาโน cellulose acetate  
ข้ันตอนการแยกสารบนแผนเสนใย cellulose acetate (รูปท่ี 6) ทําโดย spot สารละลาย 

prednisolone, dexamethasone และสารผสม prednisolone/dexamethasone ซ่ึงละลายใน 
absolute ethanol เขมขน 1 mg/mL ปริมาตร 1 µL ดวยไมโครปเปตลงบนแผนเสยใยซ่ึงตัดเตรียม
ไว ท่ีระยะหางประมาณ 1 cm จากขอบดานลาง จากนั้นนําแผนวางลงในภาชนะท่ีไดทําใหอ่ิมตัวดวย 
mobile phase ลวงหนาเปนเวลา 30 นาที mobile phase ท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ คือ binary 
mixture ซ่ึงประกอบดวย methanol กับน้ํา หรือ ethanol กับน้ํา ท่ีอัตราสวนตางๆ ปลอยให 
mobile phase เคลื่อนท่ีข้ึนไป จนไดระยะทาง 7 cm จากจุดเริ่มตน แลวนําแผนออกจากภาชนะ ผึ่ง
ใหแหง ตรวจหาตําแหนงของจุดบนแผนโดยฉีดพนดวยสารละลายซ่ึงประกอบดวย 0.2% w/v 
tetrazolium blue และ 2% w/v sodium hydroxide ใน methanol จากนั้นนําไปใหความรอนโดย
เปาดวยลมรอน (อุณหภูมิประมาณ 95 – 100 oC) จากไดรเปาผมเปนเวลา 2 นาที จนปรากฏจุดของ
สารสเตียรอยดเปนจุดสีมวงน้ําเงิน  

 

               
                                  Spot ตัวอยาง                         Run TLC 
 

                
                       พน visualization reagent         ใหความรอนเพ่ือใหจุดเกิดสี 
 
รูปท่ี 6 ข้ันตอนการแยกสารดวยโครมาโทกราฟแผนบาง 
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บันทึกระยะเวลาท่ีใชในการแยกสาร และคํานวณคา Rf หรือ by hRf (100 x Rf) จาก
ระยะทางท่ีสารแตละชนิดเคลื่อนท่ีหารดวยระยะทางท่ี mobile phase เคลื่อนท่ี และประเมินการแยก
ระหวาง prednisolone กับ dexamethasone จากคา resolution (Rs) 

)/2W(W
d

21
s +
=R  

และคํานวณคา number of plate (N) ท่ีแสดงประสิทธิภาพของการแยกสาร จากสูตร 

N = 16 (x/W)2 

เม่ือ d = ระยะหางระวางจุดของสารท้ังสองชนิด และ W คือความกวางของจุด และ x คือ
ระยะทางท่ีจุดเคลื่อนท่ีไดจากตําแหนงเริ่มตน  

4.2 วิธีการแยกสารบนแผน cellulose acetate ท่ีเตรียมโดยวิธีเกล่ีย slurry และบน
แผน commercial silica 

ทดลองแยกสารสเตียรอยดบนแผน cellulose acetate แบบปกติชนิดท่ีเปนอนุภาค 
เปรียบเทียบแผนเสนใยนาโน cellulose acetate ท่ีเตรียมข้ึนจากเทคนิคอิเล็กโตรสปนนิง อยางไรก็
ตามเนื่องจากในปจจุบันไมมีแผน commercial cellulose acetate จําหนาย จึงตองเตรียมแผนข้ึน
เองในหองปฏิบัติการโดยเกลี่ย slurry ซ่ึงประกอบดวยผง cellulose acetate ซ่ึงบดและผานแรง และ 
gypsum (ทําหนาท่ีเปน binder) กระจายตัวอยูใน methanol และน้ํา บนแผนแกว ตามวิธีของ 12 
จากนั้นจึงนําแผนท่ีไดไปใชแยกสเตียรอยดโดยใช mobile phase ซ่ึงประกอบดวย methanol กับน้ํา 
หรือ ethanol กับน้ํา เชนเดียวกับการแยกบนแผนเสนใยนาโน 

นอกจากนี้ ยังไดทดลองแยกสารเพ่ือดูการสลับลําดับการเคลื่อนท่ี (migration order) ของ
สารบนแผน เปรียบเทียบกับแผน commercial silica gel ซ่ึงเปน stationary phase ชนิดท่ีมีข้ัว โดย
ใชข้ันตอนการแยกเชนเดียวกัน ตามหัวขอ 4.1 แตใช dichloromethane/methanol (90:10, v:v) 
เปน  mobile phase แทน  

 
4.3 วิธตีรวจหาสารสเตียรอยดในผลิตภัณฑเสริมอาหารและยาแผนโบราณ  
หลังจากพบวา แผนเสนใยนาโน cellulose acetate ท่ีเตรียมข้ึนโดยเทคนิคอิเล็กโตร 

สปนนิง สามารถแยกสาร prednisolone กับ dexamethasone ออกจากกันได จึงไดทดลองนําแผน
ไปใชในการตรวจหาสารสเตียรอยดในตัวอยางจริง ไดแก ผลิตภัณฑเสริมอาหารและยาแผนโบราณ  
โดยการเตรียมตัวอยางกอนการวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแผนบาง ทําโดย นําตัวอยางผลิตภัณฑเสริม
อาหารหรือยาแผนโบราณ ในลักษณะผง (ไดแก ยาผง ยาเม็ดหรือยาลูกกลอนซ่ึงบดแลว หรือยาแคปซูล
ซ่ึงแกะเปลือกออก) ประมาณ 50 mg ละลายใน ethanol ปริมาตร 1 mL ในหลอด microcentrifuge 
tube จากนั้นนําไป sonicate นาน 10 นาที เพ่ือชวยใหผงยาแตกตัวและละลายไดดีข้ึน แลวนําไปปน
เหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนแยกสวนท่ีไมละลายออกไป จากนั้นจึงนําสวนสารละลายใสสวนบนไปวิเคราะห 

นอกจากนี้ยังไดหาระดับปริมาณต่ําสุดของ prednisolone และ dexamethasone ท่ีสามารถ
แยกและตรวจวัดได เพ่ือศึกษาความไว (sensitivity) ของวิธี TLC ท่ีพัฒนาข้ึน โดย spot สารละลาย 
prednisolone กับ dexamethasone ท่ีมีความเขมขนตางๆ จากมากไปนอยลงบนแผน แลวแยกสาร
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และตรวจวัดดวยวิธีท่ีพัฒนาข้ึน เพ่ือหาระดับความเขมขนต่ําสุดท่ียังสามารถเห็นจุดของสารได ท้ังนี้ใน
การประเมินการมองเห็นจุดใชคนท่ีมีประสิทธิภาพการมองเห็นปกติจํานวน 5 คน นอกจากนี้ศึกษา
ความคงสภาพของแผนเม่ือเก็บแผนไวเปนเวลา 6 เดือน 

 
การเตรียมแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด aligned และประยุกตใชสําหรับตรวจหา
hydroquinone และ retinoic acid ในเครื่องสําอาง 

1. กระบวนการอิเล็กโตรสปนนิง  
ใชสารละลาย cellulose acetate และการติดตั้งอุปกรณ เชนเดียวกับการเตรียมแผนเสนใย

ชนิด non-aligned (รูปท่ี 7) ยกเวน ใชความเร็วในการหมุนของ drum collector ท่ีสูงข้ึน (high 
speed rotating drum) ไดแก 4,500, 6,000 และ 7,500 rpm (vary เพ่ือศึกษาระดับความเร็วท่ีทํา
ใหไดเสนใยท่ีเรียงตัวเปนระเบียบในแนวเดียว) แทน 350 rpm นอกจากนี้ยังใชแผนอะลูมิเนียมฟอลยช
นิดออน แทนแผนชนิดแข็ง เปนวัสดุรองรับเสนใย โดยหุมใหแนบรอบ drum เนื่องจากหากใชแผน
อะลูมิเนียมแข็งท่ีตัดเปนแผนสีเหลี่ยม การหมุนของ drum ดวยความเร็วรอบท่ีสูง จะทําใหเกิดแรง
เหวี่ยงและทําใหแผนเกิดหลุดออกของจากตัว drum ขณะสปน  

 

 
 

รูปท่ี 7 การติดแผนอะลูมิเนียมสําหรับการเตรียมแผนเสนใยชนิด aligned 
 

2. การประเมินลักษณะของแผนเสนใย 
ประเมินลักษณะของแผนเสนใยดวยตาเปลาและดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน เชนเดียว 

กับการประเมินแผนเสนใยชนิด non-aligned  แตเพ่ิมเติมการประเมินการเรียงตัวของเสนใย 
(alignment) จากภาพถาย SEM โดยนับจํานวนเสน (จํานวนรวมท้ังสิ้น 50 เสนตอภาพ) ท่ีทํามุมตางๆ 
กับเสนอางอิงซ่ึงลากกําหนดไวในแนวดิ่ง เชน ถาเสนใยใดขนานกับเสนอางอิงนี้ หมายถึงทํามุม 0 องศา 
และถาเสนใยใดตั้งฉากกับเสนอางอิงนี้ หมายถึงทํามุม 90 องศา จากนั้น plot histogram แสดง
ความถ่ีหรือจํานวนเสนใยท่ีทํามุมในชวง 90 ถึง -90 องศา แผนเสนใยท่ีมีลักษณะ uniaxially aligned 
ท่ีดีหรือเรียงตัวเปนระเบียบ คือ แผนท่ีมีการกระจายตัวของแทง histogram แคบ (narrow 
distribution) 
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 3. การเตรียมแผนเสนใยชนิด aligned เพ่ือใชในงานโครมาโทกราฟแผนบาง 
เนื่องจากแผนรองรับเสนใยชนิด aligned เปนแผนอะลูมิเนียมชนิดออนซ่ึงมีความแข็งไม

เพียงพอตอการนําไปใชงาน TLC และมีโอกาสโคงงอไดงาย จึงตองนําแผนเสนใยดังกลาวติดลงบนแผน 
backing ซ่ึงทําดวยแกวใหแข็งแรงมากยิ่งข้ึนกอนนําไปใชงาน ซ่ึงทําโดยใชกรรไกรตัดแผนอะลูมิเนียม
ใหมีขนาด 7.5 x 2.5 cm2 แลวนําไปติดบนแผนแกวโดยใชเทปกาวสองหนา จากนั้นตัดขอบแผน
อะลูมิเนียมสวนท่ีเกินแผนแกวออกใหเรียบรอยเพ่ือพรอมใชงาน ดังรูปท่ี 8 

 

   
 

  
 

รูปท่ี 8 การเตรียมแผนเสนใยชนิด aligned สําหรับใชงานโครมาโทกราฟแผนบาง 
 

 4. การแยก hydroquinone และ retinoic acid ดวยโครมาโทกราฟแผนบาง 
ศึกษาประสิทธิภาพของแผนเสนใย cellulose acetate ชนิด aligned ในการเปน stationary 

phase สําหรับโครมาโทกราฟแผนบาง โดยเฉพาะอยางยิ่งในแงความเร็วในการเคลื่อนท่ีของ mobile 
phase บนแผน (migration time) และลักษณะของจุดท่ีปรากฏบนแผนหลังแยก เปรียบเทียบกับชนิด 
non-aligned โดยนําแผนไปใชแยกสารผสม 3 ชนิด ไดแก สารหามใชเปนสวนผสมในเครื่องสําอาง 
ไดแก hydroquinone (รูปท่ี 9 a) และ retinoic acid (รูปท่ี 9 b) และวิตามินซี (รูปท่ี 9 c) ซ่ึงเปน
สวนผสมปกติในผลิตภัณฑเครื่องสําอาง 
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  a                                         b                                              c 
 
รูปท่ี 9 โครงสรางทางเคมีของ hydroquinone (a) retinoic acid (b) และวิตามินซี (c) 

 
 

4.1 วิธีการแยกสารบนแผนเสนใยนาโน cellulose acetate  
spot สารละลาย hydroquinone, retinoic acid และวิตามินซี ซ่ึงละลายใน absolute 

ethanol เขมขน 0.125, 0.67 และ 1 mg/mL ตามลําดับ ปริมาตร 0.5 µL ดวยไมโครปเปตลงบน
แผนเสยใยซ่ึงตัดเตรียมไว ท่ีระยะหางประมาณ 1 cm จากขอบดานลาง จากนั้นนําแผนวางลงใน
ภาชนะท่ีไดทําใหอ่ิมตัวดวย mobile phase ลวงหนาเปนเวลา 30 นาที mobile phase ท่ีใชใน
การศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย methanol : น้ํา : acetic acid ท่ีมีอัตราสวน methanol : น้ํา ตางๆ 
และ มี acetic acid 2.5% คงท่ี ปลอยให mobile phase เคลื่อนท่ีข้ึนไป จนไดระยะทาง 5 cm จาก
จุดเริ่มตน แลวนําแผนออกจากภาชนะ ผึ่งใหแหง ตรวจหาตําแหนงของจุดบนแผนโดยฉีดพนดวย
สารละลาย 5% (w/v) phosphomolybdic acid ใน ethanol จากนั้นนําไปใหความรอนโดยเปาดวย
ลมรอน (อุณหภูมิประมาณ 95 – 100 oC) จากไดรเปาผมเปนเวลา 2 นาที หรืออาจใชวิธีนําไปเขาตูอบ 
(hot air oven) อุณหภูมิประมาณ 95 – 100 oC นาน 2 นาที (รูปท่ี 10) จนปรากฏจุดสีเทาของสารท้ัง
สามชนิด  

 

 
 

รูปท่ี 10 วิธีทําใหจุดของสารปรากฏสีโดยใชความรอนจากตูอบ 
 
บันทึกระยะเวลาท่ีใชในการแยกสาร คํานวณคา Rf, plate number และหาพ้ืนท่ีของจุดโดย

ใช Photoshop CS6 software (Adobe System, Mountain View, CA, USA) โดยรายงานผลเปน
คา pixel เปรียบเทียบระหวางจุดท่ีปรากฏบนแผนชนิด aligned กับชนิด non-aligned  
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4.2 การแยกสารบนแผน commercial TLC ชนิดอ่ืนๆ   
เพ่ือเปนการเปรียบเทียบ จึงไดทดลองแยกสารผสม hydroquinone, retinoic acid และ

วิตามินซี บนแผน commercial TLC ชนิดอ่ืนซ่ึงนิยมใชกันในปจจุบัน ไดแก แผน silica gel 60 F254 
และ silica gel 60 RP-18 F254 ซ่ึงเปนชนิด reverse phase โดยใช mobile phase ประกอบดวย 
methanol : น้ํา : acetic acid ท่ีมีอัตราสวน methanol : น้ํา ตางๆ และ มี acetic acid 5% คงท่ี 
และใชข้ันตอนการแยก รวมท้ังวิธีการตรวจหาจุดโดยใช 5% (w/v) phosphomolybdic acid ใน 
ethanol เปน visualization reagent เชนเดียวกับการแยกบนแผนเสนใยนาโน cellulose acetate 
ยกเวน ใชปริมาตรของสารในการ spot ลงบนแผนเปน 2 µL 

 
4.3 การพัฒนาวิธีวิเคราะหเพ่ือตรวจหา hydroquinone และ retinoic acid ใน

เครื่องสําอาง 
หลังจากพบวา แผนเสนใยนาโน cellulose acetate ชนิด aligned สามารถแยกสาร 

hydroquinone และ retinoic acid ออกจากกันได จึงไดทดลองนําแผนไปใชในการตรวจหาสาร
ดังกลาวในตัวอยางจริง ไดแก ครีมเครื่องสําอาง  โดยการเตรียมตัวอยางกอนการวิเคราะหดวยโคร
มาโทกราฟแผนบาง ทําโดย ละลายตัวอยางครีมประมาณ 0.5 g ดวย ethanol 1 mL ในหลอด 
microcentrifuge tube นําไป sonicate นาน 10 นาที แลวแชหลอดในน้ําแข็งจนปรากฏชั้น wax 
แยกออกมาหรือสารละลายมีความขุนเพ่ิมข้ึน แลวนําไปปนเหวี่ยงเพ่ือแยก wax สวนท่ีไมละลายออกไป 
จากนั้นจึงนําสวนสารละลายใสไปวิเคราะห ในบางกรณีอาจนําสารละลายท่ีไดไประเหยเอาตัวทําละลาย
ออกบางสวน โดยการพนดวย nitrogen gas เหนื่อผิวสารละลาย ท่ีอุณหภูมิหอง เพ่ือเพ่ิมความเขมขน
ของสารสกัด 

นอกจากนี้ยังไดหาระดับปริมาณต่ําสุดของ hydroquinone และ retinoic acid ท่ีสามารถ
แยกและตรวจวัดไดดวยตา เพ่ือประเมินความไว (sensitivity) ของวิธี TLC ท่ีพัฒนาข้ึน โดย spot 
สารละลาย retinoic acid กับ hydroquinone ท่ีมีความเขมขนตางๆ จากมากไปนอยลงบนแผน แลว
แยกสารและตรวจวัดดวยวิธีท่ีพัฒนาข้ึน เพ่ือหาระดับความเขมขนต่ําสุดท่ียังสามารถเห็นจุดของสารได 
ท้ังนี้ในการประเมินการมองเห็นจุดใชคนท่ีมีประสิทธิภาพการมองเห็นปกติจํานวน 5 คน และศึกษา
ความจําเพาะของวิธี โดยทดลองแยกสารอ่ืนๆ ท่ีมักพบในผลิตภัณฑเครื่องสําอางคและอาจรบกวนการ
วิเคราะห ไดแก arbutin, resorcinol และวิตามินซี ทําการตรวจยืนยันผลการวิเคราะหเปรียบเทียบกับ
วิธีมาตรฐานของ ASEAN Guideline ดวยเทคนิค TLC และ HPLC  [7,8] 

 
 

 


