
บทที ่3 

การด าเนินงานวจิัย 
 

3.1 อุปกรณ์และสารเคมี 
3.1.1 สารเคมี  
1. Caffeine 99% (C 8H 10O 2N4.H 2O) Analytical grade จากบริษทั ALDRICH 
2. Theophylline (C7H8N4O2) 99+% Analytical grade จากบริษทั ACROS ORGANICS 
3. Theobromine (C7H8N4O2) 99% Analytical grade จากบริษทั ACROS ORGANICS 
4. Ethylene glycol dimethacrylate (EDMA) 98% Analytical grade จากบริษทั ALDRICH 
5. Methacrylic acid (MAA) 99% Analytical grade จากบริษทั ALDRICH 
6. Benzoyl peroxide (BPO) 98% Analytical grade จากบริษทั ALDRICH 
7. Acetonitrile (CH3CN) 99.99% HPLC grade จากบริษทั Fisher Scientific 
8. Methanol (CH3OH) 99.99% HPLC grade จากบริษทั Fisher Scientific 
9. น ้าปราศจากไอออน 
10. Acetic acid (CH3COOH) 99.9% Analytical grade จากบริษทั Carlo erba 
11. Ammonium acetate (CH3COONH4) 99.9% Analytical grade จากบริษทั Carlo erba 
12. ก๊าซไนโตรเจน (N2) 99.99% 

 
3.1.2 เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ 
1. เคร่ืองโครมาโทกราฟีแบบสมรรถนะสูง (HPLC) รุ่น C-R74 Chromapac ของ Water 

จากบริษทั WINSOR & CO., LTD. 
2.  เคร่ือง Magnetic Stirrer รุ่น TYP M 21/1 จากบริษทั Franz Morat KG (GmbH & Co.)

ความเร็วรอบ 0-1,200 รอบ/นาที 
3.     เคร่ือง FT-IR รุ่น Spectrum GX ของบริษทั Perkin Elmer  
4.     เคร่ือง Mastersizer X ของบริษทั Malvern 
5.    เคร่ือง Thermogravimetric analyser (TGA) รุ่น Pyris I TGA HT ยีห่อ้ Perkin-Elmer    

Pyris 1 ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.2 วธีิการทดลอง 
3.2.1 การเตรียมพอลเิมอร์ลอกแบบโมเลกลุ (Molecular Imprint Polymer) 
การเตรียมพอลิเมอร์ลอกแบบโมเลกลุชนิด P1, P2และ P3 (ใชค้าเฟอีน 0.25, 0.50 และ 0.75 

มิลลิโมล ตามล าดบั) และ P คือ พอลิเมอร์ควบคุมไม่ตอ้งใส่คาเฟอีน การเตรียม P1 (P1 ใชค้าเฟอีน 
0.25 มิลลิโมล) โดยชัง่เบนโซอิลเปอร์ออกไซด ์ (Benzoyl peroxide) 0.02215 กรัม และคาเฟอีน 
0.04855 กรัม ใส่ลงในขวดรูปกรวยขนาด 125 มิลลิลิตร จากนั้นเติม Acetronitrile ลงไป 2 มิลลิลิตร 
เติม Methyl methacrylic acid (MMA) 170 ไมโครลิตร (2 มิลลิโมล) และ Ethylene glycol 
dimethacrylate 1.13 มิลลิลิตร (6 มิลลิโมล) น าไปไล่อากาศออกโดยผา่นก๊าซไนโตรเจนเป็นเวลา 2 
นาที ปิดฝาขวดรูปกรวย และใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสในอ่างน ้า เป็นเวลา 16 
ชัว่โมง พบวา่เกิดพอลิเมอร์ท่ีมีลกัษณะเป็นของแขง็สีขาวเตม็ขวดรูปกรวย จากนั้นน าพอลิเมอร์
ออกมาบดใหมี้ขนาดเลก็ลงดว้ยโกร่งบดสาร ท าการสกดัเอามอนอเมอร์ ตวัตน้แบบ และสารท่ีเหลือ
จากการท าปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชนัออกไปโดยการสกดัแบบซอคเลต (Soxhlet extraction) ใชต้วั
ท าละลายผสมคือ เมทานอล-กรดแอซิติก อตัราส่วน 9: 1 โดยปริมาตร ท าการสกดัเป็นเวลา 16 
ชัว่โมง  น าพอลิเมอร์ท่ีผา่นการสกดัมาบดเพื่อลดขนาดอนุภาคอีกคร้ัง แลว้คดัแยกขนาดโดยใชน้ ้ า
กรองผา่นท่ีคดัแยกขนาดอนุภาค 90 ไมโครเมตร อนุภาคท่ีไม่ผา่นท่ีคดัแยกใหน้ ามาบดใหม่
จนกระทัง่อนุภาคทั้งหมดสามารถผา่นท่ีคดัแยกได ้ อนุภาคท่ีคดัแยกขนาดแลว้ น ามาลา้งดว้ย
สารละลายผสมเมทานอล-น ้าในอตัราส่วน 1: 1 โดยปริมาตร น าอนุภาคทั้งหมดมาท าใหแ้หง้ภายใต้
สุญญากาศ และเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งจนกวา่จะน าไปใช ้ 

การเตรียม P2 (P2 คือใชค้าเฟอีน 0.50 มิลลิโมล) ชัง่คาเฟอีนมาจ านวน 0.09915 กรัม และ 
เบนโซอิลเปอร์ออกไซด ์ 0.02225 กรัม P3 (P3 คือใชค้าเฟอีน 0.75 มิลลิโมล) ชัง่คาเฟอีนมาจ านวน 
0.14572 กรัม และ เบนโซอิลเปอร์ออกไซด ์ 0.02264 กรัมวิธีการเตรียมท าเหมือนกบัวิธีท่ีกล่าวไว้
ขา้งตน้ และพอลิเมอร์ควบคุม (P) ชัง่เบนโซอิลเปอร์ออกไซด ์0.02246 กรัมแต่ไม่ตอ้งใส่คาเฟอีนซ่ึง
เป็นตวัตน้แบบในปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชนัน้ี  

 
3.2.2 การศึกษาคุณลกัษณะของพอลเิมอร์ลอกแบบ 

3.2.2.1 การวิเคราะห์โดยใช้ FT-IR 
น าพอลิเมอร์ลอกแบบโมเลกุลมาบดผสมกบั KBr แลว้น าไปอดัเป็นแผน่บางดว้ยเคร่ืองมือ

ส าหรับอดัของเคร่ือง FT-IR แลว้น าไปวดัท่ีความยาวคล่ืน 4,000-370 cm-1     
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3.2.2.2 การหาความคงทนต่อความร้อน และการสลายตัวของพอลเิมอร์ลอกแบบ
โมเลกลุ 
น าพอลิเมอร์มาทดสอบความคงทนต่อความร้อน และการสลายตวัดว้ย TGA โดยน าพอลิ- 

เมอร์ประมาณ 5-10 มิลลิกรัม ใส่ลงในจานแพลทินมั น ้าหนกัสารจะปรากฏท่ีจอ ซ่ึง 1 มิลลิกรัม = 
20 มิลลิโวลต ์แลว้น าไปแขวนไวท่ี้ปลายดา้นหน่ึงของคานชัง่ซ่ึงติดอยูก่บั Taut-band meter ท่ี
เคล่ือนท่ีได ้เผาท่ีอุณหภูมิ 50 -900 องศาเซลเซียส ดว้ยอตัรา 20 องศาเซลเซียส/นาที ภายใตแ้ก๊ส
ไนโตรเจน  
 

3.2.2.3 การหาขนาดอนุภาคของพอลเิมอร์ลอกแบบโมเลกลุ 
น าพอลิเมอร์ท่ีสังเคราะห์ไดม้าหาขนาดอนุภาคโดยเฉล่ียโดยท าการตรวจวดัดว้ยเคร่ือง 

Mastersizer X โดยใชน้ ้ าเป็นสารช่วยกระจายตวั วดัขนาดอนุภาคของพอลิเมอร์ลอกแบบ 
 
3.2.2.4 การตรวจดูพืน้ผวิด้วย SEM 

1. น าพอลิเมอร์ท่ีไดท้ั้งหมดมา Cross section ภายใตไ้นโตรเจนเหลว แลว้น ามาวางลงบน
ฐาน (Stub) จากนั้นท าการเคลือบผวิดว้ยทอง โดยใชค้วามดนัช่วงแรก 2x10-2 มิลลิบาร์ เป็นเวลา 50 
นาที ช่วงท่ีสองใชค้วามดนั 10-1 มิลลิบาร์ เพื่อเคลือบทองเป็นเวลา 30 วินาที กระแสไฟท่ีใช ้18 มิลลิ
แอมป์ โดยใชก๊้าซอาร์กอน 99% จากนั้นน าพอลิเมอร์ท่ีไดไ้ปวางลงบนฐาน (State) ของเคร่ือง SEM 
เพื่อดูลกัษณะพื้นผวิ และลกัษณะอนุภาคท่ีบดเป็นผงละเอียดของพอลิเมอร์ลอกแบบโมเลกลุ 

2. ท าการ Spark vacuum เคร่ือง SEM เป็นเวลา 15 นาที รอจนส่วนท่ีเรียกวา่ Chamber มี
ความดนั 10-1 มิลลิบาร์ และส่วนของคอลมัน์มีความดนั 1.2x10-4 มิลลิบาร์ 

3. เปิดเคร่ืองเพื่อดูภาพพอลิเมอร์ท่ีท าการตรวจวดั 
 

3.2.3 การเตรียมการสกดัในสภาวะของแข็งโดยใช้พอลเิมอร์ลอกแบบโมเลกลุ (MIP-SPE) 
น า SPE catridge ท่ีใชแ้ลว้มาลา้ง และท าใหแ้หง้ น าพอลิเมอร์ลอกแบบท่ีสังเคราะห์ได้

จ  านวน 200 มิลลิกรัม มาท าการบรรจุลงไปใน Catridge โดยบรรจุแบบแหง้ (Dry pack) และน า Frit 
บรรจุลงไปทั้งดา้นบน และล่าง 

 
3.2.4 การเตรียมสารละลายมาตรฐานต่าง ๆ  

3.2.4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานคาเฟอนี (Caffeine) เข้มข้น 0.25, 0.5, 1, 5, 
20, 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 

 1.  ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานคาเฟอีนเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรก่อนโดยชัง่
คาเฟอีน 2.50 กรัม ละลายดว้ยเมทานอล และปรับปริมาตรจนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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 2.  เตรียมสารละลายมาตรฐานคาเฟอีนเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร โดยน า
สารละลายมาตรฐานในขอ้ 1 มา 10 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยเมทานอล จนมีปริมาตร 250 มิลลิลิตรจะ
ไดส้ารละลายมาตรฐานคาเฟอีนเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น าสารละลายมาตรฐาน
คาเฟอีนท่ีไดน้ี้ไปเจือจางต่อดว้ยเมทานอลจนมีความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 1, 10, 20, 50 และ 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 

3.2.4.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน ธีโอฟิลลนิ (Theophylline) เข้มข้น 0.25, 
0.5, 1, 5, 20, 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 

 1.  ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานธีโอฟิลลินเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรก่อนโดย
ชัง่ธีโอฟิลลิน 2.50 กรัม ละลายดว้ยเมทานอล และปรับปริมาตรจนมีปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานธีโอฟิลลินเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยน า
สารละลายมาตรฐานในขอ้ 1 มา 1 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยเมทานอล จนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร จะ
ไดส้ารละลายมาตรฐานธีโอฟิลลินเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น าสารละลายมาตรฐานธีโอ
ฟิลลินท่ีไดน้ี้ไปเจือจางต่อดว้ยเมทานอลจนมีความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 1, 10, 20, 50 และ 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 

3.2.4.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน ธีโอโบรมีน (Theobromine) เข้มข้น 0.25, 
0.5, 1, 5, 20, 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 

 1.  ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานธีโอโบรมีนเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรก่อนโดย
ชัง่ธีโอโบรมีน 2.5 กรัม ละลายดว้ยเมทานอล และปรับปริมาตรจนมีปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานธีโอโบรมีนเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยน า
สารละลายมาตรฐานในขอ้ 1 มา 1 มิลลิลิตร เจือจางดว้ยเมทานอล จนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร จะ
ไดส้ารละลายมาตรฐานธีโอโบรมีนเขม้ขน้ 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น าสารละลายมาตรฐานธีโอ
โบรมีนท่ีไดน้ี้ไปเจือจางต่อดว้ยเมทานอลจนมีความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 1, 10, 20, 50 และ 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตรท าการตรวจวดัสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิดคือ คาเฟอีน (Caffeine) ธีโอฟิลลิน 
(Theophylline) และธีโอโบรมีน (Theobromine) ท่ีความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 1, 10, 20, 50 และ 100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยเคร่ือง HPLC ท่ีสภาวะการทดลองดงัน้ี 

คอลมัน์: คาร์บอน-18 คอลมัน์ ขนาด 15 เซนติเมตร x 4.6 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาคท่ีบรรจุ
ในคอลมัน์ 0.5 ไมครอน เฟสเคล่ือนท่ี: สารละลายเมทานอล- 0.05 โมลาร์ CH3COONH4 อตัราส่วน 
20:80 โดยปริมาตร อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี : 0.8 มิลลิลิตร/ นาที ตวัตรวจวดั: UV detector 
ความยาวคล่ืน 272 นาโนเมตร 
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 ท าการทดลองซ ้า 3 คร้ัง และสร้างกราฟมาตรฐานโดยท าการพลอ็ตกราฟระหวา่ง Peak area 
และความเขม้ขน้ 
 

3.2.5 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสกดัสารมาตรฐานด้วยพอลเิมอร์ลอกแบบ  
ทดสอบสภาวะของสารละลายท่ีเหมาะสมในการสกดัสารละลายมาตรฐานคาเฟอีนดว้ยพอ

ลิเมอร์ลอกแบบท่ีเตรียมไว ้ คือ P1, P2, P3 และ พอลิเมอร์ควบคุม (P) เพื่อทดสอบวา่พอลิเมอร์ใดมี
ความสามารถในการสกดัคาเฟอีนไดดี้ท่ีสุด โดยน าสารละลายมาตรฐานคาเฟอีนเขม้ขน้ 50 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ านวน 1 มิลลิลิตร มาท าการสกดัดว้ยพอลิเมอร์ลอกแบบท่ีเตรียมไวท้ั้ง 4 
ชนิด แลว้ผา่นสารละลายบฟัเฟอร์ (0.05 โมลาร์ CH3COONH4-NH3(aq) pH 9) จ านวน 1 มิลลิลิตร
เขา้ไปก่อน เกบ็สารละลายท่ีไดม้าท าการตรวจวดัดว้ยเคร่ือง HPLC เพื่อท าการตรวจวดัคาเฟอีน 
จากนั้นท าการลา้งคร้ังแรกดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ (0.05 โมลาร์ CH3COONH4-NH3(aq) pH 9) 
จ านวน 1 มิลลิลิตร เกบ็สารละลายท่ีไดม้าท าการตรวจวดัดว้ยเคร่ือง HPLC เพื่อท าการตรวจวดั
คาเฟอีน ท าการลา้งคร้ังท่ีสองดว้ยสารละลายผสม ACN-TEA 1% (ACN คือAcetonitrile, TEA คือ 
Triethylamine )จ านวน 1 มิลลิลิตร เกบ็สารละลายท่ีไดม้าท าการตรวจวดัดว้ยเคร่ือง HPLC เพื่อท า
การตรวจวดัคาเฟอีน และท าการชะดว้ยสารละลายผสม ACN- CH3COOH 1%  จ านวน 1 มิลลิลิตร 
เกบ็สารละลายท่ีไดม้าท าการตรวจวดัดว้ยเคร่ือง HPLC เพื่อท าการตรวจวดัคาเฟอีนท่ีถูกชะออกมา 
ท าการทดลองซ ้า 3 คร้ัง น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปท าการเปรียบเทียบกนั และหา %Recovery  

 
3.2.6 การศึกษาปริมาตรทีเ่หมาะสมในการ loading (ปริมาตร Breakthrough) ในพอลิ

เมอร์ลอกแบบชนิด P2 และ P3 

โดยน าสารละลายมาตรฐานคาเฟอีนเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มาท าการสกดัดว้ย 
พอลิเมอร์ลอกแบบชนิด P2 และ P3 ซ่ึงปริมาตรในการ loading ท่ีท าการเปล่ียนแปลงดงัน้ี 100, 250, 
500, 750, 1000 และ 1500 ไมโครลิตร ท าการทดลองเหมือนในขอ้ 3.2.5 น าขอ้มูลท่ีไดม้าท าการ
พลอ็ตกราฟระหวา่ง q (มิลลิกรัม/ กรัม) ซ่ึงค่า q คืออตัราส่วนระหวา่งน ้าหนกัของสารท่ีถูกดูดซบั 
(มิลลิกรัม) และน ้าหนกัของพอลิเมอร์ลอกแบบท่ีบรรจุใน cartridge (กรัม) 

 
3.2.7 การศึกษาความเลอืกจ าเพาะในการสกดัสารละลายผสม (คาเฟอนี ธีโอโบรมีน และธี

โอฟิลลนี) ด้วยพอลเิมอร์ลอกแบบชนิด P2 และ P3  
น ำพอลิเมอร์ลอกแบบชนิด P2 และ P3 มำศึกษำควำมเลือกจ ำเพำะต่อคำเฟอีน โดยน ำ

สำรละลำยมำตรฐำนคำเฟอีน ธีโอโบรมีน และธีโอฟิลลีน ควำมเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร 
มำผสมกนั และปริมำตรในกำร loading ส ำหรับ P2 คือ 1,000 ไมโครลิตร จำกนั้นท ำกำรทดลอง
ตำมท่ีกล่ำวไวข้ำ้งตน้ 


