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วตัถปุระสงคเชิงพฤติกรรม
1. เพ่ือใหผูอานไดทราบถึงเทคนิคการนํ าเครื่องมือวิเคราะหทางเภสัชศาสตรตั้งแต 2

เครื่อง หรือ 2 ชนิดขึ้นไปมาคูตอกัน โดยผานสวนตอประสานที่เหมาะสม
2. เพ่ือใหผูอานไดทราบถึงการนํ าเทคนิคการคูตอเครื่องมือวิเคราะหไปใชประโยชนใน

งานดานตางๆ

บทคัดยอ
การคูตอของเครื่องมือวิเคราะหทางเภสัชศาสตรตัง้แต 2 เครื่องขึ้นไป อาจจะเปนการคู

ตอระหวางเครื่องมือทางโครมาโทกราฟดวยกัน หรือเครื่องมือทางโครมาโทกราฟกับเครื่องมือที่
ใชในการอธิบายโครงสรางทางเคมี ซ่ึงจะทํ าใหการวิเคราะหขอมูลสะดวกและรวดเร็ว บทความนี้
นํ าเสนอเทคนิคคูตอของเครื่องมือวิเคราะหชนิดตางๆ ที่นิยมใชในปจจุบัน และการนํ าเทคนิค
การคูตอไปประยุกตใชในทางเภสัชศาสตร

คํ าสํ าคัญ
การคูตอ  โครมาโทกราฟ  สเปกโทรเมตรี  การแยก  การทํ าใหบริสุทธิ์  การอธิบายโครงสราง

ª¿Č¿è 3 ©≥Ñ≥à´ÒŸÚ∑ÑÚ‘fl‘Ú ˜.ÿ. 2549 (◊Úéfl 1-23)



วารสารไทยไภษัชยนิพนธ (ฉบับออนไลน)
ปที่ 3 ฉบับเดือนกันยายน พ.ศ. 2549

- 2 -

บทนํ า
Hyphenated techniques เปนการคูตอ (coupling) ของเคร่ืองมือทางเภสัชวิเคราะหตั้ง

แต 2 เครื่อง หรือ 2 ชนิดขึ้นไป อาจจะเปนเครื่องมือทางโครมาโทกราฟ (เชน โครมาโทกราฟ
ชนิดแกส (GC) และโครมาโทกราฟชนิดของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC)) เปนตน กบัเครื่องมือ
ทางโครมาโท-กราฟดวยกัน เชน GCXGC หรือ เครื่องมือทางโครมาโทกราฟกับเครื่องมือที่ใช
ในการอธิบายโครงสรางทางเคมี (เชน สเปกโทรมิเตอรชนิดมวล (MS)) เปนตน เรียกวา GC-
MS การคูตอของเครื่องมือในลักษณะนี้อาศัยสวนตอประสาน (interface) ที่เหมาะสมทํ าใหสารที่
ออกจากเครื่องมือวิเคราะหชนิดที่หน่ึงสามารถผานเขาสูเครื่องมือวิเคราะหชนิดที่สอง เพ่ือทํ า
การวิเคราะหขอมูลเพ่ิมเติมไดอยางรวดเร็ว ไมวาจะเปนการวิเคราะหหาปริมาณของสาร
การแยกสาร การเพิ่มความบริสุทธิ์ของสาร และการพสิจูนเอกลักษณของสารบริสุทธิ์ (structure
elucidation) ที่อยูในสวนผสมตางๆ เชน ของเหลวทางชีวภาพ หรือสารสกัดจากพืช  รวมทั้ง
การศึกษาทางอนุกรมวิธาน และเคมีอนุกรมวิธาน1 ทํ าใหการวิเคราะหหาปริมาณ การอธิบาย
โครงสรางทางเคมีขององคประกอบตางๆ ในของผสมหรือสารสกัดที่ซับซอนเปนไปอยางงาย
ดายและรวดเร็ว สามารถตรวจหาสารที่ทราบโครงสรางแลว หรืออธิบายโครงสรางของสารใหม
ไดโดยไมจํ าเปนตองแยกใหเปนสารบริสุทธิ์กอนดวยขั้นตอนที่ซับซอนดังในอดีต

ในที่น้ีจะกลาวถึงเทคนิคการคูตอที่พัฒนาขึ้นใชในปจจุบัน ไดแก
1. การคูตอระหวาง GCxGC
2. การคูตอระหวาง GC-MS
3. การคูตอระหวาง GC-FTIR
4. การคูตอระหวาง LC-MS
5. การคูตอระหวาง MS-MS
6. การคูตอระหวาง CE-MS
7. การคูตอระหวาง LC-NMR
8. การคูตอระหวาง SPE-NMR
9. การคูตอระหวาง CE-NMR
10. การคูตอระหวาง FIA-NMR

โดยจะเนนที่การคูตอระหวาง GCxGC  GC-MS  GC-FTIR  LC-MS  MS-MS  CE-MS
และ LC-NMR ซ่ึงเปนการคูตอเครื่องมือที่นิยมใชในปจจุบัน
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1. การคูตอระหวาง GC กับ GC (Gas Chromatography-Gas Chromatography, GCxGC)2-4

    รูปที่ 1 การคูตอระหวาง GC กับ GC2

การคูตอ GC เขาดวยกัน หรือที่เรียกวา โครมาโทกราฟชนิดแกสแบบสองมิติ (two-
dimensional gas chromatography, GCxGC) เปนการเชื่อมคอลัมนมิติที่หน่ึงกับคอลัมนมิติที่
สองดวยมอดูเลเตอรโดยที่คอลัมนทั้งสองอยูในตูอบเดียวกันหรือแยกตูอบก็ได2 (รูปที่ 1)  การคู
ตอแบบน้ีเร่ิมมีการพัฒนาในทศวรรษ 1990 สํ าหรับการวิเคราะหสารปริมาณนอยในตัวอยางที่มี
ความซับซอน เปนการเพิ่มความสามารถในการแยกสารดวยเครื่อง GC และใหขอมูลเกี่ยวกับ
การคงอยู (retention data) ของทุกองคประกอบในตัวอยาง 2 ชุดซึ่งใชสํ าหรับการพิสูจน
เอกลักษณ ทํ าใหสามารถจัดกลุมของสารตามโครงสรางที่สัมพันธกัน ตามลํ าดับการถูกชะ
(eluted)  โครมาโทกราฟชนิดแกสแบบสองมิติสามารถนํ ามาใชประโยชนในการวิเคราะหเชิง
ปรมิาณ การพิสูจนเอกลักษณทั้งดวยสเปกตรัมชนิดมวลและดัชนีการคงอยู (retention index,
RI) การวิเคราะหเพ่ือหาชนิดของกลุมสารในตัวอยางที่มีความซับซอน3

 ในยุคแรกของการพัฒนาเทคนิคนี้เร่ิมตนที่การวิเคราะหทางดานปโตรเคมี และ
การวิเคราะหองคประกอบเคมีของเปลอืกโลก ตัวอยางเหลานี้จะมีสารที่มีโครงสรางทางเคมี
คลายกันผสมอยูดวยกันเปนจํ านวนมาก เชน กลุมอัลเคน (พาราฟน) กลุมอัลเคนที่มีโครงสราง
วงแหวน (แนพธาลีน) และกลุมที่มีวงแหวนอะโรมาติก 1 วง 2 วง และ 3 วง  ในแตละกลุม
ประกอบดวยสารประกอบหลายชนิดปนกันอยู  ในระยะตอมามีการประยุกตเขากับการวิเคราะห
ควันบุหร่ี สารแตงกลิ่นในอาหาร น้ํ าหอม และสารกลุมโพลีฮาโลจีเนเตดไบเฟนิล
สวนการวิเคราะหทางเภสัชกรรม การคูตอแบบน้ีมีประโยชนในการวิเคราะหเมแทบอไลตของยา
ในตวัอยางชีวภาพ (biological samples) ที่ไมสามารถแยกดวยเครื่อง GC ปกติได4

หลักการแปรผลโครมาโทแกรมที่ไดจาก GCxGC (รูปที่ 2) คือ นํ าสวนสกัด (fraction) ที่
แยกไดจากคอลัมนแรกซึ่งยังมีความบริสุทธิ์ไมเพียงพอ ผานเขาสูคอลัมนที่สองเพื่อทํ าการแยก
สวนใหมีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น คอลัมนแรกทํ าหนาที่เปนมิติที่หน่ึงมักเปนคอลัมนแบบแคปลารีที่
มีความยาว 15-30 เมตร เสนผาศูนยกลางภายใน 250-320 ไมโครเมตร วฏัภาคคงที่ประเภทไม
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มีขั้ว ซ่ึงจะแยกสารประกอบตามจุดเดือด  ตอดวยมอดูเลเตอรระหวางคอลัมนแรกและคอลัมนที่
สอง ทํ าหนาที่รวบรวมสารที่ถูกชะจากคอลัมนแรกใหเปนแถบแคบๆแลวฉีดเขาสูคอลัมนที่สอง
คอลัมนที่สองจะใชคอลัมนที่ยาวเพียง 1-2 เมตร เสนผาศูนยกลางภายใน 50-100 ไมโครเมตร
วัฏภาคคงที่ประเภทมีขั้ว  การแยกในมิติที่หน่ึงใชเวลา 1-2 ชัว่โมง สวนมิติที่สองใชเวลาเพียงไม
กี่วินาที   มอดูเลเตอรจัดเปนหัวใจสํ าคัญของโครมาโทกราฟชนิดแกสแบบสองมิติ ปจจุบันมี
หลายชนิด ทั้งชนิดทีใ่ชความรอนไลใหสารที่ถูกชะออกจากมอดูเลเตอรอยางรวดเร็ว ทํ าใหสาร
ประกอบถูกบีบใหเปนโซนแคบๆ  หรือการใชแบบดักจับเยือกแข็งใหสารที่ถูกชะรวบรวมเปน
แถบแคบๆ แลวจึงใชความรอนไลออกไป   มอดูเลเตอรแบบใหมที่สุดคือแบบหัวฉีดซึ่งมีการทํ า
ใหคอลัมนเย็นที่จุดเยือกแข็ง แลวปลอยสารออกไปดวยการเปาแกสรอน   ดีเทคเตอรที่ใชตอง
เปนชนิดที่สามารถรับและแปรสัญญาณไดอยางรวดเร็ว เน่ืองจากสารที่ถูกแยกและชะออกจาก
คอลัมนจะมีปริมาณคอนขางนอยและผานออกไปอยางรวดเร็ว ในขณะที่สวนสกัดตอมาก็จะมา
ถงึดีเทคเตอรในเวลาใกลเคียงกัน  ถาดีเทคเตอรตรวจจับชาจะทํ าใหรับขอมูลไมทันหรือไดขอมูล
ทีไ่มครบถวน   ปจจุบันดีเทคเตอรที่นํ ามาใชกับ GCxGC คอื flame ionization detector (FID)
หรือ micro electron-capture detector (µECD)     สวนการใชดีเทคเตอรเปนเครื่อง
สเปกโทรมิเตอรชนิดมวลนิยมใชเครื่องวิเคราะหมวลเปน time of flight  เน่ืองจากสามารถเก็บ
สเปกตรัมไดมากกวา 50 สเปกตรัมตอวินาที3,5-7

รูปที่ 2 การแปรผลโครมาโทแกรมที่ไดจาก GCxGC3
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2. การคูตอระหวาง GC กับ MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS)8-10

การตอ GC เขากับ MS เปนการนํ าขอดีของเครื่องมือทั้งสองชนิดมาเสริมกัน โดย
โครมาโทกราฟชนิดแกสจะทํ าหนาที่ในการแยกสาร    สวนสเปกโทรมิเตอรชนิดมวลจะทํ า
หนาที่ในการหาปริมาณและพิสูจนเอกลักษณขององคประกอบในสารผสม    เปนการเชื่อมตอที่
เหมาะสมเนื่องจากสารตัวอยางที่ผานคอลัมนและออกจาก GC จะอยูในสภาวะแกสซึ่งเหมาะกับ
การวิเคราะหตอดวยสเปกโทรมิเตอรชนิดมวล        นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาใหมีประสิทธิภาพ
มากยิ่งขึ้น เชน การตอ head space หรือ head space – solid phase microextraction เพ่ิม
เขากับสวนหัวฉีดของโครมาโทกราฟชนิดแกส ทํ าใหสามารถประยุกตใชกับสารประกอบที่ไมทน
ความรอนและมีปริมาณนอยๆไดดียิ่งขึ้น

อยางไรก็ตาม GC-MS ยังคงไวซ่ึงขอดอยของเครื่องมือทั้งชนิดสองอยู  น่ันคือ สารที่นํ า
มาวิเคราะหจะตองระเหยได จึงมีขอจํ ากัดในการวิเคราะหสารที่มีน้ํ าหนักโมเลกุลสูง     การใช
MS จะตองมีการปรับและเทียบมาตรฐานเครื่องดวย PFTBA (perfluoro-t-butylamine) กอนจึง
จะใชไดอยางถูกตองและแมนยํ า     ขอมูลที่ไดจะเกี่ยวของกับเวลา ความเขมขน และสเปกตรัม
มวลขององคประกอบตางๆ ทํ าใหตองใชคอมพิวเตอรที่มีหนวยความจํ ามากในการประมวลผล
และเก็บขอมูล

รูปที่ 3 การเชื่อมตอระหวาง GC กับ MS แบบ a.) jet separator  b.) direct connection11

GC-MS เปนเทคนิคแรกสุดสํ าหรับการคูตอโครมาโทกราฟกับสเปกโทรสโกปชนิดมวล
ถาการวิเคราะหใชคอลัมนอัดแนน (packed column) ซ่ึงมีอัตราการไหลของแกสพา (carrier
gas) ประมาณ 20 มิลลิเมตรตอนาท ี  จะใชสวนตอประสานที่เรียกวา jet separator (รูปที่ 3a)
เพ่ือไมใหเครื่อง MS สญูเสียสภาวะสุญญากาศ  โดยตวัอยางจะถูกชะออกมาทางหัวฉีด (jet)
และผานเขาสูชองแคบๆ    โมเลกุลของสารตัวอยางซึ่งหนักกวาแกสพาจะมีโมเมนตัมเพ่ิมขึ้น
ทํ าใหโมเลกุลสารตัวอยางรอยละ 50 หรือมากกวานั้นวิ่งตรงเขาสูแกนดักโมเลกุล (skimmer)
สวนโมเลกุลแกสพาซึ่งเบากวาจะหักเหและถูกสูบออกไป  สวนการวิเคราะหดวยคอลัมน
แคปลารีซ่ึงมีอัตราการไหลของแกสพาเพียง 0.5-2 มิลลิเมตรตอนาที สามารถตอตรงเขาสูแหลง
กํ าเนิดไอออนของเครื่อง MS ไดโดยตรง (รูปที่ 3b)



วารสารไทยไภษัชยนิพนธ (ฉบับออนไลน)
ปที่ 3 ฉบับเดือนกันยายน พ.ศ. 2549

- 6 -

สารประกอบที่นํ ามาวิเคราะหดวย GC-MS มักมีมวลโมเลกุลไมเกิน 700 amu. (เน่ือง
จากสารประกอบนั้นจะตองระเหยได)   GC-MS สามารถใหขอมูลเพ่ือการวิเคราะหไดหลาย
ประเภท ประเภทแรก ไดแก โครมาโทแกรม ซ่ึงอาจเปนการพลอตระหวางปริมาณของมวลทั้ง
หมดที่ผานเขาสูเครื่องวิเคราะหกับเวลา เรียกวา Total Ion Chromatogram (TIC) หรือ การนับ
เฉพาะไอออนที่มีมวลตอประจุคาหนึ่งๆ เทานั้นกับเวลา เรียกวา Selected Ion Monitoring
(SIM)   ขีดจํ ากัดการวิเคราะหของ TIC และ SIM  อยูที่ 1-10 นาโนกรัม และ 1-10 พิโคกรัม
ตามลํ าดับ เน่ืองจากการพลอตแบบ SIM มีสัญญาณรบกวนนอยกวา  ขอมูลประเภทที่สอง คือ
สเปกตรัมมวลของแตละพีก บนโครมาโทแกรม  สามารถนํ าไปพิสูจนเอกลักษณ หาสูตรโมเลกุล
สูตรโครงสราง และมวลโมเลกุลได  ขอมูลสุดทายคือ เวลาที่คงอยู (retention time)  สามารถนํ า
ไปพิสูจนเอกลักษณประกอบสเปกตรัมมวลได

แหลงกํ าเนิดไอออนสํ าหรับ GC-MS ที่นิยมใชกันมี 2 แบบ คือ Electron Impact (EI) ซ่ึง
ใหสารตัวอยางชนกับอิเล็กตรอน ทํ าใหโมเลกุลไอออนของสารตัวอยางมีพลังงานการสั่นสะเทือน
และการหมุนหลงเหลืออยูมาก   โมเลกุลจะแตกออกเปนไอออนยอยจํ านวนมาก  สเปกตรัมมวล
จึงมีรายละเอียดคอนขางมาก EI เปนแหลงกํ าเนิดไอออนที่ใหสเปกตรัมมวลที่สามารถทํ าการสืบ
คนในฐานขอมูลได สามารถนํ าไปใชในการพิสูจนเอกลักษณและการพิสูจนโครงสรางของสาร      
แหลงกํ าเนิดไอออนอีกแบบหนึ่งคือ Chemical Ionization (CI) ซ่ึงใหสารตัวอยางชนกับไอออน
ของแกสรีเอเจนต พลังงานในโมเลกุลเหลือไมมาก  ไมคอยมีการแตกไอออนยอย    รายละเอียด
บนสเปกตรัมมวลจึงนอยกวาแบบแรก  แตนิยมใชสํ าหรับการหามวลโมเลกุล

เครื่องวิเคราะหมวล (mass analyzer) สํ าหรับ GC-MS มีหลายชนิด เพ่ือวตัถุประสงค
ในการวิเคราะหที่ตางกัน โดยปกตเิครือ่งวิเคราะหมวลมักเปนแบบ quadrupole mass filter เม่ือ
ใชคูกับแหลงกํ าเนิดไอออนแบบ EI จะสามารถใหสเปกตรัมมวลที่สามารถสืบคนจากฐานขอมูลที่
มีจํ าหนายโดยทั่วไป  แตถาตองการ tandem MS จะตองตอเครื่องวิเคราะหมวลแบบ triple
quadrupole ซ่ึงคอนขางซับซอน และมีขนาดเครื่องใหญมาก เครือ่งวิเคราะหมวลอีกประเภทที่
นิยมคือ ion trap ซ่ึงมีความแตกตางกันโดยดักจับไอออนทุกตัวไว แลวจึงปลอยไอออนตาม
ลํ าดับของมวลตอประจุเขาสูดีเทคเตอร สเปกตรัมชนิดมวลที่ไดจะแตกตางจาก quadrupole
และเปนสเปกตรัมที่ไดภายใตสภาวะของเครื่องที่ทํ าการวิเคราะหน้ันๆ ไมสามารถนํ ามาเทียบ
กนัระหวางเครื่องแตละเครื่องได  อยางไรก็ตามขีดจํ ากัดของการวิเคราะหเม่ือใชโครมาโทแกรม
แบบ TIC จะใกลเคียงกับแบบ SIM เน่ืองจากมีการดักไอออนไวในเครื่องวิเคราะหมวลนานกวา
นอกจากนั้นยังมีการพัฒนาใหสามารถวิเคราะหมวลไดมากกวา 1000 amu.  และสามารถทํ าให
เปนแบบ tandem MS โดยไมตองมีเครื่องวิเคราะหมวลหลายเครื่องตอกัน  เครื่องวิเคราะหมวล
แบบอ่ืน ไดแก magnetic sector ซ่ึงเปนเครื่องวิเคราะหมวลแบบแรกที่มีการคูตอกับเครื่อง GC
สามารถทํ าใหเปนเครื่องที่มีความสามารถสูงในการแยกไอออนที่มีมวลตางกันเพียงเล็กนอย 
(high resolution) แตมีขอจํ ากัดอยูที่ขนาดเทอะทะ ราคาแพง ใชเวลาในการตอบสนองนาน และ
ความไวของเครื่องตํ่ า



Thai Journal of Pharmacy (online version)
Vol. 3 September 2006

- 7 -

ปจจุบันเครื่อง GC นิยมตอดีเทคเตอรแบบ dual detector system (รูปที่ 4) โดยการตอ
คอลัมนเขากับดีเทคเตอร 2 ชนิด  เครื่องหน่ึงจะเปนดีเทคเตอรทั่วไปของ GC โดยนิยมตอกับ
Flame ionization detector (FID) ซ่ึงเปนดีเทคเตอรที่สามารถใชกับสารประกอบทั่วไป
สวนดีเทคเตอรอีกเครื่องจะเปนดีเทคเตอรที่สามารถใหขอมูลเปนคุณสมบัติเฉพาะของสาร
ประกอบ เชน หมูฟงกชัน หรือหมูแทนที่ เชน MS detector หรือ FTIR detector  การตอดีเทค
เตอรระบบนี้ทํ าไดหลายแบบ อาจทํ าโดยการแบงสารที่ถูกชะออกจากคอลัมนเปน 2 สวนเขาสูดี
เทคเตอรแตละตวั ในคอลัมนแบบแคปลารีสามารถทํ าไดโดยการใชตัวตอรูปตัว T  อาจตองมี
การใชแกสชวยเพ่ือรักษาอัตราการไหลของตัวอยางเขาสูดีเทคเตอร   อีกวิธีหน่ึงคือการใช
คอลัมน 2 ตัวทีมี่วฎัภาคคงที่เหมือนกันทุกประการ ปลายแตละคอลัมนตอกับดีเทคเตอรแตละ
ตวั  แตการจะเลือกคอลัมนที่มีวัฎภาคคงที่มีคุณสมบัติเหมือนกันทุกประการคอนขางยาก และ
ตองทํ าการตรวจสอบคณุสมบัติบอยๆ  เพ่ือใหผลการแยกสารเหมือนกัน นอกจากนั้นยังอาจตอ
ดีเทคเตอรแบบเรียงลํ าดับ โดยนํ าดีเทคเตอร 2 เครื่องมาตอกัน แตขอจํ ากัดของการตอแบบน้ี
คือ ดีเทคเตอรตัวแรกจะตองไมทํ าลายโครงสรางของโมเลกุลสารตัวอยาง เชน ECD หรือ FTIR
เปนตน9

รูปที่ 4 ไดอะแกรม ของ Dual detector system11

GC-MS นิยมนํ ามาประยุกตใชสํ าหรับการวิเคราะหสารประกอบที่ระเหยได เชน
สารแตงกลิ่น กรดไขมัน  ตัวทํ าละลายที่หลงเหลืออยู  สารหอมระเหยในพืช  นอกจากนั้นยังนํ า
มาประยุกตในทางนิติวิทยาศาสตร เชน การวิเคราะหสารเสพติด  หรือการใชฮอรโมนในนักกีฬา
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3. การคูตอระหวาง GC กับ FTIR (Gas Chromatography-Fourier Transform Infrared
Spectrometer, GC-FTIR) 10-12

FTIR ไดรับความนิยมคอนขางนอยในการเปนดีเทคเตอรของ GC   ถึงแมจะจัดวาเปน
ดี-เทคเตอรที่สามารถบงบอกทั้งในดานการวิเคราะหเชิงคุณภาพโดยพิจารณาจากสเปกตรัม 
และการวเิคราะหปริมาณจากการดูดกลืนแสงเปนไปตามกฎของเบียร   FTIR มีขอเสียคือมี
ความไวตํ่ า   ดังน้ันจึงมักใชเปนดีเทคเตอรเสริมกับดีเทคเตอรชนิดอ่ืน  เชน ใชเปนดีเทคเตอร
เสริมกับ GC-MS ในการแยกความแตกตางของไอโซเมอร และการทํ านายสูตรโครงสรางของ
สารประกอบที่มีโครงสรางใกลเคียงกันมาก ในงานวิจัยดานนิติวิทยาศาสตร สิ่งแวดลอม และ
การวิเคราะหทางเภสัชกรรม รวมทั้งการหาสูตรโครงสรางขององคประกอบและสารเติมแตงใน
อาหาร

การคูตอระหวาง FTIR กับ GC จะตองพัฒนาในเรื่องความเร็วของการสแกนสเปกตรัม
และปริมาณสารที่สามารถตรวจวเิคราะหดวย FTIR    เน่ืองจากบอยครั้งที่ตองใชเวลาในการ
บนัทึกสเปกตรัมอินฟราเรดยาวนานกวาความกวางของพีกในโครมาโทแกรมของ GC   ในขณะ
เดียวกันปริมาณสารที่สามารถตรวจหาไดดวย IR ก็เกินความจุของคอลัมน     การคูตอ
ระหวางครื่อง GC กับ FTIR มี 2 ชนิด คือ แบบที่ 1 เม่ือตองการตรวจหาสเปกตรัมอยางรวดเร็ว
จะตอโดยตรงกับเซลลลักษณะเปนทอที่ทํ าใหรอน  และแบบที่ 2 เม่ือตองการทํ าใหสารตัวอยาง
เขมขนขึ้นจะใชตัวกลางจับสารที่ถูกชะจาก GC

สวนตอประสานแบบตอตรงสวนใหญจะสแกนสารผานคอลัมนเขาสูเซลลที่มีลกัษณะเปน
ทอที่ถูกทํ าใหรอน เรียกวา ไลทไปป (light pipe)   ซ่ึงทํ าจากหลอดแกวบางขนาดเสนผานศูนย
กลางภายใน 0.3-1 มิลลิเมตร ยาว 5-10 เซนติเมตร ขนาดทอน้ีเหมาะสมกบัปริมาตรของพีก
ของสารที่ถูกชะจากแคปลารีคอลัมน  โดยที่ปลายทั้งสองดานทํ าจากวัสดุที่ยอมใหแสง
อินฟราเรดผานไดหมด     สวนตนของไลทไปปจะตอกับสวนปลายของคอลัมนดวยทรานสเฟอร
ไลน (transfer line)    อุณหภูมิของตวัเซลลและทรานสเฟอรไลนตั้งไวที่ 300 องศาเซลเซียส
เพ่ือปองกันการควบแนน  ดานในของทอเคลือบดวยทอง   สเปกตรัมที่ไดจากสวนตอประสาน
แบบนี้มีลักษณะเหมือนกับสเปกตรัมจากสารในสภาวะแกส  ดังน้ันสามารถนํ าไปเปรียบเทียบ
กบัสเปกตรัมอางอิงของสารในสภาวะแกสได

สวนตอประสานแบบที่สอง ใชเทคนิคของการดักจับสารตัวอยาง  ทํ าใหสารตัวอยาง
หยุดนิ่งและเขมขนขึ้นในลักษณะของจุดเล็กๆ  เม่ือโฟกัสลํ าแสงอินฟราเรดใหผานจุดดังกลาว
จะทํ าใหมีความไวเพิ่มขึ้น  ทํ าใหมีอัตราสวนสัญญาณตอสิ่งรบกวน (S/N) ดีขึ้น    การดักจับ
ตัวอยางทํ าได 2 วิธี คือ  ไดเรกทดีโพสิชัน (direct deposition, DD) หรือ  ไครโอแทรปปง
(cryotrapping)   และ แมทริกซไอโซเลชัน (matrix isolation, MI)
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รูปที่ 5 การคูตอระหวาง GC-FTIR แบบ DD12

การดักจับแบบ DD (รูปที่ 5) จะทํ าใหตัวอยางที่ถูกชะจาก GC ตกผลึกบนแผนตัวกลาง
ที่เคลื่อนที่ไดและยอมใหแสงอินฟราเรดผานหมดที่อุณหภูมิของไนโตรเจนเหลว (80K)  ทอ
ทรานสเฟอรไลนจากปลายคอลัมนของ GC จะตอกับรูเปด (orifice) ขนาดเสนผานศูนยกลาง
ภายใน 75-100 ไมโครเมตร ซ่ึงอยูเหนือพ้ืนผิวตัวกลางประมาณ 30 ไมโครเมตร   เม่ือสารถูก
ชะออกมาจะตกผลึกบนตัวกลางทันทีโดยมีความกวางประมาณ 100 ไมโครเมตร  จากนั้น
ตวักลางจึงคอยๆเคลื่อนที่ใหลํ าแสงอินฟราเรดผานจุดตัวอยางนั้น  การเคลื่อนที่ของแผน
ตวักลางจะถูกควบคุมดวยคอมพิวเตอร และสามารถรองรับสารที่ถูกชะจาก GC  ไดนานถึง
60-100 ชัว่โมง   เม่ือสแกนจุดตัวอยางหนึ่งเรียบรอยแลวจะเปลี่ยนไปสแกนจุดตัวอยางอ่ืนตอไป
การสแกนสามารถทํ าไดตราบเทาที่ยังคงควบคุมสภาวะความเย็นเอาไว     สเปกตรัมที่ไดจาก
การสแกนจะมีลักษณะเหมือนสเปกตรัมของตัวอยางของแข็งทั่วไปที่สแกนรวมกับโปแตสเซียม
โบรไมดทํ าใหสามารถพิสูจนเอกลักษณจากสเปกตรัมอางอิงในฐานขอมูลที่มีขายในทองตลาดได

รูปที่ 6 การคูตอระหวาง GC-FTIR แบบ MI12
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การดักจับแบบ MI (รูปที ่ 6) เปนการใชความเย็นดักจับสารตัวอยางเชนกัน แตมีการ
เพ่ิมแกสเฉื่อย (นิยมใชอารกอน) 1-2 เปอรเซ็นตเขาไปในแกสพา   สารที่ถูกชะจาก GC จะถูก
สเปรยบนแผนตัวกลางซึ่งเคลือบดวยทองและคอยๆหมุน ที่อุณหภูมิประมาณ 10 เคลวิน
ตวัอยางจะถูกกักอยูภายในกรงโครงสรางของโมเลกุลอารกอน   เสนผานศูนยกลางจุดตัวอยาง
ประมาณ 200-300 ไมโครเมตร    แผนตัวกลางสามารถเก็บตวัอยางไดหลายจุดสํ าหรับการฉีด
ตัวอยางตางๆเปนเวลาหลายชั่วโมงตราบเทาที่คงสภาวะความเย็นไวเหมือนเทคนิค DD   แต
สเปกตรัมที่ไดจากเทคนิคนี้อาจมีลักษณะตางจากสเปกตรัมจากเทคนิคเกา   โดยเฉพาะอยางยิ่ง
โมเลกุลที่มีน้ํ าหนักนอยกวา 200 จะมีพีกที่แคบกวาปกติ  ดังน้ันในการพิสูจนเอกลักษณจะตอง
ทํ าสเปกตรัมอางอิงขึ้นมาเอง

เทคนิคทั้งแบบ DD และ MI จะตองปองกันการรบกวนจากคารบอนไดออกไซดและ
ไอน้ํ าในอากาศโดยการทํ าใหเปนสุญญากาศ เน่ืองจากโมเลกุลคารบอนไดออกไซดและนํ้ ามีการ
ดูดกลืนรังสีอินฟราเรด นอกจากนั้นโมเลกุลของสารตัวอยางที่ถูกชะออกก็มีปริมาณคอนขาง
นอย จึงถูกรบกวนจากโมเลกุลทั้งสองได

การใช FTIR รวมกับดีเทคเตอรประเภทอ่ืนทํ าไดโดยแยกตัวอยางจากคอลัมนเขาสู
ดีเทคเตอรแตละตวั หรือสามารถใชการคูตอแบบไลทไปปวัดการดูดกลืนแสง แลวสงตอตัวอยาง
ไปยังดีเทคเตอรอีกตัวหน่ึง เน่ืองจาก FTIR ไมมีผลทํ าลายโครงสรางของสารตัวอยาง
(non-destructive detector)   หรืออาจแยกตั้งแตหัวฉีดเขาสูคอลัมน 2 คอลัมนและผานเขาสู
ดีเทคเตอร 2 ตวั

ความไวในการวิเคราะหสํ าหรับ GC/FTIR ขึ้นกับชนิดของสวนตอประสาน และการดูด
กลืนแสงของสารประกอบ    จาก การเชื่อมตอทั้ง 3 แบบ พบวาเทคนิค DD จะมีความไวดีที่สุด
ดังตัวอยางการฉีดสารละลายคาเฟอีนเขาเครื่อง GC ดวยหัวฉีดแบบสปลิท พบวาขีดจํ ากัดของ
การตรวจพบ (limit of detection, LOD) ของ light pipe   MI และ DD ประมาณ 10 นาโนกรัม,
100 และ 35 พิโคกรัม ตามลํ าดับ   อยางไรก็ตามการตอประสานแบบไลทไปปเปนชนิดที่นิยม
มากทีส่ดุ เน่ืองจากวิเคราะหไดรวดเร็วและระบบทนทาน   สวนเทคนิคการดักจับจะใชเม่ือ
ตองการดีเทคเตอรที่มีความไวสูง  แตอุปกรณสํ าหรับการตอประสานแบบนี้มีราคาแพง
การเพิ่มประสิทธิภาพของการแยกและการตรวจพบสารอาจทํ าไดโดยการทํ าใหตัวอยางสะอาด
ขึน้และมีความเขมขนมากขึ้นจากการใช headspace      purge and trap     solid-phase
extraction (SPE) และ solid-phase microextraction (SPME)  หรือเตรียมเปนอนุพันธเพ่ือเพ่ิม
การระเหยของสารตัวอยางและเพิ่มความสามารถในการตรวจพบโดยการเติมหมูอะตอมที่มีการ
ดูดกลืนรังสีอินฟราเรดสูงๆ  นอกจาก น้ันยังอาจเพ่ิมปริมาตรของการฉีดดวยหัวฉีดแบบ
on-column  และดักจับตัวอยางผาน solid-phase  extraction cartridge ดังรูปที่ 7
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รูปที่ 7  การฉีดสารตัวอยางแบบ large-volume GC/FTIR ผานระบบ cold on-column โดยที่
SPE = solid-phase extraction cartridge; SVE= solvent vapour exit; FID = flame-
ionization detector; IRD = infrared detector (DD)12

การพัฒนาดีเทคเตอร FTIR ในอนาคตจะมุงดานการเพิ่มขีดความสามารถในการตรวจ
พบเปนหลัก โดยการพัฒนาแหลงกํ าเนิดแสง การปรับปรุงใหเปนดีเทคเตอรที่มีความไวสูง
รวมทั้งการพัฒนาเทคโนโลยีดานคอมพิวเตอร เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการประมวลผลขอมูลใหมี
ประสิทธิภาพยิ่งขึ้นตอไป

4. การคูตอระหวาง LC กับ MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS)
เทคนิคที่สํ าคัญในการคูตอระหวางเครื่อง LC กับ MS คือการพัฒนาสวนตอประสาน

ระหวางเครื่องมือทั้ง 2 ชนิดที่ทํ าหนาที่เปลี่ยนสารที่ตองการวิเคราะหซ่ึงอยูในรูปของสารละลาย
จากเครื่อง HPLC ใหเปนไอออนในสถานะแกสที่เหมาะสมสํ าหรับผานเขาสูเครื่องวิเคราะหมวล
ซ่ึงสวนตอประสานที่นิยมใชในเครื่อง LC-MS (รูปที่ 8)  ในปจจุบันอาศัยเทคนิค 2 ชนิด คือ
electrospray (ES) และ atmospheric pressure chemical ionization (APCI)1 ซ่ึงจัดเปนการ
เตรียมไอออนแบบนุมนวล (soft ionization) ไมทํ าใหสารแตกกระจาย (fragmentation) มากนัก

ในสวนตอประสานแบบ ES9,11,13-14 สารที่ตองการวิเคราะหถูกชะออกมาจากเครื่อง LC
ดวยอัตราการไหลของวัฏภาคเคลื่อนที่ 1-20 ไมโครลิตรตอนาที ผานปลายเข็มที่ทํ าใหเปน
ละอองภายใตความดันบรรยากาศปกติ ผานความตางศักยขนาดสูง (3-5 กิโลโวลท) และมี
เคานเตอรอิเล็กโทรดอยูหางประมาณ 0.2-0.3 เซ็นติเมตร สนามไฟฟาจะทํ าใหเกิดการสะสม
ประจุบวกอยางมากที่บริเวณผิวของละอองตัวอยาง  จากนั้นละอองตัวอยางที่มีประจุบวกจะถูก
ทํ าใหรอนหรือชนกับแกสแหง(ไนโตรเจน)ภายในบริเวณที่ทํ าใหเปนสุญญากาศ ทํ าให
ตัวทํ าละลายระเหยออกไป ขณะเดียวกันประจุบวกที่อยูกันอยางหนาแนนในละอองตัวอยางนั้น
จะมีแรงผลักกันทํ าใหแตกออกเปนละอองยอยลงไปอีก  สารตัวอยางจะดึงโปรตอนหนึ่งหรือมาก
กวาหนึ่งตัวออกมาจากตัวทํ าละลาย  ทํ าใหเกิดไอออนบวกของตัวอยางในสภาวะแกส
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ถาตัวอยางสามารถรับโปรตอนไดมากกวา 1 ตัว ก็ทํ าใหมวลน้ันมีประจุมากกวาหนึ่ง (ประมาณ
1000 amu. ตอหน่ึงประจุ) เชนโมเลกุลโปรตีนที่มีมวล 10000 amu. และมีประจุ +10 จะเกิดพีก
ที่ตํ าแหนง m/z = 1000 (เม่ือ m คือมวล และ z คือประจุ)บนสเปกตรัมชนิดมวล9,13  อาจเพิ่ม
ประสิทธิภาพการเกิดไอออนโดยการเติมอิเลกโทรไลตในตัวทํ าละลาย เชน ไอออนแอมโมเนียม
ไอออนโซเดียม ไอออนโปแตสเซียม หรือโปรตอน  ไอออนที่ไดจึงมักอยูในรูปของ protonated
molecule ([M+nH]n+)  deprotonated molecule ([M-H]-) หรือเปน adduct เชน [M+Na]+ ที่ให
ขอมูลเกี่ยวกับน้ํ าหนักโมเลกุลของสารได แตไมสามารถใหขอมูลเกี่ยวกับโครงสรางทางเคมีได
เน่ืองจากไอออนไมเกิดการแตกกระจาย

รูปที่ 8 สวนตอประสานของ LC-MS13

ในสวนตอประสานแบบ APCI11,13-14 ตวัทํ าละลายจะถูกพนใหเปนละอองโดยอาศัยแกส
ไนโตรเจน (nebulizing gas) แลวใหความรอนในหลอดควอทซ (ประมาณ 120 องศาเซลเซียส)
เขาไประเหยตัวทํ าละลาย ในขณะที่มีการปลอยประจุแบบโคโรนาใหอิเล็กตรอนไปไอออนไนซ
(ionize) โมเลกุลของตัวทํ าละลาย เพ่ือไปชนกับโมเลกุลของสารตัวอยางตอไป เกิดเปนไอออน
โมเลกุลจากการถายเทโปรตอน ภายใตความดันบรรยากาศ ไอออนตัวอยางจะถูกสงตอเขา
เครือ่งวิเคราะหมวลตอไปภายใตสุญญากาศ ในขณะที่โมเลกุลตัวทํ าละลายจะถูกปมออกไป
สวนตอประสานแบบนี้ใชไดกับวัฏภาคเคลื่อนที่ที่มีอัตราการไหลถึง 2 ลูกบาศกเซนติเมตร/นาที
และสามารถใชกับตัวอยางที่มีปริมาณตํ่ าเพียง 50-100 พิโคกรัม11 เหมาะสํ าหรับวิเคราะหสารที่
มีขั้วตํ่ า หรือสามารถระเหยได 
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ขอดีของการใชสวนตอประสานซึ่งเปนการเตรียมไอออนแบบนุมนวลทั้งสองชนิดนี้คือ 
การเกิดไอออนที่มีหลายประจุ (ประจุ(z)อาจมากกวา 30)  ทํ าใหวิเคราะหโมเลกุลที่อาจมีมวล
มากกวา 105 ดาลตันได รวมถึงโปรตีน โพลแีซคคาไรด และพอลิเมอรอ่ืนๆ เปนตน   การเลือก
ใชสวนตอประสานที่เหมาะสมขึ้นอยูกับมวลและความมีขั้วของสารประกอบที่ตองการวิเคราะห 
ดังรูปที่ 911,13

รูปที่ 9 การประยุกตใชสวนตอประสานใน LC-MS 11

รูปที่ 10  Reflectron TOF8
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เครื่องวิเคราะหมวลแบบหนึ่งที่นิยมใชกับการวิเคราะหสารประกอบที่มีมวลโมเลกุลสูง
เชนโปรตีน เปปไทด และโพลนิีวคลีโอไทด คือ Time of flight (TOF)   มีหลักการ คือ เม่ือ
ไอออนผานการเรงดวยความตางศักยไฟฟา ไอออนที่มีมวลมากจะใชเวลานานในการเดินทาง
ผานทอตรงยาวประมาณ 1 เมตรที่ไมมีสนามใดๆไปยังดีเทคเตอร  เหมาะกับการใชรวมกับ
แหลงกํ าเนิดไอออนแบบ MALDI หรือ ESI (LC/MALDI หรือ ESI-TOF/MS) ปจจุบันมีการ
พัฒนาเครื่องมือที่เรียกวา Reflectron TOF (รูปที่ 10) เพ่ือลดการแปรปรวนของพลังงานจลน
ของไอออนที่เขาสู TOF ลดความกวางของพีกในสเปกตรัมมวล  โดยการเพิ่มกระจกเพื่อสะทอน
ไอออน ทํ าใหทอตรงมีความยาวเพิ่มขึ้น   จึงสงผลใหการวเิคราะหมวลมีความถูกตองยิ่งขึ้น9,14

นอกจากนี้หากตองการใหเกิดการแตกกระจายของไอออนที่สนใจอาจใชเทคนิคที่เรียก
วา Collision-Induced Decomposition (CID) ซ่ึงใหไอออนกระทบกับแกสฮีเลียม แตปญหาที่
เกิดกับ LC-MS คือการที่มีไอออนหลายตัวผานเขาสูเครื่อง MS ทํ าใหเกิดการแตกเปนไอออน
ยอยของไอออนตั้งตนหลายชนิด ดังน้ันหากตองการใหเกิดการแตกกระจายเฉพาะไอออนที่
สนใจ ตองมีการแยกไอออนนั้นออกไปกอนโดยการผาน quadrupole

5. การคูตอระหวาง MS กับ MS (Mass Spectrometer-Mass Spectrometer, Tandem MS
หรือ MS/MS)8-9

รูปที่ 11 MS-MS แบบ Triple quadrupole9,13
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เปนเทคนิคที่เริ่มใชในชวงทศวรรษ 1970 โดยนํ าเครื่องสเปกโทรมเิตอรชนิดมวลมาคูตอ
กัน เครื่องแรกจะทํ าหนาแยกไอออนโมเลกุล(molecular ion)ที่ตองการออกมาจากของผสม
หลังจากนั้นจะถูกสงตอเขาสูเครื่องสเปกโทรมิเตอรชนิดมวลเครื่องที่สอง ทํ าใหเกิดการแตก
ไอออนยอยและไดสเปกตรัมมวลออกมา  Tandem MS สามารถสแกนทีละมวลในกรณีที่
ตวัอยางนั้นมีสารประกอบหลายชนิดปนกันอยู   ชนิดแรกสุดที่มีการพัฒนาขึ้นเปนแบบ  triple
quadrupole (รูปที่ 11)  ปจจุบันมีการใช ion trap เปนเครื่องวิเคราะหมวลซ่ึงมีราคาตํ่ ากวา และ
สามารถทํ าใหไอออนโมเลกุลแตกยอยอีกหลายครั้งเรียกวาเปน MSn โดยไมตองนํ าเครื่องมาตอ
กันหลายๆเครื่อง  การคูตอแบบ Tandem MS น้ีมีประสิทธิภาพดีมากเนื่องจากสามารถแยกสาร
ออกจากกันไดโดยอาศัยมวล ซ่ึงทํ าไดรวดเร็วกวาการแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ  เน่ืองจาก
ไมตองเสียเวลาผานคอลัมน และไมตองใชวัฏภาคเคลื่อนที่ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของสิ่งรบกวนในการ
วิเคราะห   Tandem MS สามารถนํ ามาประยุกตใชในการวิเคราะหเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ
ของตัวอยางที่มีความซับซอนทั้งจากธรรมชาติและจากการสังเคราะห เชน การวิเคราะหหา
ตวัยาและเมแทบอไลทในตัวอยางชีวภาพ

สํ าหรับเครื่องแบบ triple quadrupole ซ่ึงเปนตนแบบของ Tandem MS เครื่อง
สเปกโตรมิเตอรชนิดมวลเครื่องที่หน่ึงมักใชแหลงกํ าเนิดไอออนแบบ Chemical ionization หรือ
เทคนิคแบบนุมนวลอ่ืนๆ เพ่ือใหไดไอออนโมเลกุล (M+) หรือ ไอออนโมเลกุลในรูป protonated
molecule (M+H)+ ไอออนที่ถูกเลือกหรือไอออนทั้งหมดจะถูกสงเขา MS เครื่องที่สองซึ่งใชเปนที่
ใหไอออนชนกับแกสเฉื่อยเกิดเปนไอออนยอย เรียก MS เครื่องที่สองนี้วา Collision cell ซ่ึงถูก
ควบคมุดวยความถี่วิทยุเพียงอยางเดียว เรียกการเกิดไอออนแบบนี้วา Collision-induced
decomposition  หลังจากนั้นไอออนยอยจะเขาสูเครื่องที่สามเพื่อทํ าการวิเคราะหมวลตอไป
การชนกันระหวางไอออนกับแกสเฉื่อยมี 2 แบบ คือ แบบที่ใชพลังงานสูง ทํ าโดยการเรงไอออน
ใหมีพลังงานจลนสูงกอนการชน  ในกรณีน้ีมักใชฮีเลียมเปนตัวชน และการแตกเปนไอออนยอย
แตละครั้งจะใหผลที่เหมือนเดิม เน่ืองจากสามารถควบคุมพลังงานจลนของไอออนได  การชนอีก
แบบหนึ่ง คือ การชนกันแบบพลังงานตํ่ า เปนพลังงานจลนซ่ึงมีอยูภายในไอออนที่ถูกวิเคราะห
การแตกเปนไอออนยอยควบคุมยากเนื่องจากพลังงานจลนของไอออนมีความแปรปรวน  แกส
เฉื่อยที่ใชในกรณีน้ีอาจใชอารกอนหรือซีนอนก็ได  การแตกเปนไอออนยอยแบบหลังน้ีจะขึ้นกับ
ชนิดของแกส อุณหภูมิ และความดัน

การแตกยอยดวยแสง (Photodissociation) จะใชแสงเลเซอร และใหผลการแตกเปน
ไอออนยอยที่เหมือนเดิม (reproducible) เหมาะกับ Tandem MS แบบ ion trap ซ่ึงไอออนถูก
ดักเก็บและถูกฉายรังสีได

นอกจากนี้ ยังมีการคูตอระหวางเครื่อง magnetic sector (with electrostatic) กับ
quadrupole ดวย แตไมเปนที่แพรหลายนัก เน่ืองจากเครื่องจะมีราคาแพงมากและมีขนาดใหญ
เทอะทะ
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6. การคูตอระหวาง CE กับ MS (Capillary Electrophoresis-Mass Spectrometry, CE-
MS)

รูปที่ 12 ไดอะแกรมมาตรฐานของเครื่องแคปลารีโซนอิเล็กโทรโฟเรซีส13

แคปลารีโซนอิเล็กโทรโฟเรซีส (CE) เปนการใชแรงเคลื่อนไฟฟาในการแยกโมเลกุลที่มี
ประจุภายในคอลัมนแคปลารีที่บรรจุบฟัเฟอร หรือเจลที่มีบัฟเฟอร โดยการใหความตางศักย
ขนาดสูงที่ปลายของคอลัมน  การแยกสารดวย CE จะใชสารตัวอยางในปริมาณที่นอยกวา GC
และ LC อยางมาก และมีประสิทธิภาพในการแยกสารที่ดีมาก  สารประกอบที่มีประจุจะเคลื่อน
ไปยังอิเล็กโทรดที่มีประจุตรงกันขามดวยอัตราเร็วที่ขึ้นอยู กับขนาดและประจุบนโมเลกุล    
เม่ือสารตัวอยางออกจาก CE จะมีลักษณะเปนแถบบางๆ ของสารตัวอยางที่มีความเขมขนสูง
ผานเขาสูสวนตอประสานแบบ ES กอนเขาเครื่อง MS   สวน MS น้ันนิยมใชเครื่องวิเคราะห
มวลแบบ TOF ซ่ึงสามารถวิเคราะหสารประกอบที่มีมวลสูงมากได  ถาสามารถเก็บตัวอยางจาก
คอลัมนไวบนฟลมจะสามารถตอกับเครื่อง MS ชนิด Matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight (MALDI-TOF MS) ซ่ึงนิยมใชมากในปจจุบัน   การวิเคราะหดวย CE
จะใชตวัอยางนอยกวา ใชบัฟเฟอรนอยกวา และมีความสามารถในการแยกที่ดีกวาการวิเคราะห
ดวย HPLC แตเครื่องมักจะมีราคาแพงกวา   นอกจากนั้น ถึงแม MS จะเปนดีเทคเตอรซ่ึงใชกับ
ตวัอยางไดหลายชนิด แตสวนตอประสานระหวาง CE-MS ก็เปนตัวจํ ากัดการประยุกตในการ
วิเคราะห

แคปลารีโซนอิเลกโทรโฟเรซีส (Capillary Zone Electrophoresis, CZE) (รูปที่ 12) เปน
ชนิดทีง่ายและมีการใชมากที่สุดในปจจุบัน ตัวคอลัมนแคปลารียาวประมาณ 20-80 เซนติเมตร
ภายในแคปลารีจะบรรจุดวยสารละลายบัฟเฟอร สารประกอบที่มีประจุตางกันจะเคลื่อนผานไป
ดวยอัตราเร็วตางกัน และปลายทั้งสองขางของคอลัมนจุมอยูในสารละลายบัฟเฟอร  ความตาง
ศักยไฟฟาอาจใหสูงถึง 30 กิโลโวลท ความเฉพาะเจาะจงขึ้นกับการเลือกบัฟเฟอร พีเอช และ
ความแรงไอออน CZE-MS มีประโยชนอยางมากในการวิเคราะหโมเลกุลทีมี่ประจุสูง เชน
การศึกษาลํ าดับของโปรตีนโดยการ วเิคราะหสวนผสมของเปปไทดที่เกิดจากการยอยโปรตีน
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ดวยเอนไซม เปนตน  นอกจากนี้ยังใชในการวิเคราะหโมเลกุลขนาดเล็กที่มีประจุ เชน
อัลคาลอยด  อยางไรก็ตาม CE ยังมีขอจํ ากัดในเรื่องปญหาของสวนหัวฉีดซึ่งไมไดฉีดดวย
ไซริงกแบบโครมาโทกราฟ   ความจํ าเปนที่ตองใชความตางศักยที่สูงมาก บฟัเฟอรที่มีความ
เขมขนสูง   และการนํ าตัวอยางที่ถูกชะเขาสูสวนตอประสาน8-9,15

7. การคูตอระหวาง LC กับ NMR (Liquid Chromatography-Nuclear Magnetic
Resonance Spectrometry, LC-NMR)

สเปกโทรเมตรีนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ (Nuclear Magnetic Resonance
Spectrometry, NMR) เปนการศึกษาเกี่ยวกับการดูดกลืนพลังงานแมเหล็กไฟฟาของนิวเคลียส
ซ่ึงสวนใหญเปนอะตอมของโปรตอน (1H, proton NMR) หรืออะตอมของคารบอน-13 (13C,
carbon NMR)16 โดยที่อะตอมของโปรตอนและคารบอนที่อยูในโครงสรางจะเกิดการเรโซแนนซ
ในสนามแมเหล็กและปรากฏเปนสัญญาณบนสเปกตรัมของนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ 
(NMR spectrum) ทีเ่รียกวา   คาเคมิคัลชิฟ (chemical shift) และจากคาเคมิคัลชิฟน้ีทํ าให
สามารถทํ านายโครงสรางทางเคมีของสาร หรือใชในการพิสูจนเอกลักษณโดยการเปรียบเทียบ
สเปกตรัม (ทัง้ของโปรตอนและ/หรือคารบอน) กับสารที่เคยมีรายงานไวแลว นอกจากนี้ยังเปน
วิธีที่ไมทํ าใหเกิดการสูญเสียสาร และหากใชตัวทํ าละลายที่เหมาะสมก็สามารถนํ าไปศึกษาฤทธิ์
ทางชวีภาพและความเปนพิษตอไปได ซ่ึงจะเปนประโยชนในการศึกษาเกี่ยวกับเมแทบอลิซึม
ของยาและการอธิบายโครงสรางทางเคมีของสารที่ไดจากผลิตภัณฑธรรมชาติที่มีปริมาณสาร
จํ ากัด

LC-NMR จัดเปนการคูตอเครื่องมือสํ าคัญทั้งทางดานการวิเคราะหและการอธิบาย
โครงสรางทางเคมีของสารเขาดวยกัน นับเปนเทคนิคที่มีประโยชนมากในการศึกษาเกี่ยว
กบัพฤกษเคมีและผลิตภัณฑธรรมชาติ เพราะสามารถใหขอมูลเกี่ยวกับโครงสรางทางเคมีของ
สารชนิดตางๆ ที่มีอยูในสารสกัดซึ่งมีลักษณะเปนของผสมได แตเน่ืองจาก NMR เปนเครื่องมือ
ที่มีความไวตํ่ า ตองใชสารในการวิเคราะหในปริมาณที่มากกวาเครื่องมืออ่ืนๆ การนํ า NMR มา
ใชในเทคนิคการคูตอจึงตองใช NMR ที่มีความแรงของสนามแมเหล็กไฟฟาคอนขางสูงตั้งแต
500 เมกะเฮิรตซขึ้นไป เพ่ือใหไดขอมูลที่เปนประโยชน และใชปริมาณสารในการวิเคราะหที่
เหมาะสมกับการผานคอลัมนของ HPLC นอกจากนี้การลดการรบกวนของสัญญาณบน
สเปกตรัมของนิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซ ที่เกิดจากวัฏภาคเคลื่อนทีท่ี่ใชใน HPLC โดยไม
ใหมีผลตอสัญญาณของสารที่ตองการศึกษาก็เปนสิ่งที่ตองคํ านึงถึงโดยเฉพาะกับ HPLC ที่ใช
ระบบเกรเดียนตที่ตองลดการรบกวนจากสัญญาณที่เกิดจากตัวทํ าละลายมากกวาหนึ่งชนิด ซ่ึง
คาเคมิคัลชิฟของตัวทํ าละลายแตละชนิดยอมเปลี่ยนแปลงไปตามองคประกอบของวัฏภาค
เคลือ่นทีน้ั่น และคาเคมิคัลชิฟของสารที่ตองการวิเคราะหจะเปลี่ยนแปลงไปตามชนิดของตัว
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ทํ าละลายที่ใชดวย ดังน้ันการลดการรบกวนของสัญญาณจากตัวทํ าละลายชนิดตางๆ จึงมีผลตอ
สญัญาณของสารที่ตองการวิเคราะหแตกตางกัน1,17   

Pump → Injector → LC Column → detector(s) → NMR probe → (waste)

   Sample        MS (กรณี LC-NMR-MS)

รูปที่  13  แผนภาพแสดงหลักการของ LC-NMR และ LC-NMR-MS (ดัดแปลงจาก18)

ใน LC-NMR เม่ือสารตัวอยางผานเขาสูคอลัมนของ HPLC แลวจะผานดีเทคเตอร เชน
ดีเทคเตอรแบบอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet  Detector) กอนเขาสูเครื่อง NMR แตถาเปน LC-
NMR-MS น้ัน หลังจากผานดีเทคเตอรแลวสารตัวอยางจะถูกแยกเปน 2 สวน สวนหนึ่งผานเขา
สู NMR และอีกสวนหนึ่ง (ในปริมาณที่นอยกวา) ผานเขาสู MS ซ่ึงทํ าหนาที่เหมือนเปน
ดีเทคเตอรอีกตัวหน่ึง (รูปที่ 13)  การรวบรวมขอมูลจาก LC-NMR สามารถทํ าได 2 วิธี คือ
แบบ "on-flow" และแบบ "stop-flow" โดยทั้ง 2 วิธีสารที่ตองการวิเคราะหจะผานออกจาก
คอลัมนของ LC เขาสู microflow probe ของเครื่อง NMR ในปริมาณที่นอยมากประมาณ 60
ไมโครลิตร เม่ือเทยีบกับปริมาณของสาร 500-600 ไมโครลิตรในการใชเครื่อง NMR ตามปกติ
โดยในระบบที่เปน "on-flow" จะปรากฏสเปกตรัมของโปรตอนของสารตลอดเวลาที่ทํ าการแยก
สารผาน LC เขาสู NMR (อาจกลาวไดวาใช NMR เปน real-time detector)   ในขณะที่ระบบ
"stop-flow" น้ันขัน้ตอนการแยกสารใน LC จะถูกพักไวเม่ือมีสารที่สนใจผานเขาสู NMR เพ่ือให
เครื่อง NMR สามารถวิเคราะหขอมูลทางดาน NMR แบบตางๆ ที่นอกเหนือจากสเปกตรัมของ
โปรตอน รวมทั้งขอมูลของ NMR แบบสองมิติ เชน COSY  HMQC หรือ HMBC ซ่ึงตองใชเวลา
ในการเก็บขอมูลนานขึ้น ทั้งน้ีสํ าหรับสารที่มีมวลโมเลกุลไมเกิน 400 a.m.u ระบบ "on-flow" จะ
วิเคราะหหาปริมาณสารตํ่ าสุดได 3 ไมโครกรัม สวนระบบ "stop-flow" ไดที่ 100 นาโนกรัม
อยางไรก็ตามการรวบรวมขอมูลทั้ง 2 วิธีน้ีมีขอจํ ากัดตรงที่ไมสามารถแสดงสเปกตรัมของ
คารบอนในขณะทํ าการแยกสารได1

เน่ืองจากขอจํ ากัดเกี่ยวกับความไวของ NMR  และปญหาเกี่ยวกับการลดการรบกวน
ของสญัญาณจากระบบเกรเดียนตของวัฏภาคเคลื่อนที่ ประกอบกับราคาที่คอนขางสูงเม่ือเทียบ
กับ LC-MS ทํ าให LC-NMR และ LC-NMR-MS เหมาะสํ าหรับงานวิเคราะหที่มีความซับซอน
กบัสารตัวอยางที่มีราคาแพงที่ไมสามารถวิเคราะหโดยใชวิธีอ่ืนได18  ดังน้ันการใช LC-NMR จะ
มีประโยชนมากในการศึกษาทางดานผลิตภัณฑธรรมชาติ เชน การอธิบายโครงสรางทางเคมี
ของสารที่อยูในสารสกัดจากพืชโดยไมจํ าเปนตองทํ าการแยกสารแตละตัวใหเปนสารบริสุทธิ์กอน 
เน่ืองจากสารสกัดมีความซับซอนและในบางครั้งมีปริมาณไมมากนัก นอกจากนี้ยังใชในกรณี
อ่ืนๆ ที่สารตัวอยางมีปริมาณนอย เชน การศึกษาทางดานองคประกอบทางเคมีของพืชเพ่ือการ
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จัดอนุกรมวิธาน (Chemotaxonomy) และการศึกษาเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงของยาใน 
รางกาย เปนตน

ปจจุบันมีความพยายามในการปรับปรุงการทํ างานของ LC-NMR ใหมีลักษณะเปน
ultrahigh-throughput โดยการใช capillary flow NMR probe ที่ตอออกมาจากเครื่องฉีดสาร
อัตโนมัติ (autosampler) ของ HPLC ทํ าใหสามารถผานสารเขาไปใน NMR ไดทุก 30 วินาที
โดยใชอัตราไหลตอเน่ือง 30 ไมโครลิตรตอนาที  ซ่ึงเคร่ือง NMR จะสามารถแสดงผลอยางตอ
เน่ืองและเสร็จสิ้นภายใน 50 นาที วิธีน้ีมีขอดีตรงที่ใชตัวทํ าละลายปริมาณนอย มีความไวสูง
รวดเร็ว และสเปกตรัมที่ไดมีคุณภาพดีเน่ืองจากสามารถกํ าจัดสัญญาณรบกวนจากตัวทํ าละลาย
แตก็มีขอเสียที่เกิดจากการฉีดสารตัวอยางติดตอกันหลายตัวอยางในเวลาจํ ากัด19

8. การคูตอระหวาง SPE กับ NMR (Solid Phase Extraction-Nuclear Magnetic
Resonance Spectrometry, SPE-NMR)18

SPE-NMR จัดเปนประเภทหนึง่ของ LC-NMR โดยที่เม่ือสารตัวอยางผานเขาสู HPLC
แลว HPLC จะทํ าหนาที่ในการแยกสาร จากนั้นแถบสารบริสุทธิ์แตละแถบที่ผานออกมาจะถูกนํ า
เขาสู SPE ซ่ึงจะจับเฉพาะตวัถกูละลาย (column trapping) ไว ซ่ึงตวัถูกละลายนี้จะถูกชะออก
ดวยตัวทํ าละลายทีมี่ความสามารถในการละลายมากกวาเดิม และอาจเปนตัวทํ าละลายที่ใชกับ
NMR ได   (deuterated solvent)  ซ่ึงจะนํ าสารเขาสู NMR ไดโดยตรง วิธีน้ีถูกนํ ามาใชในการ
วเิคราะหเมแทบอไลตของยาที่เกิดขึ้นในรางกาย และการศึกษาทางดานผลติภัณฑธรรมชาติ

9. การคูตอระหวาง CE กับ NMR (Capillary Electrophoresis-Nuclear Magnetic
Resonance Spectrometry, CE-NMR)

CE เปนเครื่องมือที่มีความสามารถในการแยกสารปริมาณนอยมาก การเลือกใช
ดีเทคเตอรที่สามารถตรวจวัดสารปริมาณนอยไดจึงมีความสํ าคัญ ที่ผานมามีการพัฒนา NMR
เพ่ือใชเปนดีเทคเตอรของ HPLC แตก็ตองใชสารในปริมาณ 25-200 ไมโครลิตร ซ่ึงเปนปริมาตร
ทีเ่กินความสามารถของ CE จึงมีการปรับปรุงให NMR สามารถตรวจวัดสารในปริมาณที่นอยลง
ในระดับประมาณ 5 นาโนลิตร และมีขีดจํ ากัดของการตรวจพบในระดับนาโนกรัม โดยใชเวลาใน
การรับสัญญาณจากเครื่อง NMR ไมถึง 1 นาที20

10. การคูตอระหวาง FIA กับ NMR (Flow Injection Analysis-Nuclear Magnetic
Resonance Spectrometry, FIA-NMR)18

เปนการนํ าสารตัวอยางในรูปของเหลวผานเขาสู NMR โดยไมตองทํ าการแยกสารกอน
เทคนิคนี้แบงออกเปน 2 วิธี ตามลกัษณะการนํ าสารตัวอยางเขาสู NMR ไดแก FIA-NMR และ
DI-NMR
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FIA-NMR เปนการฉีดสารตัวอยาง (ในรูป plug) เขาสูกระแสของของเหลวที่ไหลสู
NMR ซ่ึงอาจเรียกวา "column-less LC-NMR"

DI-NMR (Direct Injection NMR) เปนการฉีดสารละลายของสารตัวอยางเขาสู NMR
โดยตรง เน่ืองจากไมมีการใชตัวทํ าละลายอื่น จึงสามารถนํ าสารตัวอยางกลับออกมาได ในบาง
ครั้งอาจดึงสารตัวอยางออกมาจากบริเวณที่ฉีดสารเขาไปไดโดยตรง ในการฉีดสารนั้นสามารถ
ใชเครื่องฉีดสารอัตโนมัติซ่ึงบรรจุสารไวในหลุมทดสอบ (เชน 96-well plate) หรือ vial ได โดย
ไมตองใชหลอด NMR แบบเดิม และสามารถวิเคราะหสารปริมาณ 150-350 ไมโครลิตร ที่มี
ความเขมขนตั้งแต 1-50 มิลลิโมลได โดยใชเวลาตั้งแต 2 ถึง 7 นาที ขึ้นอยูกับความหนืดของตัว
ทํ าละลาย ความเขมขน และปรมิาตรของสารตัวอยาง

DI-NMR ถูกนํ ามาใชในการศึกษาทาง combinatorial chemistry21-22  การคัดกรองสาร
ในการศึกษาเกี่ยวกับ protein binding  การศกึษาเมแทบอไลตในของเหลวทางชีวภาพ  และการ
ตรวจหาไลโปโปรตีนในพลาสมา เปนตน

บทสรุป
ที่กลาวมาขางตนเปนเทคนิคการนํ าเครื่องมือวิเคราะหที่มีความสามารถในการแยกสาร 

หรือเพ่ิมความบริสุทธิ์ของสาร และเครื่องมือที่ใหขอมูลเกี่ยวกับโครงสรางทางเคมีของสารมาคู
ตอกันตั้งแต 2 เครื่อง (ชนิด) ขึ้นไป โดยผานสวนตอประสานที่เหมาะสม ทํ าใหการแยกสารและ
การพิสูจนโครงสรางของสารในสารตัวอยางที่ซับซอนเปนไปดวยความรวดเร็ว มีความถูกตอง
เทีย่งตรง ซ่ึงขึ้นอยูกับการเลือกใชเครื่องมือใหเหมาะสมกับปริมาณและคุณสมบัติของสาร

การใช GCXGC มีประโยชนอยางมากเมื่อสารตัวอยางมีความซับซอนจนไมสามารถทํ า
การวเิคราะหดวยเครื่องโครมาโทกราฟชนิดแกสมิติเดียว เชน ในตัวอยางเดียวกันที่มีสาร
ประกอบกลุมเดียวกัน หรือมีโครงสรางทางเคมีที่ใกลเคียงกันมาก ดีเทคเตอรที่นํ ามาใชตองเปน
ดีเทคเตอรซ่ึงสามารถตอบสนองตอสารที่ถูกชะออกมาไดอยางรวดเร็ว  ในอนาคตนาจะเปน
เครื่องมือซ่ึงมีการใชอยางแพรหลายโดยเฉพาะอยางยิ่งกับสารอินทรียที่ระเหยได (Volatile
organic compound, VOC) และสามารถใชเปนลายบงชี้ (fingerprint) ของสารประกอบจากการ
แยกในสองมิติ

GC-MS และ GC-FTIR เปนเครื่องมือที่มีประโยชนอยางมากในการวิเคราะหทั้งเชิง
คุณภาพและเชิงปริมาณ  การคูตอ MS-MS ที่ใชเปนดีเทคเตอรก็ทํ าใหการวิเคราะหมี
ประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น   เครื่อง GC-FTIR ยงัมีปญหาในดานความสะดวกและประสิทธิภาพในการ
ใชงาน ซ่ึงยังตองการการพัฒนาตอไป  การใชงานในปจจุบันยังนอยอยู  มักใชเพ่ือเปนขอมูล
เสริมดานคุณภาพวิเคราะหจากเครื่อง GC-MS

การใช CE  ซ่ึงนิยมใชกับการวิเคราะหสารที่มีโมเลกุลใหญๆ  เชน โปรตีน  การศึกษา
การเรียงลํ าดับกรดอะมิโนในโปรตีน   ลายบงชี้ของดีเอ็นเอ   เม่ือตอกับ MS ที่เหมาะสม เชน 
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TOF ก็ท ําใหการวิเคราะหมีประสิทธิภาพและสะดวกรวดเร็วมากขึ้น  แตยังตองมีการพัฒนา
เครื่องมือและการประยุกตใชตอไป

การใช LC-NMR LC-NMR-MS และ SPE-NMR เหมาะสํ าหรับการวิเคราะหที่ตองมีการ
แยกสารตัวอยางกอน ซ่ึง LC-NMR คอนขางใชเวลานานและยุงยากหากตองการทํ าใหเปน
อัตโนมัติ ในขณะที่ DI-NMR และ FIA-NMR สามารถทํ าใหเปนระบบอัตโนมัติไดงายกวาและมัก
จะเร็วกวา เหมาะกับงานที่ทํ าเปนประจํ า  DI-NMR มีความไวสูงเนื่องจากสารตัวอยางไมถูกเจือ
จางและสามารถนํ าสารกลับมาใชใหมไดดี แตมีขอเสียตรงที่ตองมีการกํ าหนดปริมาตรสารที่ฉีด
ไดขั้นตํ่ า สวน FIA-NMR และ LC-NMR ไมมีการกํ าหนดปริมาตรสารขั้นตํ่ า FIA-NMR สามารถ
รองรับปริมาตรสารที่ฉีดเขาไปไดมากกวา DI-NMR  ทั้ง FIA-NMR และ DI-NMR สามารถ
รองรับความเขมขนของสารในชวงที่กวางกวา LC-NMR  FIA-NMR และ DI-NMR ใชในการ
วเิคราะหหาปริมาณในสภาวะที่กวางกวา LC-NMR  เม่ือใช FIA-NMR LC-NMR และ SPE-
NMR จะสามารถกรองสารตัวอยางแบบอัตโนมัติได ในขณะที่ DI-NMR ไมสามารถทํ าได
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