
 

  

PMP5-1 

การวเิคราะห์ปริมาณสารกาํจัดวชัพชืกลุ่มคลอโรฟีนอกซีอะซิติกแอซิด 

โดยแคปิลลารีอเิลก็โทรโฟรีซีส 

Determination of Chlorophenoxyacetic Acid Herbicide by Capillary Electrophoresis  

 

สุรัตดา ศรีสุวรรณ์ (Suratda Srisuwan)* ดร.จนัทร์เพญ็ อินทรประเสริฐ (Dr. Janpen Intaraprasert)** 

 

บทคัดย่อ 

การวิเคราะห์หาปริมาณสารกาํจดัวชัพืชกลุ่มคลอโรฟีนอกซีอะซิติกแอซิด ไดแ้ก่ 2,4-dichlorophenoxyacetic 

acid (2,4-D), 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T), 4-chloro-2-methyphenoxyacetic acid (MCPA) และ 2-(2,4-

dichlorophenoxy)-propinic acid (dichloroprop.) ดว้ยเทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส โดยศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการ

วิเคราะห์ปริมาณ ได้แก่ ชนิดของสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ความเขม้ข้นของสารละลายอิเล็กโทรไลต์ พีเอช(pH)  

สารเติมแต่ง ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใชใ้นการแยกสาร และเวลาในการฉีดสาร เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ ซ่ึงพบวา่

สภาวะท่ีให้ผลดีท่ีสุดในการทดลองคือ การใช ้fused-silica capillary 50 µm i.d. x 64.5 cm (56 cm effective length) 50 

mM phosphate buffer และ 100 mM sodium lauryl sulfate ท่ี pH 7.0 เวลาท่ีใชใ้นการฉีดสารตวัอยา่ง 5 วนิาที ศกัยไ์ฟฟ้า 

+30 kV อุณหภูมิ 25 ๐C  ตรวจวดัสญัญาณดว้ย UV-Visible detector ท่ีความยาวคล่ืน 214 นาโนเมตร และความยาวคล่ืน

อา้งอิง 280 นาโนเมตร โดยค่า limit of detection (LOD) ของสารกาํจดัวชัพืชทั้ง 4 ชนิด คือ 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 

ABSTRACT 

Determination of chlorophenoxyacetic acid herbicide such as 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 

2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T), 4-chloro-2-methyphenoxyacetic acid (MCPA) and 2-(2,4-

dichlorophenoxy)-propionic acid (dichloroprop.) were studied using capillary electrophoresis (CE). The optimum 

analytical conditions were involved type of buffer solution, concentration of buffer solution, pH, buffer additive, 

separation voltage and sample injection time. The experiment results indicated that the optimum condition were 

fused-silica capillary 50 µm i.d. x 64.5 cm (56 cm effective length), 50 mM phosphate buffer solution and 100 mM 

sodium lauryl sulfate, pH 7.0, sample injection times 5 sec., separation voltage +30 kV, temperature at 25 ๐C, UV-

Visible detector, signal wavelength at 214 nm and reference wavelength at 280 nm.The limit of detection for these 

herbicides were 0.5 mg/l. 

 

 

 

คาํสําคญั: แคปิลลารีอิเลก็โทรโฟรีซีส  สารกาํจดัวชัพืช  คลอโรฟีนอกซีอะซิติกแอซิด 
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PMP5-2 

บทนํา 

การทาํเกษตรกรรมในประเทศไทย มีการใชย้า

ฆ่าแมลง (pesticides) และสารกาํจดัวชัพืช (herbicides) 

อย่างกวา้งขวาง ข้อมูลท่ีแสดงให้เห็นถึงการใช้สาร

กาํจดัวชัพืชท่ีมีปริมาณมากในประเทศไทย พบวา่มีการ

นาํเขา้สารกาํจดัวชัพืช ใน ปี พ.ศ.2552 ปริมาณ 85,821 

ตนั คิดเป็นมูลค่า 9,338 ลา้นบาท และมีแนวโนม้เพ่ิมข้ึน

ทุกปี (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554) การใช้

สารเคมีประเภทต่างๆ เหล่าน้ี โดยท่ีไม่ไดรั้บคาํแนะนาํ

ท่ีถูกตอ้ง เช่น การใชใ้นปริมาณท่ีมากเกินพอเพ่ือท่ีจะ

เร่งให้ได้ผลผลิตท่ีดี มีคุณภาพ และมีจาํนวนมาก ซ่ึง

บางคร้ังเกษตรกรไม่ไดท้ิ้งระยะเวลาใหน้านพอก่อนการ

เก็บเก่ียว และจาํหน่ายต่อผูบ้ริโภค ซ่ึงอาจทาํให้สารเคมี

เหล่าน้ีตกคา้งอยู่ในผลผลิต ในดิน และบางส่วนถูกชะ

ลงสู่แหล่งนํ้ า เป็นสาเหตุให้เกิดผลกระทบต่อผูบ้ริโภค

และส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้นจึงตอ้งมีการตรวจสอบปริมาณ

การตกค้างของสารกําจัดว ัชพืช ทั้ งในผลผลิตทาง

การเกษตรและส่ิงแวดลอ้ม  

การตรวจหาปริมาณสารกาํจดัวชัพืชท่ีตกคา้ง

ในผลผลิตทางการเกษตร หรือในส่ิงแวดลอ้ม ท่ีมีระดบั

ความเข้มข้นตํ่ า  (ppm) ส่วนใหญ่ใช้เคร่ืองมือ  high 

performance liquid chromatography (HPLC) และ gas 

chromatography (GC) แต่อยา่งไรก็ตาม HPLC และ GC 

มีข้อจํากัดหลายด้าน เช่น เทคนิคการวิเคราะห์ด้วย 

HPLC นั้น ตอ้งใชต้วัทาํละลายอินทรีย ์ในปริมาณท่ีมาก 

ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน และการเส่ือมสภาพของ 

HPLC คอลมัน์ ซ่ึงมีราคาสูง และไม่สามารถใชเ้ทคนิค 

HPLC ในการวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงท่ีไม่มี chromophore 

หรือ fluorophore บางชนิดได ้ส่วนในการวิเคราะห์สาร

ฆ่าแมลงและสารกาํจดัวชัพืชบางชนิดดว้ย GC นั้น มี

ขั้นตอนท่ียุ่งยากมากข้ึนในขั้ นตอนของการเตรียม

ตวัอย่าง คือ การทาํให้เกิดสารอนุพนัธ์ (derivatization) 

เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการระเหยของสารตวัอยา่ง ทาํ

ให้ใชเ้วลาในการวิเคราะห์นาน และสารรีเอเจนต์ท่ีใช้

ทาํปฏิกิริยา ส่วนใหญ่มีราคาสูงและเป็นพิษ 

ขอ้ดีของ CE เม่ือเปรียบเทียบกบั HPLC คือ 

CE เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพการแยกสูงกวา่ HPLC (Yu 

et al., 2005) ในการวิเคราะห์โดยใช ้CE จะใชส้ารเคมี 

สารละลาย  และตัวทําละลายในปริมาณท่ีน้อยมาก 

(ระดบั µL) ทาํให้ปริมาณของเสียจากห้องปฏิบติัการ

นอ้ย นอกจากน้ีแลว้ CE ยงัเป็นวธีิท่ีสะดวก ใชง่้าย เวลา

ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์สั้น ตน้ทุนการวิเคราะห์ต่อหน่วย

ตํ่า CE ประกอบด้วยชนิดของการแยก (separation 

mode) หลายชนิด เช่น  capillary zone electrophoresis 

(CZE) ซ่ึงเป็นวธีิท่ีง่ายท่ีสุด เหมาะสาํหรับการแยก และ

วิ เ ค ร า ะ ห์ ส า ร ท่ี มี ป ร ะ จุ ข น า ด เ ล็ ก แ ล ะ  micellar 

electrokinetic chromatography (MEKC) สามารถใช้

แยกสารไดท้ั้งท่ีมีประจุและเป็นกลางทางไฟฟ้าได ้(Zhu 

et al., 2002) โดยการเติมสารลดแรงตึงผิว (surfactant) 

ลงในสารละลายอิเล็กโทรไลตเ์พ่ือให้เกิดเป็นไมเซลล ์

(micelle) กลไกการแยกสารท่ีเป็นกลางทางไฟฟ้าเกิด

จากอนัตรกิริยาระหวา่งสารกบัไมเซลล ์เป็นตน้ 

จากขอ้ดีของ CE ทาํให้ CE เป็นเทคนิคท่ี

ไดรั้บความนิยมในการแยกและวเิคราะห์หาปริมาณสาร

กาํจดัวชัพืช (Silva et al., 2003; Zerbinati et al., 2000) 

ซ่ึงดูจากมีรายงานการใช ้CE ในการวเิคราะห์หาปริมาณ

สารกาํจดัวชัพืชอยา่งมากมาย อาทิเช่น จากรายงานการ

วิจยัของ Mechref et al. (1997) ไดศึ้กษาการแยกและ

วิเคราะห์สารกาํจดัวชัพืชท่ีเป็น enantiomeric โดยการ

เติมสารลดแรงตึงผิว (surfactants) เพ่ือช่วยในการแยก

สารอยา่งสมบูรณ์โดยใช ้CE นอกจากน้ีมีรายงานการใช ้

CE ในการวิเคราะห์หาสารตกคา้งในส่ิงแวดลอ้ม เช่น 

Fu et al. (2009) ไดใ้ช ้CE ในการวิเคราะห์หาสภาวะท่ี

เหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณสารท่ีปนเป้ือนใน

ดิน เพ่ือดูอัตราการย่อยสลายของสาร 2,4-D และ 

MCPA-sodium ในดิน Dinelli et al. (1995) ไดศึ้กษาหา

ปริมาณการปนเป้ือนซัลโฟนิลยูเรีย(sulfonylurea) ใน

ดินโดยใชเ้ทคนิค MEKC ซ่ึงสามารถวิเคราะห์สารท่ีมี

ความเขม้ขน้ตํ่าๆไดถึ้ง10 ppb. เป็นตน้ 
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PMP5-3 

วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

เพ่ือศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์

ปริมาณสารกาํจดัวชัพืช กลุ่มคลอโรฟีนอกซีอะซิตแอซิด  

4 ชนิดไดแ้ก่ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 

2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T) 4-chloro-

2-methyphenoxyacetic acid (MCPA) 2-(2,4-dichloro 

phenoxy) - propionic acid (dichloroprop.) 

 

เคร่ืองมือ และสารเคมี 

เคร่ืองมือ 3D Capillary electrophoresis 

Instrument (Agilent Thechnologies,Deutshland, Germany) 

equipped with a UV detector, Fused silica capillary 50 um 

i.d. x 64 cm (Polymicro Technologies, Arizona, USA)   

สารเคมี 2 ,4-dichlorophenoxyacetic acid  

(2,4-D) 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T)            

4-chloro-2-methyphenoxyacetic acid (MCPA) 2-(2,4-

dichlorophenoxy) -propionic acid (dichloroprop.) 

Acitic acid glacial (CH3COOH) Sodium acetate 

(CH3COONa) Boric acid (H3BO3) Sodium tetraborate 

(Na2B4O7) Sodium di-hydrogen phosphate 

(NaH2PO4) Di-sodium hydrogen phosphate anhydrous 

(Na2HPO4) Sodium lauryl sulfate 

(CH3(CH2)11OSO3Na,(SDS)) Sodium hydroxide 

anhydrous pellets(NaOH) Methanol (CH3OH) 

Orthophosphoric acid 85% (H3PO4) 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานท่ีใช้ในการ

ทดลองเตรียมสารละลาย stock standard  แต่ละชนิดให้

มีความเขม้ขน้ 1000 ppm โดยใช ้methanol เป็นตวัทาํ

ละลาย รักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 4 ๐C  เตรียมสารละลาย 

working ท่ีเป็นสารละลายผสมของ standard แต่ละชนิด

ใหมี้ความเขม้ขน้ชนิดละ 20 ppm โดยการนาํสารละลาย 

stock standard แต่ละชนิดมา 1 ml ผสมกนัและปรับ

ปริมาตรดว้ยสารละลายอิเลก็โทรไลตใ์ห้เป็น 10 ml เม่ือ

จะนาํเขา้เคร่ือง CE จะตอ้งกรองดว้ย 0.45 µm nylon 

filter membrane ใส่ใน CE Vials จากนั้นนาํไปเขา้

เคร่ือง ultrasonic เพ่ือไล่ฟองอากาศ 

การเตรียมสารละลาย stock buffer ให้มีความ

เขม้ขน้ 200 mM เตรียมสารละลายอิเล็กโทรไลตใ์ห้มี

ความเขม้ขน้ชนิดละ 50 mM โดยปิเปตสารละลาย stock 

buffer มา 6.25 ml ลงในบีกเกอร์ขนาด 50 ml เติมนํ้ า DI 

ลงไปประมาณ 10 ml ปรับ pH ให้ได ้7.00 ดว้ย 1 M 

NaOH จากนั้นเทสารละลายลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 

25 ml ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ า DI จนครบปริมาตร เม่ือจะ

นํา เข้า เค ร่ืองCE จะต้องกรองและไล่ฟองอากาศ

เช่นเดียวกบัตวัอยา่ง 

 

วธีิการวจัิย 

วิธีวิเคราะห์สารกาํจดัวชัพืชโดยใชเ้คร่ือง CE 

ก่อนทาํการวิเคราะห์จะตอ้งลา้งแคปิลลารีคอลมัน์ใหม่

ดว้ยสารละลาย 1 M NaOH เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือเป็น

การ regenerate SiO- groups บนผิวภายในของแคปิลลา

รีคอลัมน์ เพ่ือให้ EOF คงท่ีภายหลังการล้างด้วย

สารละลาย แลว้ลา้งดว้ยนํ้ า DI เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพ่ือ

ล้างเบสออก จากนั้ นทําการ equilibrate แคปิลลารี

คอลมัน์ใหม่ดว้ยสารละลายอิเล็กโทรไลต์เป็นเวลา 20 

นาที โดยใชค้วามต่างศกัย ์+25 kV อุณหภูมิ 25 ๐C 

เพ่ือให้มีสารละลายอิเล็กโทรไลตอ์ยูใ่นแคปิลลารี และ

ทาํให้เกิดสมดุลบนผิวภายในของแคปิลลารี เกิดเป็น 

double layer เพ่ือให้ได ้EOF ท่ีคงท่ี หลงัการวิเคราะห์

คร้ังสุดทา้ยในแต่ละวนั จะตอ้งลา้งดว้ยนํ้ า DI เป็นเวลา 

5 นาที และผ่านอากาศเขา้ไปในแคปิลลารีเป็นเวลา 3 

นาที การเก็บแบบน้ีจะช่วยให้แคปิลลารีมีอายุการใช้

งานท่ียาวนาน และใหผ้ลการทดลองท่ีแม่นยาํ 

การทดลองหาสภาวะท่ี เหมาะสมในการ

วิเคราะห์สารกาํจดัวชัพืช กลุ่ม คลอโรฟีนอกซีอะซิติก 

แอซิด 4 ชนิด ดงัน้ี 

ศึกษาผลของชนิด พีเอช ของสารละลายอิเล็ก

โทรไลต ์ศึกษาสารละลายอิเล็กโทรไลต ์3 ชนิด ไดแ้ก่ 

Acetate buffer Borate buffer และ Phosphate buffer 
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PMP5-4 

โดยใชค้วามเขม้ขน้ 50 mM ความต่างศกัยท่ี์ใช ้+30 kV 

อุณหภูมิ 25 ºC ท่ี pH ต่างๆ ดงัน้ี acetate buffer pH 3.5 

4.0 4.5 5.0 borate buffer pH 7.5 8.0 8.5 9.0 phosphate 

buffer pH 2.5 6.0 7.0 8.0   

ศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลาย 

phosphate buffer คือ 25 50 และ75 mM 

ศึกษาผลของความเข้มข้นของสารเติมแต่ง 

(SDS) คือ 25 50 75 และ100 mM 

การระบุตาํแหน่งพีคของสารกาํจดัวชัพืช โดย

ทาํการ spiking สารละลายมาตรฐานผสม คือ การเติม

สารละลายมาตรฐานลงในสารละลายมาตรฐานผสมที

ละตวั 

ศึกษาผลของเวลาในการฉีดสารตวัอยา่ง คือ 5 

10 และ 20 วนิาที 

 ศึกษาผลของความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใช ้คือ +10 

+20 และ +30 kV 

 หาค่า Limit of detection  

 

ผลการวจัิยและการอภิปรายผล 

ผลของชนิดของสารละลายอเิลก็โทรไลต์ 

การเลือกสารละลายอิเล็กโทรไลต์เป็นส่ิงท่ี

สําคญัอย่างยิ่งต่อการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแคปิลลารีอิ

เล็กโทรโฟรีซีส โดยจะต้องพิจารณาถึงพีเอช ความ

เขม้ขน้หรือความแรงไอออนของสารละลายอิเล็กโทร

ไลต์และสารเติมแต่งท่ีเติมในสารละลายอิเล็กโทรไลต ์

เ น่ื อ ง จ า ก อ ง ค์ป ร ะ ก อ บ เ ห ล่ า น้ี มี ผ ล โ ด ย ต ร ง ต่ อ

ประสิทธิภาพการแยกสาร และความเฉพาะต่อสาร 

(selectivity) สารละลายอิเล็กโทรไลตท่ี์ดีควรให้ผลการ

แยกท่ีดีและไม่รบกวนการแยกสาร มีความจุบฟัเฟอร์สูง 

(buffer capacity) ในช่วงพีเอชท่ีกวา้ง ไม่เปล่ียนแปลงพี

เอชเม่ืออุณหภูมิเปล่ียนแปลง ไม่รบกวนการตรวจหา มี

ความสามารถในการเคล่ือนท่ีภายใต้สนามไฟฟ้า

ใกลเ้คียงกับสาร และสามารถละลายสารตวัอย่างได้ดี

(ลีณา, 2550) 

ในการทดลองได้ทําการทดลองโดยใช้

สารละลายอิเล็กโทรไลต์ 3 ชนิด ได้แก่ Phosphate 

buffer, Borate buffer และ Acetate buffer ผลการ

ทดลองพบวา่เม่ือใช ้Acetate buffer สามารถแยกสารได้

ทั้งหมด แต่ใชเ้วลาในการแยกนานและรูปร่างของพีคจะ

มีฐานกวา้ง Borate buffer สามารถแยกสารได ้3 พีค 

และลกัษณะของพีคจะซอ้นทบักนัอยูไ่ม่สามารถแยกได้

อยา่งชดัเจน ส่วน Phosphate buffer สามารถแยกสารทั้ง 

4 ชนิดได ้แต่พีคของ 2,4-D และ 2,4,5-T ยงัซอ้นทบักนั

อยูเ่น่ืองจากมีโครงสร้างท่ีใกลเ้คียงกนัจึงแยกไดย้าก แต่

มี migration time ท่ีสั้น และฐานพีคแคบ แสดงดงัรูปท่ี 

1 ดงันั้นจึงเลือก phosphate buffer  เป็นสารละลายอิเล็ก

โทรไลต ์ท่ีจะใชใ้นการทดลองต่อไป 
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รูปที ่1 Electropherograms แสดงการผลการแยกของ

สารละลายมาตรฐานในสารละลายอิเล็กโทร

ไลตท์ั้ง 3 ชนิด 

 Condition: buffer composition; (a) 50 mM acetate 

buffer ; pH 4.5 (b) 50 mM borate buffer ; pH 9.0 (c) 

50 mM phosphate buffer ; pH 7.0 , separation 

voltage +30kV, temperature 25 ๐C, sample injection 

time (50mbar) 5 sec. ,capillary length 64.5 cm X 50 

µm i.d., effective length 56 cm, Peak 

identification: 1 = Dichloroprop, 2 = MCPA, 3 = 

2,4-D, 4 = 2,4,5-T 

 

ผลของพเีอช (pH) ของสารละลายอเิลก็โทรไลต์  
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PMP5-5 

 พีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลตมี์ผลต่อการ

แตกตวัเป็นไอออนของสาร เน่ืองจากสารจะแตกตวัให้

ประจุไม่เท่ากนัท่ีพีเอชแตกต่างกนั จึงทาํให้ผลรวมของ

ประจุแตกต่างกนัท่ีแต่ละพีเอช ซ่ึงมีผลต่อความสามารถ

ในการเคล่ือนท่ีภายใตส้นามไฟฟ้าของสาร การเพ่ิมพีเอช

ของสารอิเล็กโทรไลตท์าํให้การไหลอิเล็กโทรออสโมติก

เพ่ิมข้ึน ในทางตรงกนัขา้มหากลดพีเอชของสารละลายอิ

เล็กโทรไลต์ การไหลของอิเล็กโทรออสโมติกจะลดลง

จากการทดลองสารละลายอิเล็กโทรไลต์ท่ีพีเอช 2.5 6.0 

7.0 และ8.0 อธิบายผลการทดลองดงัรูปท่ี 2 
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รูปท ี2 Electropherograms แสดงการแยกของ

ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ใ น ส า ร ล ะ ล า ย 

phosphate buffer ท่ีพีเอชต่างๆ 

 Condition: buffer composition; (a) 50 mM  phosphate 

buffer ; p H (a) 2.5 , (b) 6.0 , (c) 7.0 , (d) 8.0 ,separation 

voltage +30kV, temperature 25 ๐C, sample injection 

time (50mbar) 5 sec. ,capillary length 64.5 cm X 50 µm 

i.d., effective length 56 cm, Peak identification : 

1 = Dichloroprop,2 = MCPA,3 = 2,4-D, 4 = 2,4,5-T 

 

จากรูปท่ี 2 พบวา่ ท่ี pH 6.0 พีคของสารเกิดการ

แยกอย่างชัดเจน แต่มี migration time ของสารท่ีนาน

เกินไป ส่วนท่ี pH 7.0 และ 8.0 จะเกิดการแยกท่ีคลา้ยกนั

และมี migration time ท่ีใกลเ้คียงกนั แต่พีค 2,4-D และ 

2,4,5-T จะซอ้นทบักนัและรวมเป็นพีคเดียวกนัท่ี pH 8.0 

ดังนั้ นจึงเลือกสารละลายอิเล็กโทรไลต์ท่ีมี pH 7.0 

เน่ืองจากมีฐานพีคท่ีแคบ มี migration time ท่ีไม่นาน

เกินไป และเกิดการแยกใหเ้ห็นทั้ง 4 พีค แต่ก็ยงัมีบางส่วน

ท่ีซอ้นทบักนั ซ่ึงจะทาํการทดลองในขั้นต่อไปเพ่ือทาํให้

เกิดการแยกอยา่งชดัเจน 

ผลของความเข้มข้นหรือความแรงไอออนของ

สารละลายอเิลก็โทรไลต์  

 ความแรงไอออนของสารละลายอิเลก็โทรไลตมี์

ผลต่อประสิทธิภาพในการแยกสาร การแยกชดั และสภาพ

ไวของวิธีวิเคราะห์ การเปล่ียนความแรงไอออนของ

สารละลายอิเลก็โทรไลตท์าํไดโ้ดยการเปล่ียนความเขม้ขน้

หรือชนิดของสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ซ่ึงมีผลต่อการ

ไหลอิเล็กโทรออสโมติกและความสามารถในการ

เคล่ือนท่ีภายใตส้นามไฟฟ้าตามลาํดบั  
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รูปที ่3 Electropherograms แสดงการแยกของ

ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ใ น ส า ร ล ะ ล า ย 

phosphate buffer ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

 Condition: buffer composition; phosphate buffer ; p H 

7.0  :  (a) 25 mM , (b) 50 mM , (c) 75 mM, separation 

voltage +30kV, temperature 25 ๐C, sample injection 

time (50mbar) 5 sec. ,capillary length 64.5 cm X 50 

µm i.d., effective length 56 cm, Peak identification:1 

= Dichloroprop,2 = MCPA,3 = 2,4-D, 4 = 2,4,5-T 

 

รูปท่ี 3 แสดงผลการทดลองท่ีได้ศึกษาผลของ

ความเขม้ขน้ของสารละลาย Phosphate buffer ท่ีความ
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PMP5-6 

เขม้ขน้ 25 50 และ 75 mM  พบว่าค่าความเขม้ขน้ท่ี

เหมาะสมคือ 50 mM ท่ีให้ผลการทดลองท่ีดีท่ีสุด คือ

สามารถแยกไดอ้ยา่งชดัเจน พีคมีฐานแคบ และใชเ้วลาใน

การวิเคราะห์สั้นหรือมี migration time ท่ีไม่นานเกินไป  

เม่ือเทียบกบัความเขม้ขน้ท่ี 25 และ 75 mM ซ่ึงทั้งสอง

ความเขม้ขน้ก็สามารถแยกสารไดท้ั้ง 4 ชนิดเช่นกนั แต่ท่ี 

25 mM พีคท่ี 2,3 เกิดการซอ้นทบักนับางส่วน ส่วนท่ี 75 

mM ใชเ้วลาในการวเิคราะห์นาน และมีฐานพีคท่ีกวา้ง  

ผลของความเข้มข้นของสารเติมแต่ง (Buffer 

Additive (Sodium lauryl sulfate; SDS)) 
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รูปที ่4 Electropherograms แสดงการแยกของ

สารละลายมาตรฐาน โดยเติมสาร buffer 

additive (SDS) ลงในสารละลาย phosphate 

buffer ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 

 Condition: buffer composition; 50 mM phosphate buffer 

; p H 7.0  :  add SDS (a) 25 mM , (b) 50 mM , (c) 75 mM 

,(d) 100 mM  and (e) 125 mM ,separation voltage +30kV, 

temperature 25 ๐C, sample injection time (50mbar) 5 sec. 

,capillary length 64.5 cm X 50 µm i.d., effective length 56 

cm, Peak identification:1 = Dichloroprop,2 = MCPA,3 = 

2,4-D, 4 = 2,4,5-T 

 

การเติม SDS ลงในสารละลาย phosphate buffer 

เ พ่ื อ ค วบ คุ ม ก าร ไ ห ล อิ เ ล็ ก โ ท ร อ อ ส โ ม ติ ก  เ พ่ิ ม

ประสิทธิภาพและความเฉพาะต่อสาร ลดอันตรกิริยา

ระหวา่งสารและผนงัดา้นในแคปิลลารี ช่วยเพ่ิมการละลาย

ของสารตวัอยา่งและเพ่ิมการแยกชดั จากการทดลองท่ีผ่าน

มาพบวา่ 2,4-D กบั MCPA จะแยกจากกนัไดย้าก ดงันั้นจึง

ตอ้งเติมสารเติมแต่งลงไปในสารละลายอิเล็กโทรไลตเ์พ่ือ

ช่วยให้เกิดการแยกไดอ้ย่างชดัเจน ซ่ึงในการทดลองน้ีได้

ศึกษาผลของสารเติมแต่งท่ีความเขม้ขน้ 25 50 75 100 และ 

125 mM ดงัรูปท่ี 4 พบว่าท่ีความเขม้ขน้ของ SDS ท่ี       

100 mM จะสามารถแยกสารตวัอย่างทั้ง 4 พีค ไดอ้ย่าง

ชดัเจน พีคฐานแคบ และใชเ้วลาในการวเิคราะห์สั้น 

การระบุ (identify) ตาํแหน่งของสารตวัอย่าง  

การระบุตาํแหน่งของสารตวัอย่างทาํได ้2 วิธี 

คือการเปรียบเทียบเวลาของการเคล่ือนท่ีของสาร 

(migration time) และการทาํ spiking ซ่ึงในการทดลองน้ีได้

ระบุดว้ย การทาํ spiking เน่ืองจากสามารถระบุตาํแหน่งท่ี

แน่นอน และให้ความแม่นยาํของข้อมูลท่ีมากกว่าการ

เปรียบเทียบเวลาของการเคล่ือนท่ีของสาร (migration 

time) การทาํ spiking สารตวัอยา่งผสม ดว้ยการเติม stock 

standard solution ของสารแต่ละชนิดลงในสารละลาย

ตวัอย่างผสม แลว้นาํไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองแคปิลลารีอิ

เลก็โทรโฟรีซีส พีคจะมีขนาดใหญ่ข้ึนซ่ึงหมายถึงปริมาณ

สารท่ีมากข้ึน แต่ไม่มีผลต่อพีคตาํแหน่งอ่ืน   
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รูปที ่5 Electropherograms แสดงการแยกของ

สารละลายมาตรฐานระบุตาํแหน่งของสาร

แต่ละชนิด 
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PMP5-7 

 Condition: buffer composition; 50 mM phosphate 

buffer + 100  mM SDS ; p H 7.0 , separation voltage 

+30kV, temperature 25 ๐C, sample injection time 

(50mbar) 5 sec. ,capillary length 64.5 cm X 50 µm i.d., 

effective length 56 cm, Peak identification: 

1 = Dichloroprop,2 = MCPA,3 = 2,4-D, 4 = 2,4,5-T 

 

จากการทาํ spiking สามารถทราบตาํแหน่งของสารทั้ง 4 

ชนิด คือ Dichloroprop(1) MCPA(2) 2,4-D(3) และ 2,4,5-T 

(4) ตามลาํดบั แสดงดงัรูปท่ี 5  

ผลของเวลาในการฉีดสาร (Injection time) 

ผลของเวลาในการฉีดสาร มีผลต่อการกระจาย

ของพีค และประสิทธิภาพของการวิเคราะห์ หากเวลาใน

การฉีดสารเพ่ิมข้ึนจะกระจายมากข้ึนและประสิทธิภาพใน

การแยกลดลง ในการทดลองน้ีไดศึ้กษาผลของการฉีดสาร

ท่ีเวลา 5 10 และ 20 นาที พบว่าท่ีเวลา 5 วินาที สาร

ตวัอยา่งจะแยกกนัไดอ้ยา่งชดัเจน เม่ือเพ่ิมเวลาการฉีดสาร

นานข้ึน จะทําให้สารท่ี 2,3 เร่ิมซ้อนทับกัน และจะ

ซอ้นทบักนัไดอ้ยา่งชดัเจนเม่ือฉีดสารเป็นเวลา 20 วินาที 

ดงันั้นจึงเลือกเวลาการฉีดสารท่ี 5 วนิาที แสดงดงัรูปท่ี 6 
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รูปที ่6 Electropherograms แสดงการแยกของ

สารละลายมาตรฐาน ท่ีใชเ้วลาในการฉีดสาร

ตวัอยา่งต่างกนั 

 Condition: sample injection time (50mbar) : (a) 5 sec. (b) 

10 sec. and (c) 20 sec.; buffer composition: 50 mM 

phosphate buffer + 100  mM SDS ; p H 7.0 , separation 

voltage +30kV, temperature 25 ๐C, ,capillary length 64.5 

cm X 50 µm i.d., effective length 56 cm, 

Peak identification:1 = Dichloroprop,2 = MCPA,3 = 2,4-

D, 4 = 2,4,5-T 

 

ผลของความต่างศักย์ไฟฟ้า (Applied Voltage) 

ความต่างศกัยไ์ฟฟ้ามีผลต่อประสิทธิภาพใน

การแยกสาร เ ม่ือ เ พิ่มความต่างศักย์ไฟฟ้าสารจะ

เคล่ือนท่ีออกจากแคปิลลารีเร็วข้ึน เน่ืองจากความเร็วใน

การไหลอิเลก็โทรออสโมติกและความเร็วอิเลก็โทรโฟรี

ติกเป็นปฏิภาคโดยตรงกับความแรงของสนามไฟฟ้า 

รวมทั้ งทําให้การแพร่ของสารลดลง ใช้เวลาในการ

วิเคราะห์สั้น จากการศึกษาผลของศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใชต้ั้งแต่ 

+10 +20 และ+30 kV แสดงดงัรูปท่ี 7 พบวา่ ทั้งสาม

ความต่างศกัยไ์ฟฟ้าสามารถแยกสารไดอ้ยา่งชดัเจน แต่

ท่ี+30 kV จะใชเ้วลาในการเคล่ือนท่ีของสารน้อยกว่า 

และพีคฐานแคบ ดงันั้นจึงเลือกความต่างศักยไ์ฟฟ้าท่ี 
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0 10 20 30

0

10

20 4
3

2
1 (a)

R
es

po
ns

e 
(m

A
U

)

Migration time (min)

0 5 10 15

0

10

20 4

3
2

1 (b)

0 5 10

0

10

20
4

3
2

1
(c)

 

รูปที ่7 Electropherograms แสดงการแยกของ

สารละลายมาตรฐาน  ท่ีค่าความต่าง

ศกัยไ์ฟฟ้าต่างๆ 

 Condition separation voltage (a) +10 kV (b) +20 kV (c) 

+30 kV  ; buffer composition: 50 mM phosphate buffer 

+ 100  mM  SDS ; p H 7.0 , sample injection time 

(50mbar) 5 sec.  , temperature 25 ๐C, ,capillary length 

64.5 cm X 50 µm i.d., effective length 56 cm, 

Peak identification:1 = Dichloroprop,2 = MCPA, 

3 = 2,4-D, 4 = 2,4,5-T 
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ผลการหาค่า Limit of detection (LOD) 

การหาค่า Limit of detection (LOD) หาจาก

สภาวะการทดลองท่ีดีท่ีสุด โดยทาํการลดความเขม้ขน้

ของสารตวัอยา่งลงเร่ือยๆ เพ่ือหาขีดจาํกดัตํ่าสุดท่ีเคร่ือง

สามารถวเิคราะห์ได ้ผลการศึกษาท่ีไดจ้ากการทดลองน้ี 

คือ 0.5 mg/l 

สรุปผลการวจัิย 

จากผลการทดลองสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน

การวเิคราะห์หาสารกาํจดัวชัพืช ประเภท คลอโรฟีนอก

ซีอะซิติกแอดซิด ได้แก่  2 ,4-dichlorophenoxyacetic 

acid (2,4-D) 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid (2,4,5-T) 

4-chloro-2-methyphenoxyacetic acid (MCPA) 2-(2,4-

dichlorophenoxy)-propinic acid (dichloroprop.) คือ 

fused-silica capillary 50 µm i.d. x 64.5 cm (56 cm 

effective length) สารละลาย 50 mM phosphate buffer 

ผสมกบั 100 mM sodium lauryl sulfate pH 7.0 เวลาใน

การฉีดสารตวัอย่าง 5 วินาที ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า +30 

kV อุณหภูมิ 25 ๐C  ตรวจวดัสัญญาณดว้ย UV-Visible 

detector ท่ีความยาวคล่ืน 214 นาโนเมตร และความยาว

คล่ืนอา้งอิง 280 นาโนเมตร ค่า Limit of detection คือ 

0.5 mg/l  

การวิเคราะห์โดยแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส

สามารถทาํการทดลองไดส้ะดวก มีความรวดเร็วเน่ืองจาก

สามารถวเิคราะห์สารไดภ้ายใน 10 นาที และนอกจากน้ียงั

ใช้ปริมาณสารตวัอย่างและสารละลายอิเล็กโทรไลต์ใน

ปริมาณท่ีน้อย ทาํให้ค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ตํ่า และ

ก่อใหเ้กิดของเสียนอ้ย และไม่เพ่ิมปัญหาดา้นส่ิงแวดลอ้ม 

ดงันั้นแคปิลลารีอิเลก็โทรโฟรีซีสจึงเป็นอีกเทคนิคหน่ึงท่ี

เหมาะสมในการนาํมาประยกุตใ์ชว้เิคราะห์สารตวัอยา่ง 

 

ข้อเสนอแนะ 

ผลการทดลองท่ีได้จะนําไปใช้เป็นสภาวะ

เร่ิมตน้ในการพฒันาเทคนิคการเพ่ิมความเขม้ขน้ของ

สารตัวอย่าง เช่น sample stacking, field-amplified 

sample injection (FASI) และ anion selective 

exhaustive injection (ASEI) และนาํผลการทดลองท่ีได้

ไปประยกุตใ์ชก้บัตวัอยา่งจริงต่อไป 
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