
98 Naresuan University Journal 2010; 18(3) 

Size Exclusion Chromatography: เทคนิคแหงการวิเคราะห 
น้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร 

เต็มสิริ หวังทวีทรัพย * 

Size Exclusion Chromatography: A technique of 
molecular weight determination of polymer 

Temsiri Wangtaveesab * 

ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ จ.ปทมุธานี 12120 
National Metal and Materials Technology Center (MTEC), Pathumthani 12120, Thailand 
*Corresponding Author. E-mail address: temsirw@mtec.or.th 
Received 16 November 2009; accepted 2 March 2011 

บทคดัยอ 
Size Exclusion Chromatography (SEC) เปนเทคนคิทีรู่จักกันดีวามคีวามสามารถในการวเิคราะหน้าํหนกัโมเลกลุเฉลีย่และคาการกระจายตัว 

ของน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอรทามกลางเทคนคิอืน่ทีม่ีอยูดวยกันหลายวิธ ีระบบ SEC ในยุคเริม่ตนมีสวนตรวจวดัหรอืดีเทคเตอรเปนแบบ 
ชนดิไวตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขน ไดแก รีแฟลกทีฟ อินเด็กซ ดีเทคเตอร และอลัตราไวโอเลต ดีเทคเตอร เปนตน ดีเทคเตอรประเภทนี้ 
สามารถตรวจจับโมเลกลุของพอลเิมอรทีไ่หลออกมาจากคอลมันตามปรมิาตรเชงิไฮโดรไดนามกิของพอลเิมอรนัน้ๆ กลาวคือไมสามารถตรวจวดั 
น้าํหนกัโมเลกลุออกมาไดโดยตรง จึงตองเปรยีบเทยีบน้าํหนกัโมเลกลุกบัสารมาตรฐานทีท่ราบคาน้าํหนกัโมเลกลุแนนอน น้าํหนกัโมเลกลุทีว่เิคราะห 
ไดจึงเปนน้าํหนกัโมเลกลุแบบสมัพทัธ ในภายหลงัมกีารนาํเอาดีเทคเตอรทีไ่วตอการเปลีย่นแปลงน้าํหนกัโมเลกลุ ไดแก เครือ่งวดัการกระเจิงแสงหรอื 
วิสโคมเิตอร มาตอเขากบัระบบ SEC แบบเดิม จึงทําใหระบบ SEC พฒันาข้ึนจากเดิมและสามารถวิเคราะหน้ําหนักโมเลกลุทีแ่ทจริงไดในทีสุ่ด 
ระบบ SEC ในปจจุบันจึงมบีทบาทในงานวจัิยอยางแพรหลายทัง้ในวงการอตุสาหกรรมและแวดวงการศกึษา บทความนีก้ลาวถงึเรือ่งราวของเทคนคิ 
SEC ต้ังแตประวติัความเปนมา หลักการของเทคนิค รวมไปถึงการพัฒนาระบบดีเทคเตอร 

คําสําคัญ: ไซสเอกซคลชูันโครมาโตกราฟ  น้ําหนักโมเลกุล  ดีเทคเตอร 

Abstract 
Among various molecular weight determination techniques, Size Exclusion Chromatography (SEC) is well-known as a most 

versatile technique for acquiring both molecular weight average and the molecular weight distribution (MWD) of polymer. At the 
beginning, a concentration-sensitive detector, typically refractive index (RI) or ultraviolet (UV), was widely employed in SEC 
system. These detectors detect polymer molecules eluting out of column according to their hydrodynamic volume and require a 
calibration with a number of known molecular weight standards to obtain a relative molecular weight. Later on, a molecular weight- 
sensitive detector; light scattering or viscometer, was developed to combine with the conventional detection system and that enabled 
SEC technique to determine an absolute molecular weight. The development of detection system has driven the SEC technique 
nowadays as a common tool for polymer research within industry and academia. This paper will give an overview of SEC technique, 
including history, principle of the technique and detector development. 
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บทนํา 

Size Exclusion Chromatography (SEC) หรือท่ีรูจัก 
กันในกลุมนักพอลิเมอรในชื่อ GPC เปนหนึ่งในวิธีทาง 
โครมาโตกราฟสําหรับใชวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย 
(average-molecular weight) และคาการกระจายตัวของ 
น้ําหนักโมเลกุล (molecular weight distribution) ของ 
พอลิเมอรหรือสารโมเลกุลใหญ (macromolecules) ทาม 
กลางเทคนิคในการวิเคราะหคาเฉลี่ยของน้ําหนักโมเลกุล 
ท่ีมีอยูดวยกันหลายวิธี ไดแก การวิเคราะหหมูฟงกชันท่ี 
ปลายโซ (end-group analysis) การเหวีย่งดวยความเร็วสงู 
(ultra-centrifugation) การวัดการกระเจิงของแสง (light 

scattering) และการวัดความหนืดของสารละลายท่ีความ 
เขมขนต่ํา (dilute solution viscometry) เปนตน นับวา 
SEC เปนเทคนิคท่ีไดรับความนิยมอยางแพรหลายสูงสุด 
เพราะนอกจากสามารถใหขอมูลทางดานน้ําหนักโมเลกุล 
แลวยังใหขอมูลทางดานการกระจายตวัของน้ําหนกัโมเลกุล 
ซึ่งเปนปจจัยสําคัญอยางย่ิงในข้ันตอนการผลิตผลิตภัณฑ 
รวมไปถึงการพัฒนาสมบัติของพอลิเมอรใหตรงตามความ 
ตองการ นอกจากนี้ ยังมีความสามารถในการวิเคราะหตัว 
อยางไดอยางสะดวกและรวดเร็วกวาเทคนิคอ่ืนๆ ดังกลาว 
มาขางตน ซึ่งลวนแลวแตตองใชเวลาในการวิเคราะหยาว 
นาน มีขอจํากัดในการวิเคราะห หรือไมก็มีวิธีการยุงยาก 
ดวยขอดเีหลานีทํ้าใหเทคนคิ SEC ยังคงไดรับความนยิมมา



Naresuan University Journal 2010; 18(3) 99 

ถึงปจจุบันและกลายมามีบทบาทแทนท่ี เทคนิคในการ 
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลอ่ืนๆ ท่ีนับวันจะลดบทบาทลงไป 
ทุกที 

ประวัติความเปนมา 

เดิมเทคนิค SEC เปนเทคนิคท่ี ใช ในการแยกสาร 
สําหรับกลุมพอลิเมอรทางชีวภาพ จนกระท่ังในชวงกลาง 
ทศวรรษ 1950 เลทและรูทเวน (Lathe & Ruthven, 
1955; Lathe & Ruthven, 1956) ไดพัฒนาคอลัมนท่ีทํา 
จากแปงขาวโพดข้ึนมาสําหรับประยุกตใชในการวิเคราะห 
น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนข้ึนเปนคร้ังแรก แตยังไม 
สามารถวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลไดสูงมากนัก ตอมาในป 
ค.ศ.1959 โพราทและฟลอดนิ (Porath & Flodin, 1959) 
ผลิตคอลัมนซึ่ งทําจากเจลพอลิเด็กซแทรน สําหรับใช 
วเิคราะหตวัอยางในกลุมโปรตนีและพอลเิมอรท่ีละลายน้าํได 
และมีการจดัจําหนายภายใตชือ่ “เซฟาเดก็ซ (Sephadex )” 
ซึ่ งนับเปนคร้ังแรกท่ี มีการจําหนายคอลัมนทางการคา 
คอลัมนนีไ้ดรับความนยิมในหมูนกัวทิยาศาสตรทางชวีภาพ 
เปนอันมาก จนถึงกับตั้งชื่อเรียกเปนเทคนิคใหมวา Gel 
Filtration Chromatography (GFC) หลังจากนั้นในป 
ค.ศ.1964 จอหน มัวร (Moore, 1964) นกัวจิัยของบริษทั 
Dow Chemical ผลิตคอลัมนสไตราเจล (Styragel ) จาก 
คลอสลิงคพอลิสไตรีน (crosslinked polystyrene) สําหรับ 
วิเคราะหตัวอยางท่ีละลายในตัวทําละลายอินทรีย และยัง 
เปนคอลัมนแรกท่ีสามารถวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของ 
ตัวอยางไดสูงถึงชวงหลายลานดาลตัน พรอมกันนั้นมัวรได 
รวมมือกับนกัวจิยัอีกหลายทานพฒันาอุปกรณตรวจวดัน้าํหนกั 
โมเลกุลเคร่ืองแรกข้ึนมาอยางเปนระบบ ประกอบดวย 
สวนปม สวนควบคุมความรอนของคอลัมน และสวนตรวจ 
วดัชนดิรีแฟลกทีฟ อินเดก็ซ ทําใหเวลาท่ีใชในการวเิคราะห 
น้ําหนักโมเลกุลลดลงเหลอืเพยีง 1.5 ชม. จากเดิมท่ีเทคนคิ 
อ่ืนตองใชเวลานานถึง 3-4 สัปดาห พวกเขาไดตั้งชื่อเรียก 
เคร่ืองมือนี้วา Gel Permeation Chromatography (GPC) 
ตอมาในปทศวรรษ 1970 เทคนคิ SEC เร่ิมเปนท่ีรูจักและ 
ยอมรับกันในวงการวิทยาศาสตรวาเปนเทคนิคนองใหมท่ี 
สะดวกและรวดเร็วในการวเิคราะหน้าํหนกัโมเลกุลของพอลเิมอร 
และโดยเฉพาะคาการกระจายตัวของน้ําหนักโมเลกุล ซึ่ง 
เปนคาท่ีหาวิธีวิเคราะหไดยากในสมัยนั้น (Bly, 1970) 

ท่ี กลาวมาขางตน คือจุดเร่ิ มตนของการวิ เคราะห 
น้ําหนักโมเลกุลดวยเทคนิค SEC และยังเปนท่ีมาของชื่อ 
เทคนคิในปจจุบนัท่ีมีหลายชือ่ดวยกัน GFC จะนยิมเรียกกัน 
ในการวิเคราะหตัวอยางท่ีละลายไดในระบบน้ํา (aqueous 
solvent) สําหรับชื่อ GPC นิยมใชเรียกกันในกลุมการ 
วิเคราะหตัวอยางท่ีละลายในตัวทําละลายอินทรีย (organic 
solvent) สวนชือ่ SEC เปนชือ่ท่ีถูกตัง้ข้ึนในภายหลงัเพือ่ให 
สอดคลองกับหลักการทางเทคนิค ซึ่งจะขอใช SEC แทน 
ชื่อเทคนิคโดยรวมในบทความตอไป 
หลักการโดยทั่วไปของเทคนิค SEC 

ประกอบดวยการแยกโมเลกุลของสารละลายตัวอยาง 

 

 

พอลิเมอรท่ีอาจมีองคประกอบของสารท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 
หลายชวงผสมกันอยู เม่ือสารละลายตวัอยางถูกฉดีเขาไปใน 
กระแสของตัวทําละลาย โมเลกุลของสารละลายจะเคลือ่นท่ี 
เขาไปในคอลัมนซึ่งบรรจุอนุภาคขนาดเล็กท่ีมีรูพรุน (โดย 
ท่ัวไปประมาณ 5-10 m) องคประกอบท่ีมีขนาดโมเลกุล 
ใหญกวาขนาดของรูพรุนจะไมสามารถแทรกตัวเขาไปในรู 
ได จึงออกมาจากคอลัมนเร็วสุด ในขณะที่องคประกอบซึ่ง 
มีโมเลกุลขนาดกลาง อาจมีบางสวนผานเขาไปในรูได จึง 
ไหลออกจากคอลัมนตามมา สําหรับสารท่ีมีขนาดโมเลกุล 
เล็กมาก เชน มอนอเมอร (monomer) จะสามารถผานเขา 
ไปในรูไดจึงใชเวลาอยูในคอลัมนนานท่ีสุดและออกมาจาก 
คอลัมนทีหลังสุด (รูปท่ี 1) จะเห็นไดวาหลักการแยกสารนี้ 
เกิดข้ึนภายใตความสมัพนัธระหวางขนาดของโมเลกุลในตวั 
ทําละลายหรือปริมาตรเชิงไฮโดรไดนามิก (hydrodynamic 
volume) กับเวลาท่ีโมเลกุลใชเคลื่อนท่ีในคอลัมน ซึ่งจาก 
กลไกการแยกสารตามขนาดดังกลาวนี้เองท่ีทําใหเทคนิค 
SEC สามารถหาคาการกระจายตัวของพอลิเมอรได 

µ 

รูปท่ี 1 แสดงหลักการแยกสารตามขนาดโมเลกุล 
ภายในคอลัมนของเทคนิค SEC 
(ปรบัปรงุภาพจาก www.sci.sdsu.edu) 

สวนประกอบหลักของเทคนิค SEC 
สามารถแบงออกไดเปน 2 สวนหลัก ประกอบดวย 

สวนแยกสารและสวนวิเคราะหสาร 

รูปท่ี 2 องคประกอบโดยทัว่ไปของเครื่อง SEC
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สวนแยกสาร 
สวนแยกสารของระบบ SEC (รูปท่ี 2) มีความคลาย 

คลึงกับระบบแยกสารของเทคนิค HPLC ท่ัวไปแตกตาง 
กันเฉพาะสวนของคอลัมนเทานั้น กลาวคือ ประกอบดวย 
ปมซึง่ทําหนาท่ีดดูตวัทําละลายหรือท่ีเรียกวา “เฟสเคลือ่นท่ี 
(mobile phase)” จากภาชนะบรรจุ และสงผานเขาไปท่ี 
คอลัมน โดยปมจะทําหนาท่ีควบคุมอัตราการไหลใหมี 
ความสมํ่าเสมอเพื่อความแมนยําในการวิเคราะหผล สาร 
ละลายตัวอยางจะถูกฉีดตรงบริเวณสวนฉีดสารตัวอยาง 
และสงตอไปยังคอลัมน หรือเฟสคงท่ี (stationary phase) 
โดยกระแสของตัวทําละลาย เม่ือเกิดการแยกข้ึนภายใน 
คอลัมน โมเลกุลของสารตัวอยางจะถูกสงตอไปยังสวน 
วิเคราะหผลท่ีประกอบดวยดีเทคเตอรอยางนอย 1 ชนิด 
เพื่อประมวลผลตอไป 

งานวิจัยและพัฒนาในชวงแรกของเทคนิค SEC หลัง 
จากเร่ิมเปนท่ีไดรับความนิยมจนมีการผลิตเคร่ืองมือขาย 
อยางเปนทางการคา จะเก่ียวของกับสวนแยกสารนี้เสียเปน 
สวนใหญ (Buytenhuys & Van Der Maeden, 1978; 
Hirayama et al., 1987; Hjert n & Eriksson, 1984; 
Kirkland, 1976; Yau et al., 1978) งานวิจัยเหลานี้มุง 
เนนไปท่ีการพัฒนาประสิทธิภาพของการแยกและพัฒนา 
คอลัมนใหสามารถวิเคราะหพอลิเมอรไดหลากหลายชนิด 
มากข้ึน จวบจนกระท่ัง 2-3 ทศวรรษใหหลังมานี้ทิศทาง 
ของงานวิจัยหันเหมายังสวนวิเคราะหผล เพราะความตอง 
การในดานความถูกตองแมนยําของผลการวเิคราะหน้าํหนกั 
โมเลกุลมีมากข้ึน 

สวนวิเคราะหสารหรือดีเทคเตอร 
หลั งจากสารเ กิ ดการแยกและไหลผ านออกจาก 

คอลัมนแลว ดีเทคเตอรจะทําหนาท่ีตรวจจับสารท่ีไหล 
ออกมา ในปจจุบันมีดีเทคเตอรอยูดวยกันหลายชนิด โดย 
สามารถแบงออกเปน 2 ประเภทคือ ดีเทคเตอรชนิดไวตอ 
การเปลี่ยนแปลงความเขมขน (concentration-sensitive 
detector) และชนิดไวตอการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักโมเลกุล 
(molecular weight-sensitive detector) 
ดีเทคเตอร 

ดีเทคเตอรชนิดไวตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขน 
เปนดีเทคเตอร ท่ีใช กันในยุคแรกของ SEC ไดแก 

รีแฟลกทีฟ อินเดก็ซ ดเีทคเตอร (refractive index detector 
, RI) และอัลตราไวโอเลต ดีเทคเตอร (ultra-violet 
detector, UV) เปนตน ดีเทคเตอรประเภทนี้ทําหนาท่ี 
เพียงตรวจจับสารท่ีไหลออกจากคอลัมนเทานั้น กลาวคือ 
ไมสามารถวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลออกมาไดโดยตรง 
ดังนั้น จึงตองมีการเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของสาร 
ตวัอยางกับสารมาตรฐานท่ีทราบคาน้ําหนักโมเลกุลแนนอน 
(calibration) 

รีแฟลกทีฟ อินเด็กซ ดีเทคเตอร (RI) 
เรียกอีกชื่อหนึ่งวา รีแฟลกโตมิเตอร (refractometer) 

เปนอุปกรณสาํหรับตรวจวดัการหักเหของแสงเม่ือแสงเคลือ่น 
ท่ีผานตัวกลางหนึ่งไปสูอีกตัวกลางหนึ่ง ดังนั้นจึงอาศัยการ 
วดัความแตกตางของคาดชันหัีกเหของแสงระหวางสารละลาย 

é 

พอลเิมอรกับตวัทําละลายในการตรวจวดัสารละลายตวัอยาง 
ท่ีไหลออกมาจากคอลัมน หลักการทํางานของดีเทคเตอร 
ชนิดนี้ ข้ึนอยูกับความเขมขนของสารละลาย จึงทําใหเปน 
ดเีทคเตอรท่ีไวตอการเปลีย่นแปลงความเขมขน ดเีทคเตอร 
ประเภทนี้มีขอดี คือ สามารถใหสัญญาณตอบรับไดกับ 
ตัวอยางพอลิเมอรแทบทุกชนิด มีความแมนยํา และงายตอ 
การใชงานจึงเปนดีเทคเตอรท่ีนิยมใชกับระบบ SEC มาก 
ท่ีสุด 

อัลตราไวโอเลต ดีเทคเตอร (UV) 
ดีเทคเตอรประเภทนี้วัดคาการดูดกลืนแสงยูวีของสาร 

ท่ีไหลออกมาจากคอลัมน ดังนั้นจึงอาศัยการตรวจวัดการ 
เปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงยูวีของสารตัวอยาง โดยคา 
การดูดกลืนแสงของสารละลายจะแปรผันตรงกับความเขม 
ขนตามกฎของเบียรและแลมเบิรต (Beer and Lambert’s 
law) ดังสมการ 1) จึงทําใหเปนดีเทคเตอรท่ีไวตอการ 
เปลี่ยนแปลงความเขมขน 

A = abc ...1) 
เม่ือ A = คาการดูดกลืนแสงของสาร 

a = แอบซอรพตวิิตี (absorptivity) หรือคาคงท่ีของ 
การดูดกลืนแสงของสาร 

b = ระยะทางท่ีแสงสองผานสารตัวอยาง 
c = ความเขมขน 

ดีเทคเตอรประเภทนี้มีขอดี คือมีความไว (sensitivity) 
สูงในการวิเคราะห แตก็มีขอจํากัดคือจะสามารถตรวจวัด 
ไดกับสารที่มีโครงสรางโมเลกุลท่ีสามารถดูดกลืนแสงยูวี 
ไดเทานั้น 

ความถูกตองในการวิเคราะหผลของดีเทคเตอร ท้ั ง 
สองชนิดนี้ ข้ึนอยูกับการเลือกใชสารมาตรฐานใหมีโครง 
สรางโมเลกุลเหมือนหรือคลายกันกับสารตัวอยางมากท่ีสุด 
เนื่องจากกลไกการแยกสารภายในคอลัมนข้ึนอยูกับขนาด 
ของโมเลกุลในตัวทําละลายไมใชน้ําหนักโมเลกุล โดยท่ัวไป 
สายโซพอลิเมอร ท่ีละลายอยู ในตัวทําละลายจะมีขนาด 
โมเลกุลเฉพาะตามแตชนิดของพอลิเมอรในตัวทําละลาย 
ใดๆ นัน่หมายความวาแมจะเปนพอลเิมอรชนดิเดยีวกัน แต 
ถาละลายในตัวทําละลายตางชนิดก็อาจมีขนาดโมเลกุล 
แตกตางกัน หรือกลาวอีกนัยหนึ่ง ถาเปนพอลิเมอรคนละ 
ชนิดกัน ถึงแมจะมีน้ําหนักโมเลกุลเทากันก็อาจมีขนาด 
โมเลกุลแตกตางกันได ดังนั้ นในการวิเคราะหน้ําหนัก 
โมเลกุลจึงจําเปนตองสรางกราฟความสัมพันธระหวาง 
ปริมาตรเชิงไฮโดรไดนามิกกับน้ําหนักโมเลกุล หรือท่ีเรียก 
วา คอนเวนชนันอล คาลเิบรชนั (conventional calibration) 
โดยใชสารมาตรฐานท่ีทราบคาน้ําหนักโมเลกุลท่ีแนนอน 
และใชกราฟนี้ในการเปรียบเทียบหาน้ําหนักโมเลกุลของ 
สารท่ีตองการวิเคราะห ดังนั้นน้ําหนักโมเลกุลท่ีวิเคราะห 
ดวยวิธีนี้จึงเปนน้ําหนักโมเลกุลในเชิงเปรียบเทียบไมใช 
น้ําหนักโมเลกุลท่ีแทจริง มีหลายงานวิจัย (Christensen et 
al., 2001; Huang et al., 2004; Poch et al., 1998) 
แสดงการศึกษาเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของพอลิเมอร 
ท่ีวัดจากระบบ SEC นี้กับเทคนิคในการวัดน้ําหนกัโมเลกุล 
อ่ืน พบวา หากใชสารมาตรฐานท่ีมีโครงสรางโมเลกุลแตก 

é
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ตางจากสารท่ีตองการวิเคราะห น้ําหนักโมเลกุลท่ีวิเคราะห 
ไดจะคลาดเคลื่อนจากคาท่ีแทจริง อาจต่ําหรือสูงกวาข้ึน 
อยูกับปริมาตรเชิงไฮโดรไดนามิกของพอลิเมอรนั้นๆ เม่ือ 
เทียบกับสารมาตรฐาน ดั งนั้ นในการรายงานผลการ 
วิเคราะหตองอางอิงถึงชนิดของสารมาตรฐานท่ีใชน้ําหนัก 
โมเลกุลท่ีวิเคราะหไดจึงเปนแบบ “น้ําหนักโมเลกุลสมัพัทธ 
(relative molecular weight)” 

จากท่ี กล าวมาข างต นจึ งกลายเป นจุ ดอ อนของ 
ดีเทคเตอรประเภทนี้ เนื่องจากสารมาตรฐานท่ีขายกันอยู 
ตามทองตลาดมีเพียงไมก่ีชนิด จึงไมครอบคลุมตอการ 
วิเคราะหพอลิเมอรทุกประเภทได จากขอจํากัดขางตน 
ดังกลาว จึงมีการพัฒนาระบบดีเทคเตอรข้ึนมาในภายหลัง 
โดยนําเอาเทคนิคในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลอ่ืนๆ มา 
ประยุกต เขากับระบบ SEC เดิม ไดแก วิสโคมิเตอร 
(viscometer, VIS) และเคร่ืองวัดการกระเจิงของแสง 
(light scattering, LS) ซึ่งดเีทคเตอรท้ังสองชนิดจัดวาเปน 
ดีเทคเตอร ชนิดไวตอการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักโมเลกุล 
และสามารถวิเคราะหคาน้ําหนักโมเลกุลออกมาไดโดยตรง 
น้าํหนกัโมเลกุลท่ีวเิคราะหไดจงึเปนน้ําหนกัโมเลกุลท่ีแทจริง 
(absolute molecular weight) 

ดเีทคเตอรชนดิไวตอการเปลีย่นแปลงน้าํหนกัโมเลกลุ 
วิสโคมิเตอร (VIS) 
บีนอยส และคณะ (Grubisic et al., 1967) คนพบวา 

V h α [η]M 

η 

การแยกสารของโมเลกุลพอลเิมอรภายในคอลัมนข้ึนอยูกับ 
ปริมาตรเชิงไฮโดรไดนามิก (Vh) ของพอลิเมอรท่ีละลาย 
อยูในตัวทําละลายใดๆ ซึ่งปริมาตรเชิงไฮโดรไดนามิกมี 
ความสัมพันธกับความหนืดแทจริง (intrinsic viscosity, 
[  ]) และน้ําหนักโมเลกุลตามสมการความหนืดของสาร 
ละลายของไอนสไตน (Einstein’s viscosity equation) ดัง 
สมการท่ี 2) (Young & Lovell, 1991) 

...2) 

จากการคนพบดังกล าวพวกเขาจึงลองสรางกราฟ 
มาตรฐานระหวาง log [ ]M กับเวลาท่ีสารถูกชะออก 
จากคอลัมน ซึ่งพบวาพอลิเมอรท่ีมีโครงสรางโมเลกุลตาง 
กันลวนอยูบนเสนกราฟเดียวกัน (รูปท่ี 3) กราฟนี้จึงได 
ชื่อวา ยูนิเวอรซอล คาลิเบรชัน (Universal calibration) 
จากความสมัพนัธดงักลาวทําใหการวเิคราะหน้าํหนกัโมเลกุล 
ดวยวิธีนี้ สามารถตัดปญหาเร่ืองขนาดหรือปริมาตรเชิง 
ไฮโดรไดนามิกท่ีไมเทากันของพอลิเมอรตางชนิดในตัวทํา 
ละลายใดๆ ลงได น้ําหนักโมเลกุลท่ีวิเคราะหไดจึงเปน 
น้ําหนักโมเลกุลท่ีแทจริง อยางไรก็ตาม ระบบนี้ยังคงตอง 
ใชรวมกับรีแฟลกทีฟ อินเด็กซ ดีเทคเตอร และตองใชสาร 
มาตรฐานท่ีทราบน้ําหนักโมเลกุลในการสรางยูนิเวอรซอล 
คาลิเบรชัน (universal calibration) เพื่อการวิเคราะหผล 

รูปท่ี 3 กราฟมาตรฐานยูนิเวอรซอล (ที่มา: Wu, 1995) 

นอกจากนี้  ความหนืดแทจริงยังมีความสัมพันธกับ 
น้ํ าหนั กโมเลกุลดั งสมการของมารค-ฮู วิค (Mark- 
Houwick) ดังสมการท่ี 3) (Sperling, 1992) 

...3) 
เม่ือ K และ a คือคาสมัประสิทธิ์ของฮูวิค (Mark-Houwink 
constants) ซึ่งข้ึนอยูกับชนิดของพอลิเมอร ตัวทําละลาย 
และอุณหภูมิ 

จากสมการ 3) สามารถทํานายคอนฟอรเมชันของ 
โมเลกุลพอลเิมอรหรือรูปแบบการจดัเรียงของสายโซพอลเิมอร 
ในตัวทําละลายใดๆ (polymer chain conformation) โดย 
ดูไดจากคา a ถาคา a อยูระหวาง 0.5-0.8 แสดงวา 

[η] = KM a 

พอลเิมอรนัน้มีการจดัเรียงตวัของโมเลกุลเปนแบบ random 
coil และถาคา a เขาใกล 0, 1 และ 2 แสดงวาพอลิเมอร 
นั้นมีคอนฟอรเมชันเปนแบบ hard sphere, semicoil และ 
rigid rod ตามลําดับ และยังสามารถใชศึกษาอันตรกิริยา 
ท่ีเกิดข้ึนระหวางพอลิเมอรกับตัวทําละลาย (polymer- 
solvent interaction) เชน ถาคา a เขาใกล 0.8 แสดงวา 
พอลิ เมอรละลายอยู ในตัวทําละลายท่ีดี  ทําใหสายโซ 
พอลิเมอรแผขยายตัวอยูในตัวทําละลายนั้น 

นอกจากนี้ วิสโคมิเตอรยังสามารถใหขอมูลทางดาน 
รัศมีไฮโดรไดนามิก (hydrodynamic radius, R h ) ปริมาณ 
โซ ก่ิง และสามารถทํานายโครงสราง (structure) ของ 

η
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พอลิเมอรวามีโครงสรางเปนแบบเสนตรง (linear) หรือโซ 
ก่ิง (branch) ไดอีกดวย 

เคร่ืองวัดการกระเจิงของแสง (LS) 
เดิมเปนเทคนิคท่ีอาศัยขอมูลของการกระเจิงแสงจาก 

สารละลายพอลิเมอร ในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลท่ีแท 
จริงของพอลิเมอรมากอนหนาท่ีเทคนิค SEC จะถือกําเนิด 
ข้ึน นอกจากนี้ยังเปนเทคนิคท่ีสามารถใหขอมูลทางดาน 
การเกิดอันตรกิริยา (interaction) ระหวางพอลิเมอรกับตัว 
ทําละลายและคารัศมีไจเรชัน (radius of gyration) ของ 
โมเลกุลพอลิเมอรในตัวทําละลายไดอีกดวย แตเนื่องจาก 
เปนเทคนิคท่ีมีความยุงยากในวิธีการวิเคราะห เพราะจะ 
ตองเตรียมตัวอยางหลายความเขมขน และตัวอยางจะตอง 
สะอาดปราศจากอนุภาคของสารปนเปอน จึงทําใหเทคนิค 
นี้ไมไดรับความนิยมในการตรวจวัดน้ําหนักโมเลกุลแบบ 
ลักษณะงานประจําเทาใดนัก จนกระท่ังในชวงทศวรรษ 
1970 (Wu, 1995) จึงเร่ิมมีการนําเอาเทคนิควัดการ 
กระเจิงแสงมาใชเปนดีเทคเตอรรวมกับระบบ SEC-RI 
การรวมกันของท้ังสองเทคนคิชวยทําใหขอจํากัดของท้ังสอง 
เทคนิคหมดไป กลาวคือเทคนิค SEC สามารถวิเคราะห 
น้ําหนกัโมเลกุลไดโดยไมจําเปนตองใชสารมาตรฐานในการ 
เปรียบเทียบ ในขณะเดียวกันก็ชวยลดข้ันตอนการเตรียม 
ตัวอยางและเวลาท่ีใชในการวิเคราะหของเทคนิควัดการ 
กระเจิงแสงแบบเดิมลงเพราะสารละลายตัวอยางท่ีผาน 
ออกจากคอลัมน จะถูกตรวจวัดความเขมขนของสารละลาย 
ณ เวลาหรือปริมาตรใดๆ ตลอดชวงของการวิเคราะหโดย 
RI ดีเทคเตอร ขอมูลท่ีไดจึงเปรยีบเสมือนกับการเตรียมตัว 
อยางหลายๆ ความเขมขนนั่นเอง 
ทฤษฎีและหลักการของ SEC-LS 

การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยการใชเคร่ืองวัดการ 
กระเจิงของแสงเปนดีเทคเตอร จะอาศัยการวัดความเขม 
แสงท่ีกระเจิงออกจากสารละลายพอลิเมอร เพื่ อหาคา 
Rayleigh scattering factor (R ) ณ มุมท่ีแสงเกิดการ 
กระเจิง ณ ปริมาตรใดๆ ท่ีสารละลายถูกชะออกมาจาก 
คอลัมน ซึ่งมีความสัมพันธกับน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยดัง 
สมการท่ี 4) (Young & Lovell, 1991) 

...4) 

โดยท่ี 

และ 
เม่ือ K คือ คาคงท่ีเชิงแสง (optical constant) ซึ่งจะมี 

คาคงท่ีสําหรับตัวทําละลายพอลเิมอร และความยาว 
คลื่นของแสงชนิดหนึ่งๆ 

C คือ ความเขมขน ณ ปริมาตรใดๆ ของสารละลาย 
ท่ีถูกชะออกมา (เปนคาท่ีไดจากดีเทคเตอรชนิด 
ไวตอความเขมขน ไดแก รีแฟลกทีฟ อินเด็กซ 
ดีเทคเตอร เปนตน) 
คือ มุมใดๆ ท่ีแสงเกิดการกระเจิง 

A 2 คือ virial coefficient อันดับท่ี 2 เปนคาท่ีบอก 

θ 

KC 
R θ 

= 1 
M w P(θ) 

+ 2A 2 C + ... 

K = 2π 2 n 0 
2 (dn/dc) 2 /N A λ 4 

R θ = k (I θ /I 0 ) 

1/P(θ) = 1+(16π 2 n 0 
2 sin 2 (θ/2)/3λ 2 )<s 2 > 

θ 

อันตรกิริยาระหวางพอลิเมอรและตัวทําละลาย 
P( ) คือ คา particle scattering factor แสดง 

พฤติกรรมการกระเจิงแสงของตัวอยาง เม่ือมุมของ 
การกระเจิงเทากับ 0 องศา คานี้จะเขาใกล 1 เนื่อง 
จากไมเกิดการแทรกสอด (interference) ของแสง 
ท่ีกระเจิงออกมาจากพอลิเมอรโมเลกุลเดียวกัน 

M w คอื น้ําหนกัโมเลกุล ณ ปริมาตรใดๆ ของสารละลาย 
พอลิเมอรท่ีถูกชะออกมา 

n 0 คือ คาการหักเหแสงของตัวกลางหรือตัวทําละลาย 
ท่ีใชละลายพอลิเมอร 

dn/dc คือ คาการเปลี่ยนแปลงของดัชนีการหักเหของ 
แสงตอความเขมขน 

N A คือ เลขอโวกาโดร (6.023X10 23 ) 
คือ ความยาวคลื่นของแสงเลเซอร ซึ่งวัดในระบบ 
สุญญากาศ 

k คือ คาคงท่ีของเคร่ืองมือวิเคราะห 
I คือ ความเขมแสงท่ีกระเจิงออกจากสารละลาย 

พอลิเมอรท่ีมุมใด ๆ 
I 0 คือ ความเขมแสงของเลเซอร 
<s 2 > คือ คาเฉลี่ยความเบี่ยงเบนกําลังสองของรัศมี 

ไจเรชันของอนุภาค 
โดยท่ั วไปการเตรียมสารละลายตั วอย างสําหรับ 

วิเคราะหดวยเทคนิค SEC จะใชความเขมขนเจือจางมาก 
และเม่ือความเขมขนของสารละลายเขาใกล 0 พจน 2A 2 C 
จึงสามารถละท้ิงได ดังสมการ 5) 

...5) 

θ 

λ 

θ 

KC 
R θ 

= 1 
M w P(θ) 

รูปท่ี 4 แสดงผลของความแตกตางของขนาดโมเลกุลที่มีตอ 
ความเขมของแสงกระเจิงที่มุมตางๆ (ที่มา: Young & 
Lovell, 1991) 

จากรูปท่ี 4 ความเขมแสงท่ีกระเจิงจะข้ึนกับขนาด 
โมเลกุล สําหรับสารโมเลกุลเล็ก แสงท่ีกระเจิงออกจาก 
โมเลกุลเดียวกันจะไมเกิดปรากฏการณการแทรกสอด 
P( ) จึงเทากับ 1 เสมอไมวาจะวัดท่ีมุมใดๆ แตสําหรับ 
พอลิเมอรซึ่งเปนสารโมเลกุลใหญ ความเขมแสงท่ีกระเจิง 
จากมุมตางๆ มีคาไมเทากัน เนื่องจากอาจเกิดการแทรก 
สอดของแสงท่ีกระเจิงออกมาจากพอลิเมอรโมเลกุลเดียว 
กัน อยางไรก็ตาม เม่ือมุมของการกระเจิงแสงเขาใกลศูนย 
( 0) เทอม P( ) จะเทากับ 1 ซึ่ง ณ มุม 0 องศานี้จะไม 

θ 

θ→  θ
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เกิดการแทรกสอดของแสงท่ีกระเจิงออกมาจากโมเลกุล 
เดียวกัน ดังนั้น หากวัดคาความเขมแสงของสารละลาย 
พอลิเมอรเจือจางท่ีมุมเขาใกล 0 จะสามารถหาคาน้ําหนัก 
โมเลกุลไดดังสมการ 6) 

...6) 

แตเนื่ องจากในทางปฏิบัติไมสามารถวัดความเขม 
แสงท่ีกระเจิงจากมุมเขาใกล 0 ได เพราะเปนมุมเดียวกับ 
แสงจากแหลงกําเนิด ความเขมของแสงจะแรงมากจน 
สามารถทําลายโฟโตไดโอดได จึงมีความพยายามคิดคน 
เทคนิคตางๆ จนพัฒนามาเปนดีเทคเตอรชนิดวัดการ 
กระเจิงแสงหลายชนิดไดแก 

ดี เทคเตอร ชนิดวัดการกระเจิงแสงแบบหลายมุม 
(multi angle laser light scattering, MALLS) 

0 c 

KC = 1 
M w 

R 0 

รูปท่ี 5 แสดงการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยการทํา Zimm plot 
ซึ่งจุดทึบแทนคาที่ไดจากการทดลอง จุดโปรงแทนคาที่ 
ไดจากการ extrapolate (ที่มา: Young & Lovell, 1991) 

จุดท่ีมีความเขมขนและมุมเทากับ 0 จะสามารถหาคา 
น้ําหนักโมเลกุลไดจากจุดตัดแกน y (รูปท่ี 5) เรียกวิธีการ 
นี้ วา “ซิมมพลอต (zimm plot)” และจากกราฟนี้ ยัง 
สามารถหาคารัศมีไจเรชัน (R g ) ไดจากความชันของเสน 
กราฟความเขมขนของสารละลายเทากับศูนย และคา A 2 
ไดจากความชันของเสนกราฟของมุมท่ี 0 องศา (Zimm, 
1948)

ดีเทคเตอรชนิดวัดการกระเจิงแสงท่ีมุมต่ํา (low angle 
laser light scattering, LALLS) 

เปนดีเทคเตอรท่ีวัดการกระเจิงแสงเพียงมุมเดียว โดย 
อาศัยมูลเหตุขางตนท่ีวาไมสามารถวดัความเขมแสงกระเจงิ 
ท่ีมุม 0 องศา เนื่องจากความเขมแสงจะแรงมากจนสามารถ 
ทําลายโฟโตไดโอดได ดังนั้นจึงมีผูผลิตบางรายออกแบบ 
ดเีทคเตอรใหสามารถตรวจวดัความเขมแสงท่ีมุมต่าํในชวงมุม 
3-7 องศา ซึ่ง ณ มุมดังกลาว คา P( ) จะเขาใกล 1 อยาง 
ไรก็ตามดเีทคเตอรชนิดนี้มีขอจํากัดคือไมสามารถวัดคา R g 
ได เพราะ R g เปนคาท่ีไดจากขอมูลของการวัดหลายๆ มุม 

ด ีเทคเตอรชนิดวัดการกระเจิงแสงท่ีมุม 90 o (right 
angle laser light scattering, RALLS) 

ใชการวางโฟโตไดโอดในมุม 90 o ซึง่เปนมุมท่ีมีสญัญาณ 
รบกวนเนื่องจากอนุภาคฝุนและอ่ืนๆ นอยท่ีสุดหลักการ 
นี้ใชไดดีกับการวัดสารโมเลกุลขนาดเล็ก (small molecule 
dimension) ท่ีมีขนาดนอยกวา 10 นาโนเมตร เนื่องจาก 
ความเขมของแสงจะกระเจิงเทากันในทุกๆ มุม ดีเทคเตอร 
ชนิดนี้มีขอจํากัดเหมือนกับ LALLS คือ ใหขอมูลเฉพาะ 
น้ําหนักโมเลกุล แตไมสามารถใหขอมูลของ R g ได 

ดีเทคเตอรชนิดวดัการกระเจงิแสงสองมุม (two-angle 
laser light scattering, TALLS) 

เปนดีเทคเตอรท่ีใชขอมูลจากการวัดมุม 2 มุม ซึ่งอาจ 
เปนการนําดีเทคเตอรชนิด LALLS มาตอรวมเขากับ 
RALLS (หรือบางผูผลิตอาจใชมุม 15 o และ 90 o ) ทําให 
ผลตรวจวัดมีความแมนยํามากข้ึน และจากการรวมขอมูล 
จาก 2 มุม ทําใหดีเทคเตอรชนิดนี้สามารถวัดคา R g ได 

อาศัยการสรางกราฟความสัมพันธระหวาง KC/R กับ 
(ตามสมการ 4) แลววัดความเขมของแสงกระเจิงของ 

สารละลายพอลิเมอรเจือจางหลายความเขมขน ท่ีมุมตางๆ 
จากนั้นประมาณคาความเขมแสงออกนอกชวงกราฟไปยัง 

θ 
θ 

θ 

ตารางท่ี 1 แสดงขอมูลเปรียบเทียบของดีเทคเตอรชนิดการกระเจิงแสงทั้ง 4 ชนิด 

หมายเหตุ. * คือ สามารถวิเคราะหได 

พารามิเตอร LALLS MALLS RALLS TALLS 
มุมในการวิเคราะห มุมเดียว 

(ระหวางมุม 3-7 o ) 
หลายมุม มุมเดียว 

(มุม 90 o ) 
สองมุม 

(มุม 3-7 o กับ 90 o 

และมุม 15 o กับ 90 o ) 
น้ําหนักโมเลกุล * * * * 
2 nd virial coefficient (A 2 ) * * * * 
รัศมีไจเรชัน (R g ) * * 
บริษัทผูผลิต Viscotek Corp. Brookhaven 

Instruments Corp. 
Wyatt Technology Corp. 

Viscotek Corp. Precision 
Detectors,Inc. 
Viscotek Corp. 
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จากท่ีกลาวมาท้ังสิน้ สามารถสรุปภาพรวมเปรียบเทียบ 
ความแตกตางของดีเทคเตอรชนิดไวตอการเปลี่ยนแปลง 

ความเขมขนและดีเทคเตอรชนิดไวตอการเปลี่ยนแปลง 
น้ําหนักโมเลกุลไดดังตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2 แสดงการเปรยีบเทยีบดีเทคเตอรชนิดไวตอการเปลีย่นแปลงความเขมขนและน้ําหนกัโมเลกลุ 

ตัวแปร ดีเทคเตอรชนิดไวตอ 
การเปลี่ยนแปลงความเขมขน 

ดีเทคเตอรชนิดไวตอ 
การเปลี่ยนแปลงน้ําหนักโมเลกุล 

ดีเทคเตอร รีแฟลกทีฟ อินเด็กซ ดีเทคเตอร (RI), 
อัลตราไวโอเลต ดีเทคเตอร (UV) เปนตน 

วิสโคมิเตอร (VIS) 
และเครื่องวัดการกระเจิงของแสง (LS) 

การเปรียบเทียบน้ําหนัก 
โมเลกุลกับสารมาตรฐาน 

ตองการ ตองการ (สําหรับ VIS) 
ไมตองการ (สําหรับ LS) 

น้ําหนักโมเลกุลที่วิเคราะหได น้ําหนักโมเลกุลแบบสัมพัทธ น้ําหนักโมเลกุลที่แทจริง 

ระบบ SEC ในปจจุบัน 
หลั งจากดี เทคเตอร ชนิ ดไวต อการเปลี่ ยนแปลง 

น้ําหนักโมเลกุลถูกพัฒนาข้ึน ระบบ SEC ท่ีใชกันอยูใน 
ปจจบุันจึงมีความหลากหลายข้ึนอยูกับชนดิของดีเทคเตอร 
ท่ีตอเขากับระบบ ท่ีพบเห็นโดยท่ัวไป ไดแก 

ระบบ SEC ท่ีตอเขากับดีเทคเตอรชนิดไวตอการ 
เปลี่ยนแปลงความเขมขน ไดแก ระบบ SEC-RI และ 
SEC-UV 

ระบบ SEC ท่ีตอเขากับดีเทคเตอรชนิดไวตอการ 
เปลีย่นแปลงความเขมขนและน้ําหนกัโมเลกุล ไดแก ระบบ 
SEC-VIS-RI ระบบ SEC-LS-RI และระบบ SEC- 
VIS-LS-RI เปนตน 

มีงานวิจัยศึกษาเปรียบเทียบความแมนยําของผลการ 
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลท่ีไดจากระบบ SEC หลายชนิด 

ดายัลและเมหทา (Dayal & Mehta, 1994) ทําการ 
ทดลองเปรียบเทียบผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลท่ีได 
จากเคร่ืองวัดการกระเจิงแสงกับผลที่ไดจากระบบ SEC ท่ี 
ตอเขากับดีเทคเตอรชนิดตางๆ ไดแก ระบบ SEC-RI 
ระบบ SEC-VIS-RI และระบบ SEC-LS-RI (ทั้งระบบ 
SEC-MALLS-RI และ SEC-LALLS-RI) โดยใช 
พอลิสไตรีนเปนสารตัวอยาง ซึ่งพบวา การวิเคราะหดวย 
เทคนิค SEC ใหผลแมนยําเทียบเทากับผลที่ไดจากเทคนิค 
การกระเจิงแสง โดยระบบ SEC ท่ีใชดีเทคเตอรชนิดไวตอ 
การเปลี่ยนแปลงน้ําหนักโมเลกุลท้ังระบบ SEC-VIS-RI 
และระบบ SEC-LS-RI ใหผลการวิ เคราะหน้ําหนัก 
โมเลกุลท่ีใกลเคียงกับคาท่ีวัดไดจากเคร่ืองวัดการกระเจิง 
แสงโดยตรง และเม่ือทําการศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของ 
พอลิสไตรีนดวยระบบ SEC-RI (โดยใชพอลิสไตรีนเปน 
สารมาตรฐาน) พบวาคาน้ําหนักโมเลกุลท่ีไดมีคาใกลเคียง 
กับระบบ SEC-VIS-RI และระบบ SEC-LS-RI แสดง 
ถึงความแมนยําของขอมูลจากการใชดีเทคเตอรชนิดไวตอ 
การเปลี่ยนแปลงความเขมขน ซึ่งยืนยันไดวาหากใชสาร 
มาตรฐานเปนชนิดเดียวกันกับสารตัวอยาง คาน้ําหนัก 
โมเลกุลท่ีวิเคราะหไดจะใกลเคียงกับคาท่ีแทจริง และยัง 
พบวาการใช LS ตางชนิด ไดแก MALLS และ LALLS 
ของระบบ SEC-LS-RI ตางก็ใหคาน้ําหนักโมเลกุลท่ีใกล 
เคียงกันอีกดวย 

• 

• 

แวน ดิจกและสมิธ (Van Dijk & Smit, 2000) ใช 
ระบบ SEC-MALLS-UV-RI ศึกษาผลของความแรง 
ไอออน (ionic strength) ของตัวทําละลายท่ีมีตอการ 
วิเคราะหน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีน โดยท่ัวไปโมเลกุลของ 
โปรตีนเปนโมเลกุลท่ีมีประจุ ดังนั้นการปรับเปลี่ยนพีเอช 
(pH) และความแรงไอออนของตัวทําละลาย จึงมีผลตอ 
ขนาดโมเลกุลของโปรตีนในตัวทําละลาย มีงานวิจัยกอน 
หนานี้ (Potschka, 1988; Wen et al., 1996) พบวา 
ความแรงไอออนของตัวทําละลายมีผลตอการวิเคราะห 
น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนดวยระบบ SEC-RI/UV 
เพราะขนาดโมเลกุลท่ีแตกตางกันจะสงผลใหโมเลกุลของ 
โปรตนีไหลออกจากคอลัมนชาหรือเร็วกวาท่ีควรจะเปน ซึ่ง 
ในงานวิจัยของดิจกและสมิธ พบวา การใชดีเทคเตอรท่ี 
สามารถวัดน้ําหนักโมเลกุลท่ีแทจริง (MALLS) ทําให 
สามารถหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาวได ดังจะเห็นไดจากผล 
วิเคราะหของการวัดน้ําหนักโมเลกุลของสารละลายโปรตีน 
(เบตา-แลคโตโกลบูลิน) ท่ีใกลเคียงกัน แมวาจะวิเคราะห 
ท่ีสภาวะพีเอชแตกตางกันคือ 5.2 และ 7.0 โดยพบวา 
น้ําหนักโมเลกุลมีคาเทากับ 39,300  800 และ 40,500 

1,100 กรัม/โมล ตามลําดับ นอกจากนี้ พวกเขายังคน 
พบวาดีเทคเตอรชนิด MALLS มีความสามารถในการ 
ตรวจจับการเกิดการตกตะกอนของโปรตีน ซึ่งไมสามารถ 
ตรวจพบไดดวยอัลตราไวโอเลตดีเทคเตอร 

คีนัลและคณะ (Chenal et al., 2009) ศึกษาการ 
เปลี่ยนแปลงคอนฟอรเมชันของพอลิเปปไทด เม่ือมีการ 
ติดแคลเซียมลงบนโมเลกุลโดยใชระบบ SEC-VIS-LS- 
RI เปรียบเทียบกับ SEC-RI พบวา พอลิเปปไทดท่ีมีการ 
ตดิแคลเซยีมลงบนโมเลกุลมีการเปลีย่นแปลงคอนฟอรเมชนั 
ไปจากเดมิทําใหปริมาตรเชงิไฮโดรไดนามิกของพอลเิปปไทด 
ท่ีมีการติดแคลเซียม แตกตางจากพอลิเปปไทดท่ีไมได 
ติดแคลเซียม แตคาน้ําหนักโมเลกุลของตัวอยางท้ังคู ท่ี 
วิเคราะหดวยระบบ SEC-VIS-LS-RI ยังคงเทาเดิม ซึ่ง 
เม่ือเทียบกับผลการวิเคราะหดวยระบบ SEC-RI แลวพบ 
วา ปริมาตรเชิงไฮโดรไดนามิกท่ีไมเทากันของท้ังสอง 
ตัวอยางสงผลใหพีคออกท่ีเวลาตางกัน โดยน้ําหนักโมเลกุล 
เฉลี่ยของตัวอยางท่ีติดและไมติดแคลเซยีมเทากับ 73 และ 
600 กิโลดาลตัน ตามลําดับ (ดังตารางท่ี 3) จากผลการ 

± 
±
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ทดลองของคีนัล และคณะ สามารถสรุปไดวา ระบบ SEC 
ท่ีตอเขากับดีเทคเตอรชนิดไวตอการเปลี่ยนแปลงน้ําหนัก 
โมเลกุล มีประสิทธิภาพในการศึกษาการเปลี่ยนแปลง 
คอนฟอรเมชนัและปริมาตรเชงิไฮโดรไดนามิกของตวัอยาง 
พอลิเมอร ซึ่งระบบ SEC-RI กลไกการแยกจะข้ึนอยูกับ 

ปริมาตรเชิงไฮโดรไดนามิกเพียงอยางเดียว จึงไมสามารถ 
แยกความแตกตางของการเปลี่ยนแปลงคอนฟอรเมชันได 
ทําใหผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยระบบ SEC-RI 
อาจเกิดความผิดพลาดได 

ตารางท่ี 3 ผลการวิเคราะหดวยเทคนิค SEC จากงานวิจัยของคีนัล และคณะ 
พารามิเตอร หนวย apo-RD 1 holo-RD 2 

ปริมาตรที่สารถูกชะออกจากคอลัมน มล. 10.4 13.8 
คาการเปล่ียนแปลงของดัชนีการหักเหของแสงตอความเขมขน (dn/dc) ลบ.ซม./กรัม 0.184 0.184 
คาความหนืดท่ีแทจริง ([η]) เดซิลิตร/กรัม 0.35 0.055 
น้ําหนักโมเลกุลเฉล่ีย (ไดจากระบบ SEC-VIS-LS-RI) กก./โมล 73.6 73.2 
น้ําหนักโมเลกุลเฉล่ีย (ไดจากระบบ SEC-RI) กก./โมล 600 73 

หมายเหตุ. 1 คือ พอลิเปปไทดที่ไมไดติดแคลเซียมลงบนโมเลกุล 
2 คือ พอลิเปปไทดที่มีการติดแคลเซียมลงบนโมเลกุล 

ที่มา: Chenal et al., 2009 

จากตัวอยางงานวิจยัขางตน ถึงแมวา ดเีทคเตอรชนดิไว 
ตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขนจะมีขอจํากัดในดานการ 
ศึกษาคอนฟอรเมชัน ซึ่ งอาจมีผลตอความถูกตองของ 
น้ําหนักโมเลกุล อีกท้ังการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลจะถูก 
ตองคอืมีคาเขาใกลคาท่ีแทจริงก็ตอเม่ือใชสารมาตรฐานเปน 
ชนิดเดียวกันกับสารตัวอยาง อยางไรก็ตาม ดีเทคเตอร 
ชนิดไวตอการเปลี่ยนแปลงความเขมขนก็มีขอดีในดาน 
สามารถวเิคราะหผลไดงาย รวดเร็ว มีความแมนยํา และมีวธิี 
การไมยุงยากในการวิเคราะห และท่ีสําคัญเหตุผลในดาน 

ราคาท่ีต่ํากวาดีเทคเตอรชนดิไวตอการเปลีย่นแปลงน้ําหนกั 
โมเลกุลหลายเทาตัว จึงทําใหยังคงได รับความนิยมใช 
วิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลแบบสัมพัทธ กับงานประเภท 
ตรวจสอบคุณภาพที่ตองวิเคราะหเปนประจําและมีปริมาณ 
มากๆ ดังนั้น การเลือกใชดีเทคเตอรประเภทใดนั้นจึงข้ึน 
อยู กับลักษณะขอมูลท่ีตองการวิเคราะหเปนสําคัญและ 
สามารถแสดงขอมูลท่ีไดจากดีเทคเตอรชนิดตางๆ เปรียบ 
เทียบกับการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลดวยเคร่ืองวัดการ 
กระเจิงแสงและวิสโคมิเตอรดังตารางท่ี 4 

ตารางท่ี 4 แสดงขีดความสามารถของเทคนิค SEC ทีต่อเขากับดีเทคเตอรชนิดตางๆ เปรียบเทียบกับเครื่องวัดการกระเจิงแสงและ 
วิสโคมิเตอร 

ขอมูล SEC-RI SEC-VIS-RI SEC-LS-RI SEC-VIS-LS-RI LS Viscometer 
• นํ้าหนักโมเลกุลเฉลี่ย 

โดยจํานวน (M n ) 
* * * * 

• นํ้าหนักโมเลกุลเฉลี่ย 
โดยนํ้าหนัก (M w ) 

* * * * * 

• นํ้าหนักโมเลกุลเฉลี่ย 
โดยความหนืด (M v ) 

* * * 

•คาการกระจายนํ้าห นัก 
โมเลกุล (MWD) 

* * * * 

•รัศมีไจเรชัน (R g ) * * * 
•รัศมีไฮโดรไดนามิก (R h ) * * * * 
•virial coefficient (A 2 ) * * * 
•การทํานายโครงสร าง 

จาก Mark-Houwink 
parameters (K and a) 

* * * 

•ความหนืดแทจริง ([η]) * * * 
•การวิ เคราะห โซกิ่ง * * * 
• นํ้าหนักโมเลกุลแบบ 

สัมพัทธ 
* 

• นํ้าหนักโมเลกุลท่ี 
แทจริง 

* * * * * 
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หมายเหตุ. * คอื สามารถวิเคราะหได
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บทสรุป 

เปนเวลากวา 5 ทศวรรษแลวท่ีเทคนิค SEC ยังคงไดรับ 
ความไววางใจในการวเิคราะหน้าํหนกัโมเลกุลของพอลเิมอร 
ซึ่งปฏิเสธไมไดวา เปนผลสืบเนื่องมาจากการพัฒนาอยาง 
ตอเนื่องของเทคนิค SEC นั่นเอง เทคนิค SEC-RI โดด 
เดนในแงของความสะดวกและรวดเร็วในการวิเคราะห อีก 
ท้ังความสามารถในการหาคาการกระจายตัวของน้ําหนัก 
โมเลกุล ซึง่สามารถวิเคราะหไดอยางงายดายภายในเทคนคิ 
เดยีว อยางไรก็ตาม SEC-RI ยังมีขอดอยในดานไมสามารถ 
วิเคราะหคาน้ําหนักโมเลกุลท่ีแทจริงใหกับพอลิเมอรทุก 
ประเภทได  ซึ่ งต อมาในภายหลั งมีการพัฒนาระบบ 
ดีเทคเตอรชนิดไวตอการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักโมเลกุลขึ้น 
ทําใหระบบ SEC สามารถวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลท่ีแท 
จริงได และยังสามารถใหขอมูลทางดานการจัดเรียงตัว 
ของสายโซพอลิเมอรในตัวทําละลายใดๆ รวมไปถึงขอมูล 
ของอันตรกิริยาท่ีเกิดขึ้นระหวางพอลิเมอรกับตัวทําละลาย 
ไดอีกดวย ระบบ SEC ในปจจุบันจึงสามารถใหขอมูลท่ี 
มากไปกวาน้ําหนักโมเลกุล ซึ่งผูใชงานสามารถเลือกใช 
ดเีทคเตอรใหเหมาะสมกับลกัษณะงานหรือขอมูลท่ีตองการ 
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