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บทคัดย่อ  
 การทำอนุพันธ์ (derivatization) เป็นการทำปฏิกิริยาระหว่างตัวอย่างที่ต้องการ
วิเคราะห์กับสารที่ใช้ในปฏิกิริยาทำให้เกิดอนุพันธ์ (derivatizing agent) เพื่อเพิ่มความสามารถ
ในการวิเคราะห์ เช่น ระเหยได้ง่ายขึ้น (volatility) เพิ่มความไว (sensitivity) เพิ่มความคงตัว 
(stability) หรือเพิ่มความจำเพาะ (selectivity) เป็นต้น ซึ่งทำได้ 3 รูปแบบ ได้แก่ pre-column 
derivatization, post-column derivatization  และ on-column derivatization ทั้งนี้ สารที่
เลือกใช้เป็น derivatizing agent จำแนกได้เป็น 4 กลุ่ม ได้แก่ non-fluorescent reagents, 
fluorescent reagents, fluorogenic reagents และสารที่ทำให้เกิดปฏิกิริยาอนุพันธ์ผ่าน
ปฏิกิริยารีด็อกซ์ โดยในทางเภสัชกรรมมีการใช้การทำอนุพันธ์เพื่อช่วยในการวิเคราะห์กับเทคนิค
วิเคราะห์หลายประเภท เช่น  การทำให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่ระเหยง่ายขึ้นและคงทนต่ออุณหภูมิมาก
ขึ้นใน gas chromatography (GC) การทำให้สารที่สนใจมี chromophore เพื่อการวิเคราะห์ใน 
UV-Vis Spectroscopy และการติดสารที่ มี  fluorophore เพื่ อการวิ เคราะห์ด้วยเทคนิค 
fluorescence spectroscopy ทั้งนี้ การเลือกใช้ derivatizing agent ต้องคำนึงถึงความเข้ากัน
ได้ของชนิดของปฏิกิริยาและผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นต่อเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์ รวมไปถึงความจำเป็นใน
การทำอนุพันธ์เพื่อใช้ในเทคนิควิเคราะห์นั้นๆด้วย 
 
วัตถุประสงค์เชิงพฤตกิรรม  

1. เข้าใจความหมาย รูปแบบ และประโยชน์ของการทำอนุพันธ์เพือ่ใช้ในการวิเคราะห์ 
2. เข้าใจความหมาย คุณสมบัตทิี่สำคัญและประเภทของ derivatizing agents 
3. ทราบหลักการและแนวทางการใช้ปฏิกิริยาอนุพันธ์สำหรับเคร่ืองมือวิเคราะห์แต่ละชนดิ  
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การท าอนุพันธ์เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ทางเภสัชกรรม 
(Derivatization in Pharmaceutical Analysis) 

บทน า 
การท าอนุพันธ์ (derivatization) เป็นกระบวนการดัดแปลงทางเคมีที่มีการใช้ในเคมี

วิเคราะห์ โดยมีการท าปฏิกิริยาระหว่างตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ (analyte) กับสารที่ใช้ใน
ปฏิกิริยาการท าให้เกิดอนุพันธ์ เรียกสารดังกล่าวว่า derivatizing agent [1] เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ที่
มีโครงสร้างทางเคมีบางส่วนคล้ายกับสารตั้งต้น การท าปฏิกิริยาเพื่อให้เกิดอนุพันธ์สามารถท าได้
จากปฏิกิริยาเคมีอินทรีย์ เช่น ปฏิกิริยาการเติม (addition reactions) หรือปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมี 
เช่น ปฏิกิริยาออกซิเดชัน ปฏิกิริยารีดักชัน [2] ซึ่งการท าอนุพันธ์มีประโยชน์เพื่อเพิ่มคุณสมบัติ
บางประการของสารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ เช่น เพิ่มความสามารถในการตรวจพบ 
(detectability) เพิ่มความคงทนต่ออุณหภูมิ  (thermal stability) และเพิ่มความไวในการ
วิเคราะห์ (sensitivity) หรือใช้เพื่อบดบังหมู่ฟังก์ชันบางอย่าง เช่น ไฮดรอกซิล คาร์บอกซิลิก ที่
มักท าให้เกิด tailing เมื่อวิเคราะห์ด้วย HPLC จากการมีพันธะไฮโดรเจน โดยสามารถบดบังหมู่
ฟังก์ชันดังกล่าวได้โดยการท าอนุพันธ์ผ่านปฏิกิริยา silylation และ acetylation เป็นต้น [3]  
อีกทั้งอาจส่งผลให้คุณสมบัติบางประการของผลิตภัณฑเ์ปลี่ยนแปลงไปจากสารตั้งต้น เช่น ค่าการ
ละลาย (solubility) จุดเดือด (boiling point) จุดหลอมเหลว (melting point) ส่วนประกอบ
ทางเคม ี(chemical composition) การท าอนุพันธ์จึงเป็นส่วนหนึ่งในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง
ในการวิ เคราะห์ ใน เทคนิ ควิ เคราะ ห์หลายประเภท  เช่ น  gas chromatography (GC)                  
liquid chromatography (LC) ส าห รับ วิ เค ราะ ห์ ด้ ว ย  fluorescence spectroscopy [3]      
ซึ่งการท าอนุพันธ์เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ที่จักกล่าวต่อไปนี้เป็นการประยุกต์ใช้ในเทคนิคทาง 
chromatography  
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ค าจ ากัดความ 
- derivatization หมายถึง การท าอนุพันธ์ ซึ่งในที่นี้หมายถึงกระบวนการท าอนุพันธ์      

ที่เป็นการดัดแปลงทางเคมีที่มีการท าปฏิกิริยาระหว่างตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ 
(analyte) กับสารที่ใช้ในปฏิกิริยาการท าให้เกิดอนุพันธ์ 

- derivatizing agent หมายถึง สารที่ใช้ในปฏิกิริยาท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างท าให้เกิด
ผลิตภัณฑ์ที่เป็นอนุพนัธ์ 
 

ประโยชน์ของการท าอนุพันธ์ในทางเภสัชกรรม  
ในทางเภสัชกรรมมีการใช้การท าอนุพันธ์เพื่อช่วยเพิ่มความสามารถในการวิเคราะห์

หลายประการ เช่น  
- ท าให้สารที่ต้องการวิเคราะห์ระเหยได้ง่ายขึ้น (volatility) มักใช้ร่วมในการเตรียม

ตัวอย่างในการวิเคราะห์ด้วย Gas chromatography [4] 
- เพิ่มความคงตัว (stability) เช่น ความคงตัวต่ออุณหภูมิ (thermal stability) ใน 

การวิเคราะห์ด้วย GC [4] 
- เพื่อท าให้สารที่สนใจสามารถวิเคราะห์ด้วยเทคนิค UV-VIS spectroscopy ได้   

โดยการติด chromophore ที่สารนั้น [4] จากการท าปฏิกิริยากับ derivatizing 
agent ที่มี chromophore 

- เพิ่มความไวในการวิเคราะห์ (sensitivity)  
- เพิ่มความจ าเพาะ (selectivity) 
- เพื่อท าสัญลักษณ์ที่สารที่ต้องการวิเคราะห์เสมือนการติดป้ายโดยใช้ปฏิกิริยาเคมี  

มักนิยมใช้ในการวิเคราะห์ด้วย UV หรือ fluorescent [5] 
ปัจจุบันมีการใช้ปฏิกิริยาอนุพันธ์เป็นส่วนหนึ่งในการวิเคราะห์ในหลายภาคส่วน เช่น  

การวิเคราะห์ยา (drugs) วัตถุเจือปนอาหาร (food additive) สัตวแพทยศาสตร์ (veterinary 
medicine) สารพิษ (natural toxins) สารปนเปื้อนในอาหาร (food contaminants) และสาร
ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม (environmental contaminants) เป็นต้น [6] 
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รูปแบบการท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ 
การท าอนุพันธ์สามารถท าได้ 3 รูปแบบ [3] ได้แก่ 

1. Pre-column derivatization  
การท าอนุพันธ์ก่อนการวิเคราะห์ หรือ pre-column derivatization เป็นการท าให้

เกิดปฏิกิริยาจนได้สารที่เป็นอนุพันธ์ก่อนเข้าสู่กระบวนการแยกสารผ่านคอลัมน์ โดยสามารถท า
ได้ทั้งในรูปแบบท าปฏิบัติการเองหรือรูปแบบใช้ระบบอัตโนมัติที่ต่อกับเคร่ืองวิเคราะห์โดยตรง ซึ่ง
การท าให้เกิดอนุพันธ์ก่อนการวิ เคราะห์นี้ สามารถประยุกต์ ได้หลากหลายกว่ารูปแบบ           
post-column derivatization เนื่องสามารถปรับปัจจัยในปฏิกิริยาได้ เช่น เวลาที่ใช้ในการท า
ปฏิกิริยา (reaction time) สารละลายที่ใช้ในปฏิกิริยา (solvent reaction) รวมไปถึงการก าจัด
สารตั้งต้นที่หลงเหลือหรือผลิตภัณฑ์อ่ืนๆซึ่งเป็นผลพลอยได้ของกระบวนการ (by-product) ได้
สะดวก ก่อนจะเข้าสู่กระบวนการแยกสารผ่านคอลัมน์ต่อไป [4] 

ตัวอย่างเช่น การวิเคราะห์ tranexamic acid ที่โครงสร้างไม่มี fluorophore หรือ 
chromophore จึ งน าม าท า ให้ เกิ ด อนุ พั น ธ์ โด ย ใช้   benzene sulfonyl chloride เป็ น 
derivatizing agent เพื่อให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่มี chromophore ก่อน แล้วจึงวิเคราะห์โดยใช้ UV 
เป็น detector [7] 

 

      
tranexamic acid    benzene sulfonyl chloride 
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2. Post-column derivatization 
การท าอนุพันธ์ขณะสารออกจากคอลัมน์ หรือ post-column derivatization เป็นการ

ท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ที่เกิดขึ้นหลังจากสารถูกชะออกจากคอลัมน์ โดยปฏิกิริยาจะเกิดใน reaction 
coil ซึ่งความยาวของ coil จะเป็นตัวก าหนดเวลาในการท าปฏิกิริยา จากนั้นจึงเข้าสู่ตัวตรวจวัด 
(detector) [3] มักใช้ใน liquid chromatography เพื่อเพิ่ม detectability ในการวิเคราะห์                   
ดังแสดงในภาพที่  2 ทั้ งนี้  สิ่งส าคัญในการท าปฏิกิริยาให้เกิดอนุพันธ์แบบ post-column 
derivatization คือส่วนประกอบต่างๆ เช่น สารละลาย (solvent) สารที่ ใช้ท าปฏิกิริยา 
(derivatizing agent)  ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น (products) และรูปแบบของปฏิกิริยาท าอนุพันธ์
จะต้องเข้าได้กับเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ของวิธีวิเคราะห์ที่ใช้ในขั้นตอนถัดไปด้วย ซึ่ง
โดยทั่วไปจะมีการเติม derivatizing agent หลังจากที่สารที่ต้องการวิเคราะห์ถูกแยกผ่านคอลัมน์
แล้ว โดยเติมในเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) จากนั้นปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นใน reactor ที่ตั้งอยู่
ระหว่างคอลัมน์และเครื่องวิเคราะห์ (detector) [4]  

ในปี  1982 Nelson PE แล ะคณ ะ  มี ก ารศึ กษ าท าป ฏิ กิ ริ ย าอนุ พั น ธ์ รูป แบ บ            
post-column derivatization เพื่ อ วิ เค ร า ะ ห์ ม อ ร์ ฟี น แ ล ะ ใช้  alkaline potassium 
ferricyanide เป็น derivatizing agent ซึ่งอยู่ใน reservoir และเมื่อสารถูกแยกผ่านคอลัมน์ 
HPLC แล้ว สารจะมาท าปฏิกิริยากับ derivatizing agent ที่  reaction coil ก่อนเข้าสู่ตัว 
Fluorescence detector เพือ่วิเคราะห์ต่อไป ดังแสดงในภาพที่ 1 [8] 

 
ภาพที่ 1 การท าอนุพันธ์ขณะสารออกจากคอลัมน์ HPLC (post-column 

derivatization) วิเคราะห์ผา่น fluorescence spectrometer [8] 
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ทั้งนี้  การท าอนุพันธ์แบบ post-column derivatization มีข้อจ ากัดคือ การก าจัด 
derivatizing agent ที่หลงเหลืออยู่ในระบบค่อนข้างยากหรือไม่สามารถจ ากัดได้ ดังนั้น จึงควร
เลือกใช้ derivatizing agent ที่ไม่รบกวนการวิเคราะห์สารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ [4] 

 
3. On-column derivatization 

เป็นปฏิกิริยาการเกิดอนุพันธ์ที่ใช้ใน gas chromatography ซึ่งมีการท าปฏิกิริยาใน
บริเวณจุดฉีด (injection port) หรือคอลัมน์ที่มีอุณหภูมิสูง มีข้อดีคือปฏิกิริยาเกิดได้เร็วและง่าย
เนื่องจากเป็นการฉีดสารผสมระหว่างตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์กับ derivatizing agent เข้าไป
ในระบบ ซึ่งช่วยประหยัดเวลา [3] 
 ตัวอย่างเช่น การวิเคราะห์ amphetamine และ metamphetamine ในเลือดโดยให้มี
การไหลของ propylchloroformate ซึ่ งเป็ น  derivatizing agent เข้ าไป ในคอลัมน์ก่อน                 
อย่างน้อย 10 นาที ก่อนฉีดตัวอย่างคือ amphetamine เข้าไปเพื่อให้เกิดปฏิกิริยาอนุพันธ์ใน
คอลัมน์ซึ่งในที่นี้ใช้ GC-MS ในการวิเคราะห์ [9] 
 

    

      amphetamine     metamphetamine
 

 
propylchloroforma
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ภาพที่ 2 เปรียบเทียบการวิเคราะห์ด้วย HPLC แบบ (ก) วิธีปกติ (ข) ท าอนุพนัธ์ก่อนการวิเคราะห์ (pre-column derivatization)                     

(ค) การท าอนุพนัธ์ขณะสารออกจากคอลัมน์ (post-column derivatization) ดัดแปลงจาก [10]
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Derivatizing agent เป็นสารเคมีที่ใช้ท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์
เพื่อเพิ่มความสามารถในการวิเคราะห์ ซึ่งสารที่เลือกใช้เป็น derivatizing agent ควรมีคุณสมบัติ
ดังนี้ [11] 

- เป็นสารที่ไม่ท าปฏิกิริยากับคอลัมน์ หรือส่วนประกอบของเครื่องมือวิเคราะห์ที่
สัมผัสโดยตรงกับปฏิกิริยา 

- สามารถท าให้เกิดปฏิกิริยาอนุพันธ์ได้โดยใช้เวลาไม่นาน 
- ไม่ท าให้ตัวอย่างสูญเสียไประหว่างการท าปฏิกิริยา 
- มีความสามารถในการท าให้เกิดปฏิกิริยาอนุพันธ์ ได้อย่างน้อย 95% ของสาร

ตัวอย่าง 
 

สารที่ใช้เป็น Derivatization reagents จ าแนกได้เป็น 4 กลุ่ม [2] ดังนี้  
1. non-fluorescent reagents  
เป็นสารที่มี  chromophore มักวิเคราะห์ผ่านเครื่อง UV-Vis spectroscopy โดย 

chromophore เป็นสารที่มีหมู่ฟังก์ชันแบบไม่อ่ิมตัว มีพันธะคู่ สลับกับพันธะเดี่ยว ตัวอย่าง 
derivatizing agent ที่มีการใช้ เช่น benzoyl chlorides และ sulfonyl benzene  

 

                          
    benzoyl chloride           Benzenesulfonyl chloride 
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2. fluorescent reagents  
เป็นสารที่มี fluorophore ซึ่งเป็นสารที่มีวงอะโรมาติกที่มีโครงสร้างไม่ยืดหยุ่น (rigid)  

หรือวงอะโรมาติกที่เชื่อมกันหลายวง โดยสารกลุ่มนี้จะมีคุณสมบัติการเปล่งแสง (fluorescence) 
เช่น 9-(Chloromethyl) anthracene  [12] 

 
9-(chloromethyl)anthracene 

 
3. fluorogenic reagents  
จั ด เป็ น ส ารที่ มี คุ ณ สม บั ติ  non-fluorescent หรือ เป็ น ส ารที่ ไม่ มี คุ ณ สมบั ติ  

fluorescence แต่เมื่อท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างแล้วส่งผลให้โครงสร้างเปลี่ยนเป็นสารที่มี
คุณสมบัติ  fluorescence เช่น fluorescamine ซึ่งเป็นสารที่  non-fluorescent แต่เมื่อท า
ปฏิกิริยากับหมู่เอมีนชนิดปฐมภูมิจะเกิดเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติ fluorescent [13]  

จากงานวิจัยของ Congcong Liu และคณะในปี 2014 [14] มีการใช้ fluorescamine 
เป็น derivatizing agent ท าปฏิกิริยาอนุพันธ์กับ acrylamide ซึ่งเป็นสารที่มักพบในอาหารที่มี
คาร์โบไฮเดรตเป็นส่วนประกอบและผ่านกระบวนการให้ความร้อน เช่น ทอด อบ คั่ว            
และ acrylamide จัดเป็นสารก่อมะเร็งประเภท 2A ตาม Agency for Research on Cancer 
(IARC)  จึงมีการท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ระหว่าง acrylamide กับ fluorescamine เกิด เป็น 
fluorescent derivative เพื่ อ ใ ห้  acrylamide ส า ม า ร ถ ต ร ว จ วั ด ด้ ว ย  Fluorescence 
Spectrometer) ได้ ดังแสดงในภาพที่ 3 [15] 

 
ภ า พ ที่  3 ป ฏิ กิ ริ ย า ก า ร ท า อ นุ พั น ธ์ ร ะ ห ว่ า ง  acrylamide กั บ  fluorescamine                          
เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติ fluorescent [15] 
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4. ส า รที่ ใ ช้ ใน ก า ร ท า ป ฏิ กิ ริ ย า อ นุ พั น ธ์ ผ่ า น ป ฏิ กิ ริ ย า รี ด็ อ ก ซ์  เช่ น                             
2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) เช่น  

ตัวอย่างเช่น ในการวิเคราะห์ Fe(II) และ Fe(III) cyanide complexes โดยใช้คอลัมน์
ประเภท porous graphitic carbon (PGC) ซึ่งหาก PGC column ที่ใช้มีการท าให้เกิดการไหล
ผ่านของ sodium sulfite ก่อนแล้วจึงน ามาวิเคราะห์ เมื่อสารตัวอย่างไหลผ่านจะพบว่า Fe(III) 
cyanide complex ถูกรีดิวซ์กลายเป็น Fe(II) cyanide complex แต่หาก PGC column ที่ใช้
มี ก ารท า ให้ เกิ ดการไหลผ่ าน ของ hydrogen peroxide ก่ อนแล้ วจึ งน าม าวิ เค ราะ ห์                       
เมื่อสารตัวอย่างไหลผ่านจะพบว่า Fe(II) cyanide complex ถูกออกซิไดซ์กลายเป็น Fe(III) 
cyanide complex [16] 
 

การท าอนุพันธ์เพื่อใช้ในเทคนิควิเคราะห์ต่างๆ 
การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์เพื่อพัฒนาวิเคราะห์มีการใช้ในเทคนิคต่างๆ เช่น  gas  

chromatography, liquid chromatography ที่ ต ร ว จ วั ด ด้ ว ย  UV-Vis spectroscopy, 
fluorescence spectroscopy และ mass spectroscopy และเทคนิคอ่ืนๆ เช่น  capillary 
electrophoresis เป็นต้น ซึ่งตัวอย่างเทคนิคการวิเคราะห์ที่ใช้ปฏิกิริยาอนุพันธ์ร่วมในการ
วิเคราะห์ทางเภสัชกรรม เช่น 

1. Liquid chromatography มีการใช้ร่วมกับ detector ต่างๆ ดังนี้ 
    1.1 UV-VIS detector 
สารที่ประกอบด้วยหมู่ฟังก์ชันที่สามารถดูดกลืนแสงในช่วง UV-visible ได้ เรียกว่า 

chromophore ซึ่ง chromophore เป็นโครงสร้างที่มีการคอนจูเกตหรือเป็นโครงสร้างที่มีพันธะ
คู่สลับเดี่ยว [17] ทั้งนี้ เนื่องจากสารที่วิเคราะห์ทางเภสัชกรรมหลายชนิดไม่มี chromophore ใน
โครงสร้างและหลายชนิดดูดกลืนแสงในช่วง 200-330 นาโนเมตร ซึ่งอาจถูกรบกวนโดยสัญญาณ
จากสารอ่ืนที่ดูดกลืนแสงในช่วงนี้ เช่น สารช่วย (excipient) สารละลาย (solvent) เป็นต้น  
ดังนั้น การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์จะท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่มากที่สุดของสาร
มากขึ้นไปที่ช่วง 380-800 nm [18] จึงอาจช่วยลดปัญหาสัญญาณวิเคราะห์ถูกรบกวนจาก
สัญญาณของสารอ่ืนในระบบได้  
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Derivatizing agent ที่ใช้มักเป็นสารที่มี chromophore ในโมเลกุล ซึ่งเป็นสารที่ 
โครงสร้างมีหมู่ฟังก์ชันไม่อ่ิมตัวสลับกับพันธะเดี่ยว โดยทั่วไป chromophore สามารถจ าแนกได้
เป็น 3 กลุ่ม  ดังนี้ 

1. กลุ่มที่ไม่มีอิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยว  เช่น  -C=C-C=C- 
2. กลุ่มที่มีอิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยว  เช่น   

 
 

3. กลุ่มวงเบนซีน หรืออนุพันธ์ของวงเบนซีน   เช่น  benzoyl chloride 

     
benzoyl chloride 

 
ตัวอย่าง derivatizing agent ที่ใช้  
- Acyl chloride  
เป็นสารที่ประกอบด้วยวงอะโรมาติกและ chloride เช่น benzoyl chloride,              

m-toluoyl chloride และ 2-fuoryl chloride  ใช้ท าปฏิกิริยาอนุพันธ์กับสารตัวอย่างที่มีหมู่
ฟังก์ชันเอมีนหรือหมู่ไฮดรอกซี [4] ดังแสดงภาพที่ 4 
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benzoyl chloride           m-toluoyl chloride      2-fuoryl chloride 

 
 

ภาพที่ 4 ปฏิกิริยาอนุพันธ์ระหว่าง benzoyl chloride กับตัวอย่างที่มีหมู่เอมีนเป็น
ส่วนประกอบ เกิดผลิตภัณฑ์ในกลุ่มเอไมด์ ดัดแปลงจาก [19] 

 
ตัวอย่างการใช้ derivatizing agent กลุ่มนี้ในทางเภสัชกรรม เช่น การใช้ benzoyl 

chloride ท าปฏิกิริยาอนุพันธ์กับ 4-aminopyridine เพื่อวิเคราะห์ 4-aminopyridine ในซีรัม
และปัสสาวะของผู้ป่วย  โดยใช้ high-performance liquid chromatography-ultraviolet 
(HPLC-UV) ในการวิเคราะห์ จากการศึกษาโดย Ram N. ในปี 1996 พบว่าการท าปฏิกิริยา
อนุพันธ์ระหว่าง 4-AP และ benzoyl chloride ช่วยในการแยก 4-AP ออกจาก endogenous 
compounds ชนิดอ่ืนที่อยู่ในสารน ้าในร่างกาย โดยมีสมมติฐานว่า ปฏิกิริยาการท าอนุพันธ์จะ
สามารถแยก 4-MP ออกจากสารอ่ืนที่มีหมู่ฟังก์ชันเป็น primary และ secondary amine ได้
จากการที่เมื่อท าปฏิกิริยาแล้วได้ผลิตภัณฑ์มีขนาดใหญ่ขึ้น และช่วยให้แยก 4-AP เอมีนชนิดอื่นที่
ไม่ได้ท าปฏิกิริยาอนุพันธ์  ซึ่งปฏิกิริยาการเติม benzoyl เข้าไปที่โมเลกุลเรียกว่า benzoylation 
[20] 

- Arylsulfonyl chlorides 
Derivatizing agent ในกลุ่มนี้เป็นสารที่ประกอบดว้ยวงอะโรมาติก คลอไรด์ และ 

หมู่ซัลโฟนิล (R−S(=O)2−R′) เช่น toluenesulfonyl chloride และ benzene sulfonyl 
chloride [4]  
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toluenesulfonyl chloride          benzene sulfonyl chloride   
 
Derivatizing agent กลุ่มดังกล่าวใช้ท าปฏิกิริยากับสารตัวอย่างที่มีหมู่ฟังก์ชันเอมีนเป็น

ส่วนประกอบในสภาวะที่เป็นด่าง [21]  ตัวอย่างปฏิกิริยา ดังแสดงในภาพที่ 5 

 
ภาพที่ 5 ปฏิกิริยาระหว่าง benzene sulfonyl chloride กับตัวอย่างที่มีหมู่เอมีนเป็น

ส่วนประกอบ [22] 
 

1.2 Fluorescence  
ข้อดีของการวิเคราะห์โดยการวัดความเข้มแสงฟลูออเรสเซนซ์คือมีความไว  

(sensitivity) สูง เมื่อเทียบกับการวัดโดยใช้  UV-VIS detector สามารถใช้วิเคราะห์สารที่มี
ปริมาณน้อยได้และมีความจ าเพาะสูง (selectivity) เนื่องจากสารที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิคนี้มี
คุณสมบัติการเปล่งแสง (fluorescence) ในตัวของมันเองซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ค่อนข้างเฉพาะตัว 
[4] 
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สารที่สามารถวิเคราะห์โดยเทคนิค fluorescence spectroscopy ได้จะเป็นสารที่มี 
fluorophore ซึ่งประกอบด้วยวงอะโรมาติกที่มีโครงสร้างไม่ยืดหยุ่น (rigid) หรือวงอะโรมาติกที่
เชื่อมกันหลายวง เช่น anthracene 

 

 
Anthracene 

 
 

ตัวอย่างการวิเคราะห์ทางเภสัชกรรม เช่น  
- การใช้ 9-fluorenylmethyl chloroformate เปน็ derivatizing agent เพื่อเพิ่ม

ความไว (sensitivity) ในการวิเคราะห์ azithromycin  ในซีรัม (serum) [23] 

   
9-fluorenylmethyl chloroformate  azithromycin (24) 
 

- การใช้ 2‑naphthalenesulfonyl chloride เป็น derivatizing agent เพื่อเพิ่ม
ความไว (sensitivity) ในการวิเคราะห์ tobramycin ในรูปแบบยาหยอดตา [25] 

- ตัวอย่าง การใช้ปฏิกิริยาอนุพันธ์เพื่อวิเคราะห์ทางเภสัชกรรม เช่น การวิเคราะห์ยา
ปฏิชีวนะในนมด้วยเทคนิค fluorescence ดังแสดงในตารางที่  x เป็นการใช้ 
derivatizing agent ท าปฏิกิริยาอนุพันธ์เพื่อเพิ่ม florescence signal [15] 
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ตารางที่ 1 ตัวอย่าง derivatizing agent ที่ใช้วิเคราะห์ยาปฏิชีวนะในนม ในการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค HPLC [15] 

 
 
2. Gas Chromatography 
การวิเคราะห์สารโดย gas chromatography (GC) นั้น เฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) 

อยู่ในรูปแบบแก๊ส โดยที่สารตัวอย่างจะระเหยและผสมกับแก๊สพา (carrier gas) ซึ่งเป็นแก๊สเฉื่อย
ที่ ไม่เกิดปฏิกิริยากับสารตัวอย่าง เช่น nitrogen (N2), Helium (He) และ Hydrogen (H2)      
ซึ่ง gas chromatography สามารถวิเคราะห์สารตัวอย่างได้ทั้งในสถานะของเหลว ของแข็ง และ
แก๊ส แต่จะถูกเปลี่ยนให้อยู่ในรูปที่เป็นไอที่บริเวณหัวฉีดที่มีอุณหภูมิสูงก่อนเข้าสู่การวิเคราะห์ 
[26]  

ปัญหาที่ส าคัญของ GC คือสารที่ต้องการวิเคราะห์ที่เป็นสารอินทรีย์บางชนิดเป็นสารที่มี
ความสามารถ ในการระ เหยต ่ า  (poor-volatile) และบางชนิ ด ไม่ ค งตั วต่ อ อุณ หภู มิ                     
(thermal instability) [27] จึงมีการใช้การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ใน GC เพื่อปรับเปลี่ยนโครงสร้าง
เคมีของสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ให้กลายเป็นอนุพันธ์ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมต่อการวิเคราะห์
ด้วย GC มากขึ้น เช่น ระเหยได้ง่ายขึ้น (volatility) เพิ่มความคงตัวต่ออุณหภูมิ (temperature 
stability)  และเพิ่มความไวในการตรวจวิเคราะห์ (sensitivity) เป็นต้น [6]  

การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ในการเตรียมตัวอย่างที่วิเคราะห์ด้วย GC มักท าโดยการแทนที่
หมู่ฟังก์ชันที่มีขั้ว (polar) ที่ระเหยยากหรือไม่ระเหย (non-volatile) โดยแทนที่อะตอมของ
ไฮโดรเจนบนหมู่เอมีน (-NH2) คาร์บอกซิลิก (-COOH) ไฮดรอกซี (-OH) หรือหมู่ไทออล (-SH)  
เพื่อให้สารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์เปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ที่ระเหยได้ง่ายขึ้น [28] 
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ปฏิกิริยาการท าให้เกิดอนุพันธ์ที่นิยมใช้ มีดังนี้  
- silylation  
การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์แบบ silylation เป็นการเติมหมู่  silyl group (-SiH3) ไปที่

โมเลกุลสารตัวอย่างโดยแทนที่อะตอมของไฮโดรเจนบนโมเลกุลของสารตัวอย่างที่หมู่ฟังก์ชัน      
ไฮดรอกซิล (-OH) คาร์บอกซิลิก (-COOH) เอมีน (-NH2) หรือซัลฟ์ ไฮดริล (-SH) เกิดเป็น
ผลิตภัณฑ์ ดังแสดงในภาพที่ 6    

 ภาพที่  6  การท าปฏิ กิ ริ ย าระหว่า งส ารที่ ต้ อ งการวิ เค ราะห์  (analytes) กับ 
derivatizing agent ผ่านปฏิกิริยา silylation ที่มีการแทนที่อะตอมของไฮโดรเจนบนโมเลกุล
ของสารตัวอย่างด้วยหมู่ silyl group(-SiH3) ดัดแปลงจาก [27] 
 

หมู่ฟั งก์ชันที่ ไวต่อการเกิดปฏิกิริยา silylation จากมากไปน้อย ได้แก่ alcohol, 
phenol, carboxyl, amine และ amide กับ hydroxyl ตามล าดับ [29]  ซึ่งการใช้ปฏิกิริยาท า
อนุพันธ์แบบ silylation ส่งผลให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่มีความเป็นขั้วลดลง สารสามารถระเหยได้ง่าย
ขึ้น แต่มีข้อจ ากัดคือสารกลุ่ม silyl reagents ไวต่อความชื้น ฉะนั้น สารตัวอย่างควรแห้งและ
สารละลาย(solvent) ที่ใช้ควรมีความบริสุทธิ์และใช้ในปริมาณน้อยที่สุดเพื่อหลีกเลี่ยงการเกิดพีค
ปะปนและพีคของสารละลาย  ซึ่งสารละลายที่ใช้มาก เช่น  pyridine [30]   
 

ตัวอย่าง derivatizing agent เช่น สารกลุ่ม trimethylsilyl (–Si(CH3)3 (28) 

 
trimethylsilyl (–Si(CH3)3) 
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- acylation  
การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์โดย acylation เป็นการเติมหมู่ acyl (RCO-) ลงในโมเลกุลสาร

ตัวอย่างที่มีหมู่ฟังก์ชันซัลฟ์ไฮดริล (-SH) ไฮดรอกซิล (–OH) หรือเอมีน (-NH) เป็นองค์ประกอบ 
ท าให้โมเลกุลตัวอย่างเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วยหมู่ thioesters หรือ esters หรือ 
amides ตามล าดั บ  ได้ ผ ลิ ตภั ณ ฑ์ ที่ ร ะ เหย ได้ ง่ ายขึ้ น  แล ะความค งตั วต่ อ อุณ หภู มิ                   
(thermal stability) มากข้ึน ซึ่งตัวอย่าง derivatizing agent เช่น acyl chlorides และ acetic 
anhydride ดังแสดงในภาพที่ 7 [30] 

 
ภาพที่ 7 การท าปฏิกิริยาระหว่าง acetic anhydride กับ alcohol ไดผ้ลิตภัณฑ์เป็น acetate 
ester ดัดแปลงจาก [30] 
 

- alkylation  
เป็นการเติมหมู่ alkyl (CnH2n+1) ไปที่โมเลกุลสารตัวอย่าง โดยทั่วไปผลิตภัณฑ์ที่ได้ 

จากปฏิกิริยา alkylation จะมีความเป็นขั้วน้อยกว่าตัวตั้งต้น เนื่องจากไฮโดรเจนบนโมเลกุลสาร
ตัวอย่าง เช่น คาร์บอกซิลิก (carboxylic acid) ของโมเลกุลสารตัวอย่างจะถูกแทนที่ด้วย
หมู่ อัลคิล (alkyl group)  ท าให้เกิดเป็นหมู่ เอสเทอร์ที่มีขั้วต ่าลง ส่งผลให้ระเหยได้ง่ายขึ้น 
ตัวอย่าง derivatizing agent ที่นิยมใช้ เช่น methyl group (-CH3), diazomethane [28] 

 
ภาพที่ 8  การท าปฏิกิริยาระหว่างสารตัวอย่างที่มีหมู่คาร์บอซิลิก กับหมู่ benzyl ได้ผลิตภัณฑ์ที่
เป็นหมู่เอสเตอร์ โดยหมู่ x อาจเป็นแฮโลเจนหรืออัลคิลอ่ืนๆ ดัดแปลงจาก [30] 
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จากภาพที่ 8 การที่อะตอมไฮโดรเจนบนหมู่คาร์บอซิลิกของโมเลกุลสารตัวอยา่งถูก
แทนที่ด้วยหมู่ benzyl ได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นหมู่เอสเตอร์ซึ่งมีความเป็นขั้วน้อยกว่าสารตั้งตน้ที่มีหมู่
คาร์บอกซิลิก เนื่องจากคาร์บอกซิลิกประกอบด้วย hydroxy group (-OH) ที่สามารถเกิดพันธะ
ไฮโดรเจนได ้

 
บทสรุป 

การท าอนุพันธ์ (derivatization) สามารถน าไปใช้ช่วยในการวิเคราะห์ทางเภสัชกรรม
เนื่องจากช่วยเพิ่มความสามารถในการวิเคราะห์หลายประการ เช่น ช่วยให้สารที่วิเคราะห์ระเหย
ได้ง่ายขึ้น (volatility) ส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC ช่วยเพิ่มความไวในการวิเคราะห์
(sensitivity) ช่วยเพิ่มความคงตัว (stability) หรือช่วยเพิ่มความจ าเพาะ (selectivity) ซึ่ง
ปัจจุบันในเภสัชต ารับมีการใช้การท าอนุพันธ์ (derivatization) เป็นขั้นตอนหนึ่งในการเตรียม
ตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญ (assay) และสารปนเปื้อน (impurity) บางชนิด และมี
งานวิจัยจ านวนมากที่ใช้การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ส าหรับการวิเคราะห์ระดับยาในเลือดหรือใน
ปัสสาวะมากข้ึน  

ทั้งนี้ หากจะพจิารณาใช้การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ร่วมเปน็ขั้นตอนหนึ่งในการวิเคราะห์
อาจต้องค านึงถึงความจ าเป็นและความเข้ากันได้ของผลิตภัณฑท์ี่เกิดขึ้นกับส่วนประกอบต่างๆที่
อยู่ในเทคนิควิเคราะห์ รวมถึงการเลือกสารที่ใช้เป็น derivatizing agent ซึ่งควรเปน็สารที่ไม่ท า
ปฏิกิริยาส่วนใดของเคร่ืองมือวิเคราะห์และไม่ท าให้โครงสร้างของสารนั้นเองรวมไปถึงโครงสรา้ง
ของสารตัวอย่างสูญเสยีไประหว่างการวิเคราะห์ นอกจากนี้ การท าปฏิกิริยาอนุพนัธ์อาจเปน็การ
เพิ่มข้ันตอนในการวิเคราะห์เช่นกัน ดังนัน้ การพิจารณาถึงความจ าเป็นวา่ตัวอย่างที่ต้องการ
วิเคราะห์และเทคนิควิเคราะห์ทีใ่ช้จ าเป็นต้องใช้การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ร่วมด้วยหรือไม่จึงเปน็สิง่
ที่พึงค านงึถึงเช่นกนั
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