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ศักยภาพ ของHPLC ดวย เคร่ืองตรวจวัดชนิด  photodiode array ในทางนิติพิษวิทยา 

Potential of high-performance liquid chromatography with  photodiode array detection in forensic toxicology 
 

บทคัคยอ 

  ในงานวิจัยน้ีนําเสนอศักยภาพและขอจํากัดของ  high-performance liquid chromatography-photodiode 

array ในการวิเคราะหตัวอยางทางชีววิทยา ท่ีแตกตางกันและในการตรวจพิสูจนสาร unknows วิธีการท่ีดีท่ีถูกตองท่ีใชใน

การวิเคราะหพิษวิทยาทาง  clinic และทางนิติวิทยาศาสตร การวิเคราะหสารพิษชนิดเดียวหรือมากกวาหน่ึงชนิดสําคัญ

สําหรับการตรวจพิสูจนสารพิษ ,สาเหตุของความเปนพิษ โดยสวนใหญแลวใชวิธีงายๆ และรวดเร็วท่ีเรียวา “ general 

unknown screening” ซึ่งครอบคลุมถึงยาและสารเคมีท่ีมีอันตรายสวนใหญ มีรายงานในเอกสารแสดงใหเห็นวาการใช 

HPLC ชวยวิเคราะหทางพิษวิทยาไดอยางเปนระบบ พบวาท้ังวัสดุ packing column และองคประกอบของ eluent มี

ความสําคัญตอ intra- and interlaboratory มีรายงานวาการใช columns  HPLC ตางชนิดกันจะชวยเพิ่มความสามารถใน

การแยกสาร  ขอดีของการใช  photodiode array เปนตวัตรวจวดั เมือ่เปรียบเทียบกบัการวดั UV ท่ัวไป มีความสําคัญ

อยางยิ่งตอการใช  HPLC วิเคราะหทางพิษวิทยา ขอมูล spectram ใน libraries บนเคร่ือง และโปรแกรมท่ีใชสืบคนเปน

อุปกรณสําคญัในกระบวนการตรวจพิสูจนสาร  unknown ในงานวิจัยน้ีไดศึกษาประเด็นตางๆ ขางตนในตัวอยางจริง

จํานวนหน่ึง ไดแก  trazodone และ dothiepin, azide, chloroquine และ cocaine, ซึ่งเราพบวาการใช  HPLC - 

photodiode array จะเปนประโยชนอยางมากในการวเิคราะหทางพิษวทิยาอยางเปนระบบ 

 

1.บทนํา 

 ความยากของการวิเคราะหของเหลวในรางกาย (เชน เลือด  ปสสาวะ  ของเหลวในทอง  เน้ือเยือ่ เปนตน)  เพ่ือ

ระบุสาร unknown ท่ีเปนพิษท่ีใหไดนัน้เปนงานท่ีทาทายทางดานนิตพิษิวทิยา  ในปจจบุนัจาํนวนของสารประกอบท่ีมี

รายงานอยูในงานวิจัยท่ีเกี่ยวของมีมากกวา  7 ลาน ชนิด สารประกอบแตละชนิดน้ันเปนไปไดทีจ่ะเปนสารพิษเฉียบพลัน  

ดังน้ัน การวิเคราะหทางเคมีอยางสมเหตุสมผลจะ เรียกวา การวิเคระหทางพิษวิทยาอยางเปนระบบ (STA) มีความจําเปน

สําหรับการบงชีแ้ละการพิจารณาสารประกอบของความเปนพิษได 

 ความสําเร็จของ STA โดยมากขึ้นอยูกับคุณภาพของระบบการวิเคราะหท่ีใช  จํานวนของเทคนิคการวิเคราะห 

เชน  TLC , GC, HPLC และ  ความหลากหลายของ immunoassay tests เปนความสามารถของนักพิษวิทยา ซึ่งสามารถ

ทํางานไดทัง้สองระบบ( on-line และ off-line) ดวยเครื่องตรวจวัดที่มีความสามารถสูง เชน  MS และ FTIR  สําหรับ GC  

และ fast-scanning  หรือ photodiode array (DAD)  และ MS - HPLC  
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 ในการอธิบายโดยสรุปจะมุงไปท่ี HPLC- DAD  ไมเพียงแตศักยภาพเทาน้ัน  แมแตอันตรายของการรวมตัว ก็จะ

นํามาวิจารณดวย  โดยเฉพาะอยางยิ่งการนําไปเทียบกับความสามารถในการประยุกตใน STA  สวน HPLC – DAD ซึ่งใช

เปนเคร่ืองมอืในการคดักรองหา general unknown ซึ่งครอบคลุมตัวยามากมายและสารพิษท่ีเปนไปได  แตควรจะมีการ

เลือก  ความไว และความนาเชื่อถือ  การสํารวจของงานวิจัยท่ีเกี่ยวของในสาขา ( field) น้ี  ถูกนําเสนอในงานวิจัยน้ี  และ

บางการวิเคราะหจะถูกนํามาเปรียบเทียบและประยุกตในกรณีท่ีเกิดขึ้นจริงจํานวนหน่ึง 

 

2.การประยุกตของการแยกของเหลวสําหรับ STA 

2.1 Column packing materials 

2.1.1 Underivatized silica 

 การใช Underivatized silica เปน stationary phase สําหรับการแยกตัวยาพ้ืนฐานจํานวนหน่ึงไดอธิบายไวใน ป 

1975 [1] และ 1984 [2]  หลังจากน้ันผูวิจัยคนอ่ืนไดหาคา retention ของตัวยาพ้ืนฐานบนความแตกตางของ  silica 

packing โดยการแยกสารประกอบท่ีไมปกติออกมา  ซึ่งเทียบกับ  methanol และammonium nitrate  ความแตกตางของ

ยี่หอของ silica และ แมความแตกตางของกลุมทดลองของบางยี่หอของ  silica packing บอยคร้ังจะพบคา  retention 

แตกตางกันในยาพ้ืนฐาน  [3]  จากผลท่ีผานมาของพ้ืนฐานขั้นตน ของกลไก retentionในการดูดกลืนโครมาโตรกราฟ [4] 

ขอจํากัดจํานวนหน่ึงตองทําใหสําเร็จกอน  retention time ออกมา หรือปจจยัปริมาณ สามารถหาไดใน  one single 

laboratory หรือ different laboratories   วิธีน้ีขอจํากัดของโครโมโตกราฟ(บางกลุมทดลองของบางยี่หอ packing ,

สวนประกอบของสาร  eluent ควบคุมโดยอุณหภูมิ ) ควรจะกําหนดอยางแนนอนและทําตามอยางเครงครัด  แมวาภายใต

ขอจํากัดของ  reverse-phase กราฟของ retention time จะเปล่ียนแปลงเล็กนอย  อยางไรก็ตามอิทธิพลของระบบการ

ดูดกลืนจะมีมากขึ้น  ตามขอจํากัดท่ีกําหนดการประยุกตของการดูดกลืนของ STA คอนขางจํากัด   

2.1.2 Bonded-phase packing material 

 Bonded-phase โครโมโตกราฟ และโดยเฉพาะอยางยิ่งใน reverse-phrase บน octyl หรือ Octa decylsilica 

ซึ่งเปนเทคนิคท่ีนิยมใชใน STA  ในหลายงานวิจัยไปไดอธิบายความสามารถในการประยุกตของ packing กับนิติพิษวิทยา 

[5-11]  มีสองงานวิจัยท่ีเปรียบเทียบความแตกตางของ packing [7,10] และความแข็งแรงท่ีมีอิทธิพลของหนาท่ี free 

silanol  บน retention ของยาท่ีแตกตางกัน  ดังน้ันผลกระทบของ silanol สามารถลดการเปล่ียนแปลงคา pH ของสาร 

eluent  หรือโดยการปรับปรุงดวยการเพ่ิม amine  ทางเลือกหนึ่ง เครื่องจักรมากมายผลิต column ออกสูตลาดและอางถึง

ผลกระทบของ silanol  และจัดใหสามารถมี  retention times มากขึ้นอีก  โดยสวนใหญจะไดรับธาตุ  โลหะจาก silica จะ

ชวยและยับยั้งการเคล่ือนไหวของ free silanol โดยครอบคลุมวิธีการมากมาย  อยางไรก็ตามจะเปนการเขาใจในเรื่องของ 

reverse phrase ของ โครโมโคไตกราฟอีกดวย  แมวาขอบเขตจะนอยกวาในโครโมโตกราฟ บน  underivatize silica  
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สวนประกอบของ mobile phase  คา pH   ไอออนิกท่ีแข็งแรงและอุณหภูมิ  มีอิทธิพลกับ retention ของยา  อีกทางเลือก

หน่ึง polymetric stationary phrase ก็ถูกแนะนําดวย  การกําจัดความแปรผัน  intra – and  interlaboratory ดังงานของ 

Bogusz [12] และ De Zeeuw [13]  ไดเสนอเกีย่วกบัการแทนท่ี  retention ปฐมภูมิ ( retention times  ,ปจจยัปริมาณ) 

ดวย retention ทุติยภูมิ เชน ความสัมพันธของ retention times และคาดัชนี  retention  ความคิดรวบยอดนี้สามารถให

ผลลัพธในขอมูลretention ท่ีเชื่อถือไดภายใน one single laboratory  และแมวาในการพัฒนาของขอมูล data base ของ

คา retention ของการใช interlaboratory 

 คาดัชนี  retention  (RI-Values) เทียบกับอางอิงท่ีเปนกลางในความเปนเน้ือเดียวกัน  (alkane-2-oneas,alkyl-

arylketones and 1-nitroalkanes)  ยังคงไวตอคาแปรผันเพียงนอยในขอจํากัดของกราฟอางอิงท่ีเปนกลางในความเปน

เน้ือเดียวกัน  แตความประพฤติแตกตางจากยาซึ่งสัมพันธกับทางพิษวิทยา  ตอมากลายเปนความเขาใจของการแยกคา

สหสัมพันธมาตรฐาน  จะใชสําหรับยาท่ีเปนกรด/กลาง และสําหรับยาพ้ืนฐาน เทียบกับ  การสังเกตของ Bogusz  and Wu 

[14] ท่ีถูกพัฒนาตัวมาตรฐานของ HPLC-DAD บน Column RP-18 สําหรับ Chromatographic และการชี้บงวามีสารพิษ

เกนิ 200 ชนิด  พวกเขาใชบางขอจํากัดของ  Chromatographic  ยาสําหรับกรดและยามาตรฐาน  (เชน Gradien elution  

ดวยการผสม  acetonitrile และ triethylammonium phosphate buffer pH 3.0) รวมกบั 1-nitroalkane เปนดชันี

retention วัดและบอกจํานวนของยา  ท่ีเห็นไดชัดน้ัน ความเปนกรด pH จะซอนปฏิกริยา  Ionization  ของกลุม  silanol  

ขณะท่ี  amine modifiers แกไข    Chromatographic  ของยาพ้ืนฐาน  

  ในความพยายามท่ีจะกําจัด  chromatographic ท่ีเปนปญหาของ Silanal ท่ีเหลืออยู  และยับยั้งปญหาของ

เคร่ืองมือท่ีจะทําใหเกิดการรวมกันของ  buffer salt ใน eluent ,  พวกเราไดพัฒนา การแยก  HPLC ท่ีเกี่ยวกับพิษมากกวา 

200 ชนิด โดยใชขอจํากัดท่ีแตกตางของ  Chromatographic [15] alumina packing ถูกเคลือบดวย  polybutadiene ทํา

ใหถูก eluted ในระบบ  Gradien ดวยการผสมของ  methanol และนํ้า ท่ีท้ังสองบรรจุดวย  0.0125 M NaOH การฝงตวั

ของ  silanol functions บน  packing ใหม  (Aluspher RP-Select B from Merck, Darmstadt,Germany)  ทําใหเขาใจ

กลไก retention ไดงาย การกําจัดจําเปนตองอาศัย amine modifiers และจะถูกยับยั้งทําใหดูดกลืนเหมือนเดิมไมได  

ในทางเดยีวกนั  aluminium oxide ดีเทากับการเคลือบดวย  polybutadiene จะคงท่ีจาก pH 2 – 12  คาน้ีเปนยาพ้ืนฐาน

สามารถให  chromatographed ภายใตขอจํากัดของ  alkaline  ในการลดยาท่ีรนุแรงลงใน peakทายๆ   การเคลือบดวย  

polybutadiene  จะให  packing มีลักษณะเฉพาะตัวแบบไมชอบนํ้า สามารถเปรียบเทียบ stationary phase ของ 

reverse phase แนนอนวา eluent ท่ี pH สูงจะใหผล retention ต่ําของสารประกอบท่ีพา  phenolic มา (เชน มอรฟน) 

หรือกรด carboxylic  (เชน benzoylecgonine) ดังน้ัน สารประกอบตัวหลังตองแยกอีกวิธีหน่ึง ใน  silica packing ดวย 

end-capping ท่ีมีลักษณะเฉพาะเหนือกวา  ไดแก  Hypersil  BDS C18 column (Alltech,Deerfield,IL,USA) [16] 

columnถูกชะดวยสารผสม  0.045 M  ammonium acetate ใน  80%HPLC-grade water  ,10% methanol + 10% 

acetonitrile  เปนตัวทําละลาย A และ 0.045 M ammonium acetate. ใน 40% methanol  40% acetonitrile  
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20%HPLC-grade water  เปนตัวทําละลาย  B พวกเราใชเสนตรงใน  gradient  จาก 100 - 47.2 %  สาร A ประมาณ 20 

นาที ขณะท่ีนํ้าเสียระบายออกดวย เคร่ืองตรวจวัดชนิด  photodiode arrayตอมาทําทฤษฏีนีเ้ปนรูปแบบท่ีสมบูรณ เพราะ

สารประกอบจํานวนมากทําการแยกไมไดภายใตขอจํากัดของ alkaline ท่ีแข็งแรง (อนุพันธุฝน กรด และ  

benzoylecgonine) ซึ่งจะ eluted ไดดี peak แหลมและตัวเลขสูง  ภายใตสภาวะกรด วิธีน้ีการชะแยกรวมกันของ

สารประกอบท่ีมจีาํนวนมากในสารตัง้ตน น่ันจะทําให chromatographed เหลือนอยท่ีสุด  

 ในทางคลายกนัการใชระบบ column ท่ีตางกัน (และขบวนการสกัดตางกัน ) ในการวเิคราะห “ยามากมายที่เกิน

ขนาด” กรณีน้ีอธิบายไดโดย Koves[10] รายละเอียดของระบบ reversed phase (Supelcosil LC-DP, LiCharospher 

100 RP-8, APEX ODS & Nova-Pak Phenyl) ท่ีคอนขางจะเฉพาะท้ังหมดของ column แบบ isocratic , แทจริงแลว

เหมาะกับขนาดของความมีขั้วและในเวลาเดียวกันจะการพิจารณาถึงตนกําเนิดยาและเมทาบอลิซึ่ม ระบบท้ังหมดจะ

ยกเวนระบบ gradient  

2.2 Photodiode array detection 

 ตั้งแตยุค 80 ชวงแรกๆ  จะมีการแนะนําเคร่ืองตรวจวัดการดูดกลืนแสงชนิด diode-array และ fast-scaning 

ไดมาจาก chromatographic ท่ีเปนขอมูล spectral ของ UV ซึ่งถูกเสนอขอบเขตใหมในการวิเคราะหขอมูล HPLC  ทําให

พบประโยชนของการประยกุตในการวเิคราะหทางพิษวทิยาอยางเปนระบบ  การรวมกนัน่ีทาํใหเห็นความสามารถท่ี

แตกตางของกราฟ retention ซึ่งขอมูล spectral จะแสดงกราฟท้ังหมดท่ีนาเชื่อถือ เพ่ิมขึ้นของทฤษฎี  HPLC [17] เหมาะ

ท่ีสุดกับมาตรฐานอางอิง spectra จะถูกเก็บในฐานขอมูล บอกชื่อ parameter ของ retention เพ่ือบอกขีดจํากัดในการ

คนหา parameter ในแตละ retention [18] 

 การชะออกรวมกนัของ สอง( หรือมากกวา )สารประกอบท่ีเหลือเพียงเล็กนอยสําหรับกรณีใหญทีผ่ดิพลาดในการ

วิเคราะห  ขอสรุปความผิดพลาดทําใหเกิดการสอดแทรกการชะออกรวมกันของสารประกอบท่ีเลียนแบบ UV spectrum ท่ี

ทราบสารประกอบ หรือ เมือ่การชะออกรวมกนัของสารประกอบสองชนิดใหผลใน UV spectrum ท่ีไมตรงกบัใน library. 

ดังน้ันกอนท่ีจะทําการทดลองจะตองคนท่ี library มันเปนส่ิงจําเปนท่ีจะตองตรวจสอบ  peak สําหรับความบริสุทธิ์ท่ีสนใจ 

ส่ิงน้ีสามารถใชเปนคูมือเปรียบเทียบ UV spectra ในตําแหนงท่ีแตกตางกันของ peak หรือเลือกใชเพียงบางเคร่ืองมือ

อัตโนมัติท่ีจะระบุ peak ท่ีบริสุทธิ์ (โดยใชเสนแนวระดับใต peak ท่ีตรงกบัสวนประกอบของสาร) ระบบท่ีซบัซอนของสารท่ี

มากกวาสองชนิดในการชะออกรวมกัน , การใหผล UV spectrum ท่ีเฉพาะเจาะจง และในการท่ีจะระบุแตละสารประกอบ

(รูปท่ี 1) 
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รูปท่ี 1 ตวัอยางของการลดการขดงอ. ดานบน  : cochromatography ของสองสารประกอบท่ี 17.4 นาที ดานลางซาย : บางอนุภาค

ท่ีแสดง medazepam (58%) และ doxepin (42%) ดานลางขวา : สรางใหมดวย UV spectrum ของ medazepam และ doxepin 

 

3. การประยุกตใช HPLC ใน STA 

  การประยุกตใชและศักยภาพของ HPLC ใน STA ในงานวิจัยน้ีจะยกตัวอยางโดยกรณีศึกษา สําหรับรายละเอียด

มากเกินอธิบายถึงงานวิจัยตนฉบับ 

3.1 กรณีศึกษาที่1 : ความรายแรงของ trazodone และ dothiepin เปนพิษ 

 พบหญิงสาววัย 22 ป ตายท่ีริมตล่ิงคลอง ชันสูตรศพภายใน 24 ชั่วโมง พบเลือดคั่งทุกอวัยวะเดนชัด พรอมกันก็

พบอาการบวมนํ้า ของปอด ขณะท่ีผาตัดกลามเน้ือหลังดานหลังจะรับรูไดวามีกล่ิน ผลการชันสูตรศพ ไมไดพบอะไรเดนชัด 

ไมพบสาเหตุการตาย ตัวอยางระยะเวลาหลังตายจะนํามาจาก เลือด นํ้าปสสาวะ ของเหลวในทอง ตับและไต สําหรับ

วิเคราะหทางพิษยา[19] 

 ในขบวนการ STA นํ้าปสสาวะจะใชคัดกรอง  opioids, cannabinoids, amphetamines, methaqualone, 

methadone, cocaine, propoxyphene, phencyclidine,benzodiazepines, barbiturates, tricyclic 

antidepressants,acetaminophen, salicylates และ  caffeine การใชสารเน้ือเดียวกัน วิธีทดสบทางอิมมูโนอยางหน่ึงท่ี

ใชเอนไซม (EMIT). LSD, Fentanyl and cotinine ถกูทดสอบวธิตีรวจจบัการมหีรือไมมขีองไอโซโทปบางชนิด  (RIA). TLC  

ถูกใชสําหรับคัดกรองท้ังหมดทุกกระบวนการอธิบายโดย Sunshine [20] ในทางเดียวกันการสกัดจะเตรียมจากเลือด , 
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ของเหลวในทองและนํ้าปสสาวะโดยวิธี liquid-liquid extraction โดยใช  n-hexaneethylacetate (7:3, v/v).นํากลับมา

ละลายอีกในตัวทําละลาย และฉีดเขาระบบ HPLC-DAD การแยกแบบ  Reversed-phase ดวย Chromspher C8  

column (10×0.3 cmI.D., 5 ~m) โดยใช MeOH-H20 (ท่ีมี 0.125% isopropylamine) เปนระบบ gradient 30:70 - 75:25 

(v/v) ภายใน 15 นาที 

 การตรวจคัดกรองวิธี EMIT สําหรับนํ้าปสสาวะ พบ amphetamines, benzodiazepines, opioids, tricyclic 

antidepressants และ caffeine แนชัด ในตัวอยางเลือดจะพบ benzodiazepines และtricyclic antidepressants ในการ

วิเคราะห TLC สารมาตราฐานไมไดระบุวาพบ dothiepin แต จุดของสารเร่ืองพบของเหลวท้ังหมดท่ีทําทดลอง ภายใต

สภาวะ alkaline โดยท่ัวไป HPLC-DAD ท่ีออกมากอนจะชีบ้อกสสารประกอบในเลือด (รูปท่ี 2) และนํ้าปสสาวะ เปน 

trazodone เทียบกบั UV spectrum การชะออกรวมกนัของสารมาตรฐาน จะเปนการระบุทีแ่นชดั ดงัน้ันการท่ีพบ 

dothiepin (รูปท่ี 3) ทําใหระบุยนืยนั opiate และ benzodiazepins (EMIT ผลบวก)  เปน codeine , lorazepam และ 

nordiazepam  ตามลําดับ จากการวิเคราะหดวย HPLD-DAD ทําใหเขาใจ(ผลบวก)  ไดมาจากการวิเคราะห 

amphetaminesโดย EMIT ให”ผลบวกปลอม”  นํากลับมาทําปฏิกิริยา ดวย β-phenylethylamine และ  tryptamine,  มกั

พบสองสารประกอบน้ีโดยบังเอิญ เปนผลใหขบวนการลมเหลว 

 ผูวิจัยหาจุดเดนของ RP-HPLC มาพูดถึงขอดี ในการตรวจวัดของ metabolites ในกรณีภาวะเปนพิษ ในกรณีที่

นําเสนอ จะพบ peak ท่ีเหมอืนกบั UV ของ dotheipin ออกมาท่ี นาทีที่ 4 กอน ปฏิกริยา oxidation ของ สารมาตรฐาน 

dothepin ไมรนุแรง (ใช H2O2) และฉีดในระบบ HPLC ซึ่ง peak การใหผลการ chromatograp รวมกันดวยสาร unknown 

UV spectra ของ dotheipin  และ dotheipin sluphoxide จะแสดงในรูปท่ี 4 นอกจากน้ี การตรวจหา ประกอบดวย MS ท่ี

จะระบุสารประกอบของ  dotheipin sluphoxide โดยธรรมชาติแลวจะเกิด metabolite ของ dotheipin  

     

รูปท่ี 2 HPLC-DAD ( ท่ี 230 nm) ของการสกัดตวัอยางเลือด การระบ ุ peak : 1) trazodone และ 2) dotheipin ดานซายบน : UV 

spectrum (225-350 nm) ของ pack 1: ดานบนขวา UV spectrum ของสารมาตรฐาน trazodone จาก UV spectrum of trazodone 

standard. Reproduced from J. Anal. Toxicol. by permission of Preston Publications, a division of Preston Industries, [19]. 
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 ผลของ  STA ทําใหเขาใจชัดเจนในการระบุ วา trazodone  และ dotheipin  เปนเหตทุาํใหตาย ในการใช  HPLC 

เปนบทบาทสําคญั ไมเพียงจะระบุยนืยนัสารพิษแตบางกระบวนการ , จะขยายความดวย internal standardization และ 

calibration สามารถเปรียบเทียบปริมาณของคาท่ีกาํหนดของการเสียชวีติจากการไดรบัสารเกนิขนาด 

     

รูปท่ี 3 HPLC-DAD (ท่ี 230 nm) ของตวัอยางการสกัดนํ้าปสสาวะ peak ระบ ุ: 1) dotheipin sluphoxide , 2) trazodone 3) 

metabolites ของ nordiazepam และ lorazepam 4) metabolite ของ diazepam และ 5) dotheipin ดานบนซาย UV spectrum (225-

350 nm) ของ peak 5 ดานบนขวา UV spectrum ของสารมาตรฐาน dotheipin จาก J. Anal. Toxicol. by permission of Preston 

Publications, a division of Preston Industries, [19]. 

  

     

รูปท่ื 4 ตาํแหนง A) UV spectrum (225-350 nm) ของ peak ท่ี 1 ในรูปท่ี 3 ระบวุาเปน dotheipin sulfoxide และ B)  UV spectrum 

(225-350 nm) ของ peak ท่ี 5 ในรูปท่ี 3 ระบวุาเปน dotheipin 
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3.2  กรณีศึกษาที่ 2 ; การตายดวย Azide 

 พบเจาหนาท่ีหองปฎิบัคิการสาว อายุ 25 ป ปราศจากเคร่ืองแสดงชีพ  ท่ีหองเปล่ียนเส้ือคลุม ก็นําสงโรงเรียน

พยาบาลของมหาวิทยาลัย ทําการชวยชีวิตเต็มความสามรถ และใหยากระตุนหัวใจ ระบบกรองของเสียหยุดชะงัก หลอน

เสียชีวิต หลังจากเขาโรงพยาบาล 35 นาที ทําการวเิคราะหเลือดทันที พบภาวะเลือดเปนกรด การตรวจอวยัวะภายใน พบ

ปอดท้ังสองบวมนํ้าและมีของเหลวคั่ง ปอดท้ังสองขางมีสีนํ้าตาลและเลือดก็สีนํ้าตาล พบเลือดไหลในกระเพาะ และพบวา

เปนแผลเร้ือรังแตไมมีกล่ินพิเศษ พบภาวะเปนพิษของผูตองสงสัยและระยะหลังตาย นําไปเขากระบวนการ STA [21]  

 พรอมกันน้ันหองปฏิบัติการของผูวิจัยก็ทําตามกระบวนการ โดยทดสอบแบบกวางๆ สําหรับ สารระเหย และยา 

ทําตามขบวนการทางกลุมตัวอยางของระยะเวลาหลังตาย รวมกับการวิเคราะหเคร่ือง headspace GC , EMIT, RIA ,TLC 

และGC-MS (ดูท่ีกรณีศึกษา 1 สวนท่ี 3.1) ยิ่งไปกวาน้ัน เลือด ,ของเหลวในทองและ ไต ลักษณะเหมือนกัน จึงนําไป

ทดสอบHPLC  หายาพ้ืนฐาน ทฤษฎีน้ีจะใชเทียบการสกัดภายใตสภาวะ  alkaline  และวิเคราะห แบบ  RP-HPLC โดย

Aluspher RP-B phase แบบ gradient ดวย methanol และนํ้า ท่ีท้ังสองจะบรรจุ  0.0125 M NaOH [15]. มันนาท่ึงท่ีพบผล

การทดสอบทั้งหมดทางพิษวิทยาเปนลบ แมวาผลทางพยาธิวิทยาจะนําไปสูการหาความผิดทางอาญาบอกวาเปนการฆา

ตัวตายโดยใชสารเกินขนาด แมวาการตรวจหาหลักฐานทุกชิ้นจะเกี่ยวกับบีกเกอรท่ีบรรจุ ทางพยาธิสภาพระบุและให

ผลบวก ดวยการทดสอบสีของ  ferricchloride [22] ในการเร่ิมตนหา azide  

 ปริมาณการวเิคราะห azide ในทุกตวัอยางของทางชวีวทิยา เปนการยนืยนัเทียบกบั precolumn ดวย 3,5-di-

nitrobenzyol chloride ตามดวยระบบ isocratic HPLC [21] ผูวิจัยใช Ultrasphere ODS column (15 ×0.46 cm I.D., 5 

µm) ดวย mobile phase ของ  1:1 (v/v) acetonitrile และ นํ้า. การตรวจวัดโดย  DAD ใชความยาวคลื่น  240 และ 254 

nm. การเตรียมสารตัวอยาง ประกอบดวย  การเจือจางในสารละลาย  K2CO 3 และ  acetonitrile ปรับใหได  pH  5 ดวย 

3,5-dinitrobenzoyl chloride และ ตั้งไว 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง เลือด ,นํ้าดี , ของเหลวในทอง , ตับและไต  ท้ังหมดพบ 

azide ปริมาณเขมขน .  ตวัอยาง  chromatogram แสดงในรูปท่ี  5 สามารถเห็น , 3,5-dinitrobenzoyl azide เปนขอดีของ  

chromatographed ท่ีใชในระบบ  reversed- phase packing การระบุ peak azide ใน chromatogram ของท่ีมาจาก

ระยะเวลาหลังตาย สวนใหญจะเทียบกับ retention โดยจะเปรียบเทียบกบัสาร  azide  มาตรฐาน ขอมูล sprectral โดย 

DAD จะใชในกรณีท่ีมีส่ิงสําคัญเพียงเล็กนอย ซึ่งมันจะโดดเดนมากแบบลักษณะเฉพาะเปนเคร่ืองแสดงสาร  อยางไรก็

ตาม ยงัคงเปนประโยชนในการหาคาของ peak บริสุทธิ์ ถายังตองการลดการขดงอของ peak 

 กรรีศึกษาใหม อธิบายความสามารถของเครื่อง HPLC  แสดงถึง azide ท่ีมีปฏิกิริยาหลังจากเติม ferricchloride 

หรือ  cerium (VI)ammonium nitrate  และ  จะทําปฏิกิริยากับสีไดดี   มแีนวโนมเปนผลบวกปลอม   แมวากรณีของสาร      

อนินทรีย sodium azide salt , HPLC ถูกจัดใหเปนเคร่ืองมือท่ีมีความนาเชื่อถือสูง มีความไว  และมีความเฉพาะเจาะจง 

บางตําแหนงเวลาของกรณีศึกษาน้ี จะเปนขอจํากัดของ “general unknown screening” อยางไรก็ตามจํานวนของยา 

และสารพิษท่ีซอนอยูในกระบวนการท่ีมีจํานวนมากในผูท่ีไดสารพิษทางเคมี และทางเคมีเชิงฟสิกส 
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รูปท่ี 5 HPLC-DAD chromatograms (m 240 nm) ของ A) เปนการเจอืจางนํ้าดี  ; peak 1 (Rt ท่ี 5.70 นาที ) :       3,5-dinitrobenzoyl 

azide : ระดบั azide 1283 - µg/ml : B) ไมไดเจือจาง 5- µg/ml sodium azide standard; peak 1 (Rt: 5.65 นาที): 3,5-dinitrobenzoyl 

azide. จาก  J. Anal. Toxicol. by permission of Preston Publications, a division of Preston Industries, [21]. 

 

3.3  กรณีศึกษาที่ 3 การฆาตัวตายแบบคาดไมถึง โดย Chloroquine  

 พบหญิงสาวใหญ อาย ุ40 ป จากประวตัพิบวามปีญหาทางรางกาย นอนเสียชวีติขางถนน ใกลกบับริเวณรถท่ี

เกิดอุบัติเหตุ จากสภาพแวดลอมสันนิษฐานวา หญิงสาวนาจะอยูในสภาพมึนเมาขณะขับรถ โดยนําตัวอยางเลือดมาหา

ระยะเวลาหลังจากการเสียชีวิต เพ่ือวิเคราะหทางพิษวิทยา และทําการผาชันสูตรศพเพ่ือคัดกรองหาสารระเหยและยาใน

ตัวอยางเลือด จากผลการทดสอบไมพบอะไร จึงนําตัวอยางเลือดไปเขาเคร่ือง HPLC หาตัวอยางพ้ืนฐาน  [15]  พบ Peak 

ท่ีระบุวาเปน Chloroquine และผลการหา UV โดยดวยตัวตรวจวัดชนิด DAD  พบ Chloroquine จะระบุยืนยันไดโดยการ

ใช GC การตรวจวัด nitrogen-phosporus  และ MS เปนการหาปริมาณโดยการใชขบวนการ HPLC-DAD ใน  Quinina 

ซึ่งจะถูกใชเปน Internal standard  ซึ่งไดมาจากความเขมขนของ Chloroquine 3.1 µg/ml  

Chloroquine เปนสารตั้งตนท่ีใชยับยั้งปองกันโรคการติดเชื้อมาลาเรีย แมวามาลาเรียจะมีการระบาดเฉพาะพ้ืนท่ี 

แตนักทองเท่ียวจํานวนมากก็ตองการส่ังจายยาตานมาลาเรีย ทําใหผูวิจัยเร่ิมมีความไมแนใจ และประหลาดใจท่ีพบ 

Chloroquine เกินขนาด เกินความเหมาะสม 

ในกรณีศึกษาน้ี HPLC-DAD ชวยแกปญหาทางนิติวิทยาศาสตรไดอยางทันทวงที 
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3.4 กรณีศึกษาที่ 4 Cocaine , กลุมยาใหโทษและหลักฐานทางนิติวิทยาศาสตร 

 หลายคําถามท่ีมาจากหองปฏิบัติการนิติวิทยาศาสตรวาควรจัดใหมีหลักฐานของการใชยาตองหาม   ในกรณีของ

เด็กผูชายรายหน่ึงถูกฟองรองวาคายา และทําใหสงสัยวาเคาใชสารโคเคนตองหาม ตัวอยางปสวะใหผลรวมกับสารท่ีใช

วิเคราะหภูมิคุมกันเปนผลบวกของ Cocaine  และ amphetamines โดยท่ัวไปแลวจะยอมรับผลบวกของสารท่ีใชวิเคราะห

ภูมิคุมกันเปนการยืนยันการวิเคราะหทางนิติวิทยาศาสตรจะบอกสารเคมีท่ีโดดเดน ซึ่งเกิดขึ้นภายในเน้ือเยื่อ  โดยสัมพันธ

กันกับอาหาร และสุดทายของการรักษาดวยสารเชิงซอนทางชีววิทยา ซึ่งมันจะทําใหเขาใจถึงความแตกตางเฉพาะบุคคล 

ส่ิงนี้มันทาทายความสามารถดวยการใช GC-MS เปนทางเลือก อยางไรก็ตามสําหรับปริมาณท่ีชี้วัดการวิเคราะหดวย  

HPLC-DLD  ของ Cocaine [16]  

 ตัวอยางนํ้าปสสาวะจะสกัดโดย  solid-phase สองกลไก ดวยการสกัดสารตั้งตนแบบมีขั้ว และแบบประจุ 

(Varian Bond Elut Certify, Varian, Harbor City, CA, USA) ขบวนการน้ีเหมาะสมกบั Cocaine  และ Metabolites, 

cocaethylene และ benzoylecgonine โดยภาพรวมของการหาปริมาณของ 2 internal standards ดวยโครงสรางท่ี

คลายคลึงกันของ Benzoylecgonine  (carboxylic acid) และ 2 esters จะถูกใชเปน Cocaine  และ cocaethylene  

กระบวนการแยกจะใช Hypersil BDS C18 column (15x0.46 cm I.D., 5 µg/ml การใช mobile phase เปนสารละลาย 

ammonium  acetate 0.045 M ใน  HPLC-grade water (80%), methanol (10%) และ acetonitrile (10%) (สารละลาย  

A) และใน methanol (40%), acetonitrile (40%) และ HPLC-grade water (20%) (สารละลาย  B). ความแตกตางที่

สําคัญในลักษณะเฉพาะของ  retention ในความแตกตางของสารประกอบที่ตองการ  gradient elution จาก 100% A ถึง

47.2% A ภายใน 19 นาที. ตัวตรวจวัดชนิด diode array ถูกตั้งใหสะสม  spectra ท้ังหมด 21 ms มากกวา  220-400 nm 

ความยาวคล่ืน  230 nm (ความถี่วิทยุ 4-nm). รูปท่ี 6, ผลของ chromatogram แสดงขอมูล  Retention time รวมกับการ

เปรียบเทียบ spectral ของสาร unknowns ดวย library spectra ท่ีระบุ cocaine และ metabolites. 
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 รูปท่ี 6 HPLC-DAD trace (ท่ี 230 nm) ของการสกัดนํ้าปสสาวะ  Peak ระบุ: (1) benzoylecgonine; (2) 3,4-

methylenedioxy methamphetamine (XTC); (3) 3,4-methylenedioxy ethylamphetamine (EVA); (4) (I.S. j) 2'-

methylbenzoylecgonine; (5) cocaine; (6) (I.S.2) 2'-methylcocaine 

 

  มันคือส่ิงสําคัญ libraries เปน "home-made", spectra ใชเปรียบเทียบกบั  การฉีดสารมาตรฐาน ภายใต บาง

สภาวะของ chromatographic น่ีเปนส่ิงท่ีถูกตองแนนอนของสารพิษท่ีมีหมู functional groups เพราะวาสําคัญมีอิทธิพล

กบั spectrum เปน ผล  pH, ซึ่งแนวทางน้ันจะขึ้นอยูกับ  chromatographic ขององคประกอบของสาร eluent คา

สหสัมพันธของอัตราสวน  peak area กบัมาตรฐานท่ีเห็นของระดบั benzoylecgonine 10.5 µg/ml นํ้าปสสาวะและ   

unmetabolized cocaine 1.4 µg/ml  ยิ่งไปกวาน้ัน การพินิจวิเคราะห  chromatogram และการประเมินผลดวย  UV 

spectraเปนขบวนการอัตโนมตัใิน chromatography softwareสมัยใหม , เปนท่ีจะบอกใบไดสมบูรณถึง การสืบสวนหาตวั

ยา บาง  peaks เล็กๆ สามารถระบุไดวาเปน  3,4- methylenedioxy methamphetamine (MDMA, "XTC") และ3,4-

methylenedioxy ethylamphetamine (MDEA, "EVA"), ดังเชนการขยายความถึงผลบวก EMIT ของ amphetaminesนค

วามจริงแลว การรวมกันไมสามารถทําใหตกใจสงสัย เพราะวาชนิดของกลุมยาใหโทษ มีความถี่  ท่ีพบมากจึงเรียกไดวาคัด

กรอง  "recreational drug abuse" scene. กรณีศึกษาน้ีจะยกตัวอยางบทบาทหลักของ  HPLC-DAD  ภายใน  STA ท่ีจะ

แสดงส่ิงท่ีสนใจ ท่ีสามารถเปนไปได, เหมาะสมสําหรับการคัดกรองหาปริมาณการวิเคราะหท่ีถูกตอง  ยกเวนการเตรียม

สารตวัอยาง และ การทําใหเกิดสารอนุพันธซึ่งสวนใหญจะเปนขอจํากัดในเคร่ือง GC. 
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4. สรุปผล 

  การระบุสารพิษท่ีทําใหเกิดภาวะเปนพิษ ,ไมวาจะเปนทางดาน  clinical หรือดานนิติวิทยาศาสตร ลวนแตเปน

งานยากที่ทาทายความสามารถ  ดังท่ีกลาวไปแลว ผลท่ีไดทําใหมองเห็นชัดเจน ครอบคลุมความสัมพันธของยา และ

สารพิษ ทําใหเปนส่ิงท่ีตองการ และสามารถใหผลนาเชื่อถือ วัตถุประสงคน้ี นําเสนอขอดีมากมายของ  HPLC-DAD  ท้ัง

ดานความเฉพาะเจาะจง ความไว รวดเร็ว และทนทาน  โดยขอมลูทําใหเกดิการเปรียบเทียบท้ัง retention และ การ

ดูดกลืน spectra ของการ eluting  เอกลักษณทางเคมี ผลท่ีไดในการระบุกําลังท่ีราคาประหยัด ใชกันแพรหลาย หาไดงาย 

ท้ังหองปฏิบตักิารมากมายในโรงพยาบาล ในทางเดยีวกนั ,ดังที่กลาวไปแลว ตัวอยางจะแสดงความสามารถที่มากมายใน

การประยุกตใชในหลายแขนง และศักยภาพท่ีดีเยี่ยมของการหาปริมาณ . การพัฒนาเทคโนโลยไีปอยางรวดเร็วของตวั

ตรวจวดัชนิด  DAD ระบบ computer และ software และ HPLC packing ทําคุณภาพการคํานวณไดเพ่ิมมากขึ้นใน

รายงานท่ีมกีารใช  HPLC-DAD ในระบบ STA. ชวงการใช  HPLC-MS นาเปนไปไดทีจ่ะสนับสนุน HPLC ซึ่งจะพัฒนา

ตอไป ถาเลือกไมดีกวา GC-MS. 

 

 


