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บทคดัย่อ 
 
 ไดป้ระยุกต์วิธีการเตรียมตวัอยา่งและเทคนิคไมเซลลาร์อิเล็กโทรไคเนทิกโครมาโทกราฟี 
(MEKC) ท่ีพฒันาข้ึนในงานวิจยัก่อนหน้าน้ี ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณแคปไซซินอยด์ (CAPs) 
ในตวัอย่างจริงท่ีเป็นซอสพริกและเคร่ืองแกงส าเร็จรูป เม่ือใช้การทดสอบทางสถิติด้วยวิธี paired    
t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % พบวา่ปริมาณของ CAPs ในซอสพริก 9 ตวัอยา่งท่ีวิเคราะห์ไดด้ว้ย
เทคนิค MEKC และ HPLC ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั จากการวิเคราะห์ด้วย MEKC 
ปริมาณ CAPs ท่ีพบในซอสพริก 22 ตวัอยา่ง อยูใ่นช่วง 13 ถึง 262 ppm และปริมาณ CAPs ใน
เคร่ืองแกงส าเร็จรูป  5 ตวัอยา่ง อยูใ่นช่วง 41 ถึง 140 ppm โดยท่ีซอสพริก 7 ตวัอยา่ง และเคร่ืองแกง
ส าเร็จรูป 4 ตวัอยา่ง มีปริมาณ CAPs มากกวา่ 50 ppm (mg/kg) ซ่ึงเป็นปริมาณจ ากดัท่ีสหภาพยุโรป
แนะน าในอาหารเผด็จดั นอกจากน้ีปริมาณ CAPs ท่ีวิเคราะห์ไดจ้ากต่างยี่ห้อกนัไม่มีความสัมพนัธ์
กบัปริมาณพริกและระดบัความเผด็ท่ีระบุไว ้ดงันั้น MEKC และวิธีการเตรียมตวัอยา่งท่ีพฒันาข้ึนน้ี
จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงของการวิเคราะห์ปริมาณ CAPs เพื่อควบคุมคุณภาพของผลิตภณัฑ์และเป็น
ขอ้มูลความปลอดภยัของผูบ้ริโภคได ้
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Abstract 
 
Capsaicinoids (CAPs) in real samples of chili sauces and chili pastes were determined using 
sample preparation and micellar electrokinetic chromatography (MEKC) developed in our 
previous work. Using paired t-test analysis at the 95 % confidence interval of the mean, non-
significant difference was obtained for the amounts of CAPs in 9 samples of chili sauces 
determined by MEKC and HPLC. The amounts of CAPs were found to be 13-262 ppm in 22 chili 
sauces samples and 41-140 ppm in 5 chili pastes samples. It should be noted that 7 chili sauce 
samples and 4 chili paste samples contain CAPs higher than 50 ppm that is the limit level 
recommended by European Commission.  In addition, the determined CAPs in different brands of 
chili sauces and chili pastes are neither correlated with their chili content nor hot degree labeled 
on each product. Therefore, this developed MEKC method may be used as an alternative method 
for determination of CAPs in chili sauces and chili pastes for quality control and health safety. 
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กติติกรรมประกาศ 
 
 งานวจิยัน้ีส าเร็จลุล่วงดว้ยดี โดยไดรั้บการสนบัสนุน ค าแนะน าและความช่วยเหลือจาก
บุคคลและหน่วยงาน ดงัต่อไปน้ี 
 ขอขอบพระคุณอยา่งยิง่ส าหรับแหล่งเงินทุนสนบัสนุนจาก “โครงการวิจยันวตักรรมเพื่อ
ยกระดบัคุณภาพและความปลอดภยัทางอาหารสู่โครงสร้างเศรษฐกิจใหม่ ปีงบประมาณ 2552” และ
สถานท่ีท าวจิยั และเคร่ืองมือจากภาควชิาเคมี คณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
 ขอขอบคุณลูกศิษยนิ์สิตปริญญาโทและเอก ในกลุ่มวจิยัท่ีมีส่วนช่วยเหลือในผลงานวจิยั 
และรายงานวจิยัฉบบัน้ี 
 สุดทา้ยน้ีขอขอบพระคุณบิดา มารดาและพี่นอ้งทุกคนเป็นอยา่งสูง ท่ีเป็นก าลงัใจตลอดเวลา
ในการท างานวจิยัน้ี 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ง 

สารบัญ 
 

 หนา้ 
บทคดัยอ่ภาษาไทย ก 
Abstract ข 
กิตติกรรมประกาศ ค 
สารบญัรูป จ 
สารบญัตาราง ฉ 
สัญลกัษณ์และค ายอ่ ช 
บทท่ี 1 บทน า 1 
บทท่ี 2 ทฤษฎี 10 
บทท่ี 3 การทดลอง 22 
บทท่ี 4 ผลการทดลองและการวจิารณ์ 28 
บทท่ี 5 สรุปผลการทดลอง 40 
เอกสารอา้งอิง 41 
ภาคผนวก 47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 จ 

สารบัญรูป 
รูปท่ี                 หนา้ 
 

1.1 สูตรโครงสร้างของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน 1 
2.1 ส่วนประกอบอยา่งง่ายของเคร่ือง CE 10 
2.2 Electroosmotic flow (EOF) 13 
2.3 ลกัษณะการไหลของสารและรูปร่างของพีกใน CE 15 
2.4 สารลดแรงตึงผวิและไมเซลล์ 16 
2.5 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของสารในเทคนิค MEKC โดยใชบ้ฟัเฟอร์ภาวะท่ีเป็นเบส 17 
3.1 แผนผงัการเตรียมตวัอยา่ง 27 
4.1 กราฟมาตรฐานส าหรับปริมาณวเิคราะห์ของ a) แคปไซซิน และ b) ไดไฮโดรแคปไซซิน 

ดว้ย MEKC 
30 

4.2 กราฟมาตรฐานส าหรับปริมาณวเิคราะห์ของ a) แคปไซซิน และ b) ไดไฮโดรแคปไซซิน 
ดว้ย HPLC 

30 

4.3 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณท่ีวเิคราะห์ไดข้อง CAP และDCAP ในตวัอยา่งซอส
พริก ระหวา่ง MEKC และ HPLC 

32 

4.4 อิเล็กโทรฟีโรแกรมของตวัอยา่งซอสพริกจริงบางตวัอยา่งท่ีท าการวเิคราะห์ปริมาณ 33 
4.5 ความสัมพนัธ์ของปริมาณ CAPs และปริมาณของพริกในตวัอยา่งซอสพริก 35 
4.6 อิเล็กโทรฟีโรแกรมของตวัอย่างเคร่ืองแกงน ้ าพริกแกงส้ม และแบล็งค์ของเคร่ืองแกง

น ้าพริกแกงส้มท่ีท าการวเิคราะห์ปริมาณ  
37 

4.7 MEKC อิเล็กโทรฟิโรแกรมของเคร่ืองแกงส าเร็จรูปชนิดต่างๆ 38 

 
 
 
 
 
 
 
 



 ฉ 

สารบัญตาราง 
ตาราง           หนา้ 
 
1.1 ขอ้ก าหนดปริมาณแคปไซซินอยดใ์นอาหารประเภทต่างๆ 2 
1.2 มูลค่าการส่งออกของซอสพริกและเคร่ืองแกง 2 
1.3 ชนิดของตวัอยา่งและเทคนิคการเตรียมตวัอยา่งท่ีผา่นมา 5 
3.1 ตวัอยา่งซอสพริกจริงท่ีใชใ้นการศึกษา 25 
3.2 ตวัอยา่งเคร่ืองแกงส าเร็จรูปจริงท่ีใชใ้นการศึกษา 25 
4.1 ปริมาณวเิคราะห์ของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินแต่ละตวัอยา่งซอสพริกใน

MEKC และ HPLC (แต่ละตวัอยา่งท าการฉีดซ ้ า 3 คร้ัง) 
31 

4.2 ปริมาณของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งซอสพริก 34 
4.3 ปริมาณของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งเคร่ืองแกงส าเร็จรูป 38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ช 

สัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

µ ความแตกต่างของค่า  ของสาร 
α selectivity 
 permittivity 
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µ° ความสามารถในการเคล่ือนท่ีทางไฟฟ้าท่ีความแรงของไอออนิกใกลศู้นย ์ (absolute 

electrophoretic mobility) 
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h
r  รัศมีไฮโดรไดนามิกของไอออน (hydrodynamic radius of ion) ซ่ึงเป็นรัศมีของไอออนท่ี

มีโมเลกุลของน ้าลอ้มรอบขณะท่ีไอออนเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้า 
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CAP แคปไซซิน 
CAPs แคปไซซินอยด ์
CE capillary electrophoresis 
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DCAP ไดไฮโดรแคปไซซิน 
EOF electroosmotic flow 

EtOAc เอทิลอะซิเตต (ethyl acetate) 
GC gas chromatography 
HPLC ไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควดิโครมาโทกราฟี (high performance liquid chromatography) 
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LOD ขีดจ ากดัของการตรวจวดั (limit of detection) 
LOQ ขีดจ ากดัของการวเิคราะห์เชิงปริมาณ (limit of qauntitation) 
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ppm  1 ลา้นในลา้นส่วน (part per million) 
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บทที ่ 1 
บทน ำ 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
“พริก” เป็นพืชท่ีมีคุณค่าทางอาหารและยา  มีสี  รสชาติท่ีไม่อาจใชผ้ลผลิตจากพืชอ่ืน ๆ 

ทดแทนได ้ จึงท าใหพ้ริกเป็นพืชผกัท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจชนิดหน่ึง  โดยพริกมีกลุ่มสารท่ี
ส าคญัท่ีท าใหมี้รสเผด็ร้อนและมีกล่ินฉุน คือ แคปไซซินอยด ์ (capsaicinoids, CAPs) โดย
องคป์ระกอบส่วนใหญ่เป็นแคปไซซิน (capsaicin, CAP) และไดไฮโดรแคปไซซิน 
(dihydrocapsaicin, DCAP)  สูตรโครงสร้างดงัรูปท่ี 1 ในอตัราส่วน 1:1 ถึง 1:2 ส่วนสารแคปไซซิ
นอยดอ่ื์นๆ มีในปริมาณนอ้ย สารเหล่าน้ีพบมากท่ีผนงัชั้นในและรกของพริก [บญัญติั: 2527]  แคป
ไซซินเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิระคายเคืองผวิหนงั ช่วยบรรเทาอาการเจบ็ปวดและป้องกนัการอกัเสบ ยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย [มูลนิธิโกมลคีมทอง: 2527] กระตุน้การท างานของกระเพาะ
อาหารให้หลัง่กรดเกลือเพิ่มมากข้ึน ท าใหอ้ตัราการหายใจ การเตน้ของชีพจรและความดนัโลหิต
เพิ่มข้ึน ท าใหร้ะดบัน ้าตาลกลูโคสในเลือดลดลงได ้ แต่พบวา่พริกท าใหเ้กิดเน้ืองอกในตบัไดด้ว้ย 
[นิจศิริ: 2534]     
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รูปที ่1.1 สูตรโครงสร้างของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน 
 

ไดมี้รายงานวา่คนอินเดีย ไทยและเมก็ซิกนั นิยมบริโภคอาหารรสเผด็ คิดเป็นแคปไซซิน 25 
ถึง 200 mg/คน/วนั ในขณะท่ีคนอเมริกาและในยโุรปบริโภคอาหารรสเผด็ คิดเป็นแคปไซซิน 
ประมาณ 1.5 mg/คน/วนั เม่ือเร็วๆ น้ี สหภาพยุโรป (European Commission) ไดร้ายงานความ
คิดเห็นของคณะกรรมการวทิยาศาสตร์ทางอาหารเก่ียวกบัแคปไซซิน [Opinion of the Scientific 
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Committee on Food on Capsaicin] โดยมีสาระท่ีส าคญัวา่คนอินเดียและเมก็ซิกนัท่ีบริโภคอาหารรส
เผด็จดัมากมีความสัมพนัธ์และความเส่ียงของการเป็นโรคมะเร็งกระเพาะสูง ในขณะท่ีคนยโุรปท่ี
บริโภคอาหารรสเผด็ในระดบัปกติ (1.5 mg/คน/วนั) ไม่พบวา่มีความเส่ียงของโรคมะเร็งกระเพาะ 
แมว้า่ท่ีประชุมยงัไม่ไดมี้มติออกกฎควบคุมอาหารรสเผด็อยา่งชดัเจน แต่เพื่อความปลอดภยั 
คณะกรรมการให้ความเห็นของขอ้จ ากดัของแคปไซซินอยด ์ ซ่ึงคิดเป็นแคปไซซินในอาหารรสเผด็
ดงัตารางท่ี 1.1 [http://europa.eu.int./comm/food/fs/sc/scf/index_en.html] 

อาหารไทยส่วนใหญ่มีพริกเป็นส่วนประกอบ รวมทั้งเป็นองคป์ระกอบในเคร่ืองปรุงรส 
เช่น ซอสพริกและเคร่ืองแกงส าเร็จรูปต่างๆ จากขอ้มูลของสถาบนัอาหารรายงานวา่ในปี 2547 
จนถึง 2552 มีมูลค่าการส่งออกรวมของซอสพริกและเคร่ืองแกงเป็นมูลค่าหลายพนัลา้นบาท แสดง
ดงัตารางท่ี 1.2 [http://www2.ops3.moc.go.th/menucomth]  

 
ตำรำงที ่1.1 ขอ้ก าหนดปริมาณแคปไซซินอยดใ์นอาหารประเภทต่างๆ 

ประเภทอำหำร ปริมำณแคปไซซินอยด์ไม่เกนิ (ppm) 

อาหารและเคร่ืองด่ืมทัว่ไป 5 
อาหารรสเผด็ 10 
Ketchup 20 
Tabasaco, Harrissa, Hot pimento oil  
หรืออาหารอ่ืนในรูปแบบคลา้ยๆ กนั 

50 

 

ตำรำงที ่1.2 มูลค่าการส่งออกของซอสพริกและเคร่ืองแกง 

ปี 2547 2548 2549 2550 
2551 

 
2552 

(ม.ค.-ต.ค.) 
มูลค่า (พนัลา้นบาท) 1.57 1.83 1.94 1.74 2.06 1.79 
 

จากนโยบายรัฐบาลในปี 2547 ท่ีสนบัสนุนโครงการครัวไทยสู่ครัวโลก ท าใหมู้ลค่าการ
ส่งออกของผลิตภณัฑเ์คร่ืองปรุงรสและสมุนไพร เพิ่มข้ึนร้อยละ 20.1 โดยตลาดท่ีส าคญัของไทย 
ไดแ้ก่ ยโุรป อเมริกา ญ่ีปุ่น ออสเตรเลียและประเทศอ่ืนๆ เคร่ืองแกงส าเร็จรูปเป็นลกัษณะเฉพาะของ
อาหารไทย จึงจดัไดว้า่ประเทศไทยตอ้งแข่งขนักบัตวัเองในดา้นคุณภาพและความปลอดภยัของ
เคร่ืองแกงส าเร็จรูป ในโลกของเศรษฐกิจยคุใหม่จ  าเป็นตอ้งตระหนกัถึงขอ้ก าหนดขององคป์ระกอบ
ของสารต่างๆ ในอาหาร แมว้า่ในปัจจุบนัยงัไม่มีขอ้ก าหนดของการติดฉลากระบุปริมาณแคปไซซิ
นอยดใ์นอาหาร แต่มีแนวโนม้วา่องคก์ารอาหารและยาของอเมริกาและยโุรปจะมีขอ้ก าหนดดงักล่าว
เพื่อความปลอดภยัและสุขอนามยัของประชาชน ดงันั้นการพฒันาวธีิการแยกและตรวจวเิคราะห์หา
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ปริมาณแคปไซซินอยด์ โดยเฉพาะอยา่งยิง่แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในผลิตภณัฑพ์ริก
และอาหารรสเผด็เป็นส่ิงท่ีจ  าเป็น แมว้า่จะมีวธีิมาตรฐานของการวิเคราะห์สารดงักล่าวในพริกและ
ส่วนสกดัของพริก แต่วธีิการแยกและวเิคราะห์รวมทั้งวธีิการเตรียมตวัอยา่งท่ีรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพเป็นส่ิงท่ีจ  าเป็น โดยเฉพาะอาหารประเภทแกงต่างๆ ของไทยหรืออาหารไทยอ่ืนๆ ซ่ึง
จดัวา่เป็นตวัอยา่งท่ีมีความซบัซอ้นมากกวา่ส่วนสกดัของพริก และประเทศไทยน่าจะเป็นผูริ้เร่ิม
พฒันาวธีิการวิเคราะห์สารเหล่าน้ีในอาหาร หากมีการก าหนดการติดฉลากระบุปริมาณแคปไซซิน
ในอาหารดงักล่าว และประเทศไทยยงัไม่มีวธีิมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ จะท าใหสู้ญเสีย
รายไดส่้งออกหลายร้อยลา้นบาทได ้ มีผลกระทบกบัการส่งออก ผูผ้ลิตอาหารรสเผด็และเกษตรกรท่ี
ปลูกพริกได ้ ดงันั้นในงานวจิยัน้ีจึงสนใจท่ีจะพฒันาวธีิเตรียมตวัอยา่ง วธีิการแยกและวเิคราะห์
ปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในพริก ส่วนสกดัพริก ผลิตภณัฑพ์ริก (เช่น เคร่ืองแกง
และเคร่ืองปรุงต่างๆ) อาหารเสริมท่ีมีพริกเป็นองคป์ระกอบ และอาหารรสเผด็ต่างๆ (เช่น แกง ผดั
พริกและตม้ย  า) 

ปัจจุบนัเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควดิโครมาโทกราฟี (high–performance liquid 
chromatography, HPLC) ใชส้ าหรับวเิคราะห์แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในพริกและส่วน
สกดัของพริก แต่จะมีวธีิการเตรียมตวัอยา่งท่ียุง่ยาก ท่ีตอ้งการขั้นตอน solid phase extraction (SPE) 
เพื่อก าจดัเมทริกซ์ท่ีอาจติดคา้งในคอลมัน์ หรือรบกวนการวเิคราะห์สารตวัอยา่ง จึงมีแนวความคิดท่ี
จะพฒันาเทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิส (capillary electrophoresis, CE) ส าหรับวเิคราะห์แคป
ไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินแบบท่ีไม่ตอ้งผา่นการเตรียมตวัอยา่งท่ียุง่ยาก เปรียบเทียบกบัแบบท่ี
ตอ้งผา่นการเตรียมตวัอยา่งดว้ย SPE และเปรียบเทียบกบัเทคนิค HPLC ซ่ึง CE จดัเป็นเทคนิคการ
แยกสารแบบใหม่ ท่ีมีประสิทธิภาพของการแยกสารท่ีดี วเิคราะห์ไดร้วดเร็ว ใชส้ารเคมีในปริมาณ
นอ้ยเม่ือเปรียบเทียบกบั HPLC และ CE ไม่เส่ียงต่อการท่ีสารติดคา้งในคอลมัน์ 
 
1.2 กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ทีเ่กีย่วข้อง 
  จากงานวจิยัท่ีผา่นมา   เทคนิคท่ีใชใ้นการแยกและวเิคราะห์หาปริมาณแคปไซซินและได
ไฮโดรแคปไซซิน ดงัตารางท่ี 1.3 ไดแ้ก่ ทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (thin-layer chromatography, 
TLC), แก๊สโครมาโทกราฟี (gas chromatography, GC), ซุปเปอร์คริติคลัฟลูอิดโครมาโทกราฟี 
(supercritical fluid chromatography, SFC), HPLC, โวแทมเมทรี (Voltammetry) และ CE 

 การวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค TLC ท าไดโ้ดยการ bromination สารท่ีจะวเิคราะห์ก่อน [Todd    
et al.: 1975, Suzuki et al.: 1980, Perucka and Oleszek: 2000] เพื่อใหเ้กิดการแยกของสารต่างๆ แต่
อยา่งไรก็ตามประสิทธิภาพการแยกไม่ค่อยดีนกัและใชร้ะยะเวลานาน ส่วนเทคนิค GC นั้นเน่ืองจาก
แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินเป็นสารท่ีกลายเป็นไอไดย้าก จึงตอ้งมีการเตรียมใหอ้ยูใ่นรูป
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อนุพนัธ์ของสารท่ีกลายเป็นไอไดง่้าย เช่น อนุพนัธ์เมทิลเอสเทอร์ [Jurenitsch and Kampelmuhler: 
1980, Hawer et al.: 1994, Thomas et al.: 1998, Spicer and Almirall: 2005, Pino et al.: 2007]  
 เทคนิคท่ีใชท้ัว่ไปในการแยกและวเิคราะห์หาปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน 
คือ เทคนิค HPLC ซ่ึงส่วนใหญ่จะใชค้อลมัน์เป็น reversed phase-HPLC โดยมีเฟสเคล่ือนท่ีเป็น
สารละลายผสม ไดแ้ก่ เมทานอล:น ้า [Sticher et al.: 1978, LopezHernandez et al.: 1996] น ้า:อะซิโต
ไนไทรล:์กรดฟอสฟอริก [James and Bradley: 2000], น ้า:อะซิโตไนไทรล ์ [Yao et al.: 1994], 
potassium dihydrogenphosphate:อะซิโตไนไทรล ์ [Teruo et  al.: 1985], เมทานอล:น ้า:อะซิโตไน
ไทรล:์กรดอะซีติก [Kaale et  al.: 2002] และมีการเปล่ียนสารใหอ้ยูใ่นรูปสารเชิงซ้อนกบัซิลเวอร์ 

[Jurenitsch and Leinmuller: 1980, Constant et al.: 1995] ส่วนเคร่ืองตรวจวดัท่ีใชไ้ดแ้ก่ เคร่ือง
ตรวจวดัแบบ UV [Sticher et al.: 1978, LopezHernandez et al.: 1996, James and Bradley: 2000, 
Yao et al.: 1994 , Jurenitsch and Leinmuller:1980, Constant et al.:1995, Kaale et  al.: 2002 ], 
electrochemical  [Teruo et  al.: 1985] และ fluorescence [Tucker.: 2001] เป็นตน้  

ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินดว้ยเทคนิค CE ท่ีผา่น
มานั้นไดมี้รายงานโดยการใชเ้ทคนิค CE แบบ micellar electrokinetic chromatography (MEKC) 
[Laskaridou-Monnerville: 1999] ซ่ึงมีการเติมสารลดแรงตึงผวิเป็น sodium dodecyl sulfate (SDS) 
ท าหนา้ท่ีเป็น pseudo-stationary phase และสารละลายอิเล็กโทรไลต ์ (background electrolyte, 
BGE) เป็นสารละลายผสมระหวา่ง sodium tetraborate และ sodium dihydrogenphosphate ท่ี pH 9.0 
ท่ีประกอบดว้ยตวัท าละลายอินทรียเ์ป็นเมทานอล โดยใชเ้คร่ืองตรวจวดัแบบ UV โดยประยกุต์
ส าหรับวเิคราะห์ตวัอยา่งพริก  

งานวจิยัท่ีผา่นมานั้นเก่ียวขอ้งกบัการวเิคราะห์หาปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซ
ซินในตวัอยา่งพริก (ทั้งพริกสดและพริกแหง้) ส่วนสกดัพริก (capsicum oleoresin) รวมทั้ง
ผลิตภณัฑท่ี์มีพริกเป็นส่วนประกอบ เช่น สเปรยพ์ริก ยานวด ซอสพริก อาหารท่ีมีพริกเป็น
ส่วนประกอบ เป็นตน้  

ในการวเิคราะห์ตวัอยา่งแต่ละชนิดท่ีผา่นมานั้นจะตอ้งผา่นขั้นตอนหรือวธีิการเตรียม
ตวัอยา่ง ไดแ้ก่  ultrasound-assisted extraction, microwave-assisted extraction, supercritical fluid 
extraction (SFE), pressurized liquid extraction, magnetic stirring, SPE, solid-phase 
microextraction (SPME), soxhlet extraction และสกดัดว้ยตวัท าละลาย (solvent extraction หรือ 
liquid phase extraction)  
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ตำรำงที ่1.3 ชนิดของตวัอยา่งและเทคนิคการเตรียมตวัอยา่งท่ีผา่นมา 
ตวัอย่ำง วธีิวเิครำะห์ เทคนิคกำรเตรียมตวัอย่ำง เอกสำรอ้ำงองิ 

พริกสด HPLC,  
LC-MS 

สกดัดว้ยตวัท าละลายอะซิโตน Schweiggert et. al.: 2006a, 
Sato et. al.: 1999 

 CE SPE ดว้ยเมทานอล Laskaridou-Monnerville: 
1999 

 TLC สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทิลอะซิเตต Suzuki et. al.: 1980 
 HPLC SFE  ดว้ย carbon dioxide Yao et. al.: 1994 
 HPLC SFE  ดว้ย carbon dioxide Uquiche et. al.: 2004 

 HPLC สกดัดว้ยตวัท าละลายดว้ย diethyl ether Topuz and Ozdemir: 2007 
 HPLC, TLC สกดัดว้ยตวัท าละลาย 

อะซิโตน: petroleum ether 
Perucka and Oleszek: 2000 

 GC, GC/MS สกดัดว้ยตวัท าละลายอะซิโตไนไทรล ์ Pino et. al.: 2007 
 GC สกดัดว้ยตวัท าละลายอะซิโตน Cisneros-Pineda et. al.: 2007 
 HPLC pressurized liquid extraction ดว้ยเมทานอล Barbero et. al.: 2006b,  

Barbero et. al.: 2008a 
 HPLC microwave-assisted extraction เอทานอล Barbero et. al.: 2006a 

 HPLC SPE  ดว้ยเมทานอล Thompson et. al.: 2006 
 HPLC SFE ดว้ย n-hexane Duarte et. al.: 2004 

พริกแหง้ HPLC สกดัดว้ยตวัท าละลายอะซิโตน Weaver et. al.: 1984 
 HPLC สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล Weaver and Awde: 1986, 

Batchelor and Jones: 2000 
พริก HPLC ultrasound-assisted extraction  

ดว้ยเมทานอล 
Barbero et. al.: 2008b 

 GC magnetic stirring ดว้ยอะซิโตน Thomas et. al.: 1998 
 HPLC magnetic stirring ดว้ยเอทานอล Davis et. al.: 2007 
พริกและส่วน
สกดัพริก 

HPLC SPE ดว้ยอะซิโตไนไทรล ์และ เฮกเซน Attuquayefio and Buckle: 
1987 

ส่วนสกดัพริก HPLC สกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอล และ  
SPE ดว้ยเฮกเซน 

Cooper et. al.: 1991 

 HPLC สกดัดว้ยตวัท าละลาย diethyl ether Wei and Zhao: 2008 
สเปรยพ์ริก LC-MS,  

LC-MS-MS 
SPME ดว้ยเมทานอล Reilly et. al.: 2001 

 GC/MS SPME ดว้ยเอทิลอะซิเตต Spicer and Almirall: 2005 
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พริก ซอสพริก 
และอาหารเผด็ 

HPLC,  
LC-MS 

สกดัดว้ยตวัท าละลายเมทานอล Kozukue et. al.: 2005 

ซอสพริก HPLC สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล Batchelor and Jones: 2000 
 voltammetry สกดัดว้ยตวัท าละลายเอทานอล Kachoosangi et. al.: 2008 
ยานวด LC สกดัดว้ยตวัท าละลายเฮกเซน  Kaale et. al.: 2002 
 

จะเห็นวา่การวเิคราะห์หาปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งส่วนใหญ่
ท่ีมกัจะวเิคราะห์กบัตวัอยา่งพริกไม่วา่จะเป็นพริกสด หรือพริกแหง้ อีกทั้งวธีิการเตรียมตวัอยา่งส่วน
ใหญ่ก็มกัจะใชว้ธีิการสกดัดว้ยตวัท าละลาย ซ่ึงตวัท าละลายท่ีใชก้นัไดแ้ก่ เอทานอล [Kachoosangi 
et. al.: 2008, Batchelor and Jones: 2000], เมทานอล [Cooper et. al.: 1991, Laskaridou-
Monnerville: 1999,  Kozukue et. al.: 2005], เมทานอล:น ้า [Kaale et. al.: 2002] อะซิโตน [Weaver 
et. al.: 1984, Weaver and Awde: 1986, Sato et. al.: 1999, Cisneros-Pineda et. al.: 2007], อะซิโตน:
ปิโตเลียมอีเทอร์ [Perucka and Oleszek: 2000], เฮกเซน [Kaale et. al.: 2002] เอทิลอะซิเตต [Suzuki 
et. al.: 1980, Schweiggert et. al.: 2006b], ไดเอทิลอีเทอร์ [Wei and Zhao: 2008], อะซิโตไนไทรล ์
[Attuquayefio and Buckle: 1987, Topuz and Ozdemir: 2007, Pino et. al.: 2007] แต่อยา่งไรก็ตาม
วธีิน้ียงัอาจตอ้งการขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งแบบ SPE แลว้น าไปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC 
[Attuquayefio and Buckle: 1987, Cooper et. al.: 1991] หรือน าไปผา่นขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่ง
แบบ SPE ก่อนการวเิคราะห์ดว้ย CE [Laskaridou-Monnerville: 1999] ซ่ึงยงัไม่เขา้ใจเหตุผลท่ี
ชดัเจน อาจเป็นไปไดว้า่ภาวะของ CE ท่ีเลือกใชไ้ม่เหมาะสมต่อการแยกสารท่ีสนใจออกจาก       
เมทริกซ์ตวัอยา่ง หรือการตกตะกอนของเมทริกซ์เน่ืองจากความไม่เหมาะสมของตวัท าละลาย
อินทรียท่ี์ใช ้ 

จากการสืบคน้ขอ้มูลพบวา่การวเิคราะห์หาปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินใน
ตวัอยา่งซอสพริกมีการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC [Batchelor and Jones: 2000, Kozukue et. al.: 
2005] และเทคนิคโวแทมเมทรี [Kachoosangi et. al.: 2008] ในขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งนั้นจะท า
การสกดัดว้ยตวัท าละลายก่อน ยกตวัอยา่งเช่น สกดัตวัอยา่งซอสดว้ยเอทานอล จากนั้นน าไปตม้และ
กวนเป็นเวลา 30 นาที แลว้ปล่อยทิ้งไวใ้หเ้ยน็ [Batchelor and Jones: 2000] อีกผลงานวจิยัหน่ึงไดท้  า
การสกดัซอสพริกดว้ยเอทานอลเช่นกนั จากนั้นน าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที แลว้กวนอีก 2 
ชัว่โมง แลว้น าไป centrifuge เป็นเวลา 20 นาที [Kachoosangi et. al.: 2008] ซ่ึงวธีิการสกดัแบบแรก
เพิ่มประสิทธิภาพในการสกดัดว้ยการใหค้วามร้อนโดยตรง [Batchelor and Jones: 2000] ส่วนอีกวธีิ
หน่ึงท่ีสกดัท่ีอุณหภูมิหอ้งแต่ก็ใชเ้วลานาน [Kachoosangi et. al.: 2008] ส่วนผลงานวจิยัของ 
Kozukue et. al. (2005) ไดใ้ชเ้มทานอลในการสกดัซอสพริก จากนั้นน าไป sonicate เป็นเวลา 20 
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นาที แลว้ centrifuge ท่ีอุณหภูมิ 1 oC เป็นเวลา 10 นาที แมว้า่วธีิการวเิคราะห์ปริมาณดว้ยเคร่ืองมือ
ทางโวแทมเมทรีจดัวา่ใหผ้ลการวเิคราะห์ท่ีรวดเร็ว แต่ตอ้งผา่นขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งท่ีใช้
เวลานานถึง 2.5 ชัว่โมง [Kachoosangi et. al.: 2008] ซ่ึงนานกวา่การแยกและการวิเคราะห์ดว้ย
เคร่ืองมือ HPLC และ CE ถึงอยา่งไรก็ตามการใชเ้อทานอลเป็นตวัท าละลายในการสกดัก็ยงัมีขอ้ดอ้ย
อยูคื่อ ตอ้งใชต้วัท าละลายอินทรียใ์นปริมาณมาก อีกทั้งเอทานอลยงัมีราคาแพงเม่ือเทียบกบัตวัท า
ละลายอินทรียช์นิดอ่ืนท่ีใชใ้นการสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรียท์ัว่ๆไป นอกจากน้ีเมทานอลและเอ
ทานอลเป็นตวัท าละลายท่ีสามารถละลายน ้าได ้ และซอสพริกมีน ้าเป็นส่วนประกอบประมาณ 50% 
น ้าอาจมีผลท าใหป้ระสิทธิภาพในการสกดัลดลง ดงันั้นงานวจิยัก่อนหนา้น้ีจึงใชเ้วลาในการสกดั
นานหรือเพิ่มความร้อนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการสกดั นอกจากน้ีปริมาตรของส่วนสกดัจะเป็น
ปริมาตรรวมของตวัท าละลายท่ีละลายน ้าไดร้วมกบัปริมาตรของน ้า ดงันั้นปริมาตรของส่วนสกดัจะ
เพิ่มข้ึนตามปริมาตรของน ้า หากน าส่วนสกดัไปวเิคราะห์โดยตรง ความเขม้ขน้ของสารในส่วนสกดั
จะนอ้ยกวา่ความเป็นจริง เม่ือค านวณเป็นปริมาณสารในตวัอยา่งซอสพริก ค่าท่ีไดจ้ะนอ้ยกวา่ความ
เป็นจริงเช่นกนั ดงันั้นการเตรียมตวัอยา่งส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดร
แคปไซซินหรือแคปไซซินอยดค์วรจะท าใหถู้กตอ้งและเป็นท่ียอมรับ 
 
1.3 ทฤษฎ ีสมมุติฐำน หรือกรอบแนวคิดของโครงกำรวจัิย 

โครงการวจิยัน้ีในปีท่ี 1 และ 2ไดท้  าการพฒันาเทคนิค CE ส าหรับแยกและวเิคราะห์แคปไซ
ซินและไดไฮโดรแคปไซซิน และเปรียบเทียบ CE และ HPLC ส าหรับปริมาณวิเคราะห์ของแคปไซ
ซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งส่วนสกดัพริก และท าการพฒันาวธีิการเตรียมตวัอยา่ง
ส าหรับปริมาณวเิคราะห์แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งซอสพริก ส่วนในปีท่ี 3 น้ี
จะเป็นการประยกุตใ์ชก้บัตวัอยา่งซอสพริกเพิ่มเติมจากปีท่ี 2 และตวัอยา่งเคร่ืองแกงส าเร็จรูป  
 จากรายงานวจิยัท่ีผา่นมาในปีท่ี 1 ไดพ้ฒันาไมเซลลาร์อิเล็กโทรไคเนทิกโครมาโทกราฟี 
(MEKC) เป็นวธีิส าหรับปริมาณวเิคราะห์ของแคปไซซิน (CAP) และไดไฮโดรแคปไซซิน (DCAP) 
เม่ือน าไปประยกุตก์บัตวัอยา่งท่ีเป็นส่วนสกดัพริก พบวา่ปริมาณรวมของ CAP และ DCAP ท่ี
วเิคราะห์ไดมี้ค่าใกลเ้คียงกบัท่ีรายงานดว้ยไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควดิโครมาโทกราฟี โดยท่ี MEKC ท่ี
พฒันาข้ึนมีขอ้ดี คือ มีความเท่ียงและความแม่นสูง และไม่จ  าเป็นตอ้งมีขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งท่ี
ยุง่ยาก ยกเวน้การเจือจางและการกรอง 

จากงานวจิยัในปีท่ี 2 เป็นการประยกุตก์บัตวัอยา่งท่ีเป็นซอสพริก โดยท่ีส่วนประกอบหลกั
ในซอสพริก ไดแ้ก่ กระเทียม น ้าตาล เกลือ น ้าส้มสายชู (กรดแอซิติกและน ้า) น ้า พริก ซ่ึงส่วนใหญ่
เป็นน ้าประมาณ 20-50 เปอร์เซ็นต ์ (คิดจากน ้า+น ้าส้มสายชู) เพื่อความปลอดภยัทางอาหาร สหภาพ
ยโุรป (European Commission) แนะน าวา่ในซอสพริกควรมีแคปไซซินอยด ์(CAPs) ไม่เกิน 50 ppm 
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(mg/kg) โดยในปีท่ี 2 ไดพ้ฒันาวธีิการเตรียมตวัอยา่งซอสพริกส าหรับปริมาณวิเคราะห์ CAPs ใน
ตวัอยา่งซอสพริก 8 ตวัอยา่ง คือท าการสกดัตวัอยา่งซอสพริก 2.5 กรัม ดว้ย EtOAc 10 ml แบบเติม
เกลือ (anhydrous MgSO4 1.0 กรัม และ NaCl 0.25 กรัม) และท าการสกดั 1 คร้ัง จากนั้นท าการ
วเิคราะห์ปริมาณ CAPs ดว้ย MEKC ท่ีไดพ้ฒันาข้ึนในปีท่ี 1 ซ่ึงวธีิการเตรียมตวัอยา่งท่ีไดพ้ฒันาข้ึน
น้ีมีขั้นตอนท่ีไม่ยุง่ยาก ใชป้ริมาณตวัอยา่งและปริมาณตวัท าละลายอินทรียใ์นปริมาณนอ้ย และใช้
เวลาในการเตรียมตวัอยา่งนอ้ย  

ดงันั้นเทคนิค CE แบบ MEKC น่าจะเป็นอีกทางเลือกหน่ึงของการวเิคราะห์หาปริมาณแคป
ไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งซอสพริก และอาหารรสเผด็ ซ่ึงคาดวา่ตวัอยา่งต่างๆ กนั 
จะมีปริมาณของสารดงักล่าวแตกต่างกนัและหากมีการระบุหรือติดฉลากปริมาณของสารในตวัอยา่ง
ดงักล่าวจะเป็นประโยชน์กบัผูผ้ลิตอาหารและผูบ้ริโภค 
 
1.4 วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย 

1) พฒันาเทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิสส าหรับแยกและวเิคราะห์แคปไซซินและได
ไฮโดรแคปไซซิน 

2) เปรียบเทียบคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิสและไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควดิโครมาโทกราฟี
ส าหรับปริมาณวเิคราะห์ของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน 

3) พฒันาวธีิการเตรียมตวัอยา่งส าหรับปริมาณวเิคราะห์แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซ
ซินในผลิตภณัฑพ์ริกและอาหารรสเผด็ 

4) ประยกุตเ์ทคนิคท่ีพฒันาข้ึนส าหรับวเิคราะห์และเปรียบเทียบปริมาณแคปไซซินและได
ไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งผลิตภณัฑพ์ริกและอาหารรสเผด็ต่างๆ 

ส าหรับงานวจิยัปีท่ี 3 ในรายงานน้ี ตามวตัถุประสงคท่ี์ 4) ส่วนวตัถุประสงคท่ี์ 1), 2) และ 3) 
ไดท้  าส าเร็จแลว้ในปีท่ี 1 และ 2 

 
1.5 ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 

งานวจิยัน้ีแบ่งเป็น 3 ขั้นตอน ขั้นตอนแรก (ท่ีผา่นมาในปีท่ี 1) เป็นการพฒันาเทคนิค CE 
ส าหรับการแยกและวเิคราะห์แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน โดยใช ้ CE แบบ MEKC และ 
microemulsion electrokinetic chromatography (MEEKC) โดยเป็นการหาภาวะของ MEKC และ 
MEEKC ในการแยกและวเิคราะห์สารมาตรฐานและส่วนสกดัพริก การตรวจสอบความถูกตอ้งของ
วธีิการ (validation of method) การเปรียบเทียบปริมาณวเิคราะห์ของ MEKC, MEEKC และ HPLC  
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ขั้นตอนท่ี 2 (ปีท่ี 2 ท่ีผา่นมา) เป็นการศึกษาและหาวธีิการท่ีเหมาะสมส าหรับการเตรียม
ตวัอยา่งส าหรับปริมาณวิเคราะห์แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน โดยประกอบดว้ยการสกดั
ดว้ยตวัท าละลาย (organic extraction) และ SPE โดยเป็นการหาตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดั
และการชะใน SPE ตวัอยา่งท่ีใชไ้ดแ้ก่ พริก ผลิตภณัฑพ์ริก (เคร่ืองแกงและเคร่ืองปรุงต่างๆ) อาหาร
เสริม อาหารรสเผด็ (แกงผดัพริกและตม้ย  า เป็นตน้) เปรียบเทียบการวเิคราะห์ตวัอยา่งแบบท่ีผา่น
และไม่ผา่น SPE 

ขั้นตอนท่ี 3 (ปีท่ี 3 ในรายงานน้ี) ส ารวจ วเิคราะห์และเปรียบเทียบปริมาณแคปไซซินและ
ไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งของผลิตภณัฑพ์ริกและอาหารรสเผด็ และจดักลุ่มของอาหารโดยใช้
หลกัเกณฑข์อง European Commission  
 
1.6 ผลทีค่ำดว่ำจะได้รับ  

ไดว้ธีิการของคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิสส าหรับปริมาณวิเคราะห์ของแคปไซซินและได
ไฮโดรแคปไซซินในซอสพริกและเคร่ืองแกงส าเร็จรูป เพื่อท่ีจะน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปใชใ้นการอา้งอิง
ปริมาณของสารทั้งสองในผลิตภณัฑพ์ริกและอาหารรสเผด็ต่างๆ รวมถึงการน าไปใชเ้ป็นวธีิการ
ตรวจสอบคุณภาพของผลิตภณัฑไ์ด ้
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บทที ่2 
ทฤษฎ ี

 
2.1 คะพลิลำรีอเิลก็โทรฟอริซิส (Capillary Electrophoresis, CE) 

คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิส (capillary electrophoresis, CE) เป็นเทคนิคท่ีมีการแยกสาร
ภายใตอิ้ทธิพลของสนามไฟฟ้าในหลอดคะพิลลารีท่ีบรรจุสารละลายอิเล็กโทรไลต ์หลกัการแยก
สารอาศยัความแตกต่างของความสามารถในการเคล่ือนท่ีทางไฟฟ้า (electrophoretic mobility, µ) 
ซ่ึงข้ึนอยูก่บัความแตกต่างของอตัราส่วนของค่าประจุต่อขนาดของไอออน 
 
2.2 ส่วนประกอบของเคร่ือง CE 

 
 

รูปที ่2.1 ส่วนประกอบอยา่งง่ายของเคร่ือง CE: ดดัแปลงจาก [Weinberger: 2000] 
 
     1) คะพลิลำรี (capillary)  

คะพิลลารีท่ีใชท้ัว่ไปในปัจจุบนัเป็น fused silica capillary ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางภายใน 
10 ถึง 200 µm (ท่ีนิยมใชท้ัว่ไป 50 และ 75 µm) และยาวประมาณ 20 ถึง 100 cm (นิยมใช ้30 ถึง 60 
cm) ภายนอกของคะพิลลารีเคลือบดว้ยพอลิเอไมด์เพื่อป้องกนัการแตกหกัของคะพิลลารี และลอก
พอลิเอไมด์ออกเฉพาะตรงบริเวณตรวจวดัในกรณีท่ีใชเ้คร่ืองตรวจวดัประเภทแสง เช่น ยวู-ีวสิิเบิล 
(UV-visible) หรือ ฟลูออเรสเซนซ์ (Fluorescence)  

High Voltage 
Power supply 

Sample Vial 

Detector 
Capillary 

BGE Vial BGE Vial 

Electrode Electrode 
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2) เคร่ืองก ำเนิดศักย์ไฟฟ้ำ (voltage supply)  
เคร่ืองก าเนิดศกัยไ์ฟฟ้ากระแสตรงท่ีใหค้วามต่างศกัย ์ -30 ถึง +30 kV ในการแยกสารส่วน

ใหญ่นิยมใชค้วามต่างศกัยค์งท่ี อาจใหศ้กัยไ์ฟฟ้าเป็นบวก โดยดา้นเคร่ืองตรวจวดัหรือดา้นปลาย 
(outlet) เป็นขั้วลบ (แคโทด) และดา้นท่ีฉีดสาร (inlet)    เป็นขั้วบวก (แอโนด) ลกัษณะน้ีเรียกวา่ การ
ใชศ้กัยไ์ฟฟ้าแบบปกติ (normal polarity of applied voltage) หรือการใชศ้กัยไ์ฟฟ้าแบบกลบัขั้ว 
(reverse polarity of applied voltage) โดยใหด้า้นปลายเป็นขั้วบวก (ศกัยไ์ฟฟ้าเป็นลบ)  
      3) ขั้วไฟฟ้ำ (electrode)  

ขั้วไฟฟ้าท่ีใชส่้วนใหญ่เป็นโลหะแพลทินมั 
 4) สำรละลำยอเิลก็โทรไลต์ (background electrolyte, BGE)  
ส่วนใหญ่เป็นบฟัเฟอร์ เช่น ฟอสเฟต อะซิเตต หรือ บอเรต เป็นตน้ ซ่ึง BGE อาจ

ประกอบดว้ยสารเติมแต่ง เช่น ตวัท าละลายอินทรีย ์เป็นตน้ โดย BGE จะบรรจุอยูใ่น vial ท่ีมีปลาย
ทั้งสองขา้งของคะพิลลารีจุ่มอยู ่
    5)  เคร่ืองตรวจวดั (detector) 

 ในงานวจิยัน้ีใชเ้คร่ืองตรวจวดัเป็น UV-visible และท าการตรวจวดัสารบนคอลมัน์ 
     6) ระบบกำรบรรจุสำรตัวอย่ำง (sample injection)  

ระบบการบรรจุสารอาจใหศ้กัยไ์ฟฟ้า (electrokinetic injection) หรือให้ความดนั (pressure 
injection) ซ่ึงในงานวจิยัน้ีจะใชค้วามดนัในการบรรจุสาร ท าไดโ้ดยอดัความดนั (ใชแ้ก๊สไนโตรเจน
หรือเคร่ืองอดัความดนัอตัโนมติั) เขา้ไปในภาชนะท่ีบรรจุสารตวัอยา่งเป็นระยะเวลาหน่ึง (injection 
time, tinj) เพื่อบรรจุสารละลายเขา้ไปในคะพิลลารี 
                               
2.3 ควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำ (electrophoretic mobility, µ) 
 ความสามารถในการเคล่ือนท่ีทางไฟฟ้า (electrophoretic mobility หรือ mobility, µ) มี
หน่วยสากลเป็น m2V-1s-1 นิยามเป็นความเร็วในการเคล่ือนท่ีทางไฟฟ้าของสาร (electrophoretic 
velocity, νep) ภายใตค้วามเขม้ของสนามไฟฟ้า (electric field strength, E) 1 V m-1 และมี
ความสัมพนัธ์กบัตวัแปรต่าง ๆ   ดงัสมการท่ี 2.1 [Kuhr: 1993]     

 

h

ep

η6π
μ

r
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E

v


                       (2.1) 
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 z    คือ ค่าประจุของสาร 

 e    คือ ค่าประจุของอิเล็กตรอน (1.6 × 10-19 คูลอมบ)์ 

 η   คือ ความหนืดของสารละลาย  
  rh   คือ รัศมีไฮโดรไดนามิกของไอออน (hydrodynamic radius of ion) ซ่ึงเป็นรัศมีของ  
                         ไอออนท่ีมีโมเลกุลของน ้าลอ้มรอบขณะท่ีไอออนเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟ้า  

 
ท่ีอุณหภูมิ 25 °C และสารละลายอิเล็กโทรไลตเ์จือจางมากๆ หรือท่ีความแรงไอออนิก 

(ionic strength, I, หน่วย mol kg-1 หรือ mol l-1) ของสารละลายอิเล็กโทรไลตมี์ค่าใกลศู้นย ์         
เรียกความสามารถในการเคล่ือนท่ีทางไฟฟ้าน้ีวา่ ความสามารถในการเคล่ือนท่ีสัมบูรณ์ (absolute 
electrophoretic mobility, µ°) ซ่ึงเป็นค่าเฉพาะของสารหน่ึงๆ  

ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่า µ ไดแ้ก่ [Kenndler: 1998] 

1) ผลของความแรงไอออนิก (ionic strength) โดยเม่ือเพิ่มความแรงไอออนิกของ BGE ท า
ใหเ้คาน์เตอร์ไอออนมาลอ้มรอบไอออนของสารตวัอยา่งมากข้ึน ท าให ้ effective charge (z) ลดลง 
และมี rh เพิ่มข้ึน (โดย rh จะเป็นผลรวมของไอออนของสารตวัอยา่งและเคาน์เตอร์ไอออน (counter 
ion) ดงันั้นค่า µ จึงลดลง 

2) ผลของความหนืดและอุณหภูมิ จากสมการท่ี 2.1 ค่า µ จะแปรผกผนักบัความหนืด ดงันั้น
เม่ือเพิ่มความหนืดของ BGE จะท าใหค้่า µ ของสารลดลง ส่วนการเพิ่มอุณหภูมิจะท าใหค้วามหนืด
ของ BGE ลดลง ดงันั้นเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนค่า µ จะเพิ่มข้ึน 

3) ผลของ pH ของ BGE ส าหรับสารตวัอยา่งท่ีเป็นกรดอ่อนหรือเบสอ่อน ค่า pH ของ BGE 
จะมีผลต่อดีกรีการแตกตวัของสาร (the degree of dissociation, α) โดยค่า  จะแปรผนัตามค่า α 

4) ผลของตวัท าละลายอินทรีย ์ (organic solvent) โดยทัว่ไปเม่ือเติมตวัท าละลายอินทรีย์
เพิ่มข้ึนจะท าใหค้่า µ ลดลง แลว้เม่ือเติมตวัท าละลายอินทรียเ์พิ่มจนถึงปริมาณหน่ึงค่า  จะเพิ่มข้ึน
ได ้

5) ผลของความต่างศกัยแ์ละขนาดคะพิลลารี จากสมการท่ี 2.1 จะเห็นวา่ค่า µ ของสารไม่
ข้ึนกบัขนาดของคะพิลลารี (d) และความต่างศกัยไ์ฟฟ้า (E) แต่ในทางปฏิบติั การเพิ่ม d และ E อาจ
ท าใหค้่า µ เพิ่มข้ึนได ้เน่ืองจากผลของการเพิ่ม Joule heating 
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2.4 อเิลก็โทรออสโมซิส (electroosmosis) 
2.4.1 กำรเกดิอเิลก็โทรออสโมซิส 

ท่ีผวิดา้นในของคะพิลลารีประกอบดว้ยหมู่ซิลานอล (-Si-OH) เม่ือสัมผสักบัสารละลายอิ
เล็กโทรไลตห์รือบฟัเฟอร์ท่ีมี pH > 2 จะเกิดการไอออไนซ์ข้ึน ท าใหผ้วิดา้นในของคะพิลลารีมี
ประจุลบ (-Si-O-) ดงัสมการ 

 
-Si-OH  + OH- -Si-O-  +  H2O

                                   
 

-Si-OH  + H2O -Si-O-  +  H3O+
 

  

การไอออไนซ์ดงักล่าวท าใหเ้กิด H+ กระจายอยูใ่นสารละลายหรือรวมกบั OH- เกิดเป็น
โมเลกุลของน ้า แคทไอออนจากสารละลายอิเล็กโทรไลตใ์นคะพิลลารีจะเกิดเป็น double electric 
layer ข้ึนดงัรูปท่ี 2.2 โดยมีปริมาณแคทไอออนในสารละลายมากกวา่แอนไอออนจ านวนมาก แคท
ไอออนบางส่วนจะติดอยูท่ี่ผิวของคะพิลลารี เกิดเป็น stern layer ซ่ึงจะไม่เคล่ือนท่ีเน่ืองจากอิทธิพล
ของไฟฟ้าสถิต (electrostatic force) และ/หรือ แรงแวนเดอร์วาลส์ (Van der Waals force) แคท
ไอออนบางส่วนจะกระจายอยูใ่นสารละลาย เรียกวา่ diffusion layer และไอออนบวกท่ีเหลือจะอยู่
ใน bulk solution เม่ือใหศ้กัยไ์ฟฟ้าท่ีปลายทั้งสองขา้งของคะพิลลารี (โดยปลายดา้นเคร่ืองตรวจวดั
เป็นขั้วแคโทดหรือขั้วลบ) ไอออนบวกในสารละลาย ซ่ึงมีจ านวนมากกวา่ไอออนลบจะเคล่ือนท่ีไป
ยงัขั้วลบ และพาเอาโมเลกุลของน ้าหรือตวัท าละลายท่ีลอ้มรอบไอออนบวกเคล่ือนท่ีไปดว้ย เรียก
ปรากฏการณ์ของการเคล่ือนท่ีของน ้าหรือสารละลายน้ีวา่ อิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmosis) 
และเรียกการเคล่ือนท่ีของน ้าหรือตวัท าละลายวา่ electroosmotic flow (EOF) 

 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที ่2.2 Electroosmotic flow (EOF) : ดดัแปลงจาก [Landers: 1997]  

 

  EOF 
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ความเร็วของอิเล็กโทรออสโมซิสในความเขม้สนามไฟฟ้า 1 V m-1 เรียกวา่ ความสามารถ
ในการเคล่ือนท่ีของอิเล็กโทรออสโมซิสหรือสัมประสิทธ์ิของอิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmotic 
mobility หรือ electroosmotic coefficient, µeo) แสดงดงัสมการท่ี 2.2 

 

η4π

εξ
μ eo

eo




E

ν

                                                                       (2.2) 

 คือ permittivity ของตวักลาง 
 คือ ค่าศกัยไ์ฟฟ้าซีตา้ 

 
2.4.2 ลกัษณะกำรเคลือ่นที ่(flow profile) ใน CE 

EOF เร่ิมเกิดท่ีผวิของคะพิลลารีและเพิ่มข้ึนมีค่าสูงสุดท่ีระยะห่างจากผวิคะพิลลารีประมาณ 
15 nm [Landers: 1997] โดยคะพิลลารีท่ีใชท้ัว่ไปใน CE มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 50 ถึง 100 µm (50,000 
ถึง 100,000 nm) ดงันั้นอาจกล่าวไดว้า่ EOF เท่ากนัตลอดพื้นท่ีหนา้ตดัของคะพิลลารี การไหลของ
สารใน CE จึงเป็นแบบแบน (flat flow profile) ดงัรูปท่ี 2.3 ดว้ยเหตุน้ีพีกของสารใน CE จึงแคบกวา่
ใน HPLC 

 
ปัจจยัท่ีมีผลต่อค่า EOF ไดแ้ก่ 
1)  ชนิดของคะพิลลารี และค่า pH ของ BGE ท่ีค่า pH เท่ากนั คะพิลลารีแต่ละชนิดใหค้่า µeo 

ต่างกนัเน่ืองจากความหนาแน่นของประจุลบท่ีผวิคะพิลลารีต่างกนั และ µeo เพิ่มข้ึนตามค่า pH 
เน่ืองจากผวิคะพิลลารีมีประจุลบมากข้ึน ดงันั้นท่ีค่า pH ของ BGE ต ่าๆ จะท าใหก้ารไอออไนซ์ของ
หมู่ซิลานอลบริเวณผวิคะพิลลารีลดลง มีผลท าใหค้่า EOF ลดลง 

2) ความแรงไอออนิกของ BGE ถา้เพิ่มความแรงไอออนิกจะท าใหค้่า EOF ลดลง แต่
อยา่งไรก็ตามถา้เพิ่มความแรงไอออนิกของ BGE มากไป อาจท าใหค้่า EOF เพิ่มข้ึนได ้เน่ืองจากผล
ของ Joule heating 

นอกจากน้ียงัมีปัจจยัอ่ืนๆ เช่น ความหนืด อุณหภูมิ ตวัท าละลายอินทรีย ์ขนาดของคะพิลลา
รีและความเขม้ของสนามไฟฟ้า ก็มีผลต่อค่า EOF เช่นเดียวกนักบัค่า µ 
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                    EOF in CE                               CE peak 

                                                                                   
                       Flat flow profile               ideal                       real 
 
รูปที ่2.3 ลกัษณะการไหลของสารและรูปร่างของพีกใน CE : ดดัแปลงจาก [Li: 1992] 
 

2.5 ประเภทของเทคนิค CE 
  เทคนิค CE แบ่งออกไดเ้ป็น 6 ประเภท ตามกลไกของการแยกสาร 
1) Capillary Zone Electrophoresis (CZE) 
2) Micellar Electrokinetic Chromatography (MEKC) และ Microemulsion Electrokinetic   
    Chromatography (MEEKC) 
3) Capillary Electrochromatography (CEC) 
4) Capillary Gel Electrophoresis (CGE) 
5) Capillary Isoelectric Focusing (CIEF) 
6) Capillary Isotachophoresis (CITP) 
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งานวจิยัน้ีจะเก่ียวขอ้งกบัเทคนิค CE แบบ MEKC โดยเทคนิค MEKC จะมีการเติมสารลด
แรงตึงผิว (surfactant) ลงไปใน BGE ใหมี้ความเขม้ขน้สูงกวา่ critical micellar concentration 
(CMC) ของสารลดแรงตึงผิวชนิดนั้นๆ โมเลกุลเด่ียวๆ ของสารลดแรงตึงผวิจะรวมตวักนัเป็นไม
เซลล ์(micelle) ดงัรูปท่ี 2.4 และท าหนา้ท่ีเป็น pseudo-stationary phase ซ่ึงคลา้ยกบั stationary phase 
ใน HPLC แต่วา่ไมเซลลเ์คล่ือนท่ีได ้ 

 
                                            Hydrophobic tailing group 

 

                                                                                                                    Surfactant 

monomer 

 
 

                                    Hydrophilic head group 

 

 
                                                                                                                    Micelle 
 
 
 
รูปที่ 2.4 สารลดแรงตึงผวิและไมเซลล:์ ดดัแปลงจาก [Patrick: 1993] 
 
2.6 กำรเคลือ่นทีข่องสำรในเทคนิค MEKC ในภำวะทีม่ี EOF มำก 

ส าหรับกรณีแยกสารท่ีไม่มีประจุและใชส้ารลดแรงตึงผวิประเภทแอนไอออนภายใตภ้าวะท่ี
มี EOF มาก ซ่ึงมีทิศทางไปทางขั้วแคโทด (ขั้วลบ) ใน MEKC ดงัรูปท่ี 2.5 ตามล าดบั pseudo-
stationary phase จึงมีค่า  เป็นลบ แต่อยา่งไรก็ตาม pseudo-stationary phase สามารถเคล่ือนท่ีไปยงั
ขั้วแคโทดไดเ้น่ืองจาก eo มากกวา่ ps ล าดบัการเคล่ือนท่ีจากก่อนไปหลงั คือ EOF marker, สาร
ตวัอยา่ง และpseudo-stationary phase marker 
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รูปที ่2.5 ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของสารในเทคนิค MEKC โดยใชบ้ฟัเฟอร์ภาวะท่ีเป็นเบส : ดดัแปลง
จาก [Khaledi: 1998, p. 78] 

 
2.7 คุณภำพและปริมำณวเิครำะห์ด้วยเทคนิค CE (Qualitative and Quantitative Analysis in CE) 
 คุณภาพวเิคราะห์ใน CE สามารถท าไดโ้ดยเปรียบเทียบจากค่าไมเกรชนัไทม ์ (tm) และค่า
ความสามารถในการเคล่ือนท่ีทางไฟฟ้าของสาร (electrophoretic mobility, ) ซ่ึงสารชนิดเดียวกนั
จะใหค้่าเท่ากนั นอกจากน้ียงัสามารถท าไดโ้ดยใช ้spiking techniques ซ่ึงใชเ้ม่ือสงสัยวา่พีกไหนเป็น
พีกของสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ โดยท าการเติมสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ลงไป ถา้พีกใดมีพื้นท่ีใตพ้ีก
เพิ่มข้ึนแสดงวา่พีกนั้นเป็นพีกของสารท่ีตอ้งการวิเคราะห์ และส าหรับในกรณีท่ีใช ้ photodiode 
array detector สามารถเปรียบเทียบยวูสีเปกตรัมได ้ 
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EOF marker 

Pseudo-stationary phase marker tm1 tm2 tm3 
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 ปริมาณของสารท่ีเคล่ือนท่ีผา่นเคร่ืองตรวจวดั (Q) มีความสัมพนัธ์กบัตวัแปรต่างๆ ดงั
สมการท่ี 2.3 

 
)mmol (AUfactor    Response

)s(ms AUPA
(mole)

31-

-13

F
det

V
Q


                (2.3) 

    
     PA คือ พื้นท่ีใตพ้ีก (Peak area) 

VF คือ อตัราการไหลเชิงปริมาตร (Volume Flow) ของสารละลายตวัอยา่งท่ี
เคล่ือนท่ีผา่นเคร่ืองตรวจวดั 

Response factor คือ แฟกเตอร์ของการตอบสนองในหน่วยค่าการดูดกลืนแสงต่อ
ความเขม้ขน้  

 ส าหรับกรณีของ HPLC ปริมาณสารท่ีเคล่ือนท่ีผา่นเคร่ืองตรวจวดั (Qdet) จะแปรผนัตรงกบั 
peak area ดงันั้นปริมาณวเิคราะห์จึงใช ้ peak area เป็นตวัแทนของปริมาณสารได ้ เน่ืองจากสาร
ตวัอยา่งจะเคล่ือนท่ีผา่นเคร่ืองตรวจวดัดว้ยความเร็วของเฟสเคล่ือนท่ี และถา้ใชอ้ตัราการไหลของ
เฟสเคล่ือนท่ีคงท่ี สารตวัอยา่งแต่ละชนิดจะเคล่ือนท่ีดว้ยความเร็วท่ีเท่ากนั  
 แต่ใน CE ปริมาณสารท่ีเคล่ือนท่ีผา่นเคร่ืองตรวจวดั (Qdet) จะไม่ข้ึนกบั peak area เน่ืองจาก
สารตวัอยา่งแต่ละชนิดเคล่ือนท่ีผา่นเคร่ืองตรวจวดัดว้ยความเร็วไม่เท่ากนั เม่ือสารชนิดหน่ึง
เคล่ือนท่ีดว้ยความเร็วคงท่ีผา่นคะพิลลารียาว l เป็นเวลา tm ค่า VF   ของสารใน CE ดงัสมการ 
 

                                                             
m

2

F

π

t

lr
V                                                                        (2.4) 

จากสมการ 2.3 และ 2.4 จะไดว้า่ 

                                               
(s) 

s) (AUPA 

m

det

t
Q                                                            (2.5) 

จะเห็นไดว้า่ค่า Qdet ข้ึนกบัอตัราส่วนของ peak area กบัไมเกรชนัไทม ์ ซ่ึงนิยามเป็น 
corrected peak area ดงันั้นถา้สารมีปริมาณและ analyte response เท่ากนัแต่เคล่ือนท่ีไดไ้ม่เท่ากนั 
สารท่ีเคล่ือนท่ีไดช้า้กวา่จะให ้peak area ท่ีมากกวา่สารท่ีเคล่ือนท่ีเร็วกวา่ แต่ควรจะมี corrected peak 
area ท่ีเท่ากนั ดงันั้นใน CE ควรใช ้corrected peak area แทน peak areaในการท าปริมาณวเิคราะห์        

แมจ้ะมีงานวจิยักล่าววา่ปริมาตรของสารท่ีบรรจุดว้ยการอดัความดนัในเทคนิค CE มีความ
เท่ียงสูง [Mayer: 2001] แต่อยา่งไรก็ตามความไม่เท่ียงของปริมาตรท่ีบรรจุข้ึนกบัความเท่ียงของ
ความดนั เวลา และความหนืดของบฟัเฟอร์ในคะพิลลารีท่ีเกิดข้ึนจากการเปล่ียนอุณหภูมิของ   
คะพิลลารีในส่วนท่ีไม่ไดค้วบคุมอุณหภูมิ ส าหรับงานวจิยัโดยทัว่ไปของการท าปริมาณวเิคราะห์ 
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(quantitative analysis) ท่ีใชค้  านวณหรือหาปริมาณสาร คือ การท ากราฟมาตรฐาน (calibration 
curve) ซ่ึงใชว้ธีิต่างๆ กนั ดงัน้ี 
1) External Standard  
 เป็นการสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่ง corrected peak area (แกน y) กบัความเขม้ขน้
ต่างๆ (แกน x) จะไดก้ราฟเส้นตรง (y = mx + c) ส าหรับการหาปริมาณสารตวัอยา่ง ท าโดย 
corrected peak area ของพีกหรือพื้นท่ีใตพ้ีกท่ีวเิคราะห์ได ้ มาค านวณหาความเขม้ขน้จากสมการ
เส้นตรง 
2) Internal Standard 
 สารท่ีเป็น internal standard จะเป็นสารมาตรฐานอีกชนิดหน่ึงท่ีไม่ใช่สารตวัท่ีตอ้งการ
วเิคราะห์และเติมลงไปในสารตวัอยา่งหรือสารละลายมาตรฐานในปริมาณท่ีเท่ากนั การท ากราฟ
มาตรฐานท าไดโ้ดยสร้างกราฟความสัมพนัธ์โดยท่ีแกน y เป็นสัดส่วนของ corrected peak area ของ
สารตวัอยา่งต่อ corrected peak area ของ internal standard และแกน x เป็นความเขม้ขน้ของสาร
ตวัอยา่ง ดงันั้นในการฉีดสารแต่ละคร้ัง ถา้สารมีความเขม้ขน้เท่ากนั อตัราส่วนของปริมาณสารต่อ 
internal standard จะคงท่ี 

 

2.8 กำรสกดัด้วยตัวท ำละลำย (solvent extraction หรือ liquid-phase extraction) 
 การสกดัดว้ยตวัท าละลาย หมายถึง การแยกกลุ่มของสารท่ีสนใจออกจากเมทริกซ์ของ
ตวัอยา่ง โดยท าใหก้ลุ่มของสารท่ีสนใจดงักล่าวถ่ายเทจากเฟสสารตวัอยา่ง (sample phase) ซ่ึงอาจ
เป็นของแขง็หรือของเหลว เป็นตน้ ไปสู่เฟสใหม่ท่ีเป็นของเหลว (โดยทัว่ไปหมายถึง ตวัท าละลาย
อินทรีย)์ หรืออาจเรียกวา่ การสกดัดว้ยเฟสของเหลว (liquid-phase extraction) เทคนิคการสกดัดว้ย
ตวัท าละลายจึงเป็นวธีิการหน่ึงท่ีใชใ้นขั้นตอนการเตรียมสารตวัอยา่งก่อนท่ีวเิคราะห์สารดว้ย
เคร่ืองมือต่างๆ เพื่อก าจดัเมทริกซ์ท่ีอาจรบกวนการวิเคราะห์หรือเพิ่มความเขม้ขน้ของสารท่ีสนใจ 
กรณีท่ีเฟสตวัอยา่งเป็นของแขง็ เรียกวา่ liquid-solid extraction หรือถา้เฟสตวัอยา่งเป็นของเหลวท่ี
ไม่ละลายรวมเป็นเน้ือเดียวกบัเฟสใหม่ท่ีเป็นของเหลว เรียกวา่ liquid-liquid extraction เน่ืองจาก
ซอสพริกมีลกัษณะเป็นของเหลวขน้ หลกัการของการสกดัดว้ยตวัท าละลายอาจสามารถอธิบายได้
เช่นเดียวกบั liquid-liquid extraction โดยทัว่ไปเฟสตวัอยา่งจะเป็นน ้าและอีกเฟสหน่ึงเป็นเฟสตวัท า
ละลายอินทรีย ์

 
สมดุลของการกระจายตวัของสารในเฟสตวัอยา่ง เช่น ของเหลว กบัเฟสตวัท าละลาย

อินทรีย ์ดงัสมการ 
  As                     Aorg       (2.6) 
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A คือ สารท่ีตอ้งการสกดั (analyte)  
s คือ เฟสของสารตวัอยา่ง (sample phase) 
org คือ  เฟสของตวัท าละลายอินทรีย ์(organic phase) 

 
การสกดัดว้ยตวัท าละลายเป็นเทคนิคหน่ึงท่ีใชใ้นการแยกสารประกอบท่ีสนใจออกจากของ

ผสม โดยอาศยัหลกัการของการกระจายของตวัถูกละลาย (solute) หรือสารท่ีสนใจระหวา่งเฟสตวั
ท าละลาย 2 ชนิดท่ีไม่ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั ปริมาณของตวัถูกละลายท่ีละลายไดใ้นแต่ละเฟส 
ข้ึนอยูก่บัชนิดของตวัถูกละลายและตวัท าละลาย อตัราส่วนความเขม้ขน้ของตวัถูกละลาย อตัราส่วน
ความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายในตวัท าละลายท่ี 1 ต่อความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายในตวัท าละลายท่ี 
2 ท่ีสมดุล คือค่าคงท่ีของสมดุลของการกระจาย (distribution constant) หรือ สัมประสิทธ์ิของการ
กระจาย (distribution coefficient, Kd) หรือสัมประสิทธ์ิของการแบ่งส่วน (partition coefficient, P) 
ซ่ึงเป็นค่าคงท่ีเฉพาะตวัถูกละลายชนิดหน่ึงๆ ส าหรับตวัท าละลายคู่หน่ึงๆ ท่ีอุณหภูมิหน่ึงๆ ดงั
สมการ [Morrison and Freiser: 1962] 
 

                                                             s

org

d
C

C
K 

                                                 (2.7) 
 

Corg คือ ความเขม้ขน้ของสารในเฟสตวัท าละลายอินทรีย ์(organic solvent) 
Cs คือ ความเขม้ขน้ของสารในเฟสตวัอยา่ง (sample)  
 
จากสมการ ถา้ Kd มีค่ามาก แสดงวา่สารมีความสามารถในการละลายในตวัท าละลาย

อินทรียไ์ดม้าก ในทางกลบักนั ถา้ Kd มีค่านอ้ย แสดงวา่สารมีความสามารถในการละลายในตวัท า
ละลายอินทรียไ์ดน้อ้ย ดงันั้น Kd ข้ึนอยูก่บัชนิดของตวัท าละลายอินทรียท่ี์จะน ามาเป็นตวัสกดั ตวัท า
ละลายอินทรียท่ี์เหมาะสมจะตอ้งใหค่้า Kd มากๆ โดยประสิทธิภาพของการสกดั (extraction 
efficiency, E) หรือ Recovery (R) หาไดจ้ากสมการ 

 
 

0

org

W

W
E 

                                                              (2.8) 
Worg คือ ปริมาณสารในเฟสตวัท าละลายอินทรีย ์
W0 คือ ปริมาณสารเร่ิมตน้ 
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ประสิทธิภาพของการสกดัสามารถค านวณจากปริมาณของสารในตวัท าละลายอินทรียต่์อ
ปริมาณสารเร่ิมตน้ ถา้ตวัท าละลายอินทรียส์ามารถสกดัสารออกมาไดม้าก ประสิทธิภาพของการ
สกดัก็จะมีค่ามาก ดงันั้นค่าประสิทธิภาพการสกดัน้ี จะบ่งบอกถึงความสามารถของตวัท าละลาย
อินทรียใ์นการสกดัสาร 
 

                          
ssorgorg

orgorg

VCVC

VC
E




                                           (2.9) 
 

Vorg คือ ปริมาตรของตวัท าละลายอินทรียท่ี์ใชใ้นการสกดั 
Vs คือ ปริมาตรของตวัอยา่งท่ีน ามาสกดั 

             




d

d

1 K

K
E

                                                      (2.10) 
 

  คือ Phase ratio ซ่ึงเป็นอตัราส่วนของปริมาตรของเฟสตวัท าละลายอินทรียต่์อเฟส
ตวัอยา่ง (Vorg/ Vs) 
 

2.9 Salting-Out Effect 
Salting-out effect เป็นผลท่ีเกิดข้ึนจากการเติมเกลือลงไปในเฟสตวัอยา่งเพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการสกดั โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในกรณีท่ีเฟสตวัอยา่งเป็นน ้าหรือมีน ้าเป็นองคป์ระกอบ
และเฟสท่ีใชส้กดัเป็นตวัท าละลายอินทรีย ์ โดยท่ีเกลือจะไปเพิ่มความแรงไอออน (ionic strength) 
ในเฟสตวัอยา่ง ท าใหค้วามสามารถในการละลายของสารในเฟสตวัอยา่งลดลง แต่เพิ่มความสามารถ
ในการละลายของสารในเฟสตวัท าละลายอินทรีย ์ หรือ ค่า Kd เพิ่มข้ึน นัน่เอง ดงันั้นจึงท าใหเ้พิ่ม
ประสิทธิภาพในการสกดั ดงัสมการท่ี 2.7 ถึง 2.10  

เกลือท่ีนิยมใชก้นั เช่น โซเดียมคลอไรด ์ (NaCl)  แมกนีเซียมซลัเฟต (anhydrous MgSO4) 
[Morrison and Freiser: 1962, Anastassiades et. al.: 2003, Majors: 2008] ในกรณีใชเ้กลือท่ีผา่นการ
ก าจดัความช้ืน (อาจใชใ้นรูป anhydrous หรืออบแหง้) ในปริมาณท่ีพอควรจะท าใหเ้กิดการอ่ิมตวัของเกลือ
ในเฟสตวัอยา่งท่ีมีน ้าเป็นองคป์ระกอบ จะช่วยท าใหก้ารแยกชั้นระหวา่งน ้ากบัตวัท าละลายอินทรียไ์ดดี้
และเร็วข้ึน ท าใหป้ระสิทธิภาพในการสกดัดีข้ึน  
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บทที ่3 
กำรทดลอง 

 
3.1 เคร่ืองมือ 
1) เคร่ืองคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิส ของบริษทั Beckman รุ่น P/ACETM MDQ 
2) เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) ของ Metrohm รุ่น 744 
3) เคร่ือง sonication ของ ultrasonic steri-cleaner 
4) เคร่ืองผลิตน ้า Milli Q 
5) เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (centrifuge) 
6) เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง ของ Mettler AT 200 
7) เคร่ือง vortex mixer 
 
3.2 สำรเคมีและอุปกรณ์ 
1) capsaicinoid (capsaicin 65% และ dihydrocapsaicin 35%) ของบริษทั Aldrich 
2) Ethyl acetate (EtOAc) AR grade ของบริษทั Fisher Scientific 
3) Acetronitrile (ACN) HPLC grade ของบริษทั Merck 
4) Sodium  dedecyl sulfate (SDS) ของบริษทั Sigma 
5) sodium tetraborate ของบริษทั Merck 
6) sodium hydroxide (NaOH) ของบริษทั Fluka 
7) Magnesium sulphate (MgSO4) anhydrous ของบริษทั Panreac 
8) methanol ของบริษทั Merck 
9) Sodium Chloride (NaCl) ของบริษทั Carlo Erba 
10) hydrochloric acid ของบริษทั Merck 
11) Bisphenol A ของบริษทั Merck 
12) 0.45 m PTFE membrane filter 
13) น ้า Milli Q 
14) ตวัอยา่งซอสพริก ท่ีมีในทอ้งตลาด 22 ตวัอยา่ง  
15) ตวัอยา่งเคร่ืองแกงท่ีมีในทอ้งตลาด 5 ตวัอยา่ง 
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3.3 กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนส ำหรับใช้ในกำรวิเครำะห์ 
3.3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานแคปไซซิน (CAP) และไดไฮโดรแคปไซซิน (DCAP)      

ความเขม้ขน้รวม 2500 ppm โดยชัง่แคปไซซินอยดน์ ้ าหนกัท่ีแน่นอนและละลายดว้ยอะซิโตไน
ไทรล ์จะไดส้ารละลายมาตรฐาน CAPs ท่ีประกอบดว้ย 1625 ppm CAP และ 875 ppm DCAP  

3.3.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานของ Bisphenol A (เป็น internal standard) ความเขม้ขน้ 
1000 ppm โดยชัง่ Bisphenol A น ้าหนกัแน่นอน และละลายดว้ยอะซิโตไนไทรล ์

3.3.3 เตรียมสารละลายมาตรฐานของ Bisphenol A (ISTD) ความเขม้ขน้ 100 ppm โดย      
ปิเปตจากสารละลายมาตรฐาน Bisphenol A ความเขม้ขน้ 1000 ppm แลว้ปรับปริมตรดว้ย 30 %  
อะซิโตไนไทรล ์

 
3.4 กำรเตรียมสำรละลำยส ำหรับบัฟเฟอร์ 

3.4.1 เตรียมสารละลาย 500 mM sodium dodecyl sulfate (SDS) 25 มิลลิลิตรโดยชัง่ 
SDS 3.6048 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดว้ยน ้า Milli Q จนถึงขีดวดัปริมาตรในขวดวดัปริมาตร 

3.4.2 เตรียมสารละลาย 100 mM Na2B4O7 (บอเรตบฟัเฟอร์) ท่ี pH 9.2 ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร โดยชัง่ Na2B4O7.10H2O 0.9534 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดว้ยน ้า Milli Q จนถึงขีดวดั
ปริมาตรในขวดวดัปริมาตร จะไดบ้อเรตบฟัเฟอร์ท่ี pH 9.2 โดยไม่ตอ้งปรับ pH ใดๆ แสดงดงั
สมการท่ี 3.1 
                         
       Na2B4O7 (aq) +7H2O (aq)                     2Na+(aq) + 2H3BO3 (aq) + 2B(OH)4

 (aq)              (3.1) 

 

3.5 กำรเตรียมสำรละลำยส ำหรับเจือจำงตัวอย่ำง 
3.5.1 เตรียมสารละลาย 120 mM SDS ปริมาตร 100 มิลลิลิตรโดยชัง่ SDS 3.4606 กรัม

ละลายปรับปริมาตรดว้ยน ้า Milli Q จนถึงขีดวดัปริมาตรในขวดวดัปริมาตร 
 
3.6 ภำวะของ CE ส ำหรับกำรทดลอง 
ภาวะของ CE เร่ิมตน้ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน คือ 
เคร่ือง CE: Beckman รุ่น MDQ 
คะพิลลารี: uncoated fused silica capillary 50 m i.d.× 40.2 cm (30 cm ถึงเคร่ืองตรวจวดั) 
การบรรจุสาร: อดัความดนั 0.5 psi เป็นเวลา 5 วนิาที 
การตรวจวดั: photodiode array ช่วง 200-400 nm และตรวจวดัท่ี 214 nm 
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Capillary rinse: ก่อนการทดลองแต่ละวนั rinse ดว้ย 0.1 M NaOH 20 นาที และ BGE 20 นาที และ
ท าการ rinse ดว้ยน ้า Milli Q 2 นาที 0.1 M NaOH  3 นาที และ BGE 3 นาที ก่อน
การวเิคราะห์แต่ละคร้ัง  และหลงัการทดลองในแต่ละวนั rinse ดว้ยเมทานอล 10 
นาที น ้า Milli Q 10 นาที 0.1 M NaOH 20 นาที และ น ้า Milli Q 20 นาที 

อุณหภูมิของคะพิลลารี: 25 °C 
ศกัยไ์ฟฟ้า: 25 kV 
BGE: 10 mM Na2B4O7 ท่ี pH 9.2 ท่ีประกอบดว้ย 60 mM SDS และ 15%v/v อะซิโตไนไทรล ์
 
3.7 กำรวเิครำะห์ด้วย HPLC 
 ในการทดลองใชเ้คร่ือง HPLC ของบริษทั Thermo (Spectra SYSTEM) และเคร่ือง 
ตรวจวดัชนิด photodiode array detector รุ่น UV 6000LP โดยท าการตรวจวดัท่ีช่วงความยาวคล่ืน 
 200 ถึง 400 นาโนเมตร และท าปริมาณวเิคราะห์ท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร คอลมัน์ HPLC ท่ี 
ใชข้นาด 250  4.6 mm i.d. ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร เฟสคงท่ีเป็น BDS hypersil C18 ของบริษทั 
 Thermo Scientific ใชร้ะบบเฟสเคล่ือนท่ีเป็น อะซิโตไนไทรล ์และ 1% กรดอะซิติกในน ้า แบบ 
gradient ไดท้  าการปรับสัดส่วนเฟสเคล่ือนท่ีพบวา่อตัราส่วนเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมท่ีสามารถแยก 
สารท่ีสนใจทั้ง 2 ชนิดออกจากพีกสารอ่ืนๆ คือ อตัราส่วน อะซิโตไนไทรล ์: 1% กรดอะซิติกในน ้า 
 เร่ิมตน้ท่ี 58 : 42 เปอร์เซ็นต ์โปรแกรมใหเ้ป็น 100 : 0 เปอร์เซ็นท่ี 35 นาที แลว้คงท่ีไวน้าน 15 นาที 
 จากนั้นปรับเป็นอตัราส่วนเร่ิมตน้และคงท่ีไว ้10 นาที รวมเวลาทั้งหมด 60 นาที ใชอ้ตัราการไหล 1 
 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาณสารท่ีฉีดเป็น 60 ไมโครลิตร แต่ละตวัอยา่งท าการวเิคราะห์ซ ้ า 3 คร้ัง  
 
3.8 กรำฟมำตรฐำน 
       3.8.1 กราฟมาตรฐานส าหรับ MEKC 
       สร้างกราฟมาตรฐานส าหรับปริมาณวเิคราะห์ โดยใชส้ารละลายมาตรฐานในหวัขอ้ 3.3.1 และ 
3.3.2 ซ่ึงประกอบดว้ยสารมาตรฐาน CAP และDCAP ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (ช่วงความเขม้ขน้ 25 ถึง 
1500 ppm) และแต่ละความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานประกอบดว้ย 50 ppm ของ Bisphenol A เป็น 
ISTD เจือจางสารละลายผสมดงักล่าวดว้ยบฟัเฟอร์โดยมีองคป์ระกอบสุดทา้ยเป็น 10 mM Na2B4O7 
และ 15% v/v ของอะซิโตไนไทรล ์จากนั้นสร้างกราฟมาตรฐานส าหรับปริมาณวิเคราะห์ ดงัผลการ
ทดลองหวัขอ้ 4.1 
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        3.8.2 กราฟมาตรฐานส าหรับ HPLC 
        เตรียมสารละลายมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (ช่วงความเขม้ขน้ 25 ถึง 500 ppm) โดยเจือจาง
สารละลายมาตรฐาน CAP และ DCAP ในหวัขอ้ 3.3.1 ดว้ยอะซิโตไนไทรล ์กราฟมาตรฐานแสดง
ดงัผลการทดลองหวัขอ้ 4.1 
3.9 กำรหำปริมำณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตัวอย่ำงด้วย MEKC และ HPLC 
 3.9.1 ตวัอยา่งท่ีใชศึ้กษามี 2 ชนิด ไดแ้ก่ 
           1) ซอสพริก (chili sauce) ซ้ือจากทอ้งตลาดและไม่สามารถเปิดเผยยีห่อ้ได ้ 
                   2) เคร่ืองแกงส าเร็จรูป ซ้ือจากทอ้งตลาดและไม่สามารถเปิดเผยยีห่อ้ได ้
ตำรำงที ่3.1 ตวัอยา่งซอสพริกท่ีใชใ้นการศึกษา 
ตัวอย่ำงซอสพริก ระดับควำมเผด็ทีร่ะบุไว้ ปริมำณพริกที่ระบุไว้ (%) 

S1-E45 เผด็มาก 45 
S5-M22 เผด็ปานกลาง 22 
S7-E36 เผด็มาก 36 
S5-E22 เผด็มาก 22 
S22-x28 ไม่ไดร้ะบุ 28 
S21-x25 ไม่ไดร้ะบุ 25 
S8-E70 เผด็มาก 70 
 
ตำรำงที ่3.2 ตวัอยา่งเคร่ืองแกงส าเร็จรูปท่ีใชใ้นการศึกษา 
ตัวอย่ำงเคร่ืองแกง ปริมำณพริกที่ระบุไว้ (%) 

P-SC-A27 27 

P-PC-A36 36 

P-TY-B30 30 

P-GC-A30 30 

P-GC-C31 31 

 
3.9.2 ขั้นตอนการสกดัซอสพริกและเคร่ืองแกงส าเร็จรูปดว้ยตวัท าละลาย (รูปท่ี 3.1) 

           1) ชัง่ตวัอยา่ง 2.50 กรัม (ซอสพริก เคร่ืองแกงน ้าพริกแกงเผด็ เคร่ืองแกงน ้าพริก  หรือ 
แกงส้ม) ใส่ลงในหลอดพลาสติกขนาด 50 ml 
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           2) ปิเปตตวัท าละลายอินทรีย ์(EtOAc) 10 ml ลงไป (โดยท่ีแต่ละตวัอยา่งท าซ ้ า 3 ชุด) 
                       3) น าหลอดท่ีมีตวัอยา่งและตวัท าละลายอินทรียไ์ป vortex เป็นเวลา 3 นาที และ 
sonicate เป็นเวลา 10 นาที 
                       4) น าหลอดท่ีมีตวัอยา่งและตวัท าละลายอินทรีย ์มาเติม anhydrous MgSO4 1.0 กรัม 
และ NaCl 0.25 กรัม  
                       5) น าไป vortex ใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 2 นาที และตั้งทิ้งไวส้ักครู่ (1-2 นาที) เพื่อให้เกิด
การแยกชั้นของน ้าและชั้นของตวัท าละลายอยา่งชดัเจน 

                 6) น าไปเซนตริฟิวจท่ี์ 3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  
                 7) ปิเปตชั้นตวัท าละลายอินทรีย ์ 9.0 ml ใส่ในหลอดทดลอง แลว้น าไประเหยแหง้ 
ดว้ยเคร่ืองระเหยแหง้แบบหมุน (rotary evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 50°C  

3.9.3 การเตรียมตวัอยา่งส าหรับการวเิคราะห์ปริมาณดว้ย MEKC และ HPLC 
  เตรียมตวัอยา่งดงัหวัขอ้ 3.9.2 ส าหรับการวิเคราะห์ดว้ย MEKC น าส่วนท่ีระเหย
แหง้แลว้ มาละลายดว้ยตวัท าละลายท่ีเหมาะสม 500 l คือ ปิเปต 250 l ของสารละลาย
มาตรฐาน 100 ppm ISTD 30%v/v อะซิโตไนไทรล ์ จนละลายหมด แลว้จึงปิเปตอีก 250 l 
ของสารละลาย 120 mM SDS จะไดส้ารละลายตวัอยา่งสุดทา้ยท่ีมี 15%v/v อะซิโตไนไทรล,์ 
50 ppm ISTD และ 60 mM SDS ส าหรับ HPLC เจือจางส่วนระเหยแหง้ของตวัอยา่งตามความ
เหมาะสมดว้ยอะซิโตไนไทรล ์ จากนั้นกรองสารละลายตวัอยา่งดว้ย 0.45 m PTFE syring 
filter ก่อนน าไปวเิคราะห์ดว้ย MEKC และ HPLC โดยใชภ้าวะเหมาะสมท่ีหาไดจ้ากการ
ทดลอง แลว้ค านวณหาปริมาณสารท่ีสนใจทั้ง 2 ชนิด โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานในหวัขอ้ 
3.8.1 และ 3.8.2  ส าหรับ MEKC และ HPLC ตามล าดบั 
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รูปที ่3.1 แผนผงัการเตรียมตวัอยา่ง                                                                                         

 
 
 
 

เติมตวัท าละลาย (EtOAc) 10 ml. 

เติม Anhydrous MgSO4 1.0 กรัม และ NaCl 0.25 กรัม 

ปิเปต 9.0 ml. ใส่ในหลอดทดลอง น าสารละลายท่ีไดไ้ประเหยแหง้ 
 

วเิคราะห์ดว้ย MEKC 

MEKC 
-ละลายส่วนท่ีระเหยแหง้ดว้ยตวัท าละลาย 0.5 ml 
(500 µl) ซ่ึงประกอบดว้ย 250 l ของ100 ppm 
ISTD ท่ีมี 30% อะซิโตไนไทรล ์และ250 l ของ
สารละลาย 120 mM SDS ซ่ึงสารละลายตวัอยา่ง
สุดทา้ยน้ีมีความเขม้ขน้ 50 ppm, ISTD 15%v/v  
อะซิโตไนไทรล ์และ 60 mM SDS  
 

กรองสารละลายดว้ย 0.45 m PTFE syringe filter 

ชัง่ตวัอยา่ง 2.5 กรัม 

Vortex 3 นาที sonicate 10 นาที
นาทนาที 

Vortex 2 นาที Centrifuge 3000 rpm 5 นาที 

HPLC 
-เจือจางส่วนระเหยแหง้ของตวัอยา่งตาม
ความเหมาะสมดว้ย อะซิโตไนไทรล ์
 



 28 

บทที ่4 
ผลกำรทดลองและกำรวจิำรณ์  

 
งานวจิยัปีท่ี 1 ไดพ้ฒันาวธีิการวเิคราะห์และเปรียบเทียบการหาปริมาณของแคปไซซิน 

(CAP) และไดไฮโดรแคปไซซิน (DCAP) ดว้ยไมเซลลาร์อิเล็กโทรไคเนทิกโครมาโทกราฟี 
(MEKC) โดยใช ้ uncoated fused silica capillary ขนาด 50 m i.d. × 40.2 cm (30 cm ถึงเคร่ือง
ตรวจวดั) บรรจุสารดว้ยความดนั 0.5 psi เป็นเวลา 5 วนิาที ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 214 nm ใช้
ศกัยไ์ฟฟ้า 25 kV และอุณหภูมิ 25 ºC การแยกของพีก CAP และ DCAP ออกจากสารอ่ืนๆ ใน
ตวัอยา่งส่วนสกดัจากพริกไดส้มบูรณ์โดยบฟัเฟอร์ของ MEKC ประกอบดว้ยความเขม้ขน้ของ
บอเรตบฟัเฟอร์ 10 mM ท่ี pH 9.2 ความเขม้ขน้ของโซเดียมโดเดกซิลซลัเฟต 60 mM เป็นไมเซลลาร์
เฟส และอะซิโตไนไทรล ์ 15% โดยปริมาตร ไดท้ดสอบใช ้ MEKC ส าหรับปริมาณวเิคราะห์ของ 
CAP และ DCAP ในตวัอยา่งส่วนสกดัจากพริก ส าหรับปริมาณรวมของ CAP และ DCAP ใน
ตวัอยา่งส่วนสกดัจากพริกท่ีวิเคราะห์ไดด้ว้ย MEKC มีค่าใกลเ้คียงกบัท่ีรายงานดว้ยไฮเพอร์
ฟอร์มานซ์ลิควดิโครมาโทกราฟี (HPLC) ซ่ึงวธีิ MEKC ท่ีพฒันาข้ึนมีขอ้ดี คือ มีความเท่ียงและ
ความแม่นสูง และไม่จ  าเป็นตอ้งมีขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งท่ียุง่ยากยกเวน้การเจือจางและการกรอง 

งานวจิยัปีท่ี 2 ไดพ้ฒันาวธีิการเตรียมตวัอยา่งซอสพริก ส าหรับปริมาณวเิคราะห์แคปไซซิ
นอยด ์ (CAPs) ดว้ย MEKC ท่ีไดพ้ฒันาแลว้ในงานวจิยัปีท่ี 1 พบวา่การสกดัตวัอยา่งดว้ยเอทิลอะซิ
เตตแบบเติมเกลือใหป้ระสิทธิภาพของการสกดั CAPs ท่ีดีกวา่ เม่ือศึกษาการสกดัดว้ยวธีิน้ี            
โดยใชซ้อสพริกเตรียมท่ีประกอบดว้ย CAPs ท่ี 20, 50 และ 100 ppm (g/g) พบวา่ได ้ recovery 
ในช่วง 96-105% แสดงวา่มีความเท่ียงสูงทั้งภายในวนั (RSD < 3.7%, n=5 batch) และต่างวนักนั 
(RSD < 2.5% เป็นเวลา 5 วนั) เม่ือทดลองน า MEKC ไปวเิคราะห์ตวัอยา่งซอสพริกจริง 8 ตวัอยา่ง 
ดว้ย MEKC โดยเตรียมตวัอยา่งดว้ยวธีิท่ีพฒันาข้ึน พบวา่มีปริมาณ CAPs ในช่วง 21-128 ppm โดยท่ี 
3 ตวัอยา่งมีปริมาณ CAPs มากกวา่ 50 ppm ซ่ึงเกินปริมาณจ ากดัของสหภาพยโุรป (European 
Commission)  

ส่วนงานวจิยัปีท่ี 3 น้ี ไดท้  าการเปรียบเทียบปริมาณวิเคราะห์ของ CAPs ท่ีวเิคราะห์ไดจ้าก 
MEKC และ HPLC และประยกุตส์ าหรับตวัอยา่งซอสพริก 22 ตวัอยา่งและเคร่ืองแกงชนิดต่างๆ อีก 
5 ตวัอยา่ง ดงัรายละเอียดต่อไปน้ี 
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4.1 กำรเปรียบเทยีบปริมำณวิเครำะห์ของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในซอสพริกด้วย  
      MEKC และ HPLC 
  ตวัอยา่งซอสพริกท่ีใชใ้นงานวจิยัน้ีเป็นซอสพริกท่ีมีขายตามทอ้งตลาดทัว่ไปโดยมีระดบั
ความเผด็และ/หรือปริมาณพริกเท่ากนัหรือแตกต่างกนั ท าการเปรียบเทียบปริมาณวเิคราะห์ของ 
แคปไซซิน (CAP) และไดไฮโดรแคปไซซิน (DCAP) ในตวัอยา่งซอสพริก 9 ตวัอยา่ง ดว้ย MEKC 
และ HPLC โดยท าการเตรียมตวัอยา่งดงัหวัขอ้ 3.9.2 และแผนผงัในรูปท่ี 3.1 ท าการสกดัซ ้ า 3 batch 
ในแต่ละตวัอยา่งและท าการเจือจางตามความเหมาะสม แลว้น าไปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค MEKC และ 
HPLC ท่ีภาวะเหมาะสมท่ีหาไดด้งัหวัขอ้ 3.6 และ 3.7 ตามล าดบั  ไดท้  าการยนืยนัพีกของสารท่ี
สนใจแต่ละชนิดดว้ยวธีิ spiking technique และท าการเปรียบเทียบยวูสีเปกตรัมของพีกสารใน
ตวัอยา่งกบัสารมาตรฐาน  

ส าหรับ MEKC น าอตัราส่วนของ corrected peak area (Acorr) ท่ีไดข้องสารมาตรฐานกบั 
ISTD (Acor,สาร,มาตรฐาน/Acor,Bisphenol A) กบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐาน (ใน CE นิยมใช ้corrected peak 
area ดงัท่ีกล่าวไปแลว้ในหวัขอ้ 2.7) ไปค านวณหาความเขม้ขน้ของ CAP และ DCAP ท่ีมีอยูใ่น
ตวัอยา่งโดยใชก้ราฟมาตรฐานแสดงดงัรูปท่ี 4.1 ส าหรับ HPLC การวเิคราะห์ปริมาณไม่ไดใ้ช ้ISTD 
เน่ืองจากเป็นท่ียอมรับกนัวา่ปริมาณท่ีฉีดใน HPLC มีความเท่ียงสูง สามารถหาความเขม้ขน้ของสาร
จากการน าพื้นท่ีใตก้ราฟเทียบกบักราฟมาตรฐานของสารแต่ละชนิดแสดงดงัรูปท่ี 4.2 จากนั้นน าค่า
ความเขม้ขน้ท่ีไดม้าค านวณเป็นปริมาณสารในหน่วยไมโครกรัมต่อน ้าหนกัส่วนตวัอยา่ง 1 กรัม 
(µg/g)  ดงัสมการท่ี 1 
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                                                   (1) 
 

CA คือ ความเขม้ขน้ของสาร (CAP หรือ DCAP) ในตวัอยา่ง (ppm, µg/g) 
C1 คือ ความเขม้ขน้ของสารในส่วนสกดัสุดทา้ยท่ีวเิคราะห์ไดเ้ทียบจากกราฟมาตรฐาน 
(ppm, µg/ml) 

 V1 คือ ปริมาตรของตวัท าละลายอินทรียท่ี์ใชส้กดั (ml) ในท่ีน้ีคือ 10.00 ml 
V2 คือ ปริมาตรของส่วนสกดัท่ีน าไประเหย (ml) ในท่ีน้ีคือ 9.00 ml 
V3 คือ ปริมาตรสุดทา้ยก่อนการวเิคระห์ดว้ย MEKC (ml) ในท่ีน้ีคือ 0.500 ml 
W คือ น ้าหนกัของตวัอยา่ง (g) 
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รูปที ่ 4.1 กราฟมาตรฐานส าหรับปริมาณวเิคราะห์ของ a) แคปไซซิน และ b) ไดไฮโดรแคปไซซิน 
ดว้ย MEKC 
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รูปที ่ 4.2 กราฟมาตรฐานส าหรับปริมาณวเิคราะห์ของ a) แคปไซซิน และ b) ไดไฮโดรแคปไซซิน 
ดว้ย HPLC 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

a) 

a) 

b) 

b) 
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จากตารางท่ี 4.1 และรูปท่ี 4.3 จะเห็นวา่ปริมาณของ CAP และ DCAP ท่ีวเิคราะห์ไดจ้าก
ตวัอยา่งซอสพริกทั้ง 9 ตวัอยา่ง ดว้ย MEKC ท่ีพฒันาข้ึนสอดคลอ้งกบัท่ีวิเคราะห์ไดด้ว้ยเทคนิค 
HPLC และจากการเปรียบเทียบเชิงสถิติของปริมาณวเิคราะห์ระหวา่ง MEKC และ HPLC ดว้ยวธีิ 
paired t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (ดงัภาคผนวก) พบวา่ค่า t-stat มีค่านอ้ยกวา่ t -critical two 
tail ในทุกกรณี ดงันั้นปริมาณวเิคราะห์ท่ีไดจ้าก MEKC และ HPLC ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัในเชิงสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%   
 ใน CE สามารถก าจดัสารท่ีออกมาทีหลงัสารท่ีสนใจโดยการไล่ท่ีความดนัสูง 1 ถึง 2 นาที 
ในขณะท่ี HPLC ไล่สารอ่ืนท่ีคา้งในคอลมัน์ดว้ยการเพิ่มเปอร์เซ็นของตวัท าละลายอินทรียซ่ึ์งใช้
เวลานานประมาณ 20 ถึง 25 นาที ดงันั้น MEKC จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงส าหรับการวเิคราะห์หา
ปริมาณแคปไซซินอยด ์ในตวัอยา่งซอสพริก โดย MEKC มีขอ้ไดเ้ปรียบเหนือ HPLC คือใชเ้วลาใน
การวเิคราะห์ท่ีสั้นเน่ืองจากไม่เสียเวลาไล่สารออกจากคอลมัน์ 
 
ตำรำงที ่4.1 ปริมาณวเิคราะห์ของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินแต่ละตวัอยา่งซอสพริกใน
MEKC และ HPLC (ค่าเฉล่ียจาก 3 ตวัอยา่งซ ้ าท่ีแต่ละตวัอยา่งท าการฉีดซ ้ า 2 คร้ัง) 
 

ตวัอยา่ง 
พริกในซอส 

(%) 

ปริมาณสาร (ppm, µg/g) 
CAP DCAP CAPs 

MEKC HPLC MEKC HPLC MEKC HPLC 
S1-E45 45 95.1 ± 1.1 98.0 ± 1.4 32.9 ± 0.9 35.6 ± 0.5 128.0 ± 1.4 133.6 ± 1.5 
S1-M40 40 26.4 ± 0.7 28.3 ± 0.8 4.6 ±0.9 5.2 ± 0.6 31.0 ± 1.1 33.5 ± 1.0 
S5-M22 22 62.4 ± 2.7 57.1 ± 1.2 18.8 ± 1.0 18.4 ± 0.7 81.2 ± 2.9 75.5 ± 1.4 
S5-E22 22 175.0 ± 2.6 158.8 ± 4.0 86.9 ± 1.1 76.3 ± 0.6 261.9 ± 2.8 235.1 ± 4.0 
S9-E70 70 84.6 ± 2.1 83.6 ± 1.3 47.2 ± 2.8 49.6 ± 1.1 131.8 ± 3.5 133.2 ± 1.7 
S7-E36 36 19.6 ±1.3 18.0 ± 0.2 6.8 ± 0.2 7.3 ± 0.6 26.4 ± 1.3 25.3 ±  0.6 
S17-x14 14 35.0 ± 0.6 29.8 ± 0.9 17.9 ± 0.4 17.4 ± 0.3 52.9 ± 0.7 47.2 ± 0.9 
S21-x25 25 20.0 ± 1.1 19.3 ± 0.5 9.5 ± 0.3 10.2 ± 0.2 29.5 ± 1.1 29.5 ±  0.5 
S22-x28 28 10.8 ± 0.4 10.0 ± 0.4 5.0 ± 0.2 3.9 ± 0.3 15.8 ± 0.4 13.9 ± 0.9 
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รูปที ่4.3 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณท่ีวเิคราะห์ไดข้อง CAP และDCAP ในตวัอยา่งซอส
พริก ระหวา่ง MEKC และ HPLC  

  
 
4.2 กำรหำปริมำณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตัวอย่ำงซอสพริกจริง 
 ประยกุตใ์ชเ้ทคนิค MEKC ส าหรับปริมาณวเิคราะห์ของ CAP และ DCAP ในซอสพริกจริง 
22 ตวัอยา่งโดยใช ้ bisphenol A เป็น internal standard ไดท้  าการวเิคราะห์และเปรียบเทียบปริมาณ
ของ CAPs ในตวัอยา่งซอสพริกต่างๆ ตวัอยา่งอิเล็กโทรฟีโรแกรมของซอสพริกแสดงดงัรูปท่ี 4.4   
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รูปที ่4.4 อิเล็กโทรฟีโรแกรมของตวัอยา่งซอสพริกจริงบางตวัอยา่งท่ีท าการวเิคราะห์ปริมาณ; ISTD 
= Internal Standard, CAP = แคปไซซิน และ DCAP = ไดไฮโดรแคปไซซิน 
 

 
 
 
 
 
 

a) ซอสพริกจริง S5-h22 

b) ซอสพริกจริง S9-h70 

c) ซอสพริกจริง S8-h70 

d) ซอสพริกจริง S16-x60 

e) ซอสพริกจริง S21-x25 

f) ซอสพริกจริง S7-h35.8 

g) ซอสพริกจริง S1-x25 

ISTD 
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ตำรำงที ่4.2 ปริมาณของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งซอสพริก 

ตวัอยา่งซอสพริก 
พริกในซอส 

(%) 
ปริมาณสาร (ppm, µg/g) 

CAP DCAP CAPs 
S1-E45 45 95.1 ± 1.1 32.9± 0.9 128.0 ± 1.4 
S1-M40 40 26.4 ± 0.7 4.6 ± 0.9 31.0 ± 1.1 
S1-x25 25 9.8 ± 0.9 4.4 ± 0.2 14.2 ± 0.9 
S4-E50 50 29.8± 1.3 14.2 ± 0.1 44.0 ± 1.3 
S4-m25 25 18.3 ± 0.1 8.6 ± 0.4 26.9 ± 0.4 
S5-M22 22 62.4 ± 2.7 18.8± 1.0 81.2 ± 2.9 
S5-E22 22 175.0 ± 2.6 86.9 ± 1.1 261.9 ± 2.8 
S6-E70 70 25.7 ± 0.5 11.5 ± 0.3 37.2 ± 0.6 
S7-E36 36 19.6 ± 1.3 6.8 ± 0.2 26.4± 1.3 
S7-x56 56 13.0 ± 0.2 4.6 ± 0.1 17.6 ± 0.2 
S9-E70 70 84.6 ± 2.1 47.2 ± 2.8 131.8 ± 3.5 
S10-x28 28 16.6 ± 0.3 4.5 ± 0.2 21.1 ± 0.4 
S13-x30 30 44.8 ±1.8 18.8 ±1.1 63.6 ± 2.1 
S14-E53 53 69.5 ± 1.6 27.5 ± 1.3 97.0 ± 2.1 
S15-x25 25 8.3 ± 0.3 4.8 ± 0.7 13.0 ± 0.8 
S16-x60 60 12.7 ± 0.5 5.4 ± 0.4 18.1 ± 0.6 
S17-x14 14 35.0 ± 0.6 17.9 ± 0.4 52.9 ± 0.7 
S18-x33 33 16.6 ± 0.1 6.5 ± 0.3 23.1 ± 0.3 
S19-x40 40 10.2 ± 0.5 4.3 ± 0.3 14.5 ± 0.6 
S20-x30 30 9.6 ± 0.1 4.1 ± 0.3 13.7 ± 0.3 
S21-x25 25 20.0 ± 1.1 9.5 ± 0.3 29.5 ± 1.1 
S22-x28 28 10.8 ± 0.4 5.0 ± 0.2 15.8 ± 0.4 
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S1-M40 (5.74)

S1-x25 (2.23)
S15-x25 (1.73)

S4-E50 (2.10)

S4-m25 (2.13)

S5-M22 (3.32)

S5-E22 (2.01)

S6-E70 (2.23)
S7-x56 (2.83)

S9-E70 (1.79)

S10-x28 (3.69)
S13-x30 (2.38)

S14-E53 (2.53)
S21-x25 (2.11)

S16-x60 (2.35)S17-x14 (1.96)

S18-x33 (2.55)

S19-x40 (2.37)

S20-x30 (2.34)S22-x28 (2.77)

  
รูปที่ 4.5 ความสัมพนัธ์ของปริมาณ CAPs และปริมาณของพริกในตวัอยา่งซอสพริก (โดยท่ี E, M, 
m และ x หมายถึงสูตรความเผด็มาก (extreme hot) เผด็ปานกลาง (medium hot) เผด็นอ้ย (mind hot)
และไม่ไดร้ะบุ ตามล าดบั ส าหรับตวัเลขทา้ยสูตรความเผด็หมายถึงปริมาณพริกท่ีระบุไว ้ ส่วนตวั
เลขท่ีอยูใ่นวงเล็บเป็นอตัราส่วนของ CAP : DCAP ท่ีวเิคราะห์ได)้ 
 

จากผลการทดลองในตารางท่ี 4.2 และรูปท่ี 4.5 จะเห็นไดว้า่ปริมาณ CAPs ไม่มีแนวโนม้
ความสัมพนัธ์แปรตามปริมาณพริกท่ีระบุไว ้ ทั้งน้ีเน่ืองจากความแตกต่างของสายพนัธ์ุ และ/หรือ 
แหล่งพริกท่ีใชใ้นการผลิตซอสพริก แมแ้ต่สูตรความเผด็เหมือนกนั แต่ปริมาณ CAPs ท่ีตรวจพบ
ต่างกนั เช่น ซอสพริกสูตรเผด็มาก S1-E45, S4-E50, S5-E22, S6-E70, S7-E36, S9-E70 และ      
S14-E53 พบวา่มี 128, 44, 262, 37, 26, 132 และ 97 ppm CAPs ตามล าดบั นอกจากน้ีซอสพริกยีห่อ้
เดียวกนัแต่สูตรเผด็ต่างกนัพบวา่มีอตัราส่วนของ CAP : DCAP ท่ีตรวจพบใกลเ้คียงกนั เช่น S7-E36 
กบั S7-x56 และ S4-m25 กบั S4-E50 เป็นตน้ แสดงวา่น่าจะใชพ้ริกสายพนัธ์ุเดียวกนัหรือปลูกใน
แหล่งเดียวกนั และหากพิจารณาตามขอ้ก าหนดของปริมาณจ ากดัของ CAPs ในซอสพริกแลว้ จะ
เห็นไดว้า่มี 7 ตวัอยา่งท่ีมี CAPs เกิน 50 ppm (µg/g) ซ่ึงน่าจะจดัเป็นซอสพริกสูตรเผด็จดัมาก 
(extremely hot chili sauce)  
 
 
 

S1-E45 (2.89) 

S7-E36 (2.88) 
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4.3 หำปริมำณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตัวอย่ำงเคร่ืองแกง 
 ท าการประยกุตว์ธีิการเตรียมตวัอยา่ง และภาวะท่ีเหมาะส าหรับการแยกและวเิคราะห์       
หาปริมาณแคปไซซินอยดท่ี์ไดพ้ฒันาในงานวจิยัน้ีมาใชก้บัตวัอยา่งเคร่ืองแกงส าเร็จรูปชนิดต่างๆ              
ไดแ้ก่ น ้าพริกแกงส้ม เคร่ืองตม้ย  า น ้าพริกพะแนง และน ้าพริกแกงเขียวหวาน เป็นตน้ 

ท าการเตรียมตวัอย่าง blank เคร่ืองแกงโดยเตรียมจากการผสมเคร่ืองแกงตามอัตรา
ส่วนผสมท่ีระบุในฉลากแต่ละชนิดและแต่ละยี่ห้อท่ีไม่มีส่วนผสมของพริกซ่ึงมีแคปไซซินอยด์ 
(CAPS) และตวัอยา่งเคร่ืองแกงน ้ าพริกแกงชนิดต่างๆ ดงัหวัขอ้ 3.9.2 และแผนผงัรูปท่ี 3.1 ท าการ
สกดัซ ้ า 3 batch ในแต่ละตวัอยา่ง แลว้น าไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค MEKC ท่ีภาวะเหมาะสมท่ีหาได ้
ส าหรับการหาปริมาณสารท่ีสนใจ น าอตัราส่วนของ corrected peak area ท่ีไดไ้ปค านวณหาความ
เขม้ขน้ของ CAP และ DCAP ท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งโดยใชก้ราฟมาตรฐาน (รูปท่ี 4.1) และค านวณเป็น
ปริมาณสารในเคร่ืองแกง ดงัสมการท่ี 1 
  เคร่ืองแกงเป็นตวัอยา่งท่ีมีองคป์ระกอบหลายอยา่งไดแ้ก่ พริก หอมแดง กระเทียม เกลือ 
กะปิ และตะไคร้ เป็นตน้ พบวา่การเตรียม blank ของเคร่ืองแกงชนิดต่างๆ (มีองคป์ระกอบทุกอยา่ง
เช่นเดียวกบัตวัอยา่งเคร่ืองแกงจริง ยกเวน้ไม่มีพริกเป็นส่วนประกอบ) ไม่มีเมทริกซ์ท่ีรบกวนการ
วเิคราะห์ ตวัอยา่งอิเล็กโทรฟีโรแกรมแสดงดงัรูปท่ี 4.6 และ 4.7 โดยท าการยนืยนัพีกสารโดยใช ้
spiking techniques และสามารถวเิคราะห์หาปริมาณของ CAP และ DCAP ได ้ผลการทดลองแสดง
ดงัตารางท่ี 4.3  
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รูปที ่ 4.6 อิเล็กโทรฟีโรแกรมของตวัอยา่งเคร่ืองแกงน ้ าพริกแกงส้ม และแบล็งคข์องเคร่ืองแกง
น ้าพริกแกงส้มท่ีท าการวเิคราะห์ปริมาณ; ISTD = Internal Standard, CAP = แคปไซซิน              
และDCAP = ไดไฮโดรแคปไซซิน 
 

c. ตวัอยา่งเคร่ืองแกงน ้าพริก
แกงส้ม 

b. แบล็งคเ์คร่ืองแกงน ้าพริก
แกงส้ม 

a. สารมาตรฐาน 

ISTD 

CAP DCAP 

ISTD 

CAP 

DCAP 



 38 

 

Minutes

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

A
U

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

A
U

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

รูปที ่4.7 MEKC อิเล็กโทรฟิโรแกรมของเคร่ืองแกงส าเร็จรูปชนิดต่างๆ 
 
ตำรำงที ่4.3 ปริมาณของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตวัอยา่งเคร่ืองแกงส าเร็จรูป 

ตวัอยา่ง 
พริกในเคร่ืองแกง 

(%) 
ปริมาณสาร (ppm, µg/g) 

CAP DCAP CAPs 
P-SC-A27 27 52.5 ± 1.7 14.7 ± 0.6 67.2 ± 1.8 
P-PC-A36 36 30.1 ± 0.5 11.0 ± 0.5 41.1 ± 0.7 
P-TY-B30 30 44.4 ± 2.0 19.9 ± 1.0 64.3 ± 2.2 
P-GC-A30 30 103.1 ± 2.2 36.8 ± 1.7 139.9 ± 2.8 
P-GC-C31 31 75.8 ± 4.2 22.3 ± 3.8 98.2 ± 5.7 
SC = แกงส้ม, PC = พะแนง, TY = ตม้ย  า, GC =แกงเขียวหวาน 

 

CAP 

ISTD CAP DCAP 

ISTD 
CAP DCAP 

ISTD 

DCAP 

ISTD 
CAP 

DCAP 

ISTD CAP DCAP 

สำรมำตรฐำน 

ต้มย ำ 

เขียวหวำน 

แกงส้ม 

พะแนง 
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จากผลการทดลอง จะเห็นไดว้า่ปริมาณ CAPs ไม่มีแนวโนม้ความสัมพนัธ์แปรตามปริมาณ
พริกท่ีระบุไว ้ แมว้า่เปอร์เซ็นตพ์ริกท่ีระบุไวม้ากกวา่แต่ปริมาณ CAPs ท่ีไดก้ลบันอ้ยกวา่ หรือใน
กรณีท่ีเปอร์เซ็นตพ์ริกท่ีระบุไวเ้ท่ากนัแต่ปริมาณ CAPs ท่ีวเิคราะห์ไดไ้ม่เท่ากนั ทั้งน้ีเน่ืองจากความ
แตกต่างของสายพนัธ์ุ และ/หรือ แหล่งพริกท่ีใชใ้นการผลิตเคร่ืองแกงแต่ละยีห่อ้ นอกจากน้ีลกัษณะ
พริกท่ีแตกต่างกนั เช่น พริกสด พริกแหง้ ก็อาจส่งผลต่อปริมาณ CAPs ไดด้ว้ยเช่นกนั 
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บทที ่5  
สรุปผลกำรทดลอง 

 

 

 ไดป้ระยกุตเ์ทคนิคไมเซลลาร์อิเล็กโทรไคเนทิกโครมาโทกราฟี (micellar electrokinetic 
chromatography, MEKC) และวธีิการเตรียมตวัอยา่งส าหรับแยกและหาปริมาณแคปไซซิน (CAP) 
และไดไฮโดรแคปไซซิน (DCAP) ท่ีพฒันาข้ึนกบัตวัอยา่งซอสพริกจริงและเคร่ืองแกงส าเร็จรูป 
ส าหรับภาวะการสกดัท่ีเหมาะสมคือ สกดัตวัอยา่ง 2.5 กรัม ดว้ย เอทิลอะซิเตต 10 ml และเติมเกลือ 
(NaCl 0.5 กรัม และ anhydrous MgSO4 1.0 กรัม) โดยท าการสกดั 1 คร้ัง และภาวะท่ีใชใ้นการ
วเิคราะห์แยก CAP และ DCAP ท่ีเหมาะสมดว้ย MEKC คือ คะพิลลารีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 50 

m ความยาว 40.2 cm (30 cm ถึงเคร่ืองตรวจวดั), ศกัยไ์ฟฟ้า 25 kV, ตรวจวดัดว้ยเคร่ืองตรวจวดั 
UV ท่ีความยาวคล่ืน 214 nm และบฟัเฟอร์ท่ีใชป้ระกอบดว้ย 10 mM Na2B4O7 ท่ี pH 9.2, 60 mM 
SDS, 15% ACN และใช ้bisphenol A เป็น internal standard  

จากตวัอยา่งซอสพริก 22 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งเคร่ืองแกงส าเร็จรูป 5 ตวัอยา่ง พบวา่ปริมาณ 
CAPs ของตวัอยา่งซอสพริกและเคร่ืองแกงส าเร็จรูปอยูใ่นช่วง 13 ถึง 262 ppm และ 41 ถึง 140  ppm 
ตามล าดบั โดยท่ีใน 7 ตวัอยา่งซอสพริก และใน 4 ตวัอยา่งเคร่ืองแกง มีปริมาณ CAPs มากกวา่ 50 
ppm (mg/kg) ซ่ึงเกินปริมาณจ ากดัท่ีสหภาพยโุรป (European Commission)แนะน า นอกจากน้ี
ปริมาณ CAPs ท่ีวเิคราะห์ไดจ้ากต่างยีห่อ้กนัไม่มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณพริกท่ีระบุไวใ้นซอสพริก 
และไม่มีแนวโนม้ความสัมพนัธ์แปรตามปริมาณพริกและระดบัความเผด็ท่ีระบุไว ้ เน่ืองจากความ
แตกต่างของสายพนัธ์ุ และ/หรือ แหล่งพริกท่ีใชใ้นการผลิตซอสพริก และเคร่ืองแกงส าเร็จรูป เม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณวเิคราะห์ตวัอยา่งซอสพริกท่ีหาไดด้ว้ย MEKC และ HPLC ดว้ยวธีิ pair t-test ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95 % พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั อยา่งไรก็ตาม HPLC มีขอ้เสีย
คือตอ้งเสียเวลาในขั้นตอนของการไล่สารประกอบอ่ืนๆออกไปจากคอลมัน์หลงัจากท่ีท าการ
ตรวจวดัสารตวัอยา่งแลว้ อีกทั้งส้ินเปลืองปริมาณของเฟสเคล่ือนท่ีท่ีใช ้

ดงันั้น MEKC และวธีิการสกดัท่ีพฒันาข้ึนน้ี จึงน่าจะเป็นอีกทางเลือกหน่ึงของการ
วเิคราะห์ปริมาณ CAPs ในซอสพริกและเคร่ืองแกงได ้ เพื่อใชค้วบคุมคุณภาพของผลิตภณัฑแ์ละ
เป็นขอ้มูลความปลอดภยัของผูบ้ริโภคได ้
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ภำคผนวก 
กำรทดสอบทำงสถิติ 

 
ตาราง ผ1 เปรียบเทียบปริมาณของแคปไซซินท่ีวเิคราะห์ไดจ้าก MEKC และ HPLC 

t-Test: Paired Two Sample for Means 
 Variable 1 Variable 2 
MEKC HPLC   MEKC HPLC 

95.1 98.0 Mean 58.76666667 55.8777777
8 26.4 28.3 Variance 2807.625 2431.91194
4 62.4 57.1 Observations 9 9 

175.0 158.8 Pearson Correlation 0.996381958  
84.6 83.6 Hypothesized Mean Difference 0  
19.6 18.0 df 8  
35.0 29.8 t Stat 1.522669516  
20.0 19.3 P(T<=t) one-tail 0.083170401  
10.8 10.0 t Critical one-tail 1.859548033  

  P(T<=t) two-tail 0.166340802  
  t Critical two-tail 2.306004133   
จากตารางขา้งตน้ t Stat (1.522669516) นอ้ยกวา่ t critical two tail (2.306004133) สรุปไดว้า่ปริมาณ
วเิคราะห์ท่ีไดจ้าก MEKC และ HPLC ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 
หมำยเหตุ ในตาราง ผ1, ผ2 และ ผ3 นั้น ค่า t stat ของ paired t-test ค านวณโดยใชโ้ปรแกรม Excel 
ซ่ึงมีค่าดงัสมการ [Miller and Miller: 1993, Skoog et al.: 2004] 

 
Ns

d
t

d /
  

 
ในท่ีน้ี  d คือ ค่าความต่างท่ีวเิคราะห์ไดจ้ากทั้งสองวธีิท่ีใชต้วัอยา่งเดียวกนั 
d  คือ ค่าเฉล่ียของความแตกต่างขา้งตน้ 
Sd คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของ d 
N  คือ จ านวนของจ านวนคู่ท่ีเปรียบเทียบ 
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ตาราง ผ2 เปรียบเทียบปริมาณของไดไฮโดรแคปไซซินท่ีวเิคราะห์ไดจ้าก MEKC และ    HPLC 
t-Test: Paired Two Sample for Means 
 Variable 1 Variable 2 
MEKC HPLC   MEKC HPLC 

32.9 35.6 Mean 25.51111111 24.87778 
4.6 5.2 Variance 732.6261111 602.4969 

18.8 18.4 Observations 9 9 
86.9 76.3 Pearson Correlation 0.993070054  
47.2 49.6 Hypothesized Mean Difference 0  
6.8 7.3 df 8  

17.9 17.4 t Stat 0.48159175  
9.5 10.2 P(T<=t) one-tail 0.321496842  
5.0 3.9 t Critical one-tail 1.859548033  

  P(T<=t) two-tail 0.642993684  
  t Critical two-tail 2.306004133   
      
จากตารางขา้งตน้ t Stat (0.48159175) นอ้ยกวา่ t critical two tail (2.306004133) สรุปไดว้า่ปริมาณ
วเิคราะห์ท่ีไดจ้าก MEKC และ HPLC ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
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ตาราง ผ3 เปรียบเทียบปริมาณของ CAPs ท่ีวเิคราะห์ไดจ้าก MEKC และ    HPLC 
t-Test: Paired Two Sample for Means 
 Variable 1 Variable 2 
MEKC HPLC   MEKC HPLC 

128.0 133.6 Mean 84.27777778 80.75555556 
31.0 33.5 Variance 6323.981944 5365.495278 
81.2 75.5 Observations 9 9 

261.9 235.1 Pearson Correlation 0.995696842  
131.8 133.2 Hypothesized Mean Difference 0  
26.4 25.3 df 8  
52.9 47.2 t Stat 1.11696604  
29.5 29.5 P(T<=t) one-tail 0.148214655  
15.8 13.9 t Critical one-tail 1.859548033  

  P(T<=t) two-tail 0.296429309  
  t Critical two-tail 2.306004133   
      
จากตารางขา้งตน้ t Stat (1.11696604) นอ้ยกวา่ t critical two tail (2.306004133) สรุปไดว้า่ปริมาณ
วเิคราะห์ท่ีไดจ้าก MEKC และ HPLC ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
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