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บทท่ี 1 

 
บทนํา 

 
1.1   แนวเหตุผล ทฤษฎีสําคญั หรือสมมติฐาน  

         พืชสกุล Garcinia เปนพืชสกุลใหญมกีารกระจายตวัอยูในแถบทวีปเอเชีย บริเวณเขตเสน
ศูนยสูตร ทวปีแอฟริกา และเกาะโพลินเีซีย ซ่ึงมีทั้งหมด 180 สปชีย สวนในประเทศไทยมกีาร
สํารวจและรายงานวาพบ 22 สปชีย  [เต็ม  สมิตินันทน: 2523] กระจายอยูในทัว่ทุกภาคของประเทศ 
ทั้งนี้ไดมีรายงานวิจยัเกีย่วกบัสารที่พบในสวนตางๆของตนในหลายๆสปชีย ซ่ึงสารที่พบ
ประกอบดวย xanthoneและอนุพันธของ  xanthone [Rukachaisirikul et al.: 2003] โดยมีการศึกษา
กันอยางกวางขวางในการนาํมาใชเปนยาฆาเชื้อโรคเนื่องจากมีความสามารถในการทําลายเชื้อรา
หลายชนิด และยังมีคุณสมบัติในการเปนสารแอนติออกซิแดน [Tamil Selvi et al.: 2003] 
นอกจากนี้ยังพบกรดอีกหลายชนิด เชน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริก 
และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน โดยกรดไฮดรอกซซิีตริกนั้นไดมกีารศึกษาพบวามีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการสังเคราะหกรดไขมัน ในสวนที่จะเปนไขมันสะสมตอไป [Badmaev et al.: 1999, 
Heymsfield et al.: 1998] จากคุณสมบัติขอนี้จึงมีการศึกษาเพื่อที่จะนําไปใชในการลดน้ําหนกัอยาง
ปลอดภัยตอไป 

 
แหลงที่พบกรดไฮดรอกซีซิตริก 
จากรายงานวิจยักอนหนานีพ้บวากรดไฮรอกซีซิตริกนั้นสามารถพบไดในสวนตางๆของพืช

สกุล Garcinia สายพันธุที่พบในประเทศอินเดีย คือ Garcinia cambogia, Garcinia cowa และ 
Garcinia indica ซ่ึงพบกรดไฮดรอกซีซิตริกในสวนของเปลือกผลแหง ผลสด และใบ 
[Jayaprakasha et al.: 2002, Jayaprakasha and Sakariah: 1998, Jayaprakasha and Sakariah: 2002] 
แตพืชสกุล Garcinia สายพันธุที่พบในประเทศไทยนั้นยงัมีการศึกษากนันอย ในงานวิจยันีน้ั้นได
ศึกษาพืชสกุล Garcinia 4 สายพันธุดังนี้คือ 

Garcinia atroviridis Griff. ex T. Anderson มีชื่อสามัญคือ มะขามแขก สมแขก สมควาย สม
พะงุน สมมะวน และอาแซกะลูโก มีลักษณะเปนไมยืนตน สูง 6-12 เมตร ใบเดีย่ว เรียงตรงขาม รูป
ขอบขนานแคบ กวาง 3-5 ซม. ยาว 12-20 ซม. ปลายใบเรียวแหลม โคนใบรูปล่ิม สีเขียวเขม ใบออน
สีแดง กานใบยาว 1.5-2 ซม. ดอกแยกเพศ ดอกตวัผูเปนกระจกุ 2-3 ดอก เสนผาศนูยกลาง 3 ซม. 
กลีบเล้ียงชั้นนอกรูปขอบขนานหรือรูปโล ชั้นในขอบกลบีบาง ขนาดใหญกวา กลีบดอกรูปไขกลับ
แกมรูปโล ขนาดใหญสีแดงเลือดนก กานชูอับเรณูเรียวยาว เรียงเปนวงติดอยูบนฐานรองดอกมเีนื้อ
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อับเรณูรูปขอบขนานแคบ ดอกตัวเมียเปนดอกเดี่ยวที่ปลายกิ่ง กลีบเล้ียงและกลีบดอกลักษณะคลาย
ในดอกตัวผู แตกลีบดอกมีขนาดเล็กกวา เกสรตวัผูที่เปนหมนัติดอยูบนแอนนูลัส รังไขรูป
ทรงกระบอก มีสันผลรูปกลมแปน มีสันและรองจํานวนมาก สีเหลืองแกมสมสด ฉ่ําน้ํา รสเปรี้ยวจดั 
พบมากทางตอนเหนือของประเทศพมา และมาเลเซยีในประเทศไทยพบในพื้นที่ทางภาคใต เชน 
สงขลา ยะลา ปตตานี สตูล นราธิวาส พังงา ภูเก็ต กระบี่ ชุมพร และระนอง ชอบขึ้นในที่ซ่ึงมีฤดูแลง
ที่ส้ัน ในเขตรอนชื้นที่มีฝนตกชุกในปาแถบพื้นที่ราบต่ําจนถึงความสงูของภูเขา 600 เมตร 

Garcinia schomburgkiana Pierre มีช่ือสามัญคือมะดัน มีลักษณะเปนไมตนรอเลือ้ย ขนาด
กลาง สูง 4 - 10 ม. ลําตนตรง มีกิ่งแขนงแตกออกรอบลําตนขนานกบัพื้นหรือโคงเล็กนอย กิ่งเปน
ส่ีเหล่ียม สีออกดํา เปลือกนอก เรียบหรือแตกเปนรองเล็กลึกตามยาวลําตน สีน้ําตาลออนถึงเขมจัด 
เปลือกใน สีชมพู กระพี้สีเหลืองใบ เปนใบเดีย่ว ออกตรงขามกันเปนคู รูปขอบขนาน หรือรูปไข
กลับ กวาง 25 ซม. ยาว 9 ซม. ปลายใบมน โคนสอบขอบเรียบ เนื้อใบหนาคลายแผนหนัง เสนแขนง
ใบมีประมาณ 20 คู ไมชัดเจน กานใบ ยาวประมาณ 5 มม. หลังใบสีเขียวเขมเปนมนั ทองใบสีจาง
กวา เกลี้ยง ไมมีขน ใบออน สีน้ําตาลแดงสดใส ดอก ออกตามงามใบ มีดอกเพศผูและดอกสมบรูณ
เพศ ออกเปนกระจกุ ๆ ละ 3 - 6 ดอก กานดอก ยาว 1 - 2 มม. กลีบรองกลีบดอก 4 กลีบ คอนขาง
กลม งอเปนกระพุง กวาง 3.5 มม. ยาว 5 มม. กลีบดอกมี 4 กลีบ รูปรีแกมรูปไข กวางประมาณ 3 
มม. ยาว 6.5 มม. ปลายกลม โคนสอบแคบ ดอกเพศผู มีเกสรผูจํานวนมาก เรียงเปนวง 5 - 6 วง บน
ฐานดอก กานเกสรสั้น เปนสี่เหล่ียม อับเรณูมี 4 พู เหน็ไดชัด ไมมเีกสรเมีย ดอกสมบูรณเพศ มีเกสร
ผู 12 - 20 อัน รวมกันเปนกลุม 4 กลุม รังไขมี 5 ชอง ยอดเกสรแยกเปน 5 แฉก ดอกสีแดงเรื่อ หรือสี
ชมพู ผลสด รูปรี หรือขอบขนาน กวาง 1.5 - 2.5 ซม. ยาว 3 - 5 ซม. ผิวบางเกลี้ยง สีเขียวเปนมัน ผล
แกจดั เมื่อมีอายุ 4 - 5 เดือน ผลฉ่ําน้ํา มีรสเปรี้ยว ภายในผลมี 3 - 6 เมล็ด ถาเมล็ดลีบพูใดพหูนึ่งจะ
โต ผลเปรี้ยวสามารถพบไดในพื้นที่ทุกภาคของประเทศไทย มาเลย และเพนนินซูลารพบตามลําธาร
และหนอง บงึ ในปาดงดิบแลง เจริญเตบิโตไดดีในดนิเกือบทุกชนดิ แตชอบดินรวนโปรง มีการ
ระบายน้ําดีมีความชื้นสูงและมีความอุดมสมบูรณสูง ปจจุบันมีปลูกตามบานเรือนหรือสวนทั่ว ๆ 
ไป 

Garcinai cowa Roxb. ex DC. มีชื่อสามัญคือ ชะมวง กะมวง มวง ยอดมวง หรือสมมวง มี
ลักษณะ เปนตนไม ขนาดกลาง สูง 15 - 20 ม. เรือนยอด เปนพุมรูปกรวยคว่ํา ทรงสูง แตกกิ่งชัน้
เดียว เปลือกนอก เรียบ สีน้ําตาลเขมเกือบดํา ตนแกมรีอยแตกตามยาวโดยรอบลําตน และอาจมีรอย
แผล เปลือกใน สีชมพูถึงแดง มีน้ํายางสีเหลืองขุนไหลเยิ้มออกมาจากเปลือกตน ใบเปน ใบเดี่ยว 
ออกตรงกันขามเปนคู ๆ แตละคูเรียงตรงกันขามเปนมุมฉากซึ่งกันและกัน ใบรูปไขขอบขนาน 
ปลายใบและโคนใบแหลม ผิวใบเปนมนั เนื้อใบหนา ขอบใบเรียบมีเคลือบมันรอบขอบใบ ใบออน 
สีแดงอมเหลือง ใบแกสีเขยีวเขม แหงสีน้าํตาลออนแกมชมพู ทองใบมีจุดและกานใบยาว 1 - 1.5 
ซม. เสนใบมมีาก ละเอยีด แตมองเห็นไดทางหลังใบ ใบมีรสเปรี้ยว มีดอกเปนชอขนาดเล็ก กลีบ
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ดอกแข็ง หนา ขนาด 10 - 15 มม. แตกออกจากโคนใบและปลายกิ่ง ดอกเพศผู สีชมพูถึงแดง ขนาด
เล็ก กระจกุละ 3 - 8 ดอก กานชอดอก ยาว 3 - 4 มม. กลีบรองกลีบดอก 4 กลีบ รูปรีแกมขอบขนาน 
ขนาด 4 - 6 × 6 มม. ปลายกลีบกลม กลีบดอกมี 4 กลีบ รูปรีขนาด 2.5 - 4.5 ซม. เกสรผูจํานวนมาก
กานเกสรสั้นอบัเรณูรูปขอบขนานเปนสี่เหล่ียม เกสรตัวผูไมสมบูณเชือ่มกันเปนกลุมรอบรังไขไมมี
เกสรเพศเมีย ดอกเพศเมยี เปนดอกเดี่ยว ๆ กานดอกสัน้มาก กลีบรองดอกและกลีบดอกคลายคลึง
ดอกเพศผู แตมีขนาดใหญกวาเล็กนอย รังไขแบบ superior รูปกลม ผิวเปนพู 6 - 8 พู กานเกสรสั้น 
ยอดเกสรแยกเปน 6 - 8 แฉก เปนปุมปม ภายในแบงเปน 6 - 8 ชอง แตละชองมีไข 1 หนวย ดอก
แยกเพศอยูตางตน ลักษณะของผลสดเปนทรงกลม ผิวเรียบมีรองรอยเปนพูบาง ๆ รอบผล ขนาดผล 
2.5 - 3.0 ซม. ผลออน สีเขียวอมเหลือง ผลแก เมื่อสุกมีสีเหลืองถึงสม ผลสุกจะแตกออกเปนหลาย
เสี้ยวภายใน เนื้อผลสีเหลืองสม จํานวนเมล็ด มีเมล็ด 7 - 12 เม็ด เมล็ดมีสีเหลืองถึงสมพบใน อินเดยี 
พมา มาเลเซียและตอนใตของประเทศไทย เติบโตไดดตีามปาดงดิบถึงระดับน้ําทะเลปานกลาง 600 
ม. และปาพร ุ
 สวนลักษณะของ  Garcinia nigrolineata Planch. ex T. Anderson หรือชะมวงตราด นั้น
คลายกับ Garcinai cowa Roxb. ex DC. จะตางกนัที่ลักษณะของใบ คือจะมีใบที่ใหญกวา ใน
ประเทศไทยนัน้พบไดในแถบภาคตะวันออก จังหวัดระยอง จันทบุรี และตราด 
 

กลไกการยับยงัการสังเคราะหกรดไขมันของกรดไฮดรอกซีซิตริก [Soni et al.: 2004] 
  เมื่อรับประทานอาหารเขาไปรางกายจะยอยอาหารเหลานั้นใหอยูในรปูที่รางกายสามารถ
ดูดซึมไดและเผาผลาญเพื่อใหไดพลังงานตามที่รางกายตองการ สวนที่เหลือจากการเผาผลาญจะถูก
นํามาสังเคราะหและเก็บไวในสวนตางๆของรางกาย ไขมันกเ็ปนรูปหนึ่งที่รางกายนําสารอาหาร
ประเภทคารโบไฮเดรตที่เหลือจากการเผาผลาญมาสังเคราะหและเก็บไวตามสวนตางๆของรางกาย 
เมื่อมีมากเกนิไปทําใหเกิดปญหาดานสุขภาพตามมา เชน โรคอวน โดยกรดไฮดรอกซีซิตริกมี
คุณสมบัติในการยับยั้งการสงัเคราะหไขมนัไดดังรูปที1่ อาหารประเภทคารโบไฮเดรตจะถูกยอย
สลายเปน Acetyl CoA ซ่ึงเปนตัวตัง้ตนในการสังเคราะหไขมัน โดยขบวนการนี้เกดิขึ้นใน 
mitochondria แตเนื่องจากขบวนการสังเคราะหไขมันนัน้เกิดขึน้ใน cytosol ซ่ึงอยูภายนอก Acetyl 
CoA มีขนาดใหญไมสามารถผานออกไปไดจึงถูกเปลี่ยนเปน citrate ซ่ึงมีขนาดเล็กทําใหสามารถ
ออกมาภายนอก mitochondria ได และจะมีเอนไซม ATP citrate lyase มาเปลี่ยน citrate เปน Acetyl 
CoA โดย Acetyl CoA เปนตัวตั้งตนในการสลายไปเปนพลังงานตามที่รางกายตองการ และ Acetyl 
CoA สวนที่เหลือจะถูกนาํไปสังเคราะหไขมัน แตเมื่อมีกรดไฮดรอกซีซิตริกเขาไปในรางกาย 
กรดไฮดรอกซซิีตริกจะไปยบัยั้งการทํางานของเอนไซม ATP citrate lyase ทําให citrate ไมสามารถ
เปล่ียนกลับไปเปน Acetyl CoA ได จึงไมมีสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดไขมัน 
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รูปที่ 1.1 กลไกการยับยังการสังเคราะหกรดไขมันของกรดไฮดรอกซซิีตริก: สําเนาจาก [Soni et al.: 
2004] 
 

ปจจุบันประเทศไทยมีการจําหนายผลิตภณัฑที่มีสวนผสมของกรดไฮดรอกซีซิตริก 
สวนมากจะเปนสวนสกัดจากผลสมแขกอินเดีย (Garcinia cambogia) แตกรดไฮดรอกซีซิตริก
สามารถพบในสายพันธุอ่ืนดวยดังนัน้งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค
คะพิลาลีอิเล็กโทรฟอริซิส (capillary electrophoresis, CE) สําหรับวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซซิี
ตริกในสวนสกัดและเปรียบเทียบปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกในพืชสกุล Garcinia ไดแก สม
แขกไทย (Garcinia atroviridis Griff. ex T. Anderson ) มะดัน (Garcinia schomburgkiana Pierre) 
ชะมวง (Garcinia cowa Roxb. ex DC.) และชะมวงตราด (Garcinia nigrolineata Planch ex T. 
Anderson  ) โดยจะศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอปริมาณของ กรดไฮดรอกซีซิตริก ไดแก ระยะความ
แกออนของผลหรือใบ รวมทั้งหาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดกรดไฮดรอกซีซิตริกที่มีอยูในสวนตางๆ
ของพืชและศกึษาปจจัยที่มผีลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสารมาตรฐานและ
สารละลายตัวอยาง 

เทคนิค CE เปนการแยกสารที่มีประจุดวยไฟฟาในหลอดคะพลิาลีขนาดเล็กที่บรรจุ
สารละลายอิเล็กโทรไลต (background electrolyte, BGE) กลไกการแยกของสารขึ้นอยูกบั
ความสามารถของการเคลื่อนที่ทางไฟฟา (electrophoresis mobility) ทั้งนี้เทคนิค CE มีขอดีเหนือ
เทคนิคไฮเพอฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (high performance liquid chromatography, HPLC) 
คือ ไมใชหรือใชตัวทําละลายอินทรียในปริมาณนอย ไมเสี่ยงตอการทําลายหรือการอดุตันคอลัมน  
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1.2   งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการวิเคราะหกรดไฮดรอกซซิีตริก 
ไดมีรายงานการวิจัยในการสกัดแยกกรดไฮดรอกซีซิตริกจากเปลือกผลแหงของสมแขก 

(Garcinia cambogia) โดยใชวิธีการตมกบัน้ําภายใตแรงดันและแยกกรดไฮดรอกซซิีตริกออกจาก
สวนสกัดโดยใช cathion exchange resin [Jena et al.: 2002, Lewis and Neelakantan: 1965] 
นอกจากนี้ยังมกีารใช Soxhlet extractor มี acetone และ methanol เปน solvent ในการสกัด [Jena et 
al.: 2002] และมีการวิเคราะหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสวนสกัดของผลสมแขกอินเดีย 
(Garcinia cambogia) โดยใชเทคนิค HPLC พบวาพีกของกรดไฮดรอกซีซิตริก แยกออกจากพกีอื่น
ไมสมบูรณ [Jayaprakasha and Sakariah: 1998] ทําใหขาดความเชื่อมัน่ของปริมาณกรดที่วิเคราะห
ได แตไดมกีารนํา เทคนิค HPLC มาวิเคราะหหาปริมาณกรดกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอนิทรีย
อ่ืนๆในสวนตางๆของตน Garcinia cowa  และ Garcinia indica พบวามีปริมาณของกรดไฮดรอกซี
ซิตริกในแตละสวนของตนแตกตางกัน โดยในเปลือกของผลแหงจะมีปริมาณของกรดไฮดรอกซซิี
ตริกมากที่สุด นอกจากพบกรดไฮดรอกซซิีตริกแลวยังพบกรดออกซาลิกและกรดซติริกอีกดวย แต
พบในปริมาณที่นอย [Jayaprakasha et al.: 2002, Jayaprakasha and Sakariah: 1998]                                  

สําหรับการแยกและวิเคราะหกรดอินทรยีดวยเทคนิค CE ที่ผานมานั้นไดมกีารพฒันาขึ้น
เพื่อวิเคราะหในตัวอยางหลายชนิด ไดแก ผลไม น้ําผลไม [Kandl and Kupina: 1999,  Saavadra et 
al.: 2000] เบียร ไวน [Kandl and Kupina: 1999, Moreno et al.: 2003 ] และนม [Buiarelli et al.: 
2003, Izco et al.: 2003, Izco et al.: 2002] เปนตน  

 
1.3   วัตถุประสงค  

1) หาภาวะที่เหมาะสมของคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิสสําหรับวิเคราะหหาปริมาณกรดไฮ
ดรอกซีซิตริก 

2) เปรียบเทยีบปริมาณของกรดไฮดรอกซซิีตริกในพืชสกุล Garcinia 
3) ศึกษาปจจยัตางๆทีมีผลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสารมาตรฐานและ

สวนสกัด 
 
1.4   ขอบเขตการวิจัย 

หาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค CE สําหรับการแยกและวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิ
ตริก จากนัน้ประยุกตนําเทคนิค CE ที่พัฒนาขึ้นมาวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซซิีตริกและกรด
อินทรียตางๆในสวนสกัดจากสวนตางๆของพืชสกุล Garcinia รวมทั้งศึกษาปจจัยทีม่ีผลตอการ
สลายตัวของกรดไฮดรอกซซิีตริกในสารมาตรฐานและสวนสกัด 
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1.5   วิธีการดําเนินการวิจัย 
1) ศึกษาคนควาและรวบรวมขอมูลจากเอกสารอางอิง     
2) หาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค CE สําหรับการแยกและวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิ

ตริก 
2.1)  การหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค CE สําหรับการแยกและวิเคราะหปริมาณกรด                      
ไฮดรอกซีซิตริก 

2.1.1   ชนิด ความเขมขนและคา pH ของบัฟเฟอร  
2.1.2   ชนิดและปริมาณตัวละลายอินทรียในบัฟเฟอร 

 2.2)  การตรวจสอบความถูกตองของเทคนิค CE  
3)   สกัดกรดอนิทรียจากสวนตางๆของพืชสกุล Garcinia 

 3.1)  คัดเลือกพืชสกุล Garcinia ไดแก สมแขก (Garcinia atroviridis Griff. ex T. 
Anderson) มะดัน (Garcinia schomburgkiana Pierre) ชะมวง (Garcinia cowa Roxb. ex DC.) และ
ชะมวงตราด (Garcinia nigrolineata Planch ex T. Anderson)  โดยคัดเลือกสวนของใบออน ใบแก 
และผล 
 3.2)   วิธีการสกัด [Jayaprakasha et al.: 2002] 
 นําสวนของพชืมาตัดเปนชิน้เล็กๆ สกัดดวยน้าํ  โดยใช autoclave จากนั้นนํามากรองผานผา
และกระดาษกรอง  นําชิ้นพชืที่เหลือไปสกัดซ้ํา  เติมถานกัมมันตลงไปในน้ําสกดัและใหความรอน 
จากนั้นนํามากรองดวยกระดาษกรองและลางถานกัมมันตดวยน้ํา  น้ําสกัดที่ไดนํามาทําใหเขมขน
เหลือปริมาณเพียงเล็กนอย โดยใชสูญญากาศ จากนัน้เติมเอธานอล  ทิ้งใหตกตะกอน  นําไปปน
เหวีย่ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 2 คร้ัง จากนั้นทําใหน้ําสกัดเขมขนและเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส 

4)    วิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกในสวนสกัดจากสวนตางๆของพืชสกุล Garcinia 
 ใชเทคนิค CE แยกและวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซซิีตริกและกรดอินทรียในสวนสกัด 

โดยเปรียบเทยีบปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอนิทรียในสวนตางๆของพืชสกุล Garcinia 
5) หาปจจยัที่มีผลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสารมาตรฐานและสวนสกัด 

อุณหภูมิในการเก็บรักษา โดยเก็บสารสกัดกรดไฮดรอกซีซิตริกในอณุหภูมิที่แตกตางกัน
และวดัปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกที่เหลืออยู 

6) วิเคราะหผลการทดลอง สรุปผลการดําเนนิงานวจิัย และรวบรวมขอมลูเพื่อเขียน  
วิทยานิพนธ 
 
1.6   ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัยนี้ 

ไดภาวะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกโดยคะพิลลารีอิเล็กโทร 
ฟอริซิส 



 

 

 
บทท่ี 2 

 
ทฤษฎี 

   
2.1 คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอเรซิส (capillary electrophoresis, CE) 

คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอเรซิส (capillary electrophoresis, CE) เปนเทคนิคใหมของการแยกสาร
ภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา โดยใหสารเคลื่อนที่ผานตัวกลางที่เปนสารละลายอิเล็กโทไลตที่
บรรจุในคะพิลลารีขนาดเล็ก หลักการแยกสารอาศัยความแตกตางของความสามารถในการเคลื่อนที่
ทางไฟฟาของสาร (eletrophoretic mobility) ซ่ึงขึ้นกับอัตราสวนระหวางประจุตอขนาดของไอออน 
เทคนิค CE นํามาประยุกตใชกับการแยกสารไอออนบวกและไอออนลบของสารประกอบอินทรีย
หรืออนินทรีย ตลอดจนถึงสารโมเลกุลขนาดใหญ เชน เปปไทด โปรตีน และพอลิเมอร เปนตน 

 
2.2   สวนประกอบของเครื่อง CE [Weinberger: 2000] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.1 สวนประกอบอยางงายของเครื่อง CE:  ดัดแปลงจาก [Weinberger: 2000] 
 
1)  คะพิลลารี (capillary) 
 คะพิลลารีที่ใชกันทั่วๆไปในปจจุบันเปน fuesd silica capillary ขนาดเสนผานศูนยกลาง
ภายใน 10 ถึง 200 μm ยาวประมาณ 20 ถึง 100 cm ภายนอกของคะพิลลารีเคลือบดวย พอลิเอไมด
เพื่อปองกันการแตกหัก และลอกพอลิเอไมดออกเฉพาะบริเวณตรวจวัดภายในกรณีที่ใชเครื่องตรวจ
วัด เชน UV-Visible 

Background 
electrolyte vial 

Electrode 

High voltage    
power supply 

Detector Capillary 
Electrode 

Background 
electrolyte vial 

Sample 
vial 
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2)  สารละลายอิเล็กโทรไลต (background electrolyte, BGE)  
 สารละลายอิเล็กโทรไลตสวนใหญเปนบัฟเฟอรบรรจุอยูใน vial ซ่ึงมีปลายทั้งสองขางของ
คะพิลลารีจุมอยู 
3)  เครื่องกําเนิดไฟฟา (voltage supply) 
 เครื่องกําเนิดไฟฟากระแสตรงที่ใหความตางศักย -30 ถึง 30 kV และกระแสสูงสุดไมเกิน 
300 μA ในการแยกสารสวนใหญนิยมใชความตางศักยไฟฟาที่เปนบวก ในดานเครื่องตรวจวัดหรือ
ดานปลายออก (outlet) เปนขั้วลบ (แคโทด) และดานฉีดสารหรือดานเขา (inlet) เปนขั้วบวก 
(แอโนด) ซ่ึงเรยีกการใหศักยไฟฟาแบบนี้วาขั้วไฟฟาปกติ (normal polarity) หรือหากสลับขั้วให
ดานปลายเปนขั้วบวก (ศักยไฟฟาเปนลบ) เรียกการใหศักยไฟฟาแบบนี้วาสลับขั้วไฟฟา (reversed 
polarity) 
4)  ขั้วไฟฟา (electrode) สวนใหญใชแทงโลหะแพลทินัม 
5)  เครื่องตรวจวัด (detector)  
 เครื่องตรวจวัดที่ใชใน CE ดัดแปลงมาจากเครื่องตรวจวัดที่ใชในเทคนิค HPLC เครื่อง
ตรวจวัดที่นิยมใชกันมากที่สุดใน CE คือ UV-Visible คือ มีสภาพไวในการตรวจวัด (sensitivity) ที่
ดีกวาเครื่องตรวจวัดชนิดอื่นๆ ที่ใชใน CE ไดแก amperometer, conductivity detector และ mass 
spectrometer (MS) เปนตน การใชเครื่องตรวจวัด MS มีขอดี คือความไวไวสูงและสามารถใชเพื่อ
ยืนยันสูตรโครงสรางของสารไดแตมีราคาแพง 
6)  ระบบการบรรจุสารตังอยาง (injection) 
 โดยทั่วไปการบรรจุสารเขาไปในคะพิลลารีมี 2 วีธี ไดแก การใชไฟฟา (electrokinetic 
injection) และการใชความดัน (pressure injection) 
 ในการวิเคราะหดวยเครื่อง CE ทําไดโดยเติม BGE เขาไปในคะพิลลารี หลังจากนั้นก็บรรจุ
สารตัวอยางเขาไป เมื่อใหศักยไฟฟาผานขั้วไฟฟาที่จุมอยูที่ BGE vial ทั้งสอง สารจะเคลื่อนที่ในคะ
พิลลารีและเกิดการแยกของสารตามความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟาของสาร 
(electrophoretic mobility) แตละชนิด  
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2.3   ประเภทของเทคนิค CE 
 เทคนิค CE แบงออกเปน 6 ประเภทตามกลไกการแยกสาร 

1. Capillary Zone Electrophoretic (CZE) 
2.  Micellar Electrokinetic Chromatography (MEKC) 
3. Capillary Electrochromatography (CEC) 
4. Capillary Gel Electrophoresis (CGE) 
5. Capillary Isoelectric Focusing (CIEF) 
6. Capillary Isotachophoresis (CITP) 
งานวิจัยนี้เกี่ยวของกับเทคนิค CZE จึงอธิบายหลักการ ของเทคนิค CZE เทานั้น CZE หรือ 

free solution capillary zone electrophoresis เปนเทคนิคที่เปนที่รูจักและนิยมใชกันอยางแพรหลาย
ของเทคนิค CE การแยกสารใน CZE อาศัยความแตกตางของความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟ
ฟาของสาร ซ่ึงขึ้นอยูกับความแตกตางของอัตราสวนของคาประจุตอขนาดของสารตัวอยาง ตัวกลาง
ที่ใชในคะพิลลารีเปนเพียงบัฟเฟอรทั่วไป หรือบัฟเฟอรที่ประกอบดวยสารเติมแตงบางชนิดที่ไมทํา
ใหกลไกของการแยกเปลี่ยนแปลงไป สารเติมแตงบัฟเฟอร เชน ตัวทําละลายอินทรีย สารลดอิเล็ก
โทรออสโมซิส (electroosmosis suppressant) สารเติมแตงไครัลบางชนิด เปนตน  

 
2.4   ความสามารถในการเคลื่อนท่ีทางไฟฟา (electrophoretic mobility, μ) 
 ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟาหรือความสามารถในการเคลื่อนที่ของสาร 
(eletrophoretic mobility หรือ mobility, μ หนวยสากลเปน m2V-1s-1) นิยามเปนความเร็วในการ
เคลื่อนที่ทางไฟฟาของสาร (electrophoretic velocity, vep) ภายใตความเขมของสนามไฟฟา (electric 
field strength, E) 1 V m-1 และมีสัมพันธกับตัวแปรตางๆ ดังสมการ 2.1 [Foret: 1993] 
 

h

ep

6 r
ze

E
v

πη
==μ                                                 ( 2.1) 

  
z  คือ คาประจุของสาร 

 e  คือ คาประจุของอิเล็กตรอน (1.6 x 10-19 คูลอมบ) 
 η  คือ ความหนืดของสารละลายอิเล็กโทรไลต 
 rh  คือ รัศมีไฮโดรไดนามิกของไอออน (hydrodynamic radius of an ion ) ซ่ึงเปนรัศมีของ
ไอออนที่มีโมเลกุลของน้ําลอมรอบขณะที่ไอออนเคลื่อนที่ในสนามไฟฟา  
 ที่อุณหภูมิ 25 °C และสารละลายอิเล็กโทรไลตเจือจางมากๆ หรือที่ความแรงไออน (ionic 
strength, I, หนวยเปน mol Kg-1หรือ mol/l) ของสารละลายอิเล็กโทรไลตมีคาประมาณศูนย เรียก 
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ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟานี้วา ความสามารถในการเคลื่อนที่สัมบูรณหรือความ
สามารถในการเคลื่อนที่จํากัด (absolute mobility หรือ limiting mobility, μ°) ซ่ึงเปนคาเฉพาะของ
สารหนึ่งๆ 
 ปจจัยที่มีผลตอคา μ ไดแก 

1)  ความแรงไอออนิก (ionic strength) หรือความเขมขนของ BGE โดยเมื่อเพิ่มความแรง
ไอออนิกของ BGE ทําให effective charge (z) ลดลง rh มากขึ้น (rh จะเปนผลรวมของ rh ของ
ไอออนของสารตัวอยางและเคาเตอรไอออน (counter ion ) [Foret: 1993] ดังนั้นคา μ จะลดลง 

2)  ความหนืดและอุณหภูมิ โดยสมการ 2.1 คา μ จะแปรผกผันตามความหนืดของ BGE  
[Kenndler, 1998] ดังนั้นเมื่อเพิ่มคาความหนืดคา μ จะลดลง การเพิ่มอุณหภูมิทําใหความหนืดของ 
BGE ลดลง ดังนั้นคา μ จะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มของอุณหภูมิ โดยทั่วไปคา μ เพิ่มขึ้น 2 ถึง 3% ตอการ
เพิ่มอุณหภูมิ 1 องศาเซลเซียส [Kenndler:1998] 

3)  pH ของ BGE มผีลตอ μ ของสารตัวอยางที่เปนกรดออนหรือกรดแก โดยการเพิ่ม pH 
ของ BGE จะมีผลตอการเพิ่มดีกรีการแตกตัวของสาร (the degree of dissociation) ของกรดออนทํา
ให μ ของกรดออนเพิ่มขึ้น และลดดีกรีของโพรโทเนต (the degree of protonation) ของเบสออน ทํา
ให μ ของเบสออนลดลง [Kenndler: 1998] 

4)  ตัวทําละลายอินทรีย โดยทั่วไปเมื่อเติมตัวทําละลายมีผลทําใหคา μ ลดลง เนื่องจาก  
ดีกรีของการแตกตัวของสารที่เปนกรดออนหรือเบสออนลดลง จึงทําให effective charge ของสาร
ลดลง ดังนั้นมีผลทําใหลด μ [Kenndler: 1998] 

5)  ขนาดของคะพิลลารี (d) และความเขมศักยไฟฟา (E) ที่ใช จากสมการ 2.1 จะเห็นวาคา 
μ ไมขึ้นกับ d และ E แตในทางปฎิบัติ การเพิ่ม d  และ E ทําให μ เพิ่มขึ้น เนื่องจากผลของ Joule 
heating ที่เพิ่มขึ้นทําใหคะพิลลารีมีอุณหภูมิเพิ่มขึ้น 

 
2.5   อิเล็กโทรออสโมซิส (eletroosmosis) [Grossman: 1992] 

 ที่ผิวดานในของคะพิลลารีประกอบดวยหมูซิลินอล (-Si-OH) และเมื่อสัมผัสกับ
สารละลาย   อิเล็กโทรไลตหรือบัฟเฟอรที่มีคา pH > 3 จะเกิดการไอออนไนซ ทําใหผิวดานในของ
คะพิลลารีมีประจุลบ  

-Si-OH (s)  + OH- (aq)        ⇌        -Si-O- (s)    +    H2O (l) 

-Si-OH (s)  + H2O (l)          ⇌        -Si-O-  (s)   +    H3O
+ (aq)   

  

ทําใหเกิด H+ หรือ H3O
+ กระจายอยูในสารละลายหรือรวมกับ OH- เกิดเปนโมเลกุลของน้ํา 

โดยทั่วไปในการวิเคราะหดวย CE จะลางคะพิลลารีดวยเบสแก เชน NaOH หรือ KOH และตามดวย
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สารละลายอิเล็กโทรไลตหรือบัฟเฟอร ดังนั้น H+ จึงนอยมากเมื่อเทียบกับแคทไออนจากสารละลาย    
อิเล็กโทรไลตหรือบัฟเฟอร  แคทไอออนจากสารละลายอิเล็กโทรไลตหรือบัฟฟเฟอรจะเกิด double 
layer ขึ้น แคทไอออนบางสวนจะติดอยูที่ผิวของคะพิลลารี เรียกวา Stern layer หรือ inner 
immobilized Helmholtz plane ซ่ึงจะไมเคลื่อนที่เนื่องจากอิทธิพลของแรงไฟฟาสถิต (electrostatic 
force) และ/หรือ แรงแวนเดอรวาลส (Van der waals force) แคทไอออนบางสวนกระจายอยูในสาร
ละลายเปน diffusion layer และแคทไอออนที่เหลือจะอยูใน bulk solution  

ผลของการเกิด double layer ทําใหในสารละลายมีแคทไอออนมากกวาแอนไอออน เมื่อให
ศักยไฟฟาที่ปลายทั้งสองขางของคะพิลลารี (ปลายดานเครื่องตรวจวัดเปนขั้วแคโทดหรือข้ัวลบ) ดัง
รูปที่ 2.2 แคทไอออนของสารละลายอิเล็กโทรไลตมากมายที่อยูใน diffusion layer และ bulk 
solution จะเคลื่อนที่ไปทางขั้วแคโทดได โดยปกติแคทไอออนของอิเล็กโทรไลตจะถูกลอมรอบ
ดวยโมเลกุลของน้ํา ทําใหดึงโมเลกุลของน้ําเคลื่อนที่ไปยังขั้วแคโทดดวย เรียกปรากฏการณของการ
เคลื่อนของโมเลกุลของน้ําหรือสารละลายนี้วา อิเล็กโทรออสโมซิส และเรียกการเคลื่อนที่ดวยอิทธิ
พลนี้วาการไหลของอิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmotic flow, EOF) 

 
 

 
 
 
 
รูป 2.2  การไหลของอิเล็กโทรออสโมซิสในคะพิลลารี (EOF): ดัดแปลงจาก [Landers: 1997] 
 
 
 
 
 

EOF 
μ+ 

μ− 

แคทไอออนจาก 
อิเล็กโทรไลต 

ผิวคะพิลลาร ี
ที่มีประจุลบ 
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ปจจัยที่มีผลตอคา EOF ไดแก  

1. pH ของ BGE: โดยที่การลด pH ของ BGE ทําใหการแตกตัวของหมูซิลินอลที่บริเวณผิวคะ
พิลลารีลดลง ดังนั้น EOF จะลดลง 

2. ความแรงไอออนิกของ BGE: ถาเพิ่มความแรงไอออนิกของ BGE ทําให EOF ลดลง แตถา
เพิ่มขึ้นมากๆ อาจทําให EOF เพิ่มขึ้นเนื่องจากผลของ Joule heating  

3. ปจจัยอ่ืนๆ: เชน ความหนืด อุณหภูมิ ขนาดของคะพิลลารีและความเขมขนสนามไฟฟา มี
ผลตอ EOF เชนเดียวกับคา μ 

 
2.6   พฤติกรรมการเคล่ือนท่ีของสาร 

การเคล่ือนท่ีของสารภายใตภาวะที่มี EOF มาก 

 
รูป 2.3 พฤติกรรมการเคลื่อนที่ของสารภายใตภาวะ EOF มาก และกรณีที่ผิวของคะพิลลารีเปน
ประจุลบและใชขั้วไฟฟาปกติ: ดัดแปลงจาก [Li: 1992]   
 
 จากรูป 2.3 เมื่อผิวคะพิลลารีเปนประจุลบและดานเครื่องตรวจวัดเปนขั้วแคโทด (ขั้วลบ) 
EOF จะมีทิศทางไปทางขั้วแคโทด สารตัวอยางที่เปนแคทไอออนมีทิศทางของ μ ไปทางขั้วแคโทด
เชนกัน ดังนั้นแคทไอออนจะเคลื่อนที่ไปขั้วแคโทดดวย EOF และ electrophoretic velocity (v+, net= 
v++ veo) โดยที่แคทไอออนที่มีประจุมากและรัศมีไอออนไฮโดรไดนามิกนอย (คา μ มาก) จะเคลื่อน
ที่ออกมากอน สวนสารตัวอยางที่มีแอนไอออนซึ่งมีทิศทางของ μ ไปทางขั้วแอโนด แตถา veo มี
ขนาดมากกวา v- แอนไอออนเคลื่อนที่ไปขั้วแคโทดผานเครื่องตรวจวัดได โดยลําดับการเคลื่อนที่จะ
ตรงกันขามกับแคทไอออน กลาวคือ แอนไอออนที่มีประจุมากและรัศมีไฮโดรไดนามิกนอย (คา μ 

v+,net  

v+  

veo  

v-  
v-,net  

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
 - 

  
+

+
+-- - - 

EOF  

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
++
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มาก) จะเคลื่อนที่ออกมาทีหลัง สวนสารที่ไมมีประจุจะเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัดไดเนื่องจาก 
EOF  

การกลับทิศทางการไหลของ EOF (reversed EOF) 
 ในกรณีที่ประจุลบมีคา μ มากกวา μeo หรือ μ มีคานอยกวา μeo เล็กนอย ถาวิเคราะหโดยใช 
EOF ปกติ และขั้วปกติ (ดานเครื่องตรวจวัดเปนขั้วลบ) สารจะไมเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัดหรือ
ใชเวลาในการเคลื่อนที่นาน วิธีการหนึ่งที่งายและราคาถูก คือ การเคลือบผิวคะพิลลารีช่ัวคราวดวย
สารลดแรงตึงผิว (dynamic coating) เพื่อกลับทิศทางของ EOF และใช  reversed polarity (ดาน
เครื่องตรวจวัดเปนขั้วบวก) เพื่อใหทิศทางของ μ และ μeo ไปทางเดียวกับดานเครื่องตรวจวัด ซ่ึงวิธี
การทําไดโดยเติมสารลดแรงตึงผิวแคทไอออน (cationic surfactant) ลงไปใน BGE ในปริมาณที่
นอยกวาความเขมขนและเกิดไมเซลลจะทําใหโมเลกุลสวนหัวของสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวก
เกิดแรงดึงดูดแบบไอออนิก (ionic force) และถูกดูดซับที่ผิวคะพิลลารีซ่ึงเปนประจุลบ ดังรูปที่ 2.6 
เมื่อเพิ่มปริมาณสารลดแรงตึงผิวขึ้นอีก สวนหางของโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะเขาแทรก เกิด
แรงแวนเดอรวาลกับสวนหางของสารลดแรงตึงผิวกับชั้นแรก และหันสวนหัวออก ทําใหเปรียบ
เสมอืนวาผิวคะพิลลารีมีประจุบวก  (แทนที่จะเปนประจุลบเหมือนที่ผานมา) และมีแอนไอออนมาก
กวาแคทไอออนในสารละลาย แอนไอออนบางสวนเกิดเปน Stern layer และบางสวนกระจายอยูใน
สารละลาย ถาใหศักยไฟฟาขั้วปกติแอนไอออนลบจะเคลื่อนที่ไปทางขั้วบวก (ดานฉีดสารตัวอยาง) 
ทําใหเกิดการไหลของ EOF ในทิศทางตรงขามกันปกติทั่วไป เรียกวา Reversed EOF และถา
ตองการให EOF มีทิศไปทางเครื่องตรวจวัด ตองสลับขั้วไฟฟาใหดานเครื่องตรวจวัดเปนขั้วบวก
หรือแคโทด (reversed polarity) สารลดแรงตึงผิวที่นิยมใชกลับทิศทางของ EOF คอื 
tetradecyltriammonium bromide (TTAB) และ cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.4   การกลับทิศทางของ EOF โดยใชสารลดแรงตึงผิวประเภทแคทไอออน 

+ 

- 

Stern layer 

+ 

Diffusion layer 

Cathode Anode EOF 

Cathode Anode 

Excess - 

+ + + + + + + + + + + 

+ + + + + + + + ++ +
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-
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 การกลับทิศทางของ EOF มักประยุกตในกรณีที่สารตัวอยางเปนประจุลบที่มีคา μ นอยกวา 
μeo ไมมากนักหรือคา μ มากกวา μeo โดยจะตองใช reversed polarity of applied voltage ควบคูกัน
ดวย เพื่อใหพาสารตัวอยางเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัด 
 
2.7   อิเล็กโทรฟโรแกรมและไมเกรชันไทม (electropherogram and migration time) 
 เมื่อสารตัวอยางที่บรรจุเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัดจะแสดงผลออกมา เรียกวา อิเล็กโทรฟ
โรแกรม (electropherogram) และระยะเวลาที่สารเคลื่อนที่จากปลายคะพิลลารีดานบรรจุสารจนถึง
เครื่องตรวจวัด เรียกวา ไมเกรชันไทม (migration time) ดังที่กลาวมาแลววา ในเทคนิค CE สารจะ
เคลื่อนที่ภายใตอิทธิพลของ EOF ดวย ดังนั้นผลรวมของความเร็วของสาร (vnet) ดังสมการ 
[Kenndler: 1998] 

νnet  =  νep  +  νeo          (2.2) 
μnet  =  μ  +  μeo           (2.3) 

 

tm  หนวยในวินาที มีความสัมพันธกับตัวแปรตางๆ ดังสมการ 
 

                                           
V

lL
v

lt
)( eoepnet

m μ+μ
==                      (2.4) 

 
 L  คือ ความยาวทั้งหมดของคะพิลลารี (m) 
 l   คือ ความยาวจากปลายคะพิลลารีดานบรรจุสารจนถึงเครื่องตรวจวัด (m) 
 V  คือ ศักยไฟฟา (V) 
  
 ในทางปฏิบัติ เมื่อทราบคา tm ของสาร จะสามารถคํานวณ μeo และ μ ไดดังสมการ 
 

     
eo

eo Vt
lL

=μ       (2.5) 

     
V
lL

tt ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−=μ−μ=μ

eom
eonet

11     (2.6) 

 
 teo  คือ ไมเกรชันไทมของสารที่ไมมีประจุ หรือ EOF marker  
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2.8   คุณภาพและปริมาณวิเคราะหดวยเทคนิค CE (Qualitative and Quantitative Analysis in 
CE) 
 คุณภาพวิเคราะห (qualitative analysis) CE สามารถทําไดโดยเปรียบเทียบจากคาไมเกรชัน
ไทม (tm) และคาความเร็วในการเคลื่อนที่ทางไฟฟาของสาร (electrophoretic mobility, μep) นอกจาก
นี้ยังมีเทคนิคที่ เรียกวา spiked techniques ซ่ึงใชเมื่อสงสัยพีกใดเปนพีกของสารที่ตองการวิเคราะห 
โดยทําการเติมสารละลายมาตรฐานลงไปในสารละลายตัวอยาง ถาพื้นที่ใตพีกใดเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบ
กับกอน spiking ก็แสดงวาเปนพีกนั้นนาจะเปนสารที่สงสัย ในกรณีที่ใช photodiode array UV 
detector สามารถเปรียบเทียบ UV spectrum ได และปริมาณของสารที่เคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจ (Q) 
มีความสัมพันธกับตัวแปรตางๆ ดังสมการที่ 2.8 
 

    Q (mole)  =  
)mmol (AUfactor  Response

)s(mV x (AUs) areaPeak 
3-1-

-13
F    (2.8) 

 
  VF คือ volume flow ของสารตัวอยางที่เคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัด 
 

แมวามีรายงานวิจัยวาปริมาตรของสารที่บรรจุดวยความดันในเทคนิค CE มีความเที่ยงสูง 
[Mayer: 2001] แตอยางไรก็ตามความไมเที่ยงของปริมาตรที่บรรจุขึ้นอยูกับความไมเที่ยงของความ
ดัน เวลาและความหนืดของ BGE ในคะพิลลารีที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนของอุณหภูมิของคะพิลลารี
ในสวนที่ไมไดควบคุม ในงานวิจัยโดยทั่วไปของปริมาณวิเคราะห (quantitative analysis) ที่ใช
คํานวณหรือหาปริมาณของสาร คือ การทํากราฟสอบเทียบ (calibration plot) ซ่ึงใชวิธีตางๆกัน ดังนี้ 

1)  external standard 
การสรางกราฟความสัมพันธระหวาง corrected peak area (แกน y) กับ ความเขมขนตาง

(แกน x ) จะไดกราฟเสนตรง (y = mx + c) สําหรับการหาปริมาณสารตัวอยางทําโดย corrected 
peak area ของพีกหรือพื้นที่ใตพีกที่วิเคราะหได มาคํานวณหาความเขมขนจากสมการเสนตรง 

2)  internal standard 
internal standard คือ สารมาตรฐานอีกชนิดหนึ่งที่ไมใชสารที่ตองการวิเคราะห และเติมลง

ไปในสารตัวอยางและสารละลายมาตรฐาน เพื่อลดความผิดพลาดเนื่องจากการฉีดสาร (injection) ที่
ไมเทากันในแตละครั้ง โดยสรางกราฟความสัมพันธระหวางสัดสวนของ corrected peak area ของ
สารมาตรฐานตอ corrected peak area กับความเขมขนตางๆ สําหรับการหาปริมาณสารตัวอยางทํา
โดยนําสัดสวน corrected peak area ของสารตัวอยางตอ corrected peak area ของ internal standard 
ที่วิเคราะหไดจาก CE มาคํานวณหาความเขมขนจากสมการเสนตรง 



 
บทท่ี 3 

 
การทดลอง 

 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1)   เครื่องคะพิลารีอิเล็กโทรโฟลิซิส: CE ของ Beckman รุน 5010 
2)   เครื่องวัด pH 
3)   เครื่องผลิตน้ํา Milli Q 
 
3.2 สารเคมี 
1)   (-)-hydroxycitric acid calcium salt (C6H5O8)2Ca3 > 98.0% ของบริษัท Wako Pure Chemical   
Industries, Ltd. (มวลโมเลกุล 530.43 g mol-1 คิดเปน hydroxycitric acid (HCA) 416.89 g mol-1) 
ประเทศ ญี่ปุน 
2)   citric acid (CA) ของบริษัท Sigma Aldrich  ประเทศเยอรมนี 
3)   isocitric acid (ICA) ของบริษัท Sigma Aldrich ประเทศเยอรมนี 
4)   tartaric acid (TA) ของบริษัท Sigma Aldrich ประเทศเยอรมนี 
5)   oxalic acid (OA) ของบริษัท Sigma Aldrich ประเทศเยอรมนี 
6)   malic acid (MA) ของบริษัท Sigma Aldrich ประเทศเยอรมนี 
7)   sodium hydroxide ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมนี 
8)   Na2B4O7.10H2O ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมนี 
9)   NaH2PO4.2H2O ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมนี 
10) Na2HPO4.12H2O ของบริษัท Fluka ประเทศเยอรมนี 
11) tetradecyltrimethyl ammonium bromide (TTAB) ของบริษัท Sigma Aldrich ประเทศเยอรมนี 
12) diethyl ether ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
13) H3PO4 ของบริษัท Sigma Aldrich ประเทศเยอรมนี 
14) HCl  ของบริษัท Merck ประเทศเยอรมนี 
15) น้ํา Milli Q 
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a) กรดซิตริก                      b) กรดมาลิก               c) กรดไอโซซิตริก             d) กรดออกซาลิก        
 
 
 
 
e) กรดทารทาลิก                  f) กรดไฮดรอกซีซิตริก                  g) กรดไฮดรอกซิซิตริกแลกโตน 
รูปที่ 3.1 สูตรโครงสรางของกรดอินทรีย 
 
3.3 การแยกสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน [Lewis et al.: 1965] 

การแยกสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนทําไดโดยนําผลสมแขกแหงมาตัดเปน
ชิ้นเล็กๆ สกัดดวยน้ํา  โดยใช autoclave จากนั้นนํามากรองผานผาและกระดาษกรอง  นําชิ้นพืชที่
เหลือไปสกัดซ้ํา  เติมถานกัมมันตลงไปในน้ําสกดัและใหความรอน จากนั้นนํามากรองดวยกระดาษ
กรองและลางถานกัมมันตดวยน้ํา  น้ําสกัดที่ไดนํามาทําใหเขมขนเหลือปริมาณเพียงเล็กนอย โดยใช
สูญญากาศ จากนั้นเติมเอทานอล  ทิ้งใหตกตะกอน  นําไปปนเหวี่ยง ลางตะกอนดวยเอทานอล 2 
คร้ัง ทําใหเขมขน จากนั้นเติมกรดซัลฟวริก ใหความรอนแลวนําน้ําสกัดไปทําใหแหง นําของแข็งที่
ไดมาสกัดดวย ไดเอทิลอีเทอร 2 คร้ัง ทิ้งไวใหตกผลึก และหาความบริสุทธิ์ดวย CE 

  
3.4  การเตรียมสารละลาย 

3.4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  
1)     สารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก 2000 ppm 
ช่ัง (-)-hydroxycitric acid calcium salt 0.0636 g ละลายดวยน้ํา แลวปรับปริมาตร

เปน 25 ml ในขวดวัดปริมาตร 
2)  สารละลายมาตรฐานกรดอินทรียอ่ืนๆ 2000 ppm 
ช่ังสารมาตรฐานกรดอินทรีย 0.0500 g ละลายดวยน้ํา แลวปรับปริมาตรเปน 25 ml 

ในขวดวัดปริมาตร 
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3) สารละลายมาตรฐานสําหรับสรางกราฟสอบเทียบ 
เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน 

กรดซิตริก กรดมาลิก กรดออกซาลิกและกรดทารทาลิกที่ประกอบดวยกรดไอโซซิตริก 200 ppm 
เปน internal standard โดยปเปตสารละลายตางๆ ดังตารางที่ 3.1 

 
ตารางที่ 3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อสรางกราฟสอบเทียบ 

ความเขมขนของสารละลาย (ppm) 
ขวดที่ 

OA MA CA TA HCA HCAL ICA 
1 10 30 30 30 50 50 200 
2 25 50 50 50 100 100 200 
3 50 75 75 75 150 200 200 
4 100 100 100 100 200 300 200 
5 150 150 150 150 250 400 200 
6 200 200 250 200 300 500 200 

ปริมาตรที่ปเปต (μl) 
ขวดที่ 2000ppm  

OA 
2000ppm 

MA 
2000ppm 

CA 
2000ppm 

TA 
2000ppm 

HCA 
2000ppm 

HCAL 
2000ppm 

ICA 
1 25.0 75.0 75.0 75.0 125.0 125.0 500.0 
2 62.5 125.0 125.0 125.0 250.0 250.0 500.0 
3 125.0 187.5 187.5 187.5 375.0 500.0 500.0 
4 250 250.0 250.0 250.0 500.0 750.0 500.0 
5 375.0 375.0 375.0 375.0 625.0 1000.0 500.0 
6 500.0 500.0 625.0 500.0 750.0 1250.0 500.0 
จากตารางเติมน้ําจนมีปริมาตร 5 ml ในขวดวัดปริมาตร 
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3.4.2  การเตรียมสารละลายสําหรับบัฟเฟอร 
        1)  สารละลาย 100 mM Na2B4O7 

ชั่ง Na2B4O7.10H2O 1.9068 g ละลายดวยน้ําแลวปรับเปน 50 ml ในขวดวัด
ปริมาตร 

2)  สารละลาย 100 mM NaH2PO4 

ชั่ง NaH2PO4.2H2O 0.7800 g ละลายดวยน้ําแลวปรับเปน 50 ml ในขวดวัด
ปริมาตร 

  3)  สารละลาย 100 mM Na2HPO4 

ชั่ง Na2HPO4.12H2O 1.7907 g ละลายดวยน้ําแลวปรับเปน 50 ml ในขวดวัด
ปริมาตร 

  4)  สารละลาย 5.0 mM TTAB 
ชั่ง TTAB 0.0841 g ละลายดวยน้ําแลวปรับเปน 50 ml ในขวดวัดปริมาตร 

 
3.5  ภาวะของ CE สําหรับการทดลอง 

ภาวะของ CE เร่ิมตนที่ใชในการวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอินทรียอ่ืนๆใน
การทดลองนี้ คือ 
คะพิลลารี  :  57 cm (50.0 cm to detector) × 50 μm i.d. uncoated fused silica      
                   capillary 
อุณหภูมิ  :  25oC 
ศักยไฟฟา  :  -20 kV 
การบรรจุสาร :  ความดันเปนเวลา 10 วินาที 
capillary rinsing :  กอนการทดลองในแตละวัน rinse ดวย 0.1M NaOH เปนเวลา 15 นาที 

ตามดวย BGE 15 นาที และ rinse ดวย BGE 2 นาที กอนการทดลองแต   
ละครั้ง 

BGE  :  ฟอสเฟตบัฟเฟอร บอเรตบัฟเฟอร และบัฟเฟอรผสมระหวางบอเรต 
       และฟอสเฟต ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB 
 หาภาวะของ BGE ที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกดวย
เทคนิค CE โดยไดทําการศึกษาผลของชนิด ความเขมขน และ pH ของBGE 
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3.6   การหาภาวะของ CE  
3.6.1   ฟอตเฟตบัฟเฟอร 

    ผลของ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร 
        เตรียมบัฟเฟอรของ 50 mM Na2HPO4 ที่ pH 6.0 ถึง 9.0 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB 

แลวใชเปน BGE สําหรับวิเคราะหสารดวยเทคนิค CE โดยใชภาวะอื่นของ CE ในหัวขอ 3.6  
 

3.6.2   บอเรตบัฟเฟอรและบัฟเฟอรผสมระหวางบอเรตและฟอสเฟต 
  1)   ผลของ pH ของบอเรตบัฟเฟอร 

 เตรียมบัฟเฟอรของ 20 mM Na2B4O7 ที่ pH 8.0 ถึง 10.0 ที่ประกอบดวย 0.5 mM 
TTAB แลวใชเปน BGE สําหรับวิเคราะหสารดวยเทคนิค CE โดยใชภาวะอื่นของ CE ในหัวขอ 3.5 
  2)   ผลของสัดสวนของความเขมขนของบอเรตกับฟอสเฟต 

เตรียมบัฟเฟอรผสมระหวาง Na2B4O7: NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB 
ในอัตราสวนความเขมขน (mM) ที่ตองการ แลวปรับเปน pH 9.2 ดวย 1M NaOH แลวใชเปน BGE 
สําหรับวิเคราะหสารดวยเทคนิค CE โดยใชภาวะอื่นของ CE ในหัวขอ 3.6 
 
3.7   การตรวจสอบวิธีการ (method validation) 

3.7.1   กราฟสอบเทียบ 
           สรางกราฟสอบเทียบสําหรับปริมาณวิเคราะห โดยใชสารละลายมาตรฐานในขอ 3.4 

ซ่ึงประกอบดวยสารละลายมาตรฐานความเขมขนตางๆดัง ตาราง 3.1  โดยใชกรดไอโซซิตริกเปน 
internal standard 

3.7.2   ความเที่ยง และความแมน 
  1) เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ โดยแตละสารละลายมาตรฐาน

ประกอบดวย 200 ppm กรดไอโซซิตริกเปน internal standard ในเมทริกซที่เปนน้ํา ดังตารางที่ 3.2 
และ 3.3 

  2) เตรียมสารละลายตัวอยาง 500 ppm ที่ spike ดวยสารละลายมาตรฐานที่ความ
เขมขนตางๆ ดังตารางที่ 3.4 
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ตารางที่ 3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อหาความเที่ยง 
ความเขมขนของสารละลาย (ppm) 

OA MA CA TA HCA HCAL ICA 
60 20 200 160 200 200 200 

ปริมาตรที่ปเปต (μl) 
0.15 50 500 400 500 500 500 

จากตารางเติมน้ําจนมีปริมาตร 5 ml ในขวดวัดปริมาตร 
 
ตารางที่ 3.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อหาความแมน 

ความเขมขนของสารละลาย (ppm) 
OA MA CA TA HCA HCAL ICA 
30 30 40 40 75 75 200 
130 130 130 130 180 250 200 

ปริมาตรที่ปเปต (µl) 
750.0 750.0 100.0 100.0 187.5 187.5 500.0 
325.0 325.0 325.0 325.0 450.0 625.0 500.0 

จากตารางเติมน้ําจนมีปริมาตร 5 ml ในขวดวัดปริมาตร 
 

ตารางที่ 3.4 การเตรียมสารละลายตัวอยางเขมขน 500 ppm ที่เติมสารละลายมาตรฐานความเขมขน
ตางๆ 

ความเขมขนของสารละลาย (ppm) 
OA MA CA TA HCA HCAL ICA 
30 30 40 40 75 75 200 
130 130 130 130 180 250 200 

ปริมาตรที่ปเปต (µl) 
750.0 750.0 100.0 100.0 187.5 187.5 500.0 
325.0 325.0 325.0 325.0 450.0 625.0 500.0 

จากตารางเติมน้ําจนมีปริมาตร 5 ml ในขวดวัดปริมาตร 
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3)  นําสารละลายมาตรฐานที่เตรียมดังตารางที่ 3.2 มาวิเคราะหดวย CE โดยทําการ
วิเคราะหซํ้า 10 คร้ัง เปนเวลา 5 วัน โดยเปรียบเทียบคาไมเกรชันไทม และ พื้นที่ (Acorr, สารมาตรฐาน / 
Acorr, ICA) 

4)  นําสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยางความเขมขน 500 ppm ที่เตรียม
ดังตารางที่ 3.3 มาวิเคราะหดวย CE โดยทําการวิเคราะหซํ้า 10 คร้ัง จากนั้นคํานวณหาปริมาณโดย
ใชกราฟมาตรฐานในหัวขอ 3.9 แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตของสารที่วิเคราะหได และสวนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ  

 
3.8   การสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริก 

3.8.1  ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริก 
 ผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการสลายตัวในสารมาตรฐานและในตัวอยาง 
 นําสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซิซิตริก สารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน และ

สารละลายตัวอยางเก็บไวที่อุณหภูมิ 65, 25, 4 และ-4 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นํามาตรวจวัดปริมาณสารทุก 5 ชั่วโมง เปนเวลา 30 ช่ัวโมง และที่อุณหภูมิ 25, 4 และ-4 
องศาเซลเซียส นํามาตรวจวัดปริมาณสารทุก 5 วัน เปนเวลา 30 วัน 

3.8.2  การศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะหปริมาณ 
    วิธีที่ 1 อุณหภูมิหอง 

ช่ังตัวอยาง 1.2500 กรัม ที่บดละเอยีด สกัดดวยน้ําใหมีปริมาตร 15 ml เขยาใหเขากันดวย
เครื่องเขยาเปนเวลา 10 นาที แลวนําไป sonicate เปนเวลา 30 นาที จากนั้น นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยก
เอาตะกอนออก ที่ 2500 rpm 5 นาที แยกสวนใสเก็บไว ทําซ้ํา 2 คร้ัง แลวนําสวนสวนใสมารวมกัน 
แลวเจือจางตามความเหมาะสมโดยประกอบดวยกรดไอโซซิตริก 200 ppm จากนั้นนําไปวิเคราะห
ดวยเทคนิค CE ที่ภาวะเหมาะสมที่หาไดจากการทดลอง แลวคํานวณหาปริมาณกรดทั้งสองโดยใช
กราฟสอบเทียบในหัวขอ 3.9 

วิธีที่ 2  อุณหภูมิประมาณ 120 องศาเซลเซียส 
ทําคลายวิธีที่ 1 แตหลังจากสกัดดวยน้ํานําไปใหความรอนโดยใช หมอนึ่งความดันไอ 

(autoclave) เปนเวลา 15 นาที กอนนําไปเขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยา 
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3.9   การประยุกตกับตัวอยางจริง 
3.9.1   การหาปริมาณกรดอินทรียในตัวอยางผลิตภัณฑ  
เตรียมตัวอยาง ตามวิธีที่ 1 ที่อุณหภูมิหอง โดยช่ังตัวอยาง 1.2500 กรัม ที่บดละเอียด สกัด

ดวยน้ําใหมีปริมาตร 15 ml เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาเปนเวลา 10 นาที แลวนําไป sonicate เปน
เวลา 30 นาที จากนั้น นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเอาตะกอนออก ที่ 2500 rpm 5 นาที แยกสวนใสเก็บ
ไว ทําซ้ํา 2 คร้ัง แลวนําสวนสวนใสมารวมกัน แลวเจือจางตามความเหมาะสมโดยประกอบดวย
กรดไอโซซิตริก 200 ppm จากนั้นนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค CE ที่ภาวะเหมาะสมที่หาไดจากการ
ทดลอง แลวคํานวณหาปริมาณกรดทั้งสองโดยใชกราฟสอบเทียบในหัวขอ 3.9 

3.9.2 การหาปริมาณกรดอินทรียในตัวอยางพืชสกุล Garcinia  
จากตัวอยางพืชแหงนํามาบดละเอียด และเตรียมตัวอยางเชนเดียวกับในตัวอยางผลิตภัณฑ 
 



 
บทท่ี 4 

 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1   การแยกสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน 

 การแยกสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนจากผลสมแขกแหงทําไดโดยนําผลสม
แขกแหงมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ สกัดดวยน้ําเน่ืองจากกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลก
โตน มีคุณสมบัติสามารถละลายไดดีในน้ําและเอทานอล [Jean et al.: 2002] ทําใหทั้งกรดไฮดรอกซี
ซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนสามารถละลายออกมาอยูในสวนของน้ําไดแตในการสกัด
ดวยน้ํานอกจากจะไดสารทั้งสองชนิดออกมาแลวยังมีสารอื่นๆถูกสกัดออกมาพรอมกันดวย เชน 
กรดอินทรียตางๆที่มีอยูในผลสมแขกแหง เพกตินและสารอื่นๆจึงกําจัดสวนท่ีไมตองการออกบาง
สวนดวยถานกัมมันตและใหความรอนเพราะถานกัมมันตสามารถทํางานไดดีในอุณหภูมิสูง ทําให
สามารถกําจัดสารบางชนิดที่ถูกสกัดออกมาพรอมกับกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริก
แลกโตนออกไปไดบางสวนสังเกตไดจาก น้ําสกัดที่ไดมีลักษณะท่ีใสและสีออนลง จากนั้นกําจัด
เพกตินโดยการตกตะกอนเพกตินออกโดยเติมเอทานอลลงไปทําใหเพกตินที่ละลายอยูในน้ํา
สามารถตกตะกอนออกมาไดโดยตะกอนของเพกตินมีลักษณะเปนวุนสีน้ําตาลออน สามารถนําออก
ไดโดยการปนเหว่ียง สวนกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนยังละลายอยูใน
สวนใสดานบนเพราะสารทั้งสองชนิดมีคุณสมบัติสามารถละลายไดดีทั้งในน้ําและเอทานอลดังที่
กลาวมาแลว จากนั้นนําไปทําใหน้ําสกัดเขมขนขึ้นโดยใชอางควบคุมอุณหภูมิเนื่องจากในน้ําสกัดมี
สวนของน้ําและเอทานอลละลายอยูดังนั้นสวนที่จะระเหยออกไปกอนคือสวนของเอทานอลเนื่อง
จากมีจุดเดือดที่ต่ํากวาน้ํา จากนั้นเติมกรดซัลฟวริกและใหความรอนเพื่อใหในน้ําสกัดมีสภาวะที่
เปนกรดสูงเน่ืองจากกรดไฮดรอกซีซิตริกเมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมสามารถเปลี่ยนไปอยูในรูป
ของแลกโตนได แลวนําน้ําสกัดไปทําใหแหงเนื่องจากในน้ําสกัดนั้นมีกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน
อยูเปนสวนใหญจึงสามารถทําใหแหงไดเพราะถาในน้ําสกัดมีกรดไฮดรอกซีซิตริกอยูมากแลวจะทํา
ใหไมสามารถทําใหน้ําสกัดแหงไดเนื่องจากกรดไฮดรอกซีซิตริกไมสามารถตกผลึกได [Lewis and 
Neelakantan: 1965] จากนั้นนําของแข็งที่ไดมาสกัดดวยไดเอทิลอีเทอร จากคุณสมบัติของกรดไฮด
รอกซีซิตริกแลกโตนสามารถละลายไดบางในไดเอทิลอีเทอร [Jean et al.: 2002] ซ่ึงสามารถใช
สมบัตินี้แยกกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนออกจากสารอื่นๆได เมื่อทิ้งไวจะไดผลึกของกรดไฮด
รอกซีซิตริกแลกโตนซึ่งมีลักษณะเปนผลึกรูปเข็มสีเหลืองออน และสวนของไดเอทิลอีเทอร นั้นจะ
ระเหยออกไปเอง 
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4.2   การเลือกภาวะของ CE 
 ในงานวิจัยนี้ตองการแยกและวิเคราะหกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอื่นๆที่มีอยูในสวน
สกัดของพืชสกุล Garcinia และในผลิตภัณฑที่มีกรดไฮดรอกซีซิตริกเปนสวนประกอบ ซ่ึงกรดไฮด
รอกซีซิตริกนั้นสามารถแตกตัวอยูในรูปท่ีมีประจุไดจึงเลือกการวิเคราะหกรดไฮดรอกซีซิตริกและ
กรดอื่นๆโดยใชเทคนิค capillary zone electrophoresis (CZE) ตรวจวัดแบบโดยตรง (direct 
detection) ที่ความยาวคลื่นแสงของแสง UV ที่ 200 nm เนื่องจากกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอื่นๆ 
สามารถดูดกลืนแสง UV ในความยาวคลื่นนี้ได 
 คะพิลลารีในงานวิจัยน้ีใชเปน uncoated fused silica capillary ขนาด 50 μm i.d. × 57 cm 
(50 cm to detector) เนื่องจาก uncoated fused silica capillary หางาย ราคาไมแพง และไมยุงยากใน
การเก็บรักษา 
 สารละลายอิเล็กโทรไลตที่ใชในงานวิจัยนี้คือฟอสเฟตบัฟเฟอรในชวง pH 6 ถึง 8 บอเรต
บัฟเฟอร และบัฟเฟอรผสมระหวางบอเรตและฟอสเฟต เนื่องจาก จากคา pKa ที่มีการรายงานไวของ 
กรดออกซาลิก คือ 1.23 และ 4.19 กรดซิตริก คือ 3.14, 4.77 และ 6.39 กรดมาลิก 3.40 และ 5.11 คือ 
และกรดทารทาลิก คือ 3.22 และ 4.81 [Lide: 1980] พบวาสามารถแตกตัวอยูในรูปที่มีประจุไดโดย
ปรับ pH ของสารละลายใหเหมาะสม หรืออาจกลาวไดวาการแตกตัวของกรดขึ้นอยูกับคา pH ของ
สารละลาย  
 ในงานวิจัยนี้ใช BGE ที่ระกอบดวย tetradecyltimethylammonium (TTAB) เพื่อเปนการ
กลับทิศ EOF ไปทางขั้วบวก (reversed EOF) โดยมีดานเครื่องตรวจวัดเปนข้ัวบวกเชนกัน เน่ืองคา 
µo ของสารที่มีการรายงานไวนั้นในชวง pH 6 ถึง 8  กรดซิตริก ประมาณ -4 ถึง -8 ×10-8 m2V-1S-1 
กรดทารทาลิก ประมาณ -4 ×10-8 m2V-1S-1 โดยที่ μeo มีคาประมาณ -4 ถึง -8 ×10-8 m2V-1S-1 ดังนั้นจะ
พบวาคา  µo ของสารมีคาใกลเคียงกับคา µ eo ทําใหสารจะไมเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัดหรือใช
เวลานานในการเคลื่อนที่ดังที่กลาวมาแลวในหัวขอ 2.4.5 
 
4.3   การหาภาวะของ CE 
        ในงานวิจัยนี้ไดหาภาวะที่เหมาะสมของบัฟเฟอรที่ใชในการแยกและวิเคราะหกรดไฮดรอกซี
ซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก ดวย
เทคนิค CE โดยศึกษาผลของชนิดของบัฟเฟอร (บอเรต ฟอสเฟต และบัฟเฟอรผสมระหวางบอเรต
และฟอสเฟต) และ pH ของบัฟเฟอร  
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4.3.1 ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 จากคา pKa ของกรดฟอสฟอริก คือ 2.15, 7.22 และ 11.50 [Weast: 1987] สารละลายอิเล็ก
โทรไลตจะอยูในรูปของบัฟเฟอรไดนั้น pH ของสารละลายควรอยูในชวง pKa± 1  ที่คา pKa ของ
กรดฟอสฟอริกเทากับ 2.12 ทําใหสารตัวอยางอยูในรูปไมมีประจุเนื่องจากคา pKa ของสารตัวอยาง
ดังที่กลาวมาแลวในหัวขอ 4.2 และที่คา pKa ของกรดฟอสฟอริกเทากับ 12.67 นั้นทําใหผิวของคะ
พิลลารีสึกกรอนไดเนื่องจากสัมผัสกับสารละลายที่เปนเบสมาก ดังน้ันคา pH ที่เหมาะสมคือ 7.12 ± 
1 โดยใชสารละลาย 50 mM Na2HPO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB และปรับ pH ดวย
กรดฟอสฟอริก 
 เมื่อนําสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดออกซา
ลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก และมีกรดไอโซซิตริกเปน internal standard มาวิเคราะห
ดวย CE โดยใช 50 mM Na2HPO4 ที่ pH 7.2 ไดอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.1 
 จากรูปที่ 4.1 ที่รูป pH 7.2 จะเห็นวา ICA, MA, CA, TA และ HCA ซอนทับกัน แต OA 
และ HCALสามารถแยกออกมาจากพีกอ่ืนไดสมบูรณ โดยออกมาที่ออกมาที่ไมเกรชันไทม 3.035 
และ 3.617 นาที ตามลําดับ จากหัวขอ 2.4.4  คา pH ของ BGE จะมีผลตอดีกรีการแตกตัวของสารทํา
ใหการเคลื่อนที่ของสารเปลี่ยนแปลงไป จึงไดปรับ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอรในชวง pH 6 ถึง pH 8 
เมื่อนําสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดออกซาลิก กรด
มาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก และมีกรดไอโซซิตริกเปน internal standard มาวิเคราะหดวย CE 
โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอรในชวง pH 6 ถึง pH 8 ไดอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.1  พบวาพีกของ 
OA และ HCAL สามารถแยกออกมาจากสารอื่นๆในฟอสเฟตบัฟเฟอรทุก pH แตพีกอ่ืนๆไม
สามารถแยกออกจากกันได 
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รูปที่ 4.1  อิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH ตางๆ: ภาวะ
ของ CE: uncoated fused silica capillary ขนาด 50 μM × 57 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด), 
อุณหภูมิของคะพิลลารี 25 ºC, ความตางศักยท่ีใชแยกสาร -20 kV, บรรจุสารตัวอยางดวยความดัน 
0.5 psi เปนเวลา 10 s, ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 200 nm 

นาที 
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รูปที่ 4.2  ไมเกรชันไทมของสารที่ pH ตางๆของฟอสเฟตบัฟเฟอร 
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รูปที่ 4.3  คา μ ของสารที่ pH ตางๆของฟอสเฟตบัฟเฟอร 
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 ผลของ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีผลตอไมเกรชันไทมของสาร แสดงดังรูป 4.2 พบวา
ไมเกรชันไทมลดลงเมื่อเพิ่มคา pH ทําให ไมเกรชันไทมมีคาลดลงคือใชเวลาในการที่สารผานเครื่อง
ตรวจวัดเร็วข้ึน และ OA ใชเวลาในการออกมาที่เครื่องตรวจวัดเร็วกวาสารอื่น โดยที่ MA, ICA, CA, 
TA,HCA และ HCAL ใชเวลาใกลเคียงกันและใชชวง pH 6 ถึง pH 7.2 มีการสลับตําแหนงของสาร
ที่ออกมาดวย  และจากคา teoและ tm ในอิเล็กโทรฟโรแกรมรูปที่2 สามารถนํามาคํานวณคา μ ไดโดย
ใชสมการที่ 2.7 ไดผลดังรูปที่ 4.3 โดยรวมนั้นเมื่อ pH ของบัฟเฟอรมีคาสูงขึ้นทําใหคา μ ของสาร
ทั้ง 7 ชนิด มีคาเพิ่มขึ้น เนื่องจากดีกรีการแตกตัวของสารเพิ่มขึ้นตาม pH [Kenndler: 1998] และ
เนื่องจากสารแตละตัวมีคา pKa ไมเทากันจึงมีการแตกตัวตางกันทําใหมีคา μ ที่ตางกันดวย  พบวาคา 
μ ของ OA มีคานอยที่สุดเนื่องจากสามารถผานเครื่องตรวจวัดออกมากอนและแยกออกจากสารอื่น
ไดอยางชัดเจน แต ICA, MA, CA, TA และ HCA คา μ มีคาใกลเคียงกันจึงแยกออกจากกันไมได 
โดยที่ pH 6  HCA มีคา μ เทากันกับ HCAL ทําใหพีกออกมาที่เดียวกันและเม่ือเพิ่มเปน pH  6.5 ทํา
ให TA, MA, และ HCA มีคา μ เทากันพีกจึงออกมาพรอมกันและมีการสลับตําแหนงกันเมื่อเพิ่ม
เปน pH  6.5 โดยท่ี pH 6 สารออกมาตามลําดับดังนี้คือ OA, TA, HCA+ HCAL, ICA, MA และ MA 
ตามลําดับ แตที่ pH 6.5 สารออกมาตามลําดับดังนี้คือ OA, ICA, MA+ HCA+ TA, CA และ HCAL 
เมื่อเพิ่มเปน pH 7 คา μ ของ TA และ CA มีคาเทากันจึงทําใหพีกออกมาพรอมกันและมีการสลับ
ตําแหนงของสารโดยมีลําดับของสารดังนี้คือ OA, ICA, MA, HCA, TA+CA และ HCAL ตามลําดับ 
ที่ pH 7.2 ถึง pH 8 สารแยกออกจากกันแตยังมีบางสวนที่ซอนทับกันโดยมีลําดับการออกของสาร
ดังน้ี OA, ICA, MA, HCA, TA, CA และ HCAL เมื่อพิจารณาคา μ พบวามีคาใกลเคียงกันจึงไม
สามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจน 
 ดังนั้นจากการใชเฟอรเฟตบัฟเฟอรเปนสารละลายอิเล็กโทรไลตสามารถแยก OA และ 
HCAL ออกจากสารอื่นๆได แตไมสามารถแยก MA, ICA, CA, TA และ HCA ออกจากกันไดจึง
ศึกษาในบัฟเฟอรชนิดอื่นตอไป 
 
4.3.2 บอเรตบัฟเฟอร 
 จากการใชฟอสเฟตบัฟเฟอรไมสามารถแยกพีกของสารทั้ง 7 ชนิดออกจากกันใหไดพีกที่
สมบูรณไดจึงเปลี่ยนชนิดของบัฟเฟอรที่ใชมาเปนบอเรตบัฟเฟอร โดยใช Na2B4O7 ละลายดวยน้ํา 
จะไดบัฟเฟอรแสดงดังสมการเคมี 4.3  
 
 Na2B4O7  +  7H2O        2Na+  +  2H3BO3  +  2B(OH)4

-           (4.3) 
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 ดังนั้นในสารละลายที่ประกอบไปดวยกรดบอริก (H3BO3) ซ่ึงเปนกรดออนและบอเรต(
B(OH)4

-) ซ่ึงเปนคูกรด ในปริมาณเทาๆกันดังนั้นสารละลายจึงมีสภาพเปนบัฟเฟอร 
 ในการทดลองเริ่มแรกใชสารละลาย 20 mM Na2B4O7 ที่คา pH 9.2 ซ่ึงใกลเคียงกับ pKa ของ
กรดบอริกซึ่งมีคาเทากับ 9.14 เมื่อนําสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริก
แลกโตน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก และมีกรดไอโซซิตริกเปน internal 
standard มาวิเคราะหดวย CE โดยใชบัฟเฟอรดังกลาวไดอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.4 พบวา
สามารถแยก OA ออกจากสารอื่นไดแต MA, ICA, CA, TA, HCA และ HCAL ไมสามารถแยกออก
จากกันไดสมบูรณ โดยมีลําดับการเคลื่อนที่ของสารดังนี้ OA, MA, ICA, CA, TA, HCA และ 
HCAL ซ่ึงลําดับการเคลื่อนที่ของสารตางจากฟอสเฟตบัฟเฟอรในรปู 4.1 ดังนั้นจึงไดทดลองใชบัฟ
เฟอรผสมระหวางฟอสเฟตและบอเรต  

 
รูปที่ 4.4 อิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน โดยใชบอเรตบัฟเฟอรที่ pH 9.2 : ภาวะของ 
CE: ดังรูปที่ 4.1 
 
4.3.3 บัฟเฟอรผสมระหวางบอเรตและฟอสเฟต 
  จากการศึกษาในบัฟเฟอรเด่ียวพบวาไมสามารถแยกสารทั้ง 7 ชนิดออกจากกันได และ
ลําดับการเคลื่อนที่ของสารในฟอสเฟตบัฟเฟอร และบอเรตบัฟเฟอรตางกัน จึงไดทดลองนํา 
NaH2PO4 ความเขมขน 20, 40, 60,70, 80, 90 และ 100 mM เติมลงใน 20 mM Na2B4O7 แลวปรับให 
สารละลายผสมมี pH เทากับ 9.2 ดวย 1 M NaOH เมื่อนําสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก 
กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก และมีกรดไอโซ
ซิตริกเปน internal standard มาวิเคราะหดวย CE โดยใชบัฟเฟอรผสมดังกลาว อิเล็กโทรฟโรแกรม
ดังรูปที่ 4.5 พบวาเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ NaH2PO4 การซอนทับกันของพีกลดลง โดยท่ี 40 mM 
NaH2PO4 พีกของ MA ซอนทับกับพีกของ ICA และ พีกของ TA ซอนทับกับพีกของ HCA แตเม่ือ
เพิ่มความเขมขนของ NaH2PO4 มากขึ้นมีผลทําใหพีกที่ซอนทับกันอยูสามารถแยกออกจากกันได
มากขึ้นโดยพีกของ MA สามารถแยกออกจากพีกของ ICA ที่ความเขมขนของ NaH2PO4 เทากับ 90 
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mMแตเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ NaH2PO4 ถึง 100 mM พีกของกรดทารทาลิก และกรดไฮดรอกซีซิ
ตริกสามารถแยกออกจากกันไดแตยังแยกออกจากกันไดไมสมบูรณ และจากคาไมเกรชันไทมของ
สารทั้ง 7 ซ่ึงแสดงดังรูปที่ 4.6 พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของ NaH2PO4 มีผลทําใหไมเกรชันไทม
เพิ่มขึ้นดวย จึงนําคาไมเกรชันไทมที่ไดคํานวณคา μ แสดงดังรูปท่ี 4.7 พบวา คา μ เพิ่มข้ึนเมื่อเติม 
20 mM NaH2PO4 แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของ NaH2PO4 ทําใหคา μ ลดลงเล็กนอยเนื่องจากเมื่อ
ความเขมขนของ BGE เพิ่มขึ้น มีผลทําให effective charge (z) ลดลง และ rh มากขึ้น ดังนั้นคา μจึง
ลดลง [Foret, 1993] แตเมื่อเติม 70 ถึง 100 mM NaH2PO4 ทําใหคา μเร่ิมคงที่ อาจเนื่องจากผลของ 
Joule heating มากขึ้นเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ BGE จึงมีผลทําใหคา μ มีคาเพิ่มขึ้นและจากที่กลาว
มาขางตนทําใหโดยรวมแลวคา μ นั้นคงที่  
 จากการศึกษาในบัฟเฟอรผสมระหวาง 20 mM Na2B4O7 กับ 20, 40, 60,70, 80, 90 และ 100 
mM NaH2PO4 พบวายังไมสามารถแยกพีกของสารออกจากกันไดอยางสมบูรณจึงทดลองเพิ่มความ
เขมขนของ Na2B4O7 ตอไป 
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รูปที่ 4.5 อิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน โดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 20 mM 
Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่ความเขมขนตางๆ ที่ pH 9.2 โดย 1 M NaOH: ภาวะของ CE: ดังรูปที่ 4.1: 
ความเขมขนของ NaH2PO4 (a) 20 (b) 40 (c) 60 (d) 70 (e) 80 (f) 90 และ (g) 100 mM  

นาที
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รูปที่ 4.6  ไมเกรชันไทม ของสารโดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 20 mM Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่
ความเขมขนตางๆ ที่ pH 9.2 
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รูปที่ 4.7  คา μ ของสารโดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 20 mM Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่ความเขมขน
ตางๆ ที่ pH 9.2 
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รูปที่ 4.8 อิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน โดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 30 mM 
Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่ความเขมขนตางๆ ที่ pH 9.2 โดย 1 M NaOH: ภาวะของ CE: ดังรูปที่ 4.1:
ความเขมขนของ NaH2PO4 (a) 20 (b) 40 (c) 60 (d) 70 (e) 80 และ (f) 90 mM  
 

นาที

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

f) 



 35 

จากการศึกษาในบัฟเฟอรผสมโดยเพิ่มความเขมขนของ Na2B4O7 เปน 30 mM  กับ 20, 40, 
60,70, 80, 90 และ 100 mM NaH2PO4 ไดอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.8 และไดคาไมเกรชันไทม
ดังรูปที่ 4.9 พบวาพีกสามารถแยกออกจากกันไดดีขึ้น เมื่อคํานวณคา μ พบวาไดคา μ ไกลเคียงกับ
การใช 30 mM Na2B4O7 แสดงดังรูปที่ 4.10 แตสารสามารถแยกออกจากกันไดดีกวา เนื่องจาก BGE 
มีความเขมขนมากขึ้น โดยภาวะที่สามารถแยกสารไดดีคือบัฟเฟอรผสมระหวาง 30 mM Na2B4O7 
กับ 90 mM NaH2PO4 ที่ pH 9.2 โดยปรับดวย1M NaOH   
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รูปที่ 4.9  ไมเกรชันไทม ของสารโดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 30 mM Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่
ความเขมขนตางๆ ที่ pH 9.2 
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รูปที่ 4.10  คา μ ของสารโดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 30 mM Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่ความเขม
ขนตางๆ ที่ pH 9.2 
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4.4 การตรวจสอบวิธีการ (Method Validation) 
4.4.1  ขีดจํากัดของการตรวจวัด และขีดจํากัดของการวิเคราะหปริมาณ 
ขีดจํากัดของการตรวจวัด (limit of detection, LOD) นิยามเปนความเขมขนของสารที่ให

อัตราสวนของสัญญาณตอสัญญาณรบกวนเทากับ 3 และขีดจํากัดของการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
(limit of quantiation, LOQ) มีคาอัตราสวนเดียวกันเทากับ 10 คา LOD และ LOQ ของการวิเคราะห
เชิงปริมาณของสารแสดงดังตารางที่ 4.1  

 
ตารางที่ 4.1 ขีดจํากัดของการตรวจวัดและขีดจํากัดของการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
สาร LOD (ppm) LOQ (ppm) 
กรดออกซาลิก 3.9 11.9 
กรดมาลิก 0.9 2.6 
กรดซิตริก 12.1 36.5 
กรดทารทาลิก 10.2 30.4 
กรดไฮดรอกซีซิตริก 12.8 38.5 
กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน 15.7 47.3 
 

4.4.2  กราฟสอบเทียบ 
ในงานวิจัยนี้ ทํากราฟสอบเทียบในการวิเคราะหกรดอินทรียในพืชสกุล Garcinia ซ่ึงกรด

อินทรียที่พบมากคือ กรดไฮดรอกซีซิตริก และ กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน [ Jayaprakasha and 
Sakariah: 2002] จึงใหความเขมขนที่ใชอยูในชวง 50 ถึง 300 ppm และ 50 ถึง 500 ppm ตามลําดับ 
นอกจากนี้อาจพบกรดอินทรียอ่ืนอีกเชน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก และกรดทารทาลิก 
ซ่ึงมีอยูในปริมาณนอย [ Jayaprakasha and Sakariah: 1998] จึงใหความเขมขนของกรดออกซาลกิ 
และกรดมาลิกอยูในชวง 10 ถึง 200 ppm  และเขมขนของกรดซิตริก และกรดทารทาลิกอยูในชวง 
30 ถึง 200 ppm ตามลําดับ โดยมีกรดไอโซซิตริก เปน internal standard เนื่องจากไมพบในตัวอยาง
นอกจากนี้ยังมีสูตรโครงสรางคลายกับกรดไฮดรอกซีซิตริก จึงเหมาะสมที่จะใชเปน internal 
standard ในการวิเคราะหเชิงปริมาณ โดยเติมกรดไอโซซิตริกลงไปในสารละลายมาตรฐานและสาร
ตัวอยางใหมีความเขมขนสุดทายของกรดไอโซซิตริกเทากับ 200 ppm  โดยแตละความเขมขนของ
สารฉีดซ้ํา 2 คร้ัง 
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รูปที่ 4.11 ตัวอยางอิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน 200 ppm กรดออกซาลิก 20 ppm 
กรดมาลิก 200 ppm กรดซิตริก 200 ppm กรดทารทาลิก 200 ppm กรดไฮดรอกซีซิตริก และ 200 
ppm กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน ที่ประกอบดวย 200 ppm กรดไอโซซิซตริก โดยใชบัฟเฟอร
ผสมระหวาง 30 mM Na2B4O7 และ 90 mM NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ที่ pH 9.2 
เปน BGE: ภาวะอื่นๆของ CE: ดังรูปที่ 4.1  
 
 จากอิเล็กโทรฟโรแกรมจะไดเปน corrected peak area (Acorr, นิยามดังหัวขอที่ 2.4.7) ของ
สารมาตรฐาน และกรดไอโซซิตริก นํามาคิดเปนคาอัตรสวนของ Acorr ของสารมาตรฐานกับกรดไอ
โซซิตริก และแสดงความสัมพันธระหวางอัตราสวนของ Acorr, สารมาตรฐาน / Acorr, ICA กับความเขมขน
ของสารมาตรฐาน ดังรูปที่ 4.13  โดยที่คา R2 มีคาใกลเคียง 1 ดังนั้นสามารถสรุปไดวา ความสัมพันธ
ระหวางอัตราสวนของ  Acorr, สารมาตรฐาน / Acorr, ICA กับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานมีความ
สัมพันธในลักษณะเชิงเสนตรง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นาที 
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y = 0.1191x + 0.0360
R2 = 0.9989
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y = 0.0091x + 0.0045
R2 = 0.9994
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y = 0.0086x - 0.0727
R2 = 0.9979
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y = 0.0100x + 0.0147
R2 = 0.9991
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y = 0.0052x - 0.0164
R2 = 0.9985
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รูปที่ 4.12  กราฟสอบเทียบสําหรับปริมาณวิเคราะหของ a) กรดออกซาลิก b) กรดมาลิก c) กรดซิตริก d) 
กรดทารทาลิก e) กรดไฮดรอกซีซิตริก และ f) กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน 
 
 
 
 
 

a) 

e) 

d)c) 

b)
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     ตารางที่ 4.2 สรุปกราฟสอบเทียบสําหรับปริมาณวิเคราะห 
สมการเสนตรง 

สาร ชวงความเขมขน, ppm 
ความชัน จุดตัดแกน Y r2 

OA 10 – 200 0.0248 0.1048 0.9983 
MA 10 – 200 0.1191 0.0360 0.9989 
CA 30 – 250 0.0091 0.0045 0.9994 
TA 30 – 200 0.0086 -0.0727 0.9979 
HCA 50 – 300 0.0100 0.0147 0.9991 
HCAL 50 - 500 0.0052 -0.0164 0.9985 
 

4.4.3 ความแมนและความเที่ยงของการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
การหาความเที่ยงของการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารทั้ง 6 ชนิด ทําโดยเตรียมและ

วิเคราะหสารละลายมาตรฐานที่มีความเขมขนของกรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทา
ลิก กรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน โดยมีกรดไอโซซิตริกเปน internal 
standard ทําการวิเคราะหซํ้า 10 คร้ังภายในวันเดียวกัน และเปรียบเทียบความแตกตางเปนเวลา 5 วัน 
ไดคาไมเกรชันไทม ดังตารางที่ 4.2 และอัตราสวนของ Acorr ของสารมาตรฐานกับ internal standard 
ดังตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 ความเที่ยงของไมเกรชันไทม 
RSD (%) และคาเฉลี่ยของไมเกรชันไทม (นาที) 

OA MA ICA CA TA HCA HCAL 
ความ
เที่ยง 

60 ppm 20 ppm 200 ppm 200 ppm 160 ppm 200 ppm 200 ppm 
ภายในวัน        

วันที่ 1 
0.47 

(3.27) 
0.55 

(3.73) 
0.56 

(3.82) 
0.59 

(3.94) 
0.61 

(4.03) 
0.63 

(4.07) 
0.64 

(4.17) 

วันที่ 2 
0.65 

(3.29) 
0.74 

(3.75) 
0.75 

(3.83) 
0.81 

(3.96) 
0.84 

(4.05) 
0.82 

(4.09) 
0.84 

(4.19) 

วันที่ 3 
0.28 

(3.19) 
0.32 

(3.63) 
0.32 

(3.70) 
0.34 

(3.82) 
0.35 

(3.90) 
0.35 

(3.94) 
0.35 

(4.03) 

วันที่ 4 
0.51 

(3.12) 
0.60 

(3.53) 
0.61 

(3.61) 
0.62 

(3.72) 
0.63 

(3.79) 
0.64 

(3.83) 
0.66 

(3.91) 

วันที่ 5 
0.71 

(3.05) 
0.80 

(3.44) 
0.81 

(3.51) 
0.83 

(3.62) 
0.85 

(3.69) 
0.85 

(3.72) 
0.88 

(3.80) 
ตางวัน        

รวม 
3.13 

(3.18) 
3.62 

(3.62) 
3.73 

(3.69) 
3.84 

(3.81) 
3.93 

(3.89) 
4.00 

(3.93) 
4.10 

(4.02) 
หมายเหตุ : แตละตัวอยางในแตละวันทําการฉีดซ้ํา 10 คร้ัง 
    : คาเฉลี่ยแสดงในวงเล็บ 
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ตารางที่ 4.4  ความเที่ยงของพื้นที่ (Acorr, สารมาตรฐาน / Acorr, ICA) 
RSD.(%) และคาเฉลี่ยของพื้นที่ 

OA MA CA TA HCA HCAL ความเที่ยง 
60 ppm 20 ppm 200 ppm 160 ppm 200 ppm 200 ppm 

ภายในวัน       

วันที่ 1 
3.72 

(1.65) 
3.41   

(2.59) 
3.33   

(1.91) 
3.36   

(1.46) 
3.80   

(1.49) 
3.33   

(1.26) 

วันที่ 2 
3.38   

(1.58) 
3.84   

(2.53) 
3.28   

(1.91) 
3.19   

(1.43) 
3.03   

(1.42) 
3.26   

(1.24) 

วันที่ 3 
3.53   

(1.66) 
3.71   

(2.52) 
2.86   

(1.97) 
2.38   

(1.47) 
3.38   

(1.40) 
3.45   

(1.24) 

วันที่ 4 
3.22   

(1.62) 
3.54   

(2.51) 
3.29   

(1.90) 
3.56   

(1.48) 
2.70   

(1.34) 
3.73   

(1.23) 

วันที่ 5 
3.26   

(1.63) 
3.71   

(2.63) 
3.99   

(2.09) 
2.84    

(1.48) 
3.10   

(1.34) 
4.03    

(1.28) 
ตางวัน       

รวม 
1.75   

(1.63) 
2.05   

(2.56) 
4.13   

(1.96) 
1.50   

(1.46) 
4.61   

(1.40) 
1.66   

(1.25) 
หมายเหตุ : แตละตัวอยางในแตละวันทําการฉีดซ้ํา 10 คร้ัง 
    : คาเฉลี่ยแสดงในวงเล็บ 
 
จากตารางที่ 4.2 และ 4.3 พบวาไมเกรชันไทมของสารมาตรฐานเมื่อวิเคราะหในวันเดียวกันน้ันมี
ความเที่ยงสูง (RSD < 2%) เนื่องจากกอนเริ่มตนวิเคราะหในแตละวันนั้นมีการใหกระแสไฟฟากอน
เปนเวลา 30 นาที เพื่อเปนการปรับสภาวะในคอลัมน แตเมื่อวิเคราะหตางวันกันคาไมเกรชันไทม
ของสารจะตางกันเนื่องจากใช reversed EOF จัดเปน dynamic coating ซ่ึงจะขึ้นอยูกับความเที่ยง
ของความเขมขนของ TTAB ในการเตรียมสารละลายบัฟเฟอรในแตละวัน ความเที่ยงของพื้นที่ทั้ง
ภายในวันเดียวกันและตางวันมีคา RSD ที่ใกลเคียงกันซึ่งแสดงดังตารางที่ 2 โดยมีคานอยกวา 5% 
ซ่ึงอยูในชวงที่ยอมรับได 
 การหาความแมนของการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารทั้ง 6 ชนิดในเมทริกซที่เปนน้ําและที่ 
spike ลงไปในสารละลายตัวอยาง โดยแตละสารละลายมาตรฐาน และสารละลายตัวอยางประกอบ
ดวย 200 ppm กรดไอโซซิตริกเปน internal standard แลวคํานวณเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
แสดงดังรูปที่ 4.12 โดยคํานวณออกมาเปน % recovery แสดงดังตารางที่ 4.4                 จะเห็น
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วา   % recovery นั้นอยูในชวง 95.2 ถึง 102.4 และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ (relative 
standard deviation, RSD) นอยกวา 5% แสดงวามีคาความแมนของปริมาณวิเคราะหท่ียอมรับได 
นอกจากนี้เมทริกซที่เปนน้ําและสารละลายตัวอยาง ใหผลของความเที่ยงและความแมนในชวงที่ไม
แตกตางกัน 
 
ตาราง 4.5 ความแมนของปริมาณวิเคราะห 

เมทริกซ 
น้ํา สารละลายตัวอยาง สาร 

ปริมาณสาร     
ที่เติม (ppm) 

% recovery RSD (%) % recovery RSD (%) 
30 100.6 1.7 97.5 3.8 OA 
130 101.4 2.0 95.2 3.2 
30 102.4 2.1 99.8 4.1 MA 
130 100.6 1.6 101.6 3.5 
40 99.7 1.8 96.0 3.5 CA 
130 100.7 1.3 97.8 3.1 
40 99.2 3.2 97.1 4.8 TA 
130 100.7 1.1 99.4 3.6 
75 100.8 1.1 97.8 4.7 HCA 
180 100.1 1.0 98.8 4.2 
75 99.8 2.1 99.7 2.6 HCAL 
250 101.1 1.2 98.3 2.9 

หมายเหตุ: แตละตัวอยางทําการฉีดซ้ํา 10 คร้ัง 
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4.5   การสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกและการเตรียมตัวอยาง 
4.5.1   ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริก 

 กรดไฮดรอกซีซิตริกนั้นเมื่อเปนสารเดี่ยวๆจะไมมีความเสถียรเนื่องจากสามารถเกิดปฎิ
กิริยาแลกโตไนเซชัน (lactonization) เกิดเปนวง ดังรูปที่ 4.13 เปนสารประเภทแลกโตน เรียกวา 
กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน ซ่ึงเมื่อกรดไฮดรอกซีซิตริกเปลี่ยนเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน
แลวทําใหคุณสมบัติในการจับกับเอ็นไซมในขบวนการสังเคราะหกรดไขมันนั้นลดลง [Jena et al.: 
2002] ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงศึกษาผลของอุณหภูมิที่ที่ผลตอการเปลี่ยนรูปของกรดไฮดรอกซีซิตริก 
โดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณของสารทั้งสองชนิดเม่ืออยูในอุณหภูมิตางทั้งในสวนที่เปนสาร
ละลายมาตรฐานและสวนสกัด 
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(a) (b) 
รูปที่ 4.13 ปฎิกิริยาแลกโตไนเซชัน (lactonization): (a) กรดไฮดรอกซีซิตริก (b) กรดไฮดรอกซีซิต
ริกแลกโตน 
 
 จากผลการศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอการสลายตัวของสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิต
ริก พบวาเมื่อเก็บรักษาสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกไวท่ีอุณหภูมิ 65, 25, 4 และ -4 
องศาเซลเซียส พบวาทําใหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกนั้นลดลงแตปริมาณของกรดไฮดรอกซี
ซิตริก แลกโตนกลับเพิ่มขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4.14 a) แสดงใหเห็นวา เมื่อกรดไฮดรอกซีซิตริกได
รับความรอนสามารถเกิดปฎิกิริยาแลกโตไนเซชัน (lactonization) เกิดเปนวง กลายเปนกรดไฮดรอก
ซีซิตริก แลกโตนไดโดยปฎิกิริยานี้จะเกิดขึ้นไดดีเมื่อสารละลายไดรับความรอน คือเมื่อเก็บไวท่ี
อุณหภูมิ 65, 25 และ 4 องศาเซลเซียส ปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกจะลดลงมากกวา เมื่อเก็บไว
ที่อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซีส 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสารละลายตัว
อยางดังแสดงในรูปที่ 4.14 b) พบวาผลของการสลายตัวของกรดไอดรอกซีซิตริก นั้นเปนเชนเดียว
กับการศึกษาในสารละลายมาตรฐานดังที่กลาวมาแลว แสดงใหเห็นวา อุณหภูมิมีผลตอการสลายตัว
ของกรดไฮดรอกซีซิตริกเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน โดยจะเกิดปฎิกิริยาไดดีเมื่ออุณหภูมิสูง
ขึ้น  

Δ 
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a) สารละลายมาตรฐาน b) สารละลายตัวอยาง 
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รูปที่ 4.14 การเปลี่ยนแปลงของกรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนที่อุณหภูมิ
ตางๆ ใน a) สารละลายมาตรฐานและใน b) สารละลายตัวอยาง 

a1) 65oC 

a2) 25oC b2) 25oC 

a3) 4oC b3) 4oC 

a4) -4oC 

b1) 65oC 

b4) -4oC 
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4.5.2   การศึกษาวิธีท่ีเหมาะสมในการเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะหปริมาณ 
 จากการศึกษาในหัวขอ 4.7 พบวาอุณหภูมินั้นมีผลตอการเปลี่ยนรูปของกรดไฮดรอกซีซิต
ริกไปเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน แตในข้ันตอนการสกัดกรดอินทรียนั้นใชอุณหภูมิในการ
สกัดที่สูง [Jena et al.: 2002] ในงานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาเปรียบเทียบการสกัดโดยใชอุณหภูมิหอง 
(ประมาณ 25 องศาเซลเซียส) กับการสกัดที่อุณหภูมิสูงโดยใช autoclave (120 องศาเซลเซียส)  วิธี
การสกัดดังหัวขอที่ 3.12 
 จากตารางที่ 4.5 แสดงปริมาณกรดอินทรียที่สกัดไดโดยใชอุณหภูมิปกติและอุณหภูมิสูง ซ่ึง
ผลการเพิ่มของอุณหภูมิมีผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณของสาร โดยมีผลทําใหปริมาณของกรด
ไฮดรอกซีซิตริกเพิ่มขึ้นและมีผลทําใหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนลดลง แตการเพิ่ม
อุณหภูมิกลับไมมีผลตอปริมาณรวมของกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดซิตริกและกรดออกซาลิกเลย เมื่อ
นําปริมาณกรดออกซาลิก กรดซิตริก ปริมาณรวมของกรดไฮดรอกซีซิตริกที่ตรวจวัดไดมา เปรียบ
เทียบทางสถิติดวยวิธี Paired sample t-test (2-tail) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวาการเพิ่มอุณหภูมิ
ไมมีผลตอปริมาณกรดที่ตรวจวัดไดอยางมีนัยสําคัญ และนําปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริก และ
กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนมาเปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี Paired sample t-test (1-tail) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% พบวาการเพิ่มของอุณหภูมิทําใหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกเพิ่มขึ้นและมี
ผลทําใหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนลดลงอยางมีนัยสําคัญ 
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ตารางที่ 4.6 เปรียบเทียบปริมาณกรดอินทรีย (ppm) จากการสกัด 2 วิธี 
  

ปริมาณกรดอินทรีย (ppm) 
ตัวอยาง อุณหภูมิ 

OAa MA CAa TA HCAb HCALb Total HCAa 

อุณหภูมิหอง nd nd 104.7 ± 2.1 nd 31.7 ± 0.7 70.7 ± 0.5 100.6 ±1.8 M1 
120 OC nd nd 104.5 ± 1.0 nd 28.5 ± 0.5 72.1 ± 1.4 102.5 ± 0.2 

อุณหภูมิหอง 14.6 ± 0.1 nd 97.1 ± 0.2 nd 68.1 ± 0.1 127.9 ±2.8 196.0 ± 2.7 M2 
120 OC 15.0 ± 0.02 nd 96.7 ± 5.5 nd 65.7 ± 2.0 131.5 ±4.0 197.2 ± 2.3 

อุณหภูมิหอง nd nd 51.4 ± 1.8 nd 50.7 ± 1.4 148.2 ±1.0 198.9 ± 0.5 M3 
120 OC nd nd 52.9 ± 0.7 nd 43.5 ± 0.5 154.6 ±3.7 198.1 ± 4.2 

อุณหภูมิหอง nd nd 89.9 ± 3.3 nd 61.6 ± 2.0 242.4 ±3.7 304.1 ± 5.4 M4 
120 OC nd nd 92.8 ± 0.5 nd 49.1 ± 1.2 255.7 ±2.3 304.7 ± 1.3 

ผลของการเพิ่มอุณหภูมิ
ตอปริมาณกรดอินทรีย 

ไมมีผล - ไมมีผล - มีผลทําให
ปริมาณ HCA  

เพิ่มขึ้น 

มีผลทําให
ปริมาณ HCAL  

ลดลง 

ไมมีผล 

หมายเหตุ:   nd หมายถึง ตรวจไมพบ (<LOD) 
      a    เปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี Paired sample t-test (2-tail) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

       b    เปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี Paired sample t-test (1-tail) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
  



 45 

4.6   การประยุกตกับตัวอยางจริง 
4.6.1   ตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร 

 จากการสุมตัวอยางผลิตภัณฑในทองตลาดซึ่งโดยทั่วไปนั้นผลิตภันฑสมุนไพรของกรด
ไฮดรอกซีซิตริกนั้นจะอยูในรูปของสมแขกผสมกับพืชหลายชนิดที่มีคุณสมบัติเปนสมุนไพรโดยนํา
พืชมาบดละเอียดแลวบรรจุแคปซูล และระบุเปนน้ําหนักของพืช โดยไมมีการสกัดสารสําคัญออก
มา ซ่ึงสมแขกมักจะผสมในผลิตภัณฑท่ีมีสรรพคุณเปนยาระบายและเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารใน
การลดน้ําหนัก  
 การหาปริมาณสารในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร สามารถทําไดโดยนําตัวอยางผลิตภัณฑ
มาชั่งและเตรียมตัวอยางดวยวิธีที่เหมาะสมดังหัวขอที่ 4.8 และเจือจางตามความเหมาะสมแลวนํามา
วิเคราะหดวย CE เพื่อหาปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอินทรียอ่ืนๆโดยใชเทคนิคCE ที่
พัฒนาขึ้น ซ่ึงแสดงอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.15 

จากรูปที่ 4.15 พบวาในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพรทั้ง 5 ชนิด นั้น สามารถตรวจวัดพบกรด
อินทรีย 4 ชนิดคือกรดออกซาลิก กรดซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริก และ กรดไฮดรอกซิซิตริกแลก
โตน โดยพบกรดออกซาลิกในปริมาณท่ีนอย แตในตัวอยาง M5 นั้นตรวจวัดไมพบกรดไฮดรอกซี
ซิตริก และ กรดไฮดรอกซิซิตริก และในทุกตัวอยางของตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพรตรวจวัดไมพบ
กรดมาลิกและกรดทารทาลิกในตัวอยางผลิตภัณฑ อาจเนื่องจากมีนอยมากจนมีระดับต่ํากวาคา 
LOD จึงไมสามารถตรวจวัดได หรือไมมีในตัวอยาง 

จากอิเล็กโทรฟโรแกรมสามารถคํานวณหาความเขมขนของกรด (C ในหนวย ppm) ไดโดย
นําคา Acorr, สารตัวอยาง / Acorr, ICA แลวนําไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารแตละชนิดในรูปที่ 4.12 แลว
คํานวณเปนปริมาณสารในหนวยกรัมตอน้ําหนักสวนตัวอยาง 100 กรัม (P, %w/w) โดยใชสมการ 
4.1 ซ่ึงแสดงปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางผลิตภัณฑดังตารางที่ 4.6 

 

     P  =  
W

fCV
10

    (4.1) 

 
  W  คือ น้ําหนักของตัวอยางที่ชั่งได (หนวยเปน g) 
  V   คือ ปริมาตรเริ่มตนของสารละลายตัวอยาง (หนวยเปน L) 
   f    คือ จํานวนเทาที่เจือจางสารละลายตัวอยางจากเริ่มตน (dilution factor) 

C   คือ ความเขมขนของสารละลายตัวอยางที่เทียบจากกราฟมาตรฐาน (หนวยเปน 
ppm)  
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เนื่องจากกรดไฮดรอกซีซิตริกสามารถเปลี่ยนรูปไปเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนไดดัง
นั้นปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนจึงไมแนนอนขึ้นอยูกับอุณห
ภุมิที่สกัดและการเก็บรักษา ดังนั้นจึงคํานวณปริมาณกรดทั้งสองชนิดออกมาเปนปริมาณรวมของ
กรดไฮดรอกซีซิตริก โดยใชสมการที่ 4.2 
 

   HCA total    =  )
HCAL.
HCA.( HCALHCA MW

MWWW ×+               (4.2)

  

   
   WHCA            คือ  น้ําหนักของกรดไฮดรอกซีซิตริก (g) 
   WHCAL          คือ  น้ําหนักของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน (g) 
   MW.HCA    คือ  น้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮดรอกซีซิตริก (g mol-1) 
   MW.HCAL  คือ  น้ําหนักโมเลกุลของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน (g mol-1) 

 
จากตารางที่ 4.7 จะเห็นวา เมื่อคํานวณปริมาณรวมของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลวนั้น ในตัว

อยาง M4 มีปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกรวมมากที่สุด และในตัวอยาง M2 และ M3 มีปริมาณกรด
ไฮดรอกซีซิตริกรวมใกลเคียงกัน สวนในตัวอยาง M1 นั้นมีปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกรวมนอยที่
สุด และจากปริมาตรสุทธิของตัวอยางตอแคปซูลที่ชั่งไดจริงแสดงดังตารางที่ 4.6 สามารถนํามา
คํานวณหาปริมาณของกรดอินทรียที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑตอแคปซูลได ดังตารางที่ 4.8 
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รูปที่ 4.15 อิเล็กโทรฟโรแกรมของตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร โดยใชสารละลาย 30 mM Na2B4O7 
และ 90 mM NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ที่ pH 9.2 เปน BGE: ภาวะอื่นๆของ CE: ดัง
รูปที่ 4.1 

นาที

สารมาตรฐาน 

ตัวอยาง  M1  

ตัวอยาง  M2 

ตัวอยาง  M3 

ตัวอยาง  M4 

ตัวอยาง  M5 
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ตารางที่ 4.7 ปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร (% w/w) 
ปริมาณกรดอินทรีย (% w/w) 

ตัวอยาง 
OA MA CA TA HCA HCAL Total HCA 

M1 nd nd 2.10 ± 0.03 nd 0.57 ± 0.01 1.44 ±0.03 2.13 ± 0.03 
M2 0.03 ± 0.00 nd 1.93 ± 0.16 nd 1.36 ± 0.00 2.54 ±0.06 4.11 ± 0.06 
M3 nd nd 0.85 ± 0.02 nd 1.01 ± 0.03 2.96 ±0.02 4.22 ± 0.04 
M4 nd nd 2.07 ± 0.01 nd 1.23 ± 0.04 4.87 ±0.07 6.50 ± 0.09 
M5 0.02 ± 0.00 nd 3.46 ± 0.05 nd nd nd nd 

หมายเหตุ:   nd หมายถึง ตรวจไมพบ (< LOD) 
      แตละตัวอยางฉีดซ้ํา 3 ครั้ง 
 
ตารางที่ 4.8 ปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร (มิลลิกรัม/แคปซูล) 

ปริมาตรสุทธิ, มิลลิกรัม/แคปซูล ปริมาณกรดอินทรีย, มิลลิกรัม/แคปซูลa 

ตัวอยาง 
ที่ระบุ ที่วัดได OA CA HCA HCAL Total HCA 

M1 - 488.1 ± 33.1 - 10.25 ± 0.71 2.78 ± 0.19 7.03 ± 0.50 10.40 ± 0.73 
M2 350 299.6 ± 6.4 0.10 ± 0.00 5.78 ± 0.50 4.07 ± 0.09 7.61 ± 0.24 12.31 ± 0.23 
M3 310 350.7 ± 2.8 - 2.98 ± 0.07 3.54 ± 0.11 10.38 ± 0.11 14.80 ± 0.18 
M4 - 497.7 ± 11.1 - 10.30 ± 0.24 6.12 ± 0.24 24.24 ± 0.64 32.35 ± 0.85 
M5 500 503.7 ± 7.6 0.12 ± 0.00 17.43 ± 0.36 - - - 

หมายเหตุ:   a คา SD รวมคา SD ของปริมาณสุทธิตอแคปซูล 
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4.6.2   ตัวอยางพืชสกุล Garcinia 
ในพืชสกุล Garcinia เปนแหลงของกรดไฮดรอกซีซิตริกซึ่งมีการนําไปใชประโยชนกัน

อยางกวางขวาง โดยงานวิจัยนี้ไดศึกษาหาแหลงของกรดไฮดรอกซีซิตริกใหมในพืชสกุล Garcinia 
ที่มีอยูในประเทศไทย คือ Garcinia atroviridis Griff. ex T. Anderson (สมแขก), Garcinia 
schomburgkiana Pierre (มะดัน), Garcinai cowa Roxb. ex DC. (ชะมวง) และ Garcinia 
nigrolineata Planch. ex T. Anderson (ชะมวงตราด) โดยศึกษาในสวนตางๆของตนอีกทั้งยังศึกษา
ดวยวามีกรดอินทรียชนิดใดบางที่พบในพืชเหลานี้ โดยใชเทคนิค CE ที่ไดพัฒนาขึ้น  

จากรูปที่ 4.16 และ รูปท่ี 4.17 พบวาในพืชสกุล Garcinia ทั้ง 4 สปชียนั้นตรวจพบกรด
อินทรีย 4  ชนิด คือ กรดไฮดรอกซีซิตริก  กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดซิตริก และกรดออกซา
ลิก สวนกรดมาลิกและทารทาลิกนั้นไมสามารถตรวจพบไดอาจจะเนื่องจากมีอยูในปริมาณที่นอย
กวาปริมาณต่ําสุดที่สามารถตรวจวัดได ซ่ึงพบกรดกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริก
แลกโตน ในปริมาณที่สูง รองลงมาคือกรดซิตริก และพบกรดออกซาลิกในปริมาณที่นอยและใน
บางสวนของตนตรวจไมพบเลยหรือพบในปริมาณที่นอยกวาปริมาณต่ําสุดที่สามารถตรวจวัดได 
คือ ผลสมแขกแก ใบมะดันแกและใบชะมวงแก โดยจะสังเกตไดวาปริมาณของกรดที่พบนั้นนอก
จากจะแตกตางกันในแตละสปชียและแตละสวนของตน แลวยังแตกตางกันในสวนของอายุของพืช
ในแตละสวนอีกดวย โดยสปชียที่พบกรดไฮดรอกซีซิตริกคือสมแขกในสวนของผลแก รองลงมา
คือชะมวงในสวนของใบแก แลวยังสังเกตพบอีกวาเม่ือพบกรดไฮดรอกซีซิตริกในปริมาณที่สูงก็จะ
พบวามีปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนสูงตามไปดวยเนื่องจากกรดไฮดรอกซีซิตริกเมื่อ
อยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมสามารถเปลี่ยนรูปอยูในรูปของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนได [Jean 
et al.: 2002] จากอิเล็กโทรฟโรแกรมที่ไดสามารถนํามาคํานวณหาปริมาณของกรดอินทรียที่พบได
ดังแสดงใน ตารางที่ 4.9 และเมื่อเปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี one-way ANOVA พบวาปริมาณกรด
อินทรียมีผลตอสวนตางๆของลําตนในแตละสายพันธุ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยพบวา 
กรดออกซาลิกพบมากที่สุดในชะมวงในสวนของใบออน กรดซิตริก พบมากที่สุดในมะดันในสวน
ของผล สวนปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกนั้นคํานวณไดจากผลรวมระหวางกรดไฮดรอกซีซิต
ริกและกรดไฮดรอกซิตริกแลกโตน ซ่ึงพบวากรดไฮดรอกซีซิตริกรวมพบมากที่สุดในสมแขกใน
สวนของผลแก รองลงมาคือชะมวงในสวนของใบแก ซ่ึงปริมาณที่ไดแสดงดังตารางที่ 4.8 
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รูปที่ 4.16  อิเล็กโทรฟโรแกรมของพืชสกุล Garcinia  โดยใชสารละลาย 30 mM Na2B4O7 และ 90 
mM NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ที่ pH 9.2 เปน BGE: ภาวะอื่นๆของ CE: ดังรูปที่ 4.1  

นาที

G. cowa (ใบแก) 

G. cowa (ใบออน) 

G. nigrolineata (ใบแก) 

G. nigrolineata (ใบออน) 

สารมาตรฐาน 

G. atroviridis (ผลแก) 
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รูปที่ 4.17   อิเล็กโทรฟโรแกรมของพืชสกุล Garcinia  โดยใชสารละลาย 30 mM Na2B4O7 และ 90 
mM NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ที่ pH 9.2 เปน BGE: ภาวะอื่นๆของ CE: ดังรูปที่ 4.1

นาที

สารมาตรฐาน 

G. atroviridis (ผลออน) 

G. atroviridis (ใบแก) 

G. atroviridis (ใบออน) 

G. schomburgkiana (ผลแก) 

G. schomburgkiana (ใบแก) 

G. schomburgkiana (ใบออน) 
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ตารางที่ 4.9 ปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางพืชสกุล Garcinia (% w/w) (5 ชุดตัวอยาง แตละชุดตัวอยางฉีดซ้ํา 2 ครั้ง) 
กรดอินทรีย (% w/w) 

ตัวอยาง แหลง 
OA MA CA TA HCA HCAL Total HCA 

G.atroviridis        
ผลออน 0.01 ± 0.14d nd 0.26 ± 0.10a nd 5.85 ± 0.60 11.20 ± 1.48 17.95 ± 2.01e 

ผลแก nd nd 0.89 ± 0.19cd nd 8.32 ± 1.18 15.09 ± 2.46 24.61 ± 2.58g 

ใบออน 0.04 ± 0.01bc nd 0.23 ± 0.09a nd 5.08 ± 0.73 12.23 ± 0.22 18.29 ± 0.87e 

ใบแก 

จ. สงขลา 

0.03 ± 0.01bc nd 0.25 ± 0.04a nd 5.13 ± 0.70 11.28 ± 0.64 17.30 ± 1.25de 

G.schomburgkiana        
ผลแก 0.07 ± 0.02cd nd 8.59 ± 0.83e nd 3.25 ± 1.38 11.71 ± 1.97 15.90 ± 3.35d 

ใบออน 0.02 ± 0.01ab nd 0.61 ± 0.17b nd 1.97 ± 0.72 7.00 ± 0.63 9.53 ± 1.32b 

ใบแก 

จ. ราชบุรี 

nd nd 0.34 ± 0.11a nd 2.91 ± 0.37 9.44 ± 0.51 13.10 ± 0.51c 

G. cowa        
ใบออน 0.09 ± 0.01d nd 0.79 ± 0.18bc nd 4.15 ± 0.31 11.19 ± 0.74 16.24 ± 0.89d 

ใบแก 

จ. สงขลา 

nd nd 1.07 ± 0.08d nd 6.48 ± 0.23 13.52 ± 0.73 21.08 ± 0.94f 

G. nigrolineata        
ใบออน 0.03 ± 0.01ab nd 1.10 ± 0.17d nd 2.62 ± 0.30 7.40 ± 0.38 10.62 ± 0.41b 

ใบแก 
จ. ชลบุรี 

0.02 ± 0.00ab nd 0.69 ± 0.16bc nd 2.21 ± 0.14 4.84 ± 0.41 7.44 ± 0.44a 

หมายเหตุ:  nd  หมายถึงตรวจไมพบ (< LOD) 
                 สัญลักษณ a,b...ที่ไมเหมือนกันในแนวตั้ง หมายถึง ลําดับปริมาณกรดอินทรียมีผลตอสวนตางๆของลําตนในแตละสายพันธุ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)
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 ปริมาณของกรดกรดไฮดรอกซีซิตริกรวมในตัวอยางพืชสกุล Garcinia จากตารางที่ 4.8 จะ
เห็นไดวาพบมากที่สุดในสมแขกในสวนของผลแก 24.6 ± 2.6 %w/w      รองลงมาคือชะมวงใน
สวนของใบแก 21.1 ± 0.9 %w/w ซ่ึงกอนหนานี้นั้นไดมีรายงานการหาปริมาณกรดอินทรียในตัว
อยางพืชสกุล Garcinia คือใน G. cambogia หรือสมแขกอินเดีย ในสวนของผลมีปริมาณกรดไฮด
รอกซีซิตริก 16-18 %w/w [Jayaprakasha and Sakariah: 1998] G. indica ในสวนของใบและผล 4.1-
4.6 และ 10.3-12.7 %w/w ตามลําดับ [Jayaprakasha and Sakariah: 2002] และใน G. cowa ในสวน
ของผล 12.7 %w/w [Jayaprakasha et al.: 2002] ซ่ึงจากที่รายงานไวนั้นจะรายงานผลเปนปริมาณ
ของกรดไฮดรอกซีซิตริกอยางเดียวโดยท่ีไมคิดเปนปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกรวม คือผลรวมของ
ปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน เนื่องจากกรดทั้งสองชนิดน้ีไม
เสถียรโดยกรดไฮดรอกซีซิตริกสามารถเปลี่ยนไปเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนไดเมื่ออุณหภูมิ
สูงขึ้น ดังนั้นถารายงานเปนปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกอยางเดียวทําใหคาที่ไดนั้นไมแนนอน  



 
บทท่ี 5 

 
สรุปผลการทดลอง 

 
 จากการหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิส (capillary 
electrophoresis, CE) สําหรับแยกและวิเคราะหปริมาณกรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรด
ทารทาลิก กรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน โดยมีกรดไอโซซิตริกเปน 
internal standard และภาวะของ CE ที่เลือกใช ดังตอไปนี่คือ คะพิลลารีขนาดเสนผานศูนยกลาง 50 
μm ยาว 57 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 25°C บรรจุสารละลายตัวอยางโดย
ใชความดันที่ 0.5 psi เปนเวลา 10 วินาที ศักยไฟฟาสําหรับการแยก -20 kV ตรวจวัดโดยตรงดวย
เครื่องตรวจวัด UV ที่ความยาวคลื่น 200 nm BGE เปนฟอสเฟต และ/หรือ บอเรตบัฟเฟอรที่
ประกอบดวย 0.5 mM tetardecyltrimethylammonium bromide (TTAB) เพื่อทําหนาที่กลับทิศทาง
ของ EOF 
 ไดทําการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเคลื่อนที่และการแยกของสาร โดยศึกษาจาก ชนิด pH 
และความเขมขนของบัฟเฟอร ระบบบัฟเฟอรที่ศึกษาไดแก ฟอสเฟตบัฟเฟอรชวง pH 6.0-8.0 และ
ความเขมขนของบัฟเฟอรผสมระหวางฟอสเฟตและบอเรต 
 ฟอสเฟตบัฟเฟอรเตรียมจากสารละลาย Na2HPO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ปรับ pH 
6.0-8.0 ดวยกรดฟอสฟอริก พบวาสามารถแยกพีกของกรดออกซาลิกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลก
โตนไดเทานั้น 
 บอเรตบัฟเฟอรที่ pH 9.2 เตรียมจากสารละลาย Na2B4O7 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB 
พบวาไมสามารถแยกพีกใดไดเลยแตลําดับการเคลื่อนที่ของสารตางจากฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 บัฟเฟอรผสมระหวางฟอสเฟตและบอเรตเตรียมจากสารละลาย NaH2PO4 และ Na2B4O7 ที่
ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ปรับเปน pH 9.2 ดวย 0.1 NaOH จากการปรับเปลี่ยนความเขมขน พบ
วาสารละลายผสมระหวาง 90 mM NaH2PO4 และ 30 mM Na2B4O7 สามารถแยกสารออกจากกันได
ดีที่สุด 
 ดังนั้นระบบ BGE ที่เหมาะสมสําหรับกรดแยกกรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรด
ทารทาลิก กรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน และกรดไอโซซิตริก ไดอยางสมบ
รูณ คือ สารละลายผสมระหวาง 90 mM NaH2PO4 และ 30 mM Na2B4O7 ที่ประกอบดวย 0.5 mM 
TTAB ปรับเปน pH 9.2 ดวย 0.1 NaOH จากการตรวจสอบวิธีการ (method validation) พบวามี
ความเที่ยงและความถูกตองสูงทั้งเมทริกซที่เปนน้ําและสารละลายตัวอยาง 
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 จากการทดลองพบวาอุณหภูมิมีผลตอการเกิดปฎิกิริยาแลกโตไนเซชัน (lactonization) ทํา
ใหกรดไฮดรอกซีซิตริกเปลี่ยนรูปไปเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน ดังนั้นในขั้นตอนการสกัด
สารตัวอยางจึงใหวิธีสกัดกรดอินทรียโดยไมใชความรอนเขามารวมดวย 
 จากการนําเทคนิคที่พัฒนาขึ้นสําหรับการวิเคราะหกรดอินทีรยทั้ง 6 ชนิด นําไปวิเคราะห
ในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพรที่มีสวนผสมของสารสกัด Garcinia พบวา สารที่สามารถตรวจพบ
คือ กรดออกซาลิก ซ่ึงพบในปริมาณนอย กรดซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริก
แลกโตน ซ่ึงพบในปริมาณที่แตกตางกันในแตละผลิตภัณฑ จากการเปรียบเทียบปริมาณของกรด
ไฮดรอกซีซิตริกรวม ในสวนตางๆของตนในแตละสายพันธุของพืชสกุล Garcinia พบวาพบมากที่
สุดในสมแขกในสวนของผลแก รองลงมาคือชะมวงในสวนของใบแก 24.6 ± 2.6 %w/w และ 21.1 
± 0.9 %w/w ตามลําดับ 
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