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บทท่ี 1 

 
บทนํา 

 
1.1   แนวเหตุผล ทฤษฎีสําคญั หรือสมมติฐาน  

         พืชสกุล Garcinia เปนพืชสกุลใหญมกีารกระจายตวัอยูในแถบทวีปเอเชีย บริเวณเขตเสน
ศูนยสูตร ทวปีแอฟริกา และเกาะโพลินเีซีย ซ่ึงมีทั้งหมด 180 สปชีย สวนในประเทศไทยมกีาร
สํารวจและรายงานวาพบ 22 สปชีย  [เต็ม  สมิตินันทน: 2523] กระจายอยูในทัว่ทุกภาคของประเทศ 
ทั้งนี้ไดมีรายงานวิจยัเกีย่วกบัสารที่พบในสวนตางๆของตนในหลายๆสปชีย ซ่ึงสารที่พบ
ประกอบดวย xanthoneและอนุพันธของ  xanthone [Rukachaisirikul et al.: 2003] โดยมีการศึกษา
กันอยางกวางขวางในการนาํมาใชเปนยาฆาเชื้อโรคเนื่องจากมีความสามารถในการทําลายเชื้อรา
หลายชนิด และยังมีคุณสมบัติในการเปนสารแอนติออกซิแดน [Tamil Selvi et al.: 2003] 
นอกจากนี้ยังพบกรดอีกหลายชนิด เชน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริก 
และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน โดยกรดไฮดรอกซซิีตริกนั้นไดมกีารศึกษาพบวามีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการสังเคราะหกรดไขมัน ในสวนที่จะเปนไขมันสะสมตอไป [Badmaev et al.: 1999, 
Heymsfield et al.: 1998] จากคุณสมบัติขอนี้จึงมีการศึกษาเพื่อที่จะนําไปใชในการลดน้ําหนกัอยาง
ปลอดภัยตอไป 

 
แหลงที่พบกรดไฮดรอกซีซิตริก 
จากรายงานวิจยักอนหนานีพ้บวากรดไฮรอกซีซิตริกนั้นสามารถพบไดในสวนตางๆของพืช

สกุล Garcinia สายพันธุที่พบในประเทศอินเดีย คือ Garcinia cambogia, Garcinia cowa และ 
Garcinia indica ซ่ึงพบกรดไฮดรอกซีซิตริกในสวนของเปลือกผลแหง ผลสด และใบ 
[Jayaprakasha et al.: 2002, Jayaprakasha and Sakariah: 1998, Jayaprakasha and Sakariah: 2002] 
แตพืชสกุล Garcinia สายพันธุที่พบในประเทศไทยนั้นยงัมีการศึกษากนันอย ในงานวิจยันีน้ั้นได
ศึกษาพืชสกุล Garcinia 4 สายพันธุดังนี้คือ 

Garcinia atroviridis Griff. ex T. Anderson มีชื่อสามัญคือ มะขามแขก สมแขก สมควาย สม
พะงุน สมมะวน และอาแซกะลูโก มีลักษณะเปนไมยืนตน สูง 6-12 เมตร ใบเดีย่ว เรียงตรงขาม รูป
ขอบขนานแคบ กวาง 3-5 ซม. ยาว 12-20 ซม. ปลายใบเรียวแหลม โคนใบรูปล่ิม สีเขียวเขม ใบออน
สีแดง กานใบยาว 1.5-2 ซม. ดอกแยกเพศ ดอกตวัผูเปนกระจกุ 2-3 ดอก เสนผาศนูยกลาง 3 ซม. 
กลีบเล้ียงชั้นนอกรูปขอบขนานหรือรูปโล ชั้นในขอบกลบีบาง ขนาดใหญกวา กลีบดอกรูปไขกลับ
แกมรูปโล ขนาดใหญสีแดงเลือดนก กานชูอับเรณูเรียวยาว เรียงเปนวงติดอยูบนฐานรองดอกมเีนื้อ
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อับเรณูรูปขอบขนานแคบ ดอกตัวเมียเปนดอกเดี่ยวที่ปลายกิ่ง กลีบเล้ียงและกลีบดอกลักษณะคลาย
ในดอกตัวผู แตกลีบดอกมีขนาดเล็กกวา เกสรตวัผูที่เปนหมนัติดอยูบนแอนนูลัส รังไขรูป
ทรงกระบอก มีสันผลรูปกลมแปน มีสันและรองจํานวนมาก สีเหลืองแกมสมสด ฉ่ําน้ํา รสเปรี้ยวจดั 
พบมากทางตอนเหนือของประเทศพมา และมาเลเซยีในประเทศไทยพบในพื้นที่ทางภาคใต เชน 
สงขลา ยะลา ปตตานี สตูล นราธิวาส พังงา ภูเก็ต กระบี่ ชุมพร และระนอง ชอบขึ้นในที่ซ่ึงมีฤดูแลง
ที่ส้ัน ในเขตรอนชื้นที่มีฝนตกชุกในปาแถบพื้นที่ราบต่ําจนถึงความสงูของภูเขา 600 เมตร 

Garcinia schomburgkiana Pierre มีช่ือสามัญคือมะดัน มีลักษณะเปนไมตนรอเลือ้ย ขนาด
กลาง สูง 4 - 10 ม. ลําตนตรง มีกิ่งแขนงแตกออกรอบลําตนขนานกบัพื้นหรือโคงเล็กนอย กิ่งเปน
ส่ีเหล่ียม สีออกดํา เปลือกนอก เรียบหรือแตกเปนรองเล็กลึกตามยาวลําตน สีน้ําตาลออนถึงเขมจัด 
เปลือกใน สีชมพู กระพี้สีเหลืองใบ เปนใบเดีย่ว ออกตรงขามกันเปนคู รูปขอบขนาน หรือรูปไข
กลับ กวาง 25 ซม. ยาว 9 ซม. ปลายใบมน โคนสอบขอบเรียบ เนื้อใบหนาคลายแผนหนัง เสนแขนง
ใบมีประมาณ 20 คู ไมชัดเจน กานใบ ยาวประมาณ 5 มม. หลังใบสีเขียวเขมเปนมนั ทองใบสีจาง
กวา เกลี้ยง ไมมีขน ใบออน สีน้ําตาลแดงสดใส ดอก ออกตามงามใบ มีดอกเพศผูและดอกสมบรูณ
เพศ ออกเปนกระจกุ ๆ ละ 3 - 6 ดอก กานดอก ยาว 1 - 2 มม. กลีบรองกลีบดอก 4 กลีบ คอนขาง
กลม งอเปนกระพุง กวาง 3.5 มม. ยาว 5 มม. กลีบดอกมี 4 กลีบ รูปรีแกมรูปไข กวางประมาณ 3 
มม. ยาว 6.5 มม. ปลายกลม โคนสอบแคบ ดอกเพศผู มีเกสรผูจํานวนมาก เรียงเปนวง 5 - 6 วง บน
ฐานดอก กานเกสรสั้น เปนสี่เหล่ียม อับเรณูมี 4 พู เหน็ไดชัด ไมมเีกสรเมีย ดอกสมบูรณเพศ มีเกสร
ผู 12 - 20 อัน รวมกันเปนกลุม 4 กลุม รังไขมี 5 ชอง ยอดเกสรแยกเปน 5 แฉก ดอกสีแดงเรื่อ หรือสี
ชมพู ผลสด รูปรี หรือขอบขนาน กวาง 1.5 - 2.5 ซม. ยาว 3 - 5 ซม. ผิวบางเกลี้ยง สีเขียวเปนมัน ผล
แกจดั เมื่อมีอายุ 4 - 5 เดือน ผลฉ่ําน้ํา มีรสเปรี้ยว ภายในผลมี 3 - 6 เมล็ด ถาเมล็ดลีบพูใดพหูนึ่งจะ
โต ผลเปรี้ยวสามารถพบไดในพื้นที่ทุกภาคของประเทศไทย มาเลย และเพนนินซูลารพบตามลําธาร
และหนอง บงึ ในปาดงดิบแลง เจริญเตบิโตไดดีในดนิเกือบทุกชนดิ แตชอบดินรวนโปรง มีการ
ระบายน้ําดีมีความชื้นสูงและมีความอุดมสมบูรณสูง ปจจุบันมีปลูกตามบานเรือนหรือสวนทั่ว ๆ 
ไป 

Garcinai cowa Roxb. ex DC. มีชื่อสามัญคือ ชะมวง กะมวง มวง ยอดมวง หรือสมมวง มี
ลักษณะ เปนตนไม ขนาดกลาง สูง 15 - 20 ม. เรือนยอด เปนพุมรูปกรวยคว่ํา ทรงสูง แตกกิ่งชัน้
เดียว เปลือกนอก เรียบ สีน้ําตาลเขมเกือบดํา ตนแกมรีอยแตกตามยาวโดยรอบลําตน และอาจมีรอย
แผล เปลือกใน สีชมพูถึงแดง มีน้ํายางสีเหลืองขุนไหลเยิ้มออกมาจากเปลือกตน ใบเปน ใบเดี่ยว 
ออกตรงกันขามเปนคู ๆ แตละคูเรียงตรงกันขามเปนมุมฉากซึ่งกันและกัน ใบรูปไขขอบขนาน 
ปลายใบและโคนใบแหลม ผิวใบเปนมนั เนื้อใบหนา ขอบใบเรียบมีเคลือบมันรอบขอบใบ ใบออน 
สีแดงอมเหลือง ใบแกสีเขยีวเขม แหงสีน้าํตาลออนแกมชมพู ทองใบมีจุดและกานใบยาว 1 - 1.5 
ซม. เสนใบมมีาก ละเอยีด แตมองเห็นไดทางหลังใบ ใบมีรสเปรี้ยว มีดอกเปนชอขนาดเล็ก กลีบ
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ดอกแข็ง หนา ขนาด 10 - 15 มม. แตกออกจากโคนใบและปลายกิ่ง ดอกเพศผู สีชมพูถึงแดง ขนาด
เล็ก กระจกุละ 3 - 8 ดอก กานชอดอก ยาว 3 - 4 มม. กลีบรองกลีบดอก 4 กลีบ รูปรีแกมขอบขนาน 
ขนาด 4 - 6 × 6 มม. ปลายกลีบกลม กลีบดอกมี 4 กลีบ รูปรีขนาด 2.5 - 4.5 ซม. เกสรผูจํานวนมาก
กานเกสรสั้นอบัเรณูรูปขอบขนานเปนสี่เหล่ียม เกสรตัวผูไมสมบูณเชือ่มกันเปนกลุมรอบรังไขไมมี
เกสรเพศเมีย ดอกเพศเมยี เปนดอกเดี่ยว ๆ กานดอกสัน้มาก กลีบรองดอกและกลีบดอกคลายคลึง
ดอกเพศผู แตมีขนาดใหญกวาเล็กนอย รังไขแบบ superior รูปกลม ผิวเปนพู 6 - 8 พู กานเกสรสั้น 
ยอดเกสรแยกเปน 6 - 8 แฉก เปนปุมปม ภายในแบงเปน 6 - 8 ชอง แตละชองมีไข 1 หนวย ดอก
แยกเพศอยูตางตน ลักษณะของผลสดเปนทรงกลม ผิวเรียบมีรองรอยเปนพูบาง ๆ รอบผล ขนาดผล 
2.5 - 3.0 ซม. ผลออน สีเขียวอมเหลือง ผลแก เมื่อสุกมีสีเหลืองถึงสม ผลสุกจะแตกออกเปนหลาย
เสี้ยวภายใน เนื้อผลสีเหลืองสม จํานวนเมล็ด มีเมล็ด 7 - 12 เม็ด เมล็ดมีสีเหลืองถึงสมพบใน อินเดยี 
พมา มาเลเซียและตอนใตของประเทศไทย เติบโตไดดตีามปาดงดิบถึงระดับน้ําทะเลปานกลาง 600 
ม. และปาพร ุ
 สวนลักษณะของ  Garcinia nigrolineata Planch. ex T. Anderson หรือชะมวงตราด นั้น
คลายกับ Garcinai cowa Roxb. ex DC. จะตางกนัที่ลักษณะของใบ คือจะมีใบที่ใหญกวา ใน
ประเทศไทยนัน้พบไดในแถบภาคตะวันออก จังหวัดระยอง จันทบุรี และตราด 
 

กลไกการยับยงัการสังเคราะหกรดไขมันของกรดไฮดรอกซีซิตริก [Soni et al.: 2004] 
  เมื่อรับประทานอาหารเขาไปรางกายจะยอยอาหารเหลานั้นใหอยูในรปูที่รางกายสามารถ
ดูดซึมไดและเผาผลาญเพื่อใหไดพลังงานตามที่รางกายตองการ สวนที่เหลือจากการเผาผลาญจะถูก
นํามาสังเคราะหและเก็บไวในสวนตางๆของรางกาย ไขมันกเ็ปนรูปหนึ่งที่รางกายนําสารอาหาร
ประเภทคารโบไฮเดรตที่เหลือจากการเผาผลาญมาสังเคราะหและเก็บไวตามสวนตางๆของรางกาย 
เมื่อมีมากเกนิไปทําใหเกิดปญหาดานสุขภาพตามมา เชน โรคอวน โดยกรดไฮดรอกซีซิตริกมี
คุณสมบัติในการยับยั้งการสงัเคราะหไขมนัไดดังรูปที1่ อาหารประเภทคารโบไฮเดรตจะถูกยอย
สลายเปน Acetyl CoA ซ่ึงเปนตัวตัง้ตนในการสังเคราะหไขมัน โดยขบวนการนี้เกดิขึ้นใน 
mitochondria แตเนื่องจากขบวนการสังเคราะหไขมันนัน้เกิดขึน้ใน cytosol ซ่ึงอยูภายนอก Acetyl 
CoA มีขนาดใหญไมสามารถผานออกไปไดจึงถูกเปลี่ยนเปน citrate ซ่ึงมีขนาดเล็กทําใหสามารถ
ออกมาภายนอก mitochondria ได และจะมีเอนไซม ATP citrate lyase มาเปลี่ยน citrate เปน Acetyl 
CoA โดย Acetyl CoA เปนตัวตั้งตนในการสลายไปเปนพลังงานตามที่รางกายตองการ และ Acetyl 
CoA สวนที่เหลือจะถูกนาํไปสังเคราะหไขมัน แตเมื่อมีกรดไฮดรอกซีซิตริกเขาไปในรางกาย 
กรดไฮดรอกซซิีตริกจะไปยบัยั้งการทํางานของเอนไซม ATP citrate lyase ทําให citrate ไมสามารถ
เปล่ียนกลับไปเปน Acetyl CoA ได จึงไมมีสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดไขมัน 
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รูปที่ 1.1 กลไกการยับยังการสังเคราะหกรดไขมันของกรดไฮดรอกซซิีตริก: สําเนาจาก [Soni et al.: 
2004] 
 

ปจจุบันประเทศไทยมีการจําหนายผลิตภณัฑที่มีสวนผสมของกรดไฮดรอกซีซิตริก 
สวนมากจะเปนสวนสกัดจากผลสมแขกอินเดีย (Garcinia cambogia) แตกรดไฮดรอกซีซิตริก
สามารถพบในสายพันธุอ่ืนดวยดังนัน้งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค
คะพิลาลีอิเล็กโทรฟอริซิส (capillary electrophoresis, CE) สําหรับวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซซิี
ตริกในสวนสกัดและเปรียบเทียบปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกในพืชสกุล Garcinia ไดแก สม
แขกไทย (Garcinia atroviridis Griff. ex T. Anderson ) มะดัน (Garcinia schomburgkiana Pierre) 
ชะมวง (Garcinia cowa Roxb. ex DC.) และชะมวงตราด (Garcinia nigrolineata Planch ex T. 
Anderson  ) โดยจะศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอปริมาณของ กรดไฮดรอกซีซิตริก ไดแก ระยะความ
แกออนของผลหรือใบ รวมทั้งหาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดกรดไฮดรอกซีซิตริกที่มีอยูในสวนตางๆ
ของพืชและศกึษาปจจัยที่มผีลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสารมาตรฐานและ
สารละลายตัวอยาง 

เทคนิค CE เปนการแยกสารที่มีประจุดวยไฟฟาในหลอดคะพลิาลีขนาดเล็กที่บรรจุ
สารละลายอิเล็กโทรไลต (background electrolyte, BGE) กลไกการแยกของสารขึ้นอยูกบั
ความสามารถของการเคลื่อนที่ทางไฟฟา (electrophoresis mobility) ทั้งนี้เทคนิค CE มีขอดีเหนือ
เทคนิคไฮเพอฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (high performance liquid chromatography, HPLC) 
คือ ไมใชหรือใชตัวทําละลายอินทรียในปริมาณนอย ไมเสี่ยงตอการทําลายหรือการอดุตันคอลัมน  
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1.2   งานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการวิเคราะหกรดไฮดรอกซซิีตริก 
ไดมีรายงานการวิจัยในการสกัดแยกกรดไฮดรอกซีซิตริกจากเปลือกผลแหงของสมแขก 

(Garcinia cambogia) โดยใชวิธีการตมกบัน้ําภายใตแรงดันและแยกกรดไฮดรอกซซิีตริกออกจาก
สวนสกัดโดยใช cathion exchange resin [Jena et al.: 2002, Lewis and Neelakantan: 1965] 
นอกจากนี้ยังมกีารใช Soxhlet extractor มี acetone และ methanol เปน solvent ในการสกัด [Jena et 
al.: 2002] และมีการวิเคราะหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสวนสกัดของผลสมแขกอินเดีย 
(Garcinia cambogia) โดยใชเทคนิค HPLC พบวาพีกของกรดไฮดรอกซีซิตริก แยกออกจากพกีอื่น
ไมสมบูรณ [Jayaprakasha and Sakariah: 1998] ทําใหขาดความเชื่อมัน่ของปริมาณกรดที่วิเคราะห
ได แตไดมกีารนํา เทคนิค HPLC มาวิเคราะหหาปริมาณกรดกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอนิทรีย
อ่ืนๆในสวนตางๆของตน Garcinia cowa  และ Garcinia indica พบวามีปริมาณของกรดไฮดรอกซี
ซิตริกในแตละสวนของตนแตกตางกัน โดยในเปลือกของผลแหงจะมีปริมาณของกรดไฮดรอกซซิี
ตริกมากที่สุด นอกจากพบกรดไฮดรอกซซิีตริกแลวยังพบกรดออกซาลิกและกรดซติริกอีกดวย แต
พบในปริมาณที่นอย [Jayaprakasha et al.: 2002, Jayaprakasha and Sakariah: 1998]                                  

สําหรับการแยกและวิเคราะหกรดอินทรยีดวยเทคนิค CE ที่ผานมานั้นไดมกีารพฒันาขึ้น
เพื่อวิเคราะหในตัวอยางหลายชนิด ไดแก 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] เปนตน  

 
1.3   วัตถุประสงค  

1) หาภาวะที่เหมาะสมของคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิสสําหรับวิเคราะหหาปริมาณกรดไฮ
ดรอกซีซิตริก 

2) เปรียบเทยีบปริมาณของกรดไฮดรอกซซิีตริกในพืชสกุล Garcinia 
3) ศึกษาปจจยัตางๆทีมีผลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสารมาตรฐานและ

สวนสกัด 
 
1.4   ขอบเขตการวิจัย 

หาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค CE สําหรับการแยกและวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิ
ตริก จากนัน้ประยุกตนําเทคนิค CE ที่พัฒนาขึ้นมาวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซซิีตริกและกรด
อินทรียตางๆในสวนสกัดจากสวนตางๆของพืชสกุล Garcinia รวมทั้งศึกษาปจจัยทีม่ีผลตอการ
สลายตัวของกรดไฮดรอกซซิีตริกในสารมาตรฐานและสวนสกัด 
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1.5   วิธีการดําเนินการวิจัย 
1) ศึกษาคนควาและรวบรวมขอมูลจากเอกสารอางอิง     
2) หาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค CE สําหรับการแยกและวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิ

ตริก 
2.1)  การหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิค CE สําหรับการแยกและวิเคราะหปริมาณกรด                      
ไฮดรอกซีซิตริก 

2.1.1   ชนิด ความเขมขนและคา pH ของบัฟเฟอร  
2.1.2   ชนิดและปริมาณตัวละลายอินทรียในบัฟเฟอร 

 2.2)  การตรวจสอบความถูกตองของเทคนิค CE  
3)   สกัดกรดอนิทรียจากสวนตางๆของพืชสกุล Garcinia 

 3.1)  คัดเลือกพืชสกุล Garcinia ไดแก สมแขก (Garcinia atroviridis Griff. ex T. 
Anderson) มะดัน (Garcinia schomburgkiana Pierre) ชะมวง (Garcinia cowa Roxb. ex DC.) และ
ชะมวงตราด (Garcinia nigrolineata Planch ex T. Anderson)  โดยคัดเลือกสวนของใบออน ใบแก 
และผล 
 3.2)   วิธีการสกัด [Jayaprakasha et al.: 2002] 
 นําสวนของพชืมาตัดเปนชิน้เล็กๆ สกัดดวยน้าํ  โดยใช autoclave จากนั้นนํามากรองผานผา
และกระดาษกรอง  นําชิ้นพชืที่เหลือไปสกัดซ้ํา  เติมถานกัมมันตลงไปในน้ําสกดัและใหความรอน 
จากนั้นนํามากรองดวยกระดาษกรองและลางถานกัมมันตดวยน้ํา  น้ําสกัดที่ไดนํามาทําใหเขมขน
เหลือปริมาณเพียงเล็กนอย โดยใชสูญญากาศ จากนัน้เติมเอธานอล  ทิ้งใหตกตะกอน  นําไปปน
เหวีย่ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 2 คร้ัง จากนั้นทําใหน้ําสกัดเขมขนและเก็บไวที่ 4 องศาเซลเซียส 

4)    วิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกในสวนสกัดจากสวนตางๆของพืชสกุล Garcinia 
 ใชเทคนิค CE แยกและวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซซิีตริกและกรดอินทรียในสวนสกัด 

โดยเปรียบเทยีบปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอนิทรียในสวนตางๆของพืชสกุล Garcinia 
5) หาปจจยัที่มีผลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสารมาตรฐานและสวนสกัด 

อุณหภูมิในการเก็บรักษา โดยเก็บสารสกัดกรดไฮดรอกซีซิตริกในอณุหภูมิที่แตกตางกัน
และวดัปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกที่เหลืออยู 

6) วิเคราะหผลการทดลอง สรุปผลการดําเนนิงานวจิัย และรวบรวมขอมลูเพื่อเขียน  
วิทยานิพนธ 
 
1.6   ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากการวิจัยนี้ 

ไดภาวะทีเ่หมาะสมในการวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกโดยคะพิลลารีอิเล็กโทร 
ฟอริซิส 



 

 

 
บทท่ี 2 

 
ทฤษฎี 

   
2.1 คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอเรซิส (capillary electrophoresis, CE) 

คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอเรซิส (capillary electrophoresis, CE) เปนเทคนิคใหมของการแยกสาร
ภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา โดยใหสารเคลื่อนที่ผานตัวกลางที่เปนสารละลายอิเล็กโทไลตที่
บรรจุในคะพิลลารีขนาดเล็ก หลักการแยกสารอาศัยความแตกตางของความสามารถในการเคลื่อนที่
ทางไฟฟาของสาร (eletrophoretic mobility) ซ่ึงขึ้นกับอัตราสวนระหวางประจุตอขนาดของไอออน 
เทคนิค CE นํามาประยุกตใชกับการแยกสารไอออนบวกและไอออนลบของสารประกอบอินทรีย
หรืออนินทรีย ตลอดจนถึงสารโมเลกุลขนาดใหญ เชน เปปไทด โปรตีน และพอลิเมอร เปนตน 

 
2.2   สวนประกอบของเครื่อง CE [Weinberger: 2000] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.1 สวนประกอบอยางงายของเครื่อง CE:  ดัดแปลงจาก [Weinberger: 2000] 
 
1)  คะพิลลารี (capillary) 
 คะพิลลารีที่ใชกันทั่วๆไปในปจจุบันเปน fuesd silica capillary ขนาดเสนผานศูนยกลาง
ภายใน 10 ถึง 200 μm ยาวประมาณ 20 ถึง 100 cm ภายนอกของคะพิลลารีเคลือบดวย พอลิเอไมด
เพื่อปองกันการแตกหัก และลอกพอลิเอไมดออกเฉพาะบริเวณตรวจวัดภายในกรณีที่ใชเครื่องตรวจ
วัด เชน 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)  
 สารละลายอิเล็กโทรไลตสวนใหญเปนบัฟเฟอรบรรจุอยูใน vial ซ่ึงมีปลายทั้งสองขางของ
คะพิลลารีจุมอยู 
3)  เครื่องกําเนิดไฟฟา (voltage supply) 
 เครื่องกําเนิดไฟฟากระแสตรงที่ใหความตางศักย -30 ถึง 30 kV และกระแสสูงสุดไมเกิน 
300 μA ในการแยกสารสวนใหญนิยมใชความตางศักยไฟฟาที่เปนบวก ในดานเครื่องตรวจวัดหรือ
ดานปลายออก (outlet) เปนขั้วลบ (แคโทด) และดานฉีดสารหรือดานเขา (inlet) เปนขั้วบวก 
(แอโนด) ซ่ึงเรยีกการใหศักยไฟฟาแบบนี้วาขั้วไฟฟาปกติ (normal polarity) หรือหากสลับขั้วให
ดานปลายเปนขั้วบวก (ศักยไฟฟาเปนลบ) เรียกการใหศักยไฟฟาแบบนี้วาสลับขั้วไฟฟา (reversed 
polarity) 
4)  ขั้วไฟฟา (electrode) สวนใหญใชแทงโลหะแพลทินัม 
5)  เครื่องตรวจวัด (detector)  
 เครื่องตรวจวัดที่ใชใน CE ดัดแปลงมาจากเครื่องตรวจวัดที่ใชในเทคนิค HPLC เครื่อง
ตรวจวัดที่นิยมใชกันมากที่สุดใน CE คือ UV-Visible คือ มีสภาพไวในการตรวจวัด (sensitivity) ที่
ดีกวาเครื่องตรวจวัดชนิดอื่นๆ ที่ใชใน CE ไดแก amperometer, conductivity detector และ mass 
spectrometer (MS) เปนตน การใชเครื่องตรวจวัด MS มีขอดี คือความไวไวสูงและสามารถใชเพื่อ
ยืนยันสูตรโครงสรางของสารไดแตมีราคาแพง 
6)  ระบบการบรรจุสารตังอยาง (injection) 
 โดยทั่วไปการบรรจุสารเขาไปในคะพิลลารีมี 2 วีธี ไดแก การใชไฟฟา (electrokinetic 
injection) และการใชความดัน (pressure injection) 
 ในการวิเคราะหดวยเครื่อง CE ทําไดโดยเติม BGE เขาไปในคะพิลลารี หลังจากนั้นก็บรรจุ
สารตัวอยางเขาไป เมื่อใหศักยไฟฟาผานขั้วไฟฟาที่จุมอยูที่ BGE vial ทั้งสอง สารจะเคลื่อนที่ในคะ
พิลลารีและเกิดการแยกของสารตามความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟาของสาร 
(electrophoretic mobility) แตละชนิด  
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2.3   ประเภทของเทคนิค CE 
 เทคนิค CE แบงออกเปน 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) 
งานวิจัยนี้เกี่ยวของกับเทคนิค CZE จึงอธิบายหลักการ ของเทคนิค CZE เทานั้น CZE หรือ 

free solution capillary zone electrophoresis เปนเทคนิคที่เปนที่รูจักและนิยมใชกันอยางแพรหลาย
ของเทคนิค CE การแยกสารใน CZE อาศัยความแตกตางของความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟ
ฟาของสาร ซ่ึงขึ้นอยูกับความแตกตางของอัตราสวนของคาประจุตอขนาดของสารตัวอยาง ตัวกลาง
ที่ใชในคะพิลลารีเปนเพียงบัฟเฟอรทั่วไป หรือบัฟเฟอรที่ประกอบดวยสารเติมแตงบางชนิดที่ไมทํา
ใหกลไกของการแยกเปลี่ยนแปลงไป สารเติมแตงบัฟเฟอร เชน ตัวทําละลายอินทรีย สารลดอิเล็ก
โทรออสโมซิส (electroosmosis suppressant) สารเติมแตงไครัลบางชนิด เปนตน  

 
2.4   ความสามารถในการเคลื่อนท่ีทางไฟฟา (electrophoretic mobility, μ) 
 ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟาหรือความสามารถในการเคลื่อนที่ของสาร 
(eletrophoretic mobility หรือ mobility, μ หนวยสากลเปน m2V-1s-1) นิยามเปนความเร็วในการ
เคลื่อนที่ทางไฟฟาของสาร (electrophoretic velocity, vep) ภายใตความเขมของสนามไฟฟา (electric 
field strength, E) 1 V m-1 และมีสัมพันธกับตัวแปรตางๆ ดังสมการ 2.1 [Foret: 1993] 
 

h

ep

6 r
ze

E
v

πη
==μ                                                 ( 2.1) 

  
z  คือ คาประจุของสาร 

 e  คือ คาประจุของอิเล็กตรอน (1.6 x 10-19 คูลอมบ) 
 η  คือ ความหนืดของสารละลายอิเล็กโทรไลต 
 rh  คือ รัศมีไฮโดรไดนามิกของไอออน (hydrodynamic radius of an ion ) ซ่ึงเปนรัศมีของ
ไอออนที่มีโมเลกุลของน้ําลอมรอบขณะที่ไอออนเคลื่อนที่ในสนามไฟฟา  
 ที่อุณหภูมิ 25 °C และสารละลายอิเล็กโทรไลตเจือจางมากๆ หรือที่ความแรงไออน (ionic 
strength, I, หนวยเปน mol Kg-1หรือ mol/l) ของสารละลายอิเล็กโทรไลตมีคาประมาณศูนย เรียก 
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ความสามารถในการเคลื่อนที่ทางไฟฟานี้วา ความสามารถในการเคลื่อนที่สัมบูรณหรือความ
สามารถในการเคลื่อนที่จํากัด (absolute mobility หรือ limiting mobility, μ°) ซ่ึงเปนคาเฉพาะของ
สารหนึ่งๆ 
 ปจจัยที่มีผลตอคา μ ไดแก 

1)  ความแรงไอออนิก (ionic strength) หรือความเขมขนของ BGE โดยเมื่อเพิ่มความแรง
ไอออนิกของ BGE ทําให effective charge (z) ลดลง rh มากขึ้น (rh จะเปนผลรวมของ rh ของ
ไอออนของสารตัวอยางและเคาเตอรไอออน (counter ion ) [Foret: 1993] ดังนั้นคา μ จะลดลง 

2)  ความหนืดและอุณหภูมิ โดยสมการ 2.1 คา μ จะแปรผกผันตามความหนืดของ BGE  
[Kenndler, 1998] ดังนั้นเมื่อเพิ่มคาความหนืดคา μ จะลดลง การเพิ่มอุณหภูมิทําใหความหนืดของ 
BGE ลดลง ดังนั้นคา μ จะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มของอุณหภูมิ โดยทั่วไปคา μ เพิ่มขึ้น 2 ถึง 3% ตอการ
เพิ่มอุณหภูมิ 1 องศาเซลเซียส [Kenndler:1998] 

3)  pH ของ BGE มผีลตอ μ ของสารตัวอยางที่เปนกรดออนหรือกรดแก โดยการเพิ่ม pH 
ของ BGE จะมีผลตอการเพิ่มดีกรีการแตกตัวของสาร (the degree of dissociation) ของกรดออนทํา
ให μ ของกรดออนเพิ่มขึ้น และลดดีกรีของโพรโทเนต (the degree of protonation) ของเบสออน ทํา
ให μ ของเบสออนลดลง [Kenndler: 1998] 

4)  ตัวทําละลายอินทรีย โดยทั่วไปเมื่อเติมตัวทําละลายมีผลทําใหคา μ ลดลง เนื่องจาก  
ดีกรีของการแตกตัวของสารที่เปนกรดออนหรือเบสออนลดลง จึงทําให effective charge ของสาร
ลดลง ดังนั้นมีผลทําใหลด μ [Kenndler: 1998] 

5)  ขนาดของคะพิลลารี (d) และความเขมศักยไฟฟา (E) ที่ใช จากสมการ 2.1 จะเห็นวาคา 
μ ไมขึ้นกับ d และ E แตในทางปฎิบัติ การเพิ่ม d  และ E ทําให μ เพิ่มขึ้น เนื่องจากผลของ Joule 
heating ที่เพิ่มขึ้นทําใหคะพิลลารีมีอุณหภูมิเพิ่มขึ้น 

 
2.5   อิเล็กโทรออสโมซิส (eletroosmosis) [Grossman: 1992] 

 ที่ผิวดานในของคะพิลลารีประกอบดวยหมูซิลินอล (-Si-OH) และเมื่อสัมผัสกับ
สารละลาย   อิเล็กโทรไลตหรือบัฟเฟอรที่มีคา pH > 3 จะเกิดการไอออนไนซ ทําใหผิวดานในของ
คะพิลลารีมีประจุลบ  

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

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

  

ทําใหเกิด H+ หรือ H3O
+ กระจายอยูในสารละลายหรือรวมกับ OH- เกิดเปนโมเลกุลของน้ํา 

โดยทั่วไปในการวิเคราะหดวย CE จะลางคะพิลลารีดวยเบสแก เชน NaOH หรือ KOH และตามดวย
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สารละลายอิเล็กโทรไลตหรือบัฟเฟอร ดังนั้น H+ จึงนอยมากเมื่อเทียบกับแคทไออนจากสารละลาย    
อิเล็กโทรไลตหรือบัฟเฟอร  แคทไอออนจากสารละลายอิเล็กโทรไลตหรือบัฟฟเฟอรจะเกิด double 
layer ขึ้น แคทไอออนบางสวนจะติดอยูที่ผิวของคะพิลลารี เรียกวา Stern layer หรือ inner 
immobilized Helmholtz plane ซ่ึงจะไมเคลื่อนที่เนื่องจากอิทธิพลของแรงไฟฟาสถิต (electrostatic 
force) และ/หรือ แรงแวนเดอรวาลส (Van der waals force) แคทไอออนบางสวนกระจายอยูในสาร
ละลายเปน diffusion layer และแคทไอออนที่เหลือจะอยูใน bulk solution  

ผลของการเกิด double layer ทําใหในสารละลายมีแคทไอออนมากกวาแอนไอออน เมื่อให
ศักยไฟฟาที่ปลายทั้งสองขางของคะพิลลารี (ปลายดานเครื่องตรวจวัดเปนขั้วแคโทดหรือข้ัวลบ) ดัง
รูปที่ 2.2 แคทไอออนของสารละลายอิเล็กโทรไลตมากมายที่อยูใน diffusion layer และ bulk 
solution จะเคลื่อนที่ไปทางขั้วแคโทดได โดยปกติแคทไอออนของอิเล็กโทรไลตจะถูกลอมรอบ
ดวยโมเลกุลของน้ํา ทําใหดึงโมเลกุลของน้ําเคลื่อนที่ไปยังขั้วแคโทดดวย เรียกปรากฏการณของการ
เคลื่อนของโมเลกุลของน้ําหรือสารละลายนี้วา อิเล็กโทรออสโมซิส และเรียกการเคลื่อนที่ดวยอิทธิ
พลนี้วาการไหลของอิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmotic flow, EOF) 

 
 

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

EOF 
μ+ 

μ− 

แคทไอออนจาก 
อิเล็กโทรไลต 

ผิวคะพิลลาร ี
ที่มีประจุลบ 
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ปจจัยที่มีผลตอคา EOF ไดแก  

1. pH ของ BGE: โดยที่การลด pH ของ BGE ทําใหการแตกตัวของหมูซิลินอลที่บริเวณผิวคะ
พิลลารีลดลง ดังนั้น EOF จะลดลง 

2. ความแรงไอออนิกของ BGE: ถาเพิ่มความแรงไอออนิกของ BGE ทําให EOF ลดลง แตถา
เพิ่มขึ้นมากๆ อาจทําให EOF เพิ่มขึ้นเนื่องจากผลของ Joule heating  

3. ปจจัยอ่ืนๆ: เชน ความหนืด อุณหภูมิ ขนาดของคะพิลลารีและความเขมขนสนามไฟฟา มี
ผลตอ EOF เชนเดียวกับคา μ 

 
2.6   พฤติกรรมการเคล่ือนท่ีของสาร 

การเคล่ือนท่ีของสารภายใตภาวะที่มี EOF มาก 

 
รูป 2.3 พฤติกรรมการเคลื่อนที่ของสารภายใตภาวะ EOF มาก และกรณีที่ผิวของคะพิลลารีเปน
ประจุลบและใชขั้วไฟฟาปกติ: ดัดแปลงจาก [Li: 1992]   
 
 จากรูป 2.3 เมื่อผิวคะพิลลารีเปนประจุลบและดานเครื่องตรวจวัดเปนขั้วแคโทด (ขั้วลบ) 
EOF จะมีทิศทางไปทางขั้วแคโทด สารตัวอยางที่เปนแคทไอออนมีทิศทางของ μ ไปทางขั้วแคโทด
เชนกัน ดังนั้นแคทไอออนจะเคลื่อนที่ไปขั้วแคโทดดวย EOF และ electrophoretic velocity (v+, net= 
v++ veo) โดยที่แคทไอออนที่มีประจุมากและรัศมีไอออนไฮโดรไดนามิกนอย (คา μ มาก) จะเคลื่อน
ที่ออกมากอน สวนสารตัวอยางที่มีแอนไอออนซึ่งมีทิศทางของ μ ไปทางขั้วแอโนด แตถา veo มี
ขนาดมากกวา v- แอนไอออนเคลื่อนที่ไปขั้วแคโทดผานเครื่องตรวจวัดได โดยลําดับการเคลื่อนที่จะ
ตรงกันขามกับแคทไอออน กลาวคือ แอนไอออนที่มีประจุมากและรัศมีไฮโดรไดนามิกนอย (คา μ 

v+,net  

v+  

veo  

v-  
v-,net  

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

  
+

+
+-- - - 

EOF  

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
++
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มาก) จะเคลื่อนที่ออกมาทีหลัง สวนสารที่ไมมีประจุจะเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัดไดเนื่องจาก 
EOF  

การกลับทิศทางการไหลของ EOF (reversed EOF) 
 ในกรณีที่ประจุลบมีคา μ มากกวา μeo หรือ μ มีคานอยกวา μeo เล็กนอย ถาวิเคราะหโดยใช 
EOF ปกติ และขั้วปกติ (ดานเครื่องตรวจวัดเปนขั้วลบ) สารจะไมเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัดหรือ
ใชเวลาในการเคลื่อนที่นาน วิธีการหนึ่งที่งายและราคาถูก คือ การเคลือบผิวคะพิลลารีช่ัวคราวดวย
สารลดแรงตึงผิว (dynamic coating) เพื่อกลับทิศทางของ EOF และใช  reversed polarity (ดาน
เครื่องตรวจวัดเปนขั้วบวก) เพื่อใหทิศทางของ μ และ μeo ไปทางเดียวกับดานเครื่องตรวจวัด ซ่ึงวิธี
การทําไดโดยเติมสารลดแรงตึงผิวแคทไอออน (cationic surfactant) ลงไปใน BGE ในปริมาณที่
นอยกวาความเขมขนและเกิดไมเซลลจะทําใหโมเลกุลสวนหัวของสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวก
เกิดแรงดึงดูดแบบไอออนิก (ionic force) และถูกดูดซับที่ผิวคะพิลลารีซ่ึงเปนประจุลบ ดังรูปที่ 2.6 
เมื่อเพิ่มปริมาณสารลดแรงตึงผิวขึ้นอีก สวนหางของโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะเขาแทรก เกิด
แรงแวนเดอรวาลกับสวนหางของสารลดแรงตึงผิวกับชั้นแรก และหันสวนหัวออก ทําใหเปรียบ
เสมอืนวาผิวคะพิลลารีมีประจุบวก  (แทนที่จะเปนประจุลบเหมือนที่ผานมา) และมีแอนไอออนมาก
กวาแคทไอออนในสารละลาย แอนไอออนบางสวนเกิดเปน Stern layer และบางสวนกระจายอยูใน
สารละลาย ถาใหศักยไฟฟาขั้วปกติแอนไอออนลบจะเคลื่อนที่ไปทางขั้วบวก (ดานฉีดสารตัวอยาง) 
ทําใหเกิดการไหลของ EOF ในทิศทางตรงขามกันปกติทั่วไป เรียกวา Reversed EOF และถา
ตองการให EOF มีทิศไปทางเครื่องตรวจวัด ตองสลับขั้วไฟฟาใหดานเครื่องตรวจวัดเปนขั้วบวก
หรือแคโทด (reversed polarity) สารลดแรงตึงผิวที่นิยมใชกลับทิศทางของ EOF คอื 
tetradecyltriammonium bromide (TTAB) และ cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.4   การกลับทิศทางของ EOF โดยใชสารลดแรงตึงผิวประเภทแคทไอออน 
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 การกลับทิศทางของ EOF มักประยุกตในกรณีที่สารตัวอยางเปนประจุลบที่มีคา μ นอยกวา 
μeo ไมมากนักหรือคา μ มากกวา μeo โดยจะตองใช reversed polarity of applied voltage ควบคูกัน
ดวย เพื่อใหพาสารตัวอยางเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัด 
 
2.7   อิเล็กโทรฟโรแกรมและไมเกรชันไทม (electropherogram and migration time) 
 เมื่อสารตัวอยางที่บรรจุเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัดจะแสดงผลออกมา เรียกวา อิเล็กโทรฟ
โรแกรม (electropherogram) และระยะเวลาที่สารเคลื่อนที่จากปลายคะพิลลารีดานบรรจุสารจนถึง
เครื่องตรวจวัด เรียกวา ไมเกรชันไทม (migration time) ดังที่กลาวมาแลววา ในเทคนิค CE สารจะ
เคลื่อนที่ภายใตอิทธิพลของ EOF ดวย ดังนั้นผลรวมของความเร็วของสาร (vnet) ดังสมการ 
[Kenndler: 1998] 

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

 

tm  หนวยในวินาที มีความสัมพันธกับตัวแปรตางๆ ดังสมการ 
 

                                           
V

lL
v

lt
)( eoepnet

m μ+μ
==                      (2.4) 

 
 L  คือ ความยาวทั้งหมดของคะพิลลารี (m) 
 l   คือ ความยาวจากปลายคะพิลลารีดานบรรจุสารจนถึงเครื่องตรวจวัด (m) 
 V  คือ ศักยไฟฟา (V) 
  
 ในทางปฏิบัติ เมื่อทราบคา tm ของสาร จะสามารถคํานวณ μeo และ μ ไดดังสมการ 
 

     
eo

eo Vt
lL

=μ       (2.5) 

     
V
lL

tt ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−=μ−μ=μ

eom
eonet

11     (2.6) 

 
 teo  คือ ไมเกรชันไทมของสารที่ไมมีประจุ หรือ EOF marker  
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2.8   คุณภาพและปริมาณวิเคราะหดวยเทคนิค CE (Qualitative and Quantitative Analysis in 
CE) 
 คุณภาพวิเคราะห (qualitative analysis) CE สามารถทําไดโดยเปรียบเทียบจากคาไมเกรชัน
ไทม (tm) และคาความเร็วในการเคลื่อนที่ทางไฟฟาของสาร (electrophoretic mobility, μep) นอกจาก
นี้ยังมีเทคนิคที่ เรียกวา spiked techniques ซ่ึงใชเมื่อสงสัยพีกใดเปนพีกของสารที่ตองการวิเคราะห 
โดยทําการเติมสารละลายมาตรฐานลงไปในสารละลายตัวอยาง ถาพื้นที่ใตพีกใดเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบ
กับกอน spiking ก็แสดงวาเปนพีกนั้นนาจะเปนสารที่สงสัย ในกรณีที่ใช photodiode array UV 
detector สามารถเปรียบเทียบ UV spectrum ได และปริมาณของสารที่เคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจ (Q) 
มีความสัมพันธกับตัวแปรตางๆ ดังสมการที่ 2.8 
 

    Q (mole)  =  
)mmol (AUfactor  Response

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

-13
F    (2.8) 

 
  VF คือ volume flow ของสารตัวอยางที่เคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัด 
 

แมวามีรายงานวิจัยวาปริมาตรของสารที่บรรจุดวยความดันในเทคนิค CE มีความเที่ยงสูง 
[Mayer: 2001] แตอยางไรก็ตามความไมเที่ยงของปริมาตรที่บรรจุขึ้นอยูกับความไมเที่ยงของความ
ดัน เวลาและความหนืดของ BGE ในคะพิลลารีที่เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนของอุณหภูมิของคะพิลลารี
ในสวนที่ไมไดควบคุม ในงานวิจัยโดยทั่วไปของปริมาณวิเคราะห (quantitative analysis) ที่ใช
คํานวณหรือหาปริมาณของสาร คือ การทํากราฟสอบเทียบ (calibration plot) ซ่ึงใชวิธีตางๆกัน ดังนี้ 

1)  external standard 
การสรางกราฟความสัมพันธระหวาง corrected peak area (แกน y) กับ ความเขมขนตาง

(แกน x ) จะไดกราฟเสนตรง (y = mx + c) สําหรับการหาปริมาณสารตัวอยางทําโดย corrected 
peak area ของพีกหรือพื้นที่ใตพีกที่วิเคราะหได มาคํานวณหาความเขมขนจากสมการเสนตรง 

2)  internal standard 
internal standard คือ สารมาตรฐานอีกชนิดหนึ่งที่ไมใชสารที่ตองการวิเคราะห และเติมลง

ไปในสารตัวอยางและสารละลายมาตรฐาน เพื่อลดความผิดพลาดเนื่องจากการฉีดสาร (injection) ที่
ไมเทากันในแตละครั้ง โดยสรางกราฟความสัมพันธระหวางสัดสวนของ corrected peak area ของ
สารมาตรฐานตอ corrected peak area กับความเขมขนตางๆ สําหรับการหาปริมาณสารตัวอยางทํา
โดยนําสัดสวน corrected peak area ของสารตัวอยางตอ corrected peak area ของ internal standard 
ที่วิเคราะหไดจาก CE มาคํานวณหาความเขมขนจากสมการเสนตรง 



 
บทท่ี 3 

 
การทดลอง 

 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1)   เครื่องคะพิลารีอิเล็กโทรโฟลิซิส: CE ของ Beckman รุน 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 คิดเปน hydroxycitric acid (HCA) 416.89 g mol-1) 
ประเทศ ญี่ปุน 
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) กรดทารทาลิก                  f) กรดไฮดรอกซีซิตริก                  g) กรดไฮดรอกซิซิตริกแลกโตน 
รูปที่ 3.1 สูตรโครงสรางของกรดอินทรีย 
 
3.3 การแยกสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน [Lewis et al.: 1965] 

การแยกสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนทําไดโดยนําผลสมแขกแหงมาตัดเปน
ชิ้นเล็กๆ สกัดดวยน้ํา  โดยใช autoclave จากนั้นนํามากรองผานผาและกระดาษกรอง  นําชิ้นพืชที่
เหลือไปสกัดซ้ํา  เติมถานกัมมันตลงไปในน้ําสกดัและใหความรอน จากนั้นนํามากรองดวยกระดาษ
กรองและลางถานกัมมันตดวยน้ํา  น้ําสกัดที่ไดนํามาทําใหเขมขนเหลือปริมาณเพียงเล็กนอย โดยใช
สูญญากาศ จากนั้นเติมเอทานอล  ทิ้งใหตกตะกอน  นําไปปนเหวี่ยง ลางตะกอนดวยเอทานอล 2 
คร้ัง ทําใหเขมขน จากนั้นเติมกรดซัลฟวริก ใหความรอนแลวนําน้ําสกัดไปทําใหแหง นําของแข็งที่
ไดมาสกัดดวย ไดเอทิลอีเทอร 2 คร้ัง ทิ้งไวใหตกผลึก และหาความบริสุทธิ์ดวย CE 

  
3.4  การเตรียมสารละลาย 

3.4.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน  
1)     สารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก 2000 ppm 
ช่ัง (-)-hydroxycitric acid calcium salt 0.0636 g ละลายดวยน้ํา แลวปรับปริมาตร

เปน 25 ml ในขวดวัดปริมาตร 
2)  สารละลายมาตรฐานกรดอินทรียอ่ืนๆ 2000 ppm 
ช่ังสารมาตรฐานกรดอินทรีย 0.0500 g ละลายดวยน้ํา แลวปรับปริมาตรเปน 25 ml 

ในขวดวัดปริมาตร 
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3) สารละลายมาตรฐานสําหรับสรางกราฟสอบเทียบ 
เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน 

กรดซิตริก กรดมาลิก กรดออกซาลิกและกรดทารทาลิกที่ประกอบดวยกรดไอโซซิตริก 200 ppm 
เปน internal standard โดยปเปตสารละลายตางๆ ดังตารางที่ 3.1 

 
ตารางที่ 3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อสรางกราฟสอบเทียบ 

ความเขมขนของสารละลาย (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 

ปริมาตรที่ปเปต (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 ละลายดวยน้ําแลวปรับเปน 50 ml ในขวดวัด
ปริมาตร 

2)  สารละลาย 100 mM NaH2PO4 

ชั่ง NaH2PO4.2H2O 0.7800 g ละลายดวยน้ําแลวปรับเปน 50 ml ในขวดวัด
ปริมาตร 

  3)  สารละลาย 100 mM Na2HPO4 

ชั่ง Na2HPO4.12H2O 1.7907 g ละลายดวยน้ําแลวปรับเปน 50 ml ในขวดวัด
ปริมาตร 

  4)  สารละลาย 5.0 mM TTAB 
ชั่ง TTAB 0.0841 g ละลายดวยน้ําแลวปรับเปน 50 ml ในขวดวัดปริมาตร 

 
3.5  ภาวะของ CE สําหรับการทดลอง 

ภาวะของ CE เร่ิมตนที่ใชในการวิเคราะหปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอินทรียอ่ืนๆใน
การทดลองนี้ คือ 
คะพิลลารี  :  57 cm (50.0 cm to detector) × 50 μm i.d. uncoated fused silica      
                   capillary 
อุณหภูมิ  :  25oC 
ศักยไฟฟา  :  -20 kV 
การบรรจุสาร :  ความดันเปนเวลา 10 วินาที 
capillary rinsing :  กอนการทดลองในแตละวัน rinse ดวย 0.1M NaOH เปนเวลา 15 นาที 

ตามดวย BGE 15 นาที และ rinse ดวย BGE 2 นาที กอนการทดลองแต   
ละครั้ง 

BGE  :  ฟอสเฟตบัฟเฟอร บอเรตบัฟเฟอร และบัฟเฟอรผสมระหวางบอเรต 
       และฟอสเฟต ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB 
 หาภาวะของ BGE ที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกดวย
เทคนิค CE โดยไดทําการศึกษาผลของชนิด ความเขมขน และ pH ของBGE 
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3.6   การหาภาวะของ CE  
3.6.1   ฟอตเฟตบัฟเฟอร 

    ผลของ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอร 
        เตรียมบัฟเฟอรของ 50 mM Na2HPO4 ที่ pH 6.0 ถึง 9.0 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB 

แลวใชเปน BGE สําหรับวิเคราะหสารดวยเทคนิค CE โดยใชภาวะอื่นของ CE ในหัวขอ 3.6  
 

3.6.2   บอเรตบัฟเฟอรและบัฟเฟอรผสมระหวางบอเรตและฟอสเฟต 
  1)   ผลของ pH ของบอเรตบัฟเฟอร 

 เตรียมบัฟเฟอรของ 20 mM Na2B4O7 ที่ pH 8.0 ถึง 10.0 ที่ประกอบดวย 0.5 mM 
TTAB แลวใชเปน BGE สําหรับวิเคราะหสารดวยเทคนิค CE โดยใชภาวะอื่นของ CE ในหัวขอ 3.5 
  2)   ผลของสัดสวนของความเขมขนของบอเรตกับฟอสเฟต 

เตรียมบัฟเฟอรผสมระหวาง Na2B4O7: NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB 
ในอัตราสวนความเขมขน (mM) ที่ตองการ แลวปรับเปน pH 9.2 ดวย 1M NaOH แลวใชเปน BGE 
สําหรับวิเคราะหสารดวยเทคนิค CE โดยใชภาวะอื่นของ CE ในหัวขอ 3.6 
 
3.7   การตรวจสอบวิธีการ (method validation) 

3.7.1   กราฟสอบเทียบ 
           สรางกราฟสอบเทียบสําหรับปริมาณวิเคราะห โดยใชสารละลายมาตรฐานในขอ 3.4 

ซ่ึงประกอบดวยสารละลายมาตรฐานความเขมขนตางๆดัง ตาราง 3.1  โดยใชกรดไอโซซิตริกเปน 
internal standard 

3.7.2   ความเที่ยง และความแมน 
  1) เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขนตางๆ โดยแตละสารละลายมาตรฐาน

ประกอบดวย 200 ppm กรดไอโซซิตริกเปน internal standard ในเมทริกซที่เปนน้ํา ดังตารางที่ 3.2 
และ 3.3 

  2) เตรียมสารละลายตัวอยาง 500 ppm ที่ spike ดวยสารละลายมาตรฐานที่ความ
เขมขนตางๆ ดังตารางที่ 3.4 
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ตารางที่ 3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อหาความเที่ยง 
ความเขมขนของสารละลาย (ppm) 

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

ปริมาตรที่ปเปต (μl) 
0.15 50 500 400 500 500 500 

จากตารางเติมน้ําจนมีปริมาตร 5 ml ในขวดวัดปริมาตร 
 
ตารางที่ 3.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อหาความแมน 

ความเขมขนของสารละลาย (ppm) 
OA MA CA TA HCA HCAL ICA 
30 30 40 40 75 75 200 
130 130 130 130 180 250 200 

ปริมาตรที่ปเปต (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 การเตรียมสารละลายตัวอยางเขมขน 500 ppm ที่เติมสารละลายมาตรฐานความเขมขน
ตางๆ 

ความเขมขนของสารละลาย (ppm) 
OA MA CA TA HCA HCAL ICA 
30 30 40 40 75 75 200 
130 130 130 130 180 250 200 

ปริมาตรที่ปเปต (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 มาวิเคราะหดวย CE โดยทําการ
วิเคราะหซํ้า 10 คร้ัง เปนเวลา 5 วัน โดยเปรียบเทียบคาไมเกรชันไทม และ พื้นที่ (Acorr, สารมาตรฐาน / 
Acorr, ICA) 

4)  นําสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยางความเขมขน 500 ppm ที่เตรียม
ดังตารางที่ 3.3 มาวิเคราะหดวย CE โดยทําการวิเคราะหซํ้า 10 คร้ัง จากนั้นคํานวณหาปริมาณโดย
ใชกราฟมาตรฐานในหัวขอ 3.9 แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตของสารที่วิเคราะหได และสวนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ  

 
3.8   การสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริก 

3.8.1  ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริก 
 ผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการสลายตัวในสารมาตรฐานและในตัวอยาง 
 นําสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซิซิตริก สารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน และ

สารละลายตัวอยางเก็บไวที่อุณหภูมิ 65, 25, 4 และ-4 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นํามาตรวจวัดปริมาณสารทุก 5 ชั่วโมง เปนเวลา 30 ช่ัวโมง และที่อุณหภูมิ 25, 4 และ-4 
องศาเซลเซียส นํามาตรวจวัดปริมาณสารทุก 5 วัน เปนเวลา 30 วัน 

3.8.2  การศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะหปริมาณ 
    วิธีที่ 1 อุณหภูมิหอง 

ช่ังตัวอยาง 1.2500 กรัม ที่บดละเอยีด สกัดดวยน้ําใหมีปริมาตร 15 ml เขยาใหเขากันดวย
เครื่องเขยาเปนเวลา 10 นาที แลวนําไป sonicate เปนเวลา 30 นาที จากนั้น นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยก
เอาตะกอนออก ที่ 2500 rpm 5 นาที แยกสวนใสเก็บไว ทําซ้ํา 2 คร้ัง แลวนําสวนสวนใสมารวมกัน 
แลวเจือจางตามความเหมาะสมโดยประกอบดวยกรดไอโซซิตริก 200 ppm จากนั้นนําไปวิเคราะห
ดวยเทคนิค CE ที่ภาวะเหมาะสมที่หาไดจากการทดลอง แลวคํานวณหาปริมาณกรดทั้งสองโดยใช
กราฟสอบเทียบในหัวขอ 3.9 

วิธีที่ 2  อุณหภูมิประมาณ 120 องศาเซลเซียส 
ทําคลายวิธีที่ 1 แตหลังจากสกัดดวยน้ํานําไปใหความรอนโดยใช หมอนึ่งความดันไอ 

(autoclave) เปนเวลา 15 นาที กอนนําไปเขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยา 
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3.9   การประยุกตกับตัวอยางจริง 
3.9.1   การหาปริมาณกรดอินทรียในตัวอยางผลิตภัณฑ  
เตรียมตัวอยาง ตามวิธีที่ 1 ที่อุณหภูมิหอง โดยช่ังตัวอยาง 1.2500 กรัม ที่บดละเอียด สกัด

ดวยน้ําใหมีปริมาตร 15 ml เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาเปนเวลา 10 นาที แลวนําไป sonicate เปน
เวลา 30 นาที จากนั้น นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเอาตะกอนออก ที่ 2500 rpm 5 นาที แยกสวนใสเก็บ
ไว ทําซ้ํา 2 คร้ัง แลวนําสวนสวนใสมารวมกัน แลวเจือจางตามความเหมาะสมโดยประกอบดวย
กรดไอโซซิตริก 200 ppm จากนั้นนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค CE ที่ภาวะเหมาะสมที่หาไดจากการ
ทดลอง แลวคํานวณหาปริมาณกรดทั้งสองโดยใชกราฟสอบเทียบในหัวขอ 3.9 

3.9.2 การหาปริมาณกรดอินทรียในตัวอยางพืชสกุล Garcinia  
จากตัวอยางพืชแหงนํามาบดละเอียด และเตรียมตัวอยางเชนเดียวกับในตัวอยางผลิตภัณฑ 
 



 
บทท่ี 4 

 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1   การแยกสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน 

 การแยกสารมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนจากผลสมแขกแหงทําไดโดยนําผลสม
แขกแหงมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ สกัดดวยน้ําเน่ืองจากกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลก
โตน มีคุณสมบัติสามารถละลายไดดีในน้ําและเอทานอล [Jean et al.: 2002] ทําใหทั้งกรดไฮดรอกซี
ซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนสามารถละลายออกมาอยูในสวนของน้ําไดแตในการสกัด
ดวยน้ํานอกจากจะไดสารทั้งสองชนิดออกมาแลวยังมีสารอื่นๆถูกสกัดออกมาพรอมกันดวย เชน 
กรดอินทรียตางๆที่มีอยูในผลสมแขกแหง เพกตินและสารอื่นๆจึงกําจัดสวนท่ีไมตองการออกบาง
สวนดวยถานกัมมันตและใหความรอนเพราะถานกัมมันตสามารถทํางานไดดีในอุณหภูมิสูง ทําให
สามารถกําจัดสารบางชนิดที่ถูกสกัดออกมาพรอมกับกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริก
แลกโตนออกไปไดบางสวนสังเกตไดจาก น้ําสกัดที่ไดมีลักษณะท่ีใสและสีออนลง จากนั้นกําจัด
เพกตินโดยการตกตะกอนเพกตินออกโดยเติมเอทานอลลงไปทําใหเพกตินที่ละลายอยูในน้ํา
สามารถตกตะกอนออกมาไดโดยตะกอนของเพกตินมีลักษณะเปนวุนสีน้ําตาลออน สามารถนําออก
ไดโดยการปนเหว่ียง สวนกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนยังละลายอยูใน
สวนใสดานบนเพราะสารทั้งสองชนิดมีคุณสมบัติสามารถละลายไดดีทั้งในน้ําและเอทานอลดังที่
กลาวมาแลว จากนั้นนําไปทําใหน้ําสกัดเขมขนขึ้นโดยใชอางควบคุมอุณหภูมิเนื่องจากในน้ําสกัดมี
สวนของน้ําและเอทานอลละลายอยูดังนั้นสวนที่จะระเหยออกไปกอนคือสวนของเอทานอลเนื่อง
จากมีจุดเดือดที่ต่ํากวาน้ํา จากนั้นเติมกรดซัลฟวริกและใหความรอนเพื่อใหในน้ําสกัดมีสภาวะที่
เปนกรดสูงเน่ืองจากกรดไฮดรอกซีซิตริกเมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมสามารถเปลี่ยนไปอยูในรูป
ของแลกโตนได แลวนําน้ําสกัดไปทําใหแหงเนื่องจากในน้ําสกัดนั้นมีกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน
อยูเปนสวนใหญจึงสามารถทําใหแหงไดเพราะถาในน้ําสกัดมีกรดไฮดรอกซีซิตริกอยูมากแลวจะทํา
ใหไมสามารถทําใหน้ําสกัดแหงไดเนื่องจากกรดไฮดรอกซีซิตริกไมสามารถตกผลึกได [Lewis and 
Neelakantan: 1965] จากนั้นนําของแข็งที่ไดมาสกัดดวยไดเอทิลอีเทอร จากคุณสมบัติของกรดไฮด
รอกซีซิตริกแลกโตนสามารถละลายไดบางในไดเอทิลอีเทอร [Jean et al.: 2002] ซ่ึงสามารถใช
สมบัตินี้แยกกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนออกจากสารอื่นๆได เมื่อทิ้งไวจะไดผลึกของกรดไฮด
รอกซีซิตริกแลกโตนซึ่งมีลักษณะเปนผลึกรูปเข็มสีเหลืองออน และสวนของไดเอทิลอีเทอร นั้นจะ
ระเหยออกไปเอง 
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4.2   การเลือกภาวะของ CE 
 ในงานวิจัยนี้ตองการแยกและวิเคราะหกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอื่นๆที่มีอยูในสวน
สกัดของพืชสกุล Garcinia และในผลิตภัณฑที่มีกรดไฮดรอกซีซิตริกเปนสวนประกอบ ซ่ึงกรดไฮด
รอกซีซิตริกนั้นสามารถแตกตัวอยูในรูปท่ีมีประจุไดจึงเลือกการวิเคราะหกรดไฮดรอกซีซิตริกและ
กรดอื่นๆโดยใชเทคนิค capillary zone electrophoresis (CZE) ตรวจวัดแบบโดยตรง (direct 
detection) ที่ความยาวคลื่นแสงของแสง UV ที่ 200 nm เนื่องจากกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอื่นๆ 
สามารถดูดกลืนแสง UV ในความยาวคลื่นนี้ได 
 คะพิลลารีในงานวิจัยน้ีใชเปน uncoated fused silica capillary ขนาด 50 μm i.d. × 57 cm 
(50 cm to detector) เนื่องจาก uncoated fused silica capillary หางาย ราคาไมแพง และไมยุงยากใน
การเก็บรักษา 
 สารละลายอิเล็กโทรไลตที่ใชในงานวิจัยนี้คือฟอสเฟตบัฟเฟอรในชวง pH 6 ถึง 8 บอเรต
บัฟเฟอร และบัฟเฟอรผสมระหวางบอเรตและฟอสเฟต เนื่องจาก จากคา pKa ที่มีการรายงานไวของ 
กรดออกซาลิก คือ 1.23 และ 4.19 กรดซิตริก คือ 3.14, 4.77 และ 6.39 กรดมาลิก 3.40 และ 5.11 คือ 
และกรดทารทาลิก คือ 3.22 และ 4.81 [Lide: 1980] พบวาสามารถแตกตัวอยูในรูปที่มีประจุไดโดย
ปรับ pH ของสารละลายใหเหมาะสม หรืออาจกลาวไดวาการแตกตัวของกรดขึ้นอยูกับคา pH ของ
สารละลาย  
 ในงานวิจัยนี้ใช BGE ที่ระกอบดวย tetradecyltimethylammonium (TTAB) เพื่อเปนการ
กลับทิศ EOF ไปทางขั้วบวก (reversed EOF) โดยมีดานเครื่องตรวจวัดเปนข้ัวบวกเชนกัน เน่ืองคา 
µo ของสารที่มีการรายงานไวนั้นในชวง pH 6 ถึง 8  กรดซิตริก ประมาณ -4 ถึง -8 ×10-8 m2V-1S-1 
กรดทารทาลิก ประมาณ -4 ×10-8 m2V-1S-1 โดยที่ μeo มีคาประมาณ -4 ถึง -8 ×10-8 m2V-1S-1 ดังนั้นจะ
พบวาคา  µo ของสารมีคาใกลเคียงกับคา µ eo ทําใหสารจะไมเคลื่อนที่ผานเครื่องตรวจวัดหรือใช
เวลานานในการเคลื่อนที่ดังที่กลาวมาแลวในหัวขอ 2.4.5 
 
4.3   การหาภาวะของ CE 
        ในงานวิจัยนี้ไดหาภาวะที่เหมาะสมของบัฟเฟอรที่ใชในการแยกและวิเคราะหกรดไฮดรอกซี
ซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก ดวย
เทคนิค CE โดยศึกษาผลของชนิดของบัฟเฟอร (บอเรต ฟอสเฟต และบัฟเฟอรผสมระหวางบอเรต
และฟอสเฟต) และ pH ของบัฟเฟอร  
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4.3.1 ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 จากคา pKa ของกรดฟอสฟอริก คือ 2.15, 7.22 และ 11.50 [Weast: 1987] สารละลายอิเล็ก
โทรไลตจะอยูในรูปของบัฟเฟอรไดนั้น pH ของสารละลายควรอยูในชวง pKa± 1  ที่คา pKa ของ
กรดฟอสฟอริกเทากับ 2.12 ทําใหสารตัวอยางอยูในรูปไมมีประจุเนื่องจากคา pKa ของสารตัวอยาง
ดังที่กลาวมาแลวในหัวขอ 4.2 และที่คา pKa ของกรดฟอสฟอริกเทากับ 12.67 นั้นทําใหผิวของคะ
พิลลารีสึกกรอนไดเนื่องจากสัมผัสกับสารละลายที่เปนเบสมาก ดังน้ันคา pH ที่เหมาะสมคือ 7.12 ± 
1 โดยใชสารละลาย 50 mM Na2HPO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB และปรับ pH ดวย
กรดฟอสฟอริก 
 เมื่อนําสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดออกซา
ลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก และมีกรดไอโซซิตริกเปน internal standard มาวิเคราะห
ดวย CE โดยใช 50 mM Na2HPO4 ที่ pH 7.2 ไดอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.1 
 จากรูปที่ 4.1 ที่รูป pH 7.2 จะเห็นวา ICA, MA, CA, TA และ HCA ซอนทับกัน แต OA 
และ HCALสามารถแยกออกมาจากพีกอ่ืนไดสมบูรณ โดยออกมาที่ออกมาที่ไมเกรชันไทม 3.035 
และ 3.617 นาที ตามลําดับ จากหัวขอ 2.4.4  คา pH ของ BGE จะมีผลตอดีกรีการแตกตัวของสารทํา
ใหการเคลื่อนที่ของสารเปลี่ยนแปลงไป จึงไดปรับ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอรในชวง pH 6 ถึง pH 8 
เมื่อนําสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดออกซาลิก กรด
มาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก และมีกรดไอโซซิตริกเปน internal standard มาวิเคราะหดวย CE 
โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอรในชวง pH 6 ถึง pH 8 ไดอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.1  พบวาพีกของ 
OA และ HCAL สามารถแยกออกมาจากสารอื่นๆในฟอสเฟตบัฟเฟอรทุก pH แตพีกอ่ืนๆไม
สามารถแยกออกจากกันได 
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รูปที่ 4.1  อิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ pH ตางๆ: ภาวะ
ของ CE: uncoated fused silica capillary ขนาด 50 μM × 57 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด), 
อุณหภูมิของคะพิลลารี 25 ºC, ความตางศักยท่ีใชแยกสาร -20 kV, บรรจุสารตัวอยางดวยความดัน 
0.5 psi เปนเวลา 10 s, ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 200 nm 

นาที 
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รูปที่ 4.2  ไมเกรชันไทมของสารที่ pH ตางๆของฟอสเฟตบัฟเฟอร 
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รูปที่ 4.3  คา μ ของสารที่ pH ตางๆของฟอสเฟตบัฟเฟอร 
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 ผลของ pH ของฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีผลตอไมเกรชันไทมของสาร แสดงดังรูป 4.2 พบวา
ไมเกรชันไทมลดลงเมื่อเพิ่มคา pH ทําให ไมเกรชันไทมมีคาลดลงคือใชเวลาในการที่สารผานเครื่อง
ตรวจวัดเร็วข้ึน และ OA ใชเวลาในการออกมาที่เครื่องตรวจวัดเร็วกวาสารอื่น โดยที่ MA, ICA, CA, 
TA,HCA และ HCAL ใชเวลาใกลเคียงกันและใชชวง pH 6 ถึง pH 7.2 มีการสลับตําแหนงของสาร
ที่ออกมาดวย  และจากคา teoและ tm ในอิเล็กโทรฟโรแกรมรูปที่2 สามารถนํามาคํานวณคา μ ไดโดย
ใชสมการที่ 2.7 ไดผลดังรูปที่ 4.3 โดยรวมนั้นเมื่อ pH ของบัฟเฟอรมีคาสูงขึ้นทําใหคา μ ของสาร
ทั้ง 7 ชนิด มีคาเพิ่มขึ้น เนื่องจากดีกรีการแตกตัวของสารเพิ่มขึ้นตาม pH [Kenndler: 1998] และ
เนื่องจากสารแตละตัวมีคา pKa ไมเทากันจึงมีการแตกตัวตางกันทําใหมีคา μ ที่ตางกันดวย  พบวาคา 
μ ของ OA มีคานอยที่สุดเนื่องจากสามารถผานเครื่องตรวจวัดออกมากอนและแยกออกจากสารอื่น
ไดอยางชัดเจน แต ICA, MA, CA, TA และ HCA คา μ มีคาใกลเคียงกันจึงแยกออกจากกันไมได 
โดยที่ pH 6  HCA มีคา μ เทากันกับ HCAL ทําใหพีกออกมาที่เดียวกันและเม่ือเพิ่มเปน pH  6.5 ทํา
ให TA, MA, และ HCA มีคา μ เทากันพีกจึงออกมาพรอมกันและมีการสลับตําแหนงกันเมื่อเพิ่ม
เปน pH  6.5 โดยท่ี pH 6 สารออกมาตามลําดับดังนี้คือ OA, TA, HCA+ HCAL, ICA, MA และ MA 
ตามลําดับ แตที่ pH 6.5 สารออกมาตามลําดับดังนี้คือ OA, ICA, MA+ HCA+ TA, CA และ HCAL 
เมื่อเพิ่มเปน pH 7 คา μ ของ TA และ CA มีคาเทากันจึงทําใหพีกออกมาพรอมกันและมีการสลับ
ตําแหนงของสารโดยมีลําดับของสารดังนี้คือ OA, ICA, MA, HCA, TA+CA และ HCAL ตามลําดับ 
ที่ pH 7.2 ถึง pH 8 สารแยกออกจากกันแตยังมีบางสวนที่ซอนทับกันโดยมีลําดับการออกของสาร
ดังน้ี OA, ICA, MA, HCA, TA, CA และ HCAL เมื่อพิจารณาคา μ พบวามีคาใกลเคียงกันจึงไม
สามารถแยกออกจากกันอยางชัดเจน 
 ดังนั้นจากการใชเฟอรเฟตบัฟเฟอรเปนสารละลายอิเล็กโทรไลตสามารถแยก OA และ 
HCAL ออกจากสารอื่นๆได แตไมสามารถแยก MA, ICA, CA, TA และ HCA ออกจากกันไดจึง
ศึกษาในบัฟเฟอรชนิดอื่นตอไป 
 
4.3.2 บอเรตบัฟเฟอร 
 จากการใชฟอสเฟตบัฟเฟอรไมสามารถแยกพีกของสารทั้ง 7 ชนิดออกจากกันใหไดพีกที่
สมบูรณไดจึงเปลี่ยนชนิดของบัฟเฟอรที่ใชมาเปนบอเรตบัฟเฟอร โดยใช Na2B4O7 ละลายดวยน้ํา 
จะไดบัฟเฟอรแสดงดังสมการเคมี 4.3  
 
 Na2B4O7  +  7H2O        2Na+  +  2H3BO3  +  2B(OH)4

-           (4.3) 
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 ดังนั้นในสารละลายที่ประกอบไปดวยกรดบอริก (H3BO3) ซ่ึงเปนกรดออนและบอเรต(
B(OH)4

-) ซ่ึงเปนคูกรด ในปริมาณเทาๆกันดังนั้นสารละลายจึงมีสภาพเปนบัฟเฟอร 
 ในการทดลองเริ่มแรกใชสารละลาย 20 mM Na2B4O7 ที่คา pH 9.2 ซ่ึงใกลเคียงกับ pKa ของ
กรดบอริกซึ่งมีคาเทากับ 9.14 เมื่อนําสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริก
แลกโตน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก และมีกรดไอโซซิตริกเปน internal 
standard มาวิเคราะหดวย CE โดยใชบัฟเฟอรดังกลาวไดอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.4 พบวา
สามารถแยก OA ออกจากสารอื่นไดแต MA, ICA, CA, TA, HCA และ HCAL ไมสามารถแยกออก
จากกันไดสมบูรณ โดยมีลําดับการเคลื่อนที่ของสารดังนี้ OA, MA, ICA, CA, TA, HCA และ 
HCAL ซ่ึงลําดับการเคลื่อนที่ของสารตางจากฟอสเฟตบัฟเฟอรในรปู 4.1 ดังนั้นจึงไดทดลองใชบัฟ
เฟอรผสมระหวางฟอสเฟตและบอเรต  

 
รูปที่ 4.4 อิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน โดยใชบอเรตบัฟเฟอรที่ pH 9.2 : ภาวะของ 
CE: ดังรูปที่ 4.1 
 
4.3.3 บัฟเฟอรผสมระหวางบอเรตและฟอสเฟต 
  จากการศึกษาในบัฟเฟอรเด่ียวพบวาไมสามารถแยกสารทั้ง 7 ชนิดออกจากกันได และ
ลําดับการเคลื่อนที่ของสารในฟอสเฟตบัฟเฟอร และบอเรตบัฟเฟอรตางกัน จึงไดทดลองนํา 
NaH2PO4 ความเขมขน 20, 40, 60,70, 80, 90 และ 100 mM เติมลงใน 20 mM Na2B4O7 แลวปรับให 
สารละลายผสมมี pH เทากับ 9.2 ดวย 1 M NaOH เมื่อนําสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริก 
กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทาลิก และมีกรดไอโซ
ซิตริกเปน internal standard มาวิเคราะหดวย CE โดยใชบัฟเฟอรผสมดังกลาว อิเล็กโทรฟโรแกรม
ดังรูปที่ 4.5 พบวาเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ NaH2PO4 การซอนทับกันของพีกลดลง โดยท่ี 40 mM 
NaH2PO4 พีกของ MA ซอนทับกับพีกของ ICA และ พีกของ TA ซอนทับกับพีกของ HCA แตเม่ือ
เพิ่มความเขมขนของ NaH2PO4 มากขึ้นมีผลทําใหพีกที่ซอนทับกันอยูสามารถแยกออกจากกันได
มากขึ้นโดยพีกของ MA สามารถแยกออกจากพีกของ ICA ที่ความเขมขนของ NaH2PO4 เทากับ 90 
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mMแตเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ NaH2PO4 ถึง 100 mM พีกของกรดทารทาลิก และกรดไฮดรอกซีซิ
ตริกสามารถแยกออกจากกันไดแตยังแยกออกจากกันไดไมสมบูรณ และจากคาไมเกรชันไทมของ
สารทั้ง 7 ซ่ึงแสดงดังรูปที่ 4.6 พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของ NaH2PO4 มีผลทําใหไมเกรชันไทม
เพิ่มขึ้นดวย จึงนําคาไมเกรชันไทมที่ไดคํานวณคา μ แสดงดังรูปท่ี 4.7 พบวา คา μ เพิ่มข้ึนเมื่อเติม 
20 mM NaH2PO4 แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของ NaH2PO4 ทําใหคา μ ลดลงเล็กนอยเนื่องจากเมื่อ
ความเขมขนของ BGE เพิ่มขึ้น มีผลทําให effective charge (z) ลดลง และ rh มากขึ้น ดังนั้นคา μจึง
ลดลง [Foret, 1993] แตเมื่อเติม 70 ถึง 100 mM NaH2PO4 ทําใหคา μเร่ิมคงที่ อาจเนื่องจากผลของ 
Joule heating มากขึ้นเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ BGE จึงมีผลทําใหคา μ มีคาเพิ่มขึ้นและจากที่กลาว
มาขางตนทําใหโดยรวมแลวคา μ นั้นคงที่  
 จากการศึกษาในบัฟเฟอรผสมระหวาง 20 mM Na2B4O7 กับ 20, 40, 60,70, 80, 90 และ 100 
mM NaH2PO4 พบวายังไมสามารถแยกพีกของสารออกจากกันไดอยางสมบูรณจึงทดลองเพิ่มความ
เขมขนของ Na2B4O7 ตอไป 



 32 

 
 
 
รูปที่ 4.5 อิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน โดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 20 mM 
Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่ความเขมขนตางๆ ที่ pH 9.2 โดย 1 M NaOH: ภาวะของ CE: ดังรูปที่ 4.1: 
ความเขมขนของ NaH2PO4 (a) 20 (b) 40 (c) 60 (d) 70 (e) 80 (f) 90 และ (g) 100 mM  
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รูปที่ 4.6  ไมเกรชันไทม ของสารโดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 20 mM Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่
ความเขมขนตางๆ ที่ pH 9.2 
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รูปที่ 4.7  คา μ ของสารโดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 20 mM Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่ความเขมขน
ตางๆ ที่ pH 9.2 
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รูปที่ 4.8 อิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน โดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 30 mM 
Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่ความเขมขนตางๆ ที่ pH 9.2 โดย 1 M NaOH: ภาวะของ CE: ดังรูปที่ 4.1:
ความเขมขนของ NaH2PO4 (a) 20 (b) 40 (c) 60 (d) 70 (e) 80 และ (f) 90 mM  
 

นาที
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จากการศึกษาในบัฟเฟอรผสมโดยเพิ่มความเขมขนของ Na2B4O7 เปน 30 mM  กับ 20, 40, 
60,70, 80, 90 และ 100 mM NaH2PO4 ไดอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.8 และไดคาไมเกรชันไทม
ดังรูปที่ 4.9 พบวาพีกสามารถแยกออกจากกันไดดีขึ้น เมื่อคํานวณคา μ พบวาไดคา μ ไกลเคียงกับ
การใช 30 mM Na2B4O7 แสดงดังรูปที่ 4.10 แตสารสามารถแยกออกจากกันไดดีกวา เนื่องจาก BGE 
มีความเขมขนมากขึ้น โดยภาวะที่สามารถแยกสารไดดีคือบัฟเฟอรผสมระหวาง 30 mM Na2B4O7 
กับ 90 mM NaH2PO4 ที่ pH 9.2 โดยปรับดวย1M NaOH   
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รูปที่ 4.9  ไมเกรชันไทม ของสารโดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 30 mM Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่
ความเขมขนตางๆ ที่ pH 9.2 
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รูปที่ 4.10  คา μ ของสารโดยใชบัฟเฟอรผสมระหวาง 30 mM Na2B4O7 กับ NaH2PO4 ที่ความเขม
ขนตางๆ ที่ pH 9.2 
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4.4 การตรวจสอบวิธีการ (Method Validation) 
4.4.1  ขีดจํากัดของการตรวจวัด และขีดจํากัดของการวิเคราะหปริมาณ 
ขีดจํากัดของการตรวจวัด (limit of detection, LOD) นิยามเปนความเขมขนของสารที่ให

อัตราสวนของสัญญาณตอสัญญาณรบกวนเทากับ 3 และขีดจํากัดของการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
(limit of quantiation, LOQ) มีคาอัตราสวนเดียวกันเทากับ 10 คา LOD และ LOQ ของการวิเคราะห
เชิงปริมาณของสารแสดงดังตารางที่ 4.1  

 
ตารางที่ 4.1 ขีดจํากัดของการตรวจวัดและขีดจํากัดของการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
สาร LOD (ppm) LOQ (ppm) 
กรดออกซาลิก 3.9 11.9 
กรดมาลิก 0.9 2.6 
กรดซิตริก 12.1 36.5 
กรดทารทาลิก 10.2 30.4 
กรดไฮดรอกซีซิตริก 12.8 38.5 
กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน 15.7 47.3 
 

4.4.2  กราฟสอบเทียบ 
ในงานวิจัยนี้ ทํากราฟสอบเทียบในการวิเคราะหกรดอินทรียในพืชสกุล Garcinia ซ่ึงกรด

อินทรียที่พบมากคือ กรดไฮดรอกซีซิตริก และ กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน [ Jayaprakasha and 
Sakariah: 2002] จึงใหความเขมขนที่ใชอยูในชวง 50 ถึง 300 ppm และ 50 ถึง 500 ppm ตามลําดับ 
นอกจากนี้อาจพบกรดอินทรียอ่ืนอีกเชน กรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก และกรดทารทาลิก 
ซ่ึงมีอยูในปริมาณนอย [ Jayaprakasha and Sakariah: 1998] จึงใหความเขมขนของกรดออกซาลกิ 
และกรดมาลิกอยูในชวง 10 ถึง 200 ppm  และเขมขนของกรดซิตริก และกรดทารทาลิกอยูในชวง 
30 ถึง 200 ppm ตามลําดับ โดยมีกรดไอโซซิตริก เปน internal standard เนื่องจากไมพบในตัวอยาง
นอกจากนี้ยังมีสูตรโครงสรางคลายกับกรดไฮดรอกซีซิตริก จึงเหมาะสมที่จะใชเปน internal 
standard ในการวิเคราะหเชิงปริมาณ โดยเติมกรดไอโซซิตริกลงไปในสารละลายมาตรฐานและสาร
ตัวอยางใหมีความเขมขนสุดทายของกรดไอโซซิตริกเทากับ 200 ppm  โดยแตละความเขมขนของ
สารฉีดซ้ํา 2 คร้ัง 
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รูปที่ 4.11 ตัวอยางอิเล็กโทรฟโรแกรมของสารละลายมาตรฐาน 200 ppm กรดออกซาลิก 20 ppm 
กรดมาลิก 200 ppm กรดซิตริก 200 ppm กรดทารทาลิก 200 ppm กรดไฮดรอกซีซิตริก และ 200 
ppm กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน ที่ประกอบดวย 200 ppm กรดไอโซซิซตริก โดยใชบัฟเฟอร
ผสมระหวาง 30 mM Na2B4O7 และ 90 mM NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ที่ pH 9.2 
เปน BGE: ภาวะอื่นๆของ CE: ดังรูปที่ 4.1  
 
 จากอิเล็กโทรฟโรแกรมจะไดเปน corrected peak area (Acorr, นิยามดังหัวขอที่ 2.4.7) ของ
สารมาตรฐาน และกรดไอโซซิตริก นํามาคิดเปนคาอัตรสวนของ Acorr ของสารมาตรฐานกับกรดไอ
โซซิตริก และแสดงความสัมพันธระหวางอัตราสวนของ Acorr, สารมาตรฐาน / Acorr, ICA กับความเขมขน
ของสารมาตรฐาน ดังรูปที่ 4.13  โดยที่คา R2 มีคาใกลเคียง 1 ดังนั้นสามารถสรุปไดวา ความสัมพันธ
ระหวางอัตราสวนของ  Acorr, สารมาตรฐาน / Acorr, ICA กับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานมีความ
สัมพันธในลักษณะเชิงเสนตรง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นาที 
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y = 0.1191x + 0.0360
R2 = 0.9989

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

0 50 100 150 200 250

ความเขมขนของกรดมาลิก (ppm)

A
co

rr
, M

A
 / 

A
co

rr
, I

C
A

 

y = 0.0091x + 0.0045
R2 = 0.9994

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

0 50 100 150 200 250 300

ความเขมขนของกรดซิตริก (ppm)

A
co

rr
, 

O
A
 / 

A
co

rr
, 

IC
A

 

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  กราฟสอบเทียบสําหรับปริมาณวิเคราะหของ a) กรดออกซาลิก b) กรดมาลิก c) กรดซิตริก d) 
กรดทารทาลิก e) กรดไฮดรอกซีซิตริก และ f) กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน 
 
 
 
 
 

a) 

e) 

d)c) 

b)

f)
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     ตารางที่ 4.2 สรุปกราฟสอบเทียบสําหรับปริมาณวิเคราะห 
สมการเสนตรง 

สาร ชวงความเขมขน, 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 ความแมนและความเที่ยงของการวิเคราะหเชิงปริมาณ 
การหาความเที่ยงของการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารทั้ง 6 ชนิด ทําโดยเตรียมและ

วิเคราะหสารละลายมาตรฐานที่มีความเขมขนของกรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรดทารทา
ลิก กรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน โดยมีกรดไอโซซิตริกเปน internal 
standard ทําการวิเคราะหซํ้า 10 คร้ังภายในวันเดียวกัน และเปรียบเทียบความแตกตางเปนเวลา 5 วัน 
ไดคาไมเกรชันไทม ดังตารางที่ 4.2 และอัตราสวนของ Acorr ของสารมาตรฐานกับ internal standard 
ดังตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 ความเที่ยงของไมเกรชันไทม 
RSD (%) และคาเฉลี่ยของไมเกรชันไทม (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) 
ตางวัน        

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 : แตละตัวอยางในแตละวันทําการฉีดซ้ํา 10 คร้ัง 
    : คาเฉลี่ยแสดงในวงเล็บ 
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ตารางที่ 4.4  ความเที่ยงของพื้นที่ (Acorr, สารมาตรฐาน / Acorr, ICA) 
RSD.(%) และคาเฉลี่ยของพื้นที่ 

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) 
ตางวัน       

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 : แตละตัวอยางในแตละวันทําการฉีดซ้ํา 10 คร้ัง 
    : คาเฉลี่ยแสดงในวงเล็บ 
 
จากตารางที่ 4.2 และ 4.3 พบวาไมเกรชันไทมของสารมาตรฐานเมื่อวิเคราะหในวันเดียวกันน้ันมี
ความเที่ยงสูง (RSD < 2%) เนื่องจากกอนเริ่มตนวิเคราะหในแตละวันนั้นมีการใหกระแสไฟฟากอน
เปนเวลา 30 นาที เพื่อเปนการปรับสภาวะในคอลัมน แตเมื่อวิเคราะหตางวันกันคาไมเกรชันไทม
ของสารจะตางกันเนื่องจากใช reversed EOF จัดเปน dynamic coating ซ่ึงจะขึ้นอยูกับความเที่ยง
ของความเขมขนของ TTAB ในการเตรียมสารละลายบัฟเฟอรในแตละวัน ความเที่ยงของพื้นที่ทั้ง
ภายในวันเดียวกันและตางวันมีคา RSD ที่ใกลเคียงกันซึ่งแสดงดังตารางที่ 2 โดยมีคานอยกวา 5% 
ซ่ึงอยูในชวงที่ยอมรับได 
 การหาความแมนของการวิเคราะหเชิงปริมาณของสารทั้ง 6 ชนิดในเมทริกซที่เปนน้ําและที่ 
spike ลงไปในสารละลายตัวอยาง โดยแตละสารละลายมาตรฐาน และสารละลายตัวอยางประกอบ
ดวย 200 ppm กรดไอโซซิตริกเปน internal standard แลวคํานวณเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
แสดงดังรูปที่ 4.12 โดยคํานวณออกมาเปน % recovery แสดงดังตารางที่ 4.4                 จะเห็น
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วา   % recovery นั้นอยูในชวง 95.2 ถึง 102.4 และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพันธ (relative 
standard deviation, RSD) นอยกวา 5% แสดงวามีคาความแมนของปริมาณวิเคราะหท่ียอมรับได 
นอกจากนี้เมทริกซที่เปนน้ําและสารละลายตัวอยาง ใหผลของความเที่ยงและความแมนในชวงที่ไม
แตกตางกัน 
 
ตาราง 4.5 ความแมนของปริมาณวิเคราะห 

เมทริกซ 
น้ํา สารละลายตัวอยาง 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: แตละตัวอยางทําการฉีดซ้ํา 10 คร้ัง 
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4.5   การสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกและการเตรียมตัวอยาง 
4.5.1   ศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีผลตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริก 

 กรดไฮดรอกซีซิตริกนั้นเมื่อเปนสารเดี่ยวๆจะไมมีความเสถียรเนื่องจากสามารถเกิดปฎิ
กิริยาแลกโตไนเซชัน (lactonization) เกิดเปนวง ดังรูปที่ 4.13 เปนสารประเภทแลกโตน เรียกวา 
กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน ซ่ึงเมื่อกรดไฮดรอกซีซิตริกเปลี่ยนเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน
แลวทําใหคุณสมบัติในการจับกับเอ็นไซมในขบวนการสังเคราะหกรดไขมันนั้นลดลง [Jena et al.: 
2002] ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงศึกษาผลของอุณหภูมิที่ที่ผลตอการเปลี่ยนรูปของกรดไฮดรอกซีซิตริก 
โดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณของสารทั้งสองชนิดเม่ืออยูในอุณหภูมิตางทั้งในสวนที่เปนสาร
ละลายมาตรฐานและสวนสกัด 
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(a) (b) 
รูปที่ 4.13 ปฎิกิริยาแลกโตไนเซชัน (lactonization): (a) กรดไฮดรอกซีซิตริก (b) กรดไฮดรอกซีซิต
ริกแลกโตน 
 
 จากผลการศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอการสลายตัวของสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิต
ริก พบวาเมื่อเก็บรักษาสารละลายมาตรฐานกรดไฮดรอกซีซิตริกไวท่ีอุณหภูมิ 65, 25, 4 และ -4 
องศาเซลเซียส พบวาทําใหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกนั้นลดลงแตปริมาณของกรดไฮดรอกซี
ซิตริก แลกโตนกลับเพิ่มขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4.14 a) แสดงใหเห็นวา เมื่อกรดไฮดรอกซีซิตริกได
รับความรอนสามารถเกิดปฎิกิริยาแลกโตไนเซชัน (lactonization) เกิดเปนวง กลายเปนกรดไฮดรอก
ซีซิตริก แลกโตนไดโดยปฎิกิริยานี้จะเกิดขึ้นไดดีเมื่อสารละลายไดรับความรอน คือเมื่อเก็บไวท่ี
อุณหภูมิ 65, 25 และ 4 องศาเซลเซียส ปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกจะลดลงมากกวา เมื่อเก็บไว
ที่อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซีส 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการสลายตัวของกรดไฮดรอกซีซิตริกในสารละลายตัว
อยางดังแสดงในรูปที่ 4.14 b) พบวาผลของการสลายตัวของกรดไอดรอกซีซิตริก นั้นเปนเชนเดียว
กับการศึกษาในสารละลายมาตรฐานดังที่กลาวมาแลว แสดงใหเห็นวา อุณหภูมิมีผลตอการสลายตัว
ของกรดไฮดรอกซีซิตริกเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน โดยจะเกิดปฎิกิริยาไดดีเมื่ออุณหภูมิสูง
ขึ้น  

Δ 
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a) สารละลายมาตรฐาน b) สารละลายตัวอยาง 
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รูปที่ 4.14 การเปลี่ยนแปลงของกรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนที่อุณหภูมิ
ตางๆ ใน a) สารละลายมาตรฐานและใน b) สารละลายตัวอยาง 

a1) 65oC 

a2) 25oC b2) 25oC 

a3) 4oC b3) 4oC 

a4) -4oC 

b1) 65oC 

b4) -4oC 
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4.5.2   การศึกษาวิธีท่ีเหมาะสมในการเตรียมตัวอยางสําหรับวิเคราะหปริมาณ 
 จากการศึกษาในหัวขอ 4.7 พบวาอุณหภูมินั้นมีผลตอการเปลี่ยนรูปของกรดไฮดรอกซีซิต
ริกไปเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน แตในข้ันตอนการสกัดกรดอินทรียนั้นใชอุณหภูมิในการ
สกัดที่สูง [Jena et al.: 2002] ในงานวิจัยนี้จึงทําการศึกษาเปรียบเทียบการสกัดโดยใชอุณหภูมิหอง 
(ประมาณ 25 องศาเซลเซียส) กับการสกัดที่อุณหภูมิสูงโดยใช autoclave (120 องศาเซลเซียส)  วิธี
การสกัดดังหัวขอที่ 3.12 
 จากตารางที่ 4.5 แสดงปริมาณกรดอินทรียที่สกัดไดโดยใชอุณหภูมิปกติและอุณหภูมิสูง ซ่ึง
ผลการเพิ่มของอุณหภูมิมีผลตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณของสาร โดยมีผลทําใหปริมาณของกรด
ไฮดรอกซีซิตริกเพิ่มขึ้นและมีผลทําใหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนลดลง แตการเพิ่ม
อุณหภูมิกลับไมมีผลตอปริมาณรวมของกรดไฮดรอกซีซิตริก กรดซิตริกและกรดออกซาลิกเลย เมื่อ
นําปริมาณกรดออกซาลิก กรดซิตริก ปริมาณรวมของกรดไฮดรอกซีซิตริกที่ตรวจวัดไดมา เปรียบ
เทียบทางสถิติดวยวิธี Paired sample t-test (2-tail) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวาการเพิ่มอุณหภูมิ
ไมมีผลตอปริมาณกรดที่ตรวจวัดไดอยางมีนัยสําคัญ และนําปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริก และ
กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนมาเปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี Paired sample t-test (1-tail) ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% พบวาการเพิ่มของอุณหภูมิทําใหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกเพิ่มขึ้นและมี
ผลทําใหปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนลดลงอยางมีนัยสําคัญ 
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ตารางที่ 4.6 เปรียบเทียบปริมาณกรดอินทรีย (ppm) จากการสกัด 2 วิธี 
  

ปริมาณกรดอินทรีย (ppm) 
ตัวอยาง อุณหภูมิ 

OAa MA CAa TA HCAb HCALb Total HCAa 

อุณหภูมิหอง 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 

อุณหภูมิหอง 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 

อุณหภูมิหอง 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 

อุณหภูมิหอง 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
ตอปริมาณกรดอินทรีย 

ไมมีผล - ไมมีผล - มีผลทําให
ปริมาณ HCA  

เพิ่มขึ้น 

มีผลทําให
ปริมาณ HCAL  

ลดลง 

ไมมีผล 

หมายเหตุ:   nd หมายถึง ตรวจไมพบ (<LOD) 
      a    เปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี Paired sample t-test (2-tail) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

       b    เปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี Paired sample t-test (1-tail) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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4.6   การประยุกตกับตัวอยางจริง 
4.6.1   ตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร 

 จากการสุมตัวอยางผลิตภัณฑในทองตลาดซึ่งโดยทั่วไปนั้นผลิตภันฑสมุนไพรของกรด
ไฮดรอกซีซิตริกนั้นจะอยูในรูปของสมแขกผสมกับพืชหลายชนิดที่มีคุณสมบัติเปนสมุนไพรโดยนํา
พืชมาบดละเอียดแลวบรรจุแคปซูล และระบุเปนน้ําหนักของพืช โดยไมมีการสกัดสารสําคัญออก
มา ซ่ึงสมแขกมักจะผสมในผลิตภัณฑท่ีมีสรรพคุณเปนยาระบายและเปนผลิตภัณฑเสริมอาหารใน
การลดน้ําหนัก  
 การหาปริมาณสารในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร สามารถทําไดโดยนําตัวอยางผลิตภัณฑ
มาชั่งและเตรียมตัวอยางดวยวิธีที่เหมาะสมดังหัวขอที่ 4.8 และเจือจางตามความเหมาะสมแลวนํามา
วิเคราะหดวย CE เพื่อหาปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดอินทรียอ่ืนๆโดยใชเทคนิคCE ที่
พัฒนาขึ้น ซ่ึงแสดงอิเล็กโทรฟโรแกรมดังรูปที่ 4.15 

จากรูปที่ 4.15 พบวาในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพรทั้ง 5 ชนิด นั้น สามารถตรวจวัดพบกรด
อินทรีย 4 ชนิดคือกรดออกซาลิก กรดซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริก และ กรดไฮดรอกซิซิตริกแลก
โตน โดยพบกรดออกซาลิกในปริมาณท่ีนอย แตในตัวอยาง M5 นั้นตรวจวัดไมพบกรดไฮดรอกซี
ซิตริก และ กรดไฮดรอกซิซิตริก และในทุกตัวอยางของตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพรตรวจวัดไมพบ
กรดมาลิกและกรดทารทาลิกในตัวอยางผลิตภัณฑ อาจเนื่องจากมีนอยมากจนมีระดับต่ํากวาคา 
LOD จึงไมสามารถตรวจวัดได หรือไมมีในตัวอยาง 

จากอิเล็กโทรฟโรแกรมสามารถคํานวณหาความเขมขนของกรด (C ในหนวย ppm) ไดโดย
นําคา Acorr, สารตัวอยาง / Acorr, ICA แลวนําไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารแตละชนิดในรูปที่ 4.12 แลว
คํานวณเปนปริมาณสารในหนวยกรัมตอน้ําหนักสวนตัวอยาง 100 กรัม (P, %w/w) โดยใชสมการ 
4.1 ซ่ึงแสดงปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางผลิตภัณฑดังตารางที่ 4.6 

 

     P  =  
W

fCV
10

    (4.1) 

 
  W  คือ น้ําหนักของตัวอยางที่ชั่งได (หนวยเปน g) 
  V   คือ ปริมาตรเริ่มตนของสารละลายตัวอยาง (หนวยเปน L) 
   f    คือ จํานวนเทาที่เจือจางสารละลายตัวอยางจากเริ่มตน (dilution factor) 

C   คือ ความเขมขนของสารละลายตัวอยางที่เทียบจากกราฟมาตรฐาน (หนวยเปน 
ppm)  
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เนื่องจากกรดไฮดรอกซีซิตริกสามารถเปลี่ยนรูปไปเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนไดดัง
นั้นปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนจึงไมแนนอนขึ้นอยูกับอุณห
ภุมิที่สกัดและการเก็บรักษา ดังนั้นจึงคํานวณปริมาณกรดทั้งสองชนิดออกมาเปนปริมาณรวมของ
กรดไฮดรอกซีซิตริก โดยใชสมการที่ 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 จะเห็นวา เมื่อคํานวณปริมาณรวมของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลวนั้น ในตัว

อยาง M4 มีปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกรวมมากที่สุด และในตัวอยาง M2 และ M3 มีปริมาณกรด
ไฮดรอกซีซิตริกรวมใกลเคียงกัน สวนในตัวอยาง M1 นั้นมีปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกรวมนอยที่
สุด และจากปริมาตรสุทธิของตัวอยางตอแคปซูลที่ชั่งไดจริงแสดงดังตารางที่ 4.6 สามารถนํามา
คํานวณหาปริมาณของกรดอินทรียที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑตอแคปซูลได ดังตารางที่ 4.8 
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รูปที่ 4.15 อิเล็กโทรฟโรแกรมของตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร โดยใชสารละลาย 30 mM Na2B4O7 
และ 90 mM NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ที่ pH 9.2 เปน BGE: ภาวะอื่นๆของ CE: ดัง
รูปที่ 4.1 

นาที

สารมาตรฐาน 

ตัวอยาง  M1  

ตัวอยาง  M2 

ตัวอยาง  M3 

ตัวอยาง  M4 

ตัวอยาง  M5 



 48 

ตารางที่ 4.7 ปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร (% w/w) 
ปริมาณกรดอินทรีย (% w/w) 

ตัวอยาง 
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 ตรวจไมพบ (< LOD) 
      แตละตัวอยางฉีดซ้ํา 3 ครั้ง 
 
ตารางที่ 4.8 ปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพร (มิลลิกรัม/แคปซูล) 

ปริมาตรสุทธิ, มิลลิกรัม/แคปซูล ปริมาณกรดอินทรีย, มิลลิกรัม/แคปซูลa 

ตัวอยาง 
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 คา SD รวมคา SD ของปริมาณสุทธิตอแคปซูล 



 49 

4.6.2   ตัวอยางพืชสกุล Garcinia 
ในพืชสกุล Garcinia เปนแหลงของกรดไฮดรอกซีซิตริกซึ่งมีการนําไปใชประโยชนกัน

อยางกวางขวาง โดยงานวิจัยนี้ไดศึกษาหาแหลงของกรดไฮดรอกซีซิตริกใหมในพืชสกุล Garcinia 
ที่มีอยูในประเทศไทย คือ Garcinia atroviridis Griff. ex T. Anderson (สมแขก), Garcinia 
schomburgkiana Pierre (มะดัน), Garcinai cowa Roxb. ex DC. (ชะมวง) และ Garcinia 
nigrolineata Planch. ex T. Anderson (ชะมวงตราด) โดยศึกษาในสวนตางๆของตนอีกทั้งยังศึกษา
ดวยวามีกรดอินทรียชนิดใดบางที่พบในพืชเหลานี้ โดยใชเทคนิค CE ที่ไดพัฒนาขึ้น  

จากรูปที่ 4.16 และ รูปท่ี 4.17 พบวาในพืชสกุล Garcinia ทั้ง 4 สปชียนั้นตรวจพบกรด
อินทรีย 4  ชนิด คือ กรดไฮดรอกซีซิตริก  กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน กรดซิตริก และกรดออกซา
ลิก สวนกรดมาลิกและทารทาลิกนั้นไมสามารถตรวจพบไดอาจจะเนื่องจากมีอยูในปริมาณที่นอย
กวาปริมาณต่ําสุดที่สามารถตรวจวัดได ซ่ึงพบกรดกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริก
แลกโตน ในปริมาณที่สูง รองลงมาคือกรดซิตริก และพบกรดออกซาลิกในปริมาณที่นอยและใน
บางสวนของตนตรวจไมพบเลยหรือพบในปริมาณที่นอยกวาปริมาณต่ําสุดที่สามารถตรวจวัดได 
คือ ผลสมแขกแก ใบมะดันแกและใบชะมวงแก โดยจะสังเกตไดวาปริมาณของกรดที่พบนั้นนอก
จากจะแตกตางกันในแตละสปชียและแตละสวนของตน แลวยังแตกตางกันในสวนของอายุของพืช
ในแตละสวนอีกดวย โดยสปชียที่พบกรดไฮดรอกซีซิตริกคือสมแขกในสวนของผลแก รองลงมา
คือชะมวงในสวนของใบแก แลวยังสังเกตพบอีกวาเม่ือพบกรดไฮดรอกซีซิตริกในปริมาณที่สูงก็จะ
พบวามีปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนสูงตามไปดวยเนื่องจากกรดไฮดรอกซีซิตริกเมื่อ
อยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมสามารถเปลี่ยนรูปอยูในรูปของกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนได [Jean 
et al.: 2002] จากอิเล็กโทรฟโรแกรมที่ไดสามารถนํามาคํานวณหาปริมาณของกรดอินทรียที่พบได
ดังแสดงใน ตารางที่ 4.9 และเมื่อเปรียบเทียบทางสถิติดวยวิธี one-way ANOVA พบวาปริมาณกรด
อินทรียมีผลตอสวนตางๆของลําตนในแตละสายพันธุ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) โดยพบวา 
กรดออกซาลิกพบมากที่สุดในชะมวงในสวนของใบออน กรดซิตริก พบมากที่สุดในมะดันในสวน
ของผล สวนปริมาณของกรดไฮดรอกซีซิตริกนั้นคํานวณไดจากผลรวมระหวางกรดไฮดรอกซีซิต
ริกและกรดไฮดรอกซิตริกแลกโตน ซ่ึงพบวากรดไฮดรอกซีซิตริกรวมพบมากที่สุดในสมแขกใน
สวนของผลแก รองลงมาคือชะมวงในสวนของใบแก ซ่ึงปริมาณที่ไดแสดงดังตารางที่ 4.8 
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รูปที่ 4.16  อิเล็กโทรฟโรแกรมของพืชสกุล Garcinia  โดยใชสารละลาย 30 mM Na2B4O7 และ 90 
mM NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ที่ pH 9.2 เปน BGE: ภาวะอื่นๆของ CE: ดังรูปที่ 4.1  

นาที

G. cowa (ใบแก) 

G. cowa (ใบออน) 

G. nigrolineata (ใบแก) 

G. nigrolineata (ใบออน) 

สารมาตรฐาน 

G. atroviridis (ผลแก) 
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รูปที่ 4.17   อิเล็กโทรฟโรแกรมของพืชสกุล Garcinia  โดยใชสารละลาย 30 mM Na2B4O7 และ 90 
mM NaH2PO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ที่ pH 9.2 เปน BGE: ภาวะอื่นๆของ CE: ดังรูปที่ 4.1

นาที

สารมาตรฐาน 

G. atroviridis (ผลออน) 

G. atroviridis (ใบแก) 

G. atroviridis (ใบออน) 

G. schomburgkiana (ผลแก) 

G. schomburgkiana (ใบแก) 

G. schomburgkiana (ใบออน) 



 52 

ตารางที่ 4.9 ปริมาณของกรดอินทรียในตัวอยางพืชสกุล Garcinia (% w/w) (5 ชุดตัวอยาง แตละชุดตัวอยางฉีดซ้ํา 2 ครั้ง) 
กรดอินทรีย (% w/w) 

ตัวอยาง แหลง 
OA MA CA TA HCA HCAL Total HCA 

G.atroviridis        
ผลออน 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 

ใบออน 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 

ใบออน 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        
ใบออน 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        
ใบออน 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  หมายถึงตรวจไมพบ (< LOD) 
                 สัญลักษณ a,b...ที่ไมเหมือนกันในแนวตั้ง หมายถึง ลําดับปริมาณกรดอินทรียมีผลตอสวนตางๆของลําตนในแตละสายพันธุ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)
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 ปริมาณของกรดกรดไฮดรอกซีซิตริกรวมในตัวอยางพืชสกุล Garcinia จากตารางที่ 4.8 จะ
เห็นไดวาพบมากที่สุดในสมแขกในสวนของผลแก 24.6 ± 2.6 %w/w      รองลงมาคือชะมวงใน
สวนของใบแก 21.1 ± 0.9 %w/w ซ่ึงกอนหนานี้นั้นไดมีรายงานการหาปริมาณกรดอินทรียในตัว
อยางพืชสกุล Garcinia คือใน G. cambogia หรือสมแขกอินเดีย ในสวนของผลมีปริมาณกรดไฮด
รอกซีซิตริก 16-18 %w/w [Jayaprakasha and Sakariah: 1998] G. indica ในสวนของใบและผล 4.1-
4.6 และ 10.3-12.7 %w/w ตามลําดับ [Jayaprakasha and Sakariah: 2002] และใน G. cowa ในสวน
ของผล 12.7 %w/w [Jayaprakasha et al.: 2002] ซ่ึงจากที่รายงานไวนั้นจะรายงานผลเปนปริมาณ
ของกรดไฮดรอกซีซิตริกอยางเดียวโดยท่ีไมคิดเปนปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกรวม คือผลรวมของ
ปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน เนื่องจากกรดทั้งสองชนิดน้ีไม
เสถียรโดยกรดไฮดรอกซีซิตริกสามารถเปลี่ยนไปเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตนไดเมื่ออุณหภูมิ
สูงขึ้น ดังนั้นถารายงานเปนปริมาณกรดไฮดรอกซีซิตริกอยางเดียวทําใหคาที่ไดนั้นไมแนนอน  



 
บทท่ี 5 

 
สรุปผลการทดลอง 

 
 จากการหาภาวะที่เหมาะสมของเทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิส (capillary 
electrophoresis, CE) สําหรับแยกและวิเคราะหปริมาณกรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรด
ทารทาลิก กรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน โดยมีกรดไอโซซิตริกเปน 
internal standard และภาวะของ CE ที่เลือกใช ดังตอไปนี่คือ คะพิลลารีขนาดเสนผานศูนยกลาง 50 
μm ยาว 57 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ 25°C บรรจุสารละลายตัวอยางโดย
ใชความดันที่ 0.5 psi เปนเวลา 10 วินาที ศักยไฟฟาสําหรับการแยก -20 kV ตรวจวัดโดยตรงดวย
เครื่องตรวจวัด UV ที่ความยาวคลื่น 200 nm BGE เปนฟอสเฟต และ/หรือ บอเรตบัฟเฟอรที่
ประกอบดวย 0.5 mM tetardecyltrimethylammonium bromide (TTAB) เพื่อทําหนาที่กลับทิศทาง
ของ EOF 
 ไดทําการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเคลื่อนที่และการแยกของสาร โดยศึกษาจาก ชนิด pH 
และความเขมขนของบัฟเฟอร ระบบบัฟเฟอรที่ศึกษาไดแก ฟอสเฟตบัฟเฟอรชวง pH 6.0-8.0 และ
ความเขมขนของบัฟเฟอรผสมระหวางฟอสเฟตและบอเรต 
 ฟอสเฟตบัฟเฟอรเตรียมจากสารละลาย Na2HPO4 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ปรับ pH 
6.0-8.0 ดวยกรดฟอสฟอริก พบวาสามารถแยกพีกของกรดออกซาลิกและกรดไฮดรอกซีซิตริกแลก
โตนไดเทานั้น 
 บอเรตบัฟเฟอรที่ pH 9.2 เตรียมจากสารละลาย Na2B4O7 ที่ประกอบดวย 0.5 mM TTAB 
พบวาไมสามารถแยกพีกใดไดเลยแตลําดับการเคลื่อนที่ของสารตางจากฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 บัฟเฟอรผสมระหวางฟอสเฟตและบอเรตเตรียมจากสารละลาย NaH2PO4 และ Na2B4O7 ที่
ประกอบดวย 0.5 mM TTAB ปรับเปน pH 9.2 ดวย 0.1 NaOH จากการปรับเปลี่ยนความเขมขน พบ
วาสารละลายผสมระหวาง 90 mM NaH2PO4 และ 30 mM Na2B4O7 สามารถแยกสารออกจากกันได
ดีที่สุด 
 ดังนั้นระบบ BGE ที่เหมาะสมสําหรับกรดแยกกรดออกซาลิก กรดมาลิก กรดซิตริก กรด
ทารทาลิก กรดไฮดรอกซีซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน และกรดไอโซซิตริก ไดอยางสมบ
รูณ คือ สารละลายผสมระหวาง 90 mM NaH2PO4 และ 30 mM Na2B4O7 ที่ประกอบดวย 0.5 mM 
TTAB ปรับเปน pH 9.2 ดวย 0.1 NaOH จากการตรวจสอบวิธีการ (method validation) พบวามี
ความเที่ยงและความถูกตองสูงทั้งเมทริกซที่เปนน้ําและสารละลายตัวอยาง 
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 จากการทดลองพบวาอุณหภูมิมีผลตอการเกิดปฎิกิริยาแลกโตไนเซชัน (lactonization) ทํา
ใหกรดไฮดรอกซีซิตริกเปลี่ยนรูปไปเปนกรดไฮดรอกซีซิตริกแลกโตน ดังนั้นในขั้นตอนการสกัด
สารตัวอยางจึงใหวิธีสกัดกรดอินทรียโดยไมใชความรอนเขามารวมดวย 
 จากการนําเทคนิคที่พัฒนาขึ้นสําหรับการวิเคราะหกรดอินทีรยทั้ง 6 ชนิด นําไปวิเคราะห
ในตัวอยางผลิตภัณฑสมุนไพรที่มีสวนผสมของสารสกัด Garcinia พบวา สารที่สามารถตรวจพบ
คือ กรดออกซาลิก ซ่ึงพบในปริมาณนอย กรดซิตริก กรดไฮดรอกซีซิตริก และกรดไฮดรอกซีซิตริก
แลกโตน ซ่ึงพบในปริมาณที่แตกตางกันในแตละผลิตภัณฑ จากการเปรียบเทียบปริมาณของกรด
ไฮดรอกซีซิตริกรวม ในสวนตางๆของตนในแตละสายพันธุของพืชสกุล Garcinia พบวาพบมากที่
สุดในสมแขกในสวนของผลแก รองลงมาคือชะมวงในสวนของใบแก 24.6 ± 2.6 %w/w และ 21.1 
± 0.9 %w/w ตามลําดับ 
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