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บทคดัยอ่ 

 งานวิจัยนี้ได้พัฒนาเทคนิคคะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิส เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณออกซาเลต ซิเทรต  
มาเลต และแอสคอร์เบต ในตัวอย่างชาพร้อมดื่ม โดยการวิเคราะห์นี้ใช้คะพิลลารีที่เป็นซิลิกาปราศจากการ
เคลือบภายในที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางภายในขนาด 50 µm i.d. × 60.2 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ภายใต้
ความต่างศักย์ไฟฟ้า -20 kV ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดยใช้สารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่ประกอบด้วย
สารละลายบอเรตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 30 mM ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 40 mM และเตตระ- 
เดซิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 mM ที่พีเอช 7.0 และตรวจวัดโดยตรงด้วยเทคนิคยูวีวสิเิบลิ 
ที่ความยาวคลื่น 195 นาโนเมตร พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 7 นาที มีค่าความเป็นเส้นตรงในช่วง
ความเข้มข้น 10 - 500 mg/L เป็น 0.9994, 0.9996, 0.9997 และ 0.9998 ส าหรับออกซาเลต ซิเทรต มาเลต 
และแอสคอร์เบต ตามล าดับ การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีโดยการทดสอบความแม่น พบว่ามีค่าร้อยละการ
กลับคืนของสารละลายมาตรฐานออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต เป็น 70.23%, 120.03%, 
91.60% และ 70.75% ตามล าดับ และจากการวิเคราะห์ซ้ า 10 ครั้ง เพื่อหาความเที่ยงในวันเดียวกัน %RSD 
ของไมเกรชั่นไทม์ของสารมาตรฐานออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต มีค่าน้อยกว่า 1% ส่วนพื้นที่ใต้
พีคที่ปรับค่า (Acorr) มี %RSD ของสารมาตรฐานออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตที่มีความเข้มข้นสูง 
(90 mg/L) จะมีค่าต่ ากว่า 5% แต่ที่ความเข้มข้นต่ า (30 mg/L) มี %RSD อยู่ในช่วง 2.30-7.53% แต่พบว่า
แอสคอร์เบตมี %RSD เท่ากับ 15.58-18.22% ส าหรับความเที่ยงระหว่างวันโดยท าการวิเคราะห์ติดกัน 3 วัน 
พบว่า %RSD ของไมเกรชั่นไทม์ของสารมาตรฐานทุกชนิดมีค่าน้อยกว่า 5% และพื้นที่ใต้พีคที่ปรับค่า (Acorr) 
ของสารมาตรฐานออกซาเลต ซิเทรต มาเลต มีค่า %RSD อยู่ในช่วง 1.59-8.11% ส่วนแอสคอร์เบตมีค่า %RSD 
13.58-18.22% ค่าขีดจ ากัดของการตรวจวัดด้วยเครื่องมือของออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต
เท่ากับ 3, 5, 10 และ 15 mg/L และขีดจ ากัดของการวิเคราะห์เท่ากับ 10, 8, 25 และ 20 mg/L ตามล าดับ 
จากการประยุกต์วิธีที่พัฒนาขึ้นเพื่อใช้ในการหาปริมาณออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต พบว่าในชา
พร้อมดื่มตัวอย่างชนิดต่าง ๆ มีปริมาณออกซาเลต ซิเทรต และแอสคอร์เบต อยู่ในช่วง 6.70-41.40 mg/L,  
4.53-1,283.78 mg/L และ 23.37-463.82 mg/L ตามล าดับ ส่วนมาเลตมีปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถ
ตรวจวัดได ้

ค าส าคัญ: คะพิลลารีอิเล็กโทรฟอริซิส, ออกซาเลต, ชาพร้อมดื่ม 
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Abstract 

In this work, capillary electrophoresis (CE) was used for quantitative determination of 
oxalate, citrate, malate and ascorbate in instant tea samples. An uncoated fused silica capillary 
having 50 µm i.d. × 60.2 cm (50 cm to detector)  under an applied voltage of -20 kV and a 
temperature of 25 ℃  was used with a background electrolyte (BGE), containing 30 mM borate buffer 
mixed with 40 mM phosphate buffer and 0.5 mM tetradecyltrimethyl ammoniumbromide (TTAB) at 
pH 7.0 and UV-Vis detection at a wavelength of 195 nm. Results showed analysis of oxalate, citrate, 
malate and ascorbate was achieved within 7 minutes and linear relationships (R2) for the 
concentration range of 10–500 mg/L were 0.9994, 0.9996, 0.9997 and 0.9998 for oxalate, citrate, 
malate and ascorbate, respectively. From method validation, accuracy, %recovery were 70.23%, 
120.03%, 91.60% and 70.75% for oxalate, citrate, malate and ascorbate, respectively. Intraday 
precision (repeated 10 times) was determined and found that %RSDs of migration time for oxalate, 
citrate, malate and ascorbate were less than 1% and %RSDs of corrected peak area of oxalate, 
citrate, malate and ascorbate at high concentration (90 mg/L) were less than 5% while at low 
concentration (30 mg/L) %RSDs was found in the range of 2.30-7.53% but %RSD of ascorbate was 
15.58-18.22%. For interday precision (3 days), it was found that %RSDs of migration time were less 
than 5% and %RSDs of corrected peak area of oxalate, citrate and malate were ranged from 1.59 
to 8.11%, while %RSD of ascorbate was in the range from 13.58-18.22%. Limits of detection for 
oxalate, citrate, malate and ascorbate were 3, 5, 10 and 15 mg/L and limits of quantitative were 
10, 8, 25 and 20 mg/L, respectively. The proposed method was successfully applied for quantitively 
determination of oxalate, citrate, malate and ascorbate in instant tea samples. It was found that 
the amounts of oxalate, citrate and ascorbate were found to be in the ranges of 6.70-41.40 mg/L, 
4.53-1,283.78 mg/L and 23.37-463.82 mg/L, respectively. However malate was not detected in the 
samples because it was present in a small amount. 

Keywords: Capillary Electrophoresis, Oxalate, Instant tea  
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     และล าดับการเคลื่อนที่ของสารภายใต้ reversed EOF                     17  

2.7 ตัวอย่างอิเล็กโทรเฟอโรแกรม                        20  

2.8 ลักษณะของพีคแบบ Gaussian              21 

4.1 โครงสร้างของสารเมื่อแตกตัวเป็นประจุลบ                       35 

4.2 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความเข้มข้นของบอเรตบัฟเฟอร์ต่อความสามารถใน 
     การแยกออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตความเข้มข้น 100 ppm โดยใช้บอเรตบัฟเฟอร์ 
     ความเข้มข้น (ก) 20 (ข) 60 (ค) 80 และ (ง) 100 mM            37 

4.3 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ต่อความสามารถใน 
     การแยกออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตความเข้มข้น 100 ppm โดยใช้ 
     ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น (ก) 20 และ (ข) 60 mM            38 
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4.4 (A) อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมระหว่างบอเรต 
     กับฟอสเฟตต่อความสามารถในการแยกออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตของสาร 
     ละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100 ppm โดยใช้บัฟเฟอร์ผสมระหว่างบอเรตความเข้มข้น  
     20 mM กับฟอสเฟตที่ปรับความเข้มข้นเป็น (ก) 20 (ข) 40 (ค) 60 (ง) 80 และ (จ) 100 mM      40 

4.4 (B) อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมระหว่างบอเรต 
     กับฟอสเฟต ต่อความสามารถในการแยกออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตของสาร 
     ละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100 ppm โดยใช้ความเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมระหว่างบอเรตเข้มข้น  
     30 mM กับฟอสเฟตที่ปรับความเข้มข้นเป็น (ก) 20 (ข) 40 (ค) 60 (ง) 80 และ (จ) 100 mM      41 

4.5 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของพีเอชของบัฟเฟอร์ผสมของบอเรตความเข้มข้น 30 mM  
     และฟอสเฟตความเข้มข้น 40 mM ต่อความสามารถในการแยกออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และ 
     แอสคอร์เบตของสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100 ppm โดยปรับพีเอชของบัฟเฟอร์ผสมเป็น  
     (ก) pH 6.0 และ (ข) pH 7.0 (ค) pH 8.0 (ง) pH 9.0 และ (จ) pH 10.0          43 

4.6 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของความต่างศักย์ไฟฟ้าต่อความสามารถในการแยกออกซาเลต  
     ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตของสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100 ppm โดยปรับค่าความ 
     ต่างศักย์ไฟฟ้าเป็น (ก) -15 kV (ข) -20 kV และ (ค) -25 kV            45 

4.7 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของการเติมตัวท าละลายอินทรีย์ต่อความสามารถในการแยก 
     ออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตของสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100 ppm  
     โดยเติมเมทานอลและปรับความเข้มข้นเป็น (ก) ไม่เติมตัวท าละลายอินทรีย์ (ข) 5% (ค) 10% (ง)                     
    15% และ (จ) 20%                46 
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4.8 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงการแยกออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต 
     ของสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100 ppm โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ผสมระหว่าง 
     บอเรตความเข้มข้น 30 mM และฟอสเฟตความเข้มข้น 40 mM ปรับ pH ของบัฟเฟอร์ผสม 
     เป็น 7 และใช้ค่าความต่างศักย์ไฟฟ้าในการแยกสารเท่ากับ -20 kV          47 

4.9 กราฟเทียบมาตรฐานของออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต  
     ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ  ออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตในสารตัวอย่าง  
     โดยใช้เทคนิค CE ภาวะที่ใช้คือ สารละลายอิเล็กโทรไลต์ที่ประกอยด้วยสารละลายบอเรตบัฟเฟอร์ 
     ความเข้มข้น 30 mM ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้ม 40 mM และเตตระเดซิลไตรเมทิล- 
     แอมโมเนียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 mM ที่พีเอช 7ภายใต้ความต่างศักย์ไฟฟ้า -20 kV  
     ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส               49 

4.10 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต 
      ที่มีอยู่ในชาพร้อมดื่มตัวอย่างโดย (ก) ชา Manobu (ข) ชา Pokka (ค) ชา Tea Plus พีก 1 คือ  
      ออกซาเลต พีค 2 คือ ซิเทรต พีก 3 คือ มาเลต และพีก 4 คือ แอสคอร์เบต ส าหรับสภาวะของ 
      CE ที่ใช้ในการวิเคราะห์แสดงในรูป 4.9                      56 

4.11 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต 
      ที่มีอยู่ในชาพร้อมดื่มตัวอย่างโดย (ก) คือชา Ichiton (ข) คือชา Tesco (ค) คือชา Puriku  
      พีก 1 คือ ออกซาเลต พีค 2 คือ ซิเทรต พีก 3 คือ มาเลต และพีก 4 คือ แอสคอร์เบต  
      ส าหรับสภาวะของ CE ที่ใช้ในการวิเคราะห์แสดงในรูป 4.9          57 
4.12 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงการวิเคราะห์ปริมาณออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบต 
       ที่มีอยู่ในชาพร้อมดื่มตัวอย่างโดย (ก) คือชา Unift (ข) คือชา Fuji (ค) คือชา Lipton  
       พีก 1 คือ ออกซาเลต พีค 2 คือ ซิเทรต พีก 3 คือ มาเลต และพีก 4 คือ แอสคอร์เบต 
       ส าหรับสภาวะของ CE ที่ใช้ในการวิเคราะห์แสดงในรูป 4.9           58 
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3.1 ปริมาตรและความเข้มข้นของสารละลายบัฟเฟอร์                     27 

3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อสร้างกราฟมาตรฐานจาก stock solution  
     ความเข้มข้น 1000 ppm               30 

3.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานเพื่อสร้างกราฟมาตรฐานจาก stock solution   
     ความเข้มข้น 2000 ppm                30 

3.4 ความเข้มข้นและปริมาตรของสารละลายมาตรฐานเพ่ือหาความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์                   31 

4.1 โครงสร้างของสารเมื่อแตกตัวเป็นประจุลบ             35 

4.2 ขีดจ ากัดของการตรวจวัดและขีดจ ากัดการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องมือ                  48 

4.3 สมการเชิงเส้นตรงของกราฟสอบเทียบของสารมาตรฐานออกซาเลต ซิเทรต มาเลต  
     และแอสคอร์เบต                 50 

4.4 ความเที่ยงของไมเกรชั่นไทม์ (tm) และพ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่า (Acorr) ของสารมาตรฐาน 
     ออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ท าการวิเคราะห์ภายใน 
    วันเดียวกัน (จ านวนการวิเคราะห์ n = 10)             51 

4.5 ความเที่ยงของไมเกรชั่นไทม์ (tm) และพ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่า (Acorr) ของสารมาตรฐาน        
     ออกซาเลต ซิเทรต มาเลต และแอสคอร์เบตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ท าการวิเคราะห์ติดกัน  
     3 วัน (n = 3)                53 

4.6 ความแม่นของการวิเคราะห์สารมารฐานที่เติมลงในชาพร้อมดื่มตัวอย่าง  
     (วิเคราะห์ซ้ า n = 10)                54 

4.7 ความเข้มข้นของชาพร้อมดื่มชนิดต่าง ๆ                       55 
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1.1 ควำมเป็นมำ มลูเหตจุูงใจและงำนวจิยัทีเ่กีย่วขอ้ง 
 

ชำเป็นเครื่องดื่มที่ได้รับควำมนิยมอย่ำงต่อเนื่อง ในปัจจุบันมีกำรผลิตชำในรูปแบบของเครื่องดื่ม
ส ำเร็จรูปกันอย่ำงแพร่หลำยเนื่องจำกสะดวกต่อกำรบริโภค จึงท ำให้กำรบริโภคชำพร้อมดื่มมีแนวโน้ม
เพ่ิมขึ้น จำกกำรศึกษำของ Onakpoya และคณะ (1) พบว่ำชำเขียวสำมำรถลดควำมดันโลหิต ลดระดับ
ไขมันที่ควำมหนำแน่นต่ ำ (low density lipoprotein cholesterol) ในเลือดรวมทั้งสำมำรถป้องกันโรค
หลอดเลือดแข็งตัวได้ เนื่องจำกในใบชำมีสำรแคทิชิน (catechin) ซึ่งเป็นสำรประกอบฟีนอล (phenolic 
compounds) ในกลุ่มฟลำโวนอยด์ (flavonoids) ซึ่งมีฤทธิ์เป็นสำรต้ำนอนุมูลอิสระ (antioxidant) ที่
สำมำรถจับกับอนุมูลอิสระเพ่ือช่วยป้องกันกำรเกิดโรคมะเร็ง (2) และในชำยังมีสำรอินูลิน (inulin) ซึ่งเป็น
คำร์โบไฮเดรตที่จัดเป็นเส้นใยอำหำรประเภทละลำยได้ในน้ ำ แต่ร่ำงกำยไม่สำมำรถย่อยได้ในระบบ
ทำงเดินอำหำร จึงมีผลช่วยลดกำรดูดซึมน้ ำตำลเข้ำสู่ในเลือด สำรอินูลินจะถูกย่อยได้ด้วยแบคทีเรียที่อยู่
ในล ำไส้ใหญ่ ดังนั้นชำจึงมีสมบัติเป็นสำรพรีไบโอติก (3) อย่ำงไรก็ตำมกำรบริโภคชำในปริมำณที่สูงเกิน
อำจส่งผลกระทบต่อร่ำงกำย นอกจำกนี้ในใบชำยังมีกรดออกซำลิก (oxalic acid) ซึ่งเป็นสำรประกอบ
อินทรีย์มีสูตรโมเลกุลคือ H2C2O4 เมื่ออยู่ในรูปของประจุเรียกว่ำ ออกซำเลต (oxalate) ซึ่งเป็นตัวรีดิวซ์ที่
ดีเหมือนกับหมู่ลิแกนด์ (ligand) ในสำรประกอบเชิงซ้อน หำกร่ำงกำยได้รับออกซำเลตเข้ำไปจะไปรวมกับ
แร่ธำตุอ่ืนกลำยเป็นผลึกออกซำเลต ถ้ำออกซำเลตรวมกับไอออนของแคลเซียม (Ca2+) จะเกิดเป็น
แคลเซียมออกซำเลต (calcium oxalate) ที่ไม่ละลำยน้ ำและเป็นสำเหตุท ำให้เกิดก้อนนิ่วแคลเซียมออก
ซำเลตในระบบทำงเดินปัสสำวะได้ (4) ซึ่งในประเทศไทยผู้ป่วยโรคนิ่วมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น กำรมีนิ่วในระบบ
ทำงเดินปัสสำวะจะส่งผลให้เกิดภำวะแทรกซ้อนได้ เช่น กำรติดเชื้อในระบบทำงเดินปัสสำวะ กำรท ำงำน
ของไตเสื่อมลง เกิดภำวะไตวำยเรื้อรังและโรคไตระยะสุดท้ำย ผู้ป่วยที่เคยเป็นโรคนิ่วมีโอกำสเป็นนิ่วซ้ ำสูง
มำก ท ำให้สูญเสียค่ำใช้จ่ำยในกำรรักษำสูง โรคนิ่วจึงจัดเป็นปัญหำสุขภำพที่ส่งผลกระทบต่อคุณภำพชีวิต
ของประชำกรไทย (5) ดังนั้นกำรหำปริมำณออกซำเลตในชำพร้อมดื่มจึงมีควำมส ำคัญเพ่ือเป็นประโยชน์
ส ำหรับกำรศึกษำเพ่ือลดปัจจัยเสี่ยงที่เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดนิ่วจำกออกซำเลต 
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กำรหำปริมำณออกซำเลตในอำหำรหรือเครื่องดื่มมีหลำยวิธี เช่น โครมำโทกรำฟีแบบของเหลว
สมรรถนะสูง (high-performance liquid chromatography, HPLC) ในปี 1998 Fengwu Wu (6) และ
คณะได้พัฒนำวิธีกำรหำปริมำณออกซำเลตในชำด้วยเทคนิค HPLC ที่ตรวจวัดด้วยวิธีวัดกำรเปล่งแสงที่
เกิดจำกปฏิกิริยำเคมี (chemiluminescence) โดยใช้ tris(1,10-phenanthroline)-ruthenium (II) เป็น
รีเอเจนต์ที่เติมลงในเฟสเคลื่อนท่ี ผลกำรวิเครำะห์พบว่ำมีขีดจ ำกัดกำรตรวจวัด (detection limit) เท่ำกับ 
6.2 ไมโครโมลำร์ และมีควำมเที่ยงของวิธีวิเครำะห์อยู่ในระดับที่ยอมรับได้ 

ต่อมำในปี 2010 HÖnow และคณะ (7) ได้หำปริมำณออกซำเลตในชำเขียวส ำหรับชงจำกแหล่ง
ปลูกที่ต่ำงกันด้วยเทคนิค HPLC แบบกำรแลกเปลี่ยนไอออน (ion exchange) โดยเฟสเคลื่อนที่ที่ใช้คือ
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ผสมด้วยเอทิลีนไดเอมีนเตตระแอซิติกแอซิด (ethylenediaminetetraacetic 
acid, EDTA) และใช้เอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase enzyme) เพ่ือเปลี่ยนออกซำ
เลตให้เป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ จำกนั้นท ำกำรตรวจวัดด้วยวิธีแอมเพอโรเมตรี (amperometry) จำก
กำรศึกษำพบว่ำปริมำณออกซำเลตที่ละลำยอยู่ในน้ ำชำมีควำมเข้มข้นอยู่ในช่วง 8.3 ถึง 139.8 มิลลิกรัม
ต่อลิตร 

ในปี 2011 Morita และคณะ (8) ท ำกำรหำปริมำณออกซำเลตในชำในกลุ่ม Camelliasinensis L. 
จำกใบ ล ำต้นและรำก ด้วยวิธีไอออนโครมำโทกรำฟี (ion chromatography) พบว่ำรำกมีปริมำณ     
ออกซำเลตที่สำมำรถละลำยในน้ ำได้มำกที่สุด และใบชำมีปริมำณออกซำเลตมำกที่สุด 

อย่ำงไรก็ตำม HPLC เป็นเทคนิคท่ีใช้ตัวท ำละลำยอินทรีย์มำก ใช้เวลำในกำรวิเครำะห์นำน มีควำม
ยุ่งยำกในกำรเตรียมสำรส ำหรับกำรวิเครำะห์เนื่องจำกต้องก ำจัดเมทริกซ์ (matrix) ที่อำจส่งผลต่อเฟสคงที่ 
(stationary phase) ภำยในคอลัมน์ โดยท ำให้เกิดกำรอุดตันของคอลัมน์และส่งผลให้ประสิทธิภำพในกำร
แยกสำรลดลง และในกำรวิเครำะห์สำรหลำยชนิดที่มีโครงสร้ำงแตกต่ำงกันอำจต้องใช้คอลัมน์ที่มีเฟสคงที่
ต่ำงชนิดกัน ดังนั้นจึงได้มีผู้พัฒนำน ำเทคนิคคะพิลลำรีอิเล็กโทรฟอริซิส (capillary electrophoresis, 
CE) มำใช้ในกำรหำปริมำณออกซำเลตในชำ  

ส ำหรับเทคนิค CE จัดเป็นเทคนิคในกำรวิเครำะห์สำรโดยใช้อิทธิพลของสนำมไฟฟ้ำ กำรแยกอำศัย
ควำมแตกต่ำงของค่ำควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำร เทคนิคนี้ใช้สำรเคมีและตัวท ำละลำย
ในปริมำณน้อยมำก สำมำรถวิเครำะห์สำรได้อย่ำงรวดเร็ว และมีประสิทธิภำพกำรแยกที่สูง ดังนั้นเทคนิค 
CE จึงเป็นวิธีที่น่ำสนใจส ำหรับกำรหำปริมำณออกซำเลต  
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จำกกำรศึกษำของ Hideki Horie และคณะ (9) ได้วิเครำะห์หำปริมำณออกซำเลตในชำพร้อมชงที่
บรรจุอยู่ในถุงด้วยเทคนิค CE แบบกลับขั้วไฟฟ้ำ (reversed polarity) ซึ่งมีกำรควบคุมภำวะกำรทดลอง
โดยใช้สำรละลำยโครเมต (chromate) และพทำเลต (phthalate) เป็นสำรละลำยบัฟเฟอร์และสำรเติม
แต่ งที่ประกอบด้วย โซเดียมโครเมต (sodium chromate), tetradecyltri-methylammonium 
bromide (TTAB) และ ethylenediaminetetraacetic acid (disodium salt) ใช้ศักย์ไฟฟ้ำในกำรแยก 
-20 กิโลโวลต์ และใช้กำรตรวจวัดแบบยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคปี (uv-visible spectroscopy) ที่ควำม
ยำวคลื่น 254 นำโนเมตร ซึ่งผลกำรวิเครำะห์พบว่ำมีควำมเที่ยงของวิธีวิเครำะห์สูงและปริมำณออกซำเลต
ที่ตรวจพบในชำแต่ละชนิดอยู่ในช่วง 12.1 ถึง 76.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 

จำกงำนวิจัยที่ผ่ำนมำพบว่ำยังไม่มีรำยงำนกำรใช้เทคนิค CE ส ำหรับหำปริมำณออกซำเลตใน      
ชำพร้อมดื่มที่มีขำยอย่ำงแพร่หลำยในท้องตลำดในปัจจุบัน และนอกจำกนี้ในชำพร้อมดื่มยังประกอบด้วย
ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตเป็นส่วนใหญ่ ดังนั้นงำนวิจัยนี้จึงสนใจที่จะพัฒนำวิธีกำรหำปริมำณออก
ซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มด้วยเทคนิค CE โดยจะท ำกำรหำภำวะที่เหมำะสม 
และปัจจัยต่ำง ๆ ที่มีผลต่อกำรทดลอง ได้แก่ ชนิด pH และควำมเข้มข้นของสำรละลำยบัฟเฟอร์ให้
เหมำะสม เพ่ือที่จะสำมำรถวิเครำะห์ปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ในชำพร้อมดื่ม
ได้ครำวเดียวกัน โดยคำดว่ำวิธีกำรวิเครำะห์ที่พัฒนำขึ้นนี้จะสำมำรถตรวจวัดปริมำณออกซำเลต ซิเทรต 
มำเลต และแอสคอร์เบต ได้อย่ำงถูกต้อง แม่นย ำ และสำมำรถน ำไปประยุกต์ในกำรหำปริมำณสำรแต่ละ
ชนิดดังกล่ำวในตัวอย่ำงชำพร้อมดื่ม เพ่ือให้ได้ข้อมูลเกี่ยวกับปริมำณออกซำเลตในชำพร้อมดื่มส ำหรับเป็น
แนวทำงในกำรเลือกบริโภคชำพร้อมดื่มเพ่ือช่วยลดปัจจัยเสี่ยงต่อกำรเป็นโรคนิ่ว ดังนั้นผู้ท ำวิจัยจึงหวัง
เป็นอย่ำงยิ่งว่ำวิธีที่พัฒนำขึ้นดังกล่ำวจะสำมำรถตรวจวัดปริมำณออกซำเลตออกซำเลต ซิเทรต มำเลต 
และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ  

 

1.2 วตัถปุระสงค์ 
1. พัฒนำวิธีหำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มด้วย 
เทคนิคคะพิลลำรีอิเล็กโทรฟอริซิส    
2. ตรวจวิเครำะห์ปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มด้วย 
วิธีที่พัฒนำขึ้น 
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1.3 ขอบเขตงำนวจิยั  

1. หำภำวะที่เหมำะสม เช่น บัฟเฟอร์ที่ใช้ในกำรแยก (ชนิด pH และควำมเข้มข้น) และศักย์ไฟฟ้ำทีใ่ช้ใน
กำรแยกส ำหรับกำรวิเครำะห์หำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ในชำพร้อมดื่ม 
2. ตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีที่พัฒนำขึ้น เช่น ขีดจ ำกัดกำรตรวจวัด ชีดจ ำกัดกำรวิเครำะห์เชิงปริมำณ 
ควำมแม่น ควำมเที่ยง และช่วงควำมเป็นเส้นตรง  
3. วิเครำะห์หำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มโดยใช้วิธีที่พัฒนำขึ้น 

1.4 ประโยชน์ทีค่ำดวำ่จะไดร้บั 

1. ได้วิธีที่มีประสิทธิภำพส ำหรับหำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ในชำพร้อมดื่ม 
2. ข้อมูลปริมำณออกซำเลตที่มีอยู่ในชำพร้อมดื่ม เพื่อใช้เป็นแนวทำงในกำรบริโภคเพ่ือลดปัจจัยเสี่ยงต่อ
กำรเป็นโรคนิ่ว 
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บทที ่2 

ทฤษฎ ี

 
 

2.1 คะพลิลำรอีิเลก็โทรฟอรซิสิ (Capillary electrophoresis, CE) 
 คะพิลลำรีอิเล็กโทรฟอริซิส (capillary electrophoresis, CE) เป็นเทคนิคที่ใช้แยกสำรผ่ำน
ตัวกลำงที่เป็นสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ (electrolyte) ที่บรรจุในคะพิลลำรีขนำดเล็ก ภำยใต้อิทธิพลของ
สนำมไฟฟ้ำ โดยกลไกกำรแยกจะขึ้นอยู่กับควำมแตกต่ำงของค่ำกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำร 
(electrophoretic mobility, µ)  ซึ่งเป็นค่ำจ ำเพำะของสำรแต่ละชนิด เทคนิค CE เหมำะกับกำรแยก
สำรประกอบอินทรีย์และอนินทรีย์ที่มีประจุและไม่มีประจุ รวมทั้งสำรที่มีโมเลกุลขนำดใหญ่ เช่น โปรตีน 
และเพปไทด์ เป็นต้น 

 

2.2 สว่นประกอบของเครื่อง CE 
 

 

รปูที ่2.1 สว่นประกอบอย่ำงง่ำยของเครื่อง CE (10) 
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1) คะพิลลำรี (capillary) 

โดยทั่วไปใช้คะพิลลำรีที่เป็น fused silica capillary มีเส้นผ่ำนศูนย์กลำงภำยในขนำด 10 ถึง 
200 µm ทั่วไปนิยมใช้ขนำด 50 และ 75 µm ภำยนอกคะพิลลำรีถูกเคลือบด้วยพอลิเอไมด์ (polyamide) 
เพ่ือป้องกันกำรแตกหัก โดยจะลอกพอลิเอไมด์ออกเฉพำะบริเวณที่ท ำกำรตรวจวัดด้วยเทคนิค               
ยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคปี หรือ ฟลูออเรสเซนซ์สเปกโทรสโคป ี(fluorescence spectroscopy)  

2) เครื่องก ำเนิดไฟฟ้ำ (voltage supply) 

เครื่องก ำเนิดไฟฟ้ำกระแสตรงที่ให้ควำมต่ำงศักย์ -30 ถึง +30 กิโลโวลต์ และกระแสสูงสุดไม่เกิน 
200 ถึง 300 ไมโครแอมแปร์ ทั่วไปนิยมใช้ควำมต่ำงศักย์คงที่ และให้ศักย์ไฟฟ้ำเป็นบวก ก ำหนดให้ 
ขั้วไฟฟ้ำด้ำนฉีดสำรเข้ำเป็นขั้วบวก ขั้วไฟฟ้ำด้ำนเครื่องตรวจวัดเป็นขั้วลบ ซึ่งเรียกว่ำกำรใช้ศักย์ไฟฟ้ำ
แบบขั้วปกติ (normal polarity) และเรียกศักย์ไฟฟ้ำเมื่อขั้วไฟฟ้ำฝั่งฉีดสำรเข้ำเป็นขั้วลบ ขั้วไฟฟ้ำด้ำน
เครื่องตรวจวัดเป็นขั้วบวกว่ำศักย์ไฟฟ้ำแบบกลับขั้ว (reversed polarity) 

3) ขั้วไฟฟ้ำ (electrode) 

นิยมใช้ขั้วไฟฟ้ำที่เป็นลวดโลหะแพลทินัม  

4) สำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ (background electrolyte, BGE) 

สำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ที่นิยมใช้โดยทั่วไปจะประกอบด้วยบัฟเฟอร์ เช่น บอเรต ฟอสเฟตและ       
อะซิเทต เป็นต้น อำจมีกำรเติมสำรเติมแต่ง เช่น ตัวท ำละลำยอินทรีย์หรือ (tetradecyltrimethyl 
ammonium bromide, TTAB) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภำพกำรแยก เป็นต้น 

5) ภำชนะบรรจุสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ และสำรตัวอย่ำง 

ส่วนมำกภำชนะที่ใช้บรรจุมักท ำจำกแก้ว ซึ่งมีขนำดตั้งแต่ 1 ถึง 5 มิลลิลิตร  

6) เครื่องตรวจวัด (detector) 

เครื่องตรวจวัดที่นิยมใช้คือ ยูวี-วิสิเบิล และฟลูออเรสเซนต์ที่สำมำรถวัดสำรบนคอลัมน์โดยตรง 
หรือเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ (mass spectrometer) ที่ต้องต่อแยกจำกเครื่อง CE  
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7) ส่วนควบคุมควำมดัน (pressure controller) 

เป็นส่วนที่ใช้บรรจุสำรละลำยเข้ำสู่คะพิลลำรี และยังใช้เป็นระบบบรรจุสำรแบบอัดควำมดัน นิยม
ใช้แก๊สไนโตรเจน หรือเครื่องอัดอำกำศ  

8) ระบบกำรฉีดสำรตัวอย่ำง (sample introduction) 

กำรฉีดสำรตัวอย่ำงอำจให้ศักย์ไฟฟ้ำ (electrokinetic injection) จำกเครื่องก ำเนิดไฟฟ้ำ หรือ
กำรให้ควำมดัน (pressure injection) จำกระบบควบคุมควำมดัน 

9) ส่วนควบคุมอุณหภูมิของคะพิลลำรี (temperature controller) 

เป็นส่วนที่ช่วยลดอุณหภูมิของคะพิลลำรีเมื่อให้ศักย์ไฟฟ้ำในขณะท ำกำรแยกสำร และใช้ส ำหรับ
เปลี่ยนอุณหภูมิเพ่ือปรับประสิทธิภำพกำรแยกสำรให้ดีขึ้น 

 

2.3 กำรท ำงำนของเครื่อง CE 
1) บรรจุโซเดียมไฮดรอกไซด์ เพ่ือเปลี่ยนผิวของคะพิลลำรีให้เป็นประจุลบ หรือบรรจุกรดฟอสฟอริกเพ่ือ
ลดประจุลบบนผิวของคะพิลลำรี 

2) บรรจุสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์เข้ำสู่หลอดคะพิลลำรี 

3) บรรจุสำรละลำยตัวอย่ำงเข้ำสู่หลอดคะพิลลำรี 

4) จุ่มปลำยหลอดคะพิลลำรี และขั้วไฟฟ้ำทั้งสองข้ำงลงในภำชนะบรรจุสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ เพ่ือท ำ
กำรแยกสำรตัวอย่ำง 

5) ให้ศักย์ไฟฟ้ำเพ่ือให้สำรเกิดกำรเคลื่อนที่และแยกออกจำกกันตำมค่ำควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำง
ไฟฟ้ำ (µ) ของสำร  
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2.4 ประเภทของเทคนคิ CE 
เทคนิค CE แบ่งออกเป็น 6 ประเภทหลักตำมกลไกกำรแยกของสำร ดังนี้ 

1) Capillary Zone Electrophoresis (CZE)  

ภำยในคะพิลลำรีประกอบด้วยบัฟเฟอร์ โดยกลไกกำรแยกขึ้นกับควำมแตกต่ำงของค่ำ
ควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำรเนื่องจำกอัตรำส่วนประจุต่อขนำดที่ต่ำงกัน นิยมใช้ CZE
ส ำหรับสำรที่มีประจุทั่ว  ๆ ไป อย่ำงไรก็ตำม CZE สำมำรถวิเครำะห์สำรที่ไม่มีประจุได้ โดยเติม 
complexing agent เพ่ือให้เกิดเป็นสำรประกอบเชิงซ้อนที่มีประจุ 

2) Micellar Electrokinetic Chromatography (MEKC) 

 มีกำรเติมสำรลดแรงตึงผิวลงในบัฟเฟอร์เพ่ือให้เกิดไมเซลลำร์เฟส กลไกกำรแยกขึ้นกับควำมต่ำง
ของค่ำคงที่กำรกระจำยตัว (distribution equilibrium) ระหว่ำงเอเควียสเฟส (aqueous phase) และ
ไมเซลลำร์เฟส (micellar phase) ดังนั้น MEKC จึงสำมำรถแยกได้ทั้งสำรที่มีประจุและไม่มีประจุ 

3) Capillary Electrochromatography (CEC) 

 คะพิลลำรีถูกบรรจุด้วยเฟสคงที่ (stationary phase) ดังนั้นกลไกกำรแยกจึงขึ้นอยู่กับควำม
แตกต่ำงของค่ำคงที่กำรกระจำยตัวระหว่ำงเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) กับเฟสคงที่ ดังนั้น CEC 
สำมำรถใช้แยกได้ทั้งสำรที่มีประจุและไม่มีประจุ 

4) Capillary Gel Electrophoresis (CGE) 

 คะพิลลำรีประกอบด้วยเจล โดยกลไกกำรแยกขึ้นอยู่กับควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ของสำร
ผ่ำนรูพรุนของเจลที่ต่ำงกัน CGE จึงเหมำะกับกำรแยกสำรโมเลกุลใหญ่ที่มีประจุ เช่น ดีเอนเอ โปรตีน เป็น
ต้น 

5) Capillary Isoelectric Focusing (CIEF) 

 คะพิลลำรีถูกบรรจุด้วยบัฟเฟอร์ที่ท ำให้เกิดพีเอชเกรเดียนท์ (pH gradient) กลไกกำรแยกขึ้นกับ 
ค่ำไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point, pI) ที่แตกต่ำงกันของสำรแต่ละชนิด CIEF มักใช้แยกสำรประเภท
แอมโฟไลต์ (ampholytes) เช่น โปรตีน และกรดอะมิโน เป็นต้น 
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6) Capillary Isotachophoresis (CITP) 

 คะพิลลำรีประกอบด้วย discontinuous electrolyte คือ leading electrolyte (มีค่ำ µ สูง) 
และ terminating electrolyte (มีค่ำ µ ต่ ำ) กลไกกำรแยกจึงขึ้นกับค่ำ µ ที่ต่ำงกันของสำรที่ภำวะสมดุล 
(steady state) สำรเคลื่อนที่ด้วยควำมเร็วเท่ำกัน  

ในงำนวิจัยนี้ จะใช้แค่ CZE ดังนั้นจะกล่ำวถึง CZE ในรำยละเอียด 

2.5 คะพลิลำรโีซนอเิลก็โทรโฟรซิสิ (Capillary Zone Electrophoresis, CZE) 
เทคนิค CZE เป็นที่นิยมใช้โดยทั่วไปเนื่องจำกเทคนิค CZE เหมำะกับกำรแยกสำรที่มีประจุ และ

สำมำรถวิเครำะห์สำรที่ไม่มีประจุได้เมื่อเติม complexing agent ซึ่งกำรแยกสำรใน CZE สำมำรถท ำได้
ง่ำย ตัวกลำงที่ใช้คือบัฟเฟอร์และบำงกรณีอำจเติมสำรเติมแต่งบำงชนิดเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภำพกำรแยกของ
สำร กลไกกำรแยกขึ้นกับควำมต่ำงของควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำ ที่เป็นผลมำจำกอัตรำส่วน
ประจุต่อขนำดที่ต่ำงกัน  

2.5.1 ค่ำกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำร (electrophoretic mobility, µ)  
คือ ควำมเร็วในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำร (electrophoretic velocity, vep) ภำยใต้ควำม

เข้มของสนำมไฟฟ้ำ 1 V m-1 ซึ่งเป็นค่ำจ ำเพำะของสำรแต่ละชนิด และในตัวกลำงใด ๆ ควำมสำมำรถใน
กำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำรจะขึ้นกับ ค่ำประจุ รัศมีไฮโดรไดนำมิก  และควำมหนืดของตัวกลำง         
ดังสมกำร 

µ =
𝑣ep

𝐸
=

𝑧𝑒

6πη𝑟h
      (2.1) 

 

E  ควำมแรงของสนำมไฟฟ้ำ (applied electric field)  

z  ค่ำประจุของสำร 

e  ค่ำประจุของอิเล็กตรอน (1.6×10-19 คูลอมบ์) 

η  ควำมหนืดของสำรละลำย 

rh  รัศมีไฮโดรไดนำมิกของไอออน (hydrodynamic radius of ion) ซึ่งเป็นรัศมีของไอออนที่มี
โมเลกุลของน้ ำล้อมรอบขณะที่ไอออนเคลื่อนที่ในสนำมไฟฟ้ำ 
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จำกสมกำรดังกล่ำว จะเห็นได้ว่ำสำรที่มคี่ำประจุมำกและขนำดเล็กจะเคลื่อนที่ไปได้เร็วที่สุด ส่วน
สำรที่มีประจุน้อยและขนำดใหญ่จะเคลื่อนที่ไปได้ช้ำที่สุด อีกประกำรหนึ่งคือ สำรที่มีประจุตรงกันข้ำมจะ
เคลื่อนที่ไปในทิศทำงตรงกันข้ำมกัน  

ปัจจัยส ำคัญท่ีมีผลต่อค่ำ µ ได้แก่ 

1) ควำมเข้มข้น หรือควำมแรงไอออนิก (ionic strength) ของสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ 

  เมื่อควำมเข้มข้นของสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์เพ่ิมสูงขึ้น ท ำให้สำรตัวอย่ำงถูกล้อมรอบด้วย
เคำน์เตอร์ไอออนที่มีประจุตรงข้ำมของสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์จึงท ำให้ rh จึงเพิ่มขึ้น และ z  ลดลง ส่งผล
ให้ µ ลดลง แต่กำรเติมสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์มำกขึ้น จะท ำให้มีไอออนอยู่ในระบบมำกขึ้น ส่งผลให้เกิด
ควำมร้อนจำกกำรให้ศักย์ไฟฟ้ำ (Joule heating) และอำจท ำให้ µ เพ่ิมข้ึนได้เนื่องจำกควำมหนืดที่ลดลง 

2) pH ของบัฟเฟอร์ 

 หำกสำรตัวอย่ำงเป็นกรดอ่อนหรือเบสอ่อน ค่ำ pH ของบัฟเฟอร์จะมีผลต่อดีกรีกำรแตกตัวของ
สำร (degree of ionization, α) โดยควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำปรำกฏ (µeff) ของสำรขึ้นกับ
ดีกรีกำรแตกตัวของสำรและควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ของสำรที่แตกตัว 100% (µ0) ถ้ำสำรตัวอย่ำง
เป็นกรดอ่อน สำรจะแตกตัวเป็นประจุลบมำกขึ้นเมื่อ pH เพ่ิมขึ้น µ จึงเพ่ิมขึ้น หำกสำรตัวอย่ำงเป็น      
เบสอ่อน สำรจะรับโปรตอนเป็นประจุบวกมำกข้ึนเมื่อ pH ลดลง ส่งผลให้ µ เพ่ิมข้ึน 

3) ควำมหนืดและอุณหภูมิ 

 ควำมหนืด 

      จำกสมกำร 2.1 พบว่ำ ค่ำ µ แปรผกผันกับควำมหนืด ดังนั้นเมื่อเพ่ิมควำมหนืดของสำรละลำย
ตัวกลำง จึงส่งผลให้ µ ลดลง 

 อุณหภูมิ 

      เมื่ออุณหภูมิเพ่ิมข้ึนจะส่งผลให้ควำมหนืดลดลงและท ำให้ค่ำ µ ของสำรเพิ่มข้ึน 
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4) ตัวท ำละลำยอินทรีย์ (organic solvent)  

 กำรเติมตัวท ำละลำยอินทรีย์ลงในบัฟเฟอร์ ตัวท ำละลำยอินทรีย์จะล้อมรอบสำรตัวอย่ำงท ำให้
สำรตัวอย่ำงมีขนำดใหญ่ขึ้น และส่งผลให้กำรแตกตัวของสำรที่เป็นกรดอ่อนและเบสอ่อนลดลง จึงท ำให้ค่ำ 
µ ลดลง แต่หำกเติมตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่มำกในปริมำณหนึ่งอำจท ำให้ค่ำ µ เพ่ิมขึ้นได้เนื่องจำกตัวท ำ
ละลำยอินทรีย์ท ำให้ควำมหนืดลดลง 

2.5.2 อิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmosis) 
 เนื่องจำกคะพิลลำรีที่ ใช้ในเทคนิค CE ท ำด้วย fused silica ผิวด้ำนในของคะพิลลำรีจึง
ประกอบด้วยหมู่ซิลำนอล (silanol group, Si-OH) เมื่อผิวคะพิลลำรีสัมผัสกับบัฟเฟอร์ที่มี pH > 2 ส่งผล
ให้หมู่ซิลินอลเกิดกำรแตกตัว ท ำให้ผิวด้ำนในของคะพิลลำรีมีประจุเป็นลบ ดังสมกำร 

 

 -Si-OH      +    OH-   -Si-O-    +    H2O  (2.2) 

-Si-OH     +    H2O                    -Si-O-    +    H3O+  (2.3) 

  

เมื่อผิวด้ำนในของคะพิลลำรีมีประจุเป็นลบ (anion) จึงมีควำมสำมำรถในกำรดึงดูดประจุบวก 
(cation) จำกสำรละลำยตัวกลำงมำเกำะที่ผิว เกิดเป็นชั้นของไอออน 2 ชั้น หรือ double layers (ดังรูป
ที ่2.2) ประกอบด้วย  

1. Fixed Layer หรือ The Stern Layer คือชั้นที่ประจุบวกเกำะติดแน่นกับผิวของคะพิลลำรี 
โดยไม่เคลื่อนที่เนื่องจำกแรงทำงไฟฟ้ำสถิตย์ (electrostatic force) หรือแรงแวนเดอร์วำลส์ (Van der 
Waals forces)  

2. Diffuse Layer คือชั้นที่ไอออนบวกเกำะอย่ำงหลวม ๆ  

3. Bulk solution คือส่วนประจุบวกท่ีเหลือทีก่ระจำยอยู่ในสำรละลำย 
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รปูที ่2.2 Double layer ที่ผนังคะพิลลำรี (ref.11) 

 

เมื่อให้ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำที่ปลำยสองข้ำงของคะพิลลำรี (ก ำหนดให้ขั้วไฟฟ้ำด้ำนกำรตรวจวัด
เป็นขั้วลบ) ประจุบวกที่อยู่กันหนำแน่นแต่เคลื่อนที่ได้ที่ชั้น Diffuse Layer ก็เคลื่อนไปยังขั้วลบ แต่
เนื่องจำกประจุบวกมีน้ ำล้อมรอบ กำรเคลื่อนที่ของประจุบวกจึงพำโมเลกุลน้ ำไปด้วย เกิดเป็นกระแสของ
สำรละลำยตัวกลำงไหลจำกปลำยของคะพิลลำรีด้ำนหนึ่ง (ขั้วบวก) ไปยังปลำยอีกด้ำนหนึ่ง (ขั้วลบ) โดย
เรียกปรำกฏกำรณ์กำรเคลื่อนที่ของน้ ำหรือสำรละลำยนี้ว่ำ “อิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmosis)” 
และเรียกกำรเคลื่อนที่ด้วยอิทธิพลนี้ว่ำ electroosmotic flow (EOF) ซึ่งสำรทุกชนิดจะได้รับอิทธิพลจำก
แรง EOF เท่ำกัน และ EOF เป็นตัวพำให้ประจุลบสำมำรถเคลื่อนที่ไปยังขั้วลบได้ แต่เนื่องจำกสำรมี µ ที่
ต่ำงกัน จึงท ำให้สำรแยกออกจำกกันได้ ดังรูปที่ 2.3 
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รปูที ่2.3 กำรไหลของอิเล็กโทรออสโมซิส (EOF) ในคะพิลลำรี 

 

ควำมเร็วของอิเล็กโทรออสโมซิส (electroosmotic velocity, veo) ในควำมเข้มสนำมไฟฟ้ำ      
1 V m-1 เรียกว่ำ ควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ด้วยอิเล็กโทรออสโมซิส หรือสัมประสิทธิ์ของอิเล็กโทร-
ออสโมซิส (electroosmotic mobility, µeo) ดังสมกำรที่ 2.4 

 

       µeo =
𝑣eo 

𝐸
=  

−εζ

4πη
                (2.4) 

 

ε permittivity ของตัวกลำง 

ζ ค่ำศักย์ไฟฟ้ำซีต้ำ (zeta potential) 

 

 จำกรูปที่ 2.3 จะพบว่ำ µeo เท่ำกันตลอดรัศมีของคะพิลลำรี ลักษณะกำรเคลื่อนที่เป็นแบบหน้ำ
ตัดเรียบ (flat flow profile ) ซ่ึงแตกต่ำงจำกกำรไหลใน HPLC ที่ใช้ pump เป็นตัวผลักดันท ำให้เกิดกำร
ไหลของเฟสเคลื่อนที่ ซึ่งกำรไหลโดยใช้ pump จะเป็นแบบลำมินำร์ (laminar) เนื่องจำกอัตรำเร็วของ 
mobile phase ตรงกลำงคอลัมน์จะสูงกว่ำที่ผนังซึ่งมีแรงเสียดทำน (shear force) ผลที่ตำมมำคือ  
โซนของสำรที่เกิดจำกกำรแยกใน CE จะแคบกว่ำใน HPLC จึงท ำให้ประสิทธิภำพในกำรแยก (separation 
efficiency) ของ CE ดีกว่ำ HPLC ดังรูปที่ 2.4  
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รปูที ่2.4 Flat Flow Profile และพีคของสำรใน CE (a) และ HPLC (b)  

 

2.5.2.1 กำรเคลื่อนที่ของสำรภำยใต้ EOF ปกติ (normal EOF) 
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(ข)            ไม่มีประจุ 
 
 
        ไอออนลบ   
     ไอออนบวก 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5 (ก) พฤติกรรมกำรเคลื่อนที่ของสำร (ประจุ บวก ลบ และไม่มีประจุ) ภำยใต้อิทธิพลของ EOF 
ปกติ ซึ่งผิวของคะพิลลำรีเป็นประจุลบและใช้ขั้วไฟฟ้ำปกติ (ด้ำนเครื่องตรวจวัดเป็นขั้วลบ) ขนำดไอออนที่
แสดงหมำยถึงรัศมีไฮโดรไดนำมิก (ข) ล ำดับกำรแยกของสำรจะเป็น สำรที่มีประจุบวก สำรที่ไม่มีประจุ 
และสำรที่มีประจุลบ ตำมล ำดับ 
 

โดยปกติ EOF จะมีทิศทำงกำรเคลื่อนที่ไปทำงขั้วลบที่อยู่ด้ำนปลำยหรือด้ำนเครื่องตรวจวัด สำร
ทุกชนิดจะได้รับอิทธิพลจำก EOF ที่เท่ำกัน ดังนั้นสำรตัวอย่ำงที่เป็นไอออนบวกจะมีทิศทำงกำรเคลื่อนที่
ไปทำงข้ัวลบเช่นเดียวกับ EOF จึงท ำให้ควำมเร็วในกำรเคลื่อนที่ของไอออนบวก (vnet) มำจำกควำมเร็วใน
กำรเคลื่อนที่ของตัวมันเอง (vep,+) รวมกับควำมเร็วของ EOF (veo) ดังนั้นไอออนบวกที่มีค่ำประจุมำกและ
มีรัศมีไฮโดรไดนำมิกน้อย (ค่ำ µ มำก) จะเคลื่อนที่ผ่ำนเครื่องตรวจวัดออกมำก่อน ดังรูปที่ 2.5 ส่วนสำร
ตัวอย่ำงที่เป็นไอออนลบจะมีทิศทำงกำรเคลื่อนที่ไปทำงขั้วบวกหรือด้ำนเข้ำ ซึ่งมีทิศทำงตรงข้ำมกับ EOF 
แต่ถ้ำ veo มีขนำดมำกกว่ำควำมเร็วในกำรเคลื่อนที่ของไอออนลบ (vep,-) ในที่สุด EOF จะสำมำรถพำ
ไอออนลบเคลื่อนที่ผ่ำนเครื่องตรวจวัดไปยังขั้วลบได้ แต่ล ำดับกำรเคลื่อนที่จะตรงข้ำมกับไอออนบวก โดย
ไอออนลบที่มีประจุมำกและรัศมีไฮโดรไดนำมิกน้อย (ค่ำ µ มำก) จะเคลื่อนที่ออกมำทีหลัง เนื่องจำกมีแรง
ต้ำน EOF มำกกว่ำ (ดังรูปที่ 2.5) ส่วนสำรตัวอย่ำงที่ไม่มีประจุจะเคลื่อนที่ไปยังเครื่องตรวจวัดได้เนื่องจำก 
EOF เท่ำนั้น โดยจะออกมำพร้อมกันและไม่สำมำรถแยกออกจำกกันได้ ดังนั้นในภำวะ EOF ปกติ ล ำดับ
กำรออกของสำรจะเป็น ไอออนบวก สำรที่ไม่มีประจุ และไอออนลบ ตำมล ำดับ 
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2.5.2.2 กำรกลับทิศกำรเคลื่อนที่ของ EOF (Reversed EOF) 
กำรกลับทิศทำงของ EOF นิยมใช้กับแยกสำรตัวอย่ำงที่เป็นไอออนลบที่มีค่ำ µ มำก เพ่ือให้สำร

ตัวอย่ำงสำมำรถเคลื่อนที่ผ่ำนเครื่องตรวจวัดได้เร็วขึ้น กำรกลับทิศของ EOF ท ำได้โดยเติมสำรลดแรงตึง
ผิวที่มีประจุบวก (cationic surfactant) เช่น tetradecyltrimetylammonium bromide (TTAB) ลงไป
ใน BGE ซึ่งสำรลดแรงตึงผิวจะมีกำรเรียงตัวเป็นสองชั้นที่ผิวคะพิลลำรี โดยชั้นแรกส่วนหัวของโมเลกุลสำร
ลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวกจะถูกดูดซับที่ผิวของคะพิลลำรีที่มีประจุลบโดยเกิดแรงดึงดูดแบบไอออนิก และ
ส่วนหำงนั้นจะชี้ออกมำในสำรละลำย ขณะที่ชั้นที่สองส่วนหำงของโมเลกุลของสำรลดแรงตึงผิวจะแทรก
เข้ำที่ส่วนหำงของชั้นแรกและหันส่วนหัวออก ท ำให้เสมือนว่ำที่ผิวคะพิลลำรีนั้นมีประจุบวกแทน ดังรูปที่ 
2.6 และในสำรละลำยจะมีไอออนลบอยู่เป็นจ ำนวนมำก เมื่อให้ศักย์ไฟฟ้ำ ไอออนลบเหล่ำนี้จะเคลื่อนที่ไป
ทำงข้ัวแอโนดซึ่งเป็นขั้วบวก และพำโมเลกุลน้ ำและตัวท ำละลำยเคลื่อนที่ไปด้วย เกิดเป็น EOF ที่มีทิศทำง
ไปทำงข้ัวบวก (EOF กลับทิศ) ดังนั้นถ้ำต้องกำรให้ EOF เคลื่อนที่ไปทำงเครื่องตรวจวัดจะต้องท ำกำรกลับ
ขั้วไฟฟ้ำ (reversed polarity) ให้ด้ำนเครื่องตรวจวัดเป็นขั้วบวกหรือขั้วแอโนด นั่นคือกำรกลับทิศของ 
EOF มักจะเกิดคู่กับกำรกลับขั้วไฟฟ้ำ โดยล ำดับกำรแยกคือ สำรที่มีประจุลบจะเคลื่อนที่ออกมำก่อนสำร
ไม่มีประจุ และสำรที่มีประจุลบตำมล ำดับ 
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แคโทด                                     แอโนด          
(-)       (+)                      

          EOF 

 

 

 

รูปที่ 2.6 ผลของกำรเติมสำรลดแรงตึงผิวประเภทแคตไอออนต่อทิศทำงกำรไหลของ EOF และล ำดับกำร
เคลื่อนที่ของสำรภำยใต้ reversed EOF (12) 
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2.5.2.3 ปัจจัยที่มีผลต่อ EOF 
1) ควำมเข้มข้นหรือควำมแรงไอออนิกของ BGE 

  กำรเพ่ิมควำมเข้มข้นของสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ท ำให้ควำมหนำของ diffusion layer ลดลง 
ขนำดของ 𝜁 ลดลง (จำกสมกำรที่ 2.4) ดังนั้น ค่ำ µeo  ลดลง แต่กำรเพ่ิมควำมเข้มข้นของสำรละลำย BGE 
อำจท ำให้ค่ำ µeo  เพ่ิมข้ึนได้ เนื่องจำกเกิดควำมร้อนส่งผลให้ควำมหนืดของสำรละลำยลดลง 

 

2) ควำมหนืดและอุณหภูมิ 

จำกสมกำรที่ 2.2 จะเห็นว่ำค่ำ µeo แปรผกผันกับควำมหนืด (η) ดังนั้นเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิควำม
หนืดจะลดลงท ำให้ µeo สูงขึ้น 

 

3) pH  ของบัฟเฟอร์ 

มีผลต่อกำรแตกตัวของหมู่ซิลำนอลที่ผนังคะพิลลำรี เมื่อใช้บัฟเฟอร์ที่มี pH ต่ ำ หมู่ซิลำนอลแตก
ตัวได้น้อย ท ำให้ µeo  น้อย นั่นคือ µeo  จะเพ่ิมข้ึนตำมค่ำ pH ที่เพ่ิมข้ึน 

 

4) ควำมต่ำงศักย์และขนำดคะพิลลำรี 

กำรเพ่ิมควำมต่ำงศักย์หรือขนำดของคะพิลลำรี อำจท ำให้ค่ำ µeo  เพ่ิมขึ้นได้ เนื่องจำกผลของ
ควำมร้อนท่ีเกิดข้ึนจำกกำรให้ศักย์ไฟฟ้ำ ซึ่งคะพิลลำรีที่มีขนำดใหญ่จะระบำยควำมร้อนที่เกิดขึ้นออกไปได้
ช้ำส่งผลให้ควำมหนืดของสำรละลำยลดลง ค่ำ µeo  จึงเพิ่มขึ้น 

 

5) ตัวท ำละลำยอินทรีย์ 

มีผลท ำให้ EOF ลดลง เนื่องจำกตัวท ำละลำยอินทรีย์อำจเกิดอันตรกิริยำกับผนังคะพิลลำรี ท ำให้
ควำมเข้มข้นของตัวท ำละลำยอินทรีย์บริเวณ double layer เพ่ิมขึ้น ควำมหนืดบริเวณ double layer 
เพ่ิมข้ึน ค่ำ µeo  จึงลดลง 
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2.5.3 ไมเกรชันไทม์ (migration time) และอิเล็กโทรเฟอโรแกรม (electropherogram) 
  กำรแสดงผลกำรแยกของเทคนิค CE จะเรียกว่ำ อิเล็กโทรเฟอโรแกรม (electropherogram) ซ่ึง
มีกำรแสดงผลออกมำเป็นพีคพร้อมกับระยะเวลำที่สำรเคลื่อนที่ดังรูป 2.7 โดยระยะเวลำที่สำรใช้เคลื่อนที่
จำกปลำยคะพิลลำรีด้ำนบรรจุสำรไปยังเครื่องตรวจวัด เรียกว่ำ ไมเกรชันไทม์ (migration time, tm) 
ภำยใต้ EOF ปกติสำรที่มีประจุบวก (C) จะออกมำก่อน (tm น้อยที่สุด) ตำมด้วยสำรที่ไม่มีประจุ (B) และ
สำรที่มีประจุลบ (A) ควำมเร็วของสำรที่เคลื่อนที่ผ่ำนเครื่องตรวจวัด (vnet) จะเป็นผลรวมของกำรเคลื่อนที่
เนื่องจำกค่ำ µ ของสำรเอง (vep) รวมกับควำมเร็ว EOF (veo) ดังสมกำร 

 

    vnet      =   veo + vep                               (2.5) 

    µnet  = µ +  µeo                                     (2.6)  

 

ดังนั้นเมื่อทรำบ ไมเกรชันไทม์ (tm) ของสำร จะสำมำรถค ำนวณ µeo  และ µ ได้ดังสมกำร  
 

    µeo =  𝑙𝐿

𝑣𝑡eo
  ,  µnet =  𝑙𝐿

𝑣𝑡m
           (2.7) 

    µ = µnet − µeo = (
1

𝑡𝑚
−

1

𝑡𝑒𝑜
)

𝑙𝐿

𝑉
                (2.8) 

 

L  คือ ควำมยำวทั้งหมดของคะพิลลำรี (m) 

l  คือ ควำมยำวจำกปลำยคะพิลลำรีด้ำนบรรจุสำรจนถึงเครื่องตรวจวัด (m) 

V  คือ ศักย์ไฟฟ้ำ (V)  

teo   คือ ไมเกรชันไทม์ของสำรที่ไม่มีประจุหรือ EOF marker (s) 
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รปูที ่2.7 ตัวอย่ำงอิเล็กโทรเฟอโรแกรมจำกเครื่อง CE ของ A (ไอออนลบ), B (EOF marker ซึ่งไม่มี
ประจุ) และ C (ไอออนบวก) 

 

2.5.4 Joule heating 
 เมื่อมีกำรให้ศักย์ไฟฟ้ำที่ปลำยทั้งสองข้ำงของคะพิลลำรีที่บรรจุสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ จะท ำให้
เกิดควำมร้อนขึ้นภำยในคะพลิลลำรี ซึ่งเรียกว่ำ Joule heating โดยควำมร้อนที่ผิวคะพิลลำรีสำมำรถ
แพร่กระจำยไปสู่สิ่งแวดล้อมภำยนอกได้ ท ำให้สำรละลำยที่ติดกับผนังคะพิลลำรีมีอุณหภูมิต่ ำลง และ
อุณหภูมิจะเพ่ิมขึ้นตำมระยะห่ำงจำกผนังคะพิลลำรีกระทั่งมีอุณหภูมิสูงที่สุดตรงกลำงของคะพิลลำรี หำก
คะพิลลำรีไม่มีกำรระบำยควำมร้อนออกสู่สิ่งแวดล้อมภำยนอก จะท ำให้อุณหภูมิภำยในคะพิลลำรีเพ่ิม
สูงขึ้น ส่งผลให้เกิดกำรไหลแบบพำรำโบลำ และเกิดกำรแพร่กระจำยของโซนสำร ประสิทธิภำพกำรแยก
จึงลดลง ดังนั้นในเครื่อง CE จึงมีระบบควบคุมอุณหภูมิภำยในคะพิลลำรีให้คงที่ ด้วยกำรใช้ตัวกลำงที่ เป็น
อำกำศ น้ ำ หรือสำรหล่อเย็น เพ่ือเป็นกำรลด Joule heating ที่เกิดขึ้นจำกกำรให้ศักย์ไฟฟ้ำ 
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 2.5.5. กำรแพร่กระจำยของพีคใน CE (Peak dispersion in CE) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที ่2.8 ลักษณะของพีคแบบ Gaussian 

 

 โดยทั่วไปพีคในอุดมคติ ( ideal peak) จะมีลักษณะเป็น Gaussian peak ดังรูป 2.8 คือพีคมี
ลักษณะสมมำตร แต่ในควำมเป็นจริง พีคสำรที่ได้อำจเบี่ยงเบนไปจำกลักษณะของพีคในอุดมคติ เนื่องจำก
มีกำรแพร่กระจำยของโซนสำร ท ำให้ประสิทธิภำพกำรแยกลดลง โดยปัจจัยที่มีผลต่อกำรกระจำยของโซน
สำรมีดังนี ้

1) Longitudinal เป็นกำรแพร่กระจำยของสำรออกไปด้ำนหน้ำและหลังของโซนสำรตำม
แนวแกน x เนื่องจำกมีควำมแตกต่ำงของควำมเข้มข้นระหว่ำงบริเวณโซนสำรตัวอย่ำงและ
โซนบัฟเฟอร์จึงท ำให้สำรเกิดกำรแพร่ 
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2) Thermal dispersion เป็นกำรกระจำยของโซนสำรที่เป็นผลมำจำกควำมร้อนที่เกิดขึ้นจำก 
Joule heating ท ำให้เกิดกำรกระจำยแบบพำรำโบลำ (parabolic distribution) โดยสำร
บริเวณตรงกลำงคะพิลำรีจะเคลื่อนที่ได้เร็วที่สุดเนื่องจำกมีควำมหนืดน้อยที่สุด 

3) Electromigration dispersion (EMD) เกิดเมื่อบริเวณโซนสำรตัวอย่ำงและโซนบัฟเฟอร์มี
ค่ำกำรน ำไฟฟ้ำ (conductivity) แตกต่ำงกันมำก สำรบริเวณส่วนต้น กลำง และปลำยของ
โซนจะเคลื่อนที่ด้วยควำมเร็วต่ำงกัน ท ำให้มีกำรกระจำยแบบ tailing peak หรือ fronting 
peak ส่งผลให้พีคท่ีตรวจวัดได้ไม่สมมำตร 

4) กำรดูดซับที่ผิวคะพิลลำรี เกิดเนื่องจำกผนังของคะพิลลำรีมีประจุลบที่เกิดจำกกำรแตกตัว
ของหมู่ซิลำนอล สำรตัวอย่ำงที่เป็นไอออนบวกสำมำรถเกิดอันตรกิริยำหรืออำจถูกดูดซับที่
ผนังคะพิลลำรี เป็นผลให้เกิดกำรกระจำยของพีคแบบ tailing distribution  

 

2.5.6 ค่ำกำรแยกสำร (Resolution, Rs) 
 ค่ำกำรแยกของสำรจะพิจำรณำจำกระยะห่ำงระหว่ำง 2 พีคที่ติดกัน ซึ่งค่ำกำรแยกจะสำมำรถ
ค ำนวณได้จำก ระยะห่ำงของกึ่งกลำงระหว่ำง 2 พีคที่ติดกันต่อค่ำเฉลี่ยของควำมกว้ำงของฐำนพีคในหนึ่ง
หน่วยเวลำ ดังสมกำร 

    𝑅𝑠 =
∆𝑡𝑚

0.5(𝑊1+𝑊2)
                  (2.9) 

 

 W1 และ W2 คือควำมกว้ำงของฐำนพีคของสำร 1 และ 2 ตำมล ำดับ 

 

ดังนั้นถ้ำ 2 พีคมีกำรแยกจำกกันจนถึง baseline จะได้ค่ำ Rs = 1.5 และเพ่ือควำมถูกต้องในกำรท ำ
ปริมำณวิเครำะห์ควรมี Rs ≥ 1.5 
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 2.6 คณุภำพวเิครำะหแ์ละปรมิำณวเิครำะหด์ว้ยเทคนคิ CE  
      (Qualitative and quantitative analysis in CE) 
 คุณภำพวิเครำะห์ใน CE สำมำรถท ำได้โดย 

1) เปรียบเทียบค่ำไมเกรชันไทม์ (tm) กับสำรมำตรฐำน ซึ่งสำรชนิดเดียวกันจะให้ค่ำ tm เท่ำกัน 

2) เปรียบเทียบ UV spectrum ของสำรที่สงสัยกับสำรมำตรฐำนที่มีไมเกรชันไทม์ใกล้เคียงกัน 

3) กำรเติมสำรมำตรฐำน (spiking technique) คือ กำรเติมสำรละลำยมำตรฐำนของสำรที่
วิเครำะห์ลงไปในสำรตัวอย่ำง หำกพีคใดในสำรตัวอย่ำงมีพ้ืนที่ใต้พีคมำกข้ึนแสดงว่ำพีคนั้นคือสำร
ที่ต้องกำรวิเครำะห์ 

4) ใช้ CE-MS เพ่ือช่วยยืนยันสูตรโครงสร้ำงและระบุสำรตัวอย่ำงได้ 

 

ปริมำณวิเครำะห์ใน CE 

 กำรท ำปริมำณวิเครำะห์ใน CE จะไม่สำมำรถใช้พ้ืนที่ใต้พีค (peak area, A) ในกำรหำปริมำณได้
โดยตรง เนื่องจำกใน CE สำรตัวอย่ำงแต่ละชนิดจะเคลื่อนที่ผ่ำนเครื่องตรวจวัดด้วยควำมเร็วที่ไม่เท่ำกัน 
(ขึ้นอยูกับค่ำ µ) ดังนั้นสำรที่เคลื่อนที่ได้ช้ำจะใช้เวลำนำนกว่ำจะเคลื่อนผ่ำนเครื่องตรวจวัด จึงท ำให้ได้ พีค
ที่กว้ำงกว่ำสำรที่เคลื่อนที่ได้เร็วซึ่งจะใช้เวลำน้อย ดังนั้นใน CE จะใช้ค่ำอัตรำส่วนระหว่ำงพ้ืนที่ใต้พีคกับไม
เกรชันไทม์ ซึ่งจะเรียกว่ำ พ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่ำ (corrected peak area, Acorr) ในกำรท ำปริมำณวิเครำะห์ 
ซึ่งจะช่วยแก้ไขปัญหำกำรเคลื่อนที่ผ่ำนเครื่องตรวจวัดด้วยควำมเร็วที่ไม่เท่ำกันได้ เพรำะสำรที่มีปริมำณ
เท่ำกันและมี analyte response เท่ำกัน สำรที่เคลื่อนที่ได้ช้ำกว่ำท ำให้มีพ้ืนที่ใต้พีคมำกกว่ำ  แต่จะมี 
Acorr ที่เท่ำกัน ดังนั้น   

     𝐴𝑐𝑜𝑟𝑟 =  
𝐴

𝑡 𝑚
                  (3.0) 

 โดยทั่วไปของกำรท ำปริมำณวิเครำะห์จะใช้วิธีกำรท ำกรำฟเทียบมำตรฐำน (calibration curve) 
โดยกำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ที่ควำมเข้มข้นต่ำง  ๆ (ส่วนมำกมักใช้ 5 
ควำมเข้มข้นที่ต่ำงกัน) น ำไปท ำกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค CE และหำค่ำ A และ tm จำกนั้นสร้ำงกรำฟ
ควำมสัมพันธ์ระหว่ำง Acorr (แกน y) กับควำมเข้มข้นต่ำง ๆ (แกน x) จะได้กรำฟเส้นตรง (y = mx + c) 
ส ำหรับกำรหำปริมำณสำรตัวอย่ำง ท ำโดยน ำค่ำ Acorr ของพีคสำรตัวอย่ำง มำค ำนวณหำควำมเข้มข้นจำก
สมกำรเส้นตรง 
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บทที ่3 

กำรทดลอง 

 

3.1 เครื่องมือ 

 1) เครื่องคะพิลลำรีอิเล็กโทรฟอริซิส บริษัท Beckman รุ่น MDQ 

 2) เครื่องวัดพีเอช บริษัท Mettler Toledo 

 3) เครื่อง sonication บริษัท ultrasonic ster-cleaner 

3.2 สำรเคม ี
1) di-Sodiumtetrabroratedecahydrate (Na2B4O7·10H2O, มวลโมเลกุล = 381.37 g/mol) 
ของบริษัท AnalaR 

2) Sodium phosphate monobasic monohydrate (H2NaPO4·H2O, มวลโมเลกุล= 137.99 

g/mol) ของบริษัท Sigma-Aldrich 

3) Tetradecyltrimethylammoniumbromide (TTAB, มวลโมเลกุล  = 336.4 g/mol) ของ
บริษัท Sigma-Aldrich 

 4) Sodium oxalate (Na2C2O4, มวลโมเลกุล = 134 g/mol) ของบริษัท Baker analyzed 

5) Citric acid monohydrate (C6H8O7·H2O, มวลโมเลกุล  =  210.14 g/mol)  ของบริษัท  
Riedel deHaen 

 6) L-(–)-malic acid (C4H6O5, มวลโมเลกุล = 134.09 g/mol) ของบริษัท Sigma-Aldrich
 7) L-Ascorbic acid (C6H8O6, มวลโมเลกุล = 176.13 g/mol) ของบริษัท AnalaR 

 8) Sodium hydroxide (NaOH, มวลโมเลกุล= 40.00 g/mol) ของบริษัท Emsure 

 9) Phosphoric acid (H3PO4, มวลโมเลกุล = 97.995 g/mol) ของบริษัท Merck 

 10) น้ ำ Milli Q ของบริษัท Progard 
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3.3 กำรเตรยีมสำรละลำย 
 3.3.1 สำรละลำยบอเรตบัฟเฟอร์ ควำมเข้มข้น 100 mM ในขวดวัดปริมำตรขนำด 250 mL 
เตรียมได้จำกกำรชั่ง di-Sodium tetrabroratedecahydrate 9.5343 g ละลำยและปรับปริมำตรด้วยน้ ำ 
Milli Q 

3.3.2 สำรละลำยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ควำมเข้มข้น 500 mM ในขวดวัดปริมำตรขนำด 250 mL 
เตรียมได้จำกกำรชั่ง  Sodium phosphate monobasic monohydrate 6.8995 g ละลำยและปรับ
ปริมำตรด้วยน้ ำ Milli Q 

3.3.3 สำรละลำยมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ควำมเข้มข้น 1000 
mg/L ในขวดวั ดปริ ม ำตร ขนำด  25 mL เ ต รี ยม ได้ จ ำกกำรชั่ ง  sodium oxalate, citric acid 
monohydrate, L-(–)-malic acid และ  L-ascorbic acid 0.0381, 0.0250, 0.0250 และ  0.0250 g
ตำมล ำดับ ละลำยและปรับปริมำตรด้วยน้ ำ Milli Q โดยเตรียมแยกกันส ำหรับสำรแต่ละชนิด 

3.3.4 สำรละลำย TTAB ควำมเข้มข้น 5 mM ในขวดวัดปริมำตรขนำด 100 mL เตรียมได้จำก
กำรชั่ง TTAB 0.1682 g ละลำยและปรับปริมำตรด้วยน้ ำ Milli Q 

3.3.5 สำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ควำมเข้มข้น 1 M ในขวดวัดปริมำตรขนำด 25 mL เตรียม
ได้จำกกำรชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.00 g ละลำยและปรับปริมำตรด้วยน้ ำ Milli Q 

 

3.4 กำรหำภำวะทีเ่หมำะสมของเทคนิคคะพลิลำรีอเิล็กโทรโฟรซิสิ เพือ่ใชห้ำปริมำณออกซำเลต ซเิทรต 
มำเลต และแอสคอรเ์บต 
 3.4.1 ภำวะของเครื่อง CE ที่ใช้วิเครำะห์ ได้แก่ 

รปูแบบ/ภำวะที่ใช ้ รำยละเอยีด 

เครื่อง CE Beckman รุ่น MDQ 

คะพิลลำรี Uncoated fused silica capillary ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง
ภำยใน 50 µm ยำว 60.2 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) 

กำรบรรจุสำร ใช้ควำมดัน 0.5 psi เป็นเวลำ 10 วินำที 

กำรตรวจวัด UV-Vis ช่วง 200-400 nm เลือกตรวจวัดที่ 195 nm 
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รปูแบบ/ภำวะที่ใช ้ รำยละเอยีด 

กำร rinse คะพิลลำรีคอลัมน์ ก่อนกำรทดลองครั้งแรกแต่ละวัน rinse ด้วย  
1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ควำมเข้มข้น 0.1 M เวลำ 15 นำที  
2. สำรละลำยบัฟเฟอร์ 15 นำท ี
ระหว่ำงกำรวิเครำะห์ในแต่ละครั้งก่อนกำรบรรจุสำรตัวอย่ำงใน
คะพิลลำรีต้องล้ำงด้วย 
1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ควำมเข้มข้น 0.1 M เวลำ 1 นำที 
2. สำรละลำยบัฟเฟอร์ 2 นำท ี
หลังจำกกำรทดลองในแต่ละวันต้องล้ำงด้วย 
1. โซเดียมไฮดรอกไซด์ควำมเข้มข้น 0.1 M เวลำ 15 นำท ี
2. น้ ำ Milli Q 15 นำที 
 

อุณหภูมิของคะพิลลำรี 25 ºC 

  

 3.4.2 ศึกษำผลของชนิด ควำมเข้มข้น และ pH ของบัฟเฟอร์ที่มีผลต่อกำรแยกสำรออกซำเลต    
ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต 

3.4.2.1 เตรียมสำรละลำยบัฟเฟอร์และสำรละลำยบัฟเฟอร์ผสมที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ 
 สำรละลำยบอเรตบัฟเฟอร์ สำรละลำยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และสำรละลำยบัฟเฟอร์ผสม 
(บอเรตและฟอสเฟต) เตรียมโดยปิเปตสำรละลำยบอเรตบัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 100 mM และ/
หรือ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 500 mM ลงในขวดวัดปริมำตรขนำด 25 mL ปริมำตรที่ปิ
เปตแสดงในตำรำงที่ 3.1 และในแต่ละขวด ปิเปตสำรละลำย TTAB ควำมเข้มข้น 5 mM 
ปริมำตร 2.5 mL (ควำมเขม้ข้นสุดท้ำยของ TTAB เท่ำกับ 0.5 mM) จำกนั้นปรับปริมำตรด้วยน้ ำ 
milli Q  
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ตำรำงที่ 3.1 ปริมำตรและควำมเข้มข้นของสำรละลำยบัฟเฟอร์ 

ชนดิของ
บัฟเฟอร ์

ควำมเขม้ขน้
บอเรต (mM) 

ปริมำตรบอเรตควำม
เขม้ขน้ 100 mM 

ที่ปเิปต (mL) 

ควำมเขม้ขน้
ฟอสเฟต (mM) 

ปริมำตรฟอสเฟตควำม
เขม้ขน้ 500 mM  

ที่ปเิปต (mL) 

 
บอเรต 

 

20 5.0 - - 
40 10.0 - - 
60 15.0 - - 
80 20.0 - - 
100 25.0 - - 

ฟอสเฟต 

- 1.0 20 - 
- 2.0 40 - 
- 3.0 60 - 
- 4.0 80 - 

 
บอเรตผสม

ฟอสเฟต 

10 2.5 10 0.5 
10 2.5 20 1.0 
10 2.5 30 1.5 
10 2.5 40 2.0 
10 2.5 50 2.5 
10 2.5 60 3.0 
10 2.5 70 3.5 
10 2.5 80 4.0 
20 5.0 10 0.5 
20 5.0 20 1.0 
20 5.0 30 1.5 
20 5.0 40 2.0 
20 5.0 50 2.5 
20 5.0 60 3.0 
20 5.0 70 3.5 
30 7.5 10 0.5 
30 7.5 20 1.0 
30 7.5 30 1.5 
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ตำรำงที่ 3.1 (ต่อ) ปริมำตรและควำมเข้มข้นของสำรละลำยบัฟเฟอร์ 

ชนดิของ
บัฟเฟอร ์

ควำมเขม้ขน้
บอเรต (mM) 

ปริมำตรบอเรตควำม
เขม้ขน้ 100 mM  

ที่ปเิปต (mL) 

ควำมเขม้ขน้
ฟอสเฟต (mM) 

ปริมำตรฟอสเฟตควำม
เขม้ขน้ 500 mM  

ที่ปเิปต (mL) 

บอเรตผสม
ฟอสเฟต 

30 7.5 40 2.0 
30 7.5 50 2.5 
40 10.0 10 0.5 
40 10.0 20 1.0 
40 10.0 30 1.5 
40 10.0 40 2.0 
50 12.5 10 0.5 
50 12.5 20 1.0 
50 12.5 30 1.5 

 

 จำกนั้นน ำสำรละลำยบัฟเฟอร์ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ที่เตรียมไว้มำวิเครำะห์ โดยใช้เทคนิค  CE เพ่ือ
หำชนิดและควำมเข้มข้นของสำรละลำยบัฟเฟอร์ที่เหมำะสมที่สำมำรถแยก ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต 
และแอสคอร์เบตได้อย่ำงสมบูรณ์ 

  3.4.2.2 ศึกษำ pH ที่เหมำะสมของบัฟเฟอร์ในกำรแยกสำร 

  เลือกชนิด และควำมเข้มข้นของบัฟเฟอร์ที่ เหมำะสมและให้ค่ำกำรแยก       
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ดีที่สุด (ค่ำกำรแยกมำกกว่ำหรือเท่ำกับ 1.5) และ
ปรับ pH ของสำรละลำยบัฟเฟอร์เป็น 6, 7, 8, 9 และ 10 โดยใช้ 0.1 M H3PO4 หรือ 1 M 
NaOH จำกนั้นน ำมำวิเครำะห์สำรละลำยมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่
ผสมรวมกัน เพ่ือเลือก pH ที่เหมำะสมของบัฟเฟอร์ที่ให้ค่ำกำรแยกดีที่สุดและใช้เวลำในกำร
วิเครำะห์ที่เหมำะสม 

3.4.3 ศึกษำศักย์ไฟฟ้ำที่มีผลต่อกำรแยกสำร 

เลือกชนิด ควำมเข้มข้น และ pH ของบัฟเฟอร์ที่เหมำะสมและให้ค่ำกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต 
มำเลต และแอสคอร์เบตที่ดีที่สุด และเปลี่ยนค่ำศักย์ไฟฟ้ำในกำรแยกสำรเป็น -15 kV -20 kV และ -25 
kV เพ่ือหำศักย์ไฟฟ้ำที่สำมำรถให้ค่ำกำรแยกท่ีดี และใช้เวลำในกำรวิเครำะห์ไม่นำนจนเกินไป 
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3.4.4 ศึกษำผลของตัวท ำละลำยอินทรีย์ 

          เลือกชนิด ควำมเข้มข้น pH ของบัฟเฟอร์ และควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำที่เหมำะสมและให้ค่ำกำร
แยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ดีที่สุด และเติมตัวท ำละลำยอินทรีย์คือสำรละลำย 
เมทำนอลควำมเข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20% เพ่ือหำควำมเข้มข้นของสำรละลำยเมทำนอลที่
สำมำรถให้ค่ำกำรแยกที่ดีขึ้น 

 

3.5 ตรวจสอบควำมใช้ไดข้องวธิวีเิครำะห์ 
 3.5.1 ขีดจ ำกัดของกำรวิเครำะห์ 
 ขีดจ ำกัดของกำรตรวจวัดด้วยเครื่องมือ (limit of detection, LOD) และขีดจ ำกัดของกำร
วิเครำะห์เชิงปริมำณด้วยเครื่องมือ (limit of quantitation, LOQ) หำได้จำกกำรเตรียมสำรละลำย
มำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ผสมรวมกัน โดยแต่ละชนิดมีควำมเข้มข้น 25, 20, 
15, 10, 8, 5 และ 3 mg/L จำกนั้นน ำไปวิเครำะห์ด้วยเทคนิคคะพิลลำรีอิเล็กโทรโฟริซิส โดยใช้ภำวะที่
เหมำะสม และวัดอัตรำส่วนของสัญญำนต่อสัญญำณรบกวน (signal to signal ratio, S/N) ที่ให้ค่ำ
ใกล้เคียงกับ 3 และ 10 ท ำกำรค ำนวณขีดจ ำกัดของกำรตรวจวัดด้วยเครื่องมือ และขีดจ ำกัดของกำร
วิเครำะห์เชิงปริมำณด้วยเครื่องมือ ด้วยสมกำรที่ 3.1 และ 3.2 ตำมล ำดับ 

 

𝐿𝑂𝐷 =
3

𝑆/𝑁
× 𝐶diluted    (3.1) 

 

                  𝐿𝑂𝑄 =
10

𝑆/𝑁
× 𝐶diluted                (3.2) 

 

เมื่อ Cdiluted คือ ควำมเข้มข้นของสำร (mg/L) 
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 3.5.2 กรำฟมำตรฐำน (Calibration curve) 
 สร้ำงกรำฟมำตรฐำนได้จำกกำรโดยกำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต 
และแอสคอร์เบต ที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ในขวดวัดปริมำตรขนำด 25 mL และปรับปริมำตรด้วยน้ ำ Milli 
Q โดยปริมำตรของสำรละลำยมำตรฐำนที่ต้องปิเปตแสดงดังตำรำงที่ 3.2 และ 3.3 จำกนั้นน ำไปวิเครำะห์
ด้วยเทคนิด CE โดยใช้ภำวะที่เหมำะสม และสร้ำงกรำฟโดยก ำหนดให้แกน x คือ ควำมเข้มข้นของสำร 
แกน Y คือ พื้นที่ใต้พีคที่ปรับค่ำ (Corrected Area, Acorr) ซ่ึง Acorr สำมำรถหำได้ดังสมกำรที่ 3.0 

 

ตำรำงที่ 3.2 กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนเพ่ือสร้ำงกรำฟมำตรฐำนจำก stock solution ควำมเข้มข้น 
1000 mg/L 

ขวดที ่
ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำย (mg/L) 

ปริมำตรของสำรละลำย stock solution 
1000 mg/L ที่ใช ้(µL) 

ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต แอสคอร์เบต ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต แอสคอร์เบต 
1 10 25 25 25 250 625 625 625 
2 30 100 100 50 750 2,500 2,500 1,250 
3 50 250 250 100 1,250 6,250 6,250 2,500 

 

ตำรำงที่ 3.3 กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนเพ่ือสร้ำงกรำฟมำตรฐำนจำก stock solution ควำมเข้มข้น 
2000 mg/L 

 
ขวดที ่

 

ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำย (mg/L) 
ปริมำตรของสำรละลำยstock solution 

2000 mg/L ที่ใช ้(µL) 
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต แอสคอร์เบต ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต แอสคอร์เบต 

4 70 350 350 150 875 4,375 4,375 1,875 
5 100 500 500 200 1,250 6,250 6,250 2,500 
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3.5.3 ควำมเที่ยง (Precision) 
  3.5.3.1 เตรียมสำรละลำยมำตรฐำน ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ผสม
รวมกัน ดังตำรำงที่ 3.4 

 

ตำรำงที่ 3.4 ควำมเข้มข้นและปริมำตรของสำรละลำยมำตรฐำนเพ่ือหำควำมเที่ยงของวิธีวิเครำะห์ 

ขวดที ่
 

ควำมเขม้ขน้ของสำรละลำย (mg/L) 
ปริมำตรของสำรละลำยstock solution 

1000 mg/L ที่ใช ้(µL) 
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต แอสคอร์เบต ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต แอสคอร์เบต 

1 20 30 30 30 500 750 750 750 

2 90 180 180 180 2,250 4,500 4,500 4,500 

 

3.5.3.2 น ำสำรละลำยมำตรฐำนจำกตำรำงที่ 3.4 มำวิเครำะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้
สำรละลำยบัฟเฟอร์ที่เหมำะสม ดังหัวข้อที่ 3.4.2 ท ำกำรทดลองภำยในวันเดียว ( intraday 
precision) โดยท ำกำรวิเครำะห์ 10 ครั้ง ในหนึ่งวัน และท ำกำรวิเครำะห์ต่ำงวันเป็นเวลำ 3 วัน 
(Interday precision) เพ่ือหำควำมเที่ยงของวิธีวิเครำะห์ 

 

 3.5.4 ควำมแม่น (Accuracy) 
 ค ำนวนได้จำกกำรเติมสำรละลำยมำตรฐำนที่ทรำบควำมเข้มข้นที่แน่นอนลงในตัวอย่ำงชำพร้อม
ดื่ม จำกนั้นน ำไปวิเครำะห์ด้วยเทคนิค CE เพ่ือค ำนวณหำค่ำร้อยละกำรกลับคืนของสำรละลำยมำตรฐำนที่
เติมลงไป ขั้นตอนกำรเตรียมสำรละลำยและกำรหำค่ำควำมแม่นท ำได้ดังนี้ 

3.5.4.1 เตรียมตัวอย่ำงชำพร้อมดื่มที่เจือจำง 2 เท่ำโดยท ำกำรกรองชำตัวอย่ำงด้วยด้วย 
syringe filter ขนำด 0.45 µm จำกนั้นปิเปตมำ 2,500 µL ลงในขวดวัดปริมำตรขนำด 5 mL 
ผสมและปรับปริมำตรด้วยน้ ำ Milli Q ปริมำตร 5,000 µL 
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3.5.4.2 เตรียมตัวอย่ำงชำพร้อมดื่มเจือจำง 2 เท่ำที่เติมสำรละลำยมำตรฐำนออกซำเลต 
ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต โดยปิเปตชำพร้อมดื่ม (ตัวอย่ำงเดียวกับ 3.5.4.1) 5,000 µL  
ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำนควำมเข้มข้น 2,000 mg/L ปริมำตร 125 µL (ควำมเข้มข้นสุดท้ำยคือ 
25 mg/L) ลงในขวดวัดปริมำตรขนำด 10 mL และปรับปริมำตรด้วยน้ ำ Milli Q จำกนั้นท ำกำร
กรองด้วย syringe filter ขนำด 0.45 µm 

3.5.4.3 หำปริมำณออกซำเลต มำเลต และแอสคอร์เบต ในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงที่เตรียม
ในหัวข้อที่ 3.5.4.1 และ 3.5.4.2 ด้วยเทคนิค CE โดยท ำกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงชำพร้อมดื่มชนิด
ละ 10 ครั้ง 

3.5.4.4 ค ำนวณหำร้อยละของกำรกลับคืน (%recovery) ของสำรละลำยมำตรฐำนผสม
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่เติมลงไป โดยน ำค่ำพ้ืนที่ใต้พีคปรับค่ำ (corrected 
peak area, Acorr) ที่วิเครำะห์ได้มำค ำนวณหำควำมเข้มข้นของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และ
แอสคอร์เบตจำกกรำฟมำตรฐำนที่ท ำขึ้นในหัวข้อ 3.5.2 จะได้ปริมำณควำมเข้มข้นของ 
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่วิเครำะห์ได้ในตัวอย่ำงชำพร้อมดื่มที่ไม่เติม
สำรละลำยมำตรฐำน (จำกสำรละลำยในหัวข้อ 3.5.4.1) และควำมเข้มข้นของออกซำเลต ซิเทรต 
มำเลต และแอสคอร์เบตทั้งหมดที่มีอยู่ในตัวอย่ำงชำพร้อมดื่มรวมกับสำรละลำยมำตรฐำน 
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่เติมลงไป (จำกสำรละลำยในหัวข้อ 3.5.4.2) 
จำกนั้นน ำมำค ำนวณหำค่ำร้อยละกำรกลับคืน (% recovery) ของสำรละลำยมำตรฐำน 
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่เติมลงไป ดังสมกำรที่ 3.3 

 

% Recovery =
ควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำนที่วิเครำะห์ได้

ควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำนที่เติมลงไป
  × 100    (3.3) 
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3.6 วเิครำะหป์ริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอรเ์บตในตวัอยำ่งชำพร้อมดืม่โดยวธิ ีCE ที่
พัฒนำขึน้ 
 น ำชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงที่เจือจำง 2 เท่ำด้วยน้ ำ Milli Q มำตรวจวิเครำะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้
ภำวะที่เหมำะสม ตำมหัวข้อที่ 3.4.2 จำกนั้นค ำนวน Acorr ของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์-
เบต แล้วน ำมำค ำนวณควำมเข้มข้นของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต จำกกรำฟมำตรฐำน
ที่ได้ท ำข้ึนในหัวข้อที่ 3.5.2 จำกสมกำรเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำน ดังนี้ 

y = mx + c                                         (3.4) 
 y  คือ  พ้ืนที่ใต้พีคแก้ไข (corrected peak area, Acorr) ของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ 

 m  คือ  ควำมชันของกรำฟ 

 x  คือ  ควำมเข้มข้นของสำรที่วิเครำะห์ (mg/L) 

 c  คือ  จุดตัดแกน y ของกรำฟ 
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บทที ่ 4 

ผลกำรทดลองและวิเครำะห์ผล 
 

 

 CE เป็นเทคนิคกำรแยกสำรโดยอำศัยควำมแตกต่ำงของค่ำควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำง
ไฟฟ้ำของสำรภำยใต้อิทธิพลของสนำมไฟฟ้ำ โดยสำรจะเคลื่อนที่ได้เนื่องจำกค่ำ µ ของสำรเองรวมกับ 
EOF ในภำวะปกติของ CE คือกำรใช้ศักย์ไฟฟ้ำแบบขั้วปกติ (normal polarity) ซึ่งคะพิลลำรีด้ำนบรรจุ
สำรตัวอย่ำงเข้ำ  (inlet) เป็นขั้วบวก (anode) ส่วนด้ำนปลำยออกหรือด้ำนเครื่องตรวจวัด (outlet) เป็น
ขั้วลบ (cathode) ล ำดับกำรออกของสำรจะเป็นดังนี้ สำรที่เป็นไอออนบวกจะสำมำรถแยกออกมำได้ก่อน 
ตำมด้วยสำรที่เป็นกลำงและสำรเป็นไอออนลบ โดยอิทธิพลควำมแรงของ EOF จะช่วยให้สำรที่เป็นกลำง
และสำรที่เป็นไอออนลบสำมำรถเคลื่อนที่ไปยังเครื่องตรวจวัดได้ แต่หำกสำรตัวอย่ำงมีประจุลบมำก เช่น 
ในกรณีของ ออกซำเลต มำเลต แอสคอร์เบต ที่มีประจุ 2 ลบ และซิเทรตที่มีประจุ 3 ลบ ซึ่งมีค่ำ µ สูง ท ำ
ให้ต้ำนแรงของ EOF ได้มำก ท ำให้สำรออกมำช้ำ หรือ EOF อำจไม่สำมำรถพำสำรออกมำได้ ดังนั้นจึงต้อง
ใช้ศักย์ไฟฟ้ำแบบกลับขั้ว (reversed polarity) โดยที่คะพิลลำรีด้ำนบรรจุสำรตัวอย่ำงเข้ำเป็นขั้วลบและ
ด้ำนปลำยออกหรือด้ำนเครื่องตรวจวัดเป็นขั้วบวก เพ่ือให้สำรที่มีประจุลบมำก (µ สูง) เคลื่อนที่ไปยังด้ำน
เครื่องตรวจวัดที่เป็นขั้วบวกได้ แต่อำจใช้เวลำในกำรแยกสำรนำนเนื่องจำก EOF ยังมีทิศทำงกำรเคลื่อนที่
ไปทำงข้ัวลบซึ่งสวนทำงกับสำรที่เป็นไอออนลบ ดังนั้นจึงต้องกลับทิศของ EOF (reversed EOF) โดยเติม
สำรลดแรงตึงผิวชนิดแคทไอออนลงในสำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ ดังนั้นสำรตัวอย่ำงที่เป็นไอออนลบจึง
สำมำรถเคลื่อนที่ผ่ำนเครื่องตรวจวัดได้เร็วขึ้น โดยในกำรทดลองนี้เลือกใช้ เตตระเดซิลไตรเมทิลแอมโม
เนียมโบรไมด์ (tetradecyltrimethylammonium bromide, TTAB) ที่ควำมเข้มข้น 0.5 mM ซึ่งเป็น
สำรลดแรงตึงผิวที่นิยมใช้ในกำรกลับทิศของ EOF เนื่องจำกมีรำคำถูก  

 กรดออกซำลิก (oxalic acid, C2H2O4) สำมำรถแตกตัวให้ประจุลบ มีค่ำคงที่ของกำรแตกตัว 
(pKa) 2 ค่ำ คือ 1.23 และ 4.28 นั่นคือกรดออกซำลิกสำมำรถแตกตัวได้ 2 ครั้งและให้ประจุ 2 ลบ กรด
ซิทริก (citric acid, C6H8O7) มีค่ำคงที่กำรแตกตัว 3 ค่ำ คือ 3.13, 4.67 และ 6.40 นั่นคือ กรดซิทริก
สำมำรถแตกตัวได้ 3 ครั้งและให้ประจุ 3 ลบ กรดมำลิก (malic acid, C4H6O5) มีค่ำคงที่กำรแตกตัว 2 ค่ำ 
คือ 3.40 และ 5.2 นั่นคือกรดมำลิกสำมำรถแตกตัวได้ 2 ครั้งและให้ประจุ 2 ลบ และกรดแอสคอร์บิก  
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(ascorbic acid, C6H8O6) มีค่ำคงที่กำรแตกตัว 2 ค่ำคือ 4.17 และ 11.57 นั่นคือกรดแอสคอร์บิกสำมำรถ
แตกตัวได้ 2 ครั้งและให้ประจุ 2 ลบ แสดงดังตำรำงที่ 4.1 ส ำหรับปฏิกิริยำกำรแตกตัวของกรดอ่อน (HA) 
แสดงดังสมกำรที่ 4.1 

ตำรำงที่ 4.1 แสดงโครงสร้ำงของสำรเมื่อแตกตัวเป็นประจุลบ 

 
โครงสรำ้ง 

ค่ำคงที่กำรแตกตวั (pKa) 
pKa1 pKa2 pKa3 

Oxalic acid 
 

1.23 4.28 - 

Citric acid  3.13 4.67 6.40 

Malic acid 
 
 3.40 5.20 - 

Ascorbic acid 
 
 4.17 11.57 - 

 

       HA                   H+  +  A-     (4.1) 

 

ระดับขั้นกำรแตกตัว (degree of ionization, α) สำมำรถหำได้จำกสมกำรที่ 4.2 จะเห็นว่ำระดับขั้นกำร
แตกตัวของสำรมีควำมสัมพันธ์กับค่ำ pH และ pKa ของสำร ดังแสดงในสมกำรที่ 4.3 กล่ำวคือที่ pH 
เท่ำกับ pKa ดีกรีกำรแตกตัวจะเท่ำกับ 0.5 หรือสำรสำมำรถแตกตัวได้ 50% เท่ำนั้น แต่หำกต้องกำรให้
สำรแตกตัวได้เกือบ 100% จะต้องใช้บัฟเฟอร์ที่มีค่ำ pH มำกกว่ำ pKa  ของสำรอย่ำงน้อย 2 หน่วย จึงจะ
ท ำให้สำรเกิดกำรแตกตัวได้เกือบ 100% และในกำรศึกษำนี้ได้เลือกบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตกับ
ฟอสเฟตส ำหรับกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต เนื่องจำกบอเรตมีค่ำ pKa 3 ค่ำ 
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คือ 9.14 12.74 และ13.80 และฟอสเฟตมีค่ำ pKa 3 ค่ำคือ 2.12 7.21 และ 12.32  จึงสำมำรถใช้เป็น
บัฟเฟอร์ได้ทั้งในช่วงที่เป็นกรด กลำง และเบส โดยบอเรตและฟอสเฟตมีค่ำ pKa ที่เหมำะส ำหรับกำรแยก
สำรเนื่องจำกครอบคลุมค่ำ pKa ของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ต้องกำรวิเครำะห์ 
ส ำหรับกำรศึกษำภำวะที่เหมำะสมในกำรแยกออกซำเลต มำเลต ซิเทรต และแอสคอร์เบตด้วยเทคนิค CE 
ได้ท ำกำรศึกษำปัจจัยต่ำง ๆ ดังต่อไปนี้ 

    α  =   
[𝐴−]

[𝐴−]+[𝐻𝐴]
             (4.2) 

    α =   
1

1+10(𝑝𝐾𝑎−𝑝𝐻)            (4.3) 

4.1 ภำวะทีเ่หมำะสมในกำรแยกออกซำเลต ซเิทรต มำเลต และแอสคอร์เบตดว้ยเทคนคิ CE 
4.1.1 ผลของชนิดและพีเอชของบัฟเฟอร์ 

  4.1.1.1 บอเรตบัฟเฟอร์ (borate buffer) 
 

 เนื่องจำกบอเรตบัฟเฟอร์มีค่ำ pKa เท่ำกับ 9.14 จึงสำมำรถใช้ได้ในช่วง pH 8.0-10.0 ซึ่งจะท ำให้
กรดออกซำลิก ซิทริก มำลิก และแอสคอร์บิก แตกตัวให้เป็นไอออนลบ บอเรตเป็นบัฟเฟอร์ที่นิยมใช้เมื่อ
ต้องกำร pH ในช่วงที่เป็นเบส เนื่องจำกสำมำรถเตรียมได้ง่ำยโดยกำรชั่งโซเดียมเตตระบอเรตเดคะไฮเดรต 
(Na2B4O7·10H2O) น ำมำละลำยน้ ำ จะได้สำรละลำยบอเรตบัฟเฟอร์ที่มี pH ประมำณ 9.2 โดยไม่ต้องปรับ 
pH  จำกนั้นเติม TTAB ควำมเข้มข้น 0.5 mM เพ่ือลองแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต 
ผลกำรทดลองที่ได้แสดงดังรูปที่ 4.2 ซึ่งจะเห็นว่ำซิเทรตและมำเลตไม่สำมำรถแยกออกจำกกันได้ โดยเมื่อ
เพ่ิมควำมเข้มข้นของบัฟเฟอร์จะท ำให้มีไอออนในสำรละลำยมำกและเคำน์เตอร์ไอออนจำกบัฟเฟอร์อำจ
ล้อมรอบสำรตัวอย่ำง ท ำให้สำรมีขนำดใหญ่ขึ้น ส่งผลให้ค่ำ µ ของสำรลดลงจึงเคลื่อนที่ออกมำได้ช้ำลง 
แต่จะเห็นว่ำสำรใช้เวลำ (ไม่ถึง 2 นำที) ในกำรเคลื่อนที่ออกมำเร็วมำก ทั้งนี้อำจเนื่องมำจำก pH ของ
บอเรตบัฟเฟอร์มีค่ำสูง ท ำให้สำรแตกตัวเป็นไอออนลบได้ดี ส่งผลให้มีค่ำ µ สูง จึงเคลื่อนที่ออกมำได้เร็ว 
จนท ำให้พีคซิเทรตและมำเลตไม่สำมำรถแยกออกจำกกันได้ อย่ำงไรก็ตำมถึงแม้ว่ำกำรเพ่ิมควำมเข้มข้น
ของบัฟเฟอร์จะท ำให้สำรเคลื่อนที่ออกมำช้ำลง แต่ในกรณีนี้พบว่ำเมื่อเพ่ิมควำมเข้มข้นของบอเรต
บัฟเฟอร์มำกกว่ำ 100 mM จะท ำให้ให้กระแสไฟฟ้ำที่ได้มีค่ำสูง (ใกล้ 200 µA) ซึ่งจะเสี่ยงต่อกำรหยุด
ท ำงำนของเครื่อง CE  
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รูปที่ 4.2 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของควำมเข้มข้นของบอเรตบัฟเฟอร์ต่อควำมสำมำรถในกำรแยก
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตควำมเข้มข้น 100 mg/L โดยใช้บอเรตบัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 
(ก) 20 (ข) 60 (ค) 80 และ (ง) 100 mM พีค 1 คือ ออกซำเลต พีค 2 คือ ซิเทรต พีค 3 คือ มำเลต และ
พีค 4 คือ แอสคอร์เบต ภำวะของ CE ที่ใช้คือ uncoated fused silica capillary ขนำดเส้นผ่ำน
ศูนย์กลำงภำยใน 50 µm ยำว 60.2 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ศักย์ไฟฟ้ำ -20 kV บรรจุสำรด้วย
ควำมดัน 0.5 psi เป็นเวลำ 10 วินำที และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ควำมยำวคลื่น 195 nm 
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 4.1.1.2 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer) 
 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นบัฟเฟอร์ที่นิยมใช้ในกำรแยกด้วยเทคนิค CE ในช่วง pH 6.2-8.2 เนื่องจำก
ฟอสเฟตมี pKa ค่ำหนึ่งที่ 7.22  นอกจำกนี้ฟอสเฟตยังช่วยป้องกันกำรเกิดอันตรกิริยำของสำรกับผนัง
คะพิลลำรีได้ ท ำให้สำรเกิดกำรแยกได้ดีขึ้น ในกำรทดลองนี้จึงศึกษำควำมเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
โดยปรับควำมเข้มข้นเป็น 20 และ 60 mM ผลกำรทดลองแสดงดังรูปที่ 4.3 ซึ่งซิเทรตและมำเลตไม่
สำมำรถแยกออกจำกกันได้ และเมื่อเพ่ิมควำมเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์จะเห็นว่ำสำรเคลื่อนที่ออกมำ
ได้ช้ำลง อำจเป็นผลมำจำกค่ำควำมแรงไอออนิกในสำรละลำยที่มีค่ำมำกขึ้น ท ำให้สำรตัวอย่ำงมีขนำด
ใหญ่ขึ้นเนื่องจำกไอออนที่มำล้อมรอบมีจ ำนวนมำกขึ้น สำรจึงมีค่ำ µ ลดลง อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำเมื่อใช้
ควำมเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์สูงกว่ำ 100 mM จะท ำให้กระแสไฟฟ้ำมีค่ำสูงเกิน 200 µA นั่นคือ กำร
ใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ยังไม่สำมำรถแยกพีคของซิเทรตและมำเลตได้ 

 

 

รูปที่ 4.3 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของควำมเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ต่อควำมสำมำรถในกำร
แยกออกซำเลต ซิเทรต  มำเลต และแอสคอร์เบตที่เป็นสำรละลำยมำตรฐำนผสมควำมเข้มข้น 100 mg/L 
โดยใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น (ก) 20 และ (ข) 60 mM พีค 1 คือ ออกซำเลต พีค 2 คือ ซิเทรต 
พีค 3 คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 4.2 



39 

 

 

 

 

4.1.1.3 บัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตและฟอสเฟต 
 

          เนื่องจำกบัฟเฟอร์เพียงชนิดเดียวยังไม่สำมำรถแยกซิเทรตและมำเลตได้ ดังนั้นจึงได้
ทดลองใช้บัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตกับฟอสเฟต เนื่องจำกบัฟเฟอร์ทั้งสองชนิดมีค่ำ pKa ครอบคลุม pKa 
ของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต โดยท ำกำรศึกษำควำมเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำง
บอเรตกับฟอสเฟตที่เหมำะสมในกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต กรดมำเลต และแอสคอร์เบต โดย
ท ำกำรศึกษำในช่วงควำมเข้มข้นรวมของบัฟฟเฟอร์ผสมที่ 20-120 mM ผลกำรทดลองแสดงดังรูปที่ 4.4 
(ก) และ 4.4(ข) จะเห็นได้ว่ำกำรเพ่ิมควำมเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมท ำให้สำรเคลื่อนที่มำยังเครื่องตรวจวัด
ได้ช้ำลง เนื่องจำกค่ำควำมแรงไอออนิกในสำรละลำยที่มีค่ำมำกขึ้น ท ำให้สำรตัวอย่ำงมีขนำดใหญ่ขึ้น
เนื่องจำกไอออนที่มำล้อมรอบมีจ ำนวนมำกขึ้นส่งผลให้ควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำร
ลดลง จำกรูปที่ 4.4(ก) พบว่ำอัตรำส่วนควำมเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตควำมเข้มข้น 20 
mM โดยปรับควำมเข้มข้นของฟอสเฟตเป็น 20 40 60 80 และ 100 mM พบว่ำยังไม่สำมำรถแยกพีค
ของซิเทรตและมำเลตออกจำกกันได้อย่ำงสมบูรณ์ จำกรูปที่ 4.4(ข) เมื่อใช้บอเรตควำมเข้มข้น 30 mM 
และปรับควำมเข้มข้นของฟอสเฟตเป็น 20 40 60 80 และ 100 mM พบว่ำบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรต
ควำมเข้มข้น 30 mM กับฟอสเฟตควำมเข้มข้น 40 mM สำมำรถแยกพีคของซิเทรตและมำเลตออกจำก
กันได้แต่ยังไม่ดีนัก โดยให้ค่ำกำรแยก (Rs) เท่ำกับ 0.87 (Rs น้อยกว่ำ 1.5) 
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รูปที่ 4.4 (A)  อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของควำมเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตกับฟอสเฟต
ต่อควำมสำมำรถในกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ที่เป็นสำรละลำยมำตรฐำนผสม
ควำมเข้มข้น 100 mg/L โดยใช้บัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตควำมเข้มข้น 20 mM กับฟอสเฟตที่ปรับ
ควำมเข้มข้น (ก) 20 (ข) 40 (ค) 60 (ง) 80 และ (จ) 100 mM พีค 1 คือ ออกซำเลต พีค 2 คือ ซิเทรต  
พีค 3 คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.4 (B)  อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของควำมเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตกับฟอสเฟต 
ต่อควำมสำมำรถในกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่เป็นสำรละลำยมำตรฐำนผสม
ควำมเข้มข้น 100 mg/L โดยใช้ควำมเข้มข้นของบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตเข้มข้น 30 mM กับฟอสเฟต
ที่ปรับควำมเข้มข้นเป็น (ก) 20 (ข) 40 (ค) 60 (ง) 80 และ (จ) 100 mM พีค 1 คือ ออกซำเลต พีค 2 คือ 
ซิเทรต พีค 3 คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 4.2 
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4.1.2 ผลของพีเอชของบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตกับฟอสเฟต  
 

เนื่องจำกในกำรทดลองนี้เป็นกำรวิเครำะห์สำรที่เป็นประจุลบ ซึ่งบัฟเฟอร์ที่เลือกใช้ในกำรทดลองนี้คือ
บัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตกับฟอสเฟตที่ควำมเข้มข้นของบอเรตเท่ำกับ 30 mM ผสมกับฟอสเฟตควำม
เข้มข้น 40 mM เนื่องจำกสำมำรถแยกพีคของซิเทรตกับมำเลตออกจำกกันได้แต่ยังไม่ดีนัก โดยให้ค่ำกำร
แยก (Rs) เท่ำกับ 0.87 จึงต้องท ำกำรศกึษำ pH ของบัฟเฟอร์ โดยศึกษำค่ำ pH ดังนี้คือ pH 6.0, 7.0, 8.0, 
9.0 และ 10.0 ซึ่งเป็นช่วงที่ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตแตกตัวได้เกือบ 100% ผลกำร
ทดลองที่ได้แสดงดังรูปที่ 4.5 ซึ่งจะเห็นว่ำเมื่อเพ่ิมค่ำ pH ของบัฟเฟอร์ จะท ำให้สำรเคลื่อนที่ออกมำได้เร็ว
ขึ้น เนื่องจำกค่ำ pH ของสำรละลำยบัฟเฟอร์ที่สูงจะส่งผลให้สำรที่เป็นกรดอ่อนมีดีกรีกำรแตกตัวมำกขึ้น 
ท ำให้ควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำรมีค่ำเพ่ิมขึ้นสำรจึงเคลื่อนที่ออกมำได้เร็วขึ้น ดังนั้นจึง
เลือกใช้บัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตกับฟอสเฟตที่ pH 7  โดยสำมำรถแยกพีคของซิเทรตและมำเลตออก
จำกกันได้อย่ำงสมบูรณ์และให้ค่ำกำรแยกเท่ำกับ 2.58 
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รูปที่ 4.5 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของพีเอชของบัฟเฟอร์ผสมของบอเรตควำมเข้มข้น 30 mM และ
ฟอสเฟตควำมเข้มข้น 40 mM ต่อควำมสำมำรถในกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่
เป็นสำรละลำยมำตรฐำนผสมควำมเข้มข้น 100 mg/L โดยปรับพีเอชของบัฟเฟอร์ผสมเป็น (ก) pH 6.0 
และ (ข) pH 7.0 (ค) pH 8.0 (ง) pH 9.0 และ (จ) pH 10.0  พีค 1 คือ ออกซำเลต พีค 2 คือ ซิเทรต 
พีค 3 คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูปที่ 4.2 
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               4.1.3 ผลของควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำ 
 

              หลังจำกได้ควำมเข้มข้น และ pH ของบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตกับฟอสเฟตที่เหมำะสม
ส ำหรับกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตแล้ว ต่อมำได้ศึกษำผลของควำมต่ำง
ศักย์ไฟฟ้ำที่ใช้ในกำรแยกเพ่ือให้ค่ำกำรแยกที่ดีที่สุดของสำรทั้งสี่ชนิด โดยปรับค่ำศักย์ไฟฟ้ำที่ใช้เป็น -15, 
-20 และ -25 kV ตำมล ำดับ ผลกำรทดลองแสดงในรูปที่ 4.6 จะเห็นว่ำเมื่อควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำที่ใช้สูงขึ้น
ท ำให้สำรเคลื่อนที่ออกมำได้เร็วขึ้น เนื่องจำกกำรเพ่ิมควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำนั้นท ำให้เกิดควำมเข้มของ
สนำมไฟฟ้ำ (E) ที่มำกข้ึนและส่งผลให้ไอออนของสำรเคลื่อนที่ไปยังเครื่องตรวจวัดได้เร็วขึ้น โดยพบว่ำเมื่อ
ใช้ค่ำศักย์ไฟฟ้ำเป็น -15 kV พีคของซิเทรตและมำเลต จะแยกออกจำกกันได้อย่ำงสมบูรณ์โดยมีค่ำกำร
แยกเท่ำกับ 3.45 แต่เวลำที่สำรเคลื่อนที่ออกมำจะช้ำ ในขณะที่เมื่อใช้ศักย์ไฟฟ้ำเป็น -25 kV พีคของซิ
เทรตและมำเลตแยกออกจำกกันได้ไม่ดีนักโดยมีค่ำกำรแยกเท่ำกับ 1.39 ดังนั้นจึงเลือกใช้ศักย์ไฟฟ้ำที่ -20 
kV เนื่องจำกพีคของซิเทรตและมำเลตสำมำรถแยกออกจำกกันได้อย่ำงสมบูรณ์ โดยมีค่ำกำรแยกเท่ำกับ 
2.63 ทั้งสำรยังใช้เวลำในกำรเคลื่อนท่ีออกมำเร็วกว่ำกำรใช้ศักย์ไฟฟ้ำที่ -15 kV  
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รูปที่ 4.6 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำต่อควำมสำมำรถในกำรแยกออกซำเลต 
ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่เป็นสำรละลำยมำตรฐำนผสมควำมเข้มข้น 100 mg/L โดยปรับค่ำควำม
ต่ำงศักย์ไฟฟ้ำเป็น (ก) -15 kV (ข) -20 kV และ (ค) -25 kV พีค 1 คือ ออกซำเลต พีค 2 คือ ซิเทรต พีค 3 
คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูป 4.2 
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  4.1.4 ผลของกำรเติมตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
 

 เพ่ือให้ได้ภำวะที่ดีที่สุดส ำหรับกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต จึง
ท ำกำรศึกษำผลของกำรเติมตัวท ำละลำยอินทรีย์ โดยเติมสำรละลำยเมทำนอลควำมเข้มข้น 5%, 10%, 
15% และ 20% ตำมล ำดับ ผลกำรทดลองแสดงดังรูปที่ 4.7 จะเห็นว่ำเมื่อเพ่ิมควำมเข้มข้นของสำรละลำย
เมทำนอลสำรจะเคลื่อนที่ออกมำช้ำลง เนื่องจำกตัวท ำละลำยอินทรีย์ที่ควำมเข้มข้นเพ่ิมขึ้นจะท ำให้
สำรละลำยบัฟเฟอร์มีควำมหนืดมำกขึ้น ทั้งยังท ำให้สำรที่เป็นกรดอ่อนแตกตัวได้น้อยลง ส่งผล ให้
ควำมสำมำรถในกำรเคลื่อนที่ทำงไฟฟ้ำของสำรลดลง สำรจึงเคลื่อนที่ออกมำได้ช้ำ ลง โดยกำรเติม 
ตัวท ำละลำยอินทรีย์ลงในสำรละลำยบัฟเฟอร์นั้นไม่ช่วยให้ค่ำกำรแยกของพีคซิเทรตและมำเลตดีขึ้น 

 

รูปที่ 4.7 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงผลของกำรเติมตัวท ำละลำยอินทรีย์ต่อควำมสำมำรถในกำรแยกออก
ซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่เป็นสำรละลำยมำตรฐำนผสมควำมเข้มข้น 100 mg/L โดยเติม
เมทำนอลและปรับควำมเข้มข้นเป็น (ก) ไม่เติมตัวท ำละลำยอินทรีย์  (ข) 5% (ค) 10% (ง) 15% และ (จ) 
20% พีค 1 คือ ออกซำเลต พีค 2 คือ ซิเทรต พีค 3 คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะ
อ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูป 4.2 
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             จำกกำรศึกษำภำวะที่เหมำะสมในกำรแยกออกซำเลต มำเลต ซิเทรต และแอสคอร์เบตด้วย
เทคนิค CE พบว่ำภำวะที่เหมำะสมที่ให้ค่ำกำรแยกที่ดีที่สุดคือ กำรใช้สำรละลำยบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำง
บอเรตควำมเข้มข้น 30 mM และฟอสเฟตควำมเข้มข้น 40 mM ที่ pH 7  และใช้ค่ำศักย์ไฟฟ้ำในกำรแยก
สำรเท่ำกับ -20 kV ดังแสดงในรูปที่ 4.8 ซึ่งพบว่ำภำยใต้ภำวะนี้พีคของซิเทรตและมำเลตสำมำรถแยกออก
จำกกันอย่ำงสมบูรณ์ที่สุด โดยให้ค่ำกำรแยกของพีคซิเทรตและมำเลตเท่ำกับ 2.63 และใช้เวลำในกำร
วิเครำะห์ประมำณ 5 นำที ดังนั้นจึงเลือกใช้ภำวะนี้ในกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ และน ำไป
ประยุกต์ใช้ในกำรหำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในตัวอย่ำงชำพร้อมดื่ม 

 

 

รูปที่ 4.8 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่เป็น
สำรละลำยมำตรฐำนผสมควำมเข้มข้น 100 mg/L โดยใช้สำรละลำยบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตควำม
เข้มข้น 30 mM และฟอสเฟตควำมเข้มข้น 40 mM ปรับ pH ของบัฟเฟอร์ผสมเป็น 7.0 และใช้ค่ำควำม
ต่ำงศักย์ไฟฟ้ำในกำรแยกสำรเท่ำกับ -20 kV พีค 1 คือ ออกซำเลต พีค 2 คือ ซิเทรต พีค 3 คือ มำเลต 
และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะอ่ืน ๆ ของ CE แสดงในรูป 4.2 
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4.2 กำรตรวจสอบควำมใชไ้ดข้องวธิวีเิครำะห์ (Method validation) 
 จำกกำรทดลองในหัวข้อ 4.1 เพ่ือหำภำวะที่เหมำะสมในกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และ
แอสคอร์เบต ได้แก่ บอเรตบัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 30 mM ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 40 mM 
pH 7.0 และ TTAB ควำมเข้มข้น 0.5 mM ศักย์ไฟฟ้ำที่ใช้เท่ำกับ -20 kV จำกนั้นตรวจสอบควำมใช้ได้
ของวิธีที่เลือก โดยหำค่ำต่ำง ๆ ดังต่อไปนี้ 

 4.2.1 ขีดจ ำกัดของกำรตรวจวัดและขีดจ ำกัดกำรวิเครำะห์เชิงปริมำณด้วยเครื่องมือ (Limit of 
detection, LOD and limit of Quantitation, LOQ) 
  ท ำได้โดยกำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต 
และน ำไปวิเครำะห์ด้วยเทคนิค CE ตำมวิธีที่พัฒนำขึ้น และวัดอัตรำส่วนของสัญญำณต่อสัญญำณรบกวน 
(signal to noise ratio, S/N) จนกระทั่งได้ค่ำสัญญำณใกล้เคียง 3 ส ำหรับ LOD และ 10 ส ำหรับ LOQ 
และค ำนวนค่ำ LOD และ LOQ ตำมสมกำรที่ 3.1 และ 3.2 ตำมล ำดับ โดยผลกำรทดลองแสดงดัง 
ตำรำงที่ 4.1 

 

ตำรำงที่ 4.2 ขีดจ ำกัดของกำรตรวจวัดและขีดจ ำกัดกำรวิเครำะห์เชิงปริมำณด้วยเครื่องมือ 

สำรมำตรฐำน LOD (mg/L) LOQ (mg/L) 

ออกซำเลต 3 10 

ซิเทรต 5 8 

มำเลต 10 25 

แอสคอร์เบต 15 20 

 

  

 

 



49 

 

 

 

 

4.2.2 กรำฟเทียบมำตรฐำน (calibration curve) 
  ก่อนกำรวิเครำะห์ ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในแต่ละวัน จะท ำกำร
สร้ำงกรำฟมำตรฐำนโดยเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ที่ควำม
เข้มข้นต่ำงๆ ดังตำรำงที่ 3.2 และ3.3 จำกนั้นน ำไปวิเครำะห์ด้วยเทคนิค CE โดยใช้ภำวะที่เหมำะสมที่
พัฒนำขึ้นโดยท ำกำรวิเครำะห์ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ควำมเข้มข้นละ 3 ครั้ง จำกนั้น
หำค่ำเฉลี่ยของพ้ืนที่ใต้พีคปรับค่ำ (corrected area, Acorr) และน ำมำสร้ำงกรำฟมำตรฐำนระหว่ำงควำม
เข้มข้นกับค่ำเฉลี่ยของพ้ืนที่ใต้พีคแก้ไข จะได้ดังรูปที่ 4.9 ซึ่งสำมำรถหำค่ำสมกำรเส้นตรงได้ดังตำรำงที่ 
4.2  จำกำรทดลองพบว่ำควำมสัมพันธ์ระหว่ำง Acorr และควำมเข้มข้นของสำรมำตรฐำนออกซำเลต  
ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต มีควำมสัมพันธ์ในเชิงเส้นตรงสูง จะเห็นได้ว่ำค่ำ R2 ของออกซำเลต  
ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต มีค่ำ 0.9994, 0.9996, 0.9997 และ 0.9998 ตำมล ำดับ 

 

รูปที่ 4.9 กรำฟเทียบมำตรฐำนของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ส ำหรับกำรวิเครำะห์
ปริมำณ  ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในสำรตัวอย่ำง โดยใช้เทคนิค CE ภำวะที่ใช้คือ 
สำรละลำยอิเล็กโทรไลต์ที่ประกอบด้วยสำรละลำยบอเรตบัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 30 mM ผสมกับฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 40 mM และเตตระเดซิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ควำมเข้มข้น 0.5 mM ที่ 
pH 7 ภำยใต้ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำ -20 kV ที่อุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส บรรจุด้วยควำมดัน 0.5 psi เป็น
เวลำ 10 วินำที และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ควำมยำวคลื่น 195 nm 
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ตำรำงที่ 4.3 สมกำรเชิงเส้นตรงของกรำฟสอบเทียบของสำรมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และ
แอสคอร์เบต  

กรำฟสอบเทยีบ 
ชว่งควำมเขม้ขน้ 

(mg/L) 

สมกำรเชงิเสน้ตรง 

ควำมชนั จดุตดัแกน y R2 

ออกซำเลต 10-100 21.126 42.068 0.9994 

ซิเทรต 25-500 3.5721 -14.905 0.9996 

มำเลต 25-500 2.9821 -6.4151 0.9997 

แอสคอร์เบต 25-500 6.2857 30.896 0.9998 

 

 4.2.3 ควำมเที่ยง (Precision) 
 

  กำรหำควำมเที่ยงของกำรทดลองท ำได้โดยเตรียมสำรมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต  
มำเลต และแอสคอร์เบต ที่ควำมเข้มข้นดังตำรำงที่ 3.4 ในเมทริกซ์ที่เป็นน้ ำ (วิธีกำรเตรียมแสดงในหัวข้อ 
3.5.3) จำกนั้นท ำกำรวิเครำะห์ซ้ ำ 10 ครั้ง เพ่ือหำควำมเที่ยงในวันเดียวกัน (intraday) ผลกำรทดลอง
แสดงดังตำรำงที่ 4.3 พบว่ำ %RSD ของไมเกรชั่นไทม์ของสำรมำตฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และ
แอสคอร์เบต มีค่ำน้อยกว่ำ 1% ซึ่งถือว่ำมีควำมเที่ยงสูงมำก ส่วนพ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่ำ (Acorr) มี %RSD 
ของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่มีควำมเข้มข้นสูงจะมีค่ำต่ ำกว่ำ 5% ซึ่งมีควำมเที่ยงสูง 
แต่ที่ควำมเข้มข้นต่ ำมี %RSD อยู่ในช่วง 2.3 - 7.53% ซึ่งเป็นช่วงที่ยอมรับได้ส ำหรับควำมเข้มข้น 20 และ 
30 mg/L (13) (ตำมเกณฑ์ %RSD 8–11.3% ที่ควำมเข้มข้น 10-100 mg/L) ยกเว้นแอสคอร์เบตมี 
%RSD เท่ำกับ 15.58% เนื่องจำกที่ควำมเข้มข้นต่ ำแอสคอร์เบตสลำยตัวได้ง่ำยเมื่อสัมผัสกับแสงและ
ควำมร้อน จึงท ำให้ควำมเที่ยงต่ ำลง ดังนั้นในกำรทดลองแต่ละครั้งจะต้องเตรียมสำรและท ำกำรทดลอง
ในทันที และในตำรำงที่ 4.4 แสดงถึงกำรทดสอบควำมเที่ยงระหว่ำงวันโดยท ำกำรวิเครำะห์ติดกัน 3 
พบว่ำ %RSD ของไมเกรชั่นไทม์ของสำรมำตฐำนทุกชนิดมีค่ำน้อยกว่ำ 5% ซึ่งถือว่ำมีควำมเที่ยงระหว่ำง
วันสูง และพ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่ำ (Acorr) ของสำรมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต และมำเลต มีค่ำ %RSD อยู่
ในช่วง 1.59-8.11 (13) ซึ่งเป็นค่ำท่ียอมรับได้  และแอสคอร์เบต มีค่ำ %RSD 13.58 - 18.22  
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ซึ่งมีควำมเที่ยงต่ ำ เนื่องจำกแอสคอร์เบตสำมำรถสลำยตัวได้ง่ำยเมื่อสัมผัสกับแสงและควำมร้อน เมื่อท ำ
กำรวิเครำะห์แอสคอร์เบตจะได้รับควำมร้อนเมื่อให้ศักย์ไฟฟ้ำเมื่อท ำกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค CE ท ำให้
กำรวิเครำะห์แต่ละครั้งมีควำมเข้มข้นลดลง ท ำให้ควำมเที่ยงต่ ำลง ดังนั้นในกำรทดลองแต่ละครั้งจะต้อง
เตรียมสำรและท ำกำรทดลองในทันที 

 

ตำรำงที่ 4.4 ควำมเที่ยงของไมเกรชั่นไทม์ (tm) และพ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่ำ (Acorr) ของสำรมำตรฐำน 
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ท ำกำรวิเครำะห์ภำยในวันเดียวกัน 
(จ ำนวนกำรวิเครำะห์ n = 10) 

สำร
มำตรฐำน 

ควำมเขม้ขน้
(mg/L) 

tm หรอื 
Acorr 

%RSD 
(mean ± SD) 

วนัที ่1 วนัที ่2 วนัที ่3 

ออกซำเลต 

20 
tm 

0.1 
 (2.990 ± 0.003) 

0.2 
(3.056 ± 0.005) 

0.2 
(3.054 ± 0.007) 

Acorr 
2 

(349 ± 8) 
6 

(335 ± 19) 
7 

(333 ± 22) 

90 
tm 

0.1 
(2.993 ± 0.003) 

0.1 
(3.075 ± 0.003) 

0.2 
(3.062 ± 0.007) 

Acorr 
2 

(1880 ± 40) 
2 

(1655 ± 30) 
3 

(1685 ± 56) 

ซิเทรต 

30 
tm 

0.1 
(3.469 ± 0.004) 

0.2 
(3.579 ± 0.007) 

0.3 
(3.567 ± 0.093) 

Acorr 
5 

(100 ± 5) 
6 

 (115 ± 7) 
5 

(114 ±  6) 

180 
tm 

0.1  
(3.452 ± 0.003) 

0.1  
(3.578 ± 0.004) 

0.2 
(3.556 ± 0.007) 

Acorr 
4 

(776 ± 27) 
2 

(756± 13) 
3 

(651 ± 18) 
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ตำรำงที่ 4.4 (ต่อ) ควำมเที่ยงของไมเกรชั่นไทม์ (tm) และพ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่ำ (Acorr) ของสำรมำตรฐำน
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ ท ำกำรวิเครำะห์ภำยในวันเดียวกัน 
(จ ำนวนกำรวิเครำะห์ n = 10) 

 

สำร
มำตรฐำน 

ควำมเขม้ขน้
(mg/L) 

tm หรอื 
Acorr 

%RSD 
(mean ± SD) 

วนัที ่1 วนัที ่2 วนัที ่3 

มำเลต 

30 
tm 

0.1 
(3.535 ± 0.005) 

0.2 
(3.657 ± 0.006) 

1.3 
(3.637 ± 0.048) 

Acorr 
4 

(93 ± 3) 
5 

(91 ± 5) 
8 

(89 ± 7) 

180 
tm 

0.1 
(3.523 ± 0.003) 

0.1 
(3.666 ± 0.005) 

0.2 
(3.643 ± 0.078) 

Acorr 
4 

(668 ± 24) 
2 

(579 ± 9) 
3 

(566 ± 14) 

แอสคอร์
เบต 

30 
tm 

0.4 
(5.839 ± 0.021) 

0.3 
(5.322 ± 0.017) 

0.4 
(5.230 ±  0.019) 

Acorr 
9 

(111 ± 1811) 
16 

(146 ± 23) 
9 

(113 ± 10) 

180 
tm 

0.1 
(4.907 ± 0.003) 

0.2 
(5.289 ± 0.009) 

0.2 
(5.237 ± 0.012) 

Acorr 
4 

(1,085± 40) 
3 

(1,119± 31) 
4 

(826 ± 33) 
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ตำรำงที่ 4.5 ควำมเที่ยงของไมเกรชั่นไทม์ (tm) และพ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่ำ (Acorr) ของสำรมำตรฐำน       
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ท ำกำรวิเครำะหต์ิดกัน 3 วัน  (n = 3) 
  

สำรมำตรฐำน 
ควำมเขม้ขน้ 

(mg/L) 
%RSD ของ tm 
(mean ± SD) 

%RSD ของ Acorr 
(mean ± SD) 

ออกซำเลต 

30 
1.0 

(3.034 ± 0.031) 
5 

(339 ± 18) 

90 
1.2 

(3.043 ± 0.037) 
6 

(1740 ± 110) 

ซิเทรต 

30 
1.3  

(3.536 ± 0.047) 
2  

(4 ± 0) 

180 
1.6 

(3.528 ± 0.056) 
8  

(728 ± 59) 

มำเลต 

30 
1.7 

(3.611 ± 0.061) 
6 

(91 ± 5) 

180 
1.8  

(3.611 ± 0.064) 
8  

(604 ±49) 

แอสคอร์เบต 

30 
4.6 

(5.482 ± 0.251) 
18  

(124± 23) 

180 
3.4 

(5.144 ± 0.172) 
14 

(1010 ± 137) 
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4.2.4 ควำมแม่น (Accuracy) 

 กำรหำควำมแม่นสำมำรถหำได้จำกกำรทดลองตอนที่ 3.5.4 โดยท ำกำรวิเครำะห์สำรมำตรฐำน
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่ควำมเข้มข้น 25 mg/L ที่เติมลงในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงด้วย
เทคนิค CE โดยใช้ภำวะที่เหมำะสมที่พัฒนำขึ้น ท ำกำรวิเครำะห์ซ้ ำ 10 ครั้ง และน ำค่ำ Acorr ที่ได้มำ
ค ำนวนมำหำปริมำณ ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต โดยเทียบจำกกรำฟมำตรฐำนในรูปที่ 
4.9 และค ำนวนหำร้อยละกำรกลับคืน (%recovery) โดยใช้สมกำรที่ 3.3 ผลกำรทดลองแสดงดังตำรำงที่ 
4.5 พบว่ำ ชำพร้อมดื่ม Ichiton (Oolong) มีร้อยละกำรกลับคืนของสำรละลำยมำตรฐำน ออกซำเลต  
ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตเท่ำกับ 72.49%, 102.21%, 91.60% และ 58.19% ตำมล ำดับ ซึ่งร้อย
ละกำรกลับคืนของซิเทรตและมำเลตเป็นช่วงที่ยอมรับได้ (13) (อยู่ในช่วง 80-110%) แต่ส ำหรับ 
ออกซำเลตและแอสคอร์เบตมีค่ำร้อยละกำรกลับคืนต่ ำ เนื่องจำกออกซำเลตและแอสคอร์เบตสำมำรถ
สลำยตัวได้เมื่อสัมผัสกับแสงแดดและควำมร้อน ส่วนชำพร้อมดื่ม Tesco (No sugar) มีร้อยละกำรกลับคืน
ของออกซำเลตคือ 67.97% โดยออกซำเลตมีร้อยละกำรกลับคืนต่ ำ อำจเนื่องมำจำกกำรสลำยตัว ส่วน 
ซิเทรตมีค่ำร้อยละกำรกลับคืนเท่ำกับ 113.03 % ซึ่งใกล้เคียงกับค่ำที่ยอมรับ ส ำหรับแอสคอร์เบตมีค่ำ
ร้อยละกำรกลับคืน 83.31 % เป็นช่วงที่ยอมรับได้ โดยภำวะที่ใช้ในกำรทดลองนี้สำมำรถแยกออกซำเลต  
ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ออกจำกกันได้สมบูรณ์ 

ตำรำงที่ 4.6 ควำมแม่นของกำรวิเครำะห์สำรมำตรฐำนที่เติมลงในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำง (วิเครำะห์ซ้ ำ          
n = 10) 

สำรตวัอยำ่ง 
ควำมเขม้ขน้ที่เตมิ 

(mg/L) 

%Recovery (±SD) 

ชำตวัอยำ่ง Ichiton 
(Oolong) 

ชำตวัอยำ่ง Tesco  
(No sugar) 

ออกซำเลต 25 72.49 ± 7.48 67.97 ± 7.91% 

ซิเทรต 25 102.21 ± 13.21 113.03 ± 26.80 

มำเลต 25 91.60 ± 8.54 - 

แอสคอร์เบต 25 58.19 ± 13.39 83.31 ± 18.08 
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4.3 กำรวเิครำะหส์ำรตวัอย่ำงชำพร้อมดื่ม 

 น ำภำวะกำรวิเครำะห์ที่พัฒนำขึ้นมำวิเครำะห์ปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์
เบตในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงด้วยเทคนิค CE และหำค่ำ Acorr จำกพีคของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และ
แอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำง โดยน ำค่ำ Acorr ที่ได้ไปแทนในสมกำรของกรำฟเทียบมำตรฐำน เพ่ือ
หำควำมเข้มข้นของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำง ผลกำรวิเครำะห์
แสดงในตำรำงที่ 4.6 โดยสำมำรถยืนยันชนิดของสำรได้โดยพิจำรณำจำกค่ำไมเกรชั่นไทม์ และกำรใช้
วิธีกำรเติมสำรมำตรฐำนลงไปในสำรตัวอย่ำง (spiking technique) รูปที่ 4.10 แสดงอิเล็กโทรเฟอโร- 
แกรมแสดงกำรวิเครำะห์ปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตของชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงชนิด
ต่ำง ๆ  

ตำรำงที่ 4.7 ควำมเข้มข้นของชำพร้อมดื่มชนิดต่ำง ๆ 

ชำพรอ้มดืม่ตวัอยำ่ง 
ควำมเขม้ขน้ที่วดัได ้(mg/L) (±SD) 

ออกซำเลต ซเิทรต มำเลต แอสคอรเ์บต 

Ichiton 
(Oolong) 

27.06 
(± 0.25) 

14.66 
(± 0.89) 

N/A 
62.41 
(±0.23) 

Tesco 
(No Sugar) 

18.79 
(± 0.22) 

250.52 
(± 1.65) 

- 
23.37 

(± 0.41) 
Fuji 

(Tasty) 
41.40 

(± 0.42) 
4.53 

(± 0.28) 
N/A 

463.82 
(± 4.92) 

Puriku 
(Chrysanthemum) 

6.70 
(± 0.09) 

N/A N/A 
25.21 

(± 1.00) 
Lipton 

(Ice Green Tea) 
14.96 

(± 0.38) 
673.99 
(± 5.82) 

- 
62.58 

(± 0.50) 
Pokka 

(No Sugar) 
23.77 

(± 0.28) 
- - 

51.60 
(± 0.17) 

Unift 
(Honey Lemon) 

21.59 
(± 0.29) 

1,283.78 
(± 16.71) 

- 
34.60 

(± 0.17) 
Tea Plus 
(Oolong) 

26.97 
(± 1.41) 

N/A N/A 
126.39 
(± 1.94) 

Manobu 
(Original) 

11.72 
(± 2.73) 

- - 
26.39 

(± 0.38) 
หมำยเหตุ N/A มีอยู่ในปริมำณที่น้อยมำก (< LOD) 
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จำกกำรวิเครำะห์ปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงด้วย

เทคนิค CE ดังตำรำงที่ 4.6 พบว่ำมีปริมำณออกซำเลตอยู่ในช่วง 6.70 - 41.40 mg/L ปริมำณซิเทรตอยู่
ในช่วง 4.53 – 1,283.78 mg/L โดยปริมำณซิเทรตที่สูงมีอยู่ในชำพร้อมดื่มประเภทที่ผสมมะนำว 
เนื่องจำกมะนำวประกอบด้วยซิเทรต มีปริมำณมำเลตน้อยมำกจนไม่สำมำรถตรวจวัดได้ และมีปริมำณ
แอสคอร์เบตอยู่ในช่วง 23.37 – 463.82 mg/L โดยพบปริมำณแอสคอร์เบตสูงในชำพร้อมดื่มประเภทที่มี
กำรเติมวิตำมินซเีพ่ือเพ่ิมรสชำติ 
 

 
              
 

รูปที่ 4.10 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงกำรวิเครำะห์ปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่
มีอยู่ในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงโดย (ก) ชำ Manobu (ข) ชำ Pokka (ค) ชำ Tea Plus พีค 1 คือ ออกซำเลต 
พีค 2 คือ ซิเทรต พีค 3 คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะของ CE ที่ใช้ในกำรวิเครำะห์
แสดงในรูป 4.9 

 

 

 

. 
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รูปที่ 4.11 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงกำรวิเครำะห์ปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่
มีอยู่ในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงโดย (ก) คือชำ Ichiton (ข) คือชำ Tesco (ค) คือชำ Puriku พีค 1 คือ  
ออกซำเลต พีค 2 คือ ซิเทรต พีค 3 คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะของ CE ที่ใช้ใน
กำรวิเครำะห์แสดงในรูป 4.9 
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รูปที่ 4.12 อิเล็กโทรเฟอโรแกรมแสดงกำรวิเครำะห์ปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตที่
มีอยู่ในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงโดย (ก) คือชำ Unift (ข) คือชำ Fuji (ค) คือชำ Lipton พีค 1 คือ ออกซำเลต 
พีค 2 คือ ซิเทรต พีค 3 คือ มำเลต และพีค 4 คือ แอสคอร์เบต ส ำหรับภำวะของ CE ที่ใช้ในกำรวิเครำะห์
แสดงในรูป 4.9 
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บทที ่5 

สรปุผลกำรวจิัย อภปิรำยผล และขอ้เสนอแนะ 

 
         งำนทดลองนี้ได้ท ำกำรศึกษำภำวะที่เหมำะสมของเทคนิค CE ส ำหรับกำรวิเครำะห์หำปริมำณ 
ออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่ม โดยเริ่มต้นจำกกำรศึกษำหำชนิดและควำม
เข้มข้นของสำรละลำยบัฟเฟอร์ที่ เหมำะสมในกำรแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ซึ่ง
พบว่ำภำวะที่เหมำะสมที่สุดคือ BGE ที่ประกอบด้วยสำรละลำยบัฟเฟอร์ผสมของบอเรตควำมเข้มข้น 30 
mM ผสมกับฟอสเฟตควำมเข้มข้น 40 mM และเติม TTAB ควำมเข้มข้น 0.5 mM ที่ pH 7.0 โดยใช้
ควำมต่ำงศักย์ไฟฟ้ำเท่ำกับ -20 kV และใช้ uncoated fused silica capillary ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง
ภำยใน 50 µm ควำมยำว 60.2 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด) ควำมดันที่ใช้ในกำรบรรจุสำรตัวอย่ำง 
0.5 psi เป็นเวลำ 10 วินำที และตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลที่ควำมยำวคลื่น 195 nm จำกกำรใช้ภำวะของ 
CE ดังกล่ำวพบว่ำอิเล็กโทรเฟอโรแกรมของพีคออกซำเลต ซิเตรต มำเลต และแอสคอร์เบตสำมำรถแยก
ออกจำกกันได้อย่ำงสมบูรณ์ กล่ำวคือ มีค่ำกำรแยก (Rs) ส ำหรับพีคซิเตรตและมำเลตเท่ำกับ 2.63 และใช้
เวลำในกำรวิเครำะห์ประมำณ 5 นำที 

        จำกนั้นตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีที่ พัฒนำขึ้น พบว่ำขีดจ ำกัดของกำรตรวจวัดด้วยเครื่องมือ
ส ำหรับออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตเท่ำกับ 3, 5, 10 และ 15 mg/L ตำมล ำดับ และ
ขีดจ ำกัดของกำรวิเครำะห์เชิงปริมำณด้วยเครื่องมือของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต
เท่ำกับ 10, 8, 25 และ 20 mg/L ตำมล ำดับ ผลกำรทดลองทดสอบควำมแม่นและควำมเที่ยงของวิธีที่
พัฒนำขึ้นภำยในวันเดียวกัน (ท ำกำรทดสอบ 10 ซ้ ำ) และระหว่ำงวันเป็นเวลำ 3 วัน (ท ำกำรทดสอบ 10 
ซ้ ำ) ผลกำรทดสอบพบว่ำมีค่ำร้อยละกำรกลับคืนของสำรละลำยมำตรฐำนออกซำเลตมีค่ำ 72.49 ± 
7.48% ซิเทรตมีค่ำ 102.21 ± 13.21 % มำเลตมีค่ำ 91.60 ± 8.54% และแอสคอร์เบตมีค่ำ 58.19 ± 
13.39% ส ำหรับชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงชนิดที่ 1 ซึ่งร้อยละกำรกลับคืนของซิเทรต และมำเลตเป็นช่วงที่
ยอมรับได้ (13) (ช่วงที่ยอมรับได้ 80 - 110%) แต่ส ำหรับออกซำเลตและแอสคอร์เบต มีค่ำร้อยละกำร
กลับคืนต่ ำ เนื่องจำกออกซำเลตและแอสคอร์เบตสำมำรถสลำยตัวได้เร็วเมื่อสัมผัสกับแสงแดดและควำม
ร้อน ส่วนชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงชนิดที่ 2 มีร้อยละกำรกลับคืนของออกซำเลตคือ 67.97 ± 7.91% โดยออก
ซำเลตมีร้อยละกำรกลับคืนต่ ำ อำจเนื่องมำจำกกำรสลำยตัวของออกซำเลต ส่วนซิเทรต มีค่ำร้อยละกำร
กลับคืน คือ 113.03 ± 26.80% ซึ่งใกล้เคียงกับค่ำที่ยอมรับได้และแอสคอร์เบตมีค่ำ 83.31 ± 18.08% 
เป็นช่วงที่ยอมรับได้  
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โดยภำวะที่ใช้ในกำรทดลองนี้สำมำรถแยกออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต ออกจำกกันได้
สมบูรณ์ มี %RSD ภำยในวันเดียวกันของไมเกรชั่นไทม์ของสำรมำตรฐำนออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และ
แอสคอร์เบต มีค่ำน้อยกว่ำ 1% ซึ่งถือว่ำมีควำมเที่ยงสูงมำก ส่วนพ้ืนที่ใต้พีคที่ปรับค่ำ (Acorr) มี %RSD 
ของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และ แอสคอร์เบตที่มีควำมเข้มข้นสูงจะมีค่ำต่ ำกว่ำ 5% ซึ่งมีควำมเท่ียงสูง
มำก แต่ที่ควำมเข้มข้นต่ ำมี %RSD อยู่ในช่วง 2.3-7.5% ซึ่งเป็นช่วงที่ยอมรับได้ส ำหรับควำมเข้มข้น 20 
และ 30 mg/L (ตำมเกณฑ์ %RSD 8-11.3% ที่ควำมเข้มข้น 10-100 mg/L) โดยที่แอสคอร์เบตมี %RSD 
เท่ำกับ 15.58% ซึ่งอำจเป็นผลเนื่องมำจำกกำรสลำยตัว จึงท ำให้ควำมเที่ยงต่ ำลง ดังนั้นในกำรทดลองแต่
ละครั้งจะต้องเตรียมสำรและท ำกำรทดลองในทันที และควำมเที่ยงระหว่ำงวันโดยท ำกำรวิเครำะห์ติดกัน 
3 วัน พบว่ำ %RSD ของไมเกรชั่นไทม์ของสำรมำตฐำนทุกชนิดมีค่ำน้อยกว่ำ 5% ซึ่งถือว่ำมีควำมเที่ยง
ระหว่ำงวันสูง ส ำหรับกรำฟมำตรฐำนของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตให้ค่ำ R2 เท่ำกับ 
0.9994, 0.9996, 0.9997 และ 0.9998 ตำมล ำดับ 

        จำกนั้นน ำภำวะที่เหมำะสมมำประยุกต์กับตัวอย่ำงชำพร้อมดื่มจริง  กำรยืนยันอิเล็กโทรเฟอโร - 
แกรมของพีคออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบต จะพิจำรณำจำกค่ำไมเกรชันไทม์ร่วมกับกำรเติม
สำรละลำยมำตรฐำน (spiking technique) พบว่ำในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงชนิดต่ำง ๆ มีปริมำณ 
ออกซำเลต ซิเทรต และแอสคอร์เบต อยู่ ในช่วง 6.70-41.40 mg/L, 4.53-1,283.78 mg/L และ  
23.37-463.82 mg/L ตำมล ำดับ โดยมำเลตมีปริมำณน้อยมำกจนไม่สำมำรถตรวจวัดได้  

        จำกงำนวิจัยพบว่ำภำวะที่เหมำะสมที่หำได้ สำมำรถน ำมำประยุกต์หำปริมำณออกซำเลต ซิเตรต 
มำเลต และแอสคอร์เบตในตัวอย่ำงชำพร้อมดื่มได้อย่ำงมีประสิทธิภำพและรวดเร็ว อีกทั้งยังไม่ต้องใช้
เครื่องตรวจวัดรำคำแพง เช่น ฟลูออเรสเซนซ์ หรือแมสสเปกโทรมิเตอร์ แต่ปัญหำที่พบในกำรทดลองนี้คือ 
สภำพไว (sensitivity) ของเทคนิค CE จึงท ำให้มีปัญหำในกำรตรวจวัดโดยเฉพำะออกซำเลต และ
แอสคอร์บิก เนื่องจำกสำรทั้งสองสลำยตัวได้ง่ำย ดังนั้นกำรพัฒนำเทคนิคเพ่ือเพ่ิมควำมเข้มข้นของ
ตัวอย่ำงจะช่วยปรับปรุงขีดจ ำกัดกำรตรวจวัด เพ่ือช่วยให้กำรตรวจวัดสำรตัวอย่ำงที่มีควำมเข้มข้นที่ต่ ำท ำ
ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ กำรพัฒนำวิธีเพ่ิมควำมเข้มข้นของสำรตัวอย่ำงในเทคนิค CE อำจท ำได้โดยกำรใช้
วิธีเพ่ิมควำมเข้มข้นของตัวอย่ำงภำยในคอลัมน์ (on-line preconcentration) ก่อนที่จะท ำกำรแยก 
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            นอกจำกนี้ยังพบว่ำกำรหำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่ม
ตัวอย่ำงนั้นมีคำ่ไมเกรชั่นไทม์ของออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตเคลื่อนออกจำกค่ำไมเกรชั่น
ไทม์ท่ีวิเครำะห์จำกสำรละลำยมำตรฐำนควำมเข้มข้น 100 mg/L เนื่องจำกในชำพร้อมดื่มนั้นมีกำรรบกวน
จำกเมทริกซ์อ่ืน ซึ่งอำจจะเคลือบที่ผนังคอลัมน์ท ำให้พีคสำรที่ได้จึงมีค่ำไมเกรชั่นไทม์ที่เคลื่อนออกไป 
ดังนั้นหลังกำรวิเครำะห์หำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงจึง
ต้องท ำกำรล้ำงคอลัมน์ด้วยสำระลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ควำมเข้มข้น 0.1 M 15 นำที ตำมด้วยน้ ำ  
milli Q อีก 15 นำทีและเมื่อเริ่มกำรวิเครำะห์หำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต และแอสคอร์เบตใน
ชำพร้อมดื่มตัวอย่ำงต้องท ำกำรคอนดิชั่นคอลัมน์ด้วยเมทำนอลควำมเข้มข้น 95% เป็นเวลำ 20 นำที 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ควำมเข้มข้น 1 Mและ 0.1 M อย่ำงละ 20 นำที และตำมด้วยน้ ำ milli Q 30 นำที 
ตำมล ำดับ และชะคอลัมน์ด้วยสำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ควำมเข้มข้น 0.1 M เป็นเวลำ 10 นำท ีตำม
ด้วยสำรละลำยบัฟเฟอร์ผสมระหว่ำงบอเรตควำมเข้มข้น 30 mM และฟอสเฟตควำมเข้มข้น 40 mM อีก 
10 นำที เพ่ือเป็นกำรปรับสภำพคอลัมน์ให้พร้อมใช้งำนก่อนท ำกำรหำปริมำณออกซำเลต ซิเทรต มำเลต 
และแอสคอร์เบตในชำพร้อมดื่มตัวอย่ำง 
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หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปี
การศึกษา 2554 ที่อยู่ที่สามารถติดต่อได้หลังจากจบการศึกษาปริญญาตรี บ้านเลขที่ 187/15 ถนน
สนามชัย ต าบลในเมือง อ าเภอเมือง จังหวัดเพชรบูรณ์ 67000 
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