
บทท่ี 4
ผลการทดลองและการวิจารณ์

4.1 การเสือกภาวะของ CE
4.1.1 ขนาดและความยาวของคะพิลลารี

ง า น ว ิจ ัย น ไ ด ้เล อ ก ใ ช ้ u n c o a te d  f u s e d  s i l ic a  c a p il la r y  ข น า ด  5 0  p m  i.d . X 4 0 .2  c m  ( 3 0  c m  

ถ ึง เค ร ื่อ ง ต ร ว จ ว ัด )  เพ ร า ะ  u n c o a te d  fu s e d  s i l i c a  c a p il la r y  ส า ม า ร ถ ห า ไ ด ้ง ่า ย  แ ล ะ ร า ค า ถ ูก  โ ด ย ท ั่ว ไ ป  

ข น า ด ข อ ง เส ัน ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง ค ะ พ ิล ล า ร ีท ี่น ิย ม ใ ช ้ใ น  C E  ค ือ  5 0  แ ล ะ  7 5  p m  ส ำ ห ร ับ ค ะ พ ิล ล า ร ีท ี่ม  ี

ข น า ด เส ัน ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง  7 5  p m  จ ะ ด ีก ว ่า ต ร ง ท ี่จ ะ ใ ห ้ส ภ า พ ไ ว  ( s e n s i t iv i t y )  ท ี่ส ูง ก ว ่า  เน ื่อ ง จ า ก เค ร ื่อ ง  

ต ร ว จ ว ัด ท ใ ช ้จ ะ เป น  U V - V is ib le  d e te c to r  แ ล ะ ต ร ว จ ว ัด บ น ค อ ล ัม น  ( o n - c o lu m n  d e t e c t io n )  ด ัง น ิ,น ถ ้า  

c e l l  p a th le n g th  ย ิ่ง ม า ก จ ะ ท ำ ใ ห ้ส ภ า พ ไ ว ส ูง ต า ม ไ ป ด ้ว ย  แ ต ่ง า น ว ิจ ัย น ี้ไ ม ่ไ ด ้ท ำ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ห า  

ป ร ิม า ณ ส า ร ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น น ้อ ย  (tr a ce  a n a ly s is )  ด ัง น ั้น จ ึง เล ือ ก ใ ช ้ค ะ พ ิล ล า ร ีท ี่ม ีข น า ด เส ัน ผ ่า น  

ศ ูน ย ์ก ล า ง  5 0  p m  ถ ึง แ ม ้ว ่า จ ะ ใ ห ้ส ภ า พ ไ ว ท ี่น ้อ ย ก ว ่า ค ะ พ ิล ล า ร ีท ี่ม ีข น า ด เส ัน ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง  7 5  p m  ก ็ 

ต า ม  แ ต ่ค ะ พ ิล ล า 'ร ีท ี่ม ี'ข น า ด เส ้น ผ ่า น ศ ูน ย ์ก ล า ง  5 0  p m  จ ะ ท ำ ใ ห ้เก ิด  J o u le  H e a t in g  น ้อ ย ก ว ่า  [M a y e r ,

2 0 0 1 ]  ท ำ ใ ห ้ส า ม า ร ถ เล ือ ก ภ า ว ะ ข อ ง  C E  ท ี่ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า ส ูง แ ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง บ ัฟ เฟ อ ร ์ส ูง ๆ  ไ ด ้แ ล ะ  

ท ำ ใ ห ้ค ่า ก า ร แ ย ก ข อ ง ส า ร  (r e s o lu t io n )  ม า ก ข ึ้น  แ ล ะ เ ล ือ ก ใ ช ้ค ว า ม ย า ว ข อ ง ค ะ พ ิล ล า ร ีท ี่เ ล ือ ก ใ ช ้ 4 0 .2  

c m  เ พ ื่อ ใ ห ้ส า ร เก ิด ก า ร แ ย ก แ ล ะ เว ล า ว ิเค ร า ะ ห ์ไ ม ่น า น ม า ก น ัก  [L a n d e r s , 1 9 9 7 ]

4.1.2 ความยาวคลื่นของการตรวจวัด
ส ำ ห ร ับ ง า น ว ิจ ัย น ี้ท ี่ท ำ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ แ ค ป ไ ซ ซ ิน  (C A P )  แ ล ะ ไ ด ไ ฮ โ ด ร แ ค ป ไ ซ ช ิน  

( D C A P )  โ ด ย ม ี b is p h e n o l A  เป ีน  In tern a l S ta n d a rd  จ า ก ก า ร ศ ึก ษ า ย ูว ีส เป ก ต ร ัม ข อ ง ส า ร ท ั้ง ส อ ง ช น ิด  

พ บ ว ่า จ ะ ม ีค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  U V  ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  2 0 0  ถ ึง  3 0 0  n m  แ ล ะ ม ีค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  

ม า ก ท ี่ส ุด  ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  2 1 4  n m  แ ล ะ จ า ก ง า น ว ิจ ัย ก ่อ น ห น ้า น ี้ท ี่ท ำ ก า ร ห า ป ร ิม า ณ  C A P  แ ล ะ  D C A P  

ด ้ว ย เท ค น ิค  M E K C  ไ ด ้ท ำ ก า ร ต ร ว จ ว ัด ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  2 1 4  n m  [L a s k a r id o u -M o n n e r v i l le ,  1 9 9 9 ]  

ด ัง น ั้น จ ึง เล ือ ก ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  2 1 4  n m

4.2 องค์ประกอบของบัฟเฟอร์
งานว ิจ ัย น ี้จ ะ ท ำ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ห์าป ร ิม า ณ  C A P  แ ล ะ  D C A P  ด ้ว ย เท ค น ิค  M E K C  แ ล ะ  

M E E K C  โ ด ย ใ ช ้บ ัฟ เฟ อ ร ์ภ า ว ะ ท ี่เป ็น เบ ส
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ส ำ ห ร ับ เท ค น ิค  M E K C  บ ัฟ เฟ อ ร ์ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย บ อ เร ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ม ีก า ร เต ิม ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว  

แ ล ะ ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ โ ด ย เล ือ ก ใ ช ้เป ็น  10  m M  บ อ เร ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ p H  9 .2  ท ี่ม ีส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว เป ็น  

S D S  แ ล ะ ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์เป ็น อ ะ ซ ิโ ต ไ น ไ ท ร ล ์ ( A C N )  ห ร ือ เม ท า น อ ล  (M e O H )

ส ำ ห ร ับ เท ค น ิค  M E E K C  บ ัฟ เฟ อ ร ์ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย บ อ เร ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ม ีก า ร เต ิม ห ย ด น ํ้า ม ัน  ส า ร  

ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว  ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ร ่ว ม แ ล ะ ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ โ ด ย เล ือ ก ใ ช ้เป ็น  1 0  m M  บ อ เร ต  

บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ p H  9 .2  ท ี่ม ีห ย ด น า ม ัน เป ็น  0 .5 6  %  v /v  เอ ท ิล อ ะ ซ ิเต ต  (E tO A c )  ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว เป ็น  S D S  

ซ ึ่ง เป ็น ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ป ร ะ เภ ท แ ค น ไ อ อ อ น ิก  ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ร ่ว ม เป ็น  1 6 2  m M  1 - บ ิว ท า น อ ล แ ล ะ  

ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์เป ็น  A C N  ห ร ือ  M e O H

4.2.1 pH ของบัฟเฟอร์
ง า น ว ิจ ัย น ีไ ด ้ท ำ ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ C A P  แ ล ะ  D C A P  ใ น ภ า ว ะ ท ี่เ ป ็น เบ ส  โ ด ย ใ ช ้ส า ร ล ะ ล า ย อ ิเ ล ็ก  

โ ท ร ไ ล ต ์ ( B a c k g r o u n d  E le c tr o ly te ,  B G E )  เป ็น บ อ เร ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ p H  9 .2  เ พ ื่อ ท ำ ใ ห ้เ ก ิด  E O F  ม า ก  ซ ึ่ง  

ใ ช ้ใ น ก า ร ข ับ เ ค ล ื่อ น ส า ร ท ี่ p a r t it io n in g  เ ข ้า ไ ป ใ น ไ ม เ ซ ล ล ์ท ี่ม ีป ร ะ จ ุล บ  ผ ่า น ด ้า น เค ร ื่อ ง ต ร ว จ ว ัด ท ี่เป ็น  

ข ัว แ ค โ ท ด  ( ข ัว ไ ฟ ฟ ้า ล บ )  ไ ด  เพ ร า ะ ใ น ก ร ณ น  e f f e c t iv e  e le c tr o p h o r e t ic  m o b il i ty  ม ท ศ ต ร ง ก ัน ข ้า ม ก ับ  

E O F  ท ัง ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ท า ง ไ ฟ ฟ ้า ข อ ง ส า ร แ ล ะ  E O F  ข ึ้น ก ับ  p H  ข อ ง  B G E  แ ล ะ ม ีผ ล  

ต ่อ ไ ม เก ร ช ัน ไ ท ม ์ข อ ง ส า ร ต ัว อ ย ่า ง  ต ัง น ั้น ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เ ฟ อ ร ์จ ึง ม ีค ว า ม ส ำ ค ัญ ส ำ ห ร ับ ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห  ์

ใ น  C E  เ พ ื่อ ใ ห ้ p H  ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์ค ง ท ี่ ใ น ก า ร เต ร ีย ม ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์จ ึง น ิย ม เต ร ีย ม  

โ ด ย ล ะ ล า ย  N a ^ 40 7 ด ้ว ย น ั้า  จ ะ ไ ด ้บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ p H  ป ร ะ ม า ณ  9 .2  โ ด ย ไ ม ่ต ้อ ง ป ร ับ  p H  ใ ด  ๆ  [A ltr ia  

a n d  F a b r e ,1 9 9 5 ]  ซ ึ่ง ส า ม า ร ถ อ ธ ิบ า ย ไ ด ้ต ัง ส ม ก า ร ท ี่ 4 .1

N a 2B 40 7 +  7 H 20  ----------►  2 N a + +  2 H 3B O 3 + 2 B ( O H ) 4' ( 4 .1 )

ใ น ส า ร ล ะ ล า ย บ ัฟ เฟ อ ร ์ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ก ร ด อ ่อ น  (H A )  แ ล ะ เก ล ือ ข อ ง ก ร ด อ ่อ น  ( A  ) ต ัง ส ม ก า ร ข อ ง  

H e n d e r s o n -H a s s e lb a lc h  [C h a n g , 1 9 9 1 ]

pH = P K 3 + log M
[HA] ( 4 .2 )

ใ น ก ร ณ ีน ี้ H A  ค ือ  H 3B 0 3 แ ล ะ  A  ค ือ  B (O H ) 4‘ จ า ก ส ม ก า ร ท ี่ ( 4 .1 )  แ ล ะ  ( 4 .2 )  ค ว า ม เข ้ม ข ้น  

ท ี่เท ่า ก ัน ข อ ง  H 3B 0 3 แ ล ะ  B (O H ) 4 จ ะ ใ ห ้ b u f fe r  c a p a c ity  ท ี่ด ี น ั่น ค ือ ถ ้า ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง บ อ เร ต  

บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่เต ร ีย ม จ า ก  N a 2B 40 7 ใ น แ ต ่ล ะ ค ร ั้ง เท ่า ก ัน  จ ะ ไ ด ้ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ท า ง ไ ฟ ฟ ้า  

ข อ ง ส า ร  ไ ม เ ก ร ช ัน ไ ท ม ์ แ ล ะ  E O F  ม ีค ว า ม เท ี่ย ง  แ ล ะ ถ ้า ใ ช ้ N a 2B 40 7 ท ี่ม ีค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิ" ส ูง  จ ะ เต ร ีย ม  

บ อ เร ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ไ ด ้ง ่า ย แ ล ะ ม ีค ว า ม เส ถ ีย ร  [C h a n k v e ta d z e , 1 9 9 7 ]
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4.2.2 สารลดแรงตึงผิว (surfactant)

ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ท ี่น ิย ม ใ ช ้ก ัน ม า ก ใ น  C E  ค ือ  s o d iu m  d o d e c y l  s u lp h a te  ( S D S )  [K h a le d i,

1 9 9 8 ]  ซ ึ่ง เป ็น ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ท ี่ม ีป ร ะ จ ุล บ ต ่อ อ ย ู่ก ับ ส า ย โ ซ ่ค า ร ์บ อ น ท ี่เป ็น  C 12 เน ื่อ ง จ า ก  S D S  เป ็น  

ส า ร ท ี่ม ีค ว า ม บ ร ิส ุท ธ ิส ูง  ห า ง ่า ย แ ล ะ ร า ค า ถ ูก  น อ ก จ า ก น ี้ส ำ ห ร ับ ไ ม โ ค ร อ ิม ัล ช ัน ข อ ง เท ค น ิค  M E E K C  

โ ค ร ง ส ร ้า ง ข อ ง  S D S  ย ัง เห ม า ะ ส ม ท ี่จ ะ ใ ห ้ห ม ู่แ อ ล ค ิล  p a r tit io n in g  เข ้า ไ ป ใ น ห ย ด น ี้า ม ัน ไ ด ้ด ี ส ำ ห ร ับ  

ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ป ร ะ เภ ท อ ื่น ๆ  อ า จ เล ือ ก ใ ช ้เป ็น  s o d iu m  c h o la te  ซ ึ่ง เป ็น ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ท ี่ม ีป ร ะ จ ุล บ  

เช ่น เด ีย ว ก ัน  แ ต ่ว ่า ม ีร า ค า แ พ ง  ห เ อ อ า จ ใ ช ้เ ป ็น ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ท ี่ม ีป ร ะ จ ุบ ว ก  เช ่น  

c e ty ltr im e th y la m m o n iu m  b r o m id e  ( C T A B )  [A ltr ia , 2 0 0 0 ]  แ ต ่ B r  ท เป น  c o u n te r  io n  จ ะ ด ูด ก ล น  

แ ส ง  U V  ใ น ช ่ว ง ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  2 0 0  ถ ึง  2 3 0  n m  ซ ึ่ง จ ะ ร บ ก ว น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ไ ด ้ น อ ก จ า ก น ี้ส า ร ล ด แ ร ง  

ต ึง ผ ิว ท ี่ม ีป ร ะ จ ุบ ว ก อ า จ เก ิด ก า ร ด ูด ซ ับ ท ี่ผ ิว ข อ ง ค ะ พ ิล ล า ร ีไ ป บ า ง ส ่ว น  ท ำ ใ ห ้ต ้อ ง ใ ช ้ป ร ิม า ณ ส า ร ล ด  

แ ร ง ต ึง ผ ิว ม า ก ข ึ้น

4.2.3 หยดนำมัน
ห ย ด น ี้า ม ัน ท ี่ใ ช ้ท ั่ว ไ ป ใ น  M E E K C  ไ ด ้แ ก ่ เฮ ป เท น  แ ล ะ อ อ ก เท น  ซ ึ่ง เฮ ป เท น จ ะ ม ีข ้อ ด ีต ร ง ท ี่ม ี 

ค ว า ม เป ็น พ ิษ น ้อ ย ก ว ่า อ อ ก เท น  แ ต ่ว ่า เฮ ป เท น จ ะ ร ะ เห ย ไ ด ้ง ่า ย ก ว ่า  แ ล ะ ม ีร า ย ง า น ว ่า ก า ร ใ ช ้ห ย ด น ำ ม ัน  

เป ็น อ อ ก เท น  เ ม ื่อ ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง ซ ํ้า ๆ  จ ะ ใ ห ้ผ ล ท ี่ใ ก ล ้เ ค ีย ง ก ัน ม า ก ก ว ่า ก า ร ใ ช ้เ ฮ ป เ ท น  [A ltr ia , 2 0 0 0 ]  

ส ่ว น ใ ห ญ ่จ ึง น ิย ม ใ ช ้ห ย ด น ำ ม ัน เป ็น อ อ ก เท น  น อ ก จ า ก น ีอ า จ เล ือ ก ใ ช ้เป ็น ห ย ด น ำ ม ัน ท ี่ม ีแ ร ง ต ึง ผ ิว ต ํ่า  

เช ่น  ไ ด - ท - บ ิว ท ิล  ท า ร ์ท า เร ต  ห ร ือ  E tO A c  เ พ ื่อ ใ ห ้ไ ด ้เ ป ็น ไ ม โ ค ร อ ิม ัล ช ัน โ ด ย ท ี่ใ ช ้ป ร ิม า ณ ส า ร ล ด แ ร ง  

ต ึง ผ ิว ท ี่ต ํ่า ก ว ่า  [A u r o r a -P r a d o  e t  a l . ,  2 0 0 4 ]  ท ำ ใ ห ้ส า ม า ร ถ ใ ช ้ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า ส ูง ๆ  ไ ด ้ แ ล ะ ใ น ก า ร เ ป ล ี่ย น  

ช น ิด ข อ ง ห ย ด น ํ้า ม ัน จ ะ ไ ม ่ม ีผ ล ต ่อ ค ่า  s e le c t iv i t y  ข อ ง ส า ร  [K la m p fl,  2 0 0 3 ]  ด ัง น ั้น ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้จ ึง  

เล ือ ก ใ ช ้ห ย ด น ำ ม ัน เป ็น  E tO A c  0 .5 6  % v /v  ซ ึ่ง เป ็น ค ว า ม เข ้ม ข ้น ท ี่น ิย ม ใ ช ้ใ น ไ ม โ ค ร อ ิม ัล ช ัน บ ัฟ เฟ อ ร  ์

ส ำ ห ร ับ เท ค น ิค  M E E K C  [A u r o r a -P r a d o  e t  a l . ,  2 0 0 4 ]

4.2.4 สารลดแรงตึงผิวร่วม (co-surfactant)
ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ร ่ว ม ใ น  M E E K C  จ ะ ช ่ว ย ใ ห ้ร ะ บ บ ไ ม โ ค ร อ ิม ัล ช ัน เส ถ ีย ร ม า ก ข ึ้น  โด ย ท ำ  

ห น ้า ท ี่ร ่ว ม ก ับ ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว  ส ่ว น ใ ห ญ ่จ ะ ใ ช ้เป ็น แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์ท ี่ม ีส า ย ค า ร ์บ อ น ส ั้น ๆ  โ ด ย เฉ พ า ะ  

อ ย ่า ง ย ิ่ง  1 - บ ิว ท า น อ ล  ใ น ก า ร เต ิม ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ล ง ไ ป ใ น ไ ม โ ค ร อ ิม ัล ช ัน บ ัฟ เฟ อ ร ์จ ะ เต ิม ใ น ป ร ิม า ณ  

ท ี่ม า ก เม ื่อ เท ีย บ ก ับ ห ย ด น ั้า ม ัน  ซ ึ่ง ล ้า ใ ช ้แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์ท ี่ม ีส า ย ค า ร ์บ อ น ย า ว ก ว ่า น ี้ ส า ร ท ี่เต ิม ล ง ไ ป อ า จ จ ะ  

ไ ป ท ำ ห น ้า ท ี่เป ็น ห ย ด น ั้า ม ัน แ ท น ห ร ือ อ า จ จ ะ ไ ม ่ล ะ ล า ย ร ว ม ก ับ ส า ร ล ะ ล า ย ช น ิด อ ื่น  ( เน ื่อ ง จ า ก ต ้อ ง เต ิม  

ไ ป ใ น ป ร ิม า ณ ท ี่ม า ก )  ท ำ ใ ห ้ส า ร ล ะ ล า ย ไ ม ่เ ป ็น ไ ม โ ค ร อ ิม ัล ช ัน  น อ ก จ า ก น ี้ส า ย ค า ร ์บ อ น ข อ ง

แ อ ล ก อ ฮ อ ล ์ท ี่ใ ช ้จ ะ ต ้อ ง เป ็น โ ซ ่ต ร ง  เน ื่อ ง จ า ก ม ีร า ย ง า น ว ่า  เม ื่อ ใ ช ้ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว เป ็น  2 - บ ิว
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ท า น อ ล ห ร ือ  2 - โ พ ร พ า น อ ล  จ ะ ท ำ ใ ห ้ส า ร ล ะ ล า ย ไ ม ่เก ิด เป ็น ไ ม โ ค ร อ ิม ่' ล ช ัน  [A ltr ia  e t  a l . ,  2 0 0 0 ]  

ส ำ ห ร ับ ง า น ว ิจ ัย น ี้เ ล ือ ก ใ ช ้ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ร ่ว ม เป ็น  ใ - บ ิว ท า น อ ล  1 6 2  m M  ซ ึ่ง เป ็น ป ร ิม า ณ ส า ร ล ด  

แ ร ง ต ึง ผ ิว ท ี่น ิย ม ใ ช ้ก ัน ม า ก ใ น ไ ม โ ค ร อ ิม ัล ช ัน บ ัฟ เฟ อ ร ์ข อ ง เท ค น ิค  M E E K C  [A u r o r a -P r a d o  e t  a l . ,

2 0 0 4 ]

4.3 การหาภาวะที่เหมาะสมฃองเทคนิค MEKC
ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้ท ำ ก า ร ห า ภ า ว ะ ท ี่เห ม า ะ ส ม ส ำ ห ร ับ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ  C A P  แ ล ะ  D C A P  

โ ด ย ศ ึก ษ า ผ ล ข อ ง ช น ิด แ ล ะ ป ร ิม า ณ ข อ ง ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ ผ ล ข อ ง ค ว า ม เข ้ม ข ้น  S D S  ผ ล ข อ ง  

อ ุณ ห ภ ูม ิแ ล ะ ผ ล ข อ ง ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  ท ี่ม ีต ่อ พ ฤ ต ิก ร ร ม ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่แ ล ะ ก า ร แ ย ก ข อ ง ส า ร

โ ด ย ใ น ก า ร ห า แ ล ะ เ ล ือ ก ภ า ว ะ ท ี่เ ห ม า ะ ส ม น ั้น  พ ิจ า ร ณ า จ า ก ก า ร แ ย ก ข อ ง พ ีก ส า ร ท ี่ส น ใ จ  ค ือ  

C A P  แ ล ะ  D C A P  แ ย ก อ อ ก จ า ก ก ัน ช ัด เจ น  โ ด ย ท ี่ไ ม ่ร บ ก ว น จ า ก พ ีก อ ื่น ใ น เม ท ร ิก ซ ์ห ร ือ ต ัว อ ย ่า ง  แ ล ะ  

เ ว ล า ท ี่ว ิเค ร า ะ ห ์ไ ม ่น า น เก ิน ไ ป

4.3.1 ผลของชนิดและปริมาณของตัวทำละลายอินทรีย์
ใ น ช ่ว ง แ ร ก ข อ ง ก า ร ท ด ล อ ง ไ ด ้ใ ช ้บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  10  m M  N a 2B 40 7, 6 0  m M  S D S  

แ ล ะ ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ท ี่เป ็น  M e O H  ห ร ือ  A C N  ป ร ิม า ณ  5 , 1 0  ห ร ือ  15 % v / v  โ ด ย ใ ช ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 

2 5  °c ส ำ ห ร ับ แ ย ก แ ล ะ ว ิเค ร า ะ ห ์ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ด ัง อ ิเ ล ็ก โ ท ร ฟ ้โ ร แ ก ร ม ใ น ร ูป ท ี่ 4 .1  ใ น  

ภ า ว ะ ท ี่ไ ม ่ม ีก า ร เต ิม ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ล ง ไ ป ใ น บ ัฟ เฟ อ ร ์ (ร ูป ท ี่ 4 .1 a )  พ บ ว ่า  C A P  แ ล ะ  D C A P  ไ ม ่ 

แ ย ก อ อ ก จ า ก ก ัน  เน อ ง จ า ก ก า ร  p a r tit io n in g  ร ะ ห ว ่า ง  m ic e l la r  p h a s e  ก ับ  a q u e o u s  p h a s e  ข อ ง ส า ร ท ัง  

ส อ ง จ ะ ใ ก ล ้เค ีย ง ก ัน ม า ก  ท ัง น ี C A P  แ ล ะ  D C A P  เป ็น ส า ร ท ี่ล ะ ล า ย น ำ ไ ด ้น ้อ ย ท ัง ค ู่ ท ำ ใ ห ้ช อ บ  

p a r tit io n in g  เข ้า ไ ป อ ย ู่ใ น  m ic e l la r  p h a s e  ม า ก ก ว ่า ท ีจ ะ อ ย ู่ใ น  a q u e o u s  p h a s e  ( ใ น ภ า ว ะ ท ีไ ม ่ม ีต ัว ท ำ  

ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์)

ก า ร ท ี่จ ะ ท ำ ใ ห ้ส า ร  p a r tit io n in g  อ อ ก ม า ใ น  a q u e o u s  p h a s e  เพ ิ่ม ข ึ้น  อ า จ ท ำ ไ ด ้โ ด ย ก า ร เต ิม ต ัว  

ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ ซ ึ่ง ท ี่น ิย ม ใ ช ้ก ัน ท ั่ว ไ ป  ไ ด ้แ ก ่ A C N  แ ล ะ  M e O H  [A ltr ia  e t  a l . ,  2 0 0 0 ]  ด ัง น ั้น ใ น  

ก า ร ท ด ล อ ง น ีไ ด ้ท ำ ก า ร เต ิม ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ 2  ช น ิด ด ัง ก ล ่า ว  ใ น ป ร ิม า ณ ท ี่แ ต ก ต ่า ง ก ัน ต ั้ง แ ต ่ 5 ถ ึง  

15 %  v /v  ล ง ใ น บ ัฟ เฟ อ ร ์โ ด ย ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง อ ง ค ์ป ร ะ ก อ บ อ ื่น  ๆ  เท ่า เด ิม  ร ูป ท ี่ 4 .1 b  ถ ึง  4 .1 g  แ ส ด ง  

ต ัว อ ย ่า ง ข อ ง อ ิเล ็ก โ ท ร ฟ ้โ ร แ ก ร ม ท ี่บ ัฟ เฟ อ ร ์ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  5 ,  10  ห ร ือ  15 %  v / v  ข อ ง  A C N  แ ล ะ  5 ,  10  

ห ร ือ  15  %  v /v  ข อ ง  M e O H  โ ด ย พ ีก ท ี่อ อ ก ม า แ ร ก ส ุด  ค ือ  พ ีก ข อ ง  C A P  แ ล ะ พ ีก ข อ ง  D C A P  ต า ม ล ำ ด ับ  

ท ัง น ีเน ื่อ ง จ า ก ส า ร ท ัง ส อ ง จ ะ ส า ม า ร ถ  p a r tit io n in g  อ อ ก ม า ท ี่ a q u e o u s  p h a s e  ไ ด ้ม า ก ข ึ้น  ท ำ ใ ห ้แ ย ก  

อ อ ก จ า ก ก ัน ไ ด ้ แ ล ะ เน ื่อ ง จ า ก ส า ร ท ั้ง ส อ ง ช น ิด ม ีค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง  p a r tit io n in g  ร ะ ห ว ่า ง  m ic e lla r  

p h a s e  แ ล ะ  a q u e o u s  p h a s e  ด ัง บ ัน พ ีก ข อ ง  C A P  แ ล ะ  D C A P  จ ึง แ ย ก อ อ ก จ า ก ก ัน  เม ื่อ พ ิจ า ร ณ า
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โ ค ร ง ส ร ้า ง ข อ ง ส า ร ด ัง ร ูป ท ี่ 1.1 C A P  ม ีอ ย ู่ห น ึ่ง ต ำ แ ห น ่ง บ น ส า ย โ ซ ่ค า ร ์บ อ น ท ี่เป ็น พ ัน ธ ะ ค ู่ ส ่ว น  

D C A P  ท ี่ต ำ แ ห น ่ง น ั้น จ ะ เป ็น พ ัน ธ ะ เด ี่ย ว  D C A P  จ ึง เป ็น ส า ร ท ี่ม ีข ั้ว น ้อ ย ก ว ่า  C A P  ท ำ ใ ห ้ D C A P  เก ิด  

p a r tit io n in g  เ ข ้า ไ ป ใ น  m ic e l la r  p h a s e  ไ ด ้ม า ก ก ว ่า  ด ัง น ัน ใ น ก ร ณ ีข อ ง  M E K C  ท ี่ม ี E O F  ม า ก  D C A P  

จ ึง เค ล ื่อ น ท ี่อ อ ก ม า ห ล ัง  C A P  [L a s k a r id o u -M o n n e r v il le ,  1 9 9 9 ]  แ ต ่ถ ้า ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ท ำ ท ี่ไ ม ่ม ี E O F  

ล ำ ด ับ ก า ร อ อ ก จ ะ ส ล ับ ก ับ ภ า ว ะ ท ี่ม ี E O F  ม า ก

ร ูป ท ี่ 4 .2  แ ส ด ง ผ ล 1ข อ ง ช น ิด แ ล ะ ป ร ิม า ณ ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ท ี่ม ีต ่อ พ ฤ ต ิก ร ร ม ก า ร เค ล ื่อ น ท ี ่

แ ล ะ ก า ร แ ย ก ข อ ง ส า ร  โ ด ย ท ี่ค ่า  JJ. แ ล ะ ค ่า  k  ข อ ง  C A P  ใ น ร ูป ท ี่ 4 .2 b  แ ล ะ  4 .2 c  ค ำ น ว ณ โ ด ย ใ ช ้ส ม ก า ร  

ท ี่ 2 .3  แ ล ะ  2 .1 0  ต า ม ล ำ ด ับ  ส ่ว น ค ่า  ja แ ล ะ ค ่า  k  ข อ ง  D C A P  ค ำ น ว ณ ไ ด ้ใ น ท ำ น อ ง เ ด ีย ว ก ัน แ ต ่ไ ม ่ไ ด ้ 

แ ส ด ง ไ ว ้ใ น ท ี่น ี้ ค ่า  a  ใ น ร ูป ท ี่ 4 .2 d  ค ำ น ว ณ โ ด ย ใ ช ้ส ม ก า ร ท ี่ 2 .1 7  ค ่า  N  ใ น ร ูป ท ี่ 4 .2 e  เป ็น ค ่า เฉ ล ี่ย  

ข อ ง  N  ส ำ ห ร ับ ส า ร ท ั้ง ส อ ง ช น ิด  โ ด ย ท ี่ N  ค ำ น ว ณ โ ด ย ใ ช ้ส ม ก า ร ท ี่ 2 .1 5  ( ห ร ือ จ า ก โ ป ร แ ก ร ม ข อ ง  

เค ร ื่อ ง  C E )  ส ่ว น ค ่า  R s ข อ ง ส า ร ส อ ง ช น ิด ใ น ร ูป ท ี่ 4 . 2 f  ค ำ น ว ณ โ ด ย ใ ช ้ส ม ก า ร ท ี่ 2 .1 3  ( ห ร ือ จ า ก  

โ ป ร แ ก ร ม ข อ ง เค ร ื่อ ง  C E )

จ า ก ร ูป ท ี่ 4 .2 c  เม ื่อ เพ ิ่ม ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ค ่า  k  ข อ ง ส า ร ล ด ล ง  ท ัง น ีเน ื่อ ง จ า ก  

C A P  เก ิด  p a r tit io n in g  ห ร ือ ล ะ ล า ย อ อ ก ม า อ ย ู่ใ น  a q u e o u s  p h a s e  ไ ด ้ม า ก ข ึน  ( ด ัง ส ม ก า ร ท ี 2 .5 ,  k  a  

บ ท ^ )  เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ใ น ร ะ บ บ  M E E K C  ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์แ ต ก ต ่า ง ก ัน  พ บ ว ่า ค ่า  k  

ข อ ง ส า ร จ ะ แ ต ก ต ่า ง ก ัน  ท ั้ง น ี้ข ึ้น อ ย ู่ก ับ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ล ะ ล า ย  C A P  แ ล ะ  D C A P  ข อ ง ต ัว ท ำ  

ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์แ ต ่ล ะ ช น ิด

จ า ก ร ูป ท ี่ 4 .1  จ ะ เ ห ็น ว ่า เม ื่อ เพ ิ่ม ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ส า ร จ ะ เค ล ื่อ น ท ี่อ อ ก ม า  

ไ ด ้ช ้า ล ง  เน ื่อ ง จ า ก ก า ร เต ิม ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ท ำ ใ ห ้ค ว า ม ห น ืด ข อ ง บ ัฟ เฟ อ ร ์เพ ิ่ม ม า ก ข ึ้น  ด ัง น ั้น  E O F  

ล ด ล ง ด ัง ส ม ก า ร  2 .2  ค ว า ม เร ็ว ร ว ม จ ึง ล ด ล ง ด ้ว ย ด ัง ส ม ก า ร  2 .8  แ ล ะ เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก า ร เต ิม ต ัว ท ำ  

ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์แ ต ่ล ะ ช น ิด ใ น ป ร ิม า ณ ท ี่เท ่า ก ัน  พ บ ว ่า  A C N  จ ะ ใ ช ้เว ล า ใ น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ท ี่เ ร ็ว ก ว ่า  เป ็น  

ผ ล เน ื่อ ง จ า ก ร ะ บ บ ท ี่ม ีต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์เป ็น  M e O H  ม ีค ว า ม ห น ืด ม า ก ก ว ่า ร ะ บ บ ข อ ง  A C N  [A ltr ia  

e t  a l . ,  2 0 0 0 ]  โ ด ย เม ื่อ เต ิม ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ท ั้ง ท ี่เป ็น  M e O H  แ ล ะ  A C N  ใ น ป ร ิม า ณ  15 %  v /v  

ส า ม า ร ถ แ ย ก  C A P  แ ล ะ  D C A P  จ า ก ก ัน  แ ล ะ แ ย ก พ ีก ท ั้ง ส อ ง อ อ ก จ า ก เม ท ร ิก ซ ์ข อ ง ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก ไ ด  ้

ด ัง น ัน ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้เ ล ือ ก ใ ช ้ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์เป ็น  15 %  v /v  A C N  ซ ึ่ง ใ ช ้เ ว ล า ใ น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ส า ร  

ท ี่ส ั้น ก ว ่า เ ม ื่อ เ ท ีย บ ก ับ ก า ร ใ ช ้ M e O H
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รูปท่ี 4.1 อ ิเล ็ก โ ท ร ท ีเ โ ร แ ก ร ม ข อ ง ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก  โ ด ย ใ ช ้บ ัฟ เฟ อ ร ์ข อ ง  M E K C  ท ี่ (a )  ไ ม ่ม ีก า ร เต ิม ต ัว  

ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ (b  ถ ึง  d ) ม ี A C N  แ ล ะ  (e  ถ ึง  g )  ม ี M e O H  โ ด ย ท ี่ภ า ว ะ อ ื่น ๆ  ค ือ  10  m M  N a 2B 40 7 ท ี่ 

p H  9 .2  ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  6 0  m M  S D S ,  ค ะ พ ิล ล า ร ีฃ น า ด  5 0  p m  i.d . X 4 0 .2  c m  ( 3 0  c m  ถ ึง เค ร ื่อ ง  

ต ร ว จ ว ัด ) ,  อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ค อ ล ัม น ์ 2 5  °c, ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  2 5  k v ,  บ ร ร จ ุส า ร ด ้ว ย ก า ร อ ัด ค ว า ม ต ัน  0 .5  p s i  

เป ็น เว ล า  5 ร ต ร ว จ ว ัด ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  2 1 4  n m ; C A P  =  แ ค ป ไ ซ ซ ิน  แ ล ะ  D C A P  =  ไ ด ไ ฮ โ ด ร แ ค ป ไ ซ  

ซ ิน
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4
— ACN 

—*— MeOH

0.5

0.0 - - -  -,--------------T-
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^  Organic so ie n t  (%vV)
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f) Organic solvent (%wV)

รูปท่ี 4.2 ผลของตัวทำละลายอินทรีย์ต่อพฤติกรรมการเคล่ือนที่และการแยกของสาร a) retention
time, b) electrophoretic mobility, c) retention factor, d) selectivity, e) efficiency และ f) resolution
ของสาร (a ถึง c เป็นผลการทดลองของ CAP): ภาวะของ CE ตังรูป 4.1
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4.3.2 ผลของความเข้มข้น SDS

ไ ด ้ท ด ล อ ง ห า ภ า ว ะ ท ี่เห ม า ะ ส ม ส ำ ห ร ับ ก า ร แ ย ก ข อ ง  C A P  แ ล ะ  D C A P  โ ด ย ท ำ ก า ร เป ล ี่ย น  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ซ ึ่ง ใ ช ้เป ็น  4 0  ถ ึง  8 0  m M  S D S  ใ น บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  15 %  

v / v  A C N  แ ล ะ  1 0  m M  N a 2B 40 7 ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ด ัง อ ิเ ล ็ก โ ท ร ฟ โ ร แ ก ร ม ใ น ร ูป ท ี่ 4 .3  พ บ ว ่า เม ื่อ เพ ิ่ม  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  S D S  ใ ช ้เ ว ล า ใ น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ส า ร น า น ข ึ้น ห ร ือ  (ว1101 น ้อ ย ล ง  (tm oc 1 / (ว1101 ด ัง ส ม ก า ร  

2 .1 2 )  ท ั้ง น ี้เพ ร า ะ จ ำ น ว น ไ ม เซ ล ล ์ม า ก ข ึ้น ห ร ือ อ ัต ร า ส ่ว น ข อ ง เฟ ส ม า ก ข ึ้น  ส า ร จ ะ เ ข ้า ไ ป ใ น ไ ม เ ซ ล ล ์

( ท ี่ม ีป ร ะ จ ุล บ )  ไ ด ้ด ีข ึ้น  ( ส ม ก า ร  2 .5  แ ล ะ  2 .6 )  ท ำ ใ ห ้ค ่า  |1 ( ต ิด ล บ )  ม า ก ข ึ้น  แ ล ะ เป ็น ท ี่ท ร า บ ด ีว ่า ผ ล  

ข อ ง ก า ร เพ ิ่ม ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  S D S  ท ำ ใ ห ้ (ว00 ล ด ล ง  (ง า น ว ิจ ัย น ี้ไ ม ,ไ ด ้ใ ส ่ E O F  m a r k e r  ใ น ส า ร  

ต ัว อ ย ่า ง จ ึง ค ำ น ว ณ ค ่า  (ว150 ไ ม ่ไ ด ้)  แ ต ่เน ื่อ ง จ า ก ท ิศ ข อ ง  )ว00 แ ล ะ  |ว ต ร ง ข ้า ม ก ัน แ ล ะ ภ า ว ะ ท ี่ใ ช ้น ี้เป ็น  

E O F  ม า ก  ((ว00>  (ว) ด ัง น ั้น  (วnet ( ร ว ม ก ัน ต า ม ป ร ิม า ณ เว ก เต อ ร ์)  จ ึง ล ด ล ง ต า ม ก า ร เพ ิ่ม ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  

S D S  ม ีผ ล ท ำ ใ ห ้เว ล า น า น ข ึ้น

เ ม ื่อ ใ ช ้ 4 0  แ ล ะ  5 0  m M  S D S  แ ม ้ว ่า พ ีก  C A P  แ ล ะ  D C A P  แ ย ก อ อ ก จ า ก ก ัน ช ัด เ จ น แ ล ะ ใ ห ้เ ว ล า  

ใ น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์น ้อ ย  แ ต ่พ ีก ท ั้ง ส อ ง น ี้ไ ม ่แ ย ก จ า ก ฟ ิก อ ื่น ห ร ือ แ ย ก จ า ก ฟ ิก อ ื่น ไ ม ,ส ม บ ูร ณ ์ เม ื่อ เพ ิ่ม ค ว า ม  

เข ้ม ข ้น ข อ ง  S D S  จ า ก  6 0  m M  เป ็น  7 0  แ ล ะ  8 0  m M  ใ ช ้เ ว ล า ใ น ก า ร แ ย ก น า น  แ ล ะ ก า ร แ ย ก ข อ ง ส า ร ด ี 

ข ึ้น  โ ด ย ท ั่ว ไ ป แ ล ้ว ก า ร เพ ิ่ม ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  S D S  อ า จ จ ะ ล ด ห ร ือ เพ ิ่ม ก า ร แ ย ก ข อ ง ส า ร  ท ั้ง น ี้ข ึ้น อ ย ู่ก ับ  

ช น ิด ข อ ง ก ล ุ่ม ส า ร  ซ ึ่ง ไ ม ่ส า ม า ร ถ ท ำ น า ย ไ ด ้ แ ล ะ จ า ก ส ม ก า ร  2 .1 4  จ ะ เห ็น ว ่า ค ่า ก า ร แ ย ก ข อ ง ส า ร  (7?s) 

ข น อ ย ู่ก ับ  3 เท อ ม  ค อ  s e le c t iv i ty  ( ใ น ก ร ณ น  ค อ  A | i ) ,  m o b i l i t y  ห ร อ  r e te n t io n  ( ก ร ณ น  ค ือ  |j.n01 ห ร ือ  

|ว + |ว 00) แ ล ะ  e f f i c i e n c y  (A 0 ซ ึ่ง ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  S D S  ม ีผ ล ต ่อ ท ั้ง ส า ม เท อ ม  เช ่น  จ า ก ร ูป  4 .3  เม ื่อ  

ค ำ น ว ณ ค ่า  A |a  แ ล ะ  (ว.116, ( โ ด ย ใ ช ้ส ม ก า ร  2 .1 2 )  แ ล ะ ค ่า  N  ( จ า ก โ ป ร แ ก ร ม ข อ ง เค ร ื่อ ง  C E )  พ บ ว ่า ท ี่ 

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  S D S  6 0 ,  7 0  แ ล ะ  8 0  m M  ไ ด ้ค ่า ต ่า ง ๆ  ต า ม ล ำ ด ับ ด ัง น ี้ ค ือ  ค ่า  N  ( 1 0 4) ข อ ง  C A P  

เป ็น  3 .3 3 ,  2 .9 8  แ ล ะ  3 .0 1  ค ่า  (วnet ( Î O ' W V )  ข อ ง  C A P  เป ็น  6 .6 5 ,  5 .2 5  แ ล ะ  4 .0 4  แ ล ะ  A | i  

( l o V v Y )  ข อ ง  C A P  ก ับ ฟ ิก ส า ร เล ็ก  ( ท ี่อ อ ก ม า ก ่อ น  C A P )  เป ็น  0 .2 2 ,  0 .2 2  แ ล ะ  0 .1 8  ต า ม ล ำ ด ับ  

ส ่ว น แ น ว โ น ้ม ข อ ง  D C A P  แ ล ะ ฟ ิก ส า ร เล ็ก  ( ท ี่อ อ ก ม า ห ล ัง  D C A P )  เป ็น ท ำ น อ ง เด ีย ว ก ัน  ด ัง น ั้น ก า ร  

ท ด ล อ ง น ี้อ า จ ส ร ุป ไ ด ้ว ่า ก า ร แ ย ก ข อ ง ส า ร ด ีข ึ้น  (7?s =  6 2 ,  6 5  แ ล ะ  6 9  ท ี่ 6 0 ,  7 0  แ ล ะ  8 0  m M  ต า ม ล ำ ด ับ )  

เน ื่อ ง จ า ก ค ่า  (ว.1101 ล ด ล ง อ ย ่า ง ช ัด เจ น  (R s oc 1 / | i n01) ส ่ว น ค ่า  N  แ ล ะ  AfJ. แ ต ก ต ่า ง ก ัน เล ็ก น ้อ ย  ส ำ ห ร ับ  

ก า ร แ ย ก ส า ร ก ล ุ่ม อ ื่น น ั้น ผ ล อ า จ จ ะ แ ต ก ต ่า ง จ า ก น ี้

เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ท ี่ 6 0  ถ ึง  8 0  m M  S D S  พ บ ว ่า ท ี่ 6 0  m M  ใ ห ้ก า ร แ ย ก 1ข อ ง ส า ร ท ี่ด ีแ ล ้ว  แ ล ะ ใ ช ้ 

เว ล า ว ิเค ร า ะ ห ์น ้อ ย ก ว ่า ท ี่ 7 0  แ ล ะ  8 0  m M  S D S  ด ัง บ ัน ใ น ก า ร ศ ึก ษ า ค ร ัง น ีจ ึง เล ือ ก ใ ช ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น  6 0  

m M  S D S  เพ ื่อ ศ ึก ษ า ป ีจ จ ัย ท ี่ม ีผ ล ต ่อ พ ฤ ต ิก ร ร ม ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่แ ล ะ ก า ร แ ย ก ข อ ง  C A P  แ ล ะ  D C A P  

ต ่อ ไ ป
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ร ูป ท ี่ 4 .3  อิเล็กโทรฟโรแกรมของส่วนสกัดพริก โดยใช้บัฟเฟอร์ของ MEKC ประกอบด้วย SDS
ความเข้มข้นต่างๆ ในบัฟเฟอร์ท่ีมี 15 % v/v ACN และภาวะอ่ืนดังรูปท่ี 4.Id
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ร ูป ท ี่ 4 .4  ผลของความเข้มข้น SDS ต่อพฤติกรรมการเคลื่อนที่และการแยกของสาร a) retention time,
b) electrophoretic mobility, c) retention factor, d) selectivity, e) efficiency และ f) resolution ของ
สาร: ภาวะของ CE ดังรูป 4.3
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4.3.3 ผลของอุณหภูมิ

ได้ทำการศึกษาผลของอุณหภูมิในช่วง 25 ถึง 35 ๐C ต่อพฤติกรรมการเคล่ือนท่ีและการแยก 
ของ C A P  และ D C A P  โดยใช้บัฟเฟอร์ท่ีประกอบด้วย 10 m M  N a 2B 40 7, 60 m M  S D S  และ 15% v /v  

A C N  ดังแสดงใ น อ ิเล็กโทรพิเโรแกรมท ี่ 4.5 จากผลการทดลองพบว่าเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสารจะ
เคลื่อนที่ออกมาเร็วขึ้นเน่ืองจากความหนืดของบัฟเฟอร์ลดลง ทำให้ E O F  ()0.c0) และความเร็วหรือ 
ค ว า ม สามารถใ น การเคลื่อนที่รวมเพ่ิมข้ึน ( ด ัง สมการ 2.2 และ 2.8) เช่น กรณีของ C A P  ค่า |4.ne1 
( 1 0 'V v V )  เป็น 6.65, 8.00 และ 10.4 ท่ี 25, 30 และ 35 °c ตามลำดับ แม้ว่า Aji (10'V v V )  
ของ C A P  กับพีกสารเล็ก (ท่ีออกมาก่อน C A P )  จะเพ่ิมข้ึน (จาก 0.22 เป็น 0.29 และ 0.36) เม่ือเพ่ิม 
อุณหภูมิจาก 25 เป็น 30 และ 35 °c แด,การแยกของสาร C A P  กับพีกเล็กๆ บ ัน  แย่ลง ( R s =  62, 58 
และ 5 5 )  ทั้งน้ีเพราะค ่า  N  ลดลง ( เช ่น  N  ของ C A P  ลดลงจาก 3.33 เป็น 1.84 และ 1.63 ตามลำดับ) 
และค่า (Inet เพิ่มข ึ้น  (R s oc À  (I, 1/ เน.nct และ ณ์/V ดังสมการ 2.14) เป็นที่ทราบว่าดีว่าการเพิ่ม 
อุณหภูมิทำให้ค่า N  ลดลง เน่ืองจากผลของ J o u le  h e a t in g  ท่ีเพิ่มข ึ้น

ใ น ก า ร ท ด ล อ ง น ี้เ ล ือ ก ใช ้อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ก า ร แ ย ก ส า ร ท ี่ 25 ° c  เน ื่อ ง จ า ก พ ีก ข อ ง ส า ร ท ี่ส น ใ จ  

แ ย ก อ อ ก จ า ก พ ีก อ ื่น ไ ด ้ส ม บ ูร ณ ์ แ ล ะ อ ุณ ห ภ ูม ิใ ก ล ้เค ีย ง ก ับ อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง เพ ื่อ ล ด ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ข อ ง

อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ค ะ พ ิล ล า ร ีใ น ส ่ว น ท ี่ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิ ( ป ร ะ ม า ณ  32 c m )  แ ล ะ ใ น ส ่ว น ป ล า ย ท ัง ส อ ง ข ้า ง  

ข อ ง ค ะ พ ิล ล า ร ีท ี่ค ว บ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิไ ม ่ไ ด ้ ( ป ร ะ ม า ณ  8 c m )
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ร ูป ท ี่ 4 .5  อิเล็กโทรพีเโรแกรมของส่วนสกัดพริก โดยใช้อุณหภูมิของคอลัมน์ต่างๆ กันของ MEKC
และภาวะอื่นดังรูปที่ 4.Id



48

ร ูป ท ี่ 4 .6  ผลของอุณหภูมิต่อพฤติกรรมการเคลื่อนที่และการแยกของสาร a) retention time, b)
electrophoretic mobility, c) retention factor, d) selectivity, e) efficiency และ f) resolution ของสาร:
ภาวะของ CE ดังรูป 4.5
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4.3.4 ผลของศักย์ไฟฟ้า

ไ ด ้ท ำ ก า ร ศ ึก ษ า ผ ล ข อ ง ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า ใ น ช ่ว ง  15 ถ ึง  2 5  k v  ต ่อ พ ฤ ต ิก ร ร ม ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่แ ล ะ ก า ร  

แ ย ก ข อ ง ส า ร  ( ค ว า ม ต ่า ง ศ ัก ย ์ส ูง ส ุด ท ี่ใ ช ้ไ ด ้ ค ือ  3 0  k v  แ ต ่ท ี่ 2 5  k v  เป ็น ค ่า ท ี่ส ูง แ ล ้ว )  โ ด ย ใ ช ้บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ 

ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  1 0  m M  N a 2B 40 7, 6 0  m M  S D S  แ ล ะ  15 %  v /v  A C N  ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ท ี่แ ส ด ง ,ใ น อ ิเ ล ็ก  

โ ท ร ท ิเ โ ร แ ก ร ม ร ูป ท ี่ 4 .7  พ บ ว ่า เม ื่อ เพ ิ่ม ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  ไ ม เ ก ร ช ัน ไ ท ม ์ข อ ง ส า ร ล ด ล ง  ( ร ูป ท ี่ 4 .7  แ ล ะ  4 .8 a )  

ท ั้ง น ี้เน ื่อ ง จ า ก ค ว า ม เร ็ว ข อ ง ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ข อ ง ส า ร แ ป ร ผ ัน ต ร ง ก ับ ค ว า ม ต ่า ง ศ ัก ย ์ห เอ ค ว า ม เข ้ม ข อ ง  

ส น า ม ไ ฟ ฟ ้า  ( ส ม ก า ร ท ี่ 2 .1 )  ใ น ท า ง ท ฤ ษ ฎ ี ค ่า  (I ไ ม ่ข ึ้น อ ย ู่ก ับ ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  แ ต ่จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง พ บ ว ่า เม ื่อ  

ใ ช ้ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า ส ูง ข ึ้น  ค ่า  | i  ข อ ง ส า ร จ ะ ม ีค ่า เพ ิ่ม ข ึ้น เล ็ก น ้อ ย  (ร ูป ท ี่ 4 .8 ๖ )  ท ั้ง น ี้เน ื่อ ง จ า ก ผ ล ข อ ง  J o u le  

h e a t in g  ท ี่เพ ิ่ม ข ึ้น  ซ ึ่ง ส อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ค ่า  k ,  N  แ ล ะ  R s ท ี่ล ด ล ง  (ร ูป ท ี่ 4 .8 c ,  4 .8 e  แ ล ะ  4 .8 f )  แ ล ะ เป ็น ท ี่น ่า  

ส ัง เก ต ว ่า ก า ร เพ ิ่ม ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  ท ำ ใ ห ้ t R ล ด ล ง  แ ล ะ ค ่า  H \  น ้อ ย ล ง  ด ัง น ั้น  N  น ่า จ ะ เพ ิ่ม ข ึ้น  แ ต ่ก า ร ล ด ล ง  

ข อ ง ค ่า  N  แ ส ด ง ใ ห ้เห ็น ว ่า  J o u le  h e a t in g  ม ีผ ล ม า ก ก ว ่า  จ า ก ร ูป ท ี่ 4 .8 d  ค ่า  a  ม ีก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง  

เล ็ก น ้อ ย  เน ื่อ ง จ า ก  a  ไ ม ่ข ึ้น ก ับ ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  แ ล ะ จ า ก ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ก ่อ น ห น ้า น ี้ ( ใ น ร ูป ท ี่ 4 .6 d )  ช ี้ว ่า  

J o u le  h e a t in g  ห ร ือ อ ุณ ห ภ ูม ิไ ม ่ม ีผ ล ต ่อ ค ่า  a

ที่ศักย์ไฟฟ้าต่ําๆ จะใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน เนื่องจากความเร็วในการเคลื่อนที่ของสาร 
ลดลงตามความต่างศักย์หรือความเข้มของสนามไฟฟ้า และในช่วง 15 ถึง 2 5  k v  การแยกของสาร 
ของพีกที่สนใจออกจาทฟิกสารอ่ืนนี้นไม'แตกต่างกันมากนัก ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใช้ 
ศักย์ไฟฟ้า 2 5  k v  เพื่อให้ทำการวิเคราะห์ภายในเวลาอันรวดเร็ว และได้ค่าการแยกสารที่เหมาะสม 
สำหรับปริมาณวิเคราะห์
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ร ูป ท ี่ 4 .7  อิเล็กโทรฟ้โรแกรมของส่วนสกัดพริก โดยใช้ศักย์ไฟฟ้าต่างๆ กันของ MEKC และภาวะ
อ่ืนดังรูปท่ี 4.Id
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ร ูป ท ี่ 4 .8  ผลของศักย์ไฟฟ้าต่อพฤติกรรมการเคลื่อนท่ีและการแยกของสาร a) retention time, b)
electrophoretic mobility, c) retention factor, d) selectivity, e) efficiency และ f) resolution ของสาร:
ภาวะของ CE ดังรูป 4.7
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4.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค MEEKC

ไ ด ้ศ ึก ษ า  M E E K C  ส ำ ห ร ับ แ ย ก  C A P  แ ล ะ  D C A P  ใ น ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก  โ ด ย ใ ช ้บ ัฟ เฟ อ ร ์ 

ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย บ อ เร ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ p H  9 .2  E tO A c  เป ็น ห ย ด 'น า ม 'น  โ ซ เด ีย ม โ ด เด ก ซ ิล ซ ัล เฟ ต  (s o d iu m  

d o d e c y l  s u lfa te ,  S D S )  เป ็น ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว  1- บ ิว ท า น อ ล เป ็น ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ร ่ว ม  แ ล ะ เต ิม ต ัว ท ำ  

ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ท ี่เป ็น  A C N  ห ร ือ  M e O H  โ ด ย ท ำ ก า ร ศ ึก ษ า ผ ล ข อ ง ช น ิด แ ล ะ ป ร ิม า ณ ข อ ง ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย  

อ ิน ท ร ีย ์ แ ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง  S D S  เป ็น ด ้น

4.4.1 ผลของชน ิดและปริมาณของต ัวทำละลายอินทรีย์
ใ น ช ่ว ง แ ร ก ข อ ง ก า ร ท ด ล อ ง ไ ด ้ใ ช ้ไ ม โ ค ร อ ิม ัล ช ัน บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ท ี่เ ป ็น บ อ เ ร ต บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ 1 0  m M  

N ü jB 40 7 ท ี่ p H  9 .2  ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  0 .5 6  %  v /v  E tO A c , 1 6 2  m M  ใ - บ ิ'ว ท า น อ ล ,  8 0  m M  S D S  แ ล ะ  

ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ท ี่เป ็น เม ท า น อ ล ห ร ือ  A C N  ป ร ิม า ณ  5 , 10  ห ร ือ  15 %  v /v  โ ด ย ใ ช ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5  ° c  

แ ล ะ ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  2 5  k v  ส ำ ห ร ับ แ ย ก แ ล ะ ว ิเค ร า ะ ห ์ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก  ร ูป ท ี่ 4 .9  แ ส ด ง อ ิเล ็ก โ ท ร ฟ โ ร แ ก ร ม ท ี ่

ไ ม ่ม ีก า ร เต ิม ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ล ง ไ ป ใ น บ ัฟ เฟ อ ร ์ พ บ ว ่า  C A P  แ ล ะ  D C A P  ไ ม ่แ ย ก อ อ ก จ า ก ก ัน  

เน อ ง จ า ก ส า ร ท ัง ส อ ง  p a r tit io n in g  เข ้า ไ ป อ ย ู่ใ น  o i l  p h a s e  ม า ก ก ว ่า ท จ ะ อ ย ู่ใ น  a q u e o u s  p h a s e  ซ ง  

เห ต ุผ ล ค ล ้า ย ก ับ  M E K C  ใ น ห ัว ข ้อ  4 .3 .1  เพ ีย ง แ ต ่เป ล ี่ย น จ า ก ไ ม เซ ล ล ์เฟ ส เป ็น  o i l  p h a s e

เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ก า ร แ ย ก ส า ร ข อ ง บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ม ีก า ร เต ิม ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ช์นิดเด ีย ว ก ัน ใ น  

ป ร ิม า ณ ท ี่เท ่า ก ัน ด ้ว ย เท ค น ิค  M E K C  (ร ูป ท ี่ 4 .1  b  ถ ึง  g )  แ ล ะ  M E E K C  ( ร ูป ท ี่ 4 .5  b  ถ ึง  e )  พ บ ว ่า  

M E E K C  ใ ห ้ผ ล ก า ร แ ย ก ส า ร ไ ด ้ด ีก ว ่า  ง า น ว ิจ ัย ก ่อ น ห น ้า น ี้ร า ย ง า น ว ่า ส า ร บ า ง ชนิดอ า จ แ ย ก ไ ด ้ด ีก ว ่า  

ด ้ว ย  M E K C  บ า ง ชนิดอ า จ แ ย ก ไ ด ้ด ีก ว ่า ด ้ว ย  M E E K C  ข ึ้น อ ย ู่ก ับ ชนิดข อ ง ก ล ุ่ม ส า ร  [P o o u th r e e , 2 0 0 7 ]  

จ า ก ร ูป ท ี่ 4 .9 c  บ ัฟ เฟ อ ร ์ท ี่ม ีก า ร เต ิม ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์เป ็น  10  %  v /v  A C N  ส า ม า ร ถ แ ย ก  C A P  แ ล ะ  

D C A P  อ อ ก จ า ก ก ัน  แ ล ะ แ ย ก จ า ก พ ีก อ ื่น ใ น เม ท ร ิก ซ ไ ด ้ ด ัง น ั้น จ ึง เล ือ ก ใ ช ้ท ี่ภ า ว ะ น ี้ใ น ก า ร ศ ึก ษ า ป จ จ ัย  

อ ื่น ๆ  ท ี่ม ีผ ล ต ่อ ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ข อ ง ส า ร ใ น เท ค น ิค  M E E K C  ต ่อ ไ ป
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รูปท่ี 4.9 อิเล็กโทรฟโรแกรมของส่วนส ก ัด พริกโ ด ย ใ ช ้บัฟเฟอร์ของ M E E K C  ท่ี (a )  ไม่มีการเติมตัว 
ทำละลายอินทรีย์ (b  ถึง c )  ม ี A C N  และ (d  ถึง e )  มี M e O H : 10 m M  N a 2B 40 7 ท ี่ p H  9.2 ท่ี 
ประกอบด้วย 0.56 %  v /v  E tO A c , 162 m M  1-บิวทานอล, 80 m M  S D S  และตัวทำละลายอินทรีย์ที่ 
เป็นเมทานอลหรือ A C N  และภาวะอ่ืนๆ ของ C E  คือ คะพิลลารีฃนาด 50 pm i .d . X 40.2 c m  (30 c m  

ถึงเครื่องตรวจวัด), อุณหภูมิของคอลัมน์ 25 °c, ศักย์ไฟฟ้า 25 kv, บรรจุสารด้วยการอัดความดัน
0 .5  psi เป็นเวลา 5 ร ตรวจวัดที่ความยาวคล่ืน 214 n m ; C A P  = แคปไซชิน และ D C A P  = ไดไฮโดร 
แคปไซชิน



54

รูปท่ี 4.10 ผ ล ข อ ง ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ต ่อ พ ฤ ต ิก ร ร ม ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่แ ล ะ ก า ร แ ย ก ข อ ง ส า ร  a ) r e te n t io n  

t im e , b )  e le c tr o p h o r e t ic  m o b il i t y ,  c )  r e te n t io n  fa c to r , d ) s e le c t iv i ty ,  e )  e f f i c i e n c y  แ ล ะ  f )  r e s o lu t io n  

ข อ ง ส า ร  (a  ถ ึง  c  เป ็น ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง  C A P ):  ภ า ว ะ ข อ ง  C E  ด ัง ร ูป  4 .9
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4.4.2 ผลของความเข้มข้น SDS

ได้ทดลองหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับการแยกของ C A P  และ D C A P  โดยทำการเปลี่ยน 
ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวซึ่งใช้เป็น 5 0  ถึง 8 0  mM S D S  ในไมโครอิมัลชันบัฟเฟอร์ที่ 
ประกอบด้วย 1 0  %  v /v  A C N  และองค์ประกอบอ่ืนๆ คงเดิม จากอิเล็กโทรที!โรแกรมใ น รูปท่ี 4 .1 1  

เม่ือใช้ความเข้มข้น 5 0  mM S D S  ไม่สามารถทำการวิเคราะห์ได้ กระแสไฟฟ้าตก และท่ีความเข้มข้น 
6 0  mM S D S  อิเล็กโทรที!โรแกรมท่ีได้มีสัญญาณรบกวนค่อนข้างมากและพีกท่ีได้จะกว้าง เน่ืองจาก 
ท่ีความเข้มข้นของ S D S  ต่ํากว่า 7 0  mM ไมโครอิมัลชันท่ีได้ไม่ค่อยเสถียร จากการทดลองพบว่าเมื่อ 
เพ่ิมความเข้มข้นของ S D S  จะทำให้สารเคลื่อนที่มายังเคร่ืองตรวจวัดช้าลง ซึ่งเหตุผลคล้ายกับใน 
M E K C  ดังที่กล่าวมาแล้วในหัวข้อ 4 .3 .2  เม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของ S D S  จาก 7 0  เป็น 8 0  m M  การ 
แยกของสารเพิ่มขืนเล็กน้อย ซึ่งการเพ่ิมความเข้มข้นของ S D S  อาจทำให้การแยกของสารเพิ่มขืน 
หรือลดลง ขึ้นอยู่กับชนิดของสารและยากที่จะทำนายคล้ายก ับ  M E K C  ดังที่กล่าวมาแล้ว ดังน้ันใน 
การทดลองนี้จึงเลือกใช้ 8 0  m M  S D S  เพ่ือให้ได้ไมโครอิมัลชันท่ีเสถียร ได้การแยกของพีกสารท่ี 
สนใจออกจากพีกสารอื่นได้สมบูรณ์ และใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์สารท่ีเหมาะสม
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ร ูป ท ี่ 4 .11  อิเล็กโทรฟโรแกรมของส่วนสกัดพริกในบัฟเฟอร์ของ MEEKC ที่ประกอบด้วย SDS ท่ี
ความเข้มข้นต่างๆ: และภาวะอ่ืนดังรูปที่ 4.9c
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SDS (mM) รทร (mM)
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รูปท่ี 4.12 ผลของความเข้มข้นของ SDS ต่อพฤติกรรมการเคลื่อนที่และการแยกของสาร a)
retention time, b) electrophoretic mobility, c) retention factor, d) selectivity, e) efficiency และ f)
resolution ของสาร: ภาวะของ CE ดังรูป 4.11
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4.4.3 ผลของอุณหภูมิและความต่างศักย์

ไ ม ่ไ ด ้ท ำ ก า ร ศ ึก ษ า โ ด ย ใ ช ้เ ท ค น ิค  M E E K C  เ น ื่อ ง จ า ก ผ ล ข อ ง ก า ร ศ ึก ษ า ต ัว ท ำ ล ะ ล า ย อ ิน ท ร ีย ์ 

แ ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว จ ะ เห ็น ว ่า ใ ช ้เ ว ล า น า น ใ น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ เม ื่อ เท ีย บ ก ับ ผ ล ก า ร

ท ด ล อ ง ข อ ง ก า ร ศ ึก ษ า ผ ล ข อ ง อ ุณ ห ภ ูม ิแ ล ะ ค ว า ม ต ่า ง ศ ัก ย ์ต ่อ พ ฤ ต ิก ร ร ม ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่แ ล ะ ก า ร แ ย ก ข อ ง  

C A P  แ ล ะ  D C A P l ด ย ใ ข ้เท ค น ิค  M E K C  ท ี่ใ ช ้อ ุณ ห ภ ูม ิ1ข อ ง ค อ ล ัม น ์ 2 5  ๐C  แ ล ะ ศ ัก ย ์ไ ฟ ฟ ้า  2 5  k v  แ ล ะ  

ค า ด ว ่า เม ื่อ ท ำ ก า ร ศ ึก ษ า ผ ล ข อ ง อ ุณ ห ภ ูม ิแ ล ะ ค ว า ม ต ่า ง ศ ัก ย ์ ต ่อ พ ฤ ต ิก ร ร ม ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่แ ล ะ ก า ร แ ย ก  

ข อ ง  C A P  แ ล ะ  D C A P  โ ด ย ใ ช ้เท ค น ิค  M E E K C  น ่า จ ะ ใ ห ้ผ ล เช ่น เด ีย ว ก ัน ค ือ  เม ื่อ เพ ิ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิแ ล ะ  

ค ว า ม ต ่า ง ศ ัก ย ์แ น ว โ น ้ม ข อ ง พ ฤ ต ิก ร ร ม ก า ร เค ล ื่อ น ท ี่ข อ ง  C A P  แ ล ะ  D C A P  เ ว ล า ท ี่ใ ข ้ใ น ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห  ์

ส า ร เร ็ว ข ึ้น  แ ต ่ใ ห ้ค ่า ก า ร แ ย ก ท ี่ไ ม ่ด ีแ ล ะ เ ก ิด  J o u le  h e a t in g

ภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับแยก C A P  และ D C A P  ในส่วนสกัดพริกด้วย M E K C  คือ 10  m M  

NajB40 7 ท่ี pH 9.2, 6 0  m M  S D S  เป็นสารลดแรงตึงผิว และ 15 % v/v A C N  เป็นตัวทำละลาย 
อินทรีย์ ตังรูปท่ี 4 . I d  ในขณะท่ีภาวะของ M E E K C  คือ 0 .5 6  % v /v  E tO A c , 1 6 2  m M  1-บิวทานอล, 
1 0  m M  Na2B40 7 ท่ี pH 9.2, 8 0  m M  S D S  เป็นสารลดแรงตึงผิว และ A C N  เป็นตัวทำละลายอินทรีย์ 
ในปริมาณ 1 0  % v / v  ดังรูปท่ี 4 .9 c  เม่ือนำภาวะของ C E  แบบ M E K C  และ M E E K C  ที่ไ ด ้มา 
เปรียบเทียบกัน โดยภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค M E K C  (รูปท่ี 4 . Id )  ใช้เวลาในการแยกสารภายใน 
เวลาประมาณ 22 นาที ส่วนการแยกสารด้วยเทคนิค M E E K C  ใช้เวลาในการแยกสารประมาณ 5 0  

นาที (รูปท่ี 4 .9 c )  ซึ่งใช้เวลาในการแยกสารที่นานกว่าเทคนิค M E K C  มาก อีกทั้งขั้นตอนในการ 
เตรียมสารของเทคนิค M E E K C  ค่อนข้างยุ่งยาก ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้เทคนิค M E K C  มาใช้ใน 
ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์และประยุกต์ใช้ในการหาปริมาณสารในตัวอย่างส่วน 
ส ก ัด พ ร ิก ต ่อ ไ ป

4.5 การตรวจสอบวิธีการวิเคราะห์ (Validation of the method)
4.5.1 ขีดจำกัดของการวิเคราะห์

ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ก า ร ต ร ว จ ว ัด  ( l im it  o f  d e te c t io n , L O D )  ห ม า ย ถ ึง  ค ว า ม เข ้ม 1ข ้น 'ข อ ง ส า ร ต ํ่า ส ุด ท ี่ 

ต ร ว จ ว ัด ไ ด ้ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ม ือ ต า ม ภ า ว ะ ท ี่ใ ช ้ ส ่ว น ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ป ร ิม า ณ ว ิเค ร า ะ ห ์ ( l im it  o f  q u a n tita t io n ,  

L O Q ) ห ม า ย ถ ึง  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ต ํ่า ส ุด ท ี่ส า ม า ร ถ ร า ย ง า น ไ ด ้อ ย ่า ง น ่า เช ื่อ ถ ือ จ า ก ผ ล ก า ร ว ิเค ร า ะ ห  ์

ด ้ว ย เค ร ื่อ ง ม ือ ต า ม ภ า ว ะ ท ี่ใ ช ้ [S w a r tz  an d  K r u ll, 1 9 9 7 ]  ใ น ท า ง ป ฏ ิบ ัต ิน ั้น เป ็น ท ี่ย อ ม ร ับ ก ัน ว ่า  L O D  

แ ล ะ  L O Q  น ิย า ม เป ็น ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ท ี่ใ ห ้อ ัต ร า ส ่ว น ข อ ง ค ่า ส ัญ ญ า ณ ต ร ว จ ว ัด ต ่อ ค ่า ส ัญ ญ า ณ  

ร บ ก ว น  ( s ig n a l - to -n o is e  r a tio )  เท ่า ก ับ  3 แ ล ะ  1 0  ต า ม ล ำ ด ับ  ส ำ ห ร ับ ว ิธ ีก า ร ห า  L O D  แ ล ะ  L O Q  ข อ ง  

C A P  แ ล ะ  D C A P  อ า จ ท ำ ไ ด ้โ ด ย ด ัง ท ี่อ ธ ิบ า ย ไ ว ้ใ น ห ัว ข ้อ  3 .3 .7  ส ่ว น ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ป ร ิม า ณ ว ิเค ร า ะ ห ์ใ น  

ต ัว อ ย ่า ง  ( s a m p le  q u a n tita t io n  lim it ,  S Q L )  ห ม า ย ถ ึง  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ต ํ่า ส ุด ใ น ต ัว อ ย ่า ง จ ร ิง ท ี่
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ส า ม า ร ถ ร า ย ง า น ผ ล ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์อ ย ่า ง น ่า เช ื่อ ถ ือ ไ ด ้ ซ ึ่ง จ ะ ค ล ้า ย ก ับ  L O Q  แ ล ะ ค ำ น ึง ถ ึง ป ร ิม า ณ ข อ ง  

ต ัว อ ย ่า ง  ( s a m p le  q u a n tity )  ก า ร เจ อ จ า ง  (d ilu t io n  fa c to r )  ห ร อ ก า ร เพ ิม ค ว า ม เข ้ม ข ้น  ( c o n c e n tr a t io n  

fa c to r )  แ ล ะ ว ิธ ีก า ร เต ร ีย ม ต ัว อ ย ่า ง  เป ็น ด ้น  ใ น ก ร ณ ีข อ ง ง า น ว ิจ ัย น ี้ S Q L  ข อ ง  C A P  ห ร ือ  D C A P  ใ น  

ต ัว อ ย ่า ง ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก  c a p s ic u m  o le o r e s in  ส า ม า ร ถ ค ำ น ว ณ ไ ด ้ด ัง ส ม ก า ร ท ี่ 4 .3

S Q L ( g / k g )  =  ( g / k g )  ( 4 .3 )
1000พ

พ  ค ือ  น ี้า ห น ัก ข อ ง ต ัว อ ย ่า ง ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก  c a p s ic u m  o le o r e s in  ท ี่ช ั่ง ม า  ( ห น ่ว ย เป ็น ก ร ัม )  

V  ค ือ  ป ร ิม า ต ร เร ิ่ม ด ้น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย พ ร ิก ต ัว อ ย ่า ง  ( ห น ่ว ย เป ็น ม ิล ล ิล ิต ร )

/  ค ือ  จ ำ น ว น เท ่า ท ี่เจ ือ จ า ง ส า ร ล ะ ล า ย พ ร ิก ต ัว อ ย ่า ง จ า ก เร ิ่ม ต ้น  (d i lu t io n  fa c to r )

L O Q  ค ือ  ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์เช ิง ป ร ิม า ณ  (p p m )

ต ัว อ ย ่า ง เช ่น  ถ ้า ช ั่ง ต ัว อ ย ่า ง พ ร ิก ม า  0 .5 0  ก ร ัม  ล ะ ล า ย ใ น  A C N  จ น ม ีป ร ิม า ต ร  10  m L  จ า ก น ั้น  

น ำ ไ ป เจ ือ จ า ง  2 /0 .3  ห ร ือ  2 0 /3  เท ่า  ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  6 0  m M  S D S  ( ด ัง ห ัว ข ้อ  3 .3 .1 3 )  

แ ล ะ เม ื่อ แ ท น ค ่า  L O Q  ล ง ใ น ส ม ก า ร ท ี่ 4 .3  จ ะ ไ ด ้ค ่า  S Q L

ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ข อ ง ค ่า ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ข อ ง  C A P  แ ล ะ  D C A P  แ ส ด ง ไ ว ้ด ัง ใ น ต า ร า ง

4 .1  จ า ก ก า ร ใ ช ้ซ อ ส เต ร ีย ม พ บ ว ่า ไ ด ้ S Q L  ข อ ง  C A P  แ ล ะ  D C A P  เป ็น  4 .9  แ ล ะ  3 .6  p p m  ( p g /g )  (ด ัง  

ต า ร า ง ท ี่ 4 .1 )  ต า ม ล ำ ด ับ  ก า ร ป ร ับ ป ร ุง  S Q L  ใ ห ้ด ีข ึ้น ห ร ือ ก า ร เพ ิ่ม ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ ( ท ำ ใ ห ้ค ่า  

S Q L  ล ด ล ง ห ร ือ น ้อ ย ล ง )  อ า จ ท ำ ไ ด ้โ ด ย ก า ร เพ ิ่ม ป ร ิม า ณ ต ัว อ ย ่า ง ห ร ือ ล ด ป ร ิม า ณ ส ุด ท ้า ย ท ี่ล ะ ล า ย

ต ัว อ ย ่า ง  เป ็น ต ้น  อ ย ่า ง ไ ร ก ็ต า ม  S Q L  ท ี่ไ ด ้น ี้เพ ีย ง พ อ ส ำ ห ร ับ ว ิเค ร า ะ ห ์ต ัว อ ย ่า ง ซ อ ส พ ร ิก จ ร ิง  เพ ร า ะ  

ไ ม ่ไ ด ้เป ็น ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ส า ร ท ี่ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ํ่า ๆ  (tr a c e  a n a ly s is )

ตารางท่ี 4.1 ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์

ส า ร L O D  (p p m ) L O Q  (p p m ) S Q L  ( g /k g ) a S Q L  (p p m , p g /g ) b

C A P 5 .2 1 6 .3 2 .2 4 .9

D C A P 2 .8 8 .8 1 .2 3 .6

หมายเหตุ: ‘‘ช่ังตัวอย่างส่วนสกัดพริก capsicum oleoresin 0.50 กรัม ละลายใน ACN จนมีปริมาตร 10 mL แล้ว 
เจือจาง 20/3 เท่า

:bปริมาณ CAP และ DCAP ในตัวอย่างซอส
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4.5.2 กราฟมาตรฐาน

ง า น ว ิจ ัย น ีไ ด ้ท ำ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ส ำ ห ร ับ ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ C A P  แ ล ะ  D C A P  โ ด ย ค ว า ม เข ้ม ข ้น  

ข อ ง แ ค ป ไ ซ ซ ิน ท ี่ใ ช ้อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  1 6 .3  ถ ึง  9 7 5  p p m  แ ล ะ ไ ด ไ ฮ โ ด ร แ ค ป ไ ซ ช ิน ใ น ช ่ว ง  8 .8  ถ ึง  5 2 5  p p m  

เน ื่อ ง จ า ก  C A P  แ ล ะ  D C A P  ท ี่ม ีอ ย ู่ใ น ต ัว อ ย ่า ง ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก  c a p s ic u m  o le o r e s in  ช น ิด ต ่า ง ๆ  ส ่ว น  

ใ ห ญ ่จ ะ ม ีอ ย ู่ใ น ป ร ิม า ณ ม า ก  แ ล ะ ต ัว อ ย ่า ง ส ่ว น ส ก ัด พ ร ิก  c a p s ic u m  o le o r e s in  ท ี่น ำ ม า ท ำ ป ร ิม า ณ  

ว ิเค ร า ะ ห ์ม ีร า ย ง า น ไ ว ้ว ่า  C A P  แ ล ะ  D C A P  ร ว ม ก ัน อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  6 0  ถ ึง  1 0 0  g /k g  จ ึง เล ือ ก ท ำ ก ร า ฟ  

ม า ต ร ฐ า น ใ น ช ่ว ง ด ัง ก ล ่า ว

ก า ร ท ำ ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ใ ช ้ว ิธ ี In tern a l S ta n d a rd  เพ ื่อ ล ด ค ว า ม ผ ิด พ ล า ด เน ื่อ ง จ า ก ก า ร ฉ ีด ส า ร ท ี ่

ไ ม ่เ ท ่า ก ัน ใ น แ ต ่ล ะ ค ร ั้ง  ( ด ัง ท ี่ก ล ่า ว ไ ว ้ใ น ห ัว ข ้อ  2 .9  ห น ้า  2 2 )  โ ด ย ใ น ก า ร ท ด ล อ ง ไ ด ้เล ือ ก  b is p h e n o l  

A  เป ็น  in te r n a l s ta n d a rd  ( I S T D )  เน ื่อ ง จ า ก ส า ร ต ัว น ี้ไ ม ่ม ีอ ย ู่ใ น ต ัว อ ย ่า ง ท ี่จ ะ ว ิเค ร า ะ ห ์ ไ ม ่ท ำ ป ฏ ิก ิร ิย า  

ก ับ  C A P  แ ล ะ  D C A P  แ ล ะ ม ีก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ใ น ช ่ว ง เด ีย ว ก ับ  C A P  แ ล ะ  D C A P  น อ ก จ า ก น ี้ไ ม เก ร ช ัน  

ไ ท ม ์ข อ ง  b is p h e n o l  A  ไ ม ่ร บ ก ว น พ ีก ข อ ง  C A P  แ ล ะ  D C A P  โ ด ย เต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  b is p h e n o l  A  ล ง ไ ป  

ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย ต ัว อ ย ่า ง ใ น ป ร ิม า ต ร ท ี่เท ่า ก ัน แ ล ะ ใ ห ้ม ีค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย  

ข อ ง  b is p h e n o l  A  เป ็น  5 0  p p m  โ ด ย แ ต ่ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ท ำ ก า ร ฉ ีด ซ ํ้า  2  ค ร ั้ง

ร ูป ท ี่ 4 .1 3  เป ็น ก ร า ฟ ม า ต ร ฐ า น ข อ ง ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง อ ัต ร า ส ่ว น ข อ ง  c o r r e c te d  p e a k  

a r ea  ข อ ง  C A P  ต ่อ  I S T D  C^corr.CAp/^corr.ISTD) แ ส ะ  D C A P  ต ่อ  I S T D  ( ฟ corr.DCAp/^corrJSTD) ก ับ  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น  ( ใ น  C E  น ิย ม ใ ช ้ c o r r e c te d  p e a k  a rea  ต ัง ท ี่ก ล ่า ว ไ ว ้ใ น หวัข ้อ

2 .9  ห น ้า  2 2 )  โ ด ย ค ่า  r 2 จ ะ ม ีค ่า ใ ก ล ้เค ีย ง  1 .0  ด ัง น ั้น ส า ม า ร ถ ส ร ุป ไ ด ้ว ่า ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง  

^corr,CAp/^corr,ISTD แ ล ะ  ^corr.DCAp/^corr.ISTD ก ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ม  ี

ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ใ น ล ัก ษ ณ ะ เช ิง เส ัน ต ร ง
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a)

b)
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ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง แ ค ป ไ ซ ช ิน (p p m )
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4.5.3 ความแม่น (accuracy) และความเทียง (precision)

ได้ศึกษาผลของเมทริกซ์ต่อความแม่นและความเที่ยงของการวิเคราะห์ปริมาณของ CAP
และ DCAP ท่ีเติม (spike) ลงไปในเมทริกซ์ที่เป็นบัฟเฟอร์ท่ีประกอบด้วย 15 % v/v ACN (เพ่ือให้มี 
เมทริกซ์เหมือนกับในตัวอย่าง) และเมทริกซ์ที่เปีนสารละลายตัวอย่างพริก โดยได้เต1 ยมสารละลาย 
ท่ีประกอบด้วย CAP และ DCAP ที่ความเข้มข้นต่างๆ และ 50 ppm ISTD จากนั้นทำการวิเคราะห์ 
ซา 3 คร้ัง ได้ผลการทดลองดังตารางท่ี 4.2

Recovery คิดเป็นความเข้มข้นท่ีวิเคราะห์ได้จากการทดลองเทียบกับความเข้มข้นที่เติมลง 
ไป สำหรับเมทริกซ์ที่เป็นบัฟเฟอร์ ความเข้มข้นท่ีวิเคราะห์ได้บันได้มาจากการเทียบโดยตรงจาก 
กราฟมาตรฐานในรูปที่ 4.13 ส่วนเมทริกซ์ท่ีเป็นสารละลายตัวอย่างพริก ความเข้มข้นที่วิเคราะห์ได้ 
จากการทดลองเป็นผลต่างของความเข้มข้นของสารก่อนและหลังทำการเติม

ตารางท่ี 4.2 ผลของเมทริกซ์ต่อความเที่ยงและความแม่นของปริมาณวิเคราะห์
สาร ปริมาณท่ี spike ค่าเฉลย Recovery (%) ± RSD (%)

(ppm) เมทริกซในบัฟเฟอร์ เมทริกซ์ในตัวอย่างพริก
81.2 100.0± 1.5 101.7 ± 3.5

แคปไซชิน 390 99.9±0.1 102.7±0.6
780 101.7 ± 3.5 -
43.8 99.0±2.2 96.3 ±2.3

ไดไฮโดรแคปไซชิน 210 99.0± 1.9 98.2± 1.8

----------------------- จ----- 420 99.4± 1.9 -
หมายเหตุ: วิเคราะห์ชำ 3 ครัง, - หมายถึง ไม ่ได ้ทำการทคลองเพราะปริมาณรวมเก ินช ่วงกราฟมาตรฐาน

จากตารางท่ี 4.2 พบว่าค่าเฉลี่ย Recovery อยู่ในช่วง 99 ถึง 102 % สำหรับเมทริกซ์ที่เป็น 
บัฟเฟอร์ และช่วง 96 ถึง 103 % สำหรับเมทริกซ์ท่ีเป็นสารละลายตัวอย่างพริก ด้วย RSD < 3.5 ทัง 
สองเมทริกซ์ นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบในเชิงสถิติด้วย r-test พบว่าค่าเฉลี่ย Recovery ท่ีได้จากทัง 
สองเมเทริกซ์นั้นไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % แสดง,ว่าเมทริกช์ 
ทั้งสองนี้ไม่มีผลต่อปริมาณ CAP และ DCAP ที่วิเคราะห์ได้

จากน้ันได้ศึกษาความเท่ียงภายในวัน (intraday precision) และความเที่ยงต่างวัน (interday 
precision) โดยใช้สารละลายมาตรฐาน CAP : DCAP ท่ีความเข้มข้น (ppm) เป็น 390 : 210 (ความ 
เข้มข้นรวม 600 ppm) ในเมทริกซ์ที่เปีนบัฟเฟอร์ท่ีประกอบด้วย 15 % v/v ACN ได้ทำการวิเคราะห์ 
ด้วย MEKC 5 วัน แต่ละวันวิเคราะห์ซ้ํา 5 คร้ัง จากนั้นนำอัตราส่วนของ A con (ของสารท่ีสนใจกับ
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ISTD ) ที่ได้ไปคำนวณหาปริมาณสารโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน (รูปท่ี 4.13a และ 4.13b) ได้ผล 
การทดลองของค่าเฉล่ีย 5 คร้ัง ดังแสดงในตารางท่ี 4.3

จากตารางท่ี 4.3 พบว่าไมเกรชันไทม์และอัตราส่วนของ A œrr ของสารมาตรฐานมี RSD <
5.0 % ภายในวันเดียวกัน และ < 3.2 % ต่างวันกัน แสดงว่าความเที่ยงสูงท้ังภายในวันเดียวกันและ 
ต่างวันกัน

ไมเกรชันไทม์ของสารทั้นอาจมีการเปลี่ยนไปได้ เนื่องจากมีการระเหยของตัวทำละลาย
อินทรีย์ในบัฟเฟอร์ ทำให้มีผลต่อการเปล่ียนแปลงของ EOF (มากข้ึน) และความสามารถในการ 
เคลื่อนที่ของสารบัฟเฟอร์ (มากข้ึน) จึงมีผลต่อไมเกรชันไทม์ (แนวโน้มเร็วขึ้น) อย่างไรก็ตามได้ทำ 
การเปลี่ยนบัฟเฟอร์ชุดใหม่หลังจากการวิเคราะห์แล้ว 5 คร้ัง (โดยปกติของการวิเคราะห์ด้วย CE จะ 
เปลี่ยนบัฟเฟอร์ชุดใหม่หลังจากการวิเคราะห์แล้ว 10 ครัง) นอกจากนีไมเกรชันไทม์1ของสารจะ 
แตกต่างกันบ้าง อาจเน่ืองจากเม่ือใช้คะพิลลารีเปีนเวลานาน สภาพผิวของคะพิลลารีเปลี่ยนไปได้ 
ทำให้มีผลต่อ EOF แต่อย่างไรก็จากการทดลองนีพบว่ามีความเที่ยงสูงทังภายในวันเดียวกันและต่าง 
วัน วิธีการนี้จึงยอมรับได้

ตารางท่ี 4.3 ความเที่ยงของการวิเคราะห์แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซชิน
(ความเข้มข้นรวมท่ี 600 ppm)

RSD และ ค ่า เฉ ล ี่ย ข อ ง

ค ว าม เท ี่ย ง L อ ัต ร า ส ่ว น ข อ ง  Acorr

CAP DC AP CAP DCAP
ภายในวัน (intraday)3

วันท่ี 1 1.2(11.51) 1.7 (14.45) 2.2 (4.06) 1.7 (2.92)
วัน ท่ี 2 1.7(11.73) 2.9(15.17) 3.9 (4.05) 4.8 (2.88)
วัน ท่ี 3 1.3 (12.52) 2.6(15.03) 2.2 (4.02) 2.1 (2.89)
วัน ท่ี 4 4.8(11.67) 1.8 (15.15) 4.0 (4.03) 3.8 (2.90)
วัน ท่ี 5 3.8(11.57) 2.3 (15.25) 4.9 (4.02) 4.2 (2.9)

ต่างวัน (interday)b
รวม 3.2(11.80) 2.3 (15.01) 1.8 (4.04) 2.4 (2.90)

หมายเหตุ : ค ่าในวงเล ็บเป ็นค ่าเฉล ี่ย  และ tm ม ีหน ่วยเป ็นนาท  ี

: ‘‘ต ัวอย ่างในแต ่ละว ัน  ทำการฉ ีดซ ํ้า 5 ครั้ง 

: bคำนวณจากการทำซ ํ้า เป ็นเวลา 5 วัน วันละ 5 ซา
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4.6 กใรหาปริมาณแคปไซ'ชินและไดไฮโดรแคปไซ‘ชินในตัวอย่างส่วนสกัดพริก

ชั่งตัวอย่างพริก capsicum oleoresin ซึ่งเป็นของเหลว 0.5 กรัม แล้วเจือจางด้วย ACN จน 
ได้ปริมาตร 10 mL (ในขวดวัดปริมาตร 10 mL) จากนั้นนำมาเจือจางตัวอย่างพริกด้วยสารละลายที่ 
ประกอบด้วย 60 mM SDS ท่ีมี ACN (หัวข้อ 3.3.3.1) พร้อมกับเติม ISTD (ตามวิธีการทดลองที่ได้ 
กล่าวมาแล้วในหัวข้อ 3.3.10) และนำไปกรอง แล้วมาทำการวิเคราะห์ด้วย CE (ฉีดซ้ํา 3 คร้ังต่อ 
ตัวอย่าง) เพ่ือหาปริมาณ CAP และ DCAP ด้วยเทคนิค MEKC ท่ีพัฒนาข้ึน การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
ส่วนสกัดพริกต้องเจือจางด้วยสารละลายที่ประกอบด้วย 60 mM SDS ท่ีมี 15 % v/v ACN (หัวข้อ
3.3.3.1) ก่อนนำไปวิเคราะห์ เนื่องจากการฉีดสารที่ละลายในตัวทำละลายอินทรีย์โดยไม่มีการเจือ 
จางด้วยสารละลายตังกล่าว จะทำให้บัฟเฟอร์ที่อยู่บริเวณรอยต่อของสารตัวอย่างไม่เป็นไมเซลล์จึง 
ทำให้สารแยกออกจากกันได้ไม่ดี ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างดังรูปท่ี 4.14
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รูปท่ี 4.14 อิเล็กโทรฟโรแกรมของ a) สารละลายตัวอย่าง A b) สารละลายตัวอย่าง B c) สารละลาย 
ตัวอย่าง C d) สารละลายตัวอย่าง D โดยใช้บัฟเฟอร์ของ MEKC ที่ประกอบด้วย 10 mM Na2B40 7 ท่ี 
pH 9.2 ที่ประกอบด้วย 60 mM SDS และ 15 % v/v ACN, คะพิลลารีขนาด 50 (Tin i.d. X 40.2 cm 
(30 cm ถึงเครื่องตรวจวัด), อุณหภูมิของคอลัมน์ 25 °c, ศักย์ไฟฟ้า 25 kv, บรรจุสารด้วยการอัด 
ความดัน 0.5 psi เป็นเวลา 5 ร ตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน 214 nm; ISTD = Internal Standard, CAP = 
แคปไซชิน และ DCAP = ไดไฮโดรแคปไซชิน
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สำหรับการหาปริมาณสารท่ีสนใจนั้น นำอัตราส่วนของ corrected peak area ท่ีได้ไป 

คำนวณหาความเข้มข้นของ CAP และ DCAP ท่ีมีอยู่,ในตัวอย่าง (หน่วยเป็น ppm) โดยใช้กราฟ 
มาตรฐานจากรูปท่ี 4.13a และ 4.13b ตามลำดับ จากนั้นคำนวณปริมาณ CAP และ DCAP ท่ีมีอยู่ใน 
ตัวอย่างในหน่วย g/kg ( 0  ดังสมการท่ี 4.4

Q = fCV
พ (4.4)

พ  คือ น้ัาหนักของตัวอย่างพริกที่ชั่งมา (หน่วยเป็นกรัม)
V  คือ ปริมาตรเริ่มด้นของสารละลายพริกตัวอย่าง (หน่วยเป็นลิตร)

/  คือ จำนวนเท่าท่ีเจือจางสารละลายพริกตัวอย่างจากเริ่มต้น (dilution factor) 
C  คือ ความเข้มข้นของสารท่ีสนใจที่เทียบหาจากกราฟมาตรฐาน (หน่วยเป็น

ตัวอย่างเช่น ถ้าช่ังตัวอย่างพริกมา 0.50 กรัม ละลายใน ACN จนมีปริมาตร 10 mL (0.010 L) 
จากนันนำไปเจือจาง 20/3 เท่าด้วยไมเซลล์ (หัวข้อ 3.3.1) เมื่อแทนค่าลงในสมการที่ 4.4 จะได้ว่า

3 CQ = —
20

ตารางท่ี 4.4 ปริมาณของแคปไซชินและไดไฮโดรแคปไซชินในตัวอย่างพริก capsicum oleoresin
ตัวอย่าง ปริมาณสาร (g/kg)

capsicum CAP
ปริมาณร วม

oleoresin
DCAP การทดลอง ที่ระบุไว้3

A 43.0 ±0.7 26.3 ±0.6 69.3±0.9 69.1
B 43.9 ±0.3 16.3 ±0.6 60.2±0.7 60
C 59.1 ±0.7 40.6 ± 1.4 99.7± 1.6 100
D 41.2 ±0.9 16.1 ±0.3 57.3 ±0.9 ไม่ระบุ

หมายเหตุ: ไนแต ่ละต ัวอย ่าง ค่าที เคเป ีนค ่าเฉล ัยจากการฉ ิดต ัวอย ่าง 3 คร้ง 
a : เป ็นปร ิมาณ ท ี่รายงานโดยแต ่ละบร ิษ ัทว ิเคราะห ์ด ้วยเทคน ิค HPLC
A : บร ิษ ัทอ ุตสาหกรรมเคร ื่องหอมไทย-จ ีน  จำกัด B : บริษ ัทค ิงศ ์ฟ ูด เอ ็นเทอไพรซ จำกัด
C : บร ิษ ัท เคมสตาร ์ จำกัด D : กรมว ิทยาศาสตร์การแพทย์
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ปริมาณของ CAP และ DC AP ที่วิเคราะห์ได้จากตัวอย่างส่วนสกัดพริก แสดงดังตารางท่ี

4.4 จะเห็นว่าปริมาณรวมของ CAP และ DCAP ที่ระบุไว้จากการวิเคราะห์ด้วย HPLC มีค่าใกล้เคียง 
กับที่วิเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค MEKC ท่ีพัฒนาข้ึน ตังน้ันเทคนิค MEKC สามารถเป็นทางเลือกหน่ึง 
ของปริมาณวิเคราะห์แคปไซซินอยด์ในตัวอย่างพริก capsicum oleoresin ได้ ซึ่งการวิเคราะห์ด้วย 
เทคนิค HPLC ต้องมีข้ันตอนการกำจัด เมทริกซ์ในตัวอย่างโดยผ่าน solid phase extraction ด้วย C18 
cartridge มิฉะน้ันสารที่มีรีเทนชันมาก จะติดในคอลัมน์ของ HPLC ได้ ในขณะท่ีเทคนิค MEKC ท่ี 
พัฒนาขึ้นไม่จำเป็นต้องผ่าน solid phase extraction ดังกล่าว

4.7 การหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับการสกัดซอสพริก
ในงานวิจัยนี้ทำการหาภาวะที่เหมาะสมของการเตรียมตัวอย่างสำหรับการวิเคราะห์หา 

ปริมาณ CAP และ DCAP ในตัวอย่างซอสพริกด้วยเทคนิค MEKC โดยศึกษาผลของชนิดของตัวทำ 
ละลายที่ใช้สกัดและผลของการเติมเกลือ

4.7.1 การหาชนิดของตัวทำละลายที่ใช้สกัดและผลของการเติมเกลือ
จากงานวิจัยที่ผ่านมาดังที่ได้กล่าวไว้ในตารางที่ 1.3 ได้มีรายงานการเตรียมตัวอย่างพริก 

โดยการสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีไม,ละลายน้ัา เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ เฮกเซน ไดเอทิลอีเทอร์ 
และเอทิลอะซิเตต เป็นต้น หรือตัวทำละลายอินทรีย์ที่ละลายนำได้ เช่น เอทานอล เมทานอล อะซิ 
โตน และ อะซิโตไนไทรล์ เป็นต้น ในกรณีท่ีตัวอย่างเป็นพริกสด มักจะมีการอบตัวอย่างก่อนการ 
สกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ เพ่ือกำจัดนำที่อาจลดประสิทธิภาพในการสกัดสารได้

สำหรับซอสพริกประกอบด้วย กระเทียม นำตาล เกลือ นำล้มสายชู (กรดแอซิติณเละนำ) 
น้ัา และพริก ซึ่งส่วนใหญ่เป็นนั้าประมาณ 20 ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ (คิดจากนั้าและนี้าล้มสายชู) การ 
ระเหยนั้าจากตัวอย่างซอสพริกก่อนการสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์มีความยุ่งยาก ดังบันแนว
ทางการเตรียมตัวอย่างน่าเป็นได้ 2 แบบคือ แบบท่ี 1 การสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ที่ไม่ละลาย 
น้ํา หรือแบบท่ี 2 การสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีละลายนำ แล้วมีการเติมเกลือลงไปเพื่อทำให้ 
เกิดการแยกของชันนำออกจากชันตัวทำละลายอินทรีย์ เพราะนำอาจทำให้ประสิทธิภาพในการสกัด 
สารลดลง อีกทั้งทำให้ปริมาตรในส่วนสกัดเพ่ิมขึ้น (ปริมาตรของตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีละลายนำ + 
ปริมาตรของนั้า) หากนำส่วนสกัดนี้ไปวิเคราะห์โดยตรงทำให้ความเข้มข้นที่วิเคราะห์ได้ค่าน้อยกว่า 
ความเป็นจริง ดังน้ันเม่ือคำนวณเป็นปริมาณของสารในตัวอย่างจะได้น้อยกว่าความเป็นจริง
เช่นเดียวกัน แม้ว่าผลงานวิจัยที่ผ่านมาได้มีรายงานการเตรียมตัวอย่างซอสพริกโดยการสกัดโดยตรง 
ด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ที่ละลายนำได้ เช่น เอทานอล [Batchelor and Joncs, 2000; Kachoosangi et. 

a l . , 2008] และ เมทานอล [Kozukue e t. a l ., 2005] แต่วิธีการดังกล่าวนี้ไม่น่าถูกต้อง
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ในงานวิจัยนีจึงได้ทำการเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสกัดสำหรับหาปริมาณ CAP

และ DCAP ในซอสเตรียมและซอสพริกจริง ด้วยตัวทำละลายอินทรีย์แบบเติมเกลือและไม่เติมเกลือ 
โดยที่ซอสเตรียมที่ได้มาจากซอสแบล็งค์ (หัวข้อ 3.3.11.1) มาเติมสารละลายมาตรฐาน CAP และ 
DCAP ให้มีความเข้มข้นของ CAPS 50 และ 100 ppm (pg/g) ในซอสเตรียม จากนั้นนำซอสเตรียม 
หเอซอสพริกจริงไปสกัดตามวิธีการในหัวข้อ 3.3.11.2 ทำซ้ําตัวอย่างละ 3 Batch แล้วนำไป 
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค MEKC ในภาวะที่เหมาะสมที่ได้ทำการพัฒนาขึ้น เพ่ือหาปริมาณ CAPS ท่ีสกัด 
ได้เทียบกับกราฟมาตรฐานดังหัวข้อ 4.5.2 แล้วนำไปคำนวณ % Recovery ของ CAPs ในซอส 
เตรียม ในกรณีนี้ % Recovery หรือเปอร์เซ็นต์การสกัด เป็นร้อยละของปริมาณท่ีวิเคราะห์ได้ใน 
ตัวอย่างที่ผ่านการสกัดเทียบกับปริมาณเริ่มต้นในตัวอย่างก่อนการสกัด ซ่ึงค่า % Recovery ที่ใกล้ 
100 % แสดงว่ามีประสิทธิภาพมากในการสกัด CAPS

ในเบื้องต้นได้เลือกตัวทำละลายอินทรีย์ที่ใช้สกัดเป็นเอทิลอะซิเตต (EtOAc) อะซิโตไน 
ไทรล์ (ACN) เอทานอล (EtOH) และเมทานอล (MeOH) ซ่ึงเฉพาะ EtOAC เป็นตัวทำละลาย 
อินทรีย์ที่ไม่ละลายน้ัา อย่างไรก็ตามหลังการสกัดและก่อนการวิเคราะห์ด้วย CE จำเป็นต้องระเหย 
ตัวทำละลายอินทรีย์ก่อน แล้วละลายในตัวทำละลายท่ีเหมาะสม (ให้มีตัวทำละลายอินทรีย์น้อย เช่น 
15 % v/v ACN และ 60 mM SDS) เพราะถ้าเป็นตัวทำละลายอินทรีย์ 100 % ทำให้กระแสไฟฟ้าตก 
ในระหว่างการให้ศักย์ไฟฟ้าขณะที่แยกและวิเคราะห์สาร และพีกของสารกว้าง แต่อย่างไรก็ตาม 
ปีญหาที่พบจากการใช้ EtOH หรือ MeOH ท้ังแบบท่ีเติมเกลือและไม,เติมเกลือ คือ ไม่สามารถระเหย 
ส่วนสกัดให้แห้งได้ ในขณะที่ไม'พบปิญหาน้ีเม่ือใช้ตัวทำละลายอินทรียท่ีเป็น EtOAc หรือ ACN 
ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่า EtOH หรือ MeOH สกัดนี้ามันท่ีระเหยได้ยากที่อยู่ในพริกออกมาด้วย จึงทำ 
ให้ระเหยส่วนสกัดได้ยาก หรืออาจเป็นเหตุผลอ่ืนท่ีไม่ทราบแน่ชัด ดังนันในงานวิจัยนีจึงรายงาน 
ข้อมูลเฉพาะตัวทำละลายที่สกัดเป็น EtOAc และ ACN เท'านัน

หลังจากที่ผ่านการสกัดซอสด้วย EtOAc และ ACN ทั้งแบบที่เติมเกลือและไม่เติมเกลือ 
ได้ผลการทดลองของ % Recovery ดังรูปท่ี 4.15 ท่ีใช้ซอสเตรียมท่ีมี CAPs 50 และ 100 ppm (pg/g) 
(รูปท่ี 4.15a และ 4.15๖ ตามลำดับ) ซึ่งข้อมูลในกลุ่มแรกเป็น CAP กลุ่มท่ีสองเป็น DCAP และกลุ่ม 
สุดท้ายคือ CAPs (CAP + DCAP) จะเห็นได้ว่าการสกัดด้วย EtOAc แบบไม่เติมเกลือ มี
% Recovery มากกว่า (98.5 และ 99.8 % สำหรับ1ซอสเตรียมท่ีมี CAPs 50 และ 100 ppm ตามลำดับ) 
การสกัดด้วย ACN แบบไม่เติมเกลือ (78.2 และ 85.0 % สำหรับ1ซอสเตรียมท่ีมี CAPs 50 และ 100 
ppm ตามลำดับ)

สำหรับการสกัดแบบเติมเกลือ ได้ใช้เกลือ anhydrous MgS04 และ NaCl ลงไป เพ่ือช่วยใน 
การสกัดน้ีดีข้ึนและทำให้เกิด salting-out effect และแยกชันนำออกจากตัวทำละลายอินทรีย์ได้ดีขึน 
[Morrison and Freiser, 1962; Anastassiades e t. a l ., 2003; Majors, 2008] พบว่าการสกัดดวย EtOAc
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แบบเติมเกลือจะให้ % Recovery เป็น 100.9 และ 101.5 % สำหรับซอสเตรียมท่ีมี CAPS 50 และ 
100 ppm ตามลำดับ ซึ่งให้ % Recovery ไม่แตกต่างจากการสกัดด้วย EtOAc แบบไม,เติมเกลือ 
ในขณะที่การสกัดด้วย ACN แบบเติมเกลือให้ค่า % Recovery เป็น 86.8 และ 89.1 % สำหรับซอส 
เตรียมท่ีมี CAPS 50 และ 100 ppm ตามลำดับ ซ่ึง % Recovery มากกว่าการใช้ ACN แบบไม'เติม 
เกลือ

จากนั้นจึงได้ทดลองนำตัวอย่างซอสพริกจริง Sl-h45 และ S13-X30 มาสกัดด้วย EtOAc 
และ ACN ทั้งแบบที่เติมเกลือและไม่เติมเกลือ และได้ผลการทดลองตังรูปท่ี 4.16a และ 4.16b เม่ือ 
เปรียบเทียบพบว่าปริมาณ CAPS ที่วิเคราะห์ได้จากการสกัดแบบต่างๆ เป็นดังนี้ คือ EtOAc แบบ 
เติมเกลือ > EtOAc แบบไม่เติมเกลือ « ACN แบบเติมเกลือ > ACN แบบไม,เติมเกลือ

จากผลการทดลองท่ี % Recovery และปริมาณ CAPs ที่วิเคราะห์ได้จากการสกัดด้วย 
EtOAc มากกว่า ACN สามารถอธิบายได้ว่า ACN เป็นตัวทำละลายอินทรีย์ที่ละลายนี้า ในขณะท่ี 
EtOAc เป็นตัวทำละลายอินทรีย์'ท่ีไม,ละลายนี้าและไม่มี1ข้ัวมากกว่า ACN ส่วน CAPS เป็นสารท่ี 
ละลายนี้าได้น้อยมาก จึงละลายในตัวทำละลายที่ไม่มีข้ัวได้ดีกว่า ตังน้ันการสกัด CAPS ด้วย EtOAc 
จึงให้ประสิทธิภาพที่ดีกว่า ตามหลักการของ “like-dissolve-like” ส่วนการสกัดแบบเติมเกลือมีผล 
ช่วยให้เกิดการแยกชั้นของนั้าออกจากตัวทำละลายอินทรีย์ได้ดีขึ้น จึงทำให้เพิ่มประสิทธิภาพในการ 
สกัด CAPS ได้ดีกว่าการสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีไม่เติมเกลือ โดยเฉพาะอย่างย่ิงเม่ือใช้ตัวทำ 
ละลายอินทรีย์เป็น ACN ซึ่งละลายนำได้ ในขณะท่ี EtOAc แบบเติมเกลือ ให้ประสิทธิภาพในการ 
สกัดเพิ่มข้ึนเล็กน้อย ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะว่า EtOAc ไม่ละลายน้ีาจึงแยกออกจากชั้นนั้าได้ดีอยู่แล้ว
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รูปท่ี 4.15 Recovery ของ CAPS ในซอสเตรียมที่ผ่านการสกัดด้วย EtOAc และ ACN แบบเติมเกลือ 
และไม่เติมเกลือ ที่ใช้ซอสเตรียมท่ีมี CAPS (a) 50 และ (b) 100 ppm (pg/g)
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Extraction method
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รูปท่ี 4.16 ปริมาณ CAPS ในตัวอย่างซอสพริกจริง ที่วิเคราะห์ได้จากการสกัดตัวอย่างด้วย EtOAc 
และ ACN แบบเติมเกลือและไม่เติมเกลือ (a) ตัวอย่างซอสพริก ร1 -h45 และ (b) S13-X30
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4.7.2 ปริมาณเกลือที่เหมไะสมในการสกัด

ได้ทำการศึกษาหาปริมาณเกลือท่ีเหมาะสมในการสกัด ซึ่งเกลือที่ใช้นั้นได้แก่ anhydrous 
MgS04 และ NaCl ที่ต้องมีการเติมเกลือลงไปในขั้นตอนการสกัดนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ 
สกัดและแยกสารออกจากเมทริกซ์ ซึ่งโดยทั่วไปใช้ MgS04 และ NaCl ในอัตราส่วน 4:1 
[Anastassiades e t. a l ,  2003; Majors, 2008] และในช่วง 0.5 ถึง 1.0 เท่า1ของน้ัาหนักตัวอย่าง (ในที่นี้ 
ใช้นำหนักตัวอย่างเป็น 2.5 กรัม) โดยนำซอสเตรียมที่มีความเข้มข้นของ CAPS 100 ppm (pg/g) 
และซอสพริกจริง Sl-h45 เป็นตัวอย่างทดสอบ จากนั้นสกัดตามวิธีในหัวข้อ 3.3.11.2 โดยใช้ 
EtOAc เป็นตัวทำละลายที่ใช้สกัดแบบเติมเกลือในปริมาณต่างๆ ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 4.5

ตารางท่ี 4.5 เปรียบเทียบปริมาณเกลือท่ีเหมาะสมในการสกัดซอสพริก
ปริมาณเกลือ (กรัม) % Recovery ของ ปริมาณ CAPS ท่ี

ตัวอย่าง anhydrous NaCl CAPS วิเคราะห์ได้
MgS04 (ppm, pg/g)

ซอสเตรียม 100 ppm 2.0 0.50 101.5 ±2.6 -

(pg/g) CAPS 1.0 0.25 99.9 ±2.5 -

0 0 99.8 ± 1.9 -
ซอสพริกจริง 2.0 0.50 - 130.5±2.5
ร 1-h45 1.0 0.25 - 128.0±4.5

0 0 - 120.8 ±4.2
ท =  3 batch

จากตารางท่ี 4.5 จะเห็นว่าปริมาณของเกลือที่เติมแตกต่างกันนั้นให้ % Recovery ของ 
CAPS ในซอสเตรียม (ท่ีมีความเข้ม'ข้นของ CAPS 100 ppm ) ไม่แตกต่างกันมากนักในขณะท่ี 
ปริมาณ CAPS ที่วิเคราะห์ได้ในตัวอย่างซอสพริกมีแนวโน้มเพิ่มขึนเล็กน้อย เม่ือปริมาณเกลือ 
เพ่ิมข้ึน ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่า ลักษณะของซอสเตรียมมีความแตกต่างจากซอสพริกจริง เช่นในซอส 
พริกจะมีน้ัามันจากพริกในขณะที่ซอสเตรียมไม่มีนี้ามัน ซึ่งเป็นที่ทราบว่านี้ามันนั้นจะเกิดอิมัลชัน 
กับนำได้ และเกลือจะช่วยลดการเกิดอิมัลชันระหว่างรอยต่อของชันนำและชันของตัวทำละลาย
อินทรีย์ ดังที่กล่าวมาแล้วว่าเกลือที่เติมลงไปในขั้นน้ีานั้น ทำให้เกิด salting-out effect และทำให้ 
เกิดการแยกช้ันนี้าและช้ันตัวทำละลายอินทรีย์ สารท่ีเราสนใจท่ีเป็นสารประกอบอินทรีย์จึงออกมา 
อยู่ในชั้นของตัวทำละลายอินทรีย์ที่ใช้สกัดได้มากข้ึน
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จากผลการทดลองท่ีใช้เกลือ 0.5 และ 1.0 เท่าของนํ้าหนักสารตัวอย่างนัน ปริมาณของ 

CAPS ที่วิเคราะห์ได้ในซอสพริกจริง Sl-h45 ไม่แตกต่างกันมากนัก (128.0 และ 130.5 ppm) ภายใน 
ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน หรือปริมาณที่วิเคราะห์เพิ่มขึ้นเพียง 2.0 % เท่าน้ัน และการใช้เกลือปริมาณ 
มากทำให้เกลือติดค้างอยู่ตามข้างหลอดและสังเกตการแยกของชันนำและตัวทำละลายอินทรีย์ได้ 
ยาก ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้เกลือ 0.5 เท่า1ของน้ีาหนักสารตัวอย่าง คือ เติม anhydrous MgS04
1.0 กรัม +NaCl 0.25 กรัม

4.7.3 การสกัดซ้ํา 2 คร้ัง เทียบกับ 1 คร้ัง
แม้ว่าการสกัดซอสเตรียมด้วย EtOAc แบบเติมเกลือท่ีทำการสกัด 1 คร้ัง พบว่า %Recovery 

ท่ีได้เกือบ 100 % แต่ลักษณะของซอสเตรียมและซอสพริกจริงมีความแตกต่างกัน ดังน้ันจึงต้องการ 
ตรวจสอบว่าในการสกัดตัวอย่างซอสพริกจริงเพียง 1 คร้ัง ยังมีปริมาณ CAPS เหลือจากการสกัดครั้ง 
แรกมากหรือน้อยเพียงใด โดยนำส่วนที่เหลือจากการสกัดครั้งท่ี 1 มาสกัด1ซํ้าด้วยตัวทำละลายอีก 1 
คร้ัง ตามวิธีการในหัวข้อ 3.3.11.2 ซึ่งตัวอย่างซอสพริกจริง ได้แก่ Sl-h45 และ S13-X30 และสกัด 
ด้วย EtOAc ทังแบบเติมเกลือ (0.5 เท่าของนำหนักตัวอย่าง) และแบบไม่เติมเหลือ (แบบไม่เติมเกลือ 
ใช้ในการเปรียบเทียบว่ามีสารเหลือจากการสกัดครั้งที่ 1 มากน้อยเพียงใด) จากน้ันคำนวณ
อัตราส่วน( £ 11) ของปริมาณ CAPS ที่สกัดได้ 2 ครั้งเท ียบกับ1 ครั้งตังสมการที่4.5

X , +  * 2ratio

โดยท่ี X, คือ ปริมาณของ CAPS จากการสกัดคร้ังท่ี 1 
x2 คือ ปริมาณของ CAPS จากการสกัดคร้ังท่ี 2

(4.5)

ปริมาณของ CAPS ที่วิเคราะห์ได้จากการสกัดตัวอย่างซอสพริกจริง (Sl-h45 และ S13-X30) 
ที่สกัด1ซ้ํา 2 คร้ัง เทียบกับ 1 คร้ัง แสดงการเปรียบเทียบให้เห็นตังรูปท่ี 4.17 โดยเทียบใน batch 
เดียวกัน จำนวน 3 batch และท่ีค่าอัตราส่วน (£1.๗0) เป็น 1.05 หมายความว่าการสกัดซํ้า 2 ครั้งได้ 
ปริมาณสารเพิ่มขึ้น 5 % เทียบกับการสกัด 1 คร้ัง จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.3 เม่ือสกัดตัวอย่าง 
ซอสพริกด้วย EtOAc แบบเติมเกลือ พบว่าการสกัดซ้ํา 2 คร้ัง ได้ปริมาณ CAPS เพ่ิมข้ึน (เทียบกับ 
การสกัด 1 คร้ัง) น้อยกว่า 4 และ 2 % สำหรับ Sl-h45 และ S13-X30 ตามลำดับ ในขณะท่ีเพ่ิมขึ้น 
มากกว่า 4 และ 5 % สำหรับการสกัดแบบไม่เติมเกลือ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการสกัดซำ 2 ครังด้วย 
EtOAc แบบเติมเกลือได้ปริมาณ CAPS เพิ่มขึนเพียงเล็กน้อยเท่านัน ซึ่งค่าท่ีน้อย 4 หรือ 2 % อาจ 
เป็นไปได้สำหรับสารที่ตกค้างในภาชนะ หรือร้อยละค่าเบ่ียงเบนสัมพัทธ์ของการทดลอง ตังนันเพ่ือ
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ประหยัดเวลาในการสกัดและการระเหยตัวทำละลายหลังการสกัด ในงานวิจัยน้ีจึงเลือกการสกัด
เพียง 1 คร้ังด้วย EtOAc แบบเติมเกลือ (anhydrous MgS04 1.0 กรัม + NaCl 0.25 กรัม)

1พ

1.07

1.06

1.05

1.04

1.03

1.02

1.01

Sl-h 45

X

S13-X30
X

X 5 %

X
X

*

X

*
X

EtOAC/no salt EtOAC/salt EtOAC/no salt EtOAc/salt
Extraction method

รูปท่ี 4.17 อัตราส่วนของปริมาณ CAPS ที่วิเคราะห์ได้จากการสกัดตัวอย่างซอสพริกซํ้า 2 คร้ังเทียบ 
กับการสกัด1 คร ัง( £ 1. ) ด้วย EtOAc แบบเติมเกลือและไม'เติมเกลือ

4.7.4 ความเท่ียงของการสกัด
ได้ศึกษาผลของความเท่ียงของวิธีการสกัดซอสพริกเพื่อวิเคราะห์หาปริมาณ CAP และ 

DCAP โดยใช้ซอสเตรียม คือ ซอสแบสงค์ท่ีได้ทำการเติมสารละลายมาตรฐาน CAPS ลงไปความ 
เข้มข้นที่แน่นอน ประกอบด้วย CAPS ท่ีความเข้มข้น 20, 50 และ 100 ppm (|ig/g) ดังหัวข้อ 3.3.13 
ทำการสกัดตัวอย่างซอสเตรียมแต่ละความเข้มข้น CAPS ด้วย EtOAc แบบเติมเกลือ โดยทำการสกัด 
ความเข้มข้นของ CAPS ละ 5 batch ในแต่ละวัน เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นทำการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค 
MEKC ท่ีได้พัฒนาข้ึน ดังผลการทดลองในตารางท่ี 4.6
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ตารางท่ี 4.6 ความเที่ยงของการสกัดสำหรับวิเคราะห์แคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซชิน

% RSD (% Recovery)
20 ppm (pg/g) CAPS 50 ppm (pg/g) CAPS 100 ppm (pg/g)CAPs

ภายในวัน (intraday)3
วันท่ี 1 1.1 (100.2) 1.1 (101.4) 0.7(101.1)
วัน ท่ี 2 2.1 (101.4) 2.6 (98.7) 1.0 (99.9)
วัน ท่ี 3 2.7(100.0) 2.0(101.2) 1.7(101.0)
วัน ท่ี 4 2.9 (99.7) 1.8(99.3) 2.5 (99.9)
วัน ท่ี 5 2.8 (101.5) 3.7 (101.3) 2.1 (100.6)

ต่างวัน (interday)b
รวม 2.3 (100.6) 2.5 (100.4) 1.7(100.6)

หมายเหตุ : a5 batch ในแต ่ละว ัน  (ท =  5)
: b5 ว ัน  ว ัน ละ 5 batch (ท = 25)

จากการตรวจสอบความเที่ยงของวิธีการสกัดซอสเตรียมภายในวัน (intraday precision, ท = 

5 batch) และต่างวันกัน (interday precision, ท = 5 วัน) โดยใช้ซอสเตรียมท่ีมี CAPS ท่ีความเข้มข้น 
20, 50 และ 100 ppm (pg/g) พบว่า % RSD ของ % Recovery ที่วิเคราะห์ได้แต่ละวันน้อยกว่า 2.9,
3.7 และ 2.5 % ตามลำดับ และ % RSD ของค่าเฉล่ีย % Recovery ต่างวันกัน 5 วัน (/! = 25) เป็น 2.3,
2.5 และ 1.7 % ตามลำดับ แสดงว่าการสกัดภายในวันและต่างวันมีความเท่ียงสูง (% RSD < 5) และ 
% Recovery โดยรวมอยู่ในช่วง 96 ถึง 105 % ตามลำดับ แสดงว่าประสิทธิภาพในการสกัดสูง เป็น 
ด้น

ช่วง % Recovery และ % RSD ที่ยอมรับได้นั้นพิจารณาโดยใช้หลักการของ Horwitz 
[Horwitz, 1982; Gonzalez et a l . , 2007] ตัวอย่างแบบง่ายๆ เช่น ในกรณีที่วิเคราะห์สารที่ความ 
เข้มข้น 10 และ 100 ppm ค่าท่ียอมรับได้ คือ % Recovery ในช่วง 80 ถึง 110 และ 90 ถึง 107 % 
ตามลำดับ ส่วน % RSD < 7.3 และ < 5.3 ตามลำดับ สำหรับที่ความเข้มข้นน้อยกว่า 10 ppm น้ัน ค่า 
% Recovery ท่ียอมรับได้จะอยู่ในช่วงกว้างกว่านี และ % RSD จะมากกว่านี งานวิจัยนี้ได้วิเคราะห์ 
สารที่ความเข้มข้นน้อยกว่า 100 ppm และจากการทดลองพบว่า % RSD < 3.7 และ % Recovery อยู่ 
ในช่วง 96 ถึง 105 % ดังนันจึงสรุปได้ว่าปริมาณวิเคราะห์ของวิธีการนีมีความเที่ยงและความแม่น 
สูง (หมายเหตุ: เป็นที่ทราบกันอยู่แล้วว่าถ้าการทดลองท่ีได้มี % Recovery ในช่วง 95 ถึง 105 % 
และ % RSD < 5 % สามารถสรุปได้ว่ามีความแม่นและความเที่ยงที่ยอมรับได้ โดยไม่จำเป็นต้อง 
คำนวณค่าอย่างละเอียดด้วยสมการของ Horwitz)
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4.8 การหาปริมาณแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซินในตัวอย่างซอสพริก

ทำการเตรียมตัวอย่างซอสพริกจริงดังหัวข้อ 3.3.14 ทำการสกัด1ซา 3 batch ในแต่ละ 
ตัวอย่าง แล้วนำไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค MEKC ที่ภาวะเหมาะสมที่หาได้ ตัวอย่างอิเล็กโทรฟโร 
แกรมของซอสพริก แสดงตังรูปท่ี 4.18 สำหรับการหาปริมาณสารท่ีสนใจ นำอัตราส่วนของ 
corrected peak area ท่ีได้ไปคำนวณหาความเข้มข้นของ CAP และ DCAP ที่มีอยู่ในตัวอย่างโดยใช้ 
กราฟมาตรฐาน (รูปท่ี 4.13)และสมการท่ี 3.1
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0.08
DCAP
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: IL J U jI ISTD
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____
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0.02 ^ . , น น-ห์"̂ 'c___________ _—  J  L______
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j  1
เ พ hi r -i .น.,
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a) ซอสพริกจริง S8-h22

b) ซอสพริกจริง S7-h70

c) ซอสพริกจริง S6-h70

d) ซอสพริกจริง S16-XÔ0

e) ซอสพริกจริง S21-X25

f) ซอสพริกจริง S10-h35.8

g) ซอสพริกจริง S1-X25
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2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17 5 20.0
Minutes

รูปท่ี 4.18 อิเล็กโทรหีเโรแกรมของตัวอย่างซอสพริกจริงบางตัวอย่างที่ทำการวิเคราะห์ปริมาณ โดย
ทำการสกัดด้วย EtOAc แบบเติมเกลือ (anhydrous MgS04 1.0 กรัม และ NaCl 0.25 กรัม); ISTD = 
Internal Standard, CAP = แคปไซชิน และ DCAP = ไดไฮโดรแคปไซชิน

D<



ตารางท่ี 4.7 ปริมาณของแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซชินในตัวอย่างซอสพริก
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ตัวอย่างซอสพริก พริกในซอส ปรมาณสาร (ppm, pg/g)
(% พ/พ) CAP DCAP CAPS

ร 1-h45 45 95.1 ± น 32.9 ± 0.9 128.0±2.0
S1-M40 40 26.4±0.7 4.6±0.9 31.0± 0.8
S1-X25 25 9.8±0.9 4.4 ± 0.2 14.2±2.2
S4-h50 50 29.8 ± 1.3 14.2±0.1 44.0± 1.4
S4-m25 25 18.3±0.1 8.6±0.4 26.9±0.4
S6-h70 70 25.7±0.5 11.5 ± 0.3 37.1 ±0.2
ร 7-h70 70 84.6±2.1 47.2±2.8 131.7± 1.8
S8-h22 22 175.0±2.6 86.9 ± 1.1 261.9±2.0
S8-M22 22 62.4±2.7 18.8± 1.0 81.1 ±2.5
S10-X28 28 16.6±0.3 4.5 ±0.2 21.1 ±0.3
S10-h35.8 35.8 19.6 ± 1.3 6.8±0.2 26.4± 1.4
S10-X56 56 13.0±0.2 4.6±0.1 17.6±2.9
ร13-X30 30 44.8± 1.8 18.8 ±1.1 63.6±2.3
ร 14-h53 53 69.5± 1.6 27.5± 1.3 97.1 ±2.0
ร 15-X25 25 8.3±0.3 4.8±0.7 13.0ะ± 1.8
ร16-X60 60 12.7±0.5 5.4±0.4 18.1 ±2.4
S17-X14 14 35.0±0.6 17.93±0.4 53.0±0.9
ร 18-X32.5 32.5 16.6±0.1 6.5±0.3 23.1 ±0.8
ร 19-X40 40 10.17±0.5 4.3±0.3 14.4±0.7
S20-X30 30 9.6±0.1 6.5±0.3 23.1 ±0.8
S21-X25 25 20.0±1.1 9.5±0.3 29.5 ± 1.4
S22-X28 28 10.8±0.4 5.0±0.2 15.8±0.3
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รูปท่ี 4.19 ความสัมพันธ์ของปริมาณ CAPS และปริมาณของพริกในตัวอย่างซอสพริก (โดยท่ี h, M, 
m และ X หมายถึงสูตรความเผ็ดมาก (hot) เผ็ดปานกลาง (medium) เผ็ดน้อย (mind) และไม'ได้ระบุ 
ตามลำดับ ส่วนตัวเลขท้ายสูตรหมายถึงปริมาณพริก (%) ที่ระบุไว้และตัวเลขที่อยู่ในวงเล็บเป็น 
อัตราส่วนของ CAP : DC AP ที่วิเคราะห์ได้)

จากการประยุกต์เทคนิค MEKC สำหรับปริมาณวิเคราะห์ของ CAP และ DCAP ในซอส 
พริกจริง โดยใช้ bisphenol A เป็น internal standard ได้ทำการวิเคราะห์และเปรียบเทียบปริมาณของ 
CAPS ในตัวอย่างซอสพริกต่างๆ จากผลการทดลองในตารางท่ี 4.7 และรูปท่ี 4.19 จะเห็นได้ว่า 
ปริมาณ CAPS ไม,มีแนวโน้มความสัมพันธ์แปรตามปริมาณพริกที่ระบุไว้ ท้ังน้ีเนื่องจากความ 
แตกต่างของสายพันธ์ และ/หรือ แหล่งพริกที่ใช้ในการผลิตซอสพริก แม้แต่สูตรความเผ็ด
เหมือนกัน แต่ปริมาณ CAPS ท่ีตรวจพบต่างกัน เช่น ซอสพริกสูตรเผ็ดมาก Sl-h45, S4-h50, ร6-h70, 
S7-h70, S8-h22, S10-h35.8 และ S14-h53 พบว่ามี 128, 44, 37, 132, 262, 26 และ 97 ppm CAPS 
หรือซอสสูตรเผ็ดปานกลาง S1-M40 และ S8-M22 พบว่ามี 31 และ 81 ppm CAPS นอกจากนี้ซอส 
พริกยี่ห้อเดียวกันแต่สูตรเผ็ดต่างกันและพบว่ามีอัตราส่วนของ CAP : DCAP ท่ีตรวจพบเท่ากัน 
แสดงว่าน่าจะใช้พริกสายพันธ์เดียวกันหรือปลูกในแหล่งเดียวกัน ในขณะที่ซอสพริกต่างยี่ห้อกันแต่ 
อัตราส่วนของ CAP : DCAP ที่พบมีท้ังเท่ากันและต่างกัน จึงน่าจะใช้พริกต่างสายพันธ์หรือต่าง 
แหล่งกัน และหากพิจารณาตามข้อกำหนดของปริมาณจำกัดของ CAPS ในซอสพริกแล้ว จะเห็นได้
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ว่ามี 7 ตัวอย่างท่ีมี CAPS เกิน 50 ppm (pg/g) ซึ่งน่าจะจัดเป็นซอสพริกสูตรเผ็ดจัดมาก (hottest hot 
chili sauce)
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