
4.1 การเล ือกภาวะของ CE

4.1.1 ขนาดและความยาวของคะพิลลารี
งานวิจัยนเลอกใช้ uncoated fused silica capillary ขนาด 75 pm i.d. X 60.2 cm (50 cm ถึงเครือง 
ตรวจวัด) ในการใช้ uncoated fused silica capillary เนื่องจากสามารถหาได้ง่าย ราคาถูก ไม่ยุ่งยาก 
ในการเก็บรักษา และต้องการให้มี EOF เพื่อช่วยให้สารเคลื่อนที่ไปยังเครื่องตรวจวัดได้ โดยท่ัวไป 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของคะพิลลารีท่ีใช้ใน CE คือ 50 และ 75 pm [Chankvetadze: 1997] ถึงแม้ 
ว่าคะพิลลารีท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 50 pm จะให้ค่าการแยกของสาร (resolution) ที่ดีแล ะท ำให ้ 
เกิด Joule heating น้อยกว่า แต่เนื่องจากในงานวิจัยนีสารที่ทำการวิเคราะห์มีความเข้มข้นตํ่าจึงได้ 
เลือกใช้คะพิลลารีขนาด 75 pm ซึ่งให้สภาพไว (sensitivity) ที่ดีกว่า เนื่องจากใช้เครื่องยูวีในการ 
ตรวจวัดและตรวจวัดบนคอลัมน์ (on-column detection) ซึ่งความยาวของช่องว่างที่ให้แสงผ่าน (cell 
path length) ขึนอยู่กับเส้นผ่านศูนย์กลางของคะพิลลารี ดังนันถ้า cell path length ยิ่งมากจะทำให้ 
สภาพไวสูงตามไปด้วย เหมาะในการวิเคราะห์สารที่ความเข้มข้นตํ่า (trace analysis) เหมือนใน 
งานวิจัยนี้และความยาวของคะพิลลารีที่เลือกใช้ คือ 60.2 cm เพ่ือให้สารเกิดการแยกได้ดีข้ึน

4.1.2 ความยาวคลื่นของการตรวจวัด
สารออกฤทธทางชีวภาพในส่วนสกัดห ัวกวาวเครือขาวท ัง 5 ชนิด ได ้แก ่ ดาอิดซิน พิวราริน 

กวาวคูริน ดาอิดเซอิน และจีน ิสเตอ ิน ม ีค ่าการด ูดกล ืนแสง UV ส ูงช ุดท ี่ความยาวคลื่น  245, 256, 
204, 254 และ 266 nm ตามลำดับ และจากงานว ิจ ัยก ่อนหน ้าน ี้ท ี่ว ิเคราะห ์หาปร ิมาณ สารออกฤทธ  
ทาง่ช ีวภาพดังกล่าวด ้วย HPLC ได ้ทำการตรวจวัดท ี่ความยาวคลื่น 254 nm [Cherdshewasart et al.: 
2007] ซ ึ่งให ้ค ่าการด ูดกล ืนแสงของสารท ัง 5 ชน ิดท ี่ด ีและม ีส ัญ ญาณรบกวนท ี่ต ํ่า ด ังน ันจ ึงเล ือก  
ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 254 nm

4.1.3 องค์ประกอบของบัฟเฟอร์
ในงานวิจ ัยน ี้ทำการวิเคราะห์หาปริมาณดาอิดช ิน ทิวราริน กวาวคูริน ดาอิดเซอิน และ 

จีน ิสเตอินในส่วนสกัดกวาวเครือขาวด ้วย CZE และ MEKC โดยใช ้สารละลายอ ิเล ็กโทรไลต  ์
(background electrolyte, BGE) ภาวะทีเปนเบส
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สำหรับ CZE อาศ ัยความแตกต ่างของความสามารถในการเคล ื่อนท ี่ทางไฟฟ ้าของสาร ซึ่ง 
ข ึนอย ู่ก ับความแตกต ่างของอ ัตราส ่วนของค ่าประจ ุต ่อขนาดของสารต ัวอย ่าง ส ารละลายอ ิเล ็กโท ร  
ไลต ์ส ่วนใหญ ่เป ็นสารละลายบ ัฟเฟอร์ท ั่วไป หร ือบ ัฟเฟอร์ท ี่ประกอบด้วยสารเต ิมแต ่งบางชน ิดท ี่ไม  ่
ทำให ้กลไกของการแยกเปล ี่ยนแปลงไป สารเต ิมแต่งบ ัฟเฟอร์ เช่น ต ัวทำละลายอ ินทร ีย ์ ในงานวิจ ัย  
นีใช ้บอเรตบ ัฟเฟอร์ท ี่ม ีหร ือไม ่ม ีการเต ิมต ัวทำละลายอินทรีย ์ท ี่เป ็นอะซ ิโตไนไทรล์หร ือเมทานอล

สำหรับ MEKC มีการเต ิมสารลดแรงตึงผิวเพ ื่อทำหน้าท ี่เป ็น pseudo stationary phase กลไก  
การแยกของส ารข ึน อย ู่ก ับ การ partitioning ข องส ารระห ว ่างไม เซ ลล ์เฟ ส และเอ เค ว ียส เฟ ส  และ  
ความ ส าม ารถของการเคล ื่อน ท ี่ท างไฟ ฟ ้าของส าร ใน งาน ว ิจ ัยน ีใช ้บ ัฟ เฟ อร ์ป ระกอบ ด ้วยบ อเรต  
บ ัฟ เฟ อร ์ท ี่ม ีการเต ิม ส ารลดแรงต ึงผ ิวท ี่ม ีห ร ือไม ่ม ีการเต ิม ต ัวท ำละลายอ ิน ท ร ีย ์ โด ย เล ือ ก ใช ้เป ็น  
บอ'เรตบัฟเฟอร์ท ี่ pH 9.2 ท ี่ม ีสารลดแรงต ึงผ ิว เป ็น โซ เด ียม โดเดกซ ิลซ ัล เฟ ต (sodium dodecyl 
sulfate, SDS) และต ัวทำละลายอินทรีย ์เป ็นอะซ ิโตไนไทรล์หร ือเมทานอล

1) pH  ข องบ ัฟ เฟ อร ์
งาน ว ิจ ัยน ีได ้ท ำการว ิเคราะห ์ห าป ร ิม าณ ดาอ ิดช ิน  ท ิวราร ิน  กวาวค ูร ิน  ดาอ ิด เซอ ิน  และ  

จ ีน ิส เตอ ินในส ่วนสก ัดกวาวเคร ือขาวในบ ัฟ เฟ อร ์ภาวะท ี่เป ็น เบส โดยใช ้บอเรตบ ัฟ เฟอร ์ท ี่ pH 9.2 
เพ ื่อให ้สารท ี่สนใจท ัง 5 ชน ิดซ ึ่งเป ็นกรดอ่อน [Aussenac et a l:  1998] แตกต ัวกลายเป ็นประจ ุและ  
ทำให ้เก ิด EOF มาก

pH ของ BGE ม ีผลต ่อความ สามารถใน การเคล ื่อน ท ี่ทางไฟ ฟ ้าของสารและ EOF ตังนั้น 
เพ ื่อให ้ pH ของสารละลายบัฟเฟอร์คงที่ ในการเตร ียมสารละลายบ ัฟเฟอร ์จ ึงน ิยมเตร ียมโดยละลาย  
N a ^ 40 7 ด้วยนั้า จะได้บ ัฟเฟอร์ท ี่ pH 9.2 โดยไม ่ต ้องปรับ pH ใด ๆ [Altria และ Fabre 1995] ซ่ึง 
สามารถอธิบายได้ต ังสมการที่ 4.1

NajB40 7 + 7H20  ------ ►  2Na + 2H,B0, I 2B(OH)4 (4.1)
ในสารละลายบ ัฟเฟอร์ประกอบด้วยกรดอ่อน (HA) และเกล ือของกรดอ ่อน (A ) ต ังสมการ 

ของ Henderson-Hasselbalch [Chang 1991]

pH = pK 3 + log M[HA] (4.2)

ในกรณีนี้HA คือ H3B03 และ A คือ B(OH)4 จากสมการท่ี (4.1) และ (4.2) ทำให้ในสารละลายมี 
h 3b o 3 ซึ่งเป็นกรดอ่อน และ B(OH)4’ ซึ่งเป็นคู่กรด สารละลายจึงมีสภาพเป็นบัฟเฟอร์และจะได้ 
ความสามารถในการเคล่ือนท่ีทางไฟฟ้าของสาร ไมเกรชันไทม์ และ EOF ท่ีมีความเท่ียง
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2) สารลดแรงตึงผิว (surfactant) [Khaledi: 1998]
SDS เป็นสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุลบ ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวที่นิยมใช้กันมากใน CE 

เน่ืองจาก SDS เป็นสารที่มีความบริสุทธิสูง หาง่าย ราคาถูก มีความสามารถในการละลายนํ้าได้ดี มี 
ค่า CMC ต่ํา และ SDS ถูกใช้อย่างกว้างขวางในการแยกสารประเภทฟนอล กรดอินทรีย์ กรดอะมิ 
โน เพปไทด์และโปรตีน เป็นต้น

4.2 การหาภาวะของ CZE
ในงานวิจัยนีทำการหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับวิเคราะห์หาปริมาณดาอิดซิน ทิวราริน 

กวาวคูริน ดาอิดเซอินและจีนิสเตอินโดยศึกษาผลของความเข้มข้นของบอเรตบัฟเฟอร์ ผลของชนิด 
และปริมาณของตัวทำละลายอินทรีย์และศักย์ไฟฟ้า ที่มีต่อพฤติกรรมการเคลื่อนที่และการแยกของ 
สาร

4.2.1 ผลของความเข ้มข ้นของบอเรตบัฟเฟอร์ (Na2B4อ 7)
ในช ่วงแรกของการทดลองได ้ทำการศ ึกษาผลของความเข ้มข ้นของ N a ^ 4๐ 7 ในช ่วง 10 ถึง 

100 mM ต ่อพฤต ิกรรมการเคล ื่อนท ี่และการแยกของดาอ ิดช ิน (D) ทิวราริน (P) กวาวคูริน (K) ดา 
อิดเซอิน (DZ) และ จีน ิสเตอิน (G) ในส่วนสกัดห ัวกวาวเครือขาวท ี่เต ิมสารท ี่ม ีอย ู่น ้อย คือ กวาวคูริน  
และจีน ิสเตอ ินให ้ม ีความเข ้มข ้นอย่างละ 50 ppm (สารละลายมาตรฐานหัวข ้อ 3.4.2)โดยใช ้อ ุณ หภ ูม ิ 
25 °c ศักย์ไฟฟ้า 20 k v  ผลท ี่ไต้แสดงด ังอ ิเล ็กโทรฟโรแกรมรูปท ี่ 4.1 พบว่า DZ เคล ื่อนท ี่ออกมา 
ค่อนตามด้วย P, K, D และ G ตามลำดับ เน ื่องจากความแตกต ่างของอ ัตราส ่วนระหว่างประจ ุต ่อ  
ขน าดของสารโดยสารท ี่ม ีป ระจ ุม ากและขน าดเล ็กจะเคล ื่อน ท ี่ออกมาท ีห ล ังสารท ี่ม ีป ระจ ุเล ็กและ  
ขนาดใหญ ่กว ่า ซ ึ่งสารท ี่สน ใจท ัง 5 ช น ิด เป ็น สารใน กล ุ่ม ไอโซ ลาโวน จ ัด เป ็น กรดอ ่อน ท ี่ม ีค ่าคงท ี ่
การแตกต ัวในช ่วง pH 9 ถึง 10 และขนาดของสารกล ุ่มน ีจะแตกต ่างก ันท ี่ส ่วนโมเลก ุลของฟ ้นอล  
และโมเลก ุลของน ํ้าตาล [Aussenac e t al.: 1998] ตังนั้น G เคล ื่อนท ี่ออกมาช ้าท ี่ส ุด เน ื่องจาก G มี 
หมู่ไฮดรอกชิล 3 ตำแหน่ง ท ี่วงเบนซ ีนจ ึงสามารถแตกต ัวไต ้มากกว่าสารอ ื่น  ในขณ ะท ี่ DZ มีขนาด 
โมเลก ุลมากท ี่ส ุดอ ีกท ั้งม ีห ม ู่ไฮดรอกช ิลเพ ียง 1 ตำแหน่ง จ ึงม ีผลให ้ DZ เคล ื่อนท ี่ออกมาเร ็วท ี่ส ุด  
[Wang é ta l :  1998] จากรูปที่ 4.1 ส ังเกตไต ้ว ่า DZ ไม ่สามารถแยกออกจากเมทร ิกซ ์ไต ้ในท ุกความ  
เข ้มข ้นของบอเรตบ ัฟเฟอร ์ และการเพ ิ่มความเข ้มข ้นของบอเรตบ ัฟ เฟ อร ์ทำให ้ P, K, D และ G 
สามารถแยกออกจากเมทริกซไต้ด ีข ึ้น โดยที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 50m M N a2B4O7 ข ึ้นไปสามารถแยก  
พีกสารท ั้ง 5 ชน ิดออกจากเมทร ิกซ ์ไต ้แต ่ย ังไม ่สมบ ูรณ ์ แต่ท ี่ความเข้มข้น 90 mM Na2B40 7 ข ึ้นไป  
กล ับ ท ำให ้ G ไม ่แยกออกจากเมทร ิกซ ์ ผลของความเข ้มข้นของ N a ^ 4(ว7 ท ี่ม ีผลต ่อไมเกรช ัน ไทม  ์
ของสารแสดงต ังร ูปท ี่ 4.2a พบว่าเม ื่อเพ ิ่มความเข ้มข้นของ Na,B4๐ 7 สารเคล ื่อนท ี่ออกมาไต ้ช ้าลง  
เน ื่องจากการเพ ิ่มความเข ้มข้นของ BGE เป ็น การเพ ิ่มความแรงไอออน ิกทำให ้ EOF ลดลงตังร ูปท ี่
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4.2b (ดังสมการท่ี 2.10) และจากค่า tc0 และ tm นำมาคำนวณค่า |i ตามสมการท่ี 2.15 โดยรวมใร้ันเม่ือ 
ความเข้มข้นของ Na2B40 7 สูงขึนขนาดของ P หเอ |p| (ดังรูปท่ี 4.2c) เพ่ิมขึน อาจเน่ืองจากผลของ 
Joule heating มากขึนเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของ BGE จึงมีผลทำให ้ค่า P มีค่าเพ่ิมข้ึน

จากการศึกษาความเข้มข้นของบอเรตบัฟเฟอร์ในช่วง 10 ถึง 100 mM พบว่ายังไม,สามารถ 
แยกฟิกสารทัง 5 ชนิดออกจากเมทริกซ์ได้สมบูรณ์จึงเลือกที่ความเข้มข้น 50 mM NajB40 7 ซึ่งใช้ 
เวลาในการวิเคราะห์ท่ีไม่นานมากนักสำหรับใช้ศึกษาผลของตัวทำละลายอินทรีย์ต่อไป

a) k -  1.6

b) 1 ! '1 (ill 1* 'ปฺ 1'
1.4

c) p D + เมทริกซ์ 
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0.0
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รูปที่ 4.1 อ ิเล ็ก โท รฟ ิโรแกรม ของส ่วน สก ัดห ัวกวาวเคร ือขาวท ี่เต ิม สารท ี่ม ีอย ู่น ้อย  (ประกอบด ้วย  
กวาวค ูร ินและจ ีน ิสเตอ ินอย่างละ 50 ppm) โด ยใช ้บ อ เรตบ ัฟ เฟ อร ์pH 9.2 ท ี่ความเข ้มข ้นต ่างๆ: (a) 
10, (b) 30, (c) 40, (d) 50, (e) 60, (0  70, (g) 90 และ (h) 100 mM, ฟิก DZ = ดาอิดเซอิน, P = ทิวรา 
ริน, K = กวาวค ูร ิน, D = ดาอิดซิน, G = จ ีน ิสเตอ ิน, ภาวะอ ื่นๆ ของ CE: uncoated fused silica 
capillary ขนาด 75 pm X 60.2 cm (50 cm ถึงเครื่องตรวจวัด), อ ุณหภ ูม ิของคะท ิลลาร ี 25 ° c , ความ 
ต่างศ ักย ์ท ี่ใช ้แยกสาร 20 k v ,  บรรจุสารตัวอย่างด้วยความดัน 0.5 psi เป ็นเวลา 5 ร, ตรวจวัดที่ความ  
ยาวคลื่น 254 nm
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รูปท่ี 4.2 ผลของความเข้มข้นบอเรตต่อพฤติกรรมการเคล่ือนท่ีและการแยกของสาร a) ไมเกรชัน 
ไทม์b) ค่า แ60 c) ค่า แ ของสารท้ัง 5 ชนิด: ภาวะการทดลองดังรูป 4.1
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4.2.2 ผลของชนิดและปริมาณของตัวทำละลายอินทรีย์
ได้ศึกษาชนิดและปริมาณของตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีมีผลต่อการแยกสารโดยใช้บัฟเฟอร์ท่ี 

ประกอบด้วย 50 mM Na2B407 และตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีเป็นเมทานอลหรืออะซิโตไนไทรล์ 
ในช่วง 10 ถึง 20% v/v สำหรับแยกและวิเคราะห์ส่วนสกัดหัวกวาวเครือขาวท่ีเติมสารท่ีมีอยู่น้อย 
(สารละลายมาตรฐานหัวข้อ 3.4.2) ผลการทดลองดังอิเล็กโทรพีโรแกรมรูปท่ี 4.3 ในภาวะท่ีไม่มี 
การเติมตัวทำละลายอินทรีย์ลงไปในบัฟเฟอร์ (รูปท่ี 4.3a) พบว่าไม่สามารถแยกสารท้ัง 5 ตัวออก 
จากเมทริกซ์ได้สมบูรณ์ จึงได้ทำการเติมตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีเป็นอะซิโตไนไทรล์ หรือเมทานอล 
ปริมาณท่ีแตกต่างกันตังแต่ 1 0 ถึง20% v/v ในบัฟเฟอร์เพ่ือปรับปรุงการแยก1ของสาร [Aussenac et 
ai: 1998] ตังรูปท่ี 4.3b ถึง 4.3g

จากรูปท่ี 4.3 พบว่าเม่ือปริมาณตัวทำละลายอินทรีย์สูงข้ึนสารท่ีสนใจแยกออกจากเมทริกซ์ 
ได้ดีขึนโดยเฉพาะพีกของ P, D และ G โดยท่ี 15% v/v ของตัวทำละลายอินทรีย์ทังในเมทานอล 
และอะซิโตไนไทรล์ ให้การแยกสารท่ีสนใจทัง 5 ชนิดออกจากเมทริกซ์ได้ดีและแยกได้ดีกว่าเม่ือ 
เพ่ิมความเข้มข้นเป็น 20% v/v ทังในเมทานอลและอะซิโตไนไทรล์ โดยพบว่ามีเมทริกซ์อ่ืนแยก 
ออกจาก D และ DZ อีกสำหรับเมทานอลและอะซิโตไนไทรล์ตามลำดับ และไม่พบว่าบัฟเฟอร์ใด 
สามารถแยกสารท่ีสนใจท้ัง 5 ชนิดออกจากเมทริกซใด้สมบูรณ์ท้ังหมด

การเพ่ิมปริมาณตัวทำละลายอินทรีย์ ทำให้ไมเกรชันไทม์ของสารนานข้ึน (รูปท่ี 4.4) 
เน่ืองจากการเติมตัวทำละลายอินทรีย์ทำให้ความหนืดของบัฟเฟอร์เพ่ิมมากข้ึนดังสมการ 2.6 จึง 
ส่งผลทำให้ EOF ลดลง (รูปท่ี 4.5) สารจึงเคล่ือนท่ีออกมาช้า ท้ังน้ีปริมาณของตัวทำละลายท่ี 
เพ่ิมข้ึนการแตกตัวของสารจะลดลง ทำให้ |แ| ของสารลดลง (รูปท่ี 4.6) และเม่ือเปรียบเทียบการ 
เติมตัวทำละลายอินทรีย์แต่ละชนิดในปริมาณท่ีเท่ากัน พบว่าอะ ซิโตไนไทรล์จะใช้เวลาในการ 
วิเคราะห์ท่ีเร็วกว่าเน่ืองจากความหนืดน้อยกว่าเม่ือเทียบกับการใช้เมทานอลเป็นตัวทำละลาย 
อินทรีย์ ดังน้ัน EOF ในบัฟเฟอร์ท่ีเติมอะซิโตไนไทล์จึงลดลงน้อยกว่าการเติมเมทานอล (รูปท่ี 4.5)

ดังน้ันจากการเปล่ียนชนิดและปริมาณตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีเป็นเมทานอล หรืออะซิโตไน 
ไทล์สามารถแยกได้เพียง K ออกจากเมทริกซ์ จึงศึกษาผลของความเข้มข้นท้ังบอเรตและตัวทำ 
ละลายอินทรีย์ควบคู่กันต่อไป โดยใช้ปริมาณ 15% v/v หรือ 20% v/v ของตัวทำละลายอินทรีย์ ซ่ึง 
ให้การแยกสารท่ีดี
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รูปที่ 4.3 ร ิเล ็กโทรฟ ิโรแกรมของส ่วนสก ัดห ัวกวาวเคร ือขาวท ี่เต ิมสารท ี่ม ีอย ู่น ้อย (กวาวค ูร ิน 50 
ppm และจีน ิสเตริน 50 ppm) โดยใช ้บอเรตบ ัฟ เฟอร ์ pH 9.2 ท ี่ความเข้มข้น 50 mM NajB.40 7 (a) ไม่ 
เต ิมตัวทำละลายอินทรีย ์ (b-d) ม ีเมทานอล (MeOH) และ (e-g) ม ีอะซ ิโต ไน ไท รล ์ (ACN), และภาวะ 
อื่นดังรูปที่ 4.1
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รูปที่ 4.4 ไม เกรช ัน ไทม ์ของสารท ี่ความ เข ้มข ้น ต ่างๆ ของต ัวทำละลายอ ินทร ีย ์: a) เมทานอล  
(MeOH) และ b) อะซ ิโตไน ไทรล ์ (ACN): ภาวะการทดลองตังรูป 4.3

รูปที่ 4.5 ค่า nc0 ท ี่ความเข ้มข ้นต ่างๆ ของตัวทำละลายอินทรีย ์: (♦ ) เมทานอล (MeOH), (■ ) อะซ ิโต  
ไน ไท รล ์ (ACN): ภาวะการทดลองตังรูป 4.3
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0 5 10 15 20
ACN (% v/v)

รูปที่ 4.6 ค่า แ ของสารที่ความเข ้มข้นต่างๆ ของตัวทำละลายอินทรีย ์: a) เมทานอล (MeOH) และ ๖) 
อะซ ิโตไน ไท รล ์ (ACN): ภาวะการทดลองดังรูป 4.3

4.2.3 ผลของความเข้มข้นท่ี,งบอเรตและตัวทำละลายอินทรีย์
ได้ทำการศึกษาผลของความเข้มข้นบอเรตในช่วง 30 ถึง 70 mM ท่ีประกอบด้วยปริมาณตัว 

ทำละลายอินทรีย์ 15% v/v และ 20% v/v ของเมทานอลหรืออะซิโตไนไทรล์ สำหรับวิเคราะห์ส่วน 
สกัดหัวกวาวเครือขาวท่ีเติมสารท่ีมีอยู่น้อย ผลการทดลองดังอิเล็กโทรทิเโรแกรมรูปท่ี 4.7 ถึง 4.9

ในช ่วงแรกเร ิ่มทำการทดลองใช ้บอเรตบ ัฟเฟอร ์ท ี่ประกอบด ้วย 20% v/v ของต ัวทำละลาย  
อินทรีย ์ท ั้ง 2 ชนิด พบว่าบ ัฟเฟอร์ท ี่ 50 mM Na,B40 7 ข ึ้นไป ท ี่ประกอบด ้วย 20% v/v ของตัวทำ 
ละลายอ ินทร ีย ์ท ั้งเมทานอลและอะซ ิโทไนไทรล ์ (รูปที่ 4.7 และ 4.8 ตามลำด ับ) สามารถแยกสาร P 
K D และ G ออกจากเมทริกซ ์ได ้ด ีข ึนและแยกได ้สมบ ูรณ ์ท ี่ 60 m M Na2B40 7 ในขณ ะท ี่ DZ แยก 
ออกจากเมทริกซ ์ได ้ไม ่ต ่างก ันน ักและแยกออกจากเมทริกซใต ้น ้อยลงเม ื่อความเข ้มข ้นบอเรตส ูงถ ึง  
70 mM Na2B40 7 จากการทดลองส ังเกตว ่าใช ้เวลาในการว ิเคราะห ์นาน ด ังน ั้นจ ึงทดลองลดปริมาณ  
ตัวทำละลายอินทรีย ์ลงเป ็น 15% v/v ของเมทาน อลหร ืออะซ ิโตไน ไทรล ์ (รูปที่ 4.9) พบว่าบ ัฟเฟอร์

i  r พ ท ห ัเ
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ทีประกอบด้วย 50 mM Na2B40 7 ขึนไป ทีประกอบด้วย 15% v/v ของตัวทำละลายอินทรีย์ทัง 2 
ชนิด สามารถแยกสารท่ีสนใจออกจากเมทริกซ์ได้ดีและไม่ต่างกันมากนัก ยกเว้น DZ ท่ีแยกออก 
จากเมทริกซ์ได้น้อยลงเม่ือความเข้มข้นบอเรตสูงถึง 70 mM โดยท่ี 60 mM Na2B40 7 ท่ีประกอบด้วย 
ตัวทำละลายอินทรีย์ท้ัง 2 ชนิด สามารถแยกสารท่ีสนใจท้ัง 5 ชนิดออกจากเมทริกซ์ได้สมบูรณ์ แต่ 
การใช้อะซิโตไนไทรล์ทำให้พีกสารมีปลายพีก (tail) ยาว ในขณะท่ีการใช้เมทานอลพบว่าฟิกสารท่ี 
ได้มีลักษณะสมมาตรและแหลมคม

จากรูปที่ 4.10a ถึง 4.10b และ 4.10c ถึง 4 .10d แสดงไมเกรช ัน ไทม ์ของสารท ี่ใช ้บอเรต  
บัฟเฟอร์ท ี่ประกอบด้วยต ัวทำละลายอ ินทรีย ์ท ัง 2 ชนิดปริมาณ 15% v/v และ 20% v/v ตามลำดับ  
พ บ ว ่าโด ยรวม อะซ ิโต ไน ไท รล ์จะใช ้เวลาใน การว ิเค ราะห ์ท ี่เร ็วก ว ่า เม ื่อ เป ร ียบ เท ียบ ต ัวท ำละลาย  
อินทร ีย ์แต ่ละชน ิดและบอเรตในปร ิมาณ ท ี่เท ่าก ัน  เน ื่องจากความหน ืดน ้อยกว ่าการใช ้ต ัวทำละลาย  
อินทรีย ์ท ี่เป ็นเมทานอล ดังนั้น EOF ในบ ัฟ เฟอร ์ท ี่เต ิมอะซ ิโตไนไหล ์จ ึงลดลงน ้อยกว ่าการเต ิม เมทา 
นอล และท ี่ความเข ้มข ้นบอเรตเท ่าก ันเม ื่อใช ้ปร ิมาณต ัวทำละลายอ ินทรีย ์ท ี่เพ ิ่มข ึ้น  ม ีผลท ำให ้ EOF 
ลดลงมากข ึ้นด ้วยด ังร ูปท ี่ 4.11 เม ื่อความเข ้มข ้นบอเรตในบ ัฟเฟอร ์ส ูงข ึ้น  ความแรงไอออน ิกของ  
BGE จะเพ ิ่มข ึ้นทำให ้ EOF ลดลงและใช ้เวลาใน การว ิเคราะห ์น าน ข ึ้น  น ำค ่าไม เกรช ัน ไท ม ์ท ี่ได ้ 
คำนวณค่า น แสดงดังร ูปท ี่ 4.12 พบว่า โดยรวมแล้วค ่า |แ| คงท ี่อาจเน ื่องจากผลของ Joule heating 
มากข ึ้นเม ื่อเพ ิ่มความเข ้มข ้นของ BGE จ ึงม ีผลทำให ้ค ่า lui ม ีค ่าเพ ิ่มข ึ้นและเม ื่อเพ ิ่มปริมาณตัวทำ 
ละลายอินทรีย ์ม ีผลทำให ้ค ่า |เ!เ ลดลง

' ดังน้ันจึงเลือกใช้บัฟเฟอร์ 60 mM Nâ B407 ท่ีประกอบด้วยตัวทำละลายอินทรีย์เป็น 15 % 
v/v เมทานอล ซ่ึงให้การแยกสารท่ีดีและใช้เวลาในการวิเคราะห์ท่ีไม่นานนัก สำหรับศึกษาผลของ 
ศักย์ไฟฟ้าต่อไป
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รูปที่ 4.7 อ ิเล ็ก โท รฟ โรแกรม ของส ่วน สก ัดห ัวกวาวเคร ือขาวท ี่เต ิม สารท ี่ม ีอย ู่น ้อย  (ประกอบด ้วย  
กวาวค ูรินและจีน ิสเตอินอย่างละ 50 ppm) โดยใช ้บอเรตบ ัฟเฟอร์ท ี่ประกอบด้วย 20% v/v เมทานอล  
โดยม ีความเข ้มข ้นต ่างๆก ัน: ความเข้มข้นของ Na,B40 7 (a) 30, (b) 40, (c) 50, (d) 60 และ (e) 70 
mM และภาวะอื่นดังรูปท ี่ 4.1
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รูปที่ 4.8 อ ิเล ็ก โท รฟ ิโรแกรม ของส ่วน สก ัดห ัวกวาวเคร ือขาวท ี่เต ิม สารท ี่ม ีอย ู่น ้อย  (ประกอบด ้วย  
กวาวค ูร ินและจ ีน ิสเตอ ินอย ่างละ 50 ppm) โดยใช ้บอเรตบ ัฟเฟอร์ท ี่ประกอบด ้วย 20% v/v อะซ ิโต  
ไน ไท ล ์ โดยม ีความเข ้มข ้นต ่างๆก ัน: ความเข้มข้นของ NajB40 7 (a) 30, (b) 40, (c) 50, (d) 60 และ 
(e) 70 mM และภาวะอื่นดังรูปท ี่ 4.1
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รูปที่ 4.9 อ ิเล ็ก โท รฟ ิโรแกรม ของส ่วน สก ัดห ัวกวาวเคร ือขาวท ี่เต ิม สารท ี่ม ีอย ู่น ้อย  (ประกอบด ้วย  
กวาวคูรินและจีน ิสเตอินอย่างละ 50 ppm) โดยใช ้ความเข ้มข ้นบอเรตต ่างๆ ท ี่ประกอบด้วย 15% v/v 
ของตัวทำละลายอินทรีย ์: (a) เมทานอล และ (b) อะซ ิโตไนไทรล ์: ความเข้มข้นของ N a-34 0 7 (1) 
40,. (2) 50, (3) 60 และ (4) 70 mM และภาวะอื่นดังรูปท ี่ 4.1
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(a)

(c)

(b)

ความเข้มข้นของ Na2B40 7(mM)
(d)

รูป,ท่ี 4.10 ไม เกรช ัน ไท ม ์ของส ารโด ยใช ้บ อเรตค วาม เข ้ม ข ้น ต ่างๆ ท ี่ป ระกอบ ด ้วยต ัวทำละลาย  
อินทรีย ์ของเมทานอล (MeOH) ห ร ืออะซ ิโต ไน ไท รล ์ (ACN): (a) 15% v/v MeOH, (b) 15% v/v 
ACN, (c) 20% v/v MeOH และ (d) 20% v/v ACN: ภาวะการทดลองดังรูป 4.7, 4.8 และ 4.9

ความเข้มข้นของ Na2B40 7(mM)
(a)

30 40 50 60 70
ความเข้มข้นของ Na2B40 7 (mM)

(b)
ร ูป ท ี่4.11 ค่า |j.c0 ท ี่บอเรตความเข ้มข ้นต ่างๆท ี่ม ีต ัวทำละลายอ ินทร ีย ์: (a) 15% v/v และ (b) 20% 
v/v: (♦ ) เมทานอล (MeOH), (■ ) อะซ ิโตไนไทรล ์ (ACN): ภาวะการทดลองดังรูป 4.7 ถึง 4.9
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รูปที่ 4.12 ค่า แ ของสารท ี่บอเรตความเข ้มข ้นต ่างๆ ท ี่ประกอบด ้วยต ัวทำละลายอ ินทร ีย ์ของเมทา 
นอล (MeOH) ห ร ืออะซ ิโต ไน ไท รล ์ (ACN): (a) 15% v/v MeOH, (b) 15% v/v ACN, (c) 20% v/v 
MeOH และ (d) 20% v/v ACN: ภาวะการทดลองดังรูป 4.7 ถึง 4.9

4.2.4 ผลของศักย์ไฟฟ้า
ทำการศึกษาผลของศักย์ไฟฟ ้าในช่วง 20 ถึง 30 k v  ต ่อพฤต ิกรรมการเคล ื่อนท ี่และการแยก  

ของสาร โดยใช ้บ ัฟ เฟ อร ์ท ี่ประกอบด ้วย 60 mM N a ^ 40 7 ท ี่ประกอบด ้วย 15 % v/v ของตัวทำ 
ละลายอินทรีย ์ท ี่เป ็นเมทานอล ผลการทดลองท ี่ได ้แสดงด ังอ ิเล ็กโทรฟ ิโรแกรมท ี่ 4.13 พบว่าเม ื่อเพ ิ่ม  
ศักย์ไฟฟ้า จะม ีผลทำให ้เวลาในการว ิเคราะห ์เร ็วข ึนหร ือไมเกรช ันไทม ์ของสารลดลง (รูปที่ 4.14a) 
ทั้งน ี้เน ื่องจากความเร ็วของการเคล ื่อนท ี่ของสาร (v ) แปรผ ันตรงก ับความต ่างศ ักย ์หร ือความเข ้มy  y  1 Z [ I "
ของส น าม ไฟ ฟ ้า ( E )  (ส ม ก าร ที 2.5) ใน ท างท ฤ ษ ฎ ีน ัน ค ่า  แ จะไม ่ข ืน ก ับ ศ ัก ยไฟ ฟ ้า แต ่จากการ  
ทดลองพบว่าเม ื่อศ ักย์ไฟฟ้าเพ ิ่มข ึ้นจะส่งผลทำให ้ เนเ เพิ่มขึ้น (รูปที่ 4.14c) อ ีกท ั้งท ำให ้ EOF เพิ่มขึ้น 
ด้วย (รูปที่ 4.14b) ทั้งน ี้เน ื่องมาจาก Joule heating ที่เพิ่มขึ้น

เม ื่อ เปร ียบเท ียบการแยกสารโดยใช ้ 60 mM N^B.4O7 ท ี่ประกอบด้วย 15 % v/v ของเมทา 
นอล ท ี่ใช ้ศ ักย ์ไฟ ฟ ้าต ่างก ัน  พ บ ว ่าส ารท ี่ส น ใจท ั้ง  5 ช น ิด แย ก อ อ ก จาก เม ท ร ิก ซ ์ได ้ส ม บ ูรณ ์ท ี่
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ศักย์ไฟฟ้า 20 k v  และ 25 k v  ในขณะที่ DZ แยกออกจากเมทริกซใต ้น ้อยลงท ี่ศ ักย ์ไฟฟ ้า 30 k v  และ 
ในท ุกศ ักย ์ไฟฟ ้าท ี่ใช ้แยกสารให ้ฟ ิกสารท ี่แหลมคมและสมมาตร

ด ังน ั้นในงานวิจ ัยเล ือกใช ้ศ ักย ์ไฟฟ ้าท ี่ 25 k v  ซ ึ่งให ้การแยกสารท ี่สนใจออกจากเมทริกซ ์ท ี่ด ี 
สำหรับปริมาณวิเคราะห ์และใช ้เวลาในการวิเคราะห ์ท ี่เร ็ว

0.4 • r 0.4

a) 20 k v

3 02 DZ
b) 25 k v  I

" ' น ั้3 0 พ '  1

____ 1______; 0.030 35 40I J l
20 25

นาที

รูปที่ 4.13 อ ิเล ็กโทรฟ ิโรแกรมของส ่วนสก ัดห ัวกวาวเคร ือขาวท ี่เต ิมสารท ี่ม ีอย ู่น ้อย โด ย ใช ้ 60 mM 
Na,B40 7 ที่ประกอบด้วย 15% v/v ของเมทานอล, ใช ้ศ ักย ์ไฟฟ ้าต ่างๆ กัน และภาวะอื่นด ังร ูปท ี่ 4.1
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รูปที่ 4.14 ผลของศ ักย ์ไฟฟ ้าต ่อพฤติกรรมการเคลื่อนท ี่และการแยกของสาร a) ไม เกรช ัน ไท ม ์ b) ค่า 
(XC0 c) ค่า แ ของสารทัง 5 ชนิด : ภาวะการทดลองดังรูป 4.13



44

4.3 การหาภาวะของ MEKC
เพ่ือเปรียบเทียบพฤติกรรมการเคล่ือนท่ีและการแยกสารระหว่าง CZE และ MEKC สำหรับ 

MEKC ได ้ทำการหาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับวิเคราะห์หาปริมาณดาอิดชิน พิวราริน กวาวคูริน ดา 
อิดเซอินและจีนิสเตอินโดยศึกษาผลของความเข้มข้นโซเดียมโดเดกชิลซัลเฟต (SDS) ผลของความ 
เข้มข้นบอเรตบัฟเฟอร์ ชนิดและปริมาณของตัวทำละลายอินทรีย์ ท่ีมีต่อพฤติกรรมการเคล่ือนท่ีและ 
การแยกของสาร

4.3.1 ผลของความเข ้มข ้น SDS

การเติม SDS ลงในบอเรตบ ัฟเฟอร์ม ีผลทำให ้ค ่า ionic strength ในบ ัฟเฟอร ์ส ูงข ึ้น  ส ่งผลให ้ 
เกิด joule heating มากขึ้น ดังนั้น MEKC จ ึงควรใช ้บอเรตบ ัฟเฟอร์ท ี่ความเข ้มข ้นต ํ่ากว ่า CZE (60 
mM Na2B40 7) ในช ่วงแรกของการทดลองได ้ใช ้บ ัฟ เฟ อร ์ 30 mM Na^B40 7 ท ี่ประกอบด้วยปริมาณ  
ของสารลดแรงตึงผ ิวต ่างกันในช่วง 30 ถึง 80 mM โดยใช ้อ ุณ หภ ูม ิ 25 °c  ศักย์ไฟฟ้า 20 k v  สำหรับ  
แยกและวิเคราะห ์ส ่วนสก ัดห ัวกวาวเคร ือขาวท ี่เต ิมสารท ี่ม ีอย ู่น ้อย ผลการทดลองด ังอ ิเล ็กโทรฟ ้โร  
แกรมรูปที่ 4.15 ในภาวะท ี่ไม ่ม ีการเต ิม SDS ลงไป ใน บ ัฟ เฟ อร ์ (รูปที่ 4.15a) พบว่าดาอ ิดช ิน พิวรา 
ริน กวาวค ูร ิน ดาอ ิดเซอิน และจ ีน ิสเตอ ินไม,แยกออกจากเม ท ร ิกซ ์อ ื่น ใน ส ่วน สก ัด  เม ื่อเพ ิ่มความ  
เข้มข้นของ SDS ม ีผลท ังเพ ิ่มและลดการแยกของสารท ี่สนใจออกจากเมทริกซ ์ โดยสาร P แยกออก  
จากเมทริกซ ์ได ้น ้อยลงและไม ่ต ่างก ันน ักในทุกความเข ้มข ้นของ SDS เน ื่องจากการเคล ื่อนท ี่เข ้าออก  
ระห ว ่างไมเซ ลลาร ์เฟ สก ับ เอเคว ียส เฟ สของ P และเม ท ร ิก ซ ์ใน ส ่วน ส ก ัด กวาวใก ล ้เค ียงก ัน ม าก  
ในขณะที่สาร D, G, DZ และ K แยกออกจากเมทริกซ ์ได ้ด ีข ึ้นและแยกออกจากเมทริกซใด ้สมบ ูรณ ์ท ี่ 
60 mM SDS แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ SDS มากกว่า 60 mM SDS กล ับ ท ำให ้ K แยกออกจากเมท  
ริกซได ้น ้อยลง และจากร ูปท ี่ 4.16a แสดงไมเกรช ันไทม ์ของสารท ั้ง  5 ชนิด พบว่าเม ื่อเพ ิ่มความ  
เข้มข้นของ SDS ม ีผลทำให ้ไมเกรชันไทม ์เพ ิ่มข ึน เน ื่องจากจำนวนไมเซลล์มากขึ้นจึงเพ ิ่มอ ัตราส ่วน  
ของเฟส (phase ratio) ต ังน ั้นร ีเทนช ันแฟกเตอร ์และไมเกรช ันไทม ์ของสารจ ึงมากข ึ้น  (ด ังสมการ 
2.18, 2.25 และ 2.26)

ผลของความเข้มข้นของ SDS ต่อค่า แสดงดังรูปที่ 4.16b พบว่าเม ื่อเพ ิ่มความเข้มข้นของ
SDS มากขึน แ„ ท ี่ได ้โดยรวม ม ีค ่าคงท ี่ เน ื่องจากเม ื่อองค ์ประกอบบ ัฟ เฟ อร ์ม ีความเข ้มข ้น ของ  
Na2B40 7 คงท ี่แต ่ม ีความเข้มข้นของ SDS เปล ี่ยนไปและม ีความเข ้มข ้นมากกว่าค ่า CMC (8.1 mM) 
มีผลทำให ้ค ่า คงที่ เน ื่องจากศักย์ไฟฟ้าซ ีต ้า (Q  ท ี่ช ั้นของบ ัฟเฟอร์ต ิดก ับพ ื้นผ ิวคะพ ิลลารี ม ีค ่าไม  ่
ต่างก ันอย่างม ีน ัยสำคัญ [Terabe et a l:  1985] ท ี่เป ็นเช ่นน ันเพราะท ี่ความเข ้มข ้น SDS มากกว่าค ่า 
CMC ไอออน Na+ จาก SDS ไม ่สามารถเก ิดเป ็นช ั้น  double layer ต ิดก ับผ ิวคะพ ิลลาร ีท ี่ม ีประจ ุลบ  
ได ้ ส ่งผลให ้ศ ักย ์ไฟฟ ้าซ ีต ้าไม ่เปล ี่ยนแปลง (ด ังสมการที่ 2.10) และจากค ่า |i ท ี่คำนวณได ้แสดงด ัง
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รูปท่ี 4.16c พบว่า lui เพ่ิมขึน เม่ือความเข้มข้นของ SDS เพ่ิมข้ึน เน่ืองจาก lui แปรผันตรงกับรีเทน 
ชันแฟกเตอร์ [Khaledi: 1998]

ดังนันในการวิจัยนีจึงเลือกใช้ท่ีความเข้มข้น 60 mM SDS เนื่องจากใช้เวลาในการวิเคราะห์ 
ไม่นานนักและแยกสารที่สนใจได้ดี เพื่อศึกษาป็จจัยที่มีผลต่อพฤติกรรมการเคลื่อนที่และการแยก 
สารท้ัง 5 ชนิดต่อไป
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G

0.6

0.4

0.2
e) [! !\ 0.2

0.0
10 15 20

นาที
25

0.0
30

รูปที่ 4.15 อ ิเล ็กโทรฟิโรแกรมของส่วนสกัดกวาวเครือขาวท ี่เต ิมสารท ี่ม ีอย ู่น ้อย (ประกอบด้วยกวาว  
ค ูร ินและจีนิสเตอ ิน อย ่างละ 50 ppm) โด ย ใช ้ 30 mM Na2B40 7 ที่ pH 9.2 ท ี่ประกอบด ้วย SDS 
ปริมาณต่างๆ กัน: (a) 0, (b) 30, (c) 50, (d) 60, (e) 70 และ (f) 80 mM SDS และภาวะอื่นด ังร ูปท ี่ 4.1
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ความเข้มข้นของ SDS (mM)

รูปท่ี 4.16 ผลของความเข้มข้น SDS a) ไมเกรชันไทม์ b) ค่า (Ie0 c) ค่า JJ. ของสารท้ัง 5 ชนิด: 
ภาวะการทดลองดังรูป 4.15
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4.3.2 ผลของความเข้มข้นของบอเรตบัฟเฟอร์ (Na2B4๐ 7)
- จากการศึกษาผลของความเข้มข้นของ SDS นันยังไม่สามารถแยกสารที่สนใจออกจากเม 

ทริกซใต้ จึงทดลองแปรเปลี่ยนความเข้มข้นของ N^B4๐7 ในช่วง 10 ถึง 50 mM ที่ประกอบด้วย 60 
mMSDS

ผลที่ไต้แสดงดังอิเล็กโทรฟโรแกรมรูปที่ 4.17 พบว่าที่ความเข้มข้นบอเรตตํ่ากว่า 25 mM 
Na2B4๐7ไม่สามารถแยกสารที่สนใจทั้ง 5 ชนิดออกจากเมทริกซ์ไต้แต่เมื่อความเข้มข้นของบอเรต 
บัฟเฟอร์เพิ่มขึ้นส่งผลให้สารที่สนใจแยกออกจากเมทริกซ์ไต้ดีขึน โดยท่ี 25 mMN^B4๐7 (ดังรูปท่ี 
4.17c) พบว่า DZ, K และ P เริ่มแยกออกจากเมทริกซ์อื่น และเมื่อใช้ 30 mM N^B4๐7 ขึนไป พบว่า 
D, G, DZ และ K แยกออกจากเมทริกซใต้สมบูรณ์สังเกตจากไม่พบเมทริกฃ์อื่นแยกออกจากสารที่ 
สนใจอีก ยกเว้น P ที่ยังไม่สามารถแยกออกจากเมทริกซใต้สมบูรณ์

ผลของความเข้มข้นของ Na2B4๐7 ต่อไมเกรชันไทม์ของสารแสดงดังรูปที่ 4.18a พบว่าเม่ือ 
ความเข้มข้นของ Na,B4๐7 เพิ่มขึน สารใช้เวลาในการเคลื่อนที่ออกมาไต้ช้าลง เนื่องจากการเพิ่ม 
ความเข้มข้นของ BGE เป็นการเพิ่มความแรงไอออนิก ส่งผลทำให้ EOF ลดลงด้วยดังรูปที่ 4.18b 
(ดังสมการท่ี 2.10) สำหรับค่า (a ที่คำนวณไต้ดังรูปท่ี 4.18c พบว่า lui เพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นของ 
Na2B4๐7 สูงขึ้นในช่วง 10 ถึง 40 mM แต่ lui ลดลงต้ังแต่ 45 mM Na2B4๐7 ข้ึนไป เป็นผลมาจาก 
effective charge (z) ของสารลดลง และผลรวมขนาดของไอออนมากขึน เมื่อความเข้มข้นของ BGE 
เพ่ิมข้ึน

อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้นของ N a ^ ๐7 สูง  ๆ มีผลทำให้เกิดการเพิ่มขึนของ Joule heating 
[Peng and Ye: 2006] อีกท้ัง MEKC นิยม1ใช้ความเข้ม1ข้น,ของ N a ^ 4๐7ปริมาณตํ่าๆ โดยที่ความ 
เข้มข้นในช่วง 30 ถึง 35 ให้การแยกสารไม่ต่างกันมากนัก ดังนันงานวิจัยนีจึงเลือกใช้ความเข้มข้น 
30 mM Na2B4๐7 เพื่อหลีกเลี่ยงการเกิด Joule heating ที่มากเกินไปและใช้เวลาในการวิเคราะห์ไม่ 
นานมากนัก
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รูปท่ี 4.17 อิเล็กโทรฟิโรแกรมของส่วนสกัดหัวกวาวเครือขาวที่เติมสารที่มีอยู่น้อย (ประกอบดัวย 
กวาวคูรินและจีนิสเตอินอย่างละ 50 ppm) โดยใช้บอเรตบัฟเฟอรื pH 9.2 ที่ความเขมขนต่างๆ ท่ี 
ประกอบดัวย 60 mM SDS: ความเขมขนของ N^B40 7 (a) 10, (b) 20, (c) 25, (d) 30, (e) 35, (f) 40, 
(g) 45 และ (h) 50 mM และภาวะอ่ืนดังรูปท่ี 4.1
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10 15 20 25 30 35 40 45 50
ความเข้มข้นของ N a2B 4 0 7 (mM)

10 15 20 25 30 35 40 45 50
ความเข้มข้นของ Na2B407  (mM )

รูปท่ี 4.18 ผลของความเข้มข้นบอเรต a) ไมเกรชันไทม์ ๖) ค่า |ว00 c) ค่า เว ของสารทัง 5 ชนิด: 
ภาวะการทดลองดังรูป 4.17
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4.3.3 ผลของชนิดและปริมาณของตัวทำละลายอินทรีย์

จากการใช้บัฟเฟอร์ท่ีประกอบด้วย 30 mM SDS และ 60 mM SDS ไม่สามารถแยกพีกสาร 
ที่สนใจทั้ง5 ชนิดออกจากเมทริกซ์ได้สมบูรณ์ จึงได้เติมตัวทำละลายอินทรีย์ในช่วง 10ถ ึง20% v/v 
ลงในบัฟเฟอร์ เนื่องจากการเตมตัวทำละลายอินทรีย์อาจช่วยทำให้สาร partitioning ออกมาใน 
เอเควียสเฟสเพิ่ม1ข้ึน ท่ีนิยมใช้ท่ัวไป คือ เมทานอลและอะซิโตไนไทล์ [Altria e t  a l.: 2000] ผลแสดง 
ดังอิเล็กโทรฟโรแกรมรูปท่ี 4.19 โดยเม่ือปริมาณตัวทำละลายอินทรีย์เพิ่มขึ้น พบว่า P แยกออกจาก

1 I I L j? ร  I  Î .  Z Z *  " 0นี้ A _  "น ี้ 'เมทริกซได้ดีขึนทังตัวทำละลายอินทรีย์ทีเบนเมทานอลและอะซิโตไนไทล ในขณะที D, DZ, G 
และ K แยกออกจากเมทริกซ์ได้ต่างกันไป เน่ืองจาก partitioning ระหว่างไมเซลลาร์เฟสกับเอเควียส 
เฟสของสารท่ีสนใจและสารอ่ืนในส่วนสกัดกวาวเครือแตกต่างกัน และท่ี 20% v/v เมทานอล พบว่า 
สามารถแยกสารท่ีสนใจออกจากเมทริกซ์ได้ดี อย่างไรก็ตามไม่มีบัฟเฟอร์ใดท่ีสามารถแยกสารทั้ง 5 
ชนิดออกจากเมทริกซใด้สมบูรณ์

จากรูปท่ี 4.20 พบว่าการเพิ่มปริมาณตัวทำละลายอินทรีย์ ทำให้สารเคลื่อนที่ออกมาได้ช้า 
ลง ที่เป็นเช่นนีเพราะความหนืดของบัฟเฟอร์เพิ่มขึนจากการเติมตัวทำละลายอินทรีย์ ดังบัน EOF 
ลดลง (รูปท่ี 4.21) ดังสมการ 2.10 นอกจากนี้ตัวทำละลายอินทรีย์มีผลทำให้อัตราส่วนของประจุต่อ 
ขนาด1ของไมเซลลาร์เฟสที่มีประจุมีค่าลดลง |p| ของสารจึงลดลง ดังบัน |p| ลดลง (รูปท่ี 4.22) 
เนื่องจากผลทังความหนืดของบัฟเฟอร์ที่เพิ่มขึนและอัตราส่วนของประจุต่อขนาดของสารที่ลดลง 
เมื่อปริมาณตัวทำละลายอินทรีย์มากขึนและเมื่อเปรียบเทียบการเติมตัวทำละลายอินทรีย์แต่ละชนิด 
ในปริมาณที่เท่ากัน พบว่าโดยรวมอะซิโตไนไทรล์จะใช้เวลาในการวิเคราะห์ที่เร็วกว่าเล็กน้อย 
เนื่องจากระบบที่มีตัวทำละลายอินทรีย์เป็นอะซิโตไนไทรล์มีความหนืดน้อยกว่าระบบของเมทา 
นอล [Altria e t  a l.: 2000] แต่การเติมอะซิโตไนไทล์ในช่วง 10 ถึง 20% v/v ไม่สามารถแยกสารที่ 
สนใจทัง 5 ชนิดออกจากเมทริกช์ได้

ดังน้ันจึงเลือกท่ี 20% v/v เมทานอล เป็นภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับ MEKC ในงานวิจัยนิ
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1.2 1.2
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รูปท่ี 4.19 อิเล็กโทรทิเโรแกรมของส่วนสกัดหัวกวาวเครือขาวท่ีเติมสารท่ีมีอยู่น้อย (ประกอบด้วย 
กวาวคูรินแสะจีนิสเตอินอย่างละ 50 ppm) โดยใช้ 30 mM Nc^B40 7 pH 9.2 ที่ประกอบด้วย 60 mM 
SDS: (a) ไม่เติมตัวทำละลายอินทรีย์, (b-d) มีเมทานอล (MeOH) และ (e-g) มีอะซิโตไนไทรล์ 
(ACN): M = เมทริกซ์อ่ืนในส่วนสกัดกวาว และภาวะอ่ืนดังรูปท่ี 4.1
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รูปท่ี 4.20 ไมเกรชันไทม์ของสารโดยใช้ 30 mM Na2B40 7 ที่ประกอบด้วย 60 mM SDS และตัวทำ 
ละลายอินทรีย์: a) เมทานอล (MeOH) และ b) อะซิโตไนไทรล์ (ACN): ภาวะการทดลองดังรูป 4.19

รูปท่ี 4.21 ค่า nc0 ที่ใช้ 30 mM Na2B40 7 ที่ประกอบด้วย 60 mM SDS และตัวทำละลายอินทรีย์: (♦ ) 
เมทานอล (MeOH), (■ ) อะซิโตไนไทรล์ (ACN): ภาวะการทดลองดังรูป 4.19
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MeOH (% v/v)

รูปท่ี 4.22 ค่า P ของสารที่ใช้30 mM N^B40 7 ที่ประกอบด้วย60 mM SDS และตัวทำละลาย 
อินทรีย์: a) เมทานอล (MeOH) และ b) อะซิโตไนไทรล์ (ACN): ภาวะการทดลองดังรูป 4.19

จากการหาภาวะที่เหมาะสมของทัง CZE และ MEKC นัน ภาวะที่เหมาะสมสำหรับแยก 
สารดารดซิน พิวราริน กวาวคูริน ดาอิดเซอิน และจีนิสเตอินในส่วนสกัดหัวกวาวเครือขาวด้วย 
CZE คือ 60 mM N a^ 40 7 ท่ี pH 9.2 และ 15% v/v เมทานอลเปีนตัวทำละลายอินทรีย์ สำหรับภาวะ 
MEKC คือ 30 mM NajB40 7 ท่ี pH 9.2, 60 mM SDS เป็นสารลดแรงตึงผิวและ 20% v/v เมทานอล 
เป็นตัวทำละลายอินทรีย์เมื่อนำภาวะของ CZE (รูปท่ี 4.13b) และ MEKC (รูปท่ี 4.19c) ท่ีได้มา 
เปรียบเทียบกัน พบว่า CZE สามารถแยกสารทัง 5 ชนิดออกจากเมทริซ์ได้ดีกว่า อีกทังใช้เวลาใน 
การแยกสารที่เร็วกว่า MEKC นอกจากนี้ขั้นตอนในการเตรียมสารใน MEKC ค่อนข้างยุ่งยากกว่า 
ด้วย ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ CZE ในการวิเคราะห์สารออกฤทธี่ทางชีวภาพที่สนใจในส่วนสกัด 
กวาวเครือขาว โดยจะทำการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์และประยุกต์ใช้ในปริมาณ 
วิเคราะห์ของสารท่ีสนใจในตัวอย่างหัวกวาวเครือขาวต่อไป
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4 .4  ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ค ว า ม ถ ูก ต ้อ ง ข อ ง ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ส ำ ห ร ับ  C Z E

4.4.1  ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์

ขีดจำกัดของการตรวจวัด (limit of detection, LOD) หมายถึงความเข้ม1ข้น1ของสารตํ่าสุดท่ี 
ตรวจวัดได้ด้วยเครื่องมือตามภาวะที่ใช้ และขีดจำกัดของการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (limit of 
quantiation, LOQ) หมายถึงความเข้มข้นของสารตํ่าสุดที่สามารถรายงานได้อย่างน่าเชื่อถือจากผล 
การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือตามภาวะที่ใช้ [Swartz and Krull: 1997] นิยามเป็นความเข้มข้นของสาร 
ที่ให้อัตราส่วนของสัญญาณต่อสัญญาณรบกวนเท่ากับ3 และ 10ตามลำดับส่วนขีดจำกัดของการ 
ตรวจวัดในตัวอย่าง (sample detection limit, SDL) หมายถึงความเข้มข้นของสารตํ่าสุดในตัวอย่าง 
จริงที่สามารถตรวจวัดได้ด้วยเครื่องมือ และขีดจำกัดของปริมาณวิเคราะห์ในตัวอย่าง (sample 
quantitation limit, SQL) หมายถึงความเข้ม1ข้นของสารตํ่าสุดในตัวอย่างจริงที่สามารถรายงานผล 
การวิเคราะห์ที่น่าเชื่อถือได้ ซึ่งจะคล้ายกับ LOD และ LOQ ตามลำดับ และคำนึงถึงปริมาณของ 
ตัวอย่าง (sample quantity) การเจอจาง (dilution factor) หรอการเพิมความเขมขน (concentration 
factor) และวิธีการเตรียมตัวอย่าง เป็นต้น ในกรณีของงานวิจัยนี้ SDL และ SQL ของสารที่สนใจใน 
ตัวอย่างส่วนสกัดกวาวเครือขาว สามารถคำนวณได้ดังสมการท่ี 4.3 และ 4.4

S D L  (m g /k g ) =  v  x L ° D  - -  (m g /kg )

S Q L  (m g /k g ) =  V x L < —  (m g /kg )

พ  คือ น้ีาหนักของตัวอย่างส่วนสกัดกวาวเครือขาวที่ชั่งมา (กรัม)
V  คือ ปริมาตรเริ่มด้นของสารละลายตัวอย่างกวาวเครือขาวก่อนเจือจาง (มิลลิลิตร)

/  คือ จำนวนเท่าที่เจือจางสารละลายตัวอย่างกวาวเครือขาวจากเริ่มด้น (dilution factor) 
LOD คือ ขีดจำกัดของการตรวจวัด (ppm)
LOQ คือ ขีดจำกัดของการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (ppm)

ผลการทดลองของค่า LOD, LOQ, SDL และ SQL ของสารท่ีสนใจท้ัง 5 ชนิด แสดงดัง 
ตารางท่ี 4.1

(4.3)

(4.4)
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ตารางท่ี 4.1 ขีดจำกัดของการวิเคราะห์ด้วย CZE
สาร ขีดจำกัดของเครื่องมือ ขีดจำกัดของตัวอย่าง

LOD (ppm) LOQ (ppm) SDL (mg/kg) SQL (mg/kg)
ดาอิดชิน 0.7 2.6 1.1 4.2
พัวราริน 0.2 0.8 0.4 1.3

กวาวคูริน 0.2 0.7 0.3 1.2
ดาอิดเซอิน 0.1 0.4 0.2 0.6
จีนิสเตอิน 0.2 0.8 0.4 1.3

4.4.2 กราฟมาตรฐาน
การทำกราฟมาตรฐานใช้วิธี internal standard เพื่อลดความผิดพลาดเนื่องจากการฉีดสารที่ 

ไม'เท่ากันในแต่ละคร้ัง โดยมีโพรพิลพาราเบนเป็น internal standard (ISTD) เนื่องจากสารตัวนี้ไม่มี 
อยู่ในตัวอย่างที่จะวิเคราะห์ ไม่ทำปฏิกิริยาและมีการดูดกลืนแสงในช่วงเดียวกับสารที่สนใจทั้ง 5 
ชนิด จึงเหมาะที่จะใช้เป็น internal standard ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณ โดยเติมสารละลายโพรพิว 
พาราเบนลงไปในสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างในปริมาตรที่เท่ากันและให้มีความ 
เข้มข้นสุดท้ายของโพรพิวพาราเบนเป็น 100 ppm

ได้ทำกราฟมาตรฐานสำหรับการวิเคราะห์สารออกฤทธ์ทางชีวภาพในกวาวเครือขาวทัง 5 
ชนิด โดยความเข้มข้นของดาอิดชิน พิวราริน และดาอิดเซอินในช่วง 3 ถึง 500 ppm จีนิสเตอินและ 
กวาวคูรินในช่วง 1 ถึง 200 ppm

ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนของ A corr ของสารมาตรฐานกับ ISTD 04corr,ส1,
มาตรฮๅ11/สํcorr.pp) กับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (ใน CE นิยมใช้ corrected peak area ดังที่กล่าวไว้ 
ในหัวข้อ 2.6) แสดงดังอิเล็กโทรพิโรแกรมรูปที่ 4.23 โดยท่ีค่า R 2 จะมีค่าใกล้เคียง 1 ดังนันสามารถ 
สรุปได้ว่าความสัมพันธ์ระหว่าง อัตราส่วน ĉorr.an5มาตรฐ J A corr.pp กับความเข้มข้นของสารละลาย 
มาตรฐานมีความสัมพันธ์ในลักษณะเชิงเส้นตรง
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a) 10.0

ความเข้มข้นของดาอิดชิน (ppm)

c) 10.0

ความเข้มข้นของกวาวฮูริน (ppm)

e ) 16.0
CL. 120 y = 0.0492X + 0.0345

ความเข้มข้นของจีนิสเตอิน (ppm)

b) 16.0

0 100 200 300 400 500
ความเข้มข้นของทิวราริน (ppm)

รูปท่ี 4.23 กราฟมาตรฐานสำหรับปริมาณวิเคราะห์ของ a) ดาอิดซิน b) ทิวราริน c) กวาวคูริน d) ดา 
อิดเซอิน และ e) จีนิสเตอิน ด้วย CZE
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4 .4 .3  ค ว า ม เ ท ี่ย ง แ ล ะ ค ว า ม แ ม ่น ข อ ง ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์เ ช ิง ป ร ิม า ณ

การหาความเที่ยงและความแม่นของ CZE ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารทั้ง 5 ชนิด 
ทำโดยเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของดาอิดชิน: ทิวราริน: กวาวคูริน: ดาอิดเซอิน: จีนิสเตอิน 
ที่ทราบปริมาณแน่นอนแล้ว spike สารดังกล่าวลงไปในเมทริกซ์ที่เป็นบัฟเฟอร์ โดยประกอบด้วย 
100 ppm ของโพรทิลพาราเบนเป็น ISTD ความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานท่ีใช้คือ 20 และ 75 ppm 
ทำการวิเคราะห์ชำ 5 ครังภายในวันเดียวกัน และเปรียบเทียบความแตกต่างเป็นเวลา 5 วัน ได้ค่าไม 
เกรชันไทม์ ดังตารางท่ี 4.2 และอัตราส่วนของ A c01T ของสารมาตรฐานกับ ISTD ดังตารางท่ี 4.3

จากตารางที่ 4.2 และ 4.3 พบว่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard 
deviation, RSD) ของไมเกรชันไทม์และอัตราส่วนของ A c011 ของสารมาตรฐานกับ ISTD ที่วิเคราะห์ 
ทังภายในวันเดียวกันและต่างวันกันบัน มีค่าน้อยกว่า 5% ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ แสดงให้เห็นว่า 
CZE มีความเที่ยงสูงท้ังไมเกรชันไทม์และพื้นท่ี

. ความแม่นของ CZE หาได้จากการเติมสารละลายมาตรฐานทั้ง 5 ชนิดลงในเมทริกซ์ที่เป็น 
บัฟเฟอร์ท่ีประกอบด้วย ISTD แล้วคำนวณอัตราส่วนของ A c011 ระหว่างสารมาตรฐานและ ISTD นำ 
ค่าที่ได้เทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อทราบปริมาณของสารละลายมาตรฐาน จากนั้นคำนวณออกมา 
เป็นเปอร์เซ็นต์ recovery แสดงดังตารางที่ 4.4 จะเห็นว่าเปอร์เซ็นต์ recovery บันอยู่ในช่วง 99.7 ถึง
106.6 ซึ่งอยู่ในระดับที่ยอมรับได้ เนื่องจากช่วงเปอร์เซ็นต์ recovery และเปอร์เซ็นต์ RSD ท่ียอมรับ 
ได้บันพิจารณาโดยใช้หลักการของ Horwitz [Gonzalez e t  a l :  2007] ตัวอย่างเช่น ในกรณีที่ 
วิเคราะห์สารท่ีความเข้มข้น 10 และ 100 ppm ค่าท่ียอมรับได้ คือ เปอร์เซ็นต์ recovery ในช่วง 80 ถึง 
110 และ 9 0 ถึง 107 ตามลำดับ ส่วนเปอร์เซ็นต์ RSD < 7.3 และ < 5.3 ตามลำดับ สำหรับท่ีความ 
เข้มข้นน้อยกว่า 10 ppm น้ัน ค่าเปอร์เซ็นต์ recovery ที่ยอมรับได้จะอยู่ในช่วงกว้างกว่านี้และ 
เปอร์เซ็นต์ RSD จะมากกว่านี งานวิจัยนีวิเคราะห์สารความเข้มข้นน้อยกว่า 100 ppm และจากการ 
ทดลองพบว่า recovery (%) น้ันอยู่ในช่วง 99.7 ถึง 106.6 และเปอร์เซ็นต์ RSD < 5% แสดงว่ามีค่า 
ความแม่นของปริมาณวิเคราะห์ที่ยอมรับได้สำหรับการทำปริมาณวิเคราะห์



ตารางท่ี 4.2 ความเท่ียงของไมเกรชันไทม์สำหรับ CZE
RSD (%) และค่าเฉลี่ยของไมเกรชันไทม์ (นาที)

ภายในวันท่ี DZ P K D G
20 ppm 75 ppm 20 ppm 75 ppm 20 ppm 75 ppm 20 ppm 75 ppm 20 ppm 75 ppm

1 0.76 1.45 0.40 2.33 0.45 2.49 0.60 3.25 0.62 3.41
(11.09) (10.87) (18.19) (18.04) ' (20.04) (19.93) (25.93) (25.84) (27.46) (27.39)

2 0.76 0.53 0.76 0.63 0.76 0.71 0.76 3.72 0.76 1.14
(11.22) (11.00) (18.49) (18.45) (20.40) (20.44) (26.56) (27.24) (28.16) (28.39)

3 1.03 0.88 1.54 1.54 1.76 1.73 2.84 2.20 2.66 2.33
(11.39) (11.07) (19.07) (18.62) (21.11) (20.66) (27.82) (27.06) (29.59) (28.79)

4 2.02 1.19 3.06 1.28 3.26 1.43 4.55 1.90 4.43 2.05
(11.06) (10.96) (18.21) (18.16) (20.11) (20.07) (25.95) (26.11) (27.63) (27.67)

5 0.33 0.76 0.65 0.97 0.72 1.05 0.99 1.40 1.11 1.49
(11.40) (11.09) (19.12) (18.51) (21.20) (20.49) (27.93) (26.82) (29.73) (28.49)

1.42 0.80 2.45 1.33 2.67 1.51 3.65 2.28 3.78 2.09
ต่างวันกัน (11.23) (11.00) (18.62) (18.36) (20.57) (20.32) (26.84) (26.61) (28.51) (28.15)
หมายเหตุ : แต่ละตัวอย่างในแต่ละวันทำการฉีดชำ 5 ครัง

: ค่าเฉลี่ยของไมเกรชันไทม์แสดงในวงเล็บ



ตารางที 4.3 ความเทียงของอัตราส่วนพืนที (Ac01r ส1,มา?,,31าน เ  Ac011pp) สำหรับ CZE
RSD (%) แ ล ะ ค ่า เฉ ล ี่ย ข อ ง อ ัต ร า ส ่ว น  สา»ท« 3™/^น PP

ภ า ย ใ น ว ัน ท ี่ DZ P K D G
20 ppm 75 ppm 20 ppm 75 ppm 20 ppm 75 ppm 20 ppm 75 ppm 20 ppm 75 ppm

1 4.68 1.89 3.29 1.91 1.67 2.93 4.52 1.68 4.51 2.51
(0.302) (1.25) (0.746) (2.34) (0.748) (3.03) (1.47) (5.32) (1.05) (3.92)

2 1.13 0.45 2.92 2.56 0.86 2.20 3.61 2.03 4.63 1.61
(0.295) (1.25) (0.743) (2.36) (0.747) (3.01) (1.45) (5.42) (1.03) (3.98)

3 2.99 0.52 1.98 3.99 3.06 2.72 2.59 3.16 3.94 1.59
(0.297) (1.26) (0.751) (2.44) (0.750) (3.14) (1.54) (5.58) (1.08) (3.95)

4 3.18 0.43 4.72 1.59 4.92 3.45 4.41 1.25 4.32 2.92
(0.314) (1.26) (0.751) (2.45) (0.749) (3.27) (1.56) (5.92) (1.09) (3.95)

5 4.80 0.35 1.10 3.19 0.82 1.50 0.54 2.46 2.13 4.20
(0.307) (1.27) (0.784) (2.43) (0.814) (3.31) (1.60) (5.92) (1.09) (3.96)

2.50 0.57 2.19 2.57 3.84 4.31 3.96 4.96 2.22 0.55
ต ่า ง ว ัน ก ัน (0.303) (1.26) (0.755) (2.41) (0.762) (3.15) (1.52) (5.63) (1.07) (3.95)

หมายเหตุ : แต่ละตัวอย่างในแต่ละวันทำการฉีด1ช้ํา 5 คร้ัง
: ค่าเฉลี่ยของอัตราส่วน A c0111สารมๅ„ 3111M c0„1 PP แสดงในวงเล็บ
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ตารางท่ี 4.4 ความแม่นของวิธีการวิเคราะห์สำหรับ CZE
สาร ปริมาณสารท่ีเติม (ppm) recovery (%) RSD (%)

DZ 20 102.1 ±3.7 3.6
75 99.7± 1.4 1.4

P 20 101.7±3.7 3.7
75 102.3± 1.3 1.3

K 20 106.6±0.5 0.4
75 101.9±4.3 4.2

D 20 105.6±2.3 2.2
75 101.5± 1.2 1.2

G 20 101.4 ± 3.8 3.7
75 100.1 ±0.9 0.9

หมายเหตุ : แต่ละตัวอย่างทำการฉีดชำ 5 ครัง

4 .5  ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ด ้ว ย  H P L C

4.5 .1  ข ีด จ ำ ก ัด ข อ ง ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์

สำหรับค่า LOD, LOQ, SDL และ SQL ท่ีได้จาก HPLC ของสารสำคัญทัง 5 ชนิด แสดงดัง 
ตารางท่ี 4.5 พบว่าค่า LOD ของสารสำคัญท้ัง 5 ชนิดมีค่าต่ํากว่า LOD ท่ีได้จาก CE ดังตารางท่ี 4.1 
เนื่องจากในงานวิจัยนี path length ของ detection cell สำหรับ HPLC มีความกว้างกว่า CE เน่ืองจาก 
คอลัมน์ของเทคนิค HPLC มีความกว้างของเส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่าคะพิลลารีท่ีใช้ใน CE จึงมี 
ความไวในการตรวจวัดที่ดีกว่า

ตารางที่4.5 ขีดจำกัดของการวิเคราะห์สำหรับ HPLC
สาร ขีดจำกัดของเครื่องมือ ขีดจำกัดของตัวอย่าง

LOD (ppm) LOQ (ppm) SDL (mg/kg) SQL (mg/kg)
ดาอิดชิน 0.02 0.07 0.032 0.11
ทิวราริน 0.03 0.1 0.048 0.16
กวาวคูริน 0.03 0.1 0.048 0.16
ดาอิดเซอิน 0.03 0.1 0.048 0.16

' จีนิสเตอิน 0.02 0.06 0.032 0.096
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4.5.2 กราฟมาตรฐาน
การวิเคราะห์ปริมาณด้วย HPLC ไม่ได้ใช้ internal standard เนื่องจากเป็นที่ยอมรับกันว่า 

ปริมาณท่ีฉีดสารใน HPLC มีความเท่ียงสูง กราฟมาตรฐานสำหรับ HPLC ของสารทัง 5 ชนิด แสดง 
ดังรูปท่ี 4.24

a) 3.0E+07 
2.5E+07 

I 2.0E+07 
I 1.5E+07 
; 1.0E+07 
L5.0E+06 
0.0E+00

y = 54598X - 104749
R =0.9994

100, 2̂00 Q 300 400 500ความเข้มข้นของพิวราริน (ppm)

b) 1.0E+07 -
L5E+07 - y = 45717x + 32103 
1.0E+07

100 200 300 400 500
ความเข้มขนของดาอิดชิน (ppm)

c)

y = 79733x-313714 
R2 = 0.9961

50y V. 100 150 200
ความเข้มข้นของดาอิดเซอิน (ppm)

e) 3.0E+06
^ 2.4E+06 j y = 2044ÛX - 13674

ความเข้มข้นของกวาวรูริน (ppm)

รูปท่ี 4.24 กราฟมาตรฐานสำหรับปริมาณวิเคราะห์ของ a) ดาอิดชิน b) ทิวราริน c) กวาวคูริน d) ดา 
อิดเซอิน และ e) จีนิสเตอิน ด้วย HPLC
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4.6 ก า ร ห า ป ร ิม า ณ ส า ร อ อ ก ฤ ฑ ธ ิท า ง ช ืว ภ า พ ใน ห ัว ก ว า ว เ ค ร ือ ข า ว ด ้ว ย  CZE และ HPLC
ตัวอย่างหัวกวาวเครือขาวที่ใช้ในงานวิจัยนีเป็นหัวกวาวเครือขาวที่มาจากแหล่งเพาะปลูก 

ต่างกันหรือลักษณะพฤกษศาสตร์ต่างกันทังหมด 8 ตัวอย่าง นำมาวิเคราะห์ปริมาณสารที่สนใจทั้ง 5 
ชนิดโดยทำการเตรียมตัวอย่าง (หัวข ้อ ท่ี 3.5) และเจือจางตามความเหมาะสม แล้วนำไปวิเคราะห์ 
เปรียบเทียบกันระหว่าง CZE และ HPLC ภาวะที่ใช้แสดงในหัวข้อ 4.2 และหัวข้อ 3.11 ตามลำดับ 
อิเล็กโทรฟโรแกรมและโครมาโทแกรมของตัวอย่างหัวกวาวเครือขาวที่ได้จาก CZE และ HPLC 
แสดงดังรูปที่ 4.25 และ 4.26 ตามลำดับ ได้ทำการยืนยันพีกของสารที่สนใจแต่ละชนิดด้วยการ 
spike สารมาตฐานทั้ง 5 ชนิดและทำการเปรียบเทียบยูวีสเปกตรัมของฟิกสารในตัวอย่างกับสาร 
มาตรฐานด้วย ใน CE สามารถกำจัดสารที่ออกมาทีหลังสารที่สนใจโดยการไล่ที่ความดันสูงภายใน 
1 ถึง 2 นาที ในขณะท่ี HPLC ไล่สารอื่นที่ค้างในคอลัมน์ด้วยการเพิ่มเปอร์เซนต์ฃองตัวทำละลาย 
อินทรีย์ซึ่งใช้เวลานานประมาณ 25 ถึง 30 นาที

สำหรับ CZE สามารถคำนวณหาความเข้มข้นของสารสำคัญทัง 5 ชนิด (หน่วย ppm) ได้ 
โดยนำค่า ^ 017.สๅ5สัฬญพ ว0ฟ้ใง ! A con PP แล้วนำไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารแต่ละชนิดในรูปที่
4.23 สำหรับ HPLC หาความเข้มข้นของสารจากการนำพื้นที่ใต้กราฟเทียบกับกราฟมาตรฐานของ 
สารแต่ละชนิดในรูปที่ 4.24 จากนั้นนำค่าความเข้มข้นที่ได้คำนวณเป็นปริมาณสารในหน่วย 
มิล'ลิกรัมต่อนำหนักส่วนตัวอย่าง 1 กิโลกรัม (mg/kg) ผลดังตารางที่ 4.6 โดยเป็นค่าเฉลี่ยที่ได้จาก 
การวิเคราะห์ตัวอย่างชำ 2 ครัง พบว่าในตัวอย่างหัวกวาวเครือขาวทัง 8 ตัวอย่างนัน สามารถตรวจ 
พบสารสำคัญทั้ง 5 ชนิด โดยตัวอย่าง P1 มีปริมาณสารที่สนใจแต่ละชนิดมากที่สุด ยกเว้น G ท่ีมี 
ปริมาณมากที่สุดในตัวอย่าง P5 ในขณะที่ตัวอย่าง P6 มีปริมาณสาร DZ, D และ K น้อยท่ีสุด โดย 
ปริมาณวิเคราะห์ของ K ด้วย HPLC มีค่ามากกว่า SQL แต่ปริมาณวิเคราะห์ด้วย CZE พบว่า K มี 
ปริมาณสารระหว่าง SDL และ SQL ส่วนสาร P และ G มีปริมาณน้อยที่สุดในตัวอย่าง P2 และ P5 
ตามลำดับ อีกทังพบว่าในตัวอย่างหัวกวาวเครือขาวแต่ละตัวอย่างมีปริมาณ P มากกว่าสารที่สนใจ 
ชนิดอ่ืน

เมื่อเปรียบเทียบเชิงสถิติของปริมาณวิเคราะห์ระหว่าง CZE และ HPLC ด้วยวิธี paired t- 
test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตังภาคผนวก) พบว่าค่า t stat มีค่าน้อยกว่า t-critical two tail ในทุก 
กรณี ตังนันปริมาณวิเคราะห์ที่ได้จาก CZE และ HPLC ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญใน 
เชิงสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%

’ตังน้ัน CZE จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งสำหรับวิเคราะห์หาปริมาณสารออกฤทธึ๋ทางชีวภาพ 
แต่ละชนิดในตัวอย่างกวาวเครือขาว โดย CZE มีข้อได้เปรียบเหนือ HPLC คือ ใช้เวลาในการ 
วิเคราะห์ที่สั้นเนื่องจากไม่เสียเวลาไล่สารออกจากคอลัมน์
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รูปท่ี 4.25 อิเล็กโทรฟิโรแกรมของตัวอย่างหัวกวาวเครือขาวด้วย CZE โดยใช้ 60 mM N a ^ o 7 ท่ี 
ประกอบด้วย 15% v/v เมทานอล ท่ี pH 9.2 เป็น BGE: ภาวะอ่ืนๆ ของ CE ตังรูปท่ี 4.1 โดยมีการ 
เตรียมสารละลายตัวอย่างกวาวเครือขาวดังหัวข้อ 3.5 แล้วนำไปเจือจางด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ที่ 
ประกอบด้วย 60 mM N a ^ o 7 และ 15% v/v เมทานอล ซ่ึงมี dilution factor เป็น 2 สำหรับตัวอย่าง 
P2 ถึง P8 และ dilution factor เป็น 8 สำหรับตัวอย่าง P1
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acid เป็นเฟสเคลื่อนที่: ภาวะอ่ืนๆ ของ HPLC ดังหัวข้อท่ี 3.12 โดยมีการเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
กวาวเครือขาวดังหัวข้อ 3.5 แล้วนำไปเจือจางด้วยเมทานอลซึ่งมี dilution factor เป็น 10 สำหรับ 
ตัวอย่าง P1



ตารางท่ี 4.6 ปริมาณวิเคราะห์ของสารสำคัญท้ัง 5 ชนิดในแต่ละตัวอย่างหัวกวาวเครือขาว ด้วย CZE และ HPLC (แต่ละตัวอย่างทำการฉีดซ้ํา 2 คร้ัง)

ตัวอย่าง
ปริมาณที่วิเคราะห์ได้ (mg/kg)

CZE HPLC
DZ P K D G DZ P K D G

P1 195.541.3 213.7±0.2 4.1440.02 26.441.0 2.5740.08 200.341.1 214.5±0.3 4.27±0.01 26.540.6 2.5940.01
P2 3.7240.29 15.540.2 0.9140.04 3.95±0.17 1.31±0.04 3.55±0.03 16.4±0.1 0.9340.02 4.1840.01 1.3340.01
P3 4.99±0.16 20.9±0.6 0.20±0.01 2.52±0.03 1.35±0.03 4.84±0.04 21.7±0.1 0.2340.01 2.6640.01 1.4040.01
P4 9.3040.04 58.7±0.1 0.31±0.01 5.18±0.03 1.67±0.10 9.15±0.15 56.041.0 0.3240.01 5.2440.01 1.6840.03
P5 2.31±0.01 76.041.2 0.24±0.01 4.69±0.06 0.68±0.02 2.3340.01 77.640.2 0.2240.01 4.7440.16 0.7040.01
P6 0.4840.06 26.940.3 0.0640.01* 1.93±0.03 1.3140.04 0.5640.01 27.6±0.1 0.0940.01 2.0640.01 1.3240.01
P7 9.48±0.10 58.7±0.7 0.3040.01 2.2040.02 0.8940.01 9.46±0.13 58.740.1 0.3240.01 2.3940.01 0.9240.01
P8 17.741.1 41.3±2.3 0.3140.01 8.55±0.27 2.6540.06 16.8±0.1 40.640.1 0.3140.01 8.6440.01 2.6840.01

หมายเหตุ ะ * หมายถึงปริมาณสารระหว่าง SDL และ SQL ของสารนันๆ
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