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บทสรุปเชิงนโยบายสําหรับผู้บริหาร 

หม่อน (Mulberry) มีช่ือทางวทิยาศาสตร์วา่ Morus alba L. อยูใ่นวงศ ์Moraceae เป็นไมย้นื
ตน้ ขนาดยอ่ม สูง 2-3 เมตร ใบเป็นใบเด่ียวมีสีเขียวเขม้ ผลเป็นผลรวมออกเป็นพวง ผลกลมเล็ก เม่ือสุกมี
สีม่วงแดง เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัดีชนิดหน่ึง ใบหม่อนใชเ้ป็นอาหารเล้ียงตวัอ่อนของไหม มี
การปลูกมากทางภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ซ่ึงมีอุตสาหกรรมการทอผา้
ไหม การศึกษาในประเทศญ่ีปุ่นพบวา่ใบหม่อนประกอบดว้ยสารเคมีหลายชนิด เช่น 1-

deoxynojirimycin (DNJ)     N-methyl-DNJ (N-Me-DNJ)    2-O-α-D-galactopyranosyl-DNJ 

(GAL-DNJ)    fagomine    1,2,3,4-tetrahydroxynortropene (calystegin B2) และ 1,4-dideoxy-

1,4-imino-D-arabinotol (DAB) ซ่ึงเป็นสารพวกแอลคาลอยด ์สาร DNJ ท่ีพบมีผลลดระดบันํ้าตาลใน
เลือดในสัตวท์ดลอง เช่น หนูและกระต่ายในห้องปฏิบติัการ สาร gamma-aminobutyric acid 

(GABA) มีผลลดความดนัเลือด และมีสารฟลาโวนอยด์มากมายหลายชนิด เช่น rutin   quercetin 

kaempferol   astragalin   isoquercetin   kuwanon และ chalcomoracin ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั 
ใบหม่อนมีสารอาหารต่างๆ ไดแ้ก่ แคลเซียม โปแตสเซียม โซเดียม แมกนีเซียม เหล็ก สังกะสี กรดอะมิ
โน วติามินเอ วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 วติามินซี คาร์โบไฮเดรต เพคติน และเส้นใยอาหาร ซ่ึงท่ีพบในชา
หม่อนเป็นกรดอะมิโนซ่ึงเป็นส่วนประกอบของโปรตีนมีมากถึง 18 ชนิด จาก กรดอะมิโนท่ีมีอยูท่ ั้งหมด 
22 ชนิด ซ่ึงกรดอะมิโนจาํเป็น (essential amino acid) ท่ีพบในชาใบหม่อนไดแ้ก่  isoleucine  

leucine methionine cystine phenylalanine tyrosine threonine  valine  tryptophan และ lysine 

ซ่ึงพบในปริมาณ (เฉล่ีย) 823, 1,644, 167, 58, 1,028, 608, 871, 170, 1,094 และ 1,050 มิลลิกรัม
ต่อ 100 กรัม ตามลาํดบั นอกจากน้ียงัพบกรดอะมิโนท่ีจาํเป็นสาํหรับเด็กทารกอีก 2 ชนิด คือ arginine 

และ histidine  

กรดอะมิโน (amino acid)   เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์มี หมู่อะมิโน (NH2) และ หมู่คาร์
บอกซิล (COOH) กรดอะมิโนต่อกนัดว้ยพนัธะเปปไตด ์รวมเป็นสารประกอบโปรตีน  

โปรตีนมีบทบาทในการเป็นโครงสร้างของเน้ือเยือ่ร่างกาย การสร้างเอนไซม ์ ฮอร์โมน 
ของเหลวและนํ้าคดัหลัง่ของร่างกาย และเป็นส่วนประกอบของแอนติบอด้ีซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัระบบ
ภูมิคุม้กนัของร่างกาย และโปรตีนเก่ียวขอ้งกบัการขนส่ง triglyceride  cholesterol phospholipid 

และ วติามินท่ีละลายไดใ้นไขมนั  
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กรดอะมิโนแบ่งเป็น 3 ประเภท  ไดแ้ก่ 
1. Essential amino acid  เป็นกรดอะมิโนท่ีจาํเป็นตอ้งไดรั้บจากอาหาร เน่ืองจากร่างกาย

สังเคราะห์ไดไ้ม่เพียงพอ และจาํเป็นสาํหรับเมตาบอลิซึมต่างๆ ไดแ้ก่ threonine tryptophan

histidine  lysine  leucine  isoleucine  methionine  valine phenylalanine และ
arginine

2. Nonessential amino acid  ร่างกายสามารถสังเคราะห์ไดจ้าก essential amino acid หรือ
จากไนโตรเจนและคาร์บอนในเซลล ์ไดแ้ก่ glutamic acid   alanine  และ aspatate

3. Conditionally essential amino acid  เป็น nonessential amino acid แต่จะเป็น
essential amino acid ไดใ้นบางสภาวะ ไดแ้ก่ proline serine tyrosine cysteine taurine

และ glycine ภาวะทางคลินิกท่ีเก่ียวขอ้งเช่น taurine cysteine และ tyrosine จะเป็น 
essential amino acid ในทารกแรกเกิด

หนา้ท่ีของกรดอะมิโนท่ีสาํคญั
tryptophan: เป็นสารตั้งตน้ของ niacin และสารส่ือประสาท serotonin 

methionine: เป็นสารท่ีทาํให ้ methyl group สาํหรับสังเคราะห์สารประกอบต่างๆ เช่น choline 

carnitine   cystine และสารประกอบท่ีมี sulfur  

phenylalanine: เป็นสารตั้งตน้ของ tyrosine และ นาํไปสู่การสร้าง thyrosine และ epinephrine 

tyrosine: เป็นสารตั้งตน้ของการสร้างเมด็สีของผวิหนงัและเส้นผม 

arginine: เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ยเูรียในตบั
glycine: จบักบัสารพิษบางอยา่งแลว้เปล่ียนเป็นสารท่ีไม่มีอนัตรายแลว้ขบัออก และใชใ้นการ

สังเคราะห์ porphyrin nucleus ของ hemoglobin และเป็นส่วนประกอบหน่ึงของ 
bile acids 

histidine: จาํเป็นในการสังเคราะห์ histamine ซ่ึงทาํใหเ้กิดการขยายตวัของหลอดเลือด 

arginine  glycine และ methionine: 

จบักบั phosphate ในการสร้าง creatine phosphate ซ่ึงเป็นแหล่งพลงังานของ
เซลลใ์นร่างกาย 

glutamic acid และ aspartic acid: 

glutamine สร้างจาก glutamic acid และ asparagine สร้างจาก aspartic acid เป็น
แหล่งของกลุ่มอะมิโนภายในร่างกาย และ glutamine เป็นแหล่งพลงังานในระบบ
ลาํไส้  ควบคุมการสังเคราะห์ glycogen และการสลายของโปรตีนเพื่อต่อตา้น
แบคทีเรีย 
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สรรพคุณพื้นบา้นของใบหม่อนพบวา่ ใบมีรสจืดเยน็ ใชเ้ป็นยาขบัเหง่ือ แกเ้จบ็คอ ตม้ด่ืมแกไ้ข้
ตวัร้อน แกร้้อนในกระหายนํ้ า แกไ้อ ระงบัประสาท ส่วนผล ตม้กินเป็นยาเยน็ ยาระบายอ่อนๆ แกธ้าตุไม่
ปกติ ตบัร้อน ทาํใหชุ่้มคอ บาํรุงไต    

คุณสมบติัทางชีวภาพและเภสัชวทิยาของใบหม่อนมีหลายประการ ไดแ้ก่ ฤทธ์ิลดนํ้าตาลในเลือด 
(antihyperglycemic activity) ลดความดนัเลือด และฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั จึงนบัวา่หม่อนเป็น
สมุนไพรท่ีมีศกัยภาพในการท่ีจะนาํมาพฒันาเป็นยา และผลิตภณัฑเ์สริมอาหาร นอกเหนือจากการใชเ้ป็น
อาหารของตวัอ่อนไหม  

ชาเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีเก่าแก่ของโลก แพร่หลายมานานกวา่ 2,000 ปี ชาวจีนเป็นชาติแรกท่ีรู้จกัด่ืม
ชาและมีการนาํใบชาไปใชป้ระโยชน์ทางเภสัชกรรม ตั้งแต่ศตวรรษท่ี 4 ต่อมามีการนาํพืชชนิดอ่ืน เช่น 
ใบเตย ดอกคาํฝอย มาเป็นเคร่ืองด่ืมเช่นเดียวกบัชา จึงใชค้าํวา่ “ ชา ” นาํหนา้ช่ือพืชนั้นๆ เช่น ชาใบเตย 
หรือ ชาเตย เป็นตน้ ชาจากใบและรากหม่อนไดถู้กนาํมาเป็นเคร่ืองด่ืมเพื่อสุขภาพในประเทศญ่ีปุ่น  
ปัจจุบนัในประเทศไทยมีการผลิตชาจากใบหม่อนจาํหน่ายกนัมาก และกาํลงัเป็นท่ีนิยมด่ืมของผูบ้ริโภค
เน่ืองจากทราบผลดีต่อสุขภาพ และสถาบนัวจิยัหม่อนไหม กรมวชิาการเกษตร กาํลงัใหค้วามสาํคญัการ
ปรับปรุงพนัธ์ุหม่อน เพื่อให้ไดห้ม่อนท่ีมีคุณภาพ เพื่อเป็นประโยชน์สูงสุดต่อทั้งเกษตรกรและผูบ้ริโภค 
ผูศึ้กษาจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาหาชนิดของชาใบหม่อนท่ีมีคุณภาพ คือใบหม่อนท่ีมีปริมาณกรดอะมิ
โน และ1-deoxynojirimycin (DNJ) สูงสุด ซ่ึงวธีิการวเิคราะห์เชิงคุณภาพของกรดอะมิโนท่ีใชท้ัว่ไป 
ไดแ้ก่  X-ray crystallography   nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy และ mass 

spectrometry (MS)  และวธีิวเิคราะห์เชิงปริมาณท่ีใชโ้ดยทัว่ไปไดแ้ก่ microbiological assay  

radiochemical assay     radioimmunoassay    enzymeimmunoassay fluoroimmunoassay และ 
immunoassay อ่ืนๆ  spectrophotometry gaschromatography (GC) thin-layer chromatography 

(TLC)    high-performance liquid chromatography (HPLC)  และวธีิล่าสุดในปัจจุบนัท่ีนาํมาใช้
วเิคราะห์หาปริมาณคือ capillary electrophoresis (CE) ซ่ึงวธีิน้ีเป็นวธีิท่ีมีขอ้ดีหลายประการ เช่น มี
ประสิทธิภาพสูง สะดวกประหยดัในเร่ืองของปริมาณสารท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ เวลา และค่าใชจ่้าย ผู ้
ดาํเนินงานวจิยัจึงมีความสนใจท่ีจะนาํวธีิ CE มาพฒันาหาปริมาณกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ไดแ้ก่   lysine, 

proline, leucine, alanine, valine, phenylalanine, serine, glutamine, threonine, aspartic acid, 

glutamic acid และแอลคาลอยด ์DNJ เพื่อเป็นทางเลือกสาํหรับเกษตรกร ผูผ้ลิตและผูบ้ริโภคต่อไป 

 การวจิยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาวธีิวเิคราะห์หาปริมาณสารกรดอะมิโนบางชนิด ในใบ
หม่อน และชาใบหม่อน เน่ืองจากใบหม่อนมีฤทธ์ิทางชีวภาพและเภสชัวทิยาหลายประการ ซ่ึงในปัจจุบนั
ประเทศไทยมีการผลิตชาจากใบหม่อนจาํหน่ายกนัมาก และกาํลงัเป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภค  
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การพฒันาวธีิวิเคราะห์สารกรดอะมิโน (lysine, proline, leucine, alanine, valine, 

phenylalanine, serine, glutamine, threonine, aspartic acid และ glutamic acid) ดว้ยวธีิแคปิล
ลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยการศึกษาปัจจยัของ ความเขม้ขน้และพีเอชของสารละลายอิเล็กโทร
ไลต ์ อุณหภูมิและความต่างศกัยไ์ฟฟ้า  พบสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารทั้ง 11 ชนิด ดงัน้ี  

Capillary electrophoretic condition: 

Capillary tubing : fused silica 75 µm x 85 cm (effective length 76.5 cm) 

Electrolyte : 10 mM p-aminosalicylic acid and 2 mM sodium carbonate, 

   pH 10.2 

Oven Temperature : 25° C 

Applied voltage : +15 kV 

Injection : pressure 50 mbar for 10 sec 

Detector : UV 254 nm 

วิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาข้ึนเป็นงานวิจยัใหม่ท่ีสามารถใช้วิเคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโน ใน
ตวัอยา่งสารสกดัใบหม่อนและชาใบหม่อน โดยใชแ้คปิลลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซิส ดว้ยวิธี external 

standard method ดงันั้นวธีิท่ีพฒันาข้ึนมาน้ีจึงเป็นวธีิท่ีสะดวก  รวดเร็ว และประหยดั นอกจากน้ียงัมี
ความถูกต้องและแม่นยาํสูง สามารถใช้เป็นแนวทางในการพฒันาทางการเกษตร และการพฒันา
ผลิตภณัฑเ์สริมอาหารต่อไป 
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ช่ือโครงการ การพฒันาวธีิวิเคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโน ในใบหม่อนและชาใบหม่อน
โดยใชแ้คปิลลารี อิเล็กโทรโฟรีซิส  
Development of method for determination of amino acids in 

mulberry leaves and tea using capillary electrophoresis 

ผู้วจัิย   อ.เสาวภาคย ์เกษมสุข 

ทีป่รึกษาโครงการวจัิย รองศาสตราจารย ์ดร.สุรพจน์ วงศใ์หญ่ 

ทุนอุดหนุนการวจัิยจากมหาวทิยาลยัรังสิตประจําปีพ.ศ.2545 

บทคัดย่อ 

เทคนิคใหม่สาํหรับการวเิคราะห์กรดอะมิโน โดยวธีิแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส ไดศึ้กษา
ปัจจยัต่าง ๆ ท่ีมีผลต่อสภาวะการทดลอง อาทิ ความเขม้ขน้และพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลต ์
อุณหภูมิและความต่างศกัยไ์ฟฟ้า สภาวะการทดลองท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ  กรดอะมิโนซาลิไซลิกความ
เขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์และโซเดียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ พี เอช 10 ในแคปิลลารี
ความยาว 76.5 เซนติเมตร (effective length) เส้นผา่นศูนยก์ลางภายในแคปิลลารี 75 ไมโครเมตร ท่ี
ศกัยไ์ฟฟ้า 15 กิโลโวลตแ์ละอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส วธีิวเิคราะห์ท่ีพฒันาข้ึนไดผ้า่นการประเมิน
เพื่อนาํไปวิเคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโนในใบหม่อนและชาใบหม่อน  งานวจิยัน้ีเป็นแนวทางหน่ึง
ซ่ึงจะนาํไปสู่การควบคุมคุณภาพและการประกนัคุณภาพยาท่ีพฒันามาจากสมุนไพร เพื่อยกระดบั
คุณภาพยาสมุนไพรไทยใหมี้ประสิทธิภาพและความปลอดภยัแก่ผูบ้ริโภค ผลงานวิจยัน้ีสามารถนาํไป 
ใชเ้พื่อแกปั้ญหาดา้นการควบคุมคุณภาพของสมุนไพรไทย  
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Abstract 

A  new  analytical  technique  for determination of amino acids was investigated 

by using capillary electrophoresis (CE). Optimization of capillary electrophoresis was 

investigated by different factors, which included concentration and pH of the background 

electrolyte, temperature and voltage. The optimum condition was obtained in 10 mM p-

aminosalicylic acid and 2 mM sodium carbonate, pH 10.2, using a fused-silica capillary 

with 76.5 cm (effective length), 75 µm (inner diameter), applied voltage of 15 kV and 

oven temperature of 25°C. The optimum condition was validated and applied to 

determine the amino acids in mulberry leaves and tea. This research was developed to 

rise the standard for quality control and quality assurance of herbal product inorder to 

increase efficiency and safety of consumer.   The research could be solved the quality 

control problems in Thai herbals.    
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การวจิยัคร้ังน้ีสาํเร็จลุล่วงดว้ยดี ผูว้จิยัขอขอบคุณ รองศาสตราจารย ์ ดร.สุรพจน์ วงศใ์หญ่ ท่ี
ใหค้วามกรุณาใหค้วามรู้ ความเขา้ใจ เทคนิคการทาํวจิยัและใหค้าํปรึกษาดว้ยดีมาโดยตลอด 

ขอขอบคุณอาจารยผ์ูร้วมงานและเจา้หนา้ท่ีทุกคนของภาควชิาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัรังสิต ท่ีคอยให้ความช่วยเหลือ ความร่วมมือ และอาํนวยความสะดวกเป็นอยา่งดี และ
ขอขอบคุณ คุณวิโรจน์ แกว้เรือง นกัวชิาการ สถาบนัวจิยัหม่อนไหม กรมวชิาการเกษตร กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์ ท่ีใหก้ารสนบัสนุน เอ้ือเฟ้ือ ตวัอยา่งใบหม่อนและชาใบหม่อน 

ทา้ยน้ีขอขอบพระคุณสาํนกัวิจยั มหาวทิยาลยัรังสิต ท่ีไดส้นบัสนุนทุนการทาํวจิยัในคร้ังน้ีจน
ทาํใหก้ารวจิยัสาํเร็จลุล่วงไดด้ว้ยดี 
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A Amp 
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AVG average 

CE capillary electrophoresis 

CEC capillary electrochromatography 
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L  total length of capillary 
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M  molarity 
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min  minute 

min
-1
  per minute 
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-1 
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r
2
 correlation coefficient 

RP reversed-phase 
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UV ultraviolet 
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µ micron 

µe electrophoretic mobility 

µl microlitre 

µm micromole 
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บทที ่1 

บทนํา 

ความสําคญัและทีม่าของปัญหาทีท่าํการวจัิย 

ใบหม่อนและชาใบหม่อน 

หม่อน (Mulberry) มีช่ือทางวทิยาศาสตร์วา่ Morus alba L. อยูใ่นวงศ ์Moraceae เป็นไมย้นื
ตน้ ขนาดยอ่ม สูง 2-3 เมตร ใบเป็นใบเด่ียวมีสีเขียวเขม้ ผลเป็นผลรวมออกเป็นพวง ผลกลมเล็ก เม่ือสุกมี
สีม่วงแดง เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัดีชนิดหน่ึง ใบหม่อนใชเ้ป็นอาหารเล้ียงตวัอ่อนของไหม มี
การปลูกมากทางภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ซ่ึงมีอุตสาหกรรมการทอผา้
ไหม (1) การศึกษาในประเทศญ่ีปุ่นพบวา่ใบหม่อนประกอบดว้ยสารเคมีหลายชนิด เช่น 1-

deoxynojirimycin (DNJ)     N-methyl-DNJ (N-Me-DNJ)    2-O-α-D-galactopyranosyl-DNJ 

(GAL-DNJ)    fagomine    1,2,3,4-tetrahydroxynortropene (calystegin B2) และ 1,4-dideoxy-

1,4-imino-D-arabinotol (DAB) ซ่ึงเป็นสารพวกแอลคาลอยด ์ (2) สาร DNJ ท่ีพบมีผลลดระดบั
นํ้าตาลในเลือดในสัตวท์ดลอง เช่น หนูและกระต่ายในหอ้งปฏิบติัการ สาร gamma-aminobutyric acid 

(GABA) มีผลลดความดนัเลือด (3) และมีสารฟลาโวนอยดม์ากมายหลายชนิด เช่น rutin   quercetin   

kaempferol   astragalin   isoquercetin   kuwanon และ chalcomoracin ซ่ึงมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั 
(1) ใบหม่อนมีสารอาหารต่างๆ ไดแ้ก่ แคลเซียม โปแตสเซียม โซเดียม แมกนีเซียม เหล็ก สังกะสี
กรดอะมิโน วติามินเอ วติามินบี 1 วติามินบี 2 วติามินซี (3) คาร์โบไฮเดรต เพคติน และเส้นใยอาหาร
(1) ซ่ึงท่ีพบในชาหม่อนเป็นกรดอะมิโนซ่ึงเป็นส่วนประกอบของโปรตีนมีมากถึง 18 ชนิด จาก กรดอะ
มิโนท่ีมีอยูท่ ั้งหมด 22 ชนิด ซ่ึงกรดอะมิโนจาํเป็น (essential amino acid) ท่ีพบในชาใบหม่อนไดแ้ก่
isoleucine  leucine methionine cystine phenylalanine tyrosine threonine  valine  tryptophan

และ lysine ซ่ึงพบในปริมาณ (เฉล่ีย) 823, 1,644, 167, 58, 1,028, 608, 871, 170, 1,094 และ 1,050

มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ตามลาํดบั นอกจากน้ียงัพบกรดอะมิโนท่ีจาํเป็นสาํหรับเด็กทารกอีก 2 ชนิด คือ
arginine และ histidine (3)
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รูปที ่1  ใบหม่อน 

สรรพคุณพื้นบา้นของใบหม่อนพบวา่ ใบมีรสจืดเยน็ ใชเ้ป็นยาขบัเหง่ือ แกเ้จบ็คอ ตม้ด่ืมแกไ้ข้
ตวัร้อน แกร้้อนในกระหายนํ้ า แกไ้อ ระงบัประสาท ส่วนผล ตม้กินเป็นยาเยน็ ยาระบายอ่อนๆ แกธ้าตุไม่
ปกติ ตบัร้อน ทาํใหชุ่้มคอ บาํรุงไต (4)   

คุณสมบติัทางชีวภาพและเภสัชวทิยาของใบหม่อนมีหลายประการ ไดแ้ก่ ฤทธ์ิลดนํ้าตาลในเลือด 
(antihyperglycemic activity) ลดความดนัเลือด และฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนั จึงนบัวา่หม่อนเป็น
สมุนไพรท่ีมีศกัยภาพในการท่ีจะนาํมาพฒันาเป็นยา และผลิตภณัฑเ์สริมอาหาร นอกเหนือจากการใชเ้ป็น
อาหารของตวัอ่อนไหม (1) 

ชาเป็นเคร่ืองด่ืมท่ีเก่าแก่ของโลก แพร่หลายมานานกวา่ 2,000 ปี ชาวจีนเป็นชาติแรกท่ีรู้จกั
ด่ืมชาและมีการนาํใบชาไปใชป้ระโยชน์ทางเภสัชกรรม ตั้งแต่ศตวรรษท่ี 4 ต่อมามีการนาํพืชชนิดอ่ืน 
เช่น ใบเตย ดอกคาํฝอย มาเป็นเคร่ืองด่ืมเช่นเดียวกบัชา จึงใชค้าํวา่ “ ชา ” นาํหนา้ช่ือพืชนั้นๆ เช่น ชา
ใบเตย หรือ ชาเตย เป็นตน้ (4)  ชาจากใบและรากหม่อนไดถู้กนาํมาเป็นเคร่ืองด่ืมเพื่อสุขภาพใน
ประเทศญ่ีปุ่น (5) ปัจจุบนัในประเทศไทยมีการผลิตชาจากใบหม่อนจาํหน่ายกนัมากและกาํลงัเป็นท่ี
นิยมด่ืมของผูบ้ริโภค เน่ืองจากทราบผลดีต่อสุขภาพ และสถาบนัวจิยัหม่อนไหม กรมวชิาการเกษตร 
กาํลงัใหค้วามสาํคญัการปรับปรุงพนัธ์ุหม่อน เพื่อใหไ้ดห้ม่อนท่ีมีคุณภาพ เพื่อเป็นประโยชน์สูงสุดต่อ
ทั้งเกษตรกรและผูบ้ริโภค ผูศึ้กษาจึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาหาชนิดของชาใบหม่อนท่ีมีคุณภาพ คือใบ
หม่อนท่ีมีปริมาณกรดอะมิโน และ1-deoxynojirimycin (DNJ) สูงสุด 
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กรดอะมิโน 

กรดอะมิโน (amino acid)   เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์มี หมู่อะมิโน (NH2) และ หมู่คาร์
บอกซิล (COOH) กรดอะมิโนต่อกนัดว้ยพนัธะเปปไตด ์ รวมเป็นสารประกอบโปรตีน กรดอะมิโนมี 
20 ชนิด แต่ละชนิดต่างกนัท่ี กลุ่ม R ยกเวน้ proline เป็น α-amino carboxylic acids คือ มี amino 

group และ carboxylic group อยูท่ี่คาร์บอนอะตอมเดียวกนั (6) 

R C COOH

H

NH2

รูปที ่2  โครงสร้างพื้นฐานของกรดอะมิโน 

โปรตีนมีบทบาทในการเป็นโครงสร้างของเน้ือเยือ่ร่างกาย การสร้างเอนไซม ์ ฮอร์โมน 
ของเหลวและนํ้าคดัหลัง่ของร่างกาย และเป็นส่วนประกอบของแอนติบอด้ีซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัระบบ
ภูมิคุม้กนัของร่างกาย และโปรตีนเก่ียวขอ้งกบัการขนส่ง triglyceride  cholesterol phospholipid 

และ วติามินท่ีละลายไดใ้นไขมนั (6) 

กรดอะมิโนแบ่งเป็น 3 ประเภท (6) ไดแ้ก่ 
1. Essential amino acid  เป็นกรดอะมิโนท่ีจาํเป็นตอ้งไดรั้บจากอาหาร เน่ืองจากร่างกาย

สังเคราะห์ไดไ้ม่เพียงพอ และจาํเป็นสาํหรับเมตาบอลิซึมต่างๆ ไดแ้ก่ threonine tryptophan

histidine  lysine  leucine  isoleucine  methionine  valine phenylalanine และ
arginine

2. Nonessential amino acid  ร่างกายสามารถสังเคราะห์ไดจ้าก essential amino acid หรือ
จากไนโตรเจนและคาร์บอนในเซลล ์ไดแ้ก่ glutamic acid   alanine  และ aspatate

3. Conditionally essential amino acid  เป็น nonessential amino acid แต่จะเป็น
essential amino acid ไดใ้นบางสภาวะ ไดแ้ก่ proline serine tyrosine cysteine taurine

และ glycine ภาวะทางคลินิกท่ีเก่ียวขอ้งเช่น taurine cysteine และ tyrosine จะเป็น 
essential amino acid ในทารกแรกเกิด
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หนา้ท่ีของกรดอะมิโนท่ีสาํคญั (6) 

Tryptophan: เป็นสารตั้งตน้ของ niacin และสารส่ือประสาท serotonin 

Methionine: เป็นสารท่ีทาํให ้ methyl group สาํหรับสังเคราะห์สารประกอบต่างๆ เช่น 

choline carnitine   cystine และสารประกอบท่ีมี sulfur  

Phenylalanine: เป็นสารตั้งตน้ของ tyrosine และ นาํไปสู่การสร้าง thyrosine และ 
epinephrine 

Tyrosine: เป็นสารตั้งตน้ของการสร้างเมด็สีของผวิหนงัและเส้นผม 

Arginine: เก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ยเูรียในตบั
Glycine: จบักบัสารพิษบางอยา่งแลว้เปล่ียนเป็นสารท่ีไม่มีอนัตรายแลว้ขบัออก และ

ใชใ้นการสังเคราะห์ porphyrin nucleus ของ hemoglobin และเป็น
ส่วนประกอบหน่ึงของ bile acids 

Histidine: จาํเป็นในการสังเคราะห์ histamine ซ่ึงทาํใหเ้กิดการขยายตวัของหลอด
เลือด 

Arginine  glycine และ methionine: 

จบักบั phosphate ในการสร้าง creatine phosphate ซ่ึงเป็นแหล่งพลงังาน
ของเซลลใ์นร่างกาย 

Glutamic acid และ aspartic acid:  

glutamine สร้างจาก glutamic acid และ asparagine สร้างจาก aspartic 

acid เป็นแหล่งของกลุ่มอะมิโนภายในร่างกาย และ glutamine เป็นแหล่ง
พลงังานในระบบลาํไส้  ควบคุมการสังเคราะห์ glycogen และการสลาย
ของโปรตีนเพื่อต่อตา้นแบคทีเรีย 

วธีิวเิคราะห์กรดอะมิโน 

วธีิการวเิคราะห์เชิงคุณภาพของกรดอะมิโนท่ีใชท้ัว่ไป (7)ไดแ้ก่  X-ray crystallography 

nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy และ mass spectrometry (MS)  และวธีิ
วเิคราะห์เชิงปริมาณท่ีใชโ้ดยทัว่ไปไดแ้ก่ microbiological assay    radiochemical assay 

radioimmunoassay    enzymeimmunoassay fluoroimmunoassay และ immunoassay อ่ืนๆ  
spectrophotometry gaschromatography (GC) thin-layer chromatography (TLC)    high-

performance liquid chromatography (HPLC)  และวธีิล่าสุดในปัจจุบนัท่ีนาํมาใชว้เิคราะห์หา
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ปริมาณคือ capillary electrophoresis (CE) (8) ซ่ึงวธีิน้ีเป็นวธีิท่ีมีขอ้ดีหลายประการ เช่น มี
ประสิทธิภาพสูง สะดวกประหยดัในเร่ืองของปริมาณสารท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ เวลา และค่าใชจ่้าย 

วธีิวเิคราะห์โดย capillary electrophoresis 

Capillary electrophoresis เป็นเทคนิคใหม่ท่ีพฒันามาจาก electrophoresis มีหลกัการ
พื้นฐานในการแยกสารโดยอาศยัความแตกต่าง ในการเคล่ือนท่ีของสารท่ีมีประจุภายใตส้นามไฟฟ้า 

ส่วนประกอบของเคร่ือง CE ประกอบดว้ย ดงัรูปท่ี 3 

1. แหล่งกาํเนิดความต่างศกัยไ์ฟฟ้า (high voltage power supply)

2. อิเล็กโทรด (electrode, buffer)

3. แคปิลลารี (capillary tube)

4. ส่วนฉีดสาร (sample injection)

5. หน่วยตรวจวดั (detector)

6. หน่วยประมวลผล (computer software)

รูปที ่3  ส่วนประกอบพื้นฐานเคร่ือง CE 
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สารถูกนาํเขา้ทางดา้น inlet (anode) และถูกชะออกมาทางดา้น outlet (cathode) ท่ีทั้งสองดา้น
มีอิเล็กโทรด มีแหล่งกาํเนิดความต่างศกัยไ์ฟฟ้าใหก้บัดา้นทั้งสอง สารจะถูกวเิคราะห์แยกภายในแคปิลลา
รีมีหน่วยตรวจวดัผลและประมวลผลส่งสัญญาณออกมาเป็น electrophoregram  

กลไกท่ีสาํคญัท่ีทาํใหเ้กิดการแยกสารภายในแคปิลลารีคือ การเกิดการไหลอิเล็กโทรออสโมซิส
แสดงดงัรูปท่ี 4 ซ่ึงเป็นปรากฏการณ์การไหลของของเหลวภายในแคปิลลารีเกิดข้ึนไดเ้น่ืองจากผนงั
ภายในแคปิลลารีทาํจากซิลิกา (silica) สภาวะท่ีเป็นด่างจะแตกตวัใหห้มู่ไซลินอล (silinol group) เกิด
การเสียสมดุลทางไฟฟ้าเม่ือใหบ้ฟัเฟอร์เขา้ไป ประจุบวกจากบฟัเฟอร์พยายามจบักบัหมู่ไซลินอลเพื่อ
ปรับสมดุล เม่ือใหค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้าเขา้ไปท่ีขั้วทั้งสองทาํใหเ้กิดการไหลของประจุ ซ่ึงการไหลน้ีทาํให้
ของเหลวรอบประจุถูกพาไปดว้ยดงันั้นจึงสามารถแยกสารประกอบไดท้ั้งสารท่ีมีประจุบวก ประจุลบ 
และสารท่ีมีความเป็นกลางทางไฟฟ้า 

รูปที ่4  ปรากฎการณ์การเกิดการไหลอิเล็กโทรออสโมซิสภายในแคปิลลารี 
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ปัจจัยทีม่ีผลต่อประสิทธิภาพการวเิคราะห์ 

1. Buffer (pH และ ionic strength)

สารท่ีเป็นกรดจะแตกตวัไดดี้ท่ี pH สูง ส่วนสารท่ีเป็นเบสจะแตกตวัไดดี้ใน pH ตํ่า ส่วนความ
แรงของอิออนจะมีผลต่อความสามารถในการเคล่ือนท่ีของสาร ดงันั้นตอ้งพิจารณาเลือก
บฟัเฟอร์ให้เหมาะสมกบัสารท่ีตอ้งการวเิคราะห์

2. Voltage

การเพิ่มความต่างศกัยไ์ฟฟ้ามีผลต่อการเคล่ือนท่ีของสาร ทาํใหส้ารเคล่ือนท่ีเร็วข้ึนเวลาท่ีใชใ้น
การวเิคราะห์จะสั้น ประสิทธิภาพการวเิคราะห์สูงข้ึน

3. Temperature

อุณหภูมิมีผลต่อความหนืดของสาร การเพิ่มอุณหภูมิจะทาํใหค้วามหนืดลดลง ทาํใหส้าร
เคล่ือนท่ีไดเ้ร็วข้ึน

4. Addition of modifier

เป็นการเติมสาร organic solvent ลงไปในสารละลายบฟัเฟอร์ เพื่อพฒันาวธีิวเิคราะห์ใหมี้
ประสิทธิภาพสูงข้ึน

5. Capillary dimension

ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของแคปิลลารีมีผลต่อ เวลาในการเคล่ือนท่ีของสาร ความสามารถใน
การแยกสาร ความไวในการตรวจวดั การถ่ายเทความร้อน และการถูกดูดซบัสารโดยผนงัดา้นใน
แคปิลลารี

6. Injection

การฉีดสาร สามารถทาํได ้2 วธีิคือ

1. Hydrodynamic injection  เป็นการฉีดสารโดยอาศยัความแตกต่างของความดนั
ระหวา่งปลายทั้งสองของคอลมัน์แคปิลลารี

1.1 การใหค้วามดนัท่ีปลายดา้นเขา้ 25 – 100 mbar เป็นเวลา 0.5 – 5 sec

1.2 การทาํใหป้ลายดา้นออกของแคปิลลารีเป็นสุญญากาศ

1.3 การยกปลายแคปิลลารีดา้นเขา้ใหสู้งกวา่ดา้นออก
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2. Electrokinetic injection  เป็นการฉีดสารโดยใหพ้ลงังานไฟฟ้าปริมาณตํ่า (5 – 10

kV) เป็นระยะเวลาสั้น ๆ

วธีิการแยกสารโดย CE แบ่งได้ 5 ประเภท  

1. Capillary zone electrophoresis (CZE)

การแยกของสารจะอาศยัความแตกต่างของขนาดโมเลกลุและความสามารถในการเคล่ือนท่ีของ
สารดงัแสดงในรูปท่ี 5 สารจะเคล่ือนท่ีจากขั้วบวกไปยงัขั้วลบ โดยสารท่ีมีประจุบวกและมีขนาด
เล็กท่ีสุดจะเคล่ือนท่ีออกมาก่อน เน่ืองจากมีความสามารถในการเคล่ือนท่ีมากกวา่ เคล่ือนท่ีไป
ในทิศทางเดียวกบัแรงอิเลก็โทรออสโมซิสและมีแรงดึงดูดจากขัว้ลบ ตามมาดว้ยสารท่ีมีประจุ
บวกขนาดใหญ่ สารท่ีมีความเป็นกลาง สารท่ีมีประจุลบขนาดใหญ่ และสารท่ีมีประจุลบขนาด
เล็ก ตามลาํดบั สารท่ีมีประจุลบขนาดเล็กจะถูกยดึไวด้ว้ยแรงจากขั้วบวกทาํให้เดินทางออกมาได้
ชา้ท่ีสุด สารท่ีมีความเป็นกลางทางไฟฟ้าจะเคล่ือนท่ีออกมาไดด้ว้ยแรงอิเล็กโทรออสโมซิสแต่
จะไม่สามารถแยกออกจากกนัไดโ้ดยกลไกการแยกสารชนิดน้ี

รูปที ่5  การแยกสารโดยกลไกการแยก capillary zone electrophoresis 

2. Micellar electrokinetic chromatography capillary (MECC)

การแยกของสารจะเป็นการผสมเทคนิคการแยกระหวา่ง electrophoresis และ
chromatography โดยจะมีการเติมสารลดแรงตึงผวิท่ีมีความเขม้ขน้มากกวา่ critical micelle

concentration (CMC) ลงไปในสารละลายบฟัเฟอร์ การท่ีเราเติมสารลดแรงตึงผวิใหมี้ความ
เขม้ขน้มากกวา่จุด CMC เพื่อการเกิด micelle ดงัแสดงในรูปท่ี 6  ซ่ึงกลไกการแยกสารชนิดน้ี
สามารถแยกสารท่ีมีความเป็นกลางออกจากกนัไดโ้ดยอาศยัความมีขั้วและไม่มีขั้วของสาร
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รูปที ่6  การแยกสารโดยกลไกการแยก micellar electrokinetic chromatography capillary 

3. Capillary isoelectric focusing (CIEF) 

เป็นการแยกสารโดยอาศยั isoelectric point (pI) ของสารแต่ละชนิดซ่ึงจะแตกต่างกนัตามชนิด
ของสาร นิยมใชแ้ยกสารจาํพวกโปรตีนซ่ึงจะมีค่า pI แตกต่างกนันอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 0.005 

หน่วย สามารถแยกสารไดโ้ดยบริเวณภายในแคปิลลารีคอลมัน์จะถูกทาํใหมี้ pH ไม่เท่ากนัโดย
การเติมสาร ampholyte ลงไปในสารละลายบฟัเฟอร์ สาร ampholyte ในสารละลายบฟัเฟอร์
จะมีความเป็นกรดและด่าง ค่า pH ต่างกนัและเรียงลาํดบัทาํใหเ้กิดความลาดชนัของ pH (pH 

gradient) เม่ือใหส้นามไฟฟ้าสารจะเคล่ือนท่ีไปยงับริเวณท่ีมีค่า pH เท่ากบัค่า pI ของสาร ซ่ึง
ทาํใหโ้มเลกุลอยูใ่นสภาวะท่ีเป็นกลาง (focusing) อยูใ่นภาวะสมดุลทางไฟฟ้า ไม่มี
กระแสไฟฟ้า ดงันั้นเม่ือให้ความดนั สารจะเคล่ือนท่ีออกจากแคปิลลารีคอลมัน์ ดงัแสดงในรูปท่ี 
7 ตอ้งมีการเคลือบผนงัดา้นในแคปิลลารีคอลมัน์เพื่อลดการรบกวนการเคล่ือนท่ีของสารจาก
แรงอิเล็กโทรออสโมซิส 

 

 

รูปที ่7  การแยกสารโดยกลไกการแยก capillary isoelectric focusing 
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4. Capillary isotachophoresis (CITP) 

เป็นการแยกสารโดยการทาํใหส้ารตวัอยา่งมีความเขม้ขน้มากข้ึนบนหวัแคปิลลารีคอลมัน์ โดยมี
การเติมสารละลายบฟัเฟอร์ 2 ชนิด โดยชนิดท่ีหน่ึงจะทาํหนา้ท่ีเป็น leading buffer (L) มีการ
นาํไฟฟ้าสูงจึงอยูท่างดา้นหนา้สารละลายบฟัเฟอร์ และชนิดท่ีสองคือ terminating buffer (T) 

มีการนาํไฟฟ้าตํ่าจะอยูท่างดา้นทา้ยสารละลายบฟัเฟอร์ สารจะถูกแยกโดยอาศยัความแตกต่างใน
การนาํไฟฟ้าระหวา่งสารและสารละลายบฟัเฟอร์ 

5. Capillary gel electrophoresis (CGE) 

เป็นการแยกสารตามขนาดโมเลกุลของสาร โดยมีการเติมสาร polymer เพื่อเป็นร่างแหทาํหนา้ท่ี
ในการคดัเลือกขนาดโมเลกุลสาร สารท่ีมีขนาดใหญ่จะไม่ถูกคดัเลือกผา่นเขา้ไปในร่างแหทาํให้
เคล่ือนท่ีออกมาจากแคปิลลารีคอลมัน์ไดก่้อน ส่วนสารท่ีมีขนาดเล็กจะถูกคดัเลือกใหเ้ดิน
ทางผา่นเขา้ไปในร่างแหจึงทาํใหเ้ดินทางออกมาไดช้า้ ดงัแสดงในรูปท่ี 8 

  
รูปที ่8  การแยกสารโดยกลไกการแยก capillary gel electrophoresis 

 

ผลงานวจัิยทีเ่กีย่วข้องและเอกสารอ้างองิ 

 รายงานผลการวจิยัก่อนหนา้น้ีพบวา่มีหลากหลายวธีิท่ีใชน้าํมาวเิคราะห์หาปริมาณสารกรดอะมิ
โนดงักล่าวมาแลว้ขา้งตน้ วธีิวเิคราะห์กรดอะมิโนโดยวธีิแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิสแสดงในตารางท่ี 1 

จากผลงานวจิยัท่ีผา่นมาผูด้าํเนินงานวิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะนาํวธีิ CE มาพฒันาหาปริมาณ
กรดอะมิโนชนิดต่างๆ ไดแ้ก่   lysine, proline, leucine, alanine, valine, phenylalanine, serine,   

glutamine, threonine, aspartic acid, glutamic acid และแอลคาลอยด ์ DNJ เพื่อเป็นทางเลือก
สาํหรับเกษตรกร ผูผ้ลิตและผูบ้ริโภคต่อไป 
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ตารางที ่1   แสดงตวัอยา่งการวเิคราะห์สารกรดอะมิโนโดยวธีิแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส 

Compounds CE Buffer used 
Column 

parameter 

Separation 

condition 

Detection 

wavelength 
Reference 

Amino acids 

and Peptides 

compounds 

Amino acids 

Amino acids 

containing 

tablets 

Amino acids 

in serum 

Amino acids 

in beverage 

CZE 

CE 

CE 

derivatization 

and CE 

CE 

p-aminosalicylic

acid and sodium

carbonate, pH

10.2

p-aminosalicylic

acid and DMAB, 

pH 11.0 

boric acid titrated 

with NaOH, pH 

10.0 

0.5 M sodium 

borate, pH 9.5 

Alkanesulfonic 

acid with 

acetonitrile 

Fused-silica, 

87* 75 µm 

I.D.

Fused-silica, 

83 (effective 

length)* 75 

µm I.D. 

Fused-silica, 

65* 50 µm 

I.D.

Fused-silica, 

300* 75 µm 

I.D.

Fused-silica, 

100 (effective 

length)* 50 

µm I.D. 

+15 kV

(normal

polarity)

+20 kV

(+ve to-ve) 

, 25° C 

+24 kV

(+ve to -ve) 

, 20° C 

+28 kV

(+ve to -ve) 

, 15° C 

+30 kV

(+ve to -ve) 

, 25° C 

Indirect 

absorbance 

254 nm 

200 – 350 

nm 

214 nm 

360 nm 

185 nm 

8 

9 

10 

11 

12 
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วตัถุประสงค์ของโครงการ 

  

การวจิยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาวธีิวิเคราะห์หาปริมาณสารกรดอะมิโนบางชนิด ในใบ
หม่อน และชาใบหม่อน เน่ืองจากใบหม่อนมีฤทธ์ิทางชีวภาพและเภสชัวทิยาหลายประการ ซ่ึงในปัจจุบนั
ประเทศไทยมีการผลิตชาจากใบหม่อนจาํหน่ายกนัมาก และกาํลงัเป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภค  

 

สถานทีท่าํการวจิัย 

 

หอ้งปฏิบติัการเภสัชเคมี  คณะเภสัชศาสตร์  มหาวทิยาลยัรังสิต 

 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

 

โครงการวจิยัน้ีมุ่งเนน้ท่ีจะพฒันาวธีิวเิคราะห์และหาปริมาณกรดอะมิโน ในใบหม่อนและชาใบ
หม่อน โดยใชว้ธีิ capillary electrophoresis ซ่ึงเป็นวธีิสามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นงานประจาํได ้ เป็น
วธีิท่ีประหยดั สะดวก รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพสูง นอกจากน้ีเม่ือทราบปริมาณกรดอะมิโน แลว้ 
สามารถใชเ้ป็นแนวทางในการพฒันาทางการเกษตร และการพฒันาผลิตภณัฑเ์สริมอาหารต่อไป 
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บทที ่2 

วสัดุอปุกรณ์และวธีิการวิจัย 

เคร่ืองมือวจิัย 

ตารางที ่2  รายช่ือเคร่ืองมือ 

ช่ือเคร่ืองมือ ผูผ้ลิต 

Capillary electrophoresis instrument (
3D

CE) Hewlett-Packard, Germany 

Capillary tubing Polymicro Technologies, USA 

Vortex Mixer (Genie 2) Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 

Ultrasonic Bath (D-7700) Elma, Singen, West Germany 

pH Meter (CG840) Schott Gerate, Hofheim, Germany 

Analytical Balance (AT201) Mettler, Greifensee, Switzerland 

Moisture Analyzer (MA30) Sartorius, Goettiingen, Germany 
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สารเคมแีละวสัดุอปุกรณ์ 

ตารางที ่3  รายช่ือสารเคมีและวสัดุอุปกรณ์ 

ช่ือสาร เกรด ผูผ้ลิต 

Lysine AR Sigma, USA 

Phenylalanine AR Sigma, USA 

Proline AR Sigma, USA 

Serine AR Sigma, USA 

Leucine AR Sigma, USA 

Alanine AR Sigma, USA 

Valine AR Sigma, USA 

Glutamine AR Sigma, USA 

Threonine AR Sigma, USA 

Aspartic acid AR Sigma, USA 

Glutamic acid AR Sigma, USA 

1-deoxynojirimycin HCl AR Sigma, USA 

p-aminosalicylic acid AR Sigma, USA 

Methanol HPLC Merck, Germany 

Sodium hydroxide AR Merck, Germany 

Deionized distilled water - Rangsit University 

Buffer pH 7.0 - Merck, Germany 

Buffer pH 10.0 - Merck, Germany 

Membrane filter (cellulouse 

acetate, 0.2 µm, 13 mm 

diameter) 

- Satorious, Germany 
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วธีิการวจิัย 

1. คุณลกัษณะของเคร่ืองมือ

Mode of capillary electrophoresis: Capillary zone electrophoresis (CZE)

Instrument: Hewlett Packard 3D system (model G1600A) 

Computer: HP pentium 4 (Window NT 4.0) 

Software: Agilent ChemStation Plus software version A.08 (G1601A) 

Printer: HP laserjet 4100 

Detector: a diode array detector (wavelength 254 nm, band width 4 nm) 

Voltage: 15 kV (current 0-100 µA) 

Temperature: 25 °C  

Capillary tube: 75 µm I.D. x 76.5 cm 

Injection system: using 50 mbar pressure x 10 sec 

รูปที ่9  เคร่ืองมือ capillary electrophoresis 
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2. ขั้นตอนการทาํงานทัว่ไป

การแยกสารทาํบนคอลมัน์แคปิลลารีความยาวทั้งหมด (total length) 85.0 ซม ความยาวจาก 
inlet ถึง detector (effective length) 76.5 ซม เส้นผ่าศูนยก์ลางภายใน 75 ไมครอน การทาํความ
สะอาดคอลมัน์ก่อนการวิเคราะห์และระหวา่งการวิเคราะห์แสดงดงัตารางท่ี 4 การฉีดสารทาํโดยการ
ให้ความดนั 50 มิลลิบาร์ เป็นเวลา 10 วินาทีจากดา้นขั้วอาโนด การตรวจวดัสารทาํโดยการวดัการ
ดูดกลืนรังสีอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตรท่ีดา้นคาโทด 

ตารางที ่4  การทาํความสะอาดคอลมัน์ 

ขั้นตอน ระยะเวลา สารละลาย 

New capillary 

Rinse 1 10 min 1 M NaOH 

Rinse 2   5 min Deionized water 

Rinse 3 10 min 0.1 M NaOH 

Rinse 4 10 min Deionized water 

Rinse 5 10 min Background electrolyte 

Between run 

Rinse 1 2 min 0.1 M NaOH 

Rinse 2 5 min Deionized water 

Rinse 3 3 min Background electrolyte 

3. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน (Standard preparation)

สารละลาย stock standard solutions กรดอะมิโนและอลัคาลอยด์ DNJ ได้แก่  lysine, 

proline, leucine, alanine, valine, phenylalanine, serine, glutamine, threonine, aspartic 

acid, glutamic acid และอัลคาลอยด์ DNJ เตรียมโดยการละลายสารมาตรฐานแต่ละชนิดใน 

methanol  ใหมี้ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และเก็บในตูเ้ยน็ 8-10°C 

ส ารล ะล าย  working standard solution เต รียม โดยก ารเจือจางจาก  stock standard 

solutions ให้มีความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลายบฟัเฟอร์ สารละลายผสมของ
สารละลายมาตรฐานเตรียมโดยการนาํ stock standard solution ของแต่ละตวัมาผสมกนัใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้เท่ากบั working standard solution 
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สารละลายบฟัเฟอร์เตรียมโดยใช้สารละลาย p-aminosalicylic acid ความเขม้ขน้ 8 มิลลิ
โมลลาร์และสารละลาย sodium carbonate ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลลาร์ ท่ี pH 10.2 

4. การพฒันาวธีิวเิคราะห์ (Method development)

งานวิจยัน้ีไดศึ้กษาปัจจยัต่าง ๆ ท่ีมีผลต่อการแยกสารกรดอะมิโนและ DNJ ได้แก่ ผลของ
ความเขม้ขน้และพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลต์  อุณหภูมิและความต่างศกัยไ์ฟฟ้า ซ่ึงสภาวะท่ี
เหมาะสมท่ีสุดในการแยกสารพิจารณาจากเวลาในการเคล่ือนท่ีของสาร (migration time, tm) 
ความสามารถในการเคล่ือนท่ีภายใตส้นามไฟฟ้า (apparent mobility, µa) และความสามารถในการ
แยกสาร (resolution, Rs) ซ่ึงคาํนวณจากสมการดงัต่อไปน้ี 

µa = l / t E    = l L / t V 

Where: µa = µe + µEOF

V - applied voltage (V) 

l - effective capillary length (to the detector) (cm)

L - total capillary length (cm)

t  - migration time (min)

E - electric field (V/cm)

4.1  ผลของความเขม้ขน้และพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลต ์

      ความเขม้ขน้และพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลต์มีผลกระทบโดยตรงต่อค่าการไหล
ของอิเล็กโทรออสโมติกซ่ึงมีผลกระทบต่อเวลาในการเคล่ือนท่ีของสาร ในการศึกษาน้ีใช ้boric acid 

เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต ์ในช่วงความเขม้ขน้ 8 - 10 มิลลิโมลาร์และพีเอช 10.2 – 10.4 

4.2  ผลของอุณหภูมิและความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 

      อุณหภูมิและความต่างศกัยไ์ฟฟ้ามีผลต่อเวลาและความเร็วในการเคล่ือนท่ีของสาร ใน
การศึกษาน้ีไดป้รับเปล่ียนอุณหภูมิของคอลมัน์ในช่วง 20 -30 องศาเซลเซียส และความต่างศกัยไ์ฟฟ้า
ในช่วง 10 - 20 กิโลโวลต ์



เสาวภาคย.์doc หนา้  31 

5. การประเมินวธีิ (Method validation)

5.1  ความสัมพนัธ์เส้นตรง (Linearity) 

        ความสัมพนัธ์เส้นตรงศึกษาโดยวิธี  external standard โดยใช้สารละลายมาตรฐาน
กรดอะมิโน ความเขม้ขน้ 60 - 140 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความสัมพนัธ์เส้นตรงคาํนวณจาก linear 

regression แ ล ะ  correlation coefficient (r
2
) โด ย  Microsoft Excel version  ซ่ึ งค วรมี ค่ า  r

2 
มากกวา่หรือเท่ากบั 0.990 

5.2  ความแม่นยาํ (Precision) 

       ความแม่นยาํของวิธีวิเคราะห์ประเมินจากความแม่นยาํของการฉีดสาร โดยคาํนวณจาก 
percentage of relative standard deviation (%RSD) ซ่ึงควรมีค่าไม่เกิน 2 เปอร์เซ็นต์ ดังสมการ
ต่อไปน้ี 

% RSD =  SD   x   100 

     X 

        เม่ือ  SD =  ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

  X    =  ค่าเฉล่ีย 

        ความแม่นยาํในการฉีดสารทาํไดโ้ดยประเมินจาก 

(1) ความแม่นยาํในการฉีดสาร  (Injection precision)

ศึกษาโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานกรดอะมิโนท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (standard addition) เป็นจาํนวน 6 คร้ัง ติดต่อกนั 

(2) ความแม่นยาํในการวิเคราะห์ภายในวนัเดียว (Intra-day precision) และต่างวนักนั
(Inter-day precision)

ศึกษาโดยการเตรียมตวัอยา่งสารสกดัใบหม่อนและชาใบหม่อน จาํนวน 10ตวัอยา่ง
และฉีดตวัอยา่งละ 3คร้ัง และวิเคราะห์ในวนัเดียวกนั  ส่วนความแม่นยาํในการวิเคราะห์ระหวา่งวนั
ศึกษาโดยการวเิคราะห์ตวัอยา่งสารสกดัใบหม่อนใน 6 วนัท่ีแตกต่างกนัและฉีดตวัอยา่งละ 3 คร้ัง 

(3) ความแม่นยาํในการวเิคราะห์ spiked sample

ศึกษาโดยการฉีดสารละลายมาตรฐานท่ีเติมลงในตวัอย่างท่ีความเขม้ข้น 80 100

และ 120 ไมโครกรัม ต่อมิลลิลิตร (standard addition) แต่ละความเขม้ขน้เป็นจาํนวน 3 คร้ัง 
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5.3  ความถูกตอ้ง (Accuracy) 

        ความถูกตอ้งของวิธีประเมินโดย  standard addition method โดยการเติมสารละลาย
มาตรฐานกรดอะมิโนลงในตวัอย่างในปริมาณ 80 - 120 % ของปริมาณเคอเซตินท่ีพบในตวัอย่าง 
ความถูกตอ้งของวิธีคาํนวณจาก % recovery ควรมีค่า 98.0 – 102.0 % ซึ◌่งสามารถคาํนวณจาก
สมการต่อไปน้ี 

% Recovery      =      Xfound   x     100 

      Xadded 

เม่ือ   Xfound   =  ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานท่ีพบในสารตวัอยา่ง 

            Xadded   =  ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานท่ีเติมลงในสารตวัอยา่ง 

5.4  ลิมิตการตรวจวดั (Limit of detection, LOD) และลิมิตการวิเคราะห์ปริมาณ  (Limit 

of quantitation, LOQ) 

        ลิมิตการตรวจวดัคือความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสารซ่ึงวิธีสามารถตรวจวดัไดโ้ดยพิจารณา
จากอตัราส่วนระหวา่งสัญญาณและสัญญาณรบกวน (signal to noise, S/N) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 3 

       ลิมิตการวิเคราะห์คือความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสารซ่ึงวิธีสามารถวิเคราะห์เชิงปริมาณได้
อย่างถูกต้องโดยพิจารณาจากอตัราส่วนระหว่างสัญญาณและสัญญาณรบกวน (signal to noise, 

S/N) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 10 

6. การวเิคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโน (arginine) ในสารสกดัใบหม่อน และชาใบหม่อน

แหล่งท่ีมาของใบหม่อนและชาใบหม่อน 

แหล่งปลูก: จงัหวดัอุดรธานี 

พนัธ์ุ: บุรีรัมย ์60 

อายใุบ: ยอด  ใบอ่อน  และใบแก่ 

ทาํไดโ้ดยการชัง่ใบหม่อนอบแหง้ท่ีบดละเอียดจาํนวน 10 กรัม reflux ในนํ้าเดือดคร่ึงชัว่โมง 
กรองแลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 100 มิลลิลิตร นาํมาวเิคราะห์ภายใตส้ภาวะท่ีพฒันาข้ึน 
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บทที ่3 

ผลการวจัิยและบทวจิารณ์ 

งานวจิยัน้ีไดศึ้กษาปัจจยัต่าง ๆ ท่ีมีผลต่อการแยกสารกรดอะมิโนและ DNJ ไดแ้ก่ ผลของความ
เขม้ขน้และพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลต ์  อุณหภูมิและความต่างศกัยไ์ฟฟ้า ซ่ึงสภาวะท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดในการแยกสารพิจารณาจากเวลาในการเคล่ือนท่ีของสาร (migration time, tm) ความสามารถใน
การเคล่ือนท่ีภายใตส้นามไฟฟ้า (apparent mobility, µa) และความสามารถในการแยกสาร 
(resolution, Rs) 

ผลของความเข้มข้นและพเีอชของสารละลายอเิลก็โทรไลต์ 

ความเขม้ขน้ของสารละลายอิเล็กโทรไลตห์รือ ionic strength มีผลอยา่งมากต่อเวลาในการ
เคล่ือนท่ี เน่ืองจากมีผลโดยตรงต่อการไหลออสโมติก การเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายอิเล็กโทร
ไลต์ลดการไหลออสโมติก migration window เพิ่มข้ึนและทําให้เวลาในการเคล่ือนท่ีของสาร
เพิ่มข้ึน (13) ทั้ งน้ีเน่ืองจากการเพิ่มความหนาของ diffusion of double-layer ท่ีผนังด้านในของ
คอลมัน์แคปิลลารี  เป็นผลใหป้ระสิทธิภาพการแยกของสารเพิ่ม 

จากการศึกษาผลของความเขม้ขน้ของสารละลายอิเล็กโทรไลตใ์นช่วง 8 - 10 มิลลิโมลาร์ เม่ือ
เพิ่มความเข้มข้นของ p-aminosalicylic acid ทําให้ migration time เพิ่ม ข้ึน เน่ืองจากการไหล
ออสโมติก  ลดลง พบว่า migration time ของสารท่ีศึกษาทุกตวัเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ
สารละลาย p-aminosalicylic acid โดยท่ีความเขม้ขน้ 8 มิลลิโมลาร์ ใชเ้วลาในการเคล่ือนท่ีของสาร 
24 นาที ท่ีความเขม้ขน้ 9 มิลลิโมลาร์ ใชเ้วลา 26 นาที และท่ีความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ เวลาท่ีใชใ้น
การเคล่ือนท่ีกว่า 30 นาที  นอกจากน้ีท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ทําให้เกิดกระแสไฟฟ้ามาก 
เน่ืองจากความร้อน Joule’s heating ทาํให้เกิด spiking peak ดงันั้นท่ีความเขม้ขน้ 8 มิลลิโมลาร์ จึงมี
ความเหมาะสมมากท่ีสุดเน่ืองจากให้ประสิทธิภาพในการแยกสารสูงสุดและใชเ้วลาในการวเิคราะห์สั้น
(24 นาที) 
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รูปที่ 10 ผลกระทบจากการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของ p-aminosalcylic acid ท่ี pH 10.2 ความ
ต่างศกัยไ์ฟฟ้า 15 กิโลโวลตแ์ละอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 

พี เอช มีผลต่อประสิทธิภาพและลาํดบัในการแยกสาร ผลดงักล่าวข้ึนอยูก่บัธรรมชาติของสาร
ตวัอย่าง และ mode ของแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิสท่ีเลือกใช ้ในการวิเคราะห์โดย CZE พี เอช ของ
สารละลายอิเล็กโทรไลต์มีผลโดยตรงต่อการแยกของสาร คือการไหลออสโมติกจะเพิ่มข้ึนเม่ือพี เอช 
เพิ่มข้ึน (14) จากการศึกษาผลของพี เอชของสารละลายอิเล็กโทรไลตใ์นช่วงพี เอช 10.2 – 10.4 พบวา่
ท่ีพี เอช 10.2 จึงเป็นพี เอชท่ีเหมาะสมท่ีให้ประสิทธิภาพในการแยกสารสูงสุดและใช้เวลาในการ
วเิคราะห์สั้น  
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รูปที่ 11 ผลกระทบจากการเปล่ียนแปลง pH ท่ีความเขม้ขน้ของ p-aminosalcylic acid 8 mM ความ
ต่างศกัยไ์ฟฟ้า 15 กิโลโวลตแ์ละอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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ตารางที ่5 ผลของความเขม้ขน้และพีเอชของสารละลายอิเล็กโทรไลต ์

 Migration time (min) 

 8 mM PAS 9 mM PAS 10 mM PAS 

pH 10.2 10.3 10.4 10.2 10.3 10.4 10.2 10.3 10.4 

Lysine 9.184 9.152 9.633 9.869 11.438 9.371 11.209 11.266 10.234 

Proline 9.600 10.158 10.520 10.660 11.676 10.176 11.937 12.612 10.627 

Leucine 10.881 10.641 11.174 11.673 12.948 10.742 14.043 13.471 11.214 

Valine 11.590 12.119 13.357 13.095 13.864 12.454 14.869 15.331 12.547 

Phenylalanine 12.356 12.679 13.789 13.607 14.698 13.065 15.528 16.685 12.894 

Alanine 12.735 13.062 14.262 14.249 15.917 13.767 16.344 17.150 13.861 

Threonine 13.759 13.818 14.762 15.222 18.180 14.735 17.869 17.224 14.679 

Serine 14.573 14.775 15.874 16.212 19.544 15.558 17.955 17.266 15.218 

Glutamine 15.346 15.936 16.568 17.266 22.016 15.999 18.737 24.334 16.127 

Aspartic acid 21.185 21.232 22.799 22.568 24.756 21.385 27.474 25.797 20.056 

Glutamic acid 22.221 23.493 24.700 24.071 26.784 22.781 29.786 29.980 21.138 

 

ผลของอุณหภูมิและความต่างศักย์ 

อุณหภูมิเป็นปัจจยัทางเคร่ืองมือท่ีมีผลโดยตรงต่อเวลาในการเคล่ือนท่ีของสาร เน่ืองจากมีผล
ต่อความหนืดของสารละลายอิเล็กโทรไลต์และการไหลออสโมติก (15) การเพิ่มอุณหภูมิทาํให้ความ
หนืดลดลงกระแสไฟฟ้าเพิ่มข้ึน การไหลออสโมติกเพิ่มข้ึน และทาํให้การเคล่ือนท่ีของสารเร็วข้ึน 
ดงันั้นการเพิ่มอุณหภูมิเป็นการทาํให้เวลาในการเคล่ือนท่ีของสารลดลง   จากผลการศึกษาพบว่าการ
เพิ่มอุณหภูมิทาํใหเ้วลาในการเคล่ือนท่ีของสารลดลง ซ่ึงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการวเิคราะห์แยก
สารคือ 25 องศาเซลเซียส  
 

 

 

  Migration time (min) 
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ที ่ 6 ผลตาราง
ของ อุณหภูมิ
และ ความต่าง
ศกัย ์

ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า (kV) อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
10 15 20 20 25 30 

Lysine 9.863 9.184 9.152 9.835 9.184 8.885 

Proline 10.454 9.600 9.258 10.204 9.600 9.271 

Leucine 11.327 10.881 10.341 11.164 10.881 9.800 

Valine 13.851 11.590 11.119 13.357 11.590 11.293 

Phenylalanine 14.247 12.356 11.672 14.789 12.356 11.293 

Alanine 15.921 12.735 11.962 15.469 12.735 11.293 

Threonine 16.321 13.759 12.824 16.822 13.759 11.293 

Serine 17.584 14.573 13.725 17.924 14.573 11.293 

Glutamine 18.206 15.346 14.437 19.251 15.346 11.293 

Aspartic acid 24.583 21.185 17.136 23.829 21.185 15.303 

Glutamic acid 26.490 22.221 18.523 25.042 22.221 16.458 
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รูปที่ 12 ผลกระทบจากการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิท่ี pH 10.2 ความเขม้ขน้ของ p-aminosalcylic acid 

8 mM และความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 15 กิโลโวลต ์

ความต่างศกัยไ์ฟฟ้ามีผลโดยตรงต่อค่าการไหลออสโมติกและความเร็วในการเคล่ือนท่ีของ
สาร การเพิ่มศกัยไ์ฟฟ้าทาํให้เวลาในการวเิคราะห์สั้นลง เน่ืองจากการไหลออสโมติกและความเร็วใน
การเคล่ือนท่ีของสารเพิ่มข้ึน (15) การเพิ่มศกัยไ์ฟฟ้าในการวิเคราะห์น้ีนอกจากจะทาํให้เวลาในการ
วิเคราะห์สั้ นลงแลว้ยงัทาํให้เกิดกระแสไฟฟ้าสูงข้ึนเน่ืองจาก Joule’s heating จากการศึกษาพบว่า
การให้ความต่างศักย์ไฟฟ้าท่ี 25 กิโลโวลต์ เป็นการทําให้เกิดกระแสไฟฟ้าสูงเกินขีดจาํกัดของ
เคร่ืองมือ ส่วนการศึกษาผลของความต่างศกัยไ์ฟฟ้าท่ี 10, 15 และ 20 กิโลโวลต์พบว่าความต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้าท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการวเิคราะห์แยกสารคือ 15 กิโลโวลต ์
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รูปที่ 13 ผลกระทบจากการเปล่ียนแปลงความต่างศกัยไ์ฟฟ้า อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท่ี pH 10.2 

ความเขม้ขน้ของ p-aminosalcylic acid 8 mM  

ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการวิเคราะห์แยกกรดอะมิโน (lysine, proline, leucine, 

alanine, valine, phenylalanine, serine, glutamine, threonine, aspartic acid, glutamic acid) 

คือ ความเขม้ขน้ของ p-aminosalicylic acid 8 มิลลิโมลาร์ ท่ี พี เอช 10.2 โดยใชค้อลมัน์แคปิลลารี 
(fuse-silica) ท่ีความยาว 76.5 เซนติเมตร (effective length)  เส้นผ่าศูนยก์ลางภายในของคอลมัน์
แคปิลลารีเท่ากบั 75 ไมครอน ใช้ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 15 กิโลโวลต์ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ไดอิ้เล็กโทรฟีโรแกรมท่ีเหมาะสมดงัรูปท่ี 14 
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รูปที ่14 สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการวเิคราะห์แยกกรดอะมิโน 11 ชนิด 

การประเมนิวธีิ 
1. ความสัมพนัธ์เส้นตรง (Linearity)

ความสัมพันธ์เส้นตรงศึกษาได้โดยวิธี  external standard method จากการศึกษาพบว่า
ความสัมพนัธ์เส้นตรงท่ีดีในช่วง 60 – 140 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีสมการเส้นตรงคาํนวณจาก
พื้นท่ีใต้กราฟของพีกของ standard phenylalanine คือ y = 7.6419 x – 261.61 (R

2
  = 0.9988) 

ดงัรูปท่ี 15 
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Calibration curve of standard phenylalanine 

y = 7.6419x - 261.61

R2 = 0.9988
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รูปที ่15 กราฟมาตรฐานของ standard phenylalanine 

2. ความแม่นยาํ (Precision)

ความแม่นยาํในการฉีดสาร (n = 6) ท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสาร 
phenylalanine มีค่า % RSD เท่ากบั 0.69 เปอร์เซ็นต ์

ความแม่นยาํของการวเิคราะห์ภายในวนัเดียวกนัจาํนวน 10 ตวัอยา่ง (n = 10) ท่ีความเขม้ขน้
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า % RSD เท่ากบั 1.09 เปอร์เซ็นต ์

ความแม่นยาํของการวิเคราะห์ต่างวนักันเป็นเวลา 6 วนั  (n = 6) ท่ีความเข้มข้น 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสาร phenylalanine มีค่า % RSD เท่ากบั 1.14 เปอร์เซ็นต ์

ความแม่นยาํของการฉีด spiked sample ท่ีความเขม้ขน้ของ standard added 80, 100 และ 
120 เปอร์เซ็นต ์(n = 6)  มีค่า % RSD เท่ากบั 0.75-0.77 เปอร์เซ็นต ์
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3. ความถูกต้อง (Accuracy)

ความถูกต้องหาของวิธีวิเคราะห์คํานวณ จาก percent recovery โดยใช้วิธี  standard 

addition method โดยการเติม standard amino acid ลงไปในสารละลายตัวอย่างในช่วงความ
เขม้ขน้ 80-120 เปอร์เซ็นต์ โดยแต่ละความเขม้ขน้ทาํการฉีดสารเป็นจาํนวน 6 คร้ัง ได้ค่า percent 

recovery เท่ากบั 99.1-101.6 เปอร์เซ็นต ์

4. ลมิิตการตรวจวดั (Limit of detection, LOD) และลมิิตการวเิคราะห์ปริมาณ (Limit of

quatitation, LOQ)

ลิมิตรการตรวจวดัทําได้โดยลดความเข้มข้นของสาร amino acid ลงในช่วง 100-0.1 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ลิมิตการตรวจวดัคาํนวณจากค่า signal to noise ratio มีค่าเท่ากบั 3 และ
ลิมิตการวิเคราะห์ปริมาณคาํนวณจากค่า signal to noise ratio มีค่าเท่ากบั 10 พบว่าจากการศึกษา
ค่าท่ีได้เท่ากับ 0.36 และ 2.46 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ โดยมี %RSD ของลิมิตการ
วเิคราะห์ปริมาณเท่ากบั 1.80 เปอร์เซ็นต ์

การวเิคราะห์หาปริมาณ กรดอะมิโนในใบหม่อนและชาใบหม่อน 

ทาํไดโ้ดยการชัง่ใบหม่อนอบแหง้ท่ีบดละเอียดจาํนวน 10 กรัม reflux ในนํ้าเดือดคร่ึงชัว่โมง
และวเิคราะห์ตามวิธีท่ีพฒันาข้ึนพบ ปริมาณกรดอะมิโนท่ีพบมีปริมาณนอ้ยมากและไม่พบสาร DNJ 

ในใบหม่อน ทาํให้สามารถเลือกหาปริมาณกรดอะมิโนได้เป็นบางตวัอย่างเท่านั้น ในงานวิจยัน้ีหา
ปริมาณ phenylalanine ในใบหม่อน และ ชาใบหม่อนส่วนท่ีเป็นยอดจะมีกรดอะมิโนสูงสุด  มีค่า
เท่ากบั 629.99และ 449.32mg ต่อ100g ในตวัอย่างแห้ง  ตามลาํดบั และ เม่ือทาํการหาความช้ืนใน
ใบหม่อนโดยใช้เคร่ือง Sartorius MA 30 moisture analyzer  ค่าเฉล่ียของ % moisture content 

เท่ากบั 10.3 % โดยมีค่า %RSD เท่ากบั 1.98 % และ 1.58 % ตามลาํดบั 
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ตารางที ่7 ปริมาณ phenylalanine ท่ีพบในตวัอยา่งใบหม่อนและชาใบหม่อน 

ใบหม่อน ชาใบหม่อน 

ตวัอยา่ง ยอด ใบอ่อน ใบแก่ ยอด ใบอ่อน ใบแก่ 

1 604.52 589.33 521.35 448.45 417.72 328.72 

2 628.37 563.78 532.82 448.58 423.48 325.99 

3 642.91 583.92 534.88 457.32 428.62 334.41 

4 638.24 578.31 525.96 442.96 413.78 338.25 

5 626.56 563.57 543.65 458.91 422.55 339.04 

6 637.22 574.94 530.55 452.72 419.81 328.09 

7 612.58 555.56 504.34 434.27 412.67 322.33 

8 634.43 579.29 532.92 452.42 428.24 326.48 

9 635.42 562.21 525.37 446.36 437.16 324.59 

10 639.67 563.41 531.81 449.32 423.38 337.62 

Mean 629.99 571.43 528.37 449.13 422.74 330.55 

SD 12.46 11.15 10.41 7.10 7.37 6.20 

%RSD 1.98 1.95 1.97 1.58 1.74 1.88 
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บทที ่4 

สรุปผลการทดลอง 

การพฒันาวธีิวิเคราะห์สารกรดอะมิโน (lysine, proline, leucine, alanine, valine, 

phenylalanine, serine,   glutamine, threonine, aspartic acid และ glutamic acid) ดว้ยวธีิ
แคปิลลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยการศึกษาปัจจยัของ ความเขม้ขน้และพีเอชของสารละลายอิเล็ก
โทรไลต ์ อุณหภูมิและความต่างศกัยไ์ฟฟ้า  พบสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารทั้ง 11 ชนิด ดงัน้ี  

Capillary electrophoretic condition: 

Capillary tubing : fused silica 75 µm x 85 cm (effective length 76.5 cm) 

Electrolyte  : 10 mM p-aminosalicylic acid and 2 mM sodium carbonate, 

 pH 10.2 

Oven Temperature : 25° C 

Applied voltage : +15 kV 

Injection : pressure 50 mbar for 10 sec 

Detector : UV 254 nm 

การประเมินวธีิวเิคราะห์น้ีพบวา่มีความสัมพนัธ์เส้นตรงในช่วง 60 - 140 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดย
มีสมการเส้นตรงคาํนวณจากอตัราส่วนของความสูงของพีก ดงัน้ี  y = 7.6419 x – 261.61 (R

2
  = 

0.9988) ความแม่นยาํในการฉีดสาร (n = 6) ท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสาร 
quercetin spiked sample มีค่า % RSD เท่ากับ 0.69 เปอร์เซ็นต์ ความแม่นยาํของการวิเคราะห์
ภายในวนัเดียวกนัจาํนวน 10 ตวัอยา่ง (n = 10) ท่ีความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า % 

RSD เท่ากบั 1.09 เปอร์เซ็นต์    ความแม่นยาํของการวิเคราะห์ต่างวนักนัเป็นเวลา 6วนั(n = 6) ท่ี
ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ของสาร quercetin spiked sample มีค่า % RSD เท่ากบั 
1.14 เปอร์เซ็นต ์   ความแม่นยาํของการฉีด spiked sample ท่ีความเขม้ขน้ของ standard added เป็น 
80, 100, 120 เปอร์เซ็นต์ (n = 6)  มีค่า % RSD เท่ากับ 0.75-0.77 เปอร์เซ็นต์    ความถูกต้อง
คํา น ว ณ จ าก  percent recovery โ ด ย วิ ธี  standard addition method โ ด ย ก าร เติ ม  standard 

quercetin ลงไปในสารละลายตวัอย่างในช่วงความเข้มขน้ 80 - 120 เปอร์เซ็นต์ โดยแต่ละความ
เข้มขน้ทาํการฉีดสารเป็นจาํนวน 6 คร้ัง ได้ค่า percent recovery เท่ากบั 99.1-101.6 เปอร์เซ็นต ์   
วิเคราะห์ตามวิธีท่ีพฒันาข้ึนพบ ปริมาณกรดอะมิโนท่ีพบมีปริมาณน้อยมากและไม่พบสาร DNJ ใน
ใบหม่อน ทาํให้สามารถเลือกหาปริมาณกรดอะมิโนได้เป็นบางตัวอย่างเท่านั้ น ในงานวิจยัน้ีหา
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ปริมาณ phenylalanine ในใบหม่อน และ ชาใบหม่อนส่วนท่ีเป็นยอดจะมีกรดอะมิโนสูงสุด  มีค่า
เท่ากบั 629.99และ 449.32mg ต่อ100g ในตวัอย่างแห้ง  ตามลาํดบั และ เม่ือทาํการหาความช้ืนใน
ใบหม่อนโดยใช้เคร่ือง Sartorius MA 30 moisture analyzer  ค่าเฉล่ียของ % moisture content 

เท่ากบั 10.3 % โดยมีค่า %RSD เท่ากบั 1.98 % และ 1.58 % ตามลาํดบั 

วิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาข้ึนเป็นงานวิจยัใหม่ท่ีสามารถใช้วิเคราะห์หาปริมาณกรดอะมิโน ใน
ตวัอยา่งสารสกดัใบหม่อนและชาใบหม่อน โดยใชแ้คปิลลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซิส ดว้ยวิธี external 

standard method ดงันั้นวธีิท่ีพฒันาข้ึนมาน้ีจึงเป็นวธีิท่ีสะดวก  รวดเร็ว และประหยดั นอกจากน้ียงัมี
ความถูกตอ้งและแม่นยาํสูง  
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