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บทคัดยอ   
 

 งานวิจัยนี้ ทําการพัฒนาวิธีอัตโนมัติสําหรับทําปฏิกิริยาอนุพันธแบบอัตโนมัติเพื่อหา

ปริมาณแกมมาอะมิโนบิวทิริกเเอซิด หรือ กาบา โดยอาศัยเทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส 

(เอสไอเอ) รวมกับเทคนิคสเปคโทรโฟโตเมทรี กาบาจะทําปฏิกิริยาอนุพันธกับ 2-ไฮดรอก

ซีแนปทาลดีไฮด ความเขมขนรอยละ 6 (น้ําหนักตอปริมาตร) ในสภาวะเบสโดยใชบอเรตบัพเฟอร 

(พีเอช 8.0) โดยมีอะซิโตไนไตรลเปนสารละลายตัวพา พบวา ความยาวคล่ืนท่ีใหคาการดูดกลืนแสง

สูงสุดคือ 420 นาโนเมตร ซ่ึงใชในการติดตามผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึน กราฟมาตรฐานของระบบเอสไอ

เอมีความเปนเสนตรงท่ีดีในชวงความเขมขน 300 – 2,000 มิลลิกรัมตอลิตร (คาการดูดกลืนแสง420 

 =  2.21 x 10-3 [กาบา] - 0.0418, R2 = 0.999 ) พบวาเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิเปน 60 องศาเซลเซียส ขณะทํา

ปฏิกิริยาอนุพันธ สงผลใหความไวในการวิเคราะหเพิ่มข้ึนและยังพบวา ระบบเอสไอเอมีความเท่ียง

สูง (รอยละสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานเทากับ 0.17 เม่ือศึกษาท่ีกาบาความเขมขน 300 มิลลิกรัมตอลิตร) 

และมีความแมนสูง (รอยละคาการวิเคราะหคืนกลับอยูในชวง 94.28 ถึง 106.84) ไดประยุกตระบบ

เอสไอเอท่ีพัฒนาข้ึนเพื่อหาปริมาณกาบาในตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหารท้ังชนิดเม็ดและชนิด

แคปซูล แลวทําการตรวจสอบความถูกตองของระบบเอสไอเอโดยใชวิธีทางสถิติ คือ Paired t-test 

เพื่อเปรียบเทียบผลวิเคราะหท่ีไดกับวิธีแบบแบทชซ่ึงอาศัยหลักการตรวจวัดเดียวกัน พบวา ผล

วิเคราะหไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ันรอยละ 95 (tstat = 0.27, tcrit. = 2.23)  

จึงอาจกลาวไดวาระบบเอสไอเอมีความถูกตองนาเช่ือถือ 
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ABSTRACT 
 

 In this work, a method for automated derivatization with subsequent determination of  

γ-aminobutyric acid or GABA was presented.  The method was developed based on using 

sequential injection analysis (SIA) with spectrophotometric detection.  GABA was derivatized 

with 2-hydroxy-1-naphthaldehyde (6 % w/v) in the presence of borate buffer (pH 8.0).  

Acetonitrile was exploited as carrier. The maximum absorption wavelength of the derivative was 

located at 420 nm and was employed as the monitored wavelength.  Linear calibration (from SIA) 

was observed in the concentration range of 300 to 2,000 mg L-1 GABA with good linearity 

(Abs420 = 2.21 x 10-3 [GABA] - 0.0418, R2= 0.999). It was also observed that increasing 

derivatization temperature from room temperature to 60°C resulted in increasing sensitivity.  

The SIA method provided high precision (RSD = 0.17 % at 300 mg/L GABA) and high accuracy 

(recovery = 94.28 - 106.84 %). The developed method was applied to GABA supplemented tablet 

and capsule and was validated against batchwise method based on the same detection reaction. 

From the statistical paired t-test, it was found that the results obtained by the SIA and by  

the batchwise method were not significantly different at 95 % confidence level (tstat = 0.27,  

tcrit = 2.23). This implies that the developed was successfully validated.  
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III 

 

กิตติกรรมประกาศ 

 

 งานวิจัยนี้ สําเร็จลุลวงไปดวยดี ดวยไดรับความกรุณาจาก อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ 

ดร.ณัฐวุฒิ  เชิงช้ัน อาจารยประจําสาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลา

เจาคุณทหารลาดกระบัง ท่ีใหคําแนะนําและคําปรึกษาในทุกๆ ข้ันตอนของการทําวิทยานิพนธนี้

อยางใกลชิด ซ่ึงผูเขียนตองขอบพระคุณเปนอยางสูงมา ณ ท่ีนี้ 

 ขอขอบคุณ กรรมการสอบวิทยานิพนธ จากสาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร สถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ไดแก ผูชวยศาสตราจารย ดร.วิบูลย  ประดิษฐ

เวียงคํา และดร.เสาวภาคย ธีราทรง ท่ีใหคําแนะนําเกี่ยวกับการพัฒนาวิธีวิเคราะห รวมถึงช้ีแนะ

แนวทางในการจัดทํารูปเลมวิทยานิพนธใหถูกตองและเรียบรอย 

 ขอขอบคุณ กรรมการสอบวิทยานิพนธจากภายนอก คือ ดร.วราวุธ ติยพงศพัฒนา อาจารย

ประจํา ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ท่ีใหคําแนะนํา

เกี่ยวกับการพัฒนาวิธีวิเคราะห 

  ขอขอบคุณ ดร.ธิปชัย วัฒนวิจารณ อาจารยประจําภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร สถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ท่ีเอ้ือเฟอในการซ้ือตัวอยางสําหรับงานวิจัย 

 ขอขอบคุณคณะวิทยาศาสตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง 

สําหรับทุนอุดหนุนการศึกษาในระดับบัณฑิตศึกษา 

 สุดทายนี้ ขอขอบคุณ บิดา มารดา และครอบครัว ท่ีสนับสนุนและใหกําลังใจผูเขียน ดวยดี

เสมอมา 

 

นางสาวพรรว ี แทนประมูล  
 



IV 

 

สารบัญ 

 

หนา 

บทคัดยอภาษาไทย…….. ............................................................................................................. I 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ .................................................................................................................. II 

กิตติกรรมประกาศ ........................................................................................................................ III 

สารบัญ ......................................................................................................................................... IV 

สารบัญตาราง ............................................................................................................................... VII 

สารบัญรูป ................................................................................................................................. XI 

สัญลักษณและคํายอ ................................................................................................................... ..XVI 

 

บทท่ี 1 บทนํา .................................................................................................................................. 1 

 1.1 ความเปนมาและความสําคัญของงานวิจัย ................................................................... 1 

 1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย ............................................................................................ 2 

 1.3 ขอบเขตงานวิจัย .......................................................................................................... 2 

 1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ ......................................................................................... 4 

 

บทท่ี 2 ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ ............................................................................................ 5 

 2.1 ขอมูลเกี่ยวกับกาบา ..................................................................................................... 5 

 2.1.1 ประโยชนของกาบา ............................................................................................ 5 

 2.1.2 แหลงอาหารท่ีพบกาบา ............................................................................................ 6 

 2.2 เทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลสิส (Sequential Injection Ananlysis, SIA) ...... 7 

 2.3 อัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปคโทรสโคป (UV-VIS Spectroscopy) ....................... 11 

 2.3.1 สาเหตุของการดูดกลืนแสงในชวงยูวี – วิสิเบิล (UV-VIS Spectroscopy) ........... 12 

      2.3.2 กฎของเบียร (Beer’s Law) .................................................................................. 18 

 2.3.3 สวนประกอบของเคร่ืองยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร (UV-VIS  

          Spectrophotometer ............................................................................................. 19 

 2.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ ...................................................................................................... 20 

 2.4.1 การทําอนุพันธดวยวิธีไมตอเนื่อง (Batch derivativazation) ..................................... 20 

 2.4.2 การทําอนุพันธดวยวิธีแบบตอเนื่อง (Continuous liquid flow derivatization) .......... 24 

  



V 

 

 

สารบัญ(ตอ) 

 
หนา 

บทท่ี 3 วิธีดําเนินการทดลอง .......................................................................................................... 27 

 3.1 สารเคมีและอุปกรณ .................................................................................................... 27 

      3.1.1 สารเคมี ................................................................................................................ 27 

      3.1.2 อุปกรณและเคร่ืองตรวจวัด ................................................................................. 27 

 3.2 การเตรียมสารละลาย ................................................................................................... 28 

      3.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาสําหรับวิธีวิเคราะหแบบไมตอเนื่อง (Batch   

               method) ............................................................................................................... 28 

 3.2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาสําหรับระบบซีเควนเชียลอินเจคชัน             

         อะนาไลซิส .......................................................................................................... 29 

 3.2.3 การเตรียมสารละลายบอเรตบัพเฟอร (พีเอช 8.0) ............................................... 30 

 3.2.4 การเตรียมสารละลาย 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด (2- hydroxynaphthaldehyde) 30 

 3.2.3 การเตรียมตัวอยาง ............................................................................................... 30 

 3.3 วิธีดําเนินการทดลอง ................................................................................................... 31 

      3.3.1 ศึกษาการทําอนุพันธดวยวิธีแบบไมตอเนื่อง ....................................................... 31 

      3.3.2 ออกแบบระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส .............................................. 31 

      3.3.3 ศึกษาการทําอนุพันธแบบอัติโนมัติดวยระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส32 

      3.3.4 การศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะห .................................... 33 

 3.3.5 การสรางกราฟมาตรฐานท่ีไดจากสภาวะท่ีเหมาะสม .......................................... 35 

      3.3.6 ประเมินลักษณะเดนของวิธีการวิเคราะห ............................................................ 36 

      3.3.7 ตรวจสอบความใชไดของวิธีท่ีพัฒนาข้ึนกับการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัย 

         การทําปฏิกิริยาอนุพันธดวยวิธีแบบไมตอเนื่อง .................................................... 37 

 

บทท่ี 4 ผลการวิจัยและอภิปรายผล ................................................................................................. 39 

 4.1 ผลการศึกษาเพื่อหาความายาวคล่ืนท่ีเหมาะสมสําหรับการตรวจวัดสารอนุพันธของ      

                   กาบา ............................................................................................................................ 39 

 4.2 ออกแบบระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส ...................................................... 41 



VI 

 

 

สารบัญ(ตอ) 

 

หนา 

 4.3 การศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะห ............................................ 41 

      4.3.1 ผลการศึกษาปจจัยทางกายภาพ ........................................................................... 42 

      4.3.2 ผลปจจัยทางดานเคมี ........................................................................................... 48 

 4.4 กราฟมาตรฐานท่ีไดจากสภาวะท่ีเหมาะสม................................................................. 52 

 4.5 ประเมินคุณลักษณะเดนของวิธีวิเคราะห .................................................................... 53 

      4.5.1 ความแมนของวิธีวิเคราะห .................................................................................. 53 

      4.5.2 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห .................................................................................. 54 

      4.5.3 ขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัด และขีดจํากัดต่ําสุดในการวิเคราะห 

              เชิงปริมาณ ........................................................................................................... 54 

 4.6 ตรวจสอบความใชไดของวิธีท่ีพัฒนาข้ึนกับการวิเคราะหปริมาณกาบา 

      โดยอาศัยเทคนิคการทําอนุพันธแบบไมตอเนื่อง .......................................................... 54 

 

บทท่ี 5 สรุปผลและวิจารณผลการทดลอง ...................................................................................... 57 

 5.1 สรุปและวจิารณผลการทดลอง .................................................................................... 57 

 5.2 ขอเสนอแนะ ............................................................................................................... 58 

เอกสารอางอิง ................................................................................................................................. 59

ภาคผนวก ....................................................................................................................................... 62 

ประวัติผูเขียน ............................................................................................................................... 102 

 

 

 

 

 



VII 

 

 

สารบัญตาราง 

 

หนา 

ตารางท่ี 2.1 แสดงปริมาณกาบาท่ีพบในแหลงอาหารชนดิตางๆ .................................................... 6 

ตารางท่ี 2.2 แสดงการดูดกลืนแสงของโครโมฟอรตางๆ ............................................................... 16 

ตารางท่ี 2.3 แสดงการดูดกลืนแสงซ่ึงมีลักษณะเฉพาะของโครโมฟอรบางชนิดท่ีพบเห็นเสมอๆ .. 17 

ตารางท่ี 2.4 แสดงผลของมัลติโครโมฟอรตอการดูดกลืนแสง ....................................................... 17 

ตารางท่ี 2.5 แสดงการดูดกลืนแสงซ่ึงมีลักษณะเฉพาะของสารประกอบอะโรมาติก และผลของออก 

                   โซโครมตอเบนซีนโครโมฟอร.................................................................................... 18 

ตารางท่ี 2.6 สรุปงานวิจยัเกีย่วกับการทําอนพุันธดวยวิธีไมตอเนื่องและวิธีตอเนื่อง ...................... 25 

ตารางท่ี 3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนตางๆ สําหรับวิเคราะหดวยวิธี     

                    แบบไมตอเนื่อง .......................................................................................................... 28 

ตารางท่ี 3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนตางๆ สําหรับวิเคราะหดวย    

                    ระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส .................................................................... 29 

ตารางท่ี 4.1 สรุปสมการเชิงเสนตรงและสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา     

       อนุพันธท่ีแตกตางกัน .................................................................................................. 42 

ตารางท่ี 4.2 สรุปสมการเชิงเสนตรงและสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชปริมาตรของสารละลาย 

                    มาตรฐานกาบาท่ีดูดเขาสูระบบในการทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีแตกตางกนั ................... 43 

ตารางท่ี 4.3 สรุปสมการเชิงเสนตรงและสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชเวลาในการใหความรอน 

                     ของปฏิกิริยาอนุพันธท่ีแตกตางกัน ............................................................................ 44 

ตารางท่ี 4.4 สรุปสมการเชิงเสนตรงและสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใหความยาวของมิกซิงคอยด 

                   ในระบบเอสไอเอสําหรับวิเคราะหหาปริมาณกาบาตางๆ กัน ...................................... 45 

ตารางท่ี 4.5 สรุปสมการเชิงเสนตรงและสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชลําดับท่ีตางกัน .............. 47 

ตารางท่ี 4.6 สรุปสมการเชิงเสนตรงและสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชอัตราการไหลท่ีตางๆกัน 48 

ตารางท่ี 4.7 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ เม่ือใชพีเอชของการเกิด       

       ปฏิกิริยาอนุพันธท่ีตางๆ กัน ........................................................................................ 49 

ตารางท่ี 4.8 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชความเขมขนของ 2-     

       ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮดตางๆ กัน ............................................................................. 50 

 



VIII 

 

สารบัญตาราง(ตอ) 

 

หนา 

ตารางท่ี 4.9 สรุปการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบ        

                    ซีเควนเชียลอินเจคชัน ................................................................................................. 51 

ตารางท่ี 4.10 ผลการคํานวณหาคารอยละของการวิเคราะหคืนกลับ สําหรับการวิเคราะหปริมาณ 

         กาบา .......................................................................................................................... 53 

ตารางท่ี 4.11 สรุปคุณลักษณะเดนของวิธีวิเคราะหในการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบ        

         ซีเควนเชียลอินเจคชัน ............................................................................................... 54 

ตารางท่ี 4.12 ผลการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนและเทคนิคการทําอนุพันธแบบ 

                     ไมตอเนื่อง ................................................................................................................. 55 

ตารางท่ี ก.1 (ก) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ี   

             อุณหภมิูหอง.......................................................................................................... 62 

ตารางท่ี ก.1 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหอุณหภูมิขณะทําปฏิกิริยา 

              อนุพันธเทากับ 50 องศาเซลเซียส ......................................................................... 64 

ตารางท่ี ก.1 (ค) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหอุณหภูมิขณะทําปฏิกิริยา 

              อนุพันธเทากับ 60 องศาเซลเซียส ......................................................................... 65 

ตารางท่ี ก.1 (ง) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหอุณหภูมิขณะทําปฏิกิริยา 

             อนุพันธเทากับ 70 องศาเซลเซียส .......................................................................... 66 

ตารางท่ี ก.2 (ก) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลาย 

             มาตรฐานท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากบั 50 ไมโครลิตร  .................... 67 

ตารางท่ี ก.2 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลาย 

              มาตรฐานท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากับ 100 ไมโครลิตร .................. 68 

ตารางท่ี ก.2 (ค) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลาย 

             มาตรฐานท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากบั 150 ไมโครลิตร ................... 70 

ตารางท่ี ก.3 (ก) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา 

             ปฏิกิริยาอนุพันธเปนเวลา 1 นาที .......................................................................... 71 

ตารางท่ี ก.3 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา 

             ปฏิกิริยาอนุพันธเปนเวลา 3 นาที .......................................................................... 72 

 



IX 

 

สารบัญตาราง(ตอ) 

 

หนา 

ตารางท่ี ก.3 (ค) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา 

             ปฏิกิริยาอนุพันธเปนเวลา 5 นาที .......................................................................... 73 

ตารางท่ี ก.4 (ก) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน 

             ข้ันตอน การทําปฏิกริิยาอนุพันธเทากับ 100 เซนติเมตร ....................................... 74 

ตารางท่ี ก.4 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน 

             ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 200 เซนติเมตร ........................................ 76 

ตารางท่ี ก.4 (ค) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน 

             ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 300 เซนติเมตร ........................................ 77 

ตารางท่ี ก.4 (ง) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน 

             ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 400 เซนติเมตร ........................................ 78 

ตารางท่ี ก.5 (ก) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชลําดับในการทําปฏิกิริยา 

             อนุพันธแบบ non-sandwich .................................................................................. 80 

ตารางท่ี ก.5 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชลําดับในการทําปฏิกิริยา 

              อนุพันธแบบ sandwich ........................................................................................ 82 

ตารางท่ี ก.6 (ก) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะ 

              เขาสูระบบตรวจวัดเทากับ 25 ไมโครลิตร/นาที ................................................... 83 

ตารางท่ี ก.6 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะ 

              เขาสูระบบตรวจวัดเทากับ 50 ไมโครลิตร/นาที ................................................... 85 

ตารางท่ี ก.6 (ค) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะ 

              เขาสูระบบตรวจวัดเทากับ 100 ไมโครลิตร/นาที ................................................. 86 

ตารางท่ี ก.7 (ก) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชพเีอชของบอเรตบัพเฟอรใน   

                          การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 8 ........................................................................... 88 

ตารางท่ี ก.7 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชพเีอชของบอเรตบัพเฟอรใน 

              การทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 9 .......................................................................... 89 

 

 

 



X 

 

สารบัญตาราง(ตอ) 

 

หนา 

ตารางท่ี ก.7 (ค) คาการดูดกลืนสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชพีเอชของบอเรตบัพเฟอรในการ 

              ทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ 10 .............................................................................. 90 

ตารางท่ี ก.8 (ก) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต 

             ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮดในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 0.3  

             (น้ําหนัก/ ปริมาตร) ............................................................................................... 92 

ตารางท่ี ก.8 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต 

              ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 3  

              (น้ําหนัก/ ปริมาตร) .............................................................................................. 93 

ตารางท่ี ก.8 (ค) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต 

              ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 6   

              (น้ําหนัก/ ปริมาตร) .............................................................................................. 94 

ตารางท่ี ก.8 (ง) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต 

             ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 7.5  

             (น้ําหนัก/ ปริมาตร ................................................................................................. 95 

ตารางท่ี ข. คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม ..................... 96 

ตารางท่ี ค.1 คาการดูดกลืนแสงสารอนุพันธกาบา ในตวัอยางผลิตภัณฑเสริมอาหาร ท่ีเติม 

       สารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนสุดทาย 200 มิลลิกรัม/ลิตรลงไป ................. 98 

ตารางท่ี ค.2 คาการดูดกลืนแสงสารอนุพันธของสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขน 300   .   

              มิลลิกรัม/ลิตร ซํ้าๆ เปนจํานวน 10 คร้ัง……………………………………………..100 

ตารางท่ี ง. การเปรียบเทียบผลวิเคราะหดวยวิธีการทางสถิติ paired t – test .................................. 101 

 

 

 

 

 

 

 



XI 

 

สารบัญรปู 

 

หนา 

รูปท่ี 2.1 แสดงกลไกการเกิดกาบา .................................................................................................. 5 

รูปท่ี 2.2 แสดงการเปรียบเทียบระบบ FIA และ SIA ...................................................................... 7 

รูปท่ี 2.3 แสดงการแพรของสารละลายภายในทอ .......................................................................... 9 

รูปท่ี 2.4 แสดงลักษณะของ syringe pump ..................................................................................... 10 

รูปท่ี 2.5 แสดง ก. ภายในลักษณะของ 8- port-multi-position selection valve;  

                         ข. ลักษณะภายนอกของ 8- port-multi-position selection valve ............................ 10 

รูปท่ี 2.6 แสดงลักษณะของ mixing system .................................................................................... 11 

รูปท่ี 2.7 แสดงการเกิดอันตรกิริยาของสารเคมีกับการแผรังสีหรือแสงตกกระทบ ......................... 12 

รูปท่ี 2.8 แสดงกระบวนการเปล่ียนระดบัพลังงานเม่ือถูกกระตุนทําใหเกิดการดดูกลืนแสง .......... 12 

รูปท่ี 2.9 แสดง electronic energy level และ transition .................................................................. 13 

รูปท่ี 2.10 แสดงการเกดิทรานซิชันของโมเลกุลลักษณะตางๆ ....................................................... 14 

รูปท่ี 3.1 แสดงระบบซีเควนเชียลอินเจคชันท่ีไดพัฒนาข้ึนสําหรับการทําปฏิกิริยาอนพุันธ            

              แบบอัตโนมัติในการหาปริมาณกาบา; C: อะซิโตไนไตรล, R: สารละลาย 2-ไฮดรอก 

              ซีแนปทาลดีไฮด, B: สารละลายบอเรตบัพเฟอร พีเอช 8.0, S: สารละลายมาตรฐานกาบา,  

              SP: ไซริงคปม, HC: โฮลดิงคอยล ความยาว 60 เซนติเมตร,  MV: มัลติซีเลกชันวาลว, IS:  

              ระบบใหความรอน, D: ยูว-ีวิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร ............................................... 31 

รูปท่ี 3.2 แสดงหนาจอของซอฟแวร MGC Auto-Pret Version 4 ซ่ึงระบุลําดับข้ันตอนการหา     

              ปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส ...................................... 33 

รูปท่ี 3.3 แสดงลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ non-sandwich; std.GABA: สารละลายมาตรฐานกาบา  

               ความเขมขน 100-2000 มิลลิกรัม/ลิตร, buffer: บอเรตบัฟเฟอรพีเอช 8, HN: 2-ไฮดรอก 

               ซีแนปทาลดีไฮด รอยละ6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) ................................................................. 34 

รูปท่ี 3.4 แสดงลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ sandwich; std.GABA: สารละลายมาตรฐานกาบา 

               ความเขมขน 100-2000 มิลลิกรัม/ลิตร, buffer: บอเรตบัฟเฟอรพีเอช 8, HN: 2-ไฮดรอก 

               ซีแนปทาลดีไฮด รอยละ 6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) ................................................................ 35 

 

 

 



XII 

 

สารบัญรปู (ตอ) 

 

หนา 

รูปท่ี 4.1 แสดงสมการการเกดิปฏิกิริยาอนพุันธระหวางกาบากับ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ....... 39 

รูปท่ี 4.2 แสดง (ก) สเปคตรัมท่ีไดจากสารอนุพันธของกาบาในชวงยวูแีละวิสิเบิล, (ข) สเปคตรัมท่ี  

              ไดจากสารอนุพันธของกาบาในชวงวิสิเบิล และ(ค) กราฟมาตรฐานของสารละลาย 

               มาตรฐานกาบาชวงความเขมขน 50 – 400 มิลลิกรัม/ลิตร ................................................ 40 

รูปท่ี 4.3 แสดงระบบซีเควนเชียลอินเจคชันท่ีไดพัฒนาข้ึนสําหรับการทําปฏิกิริยาอนพุันธ            

              แบบอัตโนมัติในการหาปริมาณกาบา; C: อะซิโตไนไตรล, R: สารละลาย 2-ไฮดรอก 

              ซีแนปทาลดีไฮด, B: สารละลายบอเรตบัพเฟอร พีเอช 8.0, S: สารละลายมาตรฐานกาบา,  

              SP: ไซริงคปม, HC: โฮลดิงคอยล ความยาว 60 เซนติเมตร,  MV: มัลติซีเลกชันวาลว, IS:  

              ระบบใหความรอน, D: ยูว-ีวิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร ............................................... 41 

รูปท่ี 4.4 แสดงผลของการใหอุณหภูมิหอง, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ในข้ันตอนการทํา 

               ปฏิกิริยาอนุพันธตอคาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ ................. 42 

รูปท่ี 4.5 แสดงผลปริมาตรท่ีดูดเขาสูระบบของสารละลายมาตรฐานกาบา 50 - 150 มิลลิกรัม/ลิตร  

              ในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพนัธท่ีสงผลตอคาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของ 

  กาบาตามลําดบั ................................................................................................................. 43 

รูปท่ี 4.6 แสดงผลของเวลาในการใหความรอนของปฏิกิริยาอนุพันธท่ี 1, 3 และ 5 นาที ซ่ึงสงผลตอ 

               คาการดูดกลืนของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ ....................................................... 44 

รูปท่ี 4.7 แสดงผลของความยาวของมิกซิงคอยดท่ี 100, 200, 300 และ 400 เซนติเมตร ซ่ึงสงผลตอ 

               คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ ................................................ 45 

รูปท่ี 4.8 แสดงผลของลําดับในการทําปฏิกริิยาแบบ sanwich และ non-sanwich ซ่ึงสงผลตอคาการ 

               ดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดบั ........................................................... 46 

รูปท่ี 4.9 แสดงผลของอัตราการไหลของสารละลายภายในทอขณะผลักเขาสูระบบตรวจวัดท่ีสงผล  

               ตอคาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ ............................................ 47 

รูปท่ี 4.10 แสดงผลของพีเอช 8, 9 และ 10 ในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธตอคาการดูดกลืนแสง 

               ของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ .............................................................................. 49 

รูปท่ี 4.11 แสดงผลของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ความเขมขนรอยละ 0.3, 3, 6 และ 7.5   

                (น้ําหนัก/ปริมาตร) ในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธตอคาการดูดกลืนแสงของสาร  

                อนุพันธของกาบา ตามลําดับ .......................................................................................... 50 

 



XIII 

 

สารบัญรปู (ตอ) 

 

หนา 

รูปท่ี 4. 12 สัญญาณท่ีไดจากการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานกาบาความเขมขน300 – 2000  

     มิลลิกรัมตอลิตร  ........................................................................................................... 52 

รูปท่ี 4. 13 กราฟมาตรฐานของสารละลายกาบา ชวงความเขมขน 300 – 2000 มิลลิกรัมตอลิตร ... 52 

รูปท่ี ก.1 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธ 

        ท่ีอุณหภูมิหอง ............................................................................................................ 62 

รูปท่ี ก.1 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีอุณหภูมิ 50  

        องศาเซลเซียส ............................................................................................................ 63 

รูปท่ี ก.1 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีอุณหภูมิ 60 

         องศาเซลเซียส ........................................................................................................... 65 

รูปท่ี ก.1 (ง) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีอุณหภูมิ 70 

        องศาเซลเซียส ............................................................................................................ 66 

รูปท่ี ก.2 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน

        ท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากับ 50 ไมโครลิตร .......................................... 67 

รูปท่ี ก.2 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 

        ท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากับ 100 ไมโครลิตร ........................................ 68 

รูปท่ี ก.2 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 

        ท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากับ 150 ไมโครลิตร ........................................ 69 

รูปท่ี ก.3 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา 

        ปฏิกิริยาอนุพันธเปนเวลา 1 นาที ............................................................................... 71 

รูปท่ี ก.3 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา 

        ปฏิกิริยาอนุพันธเปนเวลา 3 นาที ............................................................................... 72 

รูปท่ี ก.3 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา 

        ปฏิกิริยาอนุพันธเปนเวลา 5 นาที ............................................................................... 73 

รูปท่ี ก.4 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอน 

        การทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ 100 เซนติเมตร .......................................................... 74 

รูปท่ี ก.4 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอน 

        การทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ 200 เซนติเมตร .......................................................... 75 

 



XIV 

 

 

 

สารบัญรปู (ตอ) 

 

หนา 

รูปท่ี ก.4 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอน 

        การทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ 300 เซนติเมตร .......................................................... 77 

รูปท่ี ก.4 (ง) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอน 

        การทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ 400 เซนติเมตร .......................................................... 78 

รูปท่ี ก.5 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชลําดบัในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 

        แบบ non-sandwich .................................................................................................... 80 

รูปท่ี ก.5 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชลําดบัในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 

        แบบ sandwich ........................................................................................................... 81 

รูปท่ี ก.6 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะเขา

        สูระบบตรวจวดัเทากับ 25 ไมโครลิตร/นาที .............................................................. 83 

รูปท่ี ก.6 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะเขา

        สูระบบตรวจวดัเทากับ 50 ไมโครลิตร/นาที .............................................................. 84 

รูปท่ี ก.6 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะเขา

        สูระบบตรวจวดัเทากับ 100 ไมโครลิตร/นาที ............................................................ 86 

รูปท่ี ก.7 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชพีเอชของบอเรตบัพเฟอรใน   

                     กาบาทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 8 ............................................................................. 87 

รูปท่ี ก.7 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชพีเอชของบอเรตบัพเฟอรในการ 

                     ทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 9 ...................................................................................... 89 

รูปท่ี ก.7 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชพีเอชของบอเรตบัพเฟอรในการ  

                     ทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 10 .................................................................................... 90 

รูปท่ี ก.8 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต        

                     ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดไีฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ รอยละ 0.3  

        (น้ําหนัก/ ปริมาตร) .................................................................................................... 91 

รูปท่ี ก.8 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต 

         ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากบั รอยละ 3  

         (น้ําหนัก/ ปริมาตร) ................................................................................................... 93 



XV 

 

สารบัญรปู (ตอ) 

 

หนา 

รูปท่ี ก.8 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต 

        ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 6  

        (น้ําหนัก/ ปริมาตร) .................................................................................................... 94 

รูปท่ี ก.8 (ง) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือเใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต 

        ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 7.5  

        (น้ําหนัก/ ปริมาตร) .................................................................................................... 95 

รูปท่ี ข. แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม .......................... 96 

รูปท่ี ค. แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา ท่ีความเขมขน 300  มิลลิกรัม/ลิตร ซํ้าๆเปน 

 จํานวน 10 คร้ัง .................................................................................................................. 99 

รูปท่ี จ. แสดงปฏิกิริยาอนุพนัธท่ีเกิดข้ึนระหวาง 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮดกับกาบาในสภาวะท่ีพี    

             เอชเทากับ 8.0………………………………………………………………………….102 

 

 

 



XVI 

 

สัญลักษณและคํายอ 

 

SIA  sequential injection analysis 

GABA  gamma amino butyric acid  

HN  2 – hydroxy-1-naphthaldehyde 

ACN  acetonitrile 

 
 



1 

 

บทที่ 1 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของงานวิจัย 
 

 กาบาหรือแกมมาอะมิโนบิวทิริก แอซิด (γ-Aminobutyric acid, GABA) เปนกรดอะมิโน

ท่ีผลิตจากกระบวนการดีคารบอกซิเลชัน (Decarboxylation) ของกรดอะมิโนชนิดกลูตามิก 

(Glutamic acid) ทําหนาท่ีเปนสารส่ือประสาท (Neurotransmitter) ในระบบประสาทสวนกลาง   

ชวยรักษาสมดุลในสมองท่ีไดรับการกระตุนทําใหผอนคลาย อีกท้ังยังชวยกระตุนตอมไรทอ 

(Anterior pituitary) ซ่ึงทําหนาท่ีผลิตฮิวเมน โกรท ฮอรโมน (Human Growth Hormone, HGH) ท่ี

ชวยในการเจริญเติบโตและการสรางเนื้อเยื่อ หนาท่ีสําคัญอีกประการหนึ่งคือ ปองกันการเกิด 

โรคอัลไซเมอร และโรคพารกินสัน [1] 

 แหลงอาหารตามธรรมชาติท่ีพบกาบา ไดแก ขาวกลองงอก ฟกทอง เตาหู เปนตน        

หากบริโภคอาหารเหลานี้แตเพียงแหลงเดียว อาจไดรับกาบาไมเพียงพอตอความตองการกาบา     

ในแตละวันของผูบริโภค ดังนั้น ในปจจุบัน จึงมีผลิตภัณฑอาหารและเคร่ืองดื่มเสริมกาบา           

วางจําหนายเปนจํานวนมาก โดยพบในรูป นม เคร่ืองดื่มเพื่อสุขภาพและในรูปกาบาอัดเม็ด 

(GABA-Tablet) ผลิตภัณฑอาหารเสริมเหลานี้จําเปนตองไดรับการควบคุมคุณภาพเพื่อตรวจสอบวา

มีปริมาณกาบาตรงกับท่ีระบุไวขางฉลากหรือไม การวิเคราะหหาปริมาณกาบาในผลิตภัณฑ   

อาหารเสริมกาบานี้จึงมีความจําเปนอยางยิ่ง เพื่อประโยชนในการคุมครองผูบริโภค 

 งานวิจัยสวนใหญท่ีศึกษาการหาปริมาณกาบา นิยมใชเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ 

รวมกับการตรวจวัดดวยหลักการตางๆ [2-9] อยางไรก็ดีจะตองนําตัวอยางมาทําปฏิกิริยาอนุพันธ 

(Derivatization) กอนนําไปวิเคราะหตอไป พบวาวิธีเหลานั้น ใหผลวิเคราะห ท่ีถูกตอง แมนยํา 

นาเ ช่ือถือ แตขอจํากัดท่ีเ ล่ียงไมไดคือ ใช เวลาในการวิ เคราะหนาน เคร่ืองมือมีราคาแพง                

อีกท้ังข้ันตอนการทําอนุพันธเปนแบบไมตอเนื่อง (Batch derivatization) อาจทําการทดลอง           

ไดไมสะดวก และอาจเพิ่มเวลาในการวิเคราะหใหนานข้ึน ทําใหไดผลวิเคราะหชา ซ่ึงอาจสราง

ความเสียหายตอกระบวนการผลิตอาหารเสริมกาบา ในกรณีท่ีตรวจพบวา มีปริมาณกาบาไม

สอดคลองกับท่ีระบุขางฉลาก ทําใหไมสามารถหยุดการผลิตไดทัน 

 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงจะพัฒนาวิธีวิ เคราะหหาปริมาณกาบาในตัวอยางอาหารและ    

เคร่ืองดื่มเสริมกาบา โดยมุงหวังใหเปนวิธีท่ีสามารถทําปฏิกิริยาอนุพันธไดอยางอัตโนมัติแลว

ตรวจวัดสารอนุพันธและรูผลวิเคราะหไดอยางรวดเร็ว โดยจะพัฒนาวิธีดังกลาว อาศัยหลักการของ

เทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซีส (Sequential Injection Analysis, SIA) ซ่ึงนอกจากสามารถ
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ทําอนุพันธไดอยางอัตโนมัติแลว ยังสามารถตรวจวัดไดอยางตอเนื่องอีกดวย โดยการตรวจวัดจะใช

เคร่ืองสเปคโทรโฟโตมิเตอร ซ่ึงเปนเคร่ืองมือท่ีมีอยูท่ัวไปในหองปฏิบัติการและเปนเคร่ืองมือท่ีมี

ราคาถูกเม่ือเทียบกับเคร่ืองโครมาโทกราฟ 

 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

     1. เพื่อพัฒนาระบบ SIA สําหรับตรวจหาปริมาณกาบาโดยเปนระบบท่ีสามารถทําอนุพันธ

ไดอยางอัตโนมัติและตรวจวัดไดตอเนื่อง 

  2. เพื่อประยุกตใชวิธีท่ีพัฒนาข้ึนสําหรับควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑเสริมอาหารท่ีมีกาบา

เปนองคประกอบ 

  3. เพื่อตรวจสอบความถูกตองของวิธีท่ีพัฒนาข้ึนกับวิธีการวิเคราะหหาปริมาณกาบาแบบ

ไมตอเนื่อง (Batch analysis)                  

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 

 เ ร่ิมจากทบทวนงานวิจัยท่ีเกี่ยวของกับการหาปริมาณกาบา  โดยเนนงานวิจัยท่ีมี            

การทําอนุพันธกอนการตรวจวัดดวยเทคนิควิเคราะหแบบตางๆ ท้ังแบบตอเนื่องและไมตอเนื่อง 

จากนั้นจะเลือกรีเอเจนต ท่ี เหมาะสมเพื่อนํามาทําปฏิกิ ริยาอนุพันธ  ซ่ึงในงานวิจัยนี้จะใช                 

2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด (2-hydroxynaphthaldehyde, HN) เนื่องจากผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนสามารถ

ติดตามดวยเคร่ืองยูวี-วิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร  ซ่ึงเปนเคร่ืองมือท่ีมีอยูโดยท่ัวไปใน

หองปฏิบัติการ อีกท้ังข้ันตอนในการทําอนุพันธไมยุงยาก เม่ือเทียบกับการใชสารอนุพันธแบบอ่ืน 

ลําดับตอไปจะไดศึกษาปฏิกิริยาท่ีใชทําอนุพันธ โดยพิจารณาวาผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนมีแนวโนมของ

คาการดูดกลืนแสงเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกาบาหรือไม โดยจะศึกษาดวย

วิธีแบบไมตอเนื่อง (Batch analysis) กอน เม่ือพบวามีความเปนไปได จึงจะนําสภาวะท่ีไดจากวิธี

แบบไมตอเนื่องไปใชกับระบบ SIA ท่ีออกแบบข้ึน แลวจึงทําการหาสภาวะตางๆ ท่ีมีอิทธิพลตอ

ความไวและเวลาในการวิเคราะห (Optimization) โดยสภาวะท่ีเหมาะสมจะพิจารณาจากสภาวะท่ีให

ความไวในการวิเคราะหสูงและใชเวลาในการวิเคราะหไมนาน เม่ือไดสภาวะท่ีเหมาะสมแลว จึงนํา

ระบบท่ีพัฒนาข้ึนไปประเมินหาคุณลักษณะเดนของระบบ เชน ความเท่ียง ความแมน และคารอยละ

ของการวิเคราะหคืนกลับ เปนตน จากนั้นนําวิธีท่ีพัฒนาข้ึนไปประยุกตใชหาปริมาณกาบา             

ในผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดเม็ดและแคปซูล และนําผลลัพธท่ีไดไปเปรียบเทียบกับวิธีวิเคราะหหา

ปริมาณกาบาแบบไมตอเนื่อง (Batch analysis) เพ่ือทดสอบวาใหผลวิเคราะหแตกตางกันอยางมี
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นัยสําคัญหรือไมโดยใชวิธีทางสถิติในการเปรียบเทียบ ข้ันตอนสุดทายจะนํางานวิจัยไปเผยแพร

ตอไป จากขอบเขตงานวิจัยดังกลาวจะสรุปเปนแผนภาพดังตอไปนี้ 
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สืบคนขอมูลและงานวจิัยท่ีเกี่ยวของ ในการหาปริมาณกาบาโดยเนนงานวิจยัท่ีตองมีการทํา

ปฏิกิริยาอนุพนัธกอนทําการตรวจวดั ดวยเทคนิควิเคราะหแบบตางๆ ท้ังแบบตอเนื่องและไม

ตอเนื่อง 

เลือกรีเอเจนตท่ีเหมาะสมเพือ่นํามาทําปฏิกิริยาอนุพนัธกับกาบา ในงานวิจยันีจ้ะใช HN และ

ทดสอบความเปนไปไดวาผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนจากการทําปฏิกิริยาอนุพนัธ มีแนวโนมของคาการ

ดูดกลืนแสงเพิม่ข้ึนตามความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกาบาหรือไมดวยวิธีแบบไมตอเนื่อง 

นําปฏิกริิยาอนุพันธท่ีไดไปประยุกตใชกบัระบบ SIA 

หาสภาวะท่ีมีอิทธิพลตอความไวและเวลาในการวิเคราะห (Optimization) ของระบบ SIA 

นําระบบ SIA ท่ีพัฒนาข้ึนไปหาปริมาณกาบาในตวัอยางผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดเม็ด

 

เปรียบเทียบผลวิเคราะหของวิธีท่ีพัฒนาข้ึนกับวิธีแบบไมตอเนื่อง (Batch analysis) 

ดําเนินการเผยแพร
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1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

 1. ไดระบบท่ีสามารถทําปฏิกิริยาอนุพันธอยางอัตโนมัติโดยอาศัยเทคนิค SIA ในการหา

ปริมาณกาบา 

 2. ไดวิธีในการหาปริมาณกาบาท่ีมีความถูกตอง แมนยํา 

 3. สามารถนําระบบ SIA ท่ีพัฒนาข้ึนไปควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิด

เม็ดและแคปซูลได 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 ขอมูลเกี่ยวกับกาบา [10-11] 

 

 กาบา (Gamma-aminobutyric acid, GABA) เปนกรดอะมิโนท่ีผลิตจากกระบวนการ        

ดีคารบอกซิเลชัน (Decarboxylation) ของกรดกลูตามิก (Glutamic acid) และยอยสลายโดยเอนไซม 

กลูตาเมทดีคารบอกซิเลส (Glutamate decarboxylase, GAD) ดังแสดงในรูปท่ี 2.1 กาบามีบทบาท

สําคัญในการทําหนาท่ีเปนสารส่ือประสาท (Neurotransmitter) ในระบบประสาทสวนกลาง  

นอกจากนี้กาบายังทําหนาท่ีรักษาสมดุลในสมองท่ีไดรับการกระตุน ทําใหสมองเกิดการผอนคลาย 

อีกท้ังยังทําหนาท่ีชวยกระตุนตอมไรทอ (Anterior pituitary) ใหผลิตฮิวแมน โกรท ฮอรโมน 

(Human growth hormone, HGH) ท่ีชวยในการเจริญเติบโตทําใหเกิดการสรางเนื้อเยื่อและกลามเนื้อ  

 

รูปท่ี 2.1 แสดงกลไกการเกิดกาบา (Gamma-aminobutyric acid, GABA) [10]  
           

 กาบา (Gamma-aminobutyric acid, GABA) มีสมบัติทางกายภาพ ดังตอไปนี้  

 - เปนผงละเอียด สีขาว  

 - สูตรโมเลกุล: C4H9NO2, มวลโมเลกุล: 103.120 กรัม/โมล 

 - ความสามารถในการละลายน้ํา: 130 กรัม/100 มิลลิลิตร 

 - จุดหลอมเหลว: 195 องศาเซลเซียส 
 

 2.1.1 ประโยชนของกาบา [12-16] 

 1.ลดความดันโลหิตสูง  โดยมีงานวิจัยท่ีใหผูปวยท่ีเปนโรคความดันโลหิตสูงใน

ระดับกลาง ดื่มนมเปร้ียวท่ีมีสวนผสมของกาบาและพบวาความดันโลหิตลดลงอยางมีนัยสําคัญ

ภายในระยะเวลา 2 - 4 สัปดาห และยังคงลดตอเนื่องนานถึง 12 สัปดาห ตลอดระยะเวลาท่ีไดมีการ

ดื่มนมดังกลาวเขาไป โดยพบวาคาความดันโลหิตท่ีลดลง สําหรับความดันโลหิตชวงหัวใจบีบตัว

(Systolic BP) มีคาลดลงเฉล่ียประมาณ 17.4 ± 4.3 มิลลิเมตรปรอท และความดันโลหิตในชวงหัวใจ

คลายตัว (Diastolic BP) มีคาเฉล่ียลดลงประมาณ 7.2  ±  5.7 มิลลิเมตรปรอท [12] 

  

Glutamic acid GABA CO2 
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 2. ยับยั้งการกระจายตัวของเซลลมะเร็งลําไสใหญ [13]  

3. ผลตอการรักษาผูปวยพิษสุราเร้ือรัง [14] พบวา กาบามีบทบาทในการบําบัดรักษา

อาการตับอักเสบซ่ึงเปนผลมาจากโรคพิษสุราเร้ือรังได หากไดรับกาบาในระดับความเขมขนสูงๆ 

4. ปองกันโรคอัลไซเมอร โดยปองกันไมใหเปปไทดชนิด อะไมลอยด เบตา เปปไทด 

(Amyloid Beta peptide) ทําลายสมอง ซ่ึงอาจสงผลใหสมองทํางานไมปกติ เปนสาเหตุของการ

สูญเสียความทรงจํา [15] 

5. ลดภาวะเครียด ซึมเศราและวิตกกังวล เนื่องดวยกาบา จัดเปนสารส่ือประสาทประเภท 

สารยับยั้ง (Inhibitor) โดยจะชวยควบคุมสมดุลในการทํางานของระบบประสาทท่ีเกี่ยวของกับ

อารมณและความรูสึก เชน การลดความเครียด ความกังวล ความเศราตางๆได จากงานวิจัย [16] 

พบวาทดลองนําชอคโกแลต 10 กรัมท่ีผสมกาบาปริมาณ 28 มิลลิกรัม ใหผูท่ีผานการเพิ่ม

ความเครียดโดยการทําแบบทดสอบทางคณิตศาสตร รับประทาน และตรวจวัดคา Heart rate 

variability, HRV และ Salivary chromogranin A, CgA ซ่ึงเปนคาท่ีบงช้ีถึงการเปล่ียนแปลงอัตราการ

เตนของหัวใจของผูทดสอบภายในเวลา 45 และ 50 นาทีตามลําดับ พบวาปริมาณตัวช้ีวัดตางๆ มีการ

เปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญในกลุมผูทดลองท่ีไดรับชอคโกแลตผสมกาบา เม่ือเทียบกับกลุมท่ี

ไดรับชอคโกแลตไมผสมกาบา การทดลองสนับสนุนวา ชอคโกแลตผสมกาบาชวยลดภาวะเครียด

ได 
 

 2.1.2 แหลงอาหารท่ีพบกาบา 

 กาบาเปนสารท่ีสามารถพบไดท่ัวไปตามธรรมชาติ เชนใน พืช ผัก ผลไม เปนตน โดยจะ

พบในปริมาณแตกตางกันไปดังตารางท่ี 2.1 
 

    ตารางท่ี 2.1 แสดงปริมาณกาบาท่ีพบในแหลงอาหารชนิดตางๆ [17]  

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชนิดของแหลงอาหาร ปริมาณกาบาท่ีพบ (mg/100g) 

ใบชาแหง 100-200 

แตงเมลอน 74.5 

มะเขือเทศ 62.6 

กิมจิ 59.4 

ชอคโกแลต 14.5 

ขาวกลองงอก 10.0 

ฟกทอง 9.7 

เตาหู 6.4 
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 เนื่องดวยเปนแหลงสารอาหารจากธรรมชาตินี้ เองจึงมีปริมาณกาบาท่ีไมคงท่ีและ         

อาจไมเพียงพอตอความตองการท่ีจะทําใหเกิดประสิทธิผลตามท่ีผูบริโภคคาดหวัง ดังนั้นจึงมีการ

เติมกาบาลงในผลิตภัณฑอาหารชนิดตางๆ เพ่ือเปนทางเลือกสําหรับผูบริโภค แตอยางไรก็ตาม 

ปริมาณการไดรับกาบาเพื่อใหมีประสิทธิผล (Effective dose) ในการผอนคลายความเครียดอยูท่ี

ประมาณ 20-30 มิลลิกรัม [8] แตในปจจุบันยังไมมีการกําหนดรอยละของปริมาณการไดรับกาบา 

แตละวัน (% Daily Value) อยางเปนทางการ ผลิตภัณฑอาหารเสริมบางชนิดจึงมีการเพิ่มกาบาถึง 

500 มิลลิกรัมเพื่อใหไดประโยชนอยางถึงท่ีสุด 

 

2.2 เทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลสิส (Sequential Injection Analysis, SIA) 

[18] 
  

 เทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสไดรับพัฒนาโดย Ruzicka และ Marshall  

เร่ิมตนจากความตองการพัฒนาวิธีท่ีมีความอัตโนมัติมากกวาเทคนิคโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส 

(Flow injection analysis, FIA) เพื่อใหกระบวนการวิเคราะหงายข้ึน ลดปริมาณรีเอเจนตท่ีใช 

สามารถควบคุมการไหลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 

 หลักการของเทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันชันอะนาไลซิส คือการอาศัยการแพรของสาร

ในทอขนาดเล็กเชนเดียวกับโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส แตก็ยังมีสวนท่ีแตกตางดังแสดงในรูปท่ี 2.2 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.2 แสดงการเปรียบเทียบระบบ FIA และ SIA [19] 
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หลักการทํางานของโฟลอินเจคชันอะนาไลซิสและซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส

ตางกันดังตอไปนี้ 

 เม่ือพิจารณาท่ีระบบอยางงายของโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส จะเห็นวาในการวิเคราะหจะ

อาศัยการฉีดตัวอยางลงในตัวพา (Carrier) ในท่ีนี้ใชเปนรีเอเจนต โดยท่ีปริมาณของตัวอยางข้ึนอยู

กับขนาดลูปในอินเจคชันวาลว หลังจากนั้นก็จะอาศัยตัวพาผลักผลิตภัณฑท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยา

ระหวางทอนโซนของตัวอยางท่ีฉีดกับรีเอเจนตไปยังรีแอกชันคอยล เขาสูเคร่ืองตรวจวัด (Detector) 

ทําใหเกิดพีกของสัญญาณ และนําผลการทดลองท่ีไดไปทําการสรางกราฟมาตรฐานโดยอาศัย

ความสัมพันธระหวางความสูงของพีกหรือพื้นท่ีใตพีกกับความเขมขนตอไป 

 ในสวนของซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส จะไมพบอินเจคชันวาลวแตจะใชมัลติ    

โพซิชันซีเลกชันวาลวแทน นอกจากนั้นแลวในสวนของปม ก็จะเปล่ียนจากเพอริสตาลติกปมมา

เปนไซริงคปม และเพิ่มสวนท่ีมีการกักเก็บสารเรียกวาโฮลดิงคอยล และใชไซริงคปมบรรจุ

สารละลายตัวพา มัลติโพซิชันซีเลกชันวาลวจะหมุนไปยังตําแหนงท่ีตอกับทอท่ีจุมอยูในขวดบรรจุ

ตัวอยาง เพื่อดูดไปเก็บไวท่ีโฮลดิงคอยดตามปริมาตรท่ีระบุไวในโปรแกรมควบคุม ลําดับถัดมา 

มัลติโพซิชันซีเลกชันวาลวจะหมุนไปยังตําแหนงท่ีตอกับทอเพื่อดูดสารละลายรีเอเจนตไปไวท่ี     

โฮลดิงคอยล จากนั้นไซริงคปมจะผลักสารละลายผานรีแอกเตอรหรือมิกซิงคอยล เกิดผลิตภัณฑซ่ึง

จะถูกลําเลียงผานไปยังโฟลเซลลในเคร่ืองตรวจวัด ทําใหเกิดพีกของสัญญาณ และนําผลการทดลอง

ท่ีไดไปทําการสรางกราฟมาตรฐานโดยอาศัยความสัมพันธระหวางความสูงของพีกหรือพื้นท่ีใตพีก

กับความเขมขนเชนเดียวกับโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส 

 จากข้ันตอนการวิเคราะห พบวาในสวนของโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส ทอนโซนของ

สารละลายจะถูกผลักใหเคล่ือนท่ีไปตามการเคล่ือนไหวของสารละลายตัวพา เกิดการแพรของทอน

โซนตัวอยาง  แตในสวนของซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส จะดูดตัวอยางเขามาเก็บไวใน       

โฮลดิงคอยลกอน หลังจากนั้นจะทําการผลักตัวอยางจากโฮลดิงคอยดในทิศตรงกันขามเพ่ือสง

สารละลายเขาเคร่ืองตรวจวัดตอไป ทําใหพฤติกรรมการแพรภายในทอของท้ังสองเทคนิคเกิดข้ึน

แตกตางกัน ดังแสดงในรูปท่ี 2.3 สงผลใหขนาดของพีกในระบบซีเควนเชียลอินเจคชัน                

อะนาไลซิสมีลักษณะท่ีผอมกวาพีกในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส นอกจากนั้นแลวระบบ       

ซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสยังมีการผสมท่ีเกิดข้ึนภายในทอระหวางรีเอเจนตและตัวอยาง

ดีกวาในโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส 
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รูปท่ี 2.3 แสดงการแพรของสารละลายภายในทอของระบบ FIA และSIA [19] 

 

 เม่ือเปรียบเทียบคุณลักษณะของระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสและระบบโฟล

อินเจคชันอะนาไลซิสดังกลาวขางตน จึงขอสรุปขอดีของระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสท่ี

ดีกวาระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซิส คือ 

  1.ใชรีเอเจนตปริมาณนอย เชน ในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซิสใชรีเอเจนต 1 

มิลลิลิตรตอการตรวจวัดคร้ังหนึ่ง ระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสจะใชรีเอเจนตเพียง 50 

ไมโครลิตร หมายถึงวาหากทําการวิเคราะหเปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยท่ี 1 ช่ังโมง ทําการวิเคราะหได 

60 ตัวอยาง จําเปนตองใชรีเอเจนตในระบบโฟลอินเจคชันอะนาไลซิสถึง 1440 มิลลิลิตร ในทาง

ตรงกันขามในระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสใชรีเอเจนตเพียง 72 มิลลิลิตร  

 2.ข้ันตอนการทํางานสามารถเปล่ียนไดงายเพียงแคเปล่ียนคําส่ังในโปรแกรมท่ีควบคุม

การทํางาน  

 3.ระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสสามารถทํากราฟมาตรฐานไดอยางอัตโนมัติ 

เนื่องจากมัลติโพซิชันซีเลกชันวาลวสามารถหมุนเลือกตัวอยางหรือสารละลายมาตรฐานได          

ในแตละพอรตท่ีกําหนด   

 4.ระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสมีความกะทัดรัดสามารถนําไปทําการวิเคราะห

นอกสถานท่ีหรือวิเคราะห ณ ตําแหนงท่ีทําการเก็บตัวอยางได   
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 องคประกอบของระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสมีดังตอไปนี้ 
 

1. ไซริงคปม (Syringe pump) ใชเพื่อดูดหรือขับเคล่ือนทอนโซนและสารละลายไปยัง

เคร่ืองตรวจวัด 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.4 แสดงลักษณะของ syringe pump [20] 
 

 2. ระบบฉีด (Injection system) ในระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส                     

ใชมัลติโพซิชันซีเลกชันวาลว มีดวยกันหลายแบบตามจํานวนของพอรต เชน 4-พอรตมัลติโพซิชัน

ซีเลกชันวาลว, 6-พอรตมัลติโพซิชันซีเลกชันวาลว, 8 –พอรตมัลติโพซิชันซีเลกชันวาลว เปนตน ซ่ึง

จะมีชองตรงกลางทําหนาท่ีเช่ือมตอระหวางปมกับพอรตรอบขางซ่ึงตอเขากับทอท่ีใชดูดสารละลาย

แตละชนิดท่ีตองใชดังรูป 2.5 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 2.5 แสดง ก. ภายในลักษณะของ 8- port-multi-position selection valve;  

                                 ข. ลักษณะภายนอกของ 8- port-multi-position selection valve [20] 

         
 

ก 

ข 
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  3. ระบบการผสม (Mixing system) ระบบจะประกอบดวย โฮลดิงคอยล (Holding coil) 

และ มิกซิงคอยด (Mixing coil) โดยใชทอขดเปนลักษณะตางๆ เพื่อชวยใหเกิดการผสมของสาร

ภายในทอไดดีข้ึน ดังแสดงในรูป 2.6 

 

 
 

รูปท่ี 2.6 แสดงลักษณะของ mixing system [21] 
                                       

 4. ระบบตรวจวัด (Detection system) จะใช โฟลทรูเซลล (Flow through cell) เปนภาชนะ 

ท่ีใหสารละลายไหลผาน โดยจะวางโฟลทรูเซลลในเคร่ืองตรวจวัดท่ีเหมาะสมกับปฏิกิริยาท่ีเลือกใช

ในการตรวจวัด 

 

2.3 อัลตราไวโอเลตและวิสิเบิลสเปคโทรสโคป (UV-VIS Spectroscopy) [22] 
 

 สารท่ีดูดกลืนแสงชวงอัลตราไวโอเลตและวิสิเบิล (190-800 นาโนเมตร (nm)) สวนใหญ

ไดแกพวกสารอินทรีย (Organic compound) หรือสารประกอบเชิงซอน (Complex compound) หรือ

สารอนินทรีย (Inorganic compound) ท้ังท่ีมีสีและไมมีสี สมบัติของสารดังกลาวไดรับการพัฒนามา

ใชเปนหลักการของวิธีวิเคราะหเชิงคุณภาพ และเชิงปริมาณอยางกวางขวาง วิธีนี้ใหความเท่ียงและ

แมนด ีอีกท้ังมีสภาพไว (Sensitivity) สูง โดยอาจทําการวิเคราะหในรูปของธาตุหรือโมเลกุลก็ได 

 หลักการโดยสรุปของเทคนิคนี้คือ เม่ือใหลําแสงท่ีเคล่ือนท่ีอยางตอเนื่อง (Continuous 

beam of radiation) ผานเขาไปในวัตถุใสจะพบวาแสงบางสวนถูกดูดกลืน บางสวนจะสะทอน 

บางสวนกระเจิง และบางสวนผานทะลุออกไป ดังแสดงในรูปท่ี 2.7 ถาใหแสงท่ีทะลุออกไปนั้น

ผานเขาเคร่ืองกระจายแสง (เชน ปริซึม หรือเกรตติง) จะเห็นวาสเปคตรัมหายไปสวนหนึ่ง สวนท่ี

หายไปนี้เรียกวา Absorption spectrum พลังงานท่ีถูกดูดกลืนไปนั้นจะทําใหโมเลกุลหรืออะตอม

เปล่ียนระดับของพลังงานจากสถานะพื้น (Ground state) ไปยังสถานะกระตุน (Excited state) คือ

การดูดกลืนแสงนัน่เอง ดังแสดงในรูปท่ี 2.8 

 

http://www.psanalytical.com/images/spares/pm02c004.jpg
http://www.psanalytical.com/images/spares/pm02c004.jpg�
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รูปท่ี 2.7 แสดงการเกิดอันตรกิริยาของสารเคมีกับการแผรังสีหรือแสงตกกระทบ [22] 

 

 
 

รูปท่ี 2.8 แสดงกระบวนการเปล่ียนระดบัพลังงานของโมเลกุลหรืออะตอมเม่ือถูกกระตุน 

  ดวยแสงทําใหเกิดการดูดกลืนแสง [22] 
 

 2.3.1 สาเหตุของการดูดกลืนแสงในชวงยูวี – วิสิเบิล (UV-VIS Absorption) 

 เม่ือแสงท่ีอยูในชวงยูวี–วิสิเบิล ผานเขาไปในโมเลกุลของสาร สารนั้นจะดูดกลืนเฉพาะ

บางชวงทําใหเกิดมีการเปล่ียนแปลงระดับพลังงานของอิเล็กตรอน (Electronic transition) ซ่ึง

โดยมากจะใชพลังงานประมาณ 30-150 กิโลแคลลอร่ี/โมล และอิเล็กตรอนท่ีเกี่ยวของคือ 

อิเล็กตรอนท่ีอยูในวงนอกสุดหรืออิเล็กตรอนท่ีเกิดพันธะแลวหรืออิเล็กตรอนท่ียังไมเกิดพันธะ 

(Non-bonding electrons) ซ่ึงแตละชนิดจะใชพลังงานแตกตางกัน อิเล็กตรอนท่ีไดรับพลังงานสูงข้ึน

นี้จะข้ึนไปอยูท่ี Antibonding orbitals ดังแสดงในรูปท่ี 2.9  
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รูปท่ี 2.9 แสดง Electronic energy levels และ transition [22]  

 

 การดูดกลืนแสงของโมเลกุลของสารนั้นมักจะเกิดข้ึนในชวงความยาวคล่ืนท่ีกวาง และ

ยุงยากกวาการดูดกลืนแสงของอะตอมของธาตุ เนื่องจากอะตอมไมมีการส่ันและหมุนของแตละ

ระดับพลังงาน แตของโมเลกุลจะมีระดับพลังงานเหลานี้ดวย ดังนั้นจึงเขียนพลังงานท้ังหมดในการ

ดูดกลืนแสงของโมเลกุลไดดังสมการดานลางตอไปนี้ 
 

  Etotal = Eel + Erot + Evib 

  Eel = ระดับพลังงานอิเล็กทรอนิกสของโมเลกุล 

  Erot = ระดับพลังงานการหมุนของโมเลกุล 

  Evib = ระดับพลังงานการส่ันของโมเลกุล 
 

 ระดับพลังงานอิเล็กทรอนิกสของโมเลกุลจะมีคามากกวาระดับพลังงานการหมุนของ

โมเลกุลและระดับพลังงานการส่ันของโมเลกุล  เ ม่ือมีการเปล่ียนแปลงระดับพลังงาน                        

อิเล็กทรอนิกสของโมเลกุลจึงมักจะมีการเปล่ียนแปลงระดับพลังงานการหมุนของโมเลกุลและ

ระดับพลังงานการส่ันของโมเลกุล ควบคูไปดวยเสมอ แตเนื่องจากระดับพลังงานเหลานี้อยูใกลกัน

มาก ทําให Absorption spectra แยกไมออก จึงมีลักษณะเปนแถบ แตกตางกับ Atomic absorption 

spectra ซ่ึงมีลักษณะเปนเสน แผนผังการเกิดทรานซิชันของโมเลกุลขณะเกิดการดูดกลืนแสง แสดง

ดังรูป 2.10 
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รูปท่ี 2.10 แสดงการเกิดทรานซิชันของโมเลกุล a เกิด electronic transitions, b และ c เกิด    

                 rotation และ vibrational transitions [22] 
 

 สารอินทรียใดท่ีมีหมูฟงกชันท่ีไมอ่ิมตัว (Unsaturated functional group) สามารถดูดกลืน

แสงในชวง ยูวี–วิสิเบิลได จะเรียกหมูเหลานี้วา โครโมฟอร (Chromophore) มีดวยกัน 3 แบบ คือ 

1. โครโมฟอรท่ีมี multi bond ระหวาง 2 อะตอมของธาตุ โดยท่ีไมมีอิเล็กตรอนคูโดด 

เดี่ยว เชน สารประกอบท่ีมีหมู 
  

 
 

2. โครโมฟอรท่ีมี Multi bond ระหวาง 2 อะตอมของธาตุโดยท่ีอะตอมของธาตุหนึ่งมีอิ 

เล็กตรอนคูโดดเดี่ยว เชน สารประกอบท่ีมีหมู 

 

 

3. โครโมฟอรท่ีมีวงเบนซีน ไดแก สารประกอบพวกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน ซ่ึงจะให 

Absorption spectrum ถึง 3 bands อันเนื่องมาจากการเปล่ียนแปลงพลังงานจาก ¶→¶* เชน เบนซีน  

เปน Cyclic conjugate polynene จะให Strong absorption peak ท่ีความยาวคล่ืน 184 นาโนเมตร 

(εmax = 60000) และให Weak band ซ่ึงเรียกวา E2 band ท่ี 204 นาโนเมตร (εmax = 7900) และให 

weaker band ซ่ึงเรียกวา B band ท่ี 256 นาโนเมตร (εmax = 200) ตัวอยางการดูดกลืนแสงของโครโม
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ฟอรตางๆ การดูดกลืนแสงของโครโมฟอรบางชนิดท่ีพบเห็นเสมอๆ และมัลติโครโมฟอรตอการ

ดูดกลืนแสง  ดังแสดงในตารางท่ี 2.2-2.5 และหากโครโมฟอรเกิดการเปล่ียนแปลงของ Absorption 

spectrum ไปทางความยาวคล่ืนเพิ่มข้ึนมักเปนผลของหมูบางชนิดเขาไปแทนท่ีไฮโดรเจนในวงเบน-

ซีน ซ่ึงเรียกวา ออกโซโครม (Auxochrome) 
 

 ออกโซโครม (Auxochrome) เปนกลุมธาตุท่ีไมดูดกลืนแสง หรือถาดูดกลืนไดก็เปนแต

เพียงเล็กนอยในชวงยูวี หรือวิสิเบิล แตสามารถมีผลตอ Absorption spectrum ของโครโมฟอรท่ีออก

โซโครมไปเกาะอยูเปล่ียนไป โดยอาจทําใหความยาวคล่ืนเพิ่มข้ึนหรือลดลงดังปรากฏการณตอไปนี ้

1. เกิด Bathochromic shift (Red shift) จะทําให Absorption spectrum เปล่ียนไป

ในทางความยาวคล่ืนมากข้ึน (λmaxเพิ่ม) 

2. เกิด Hypsochromic shift (Blue shift) ทําให Absorption spectrum เปล่ียนไป

ในทางความยาวคล่ืนลดลง (λmaxลดลง) 

3. เกิด Hyperchromic effect ทําใหเกิดการเพิ่ม Intensity หรือ การดูดกลืนแสงมาก

ข้ึน (εmaxเพิ่ม) 

4. เกิด Hypochromic effect ทําใหเกิดการลด Intensity หรือ การดูดกลืนแสงลดลง

(εmaxลด) 
 

 ออกไซโครมท่ีมีผลกระทบตอโครโมฟอร สวนใหญข้ึนอยูกับโพลาริตี (Polarity) ของ

ออกโซโครม เชน หมูเมทิล (-CH3) เอทิล (-C2 H5) และฮาโลเจน (-X) มีผลตอการดูดกลืนแสงของ

โครโมฟอรเล็กนอยโดยทําใหเกิด Red shift เพียง 5-10 นาโนเมตร แตถาเปนหมูของ –NH2 หรือ 

 –NO2 ซ่ึงมีโพลาริตีมาก จะมีผลตอการดูดกลืนแสงของโครโมฟอรมาก  
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ตารางท่ี 2.2 แสดงการดูดกลืนแสงของโครโมฟอรตางๆ [22]  
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ตารางท่ี 2.3 แสดงการดูดกลืนแสงของโครโมฟอรบางชนิดท่ีพบเห็นเสมอๆ [22] 

 

 

ตารางท่ี 2.4 แสดงผลของมัลติโครโมฟอรตอการดูดกลืนแสง [22] 
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ตารางท่ี 2.5 แสดงการดูดกลืนแสงซ่ึงมีลักษณะเฉพาะของสารประกอบอะโรมาติก และผลของออก

โซโครมตอเบนซีนโครโมฟอร [19] 

 

 2.3.2   กฎของเบียร (Beer ,s Law) [22] 

 เบียรไดศึกษากระบวนการดูดกลืนแสง พบความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและ

ความเขมขนของสารละลาย วาคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเปนปฏิภาคโดยตรงกับความ

เขมขน ดังสมการตอไปนี้ 

 

    A = abc 

โดยท่ี   A  =  คาการดูดกลืนแสง 

      a  =  แอบซอรพติวิตี (ลิตรตอกรัม.เซนติเมตร) 

   b  =  ความกวางของเซลล (เซนติเมตร) 

     c  =  ความเขมขน (กรัมตอลิตร) 

 และเม่ือสารละลายท่ีศึกษามีความเขมขนในหนวยโมลตอลิตร สามารถหาคาการดูดกลืน

แสงจากสมการตอไปนี้   

 

    A = ε bc 

โดยท่ี  A = คาการดูดกลืนแสง 

   ε =  โมลารแอบซอรพติวิตี (ลิตรตอโมล.เซนตเิมตร) 

   b =  ความกวางของเซลล (เซนติเมตร) 

   c =  ความเขมขน (โมลตอลิตร) 
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 เม่ือเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง คาการดูดกลืนแสงและความเขมขนไดกราฟ

เปนเสนตรงเรียกวา กราฟมาตรฐาน (Calibration curve) ซ่ึงสามารถนําไปใชคํานวณเพ่ือหาความ

เขมขนของสารท่ีตองการวิเคราะหในสารตัวอยางได  

 

 2.2.3 ส ว น ป ร ะ ก อ บ ข อ ง เ ค ร่ื อ ง ยู วี -วิ สิ เ บิ ล ส เ ป ค โ ท ร โ ฟ โ ต มิ เ ต อ ร  ( UV-VIS 

Spectrophotometer) 

 1. แหลงกําเนิดแสง 

 สําหรับเคร่ืองยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอรนั้น ตนกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตเปน

หลอดไฮโดรเจน (Hydrogen lamp) หรือหลอดดิวเทอเรียม (Deuterium lamp) ใหแสงอยูในชวง

ความยาวคล่ืน 185-375 นาโนเมตร ซ่ึงเกิดจากการคายพลังงานของไฮโดรเจน หรือดิวเทอเรียม

อะตอมท่ีอยูในสถานะกระตุน สวนหลอดทังสเตน (Tungsten filament lamp) ประกอบดวยลวด

ทังสเตนอยูในหลอดสุญญากาศซ่ึงใหรังสีท่ีมีความยาวคล่ืนตั้งแตชวงยูวี จนถึงชวงอินฟราเรด 

 2. โมโนโครมาเตอร 

 เปนช้ินสวนสําคัญในการกําหนดคุณภาพของสเปคโทรโฟโตมิเตอร ทําหนาท่ีแยกลํารังสี

ท่ีมีความยาวคล่ืนตอเนื่องออกเปนรังสีความยาวคล่ืนเดียว   ในชวงแสงท่ีเห็นไดอาจใชปริซึมแกว   

สวนในชวงยูวีจําเปนตองใชปริซึมท่ีทําดวยควอตซสําหรับสเปคโทรโฟโตมิเตอรท่ีมีราคาแพง      

มักใชโมโนโครมาเตอรแบบ Diffraction grating ซ่ึงเปนอุปกรณท่ีมีรองเปนจํานวนมากและความ

กวางของรองใกลเคียงกับความยาวคล่ืนของรังสี 

 3. เซลลบรรจุตัวอยาง (Cuvette)  

 เซลลบรรจุสารตัวอยาง บางคร้ังเรียกวา คิวเวทท (Cuvettes) มีดวยกันหลายแบบ เชน 

เซลลท่ีทําดวยแกวธรรมดาจะใชไดเฉพาะในชวงวิสิเบิลไมสามารถใชในชวงยูวีได เนื่องจากเนื้อ

แกวธรรมดาดูดกลืนแสงในชวงยูวีได เซลลท่ีทําดวยซิลิกา (Silica) และ ควอรตซ (Quartz) ใชไดท้ัง

ในชวงยูวีและวิสิเบิล 

 4. เคร่ืองตรวจวัด (Detector) เปนอุปกรณสําหรับตรวจวัดแสงท่ีผานสารตัวอยางออกมา 

มีหลายชนิด ไดแก 

 4.1 Photomultiplier tube เปนเคร่ืองตรวจวัดท่ีไวตอแสงท้ังในชวงยูวีและวิสิเบิล 

โดยสามารถตรวจวัดไดอยางรวดเร็ว และตรวจวัดสารท่ีมีปริมาณต่ําๆไดดี ในชวงความยาวคล่ืน 

190-900 นาโนเมตร 

 4.2 Photodiode array detector เปนเคร่ืองตรวจวัดท่ีสามารถตรวจวัดในทุกความยาว

คล่ืนของแสงไดในเวลาเดียวกัน และตรวจวัดไดตั้งแตชวง 190-1100 นาโนเมตร 
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2.4 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

 2.4.1 การทําอนุพันธดวยวิธีไมตอเนื่อง (Batch derivatization) 

 M. J. Lu และคณะ [23] ไดตรวจวัดกาบารวมถึงกรดอะมิโนอ่ืนๆ ไดแก  ไกลซีน,      

กลูตามีน และกลูตาเมท โดยอาศัยเทคนิคแคพิลลารีอิเล็กโทรโฟริซิส รวมกับการตรวจวัดการเรือง

แสงฟลูออเรสเซนตดวย Light-emitting diode-induced fluorometer ซ่ึงทําโดยนําตัวอยางของเหลว

จากระบบประสาทสวนกลาง (Cerebrospinal fluid; CSF) มาทําอนุพันธกับ Naphthalene-2,3-

dicarboxaldehyde (NDA) กอนจะผานกระบวนการแยกดวยวิธีแคพิลลารีอิเล็กโทรโฟริซิส โดย

ภายในแคพิลลารีคอลัมน บรรจุ Poly (ethylene oxide) รอยละ 0.6 ท่ีเตรียมใน 10 มิลลิโมลารของเต-

ตระบอเรต (พีเอช 9.3) พบวาไดขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัด (LOD) อยูในระดับ 10-30 นาโนโม

ลาร แตอยางไรก็ตาม วิธีดังกลาวขางตนยังคงไมเหมาะหากตองการตรวจวัดตัวอยางท่ีมีปริมาณ

มากๆเนื่องดวยขอจํากัดในการทําอนุพันธท่ียังคงเปนระบบท่ีไมอัตโนมัติ 

              Y. Song และคณะ [2] ไดพัฒนาวิธีในการหาปริมาณกาบาในตัวอยางทางชีวภาพโดยใช

เทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ (LC) รวมกับวิธีแมสสเปคโทรเมทรี(MS) ซ่ึงทําโดยนําตัวอยาง 

พลาสมาและของเหลวจากระบบประสาทสวนกลางของมนุษย มาทําการวิเคราะหดวยแคพิลลารี

ลิควิดโครมาโทกราฟ (Capillary liquid chromatography) ตรวจวัดดวยแมสสเปคโทรเมทรี 

(MS/MS) โดยมีการติดฉลากสารท่ีตองการวิเคราะหดวยดิวทีเรียม (Deuterium-labeled) แลวจึง

นํามาทําอนุพันธกับ 7-fluoro-4–nitrobenzoxadiazole (NBD-F) จากนั้นจึงทําการเพิ่มความเขมขน

ใหสารท่ีตองการตรวจวดัแบบ In-line preconcentration ดวยการสกัดโดยใชคอลัมนชนิดรีเวิรสเฟส 

(C18) ขนาด 10 มิลลิเมตร x 0.25 มิลลิเมตร ท่ีมีอนุภาคขนาด 7 ไมโครเมตร สารท่ีสกัดไดจะถูกแยก

องคประกอบในคอลัมนสําหรับการวิเคราะห (Analytical column) ขนาด 50 มิลลิเมตร x 0.25 

มิลลิเมตร ภายในบรรจุอนุภาคขนาด 5 ไมโครเมตร ในสวนของ MS กําหนดการตรวจวัดท่ี m/z 

267249 สําหรับ nitrobenzoxadiazole-γ-aminobutyric acid (NBD-GABA) และ m/z 269  251 

สําหรับ NBD-GABA-d2 พบวา ไดความเปนเสนตรงในชวง 10-250 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ไดคา r2 

เทากับ 0.9994 สําหรับในพลาสมาและในของเหลวจากระบบประสาทสวนกลาง พบปริมาณกาบา

เทากับ 44.3 ± 10.0 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (n=6) และ 98.6 ± 33.9 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (n=12) 

ตามลําดับ ซ่ึงวิธีดังกลาวขางตนใหผลการวิเคราะหในระดับความเขมขนต่ํา (ppb) และมีความไวใน

การวิเคราะหดี แตอยางไรก็ตาม เวลาท่ีใชในการวิเคราะหประมาณ 10 นาทีตอ 1 การวิเคราะห ซ่ึง

คอนขางนาน รวมถึงข้ันตอนการทําอนุพันธท่ีมีหลายข้ันตอนและยังคงไมเปนอัตโนมัติจึงไม

สะดวกเทาใดนัก 
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 ปนัดดา จันทรนอยและคณะ [24] ไดศึกษาหาปริมาณกาบาในใบและเมล็ดขาวท่ีกําลังงอก

และเมล็ดขาวท่ีผานการขัดสีแลว โดยตัวอยางจะถูกนํามาทําอนุพันธกับ 2-hydroxynaphthaldehyde 

(HN) แลวทําการตรวจวัดดวยเทคนิค LC-MS และพบวาปริมาณกาบาจะเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาใน

การงอกท้ังในเมล็ดและในใบขาว นอกจากนี้ยังพบอีกวาปริมาณกาบาในใบขาวมีมากกวาในเมล็ด

ขาวถึง 2 หรือ 3 เทา และในสวนของเมล็ดขาวนั้น จะพบวาปริมาณกาบาจะมากท่ีสุดในชวง 20-30 

วันหลังจากเร่ิมงอก และจะคอยๆลดลงหลังจากวันท่ี 20 เปนตนไป ปริมาณกาบาท่ีพบในเมล็ดขาว

สายพันธุตางๆ เปนดังนี้ 0.19-1.25 มิลลิกรัม/กรัมในพันธุพิษณุโลก 2 (PL2), 0.30-2.01 มิลลิกรัม/

กรัมในพันธุชัยนาท 1 (CN1), 0.51-2.45 มิลลิกรัม/กรัมในขาวดอกมะลิพันธุ 105 (KDML 105), 

0.34-1.74 มิลลิกรัม/กรัมในพันธุสุพรรณ 1 (SP1) และ 0.39-1.59 มิลลิกรัม/กรัมในพันธุปทุม 1 

(PT1) แตในทางกลับกันพบวากาบาในใบขาวมีแนวโนมเพ่ิมมากข้ึนหลังจาก 30 วันเปนตนไป ซ่ึง

พบปริมาณดังตอไปนี้ 1.45-3.14 มิลลิกรัม/กรัมในขาวพันธุพิษณุโลก, 1.36-2.85 มิลลิกรัม/กรัมใน

ขาวพันธุชัยนาท 1, 2.39-2.52 มิลลิกรัม/กรัมในขาวพันธุดอกมะลิ 105, 0.82-2.09 มิลลิกรัม/กรัมใน

ขาวพันธุสุพรรณ 1, และ 1.33-1.50 มิลลิกรัม/กรัมในขาวพันธุปทุม 1 ขอมูลท่ีไดนําไปใชประโยชน

ท้ังทางดานการบริโภคและดานเภสัชศาสตร อนึ่งพบวาการทําอนุพันธยังไมเปนอัตโนมัติ และ

เคร่ืองมือในการตรวจวัดไมมีในหองปฏิบัติการโดยท่ัวไป อาจเปนขอจํากัดหากมีผูตองการนําวิธี

จากการทดลองดังกลาวไปใช  

 L. Y. Zhang และคณะ [3] ไดทําการตรวจวัดหาปริมาณ กาบา กลูตาเมท และ อะลานีน 

โดยอาศัยเทคนิค LC แลวตรวจวัดการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต ซ่ึงทําโดยการนําตัวอยางของเหลว

ซ่ึ ง ผ า น ก ร ะ บ ว น ก า ร เ ต รี ย ม ตั ว อ ย า ง จ า ก ใ บ ย า สู บ ม า ทํ า อ นุ พั น ธ กั บ  Naphthalene-2,3-

dicarboxaldehyde (NDA) แลวทําการแยกโดยวิธีโครมาโทกราฟ ซ่ึงใชเฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) 

เปนฟอสเฟตบัพเฟอรพีเอช 8.7 ผสมกับโซเดียมคลอเรต 24 มิลลิโมลาร และโซเดียมโดเดซิล

ซัลเฟต 26 มิลลิโมลาร เพื่อทําใหเกิดการแยกสารท่ีตองการวิเคราะหออกจากกรดอะมิโนตัวอ่ืนๆ

พบวามีปริมาณกาบา กลูตาเมท และ อะลานีนเทากับ 4.0 x 10-8, 1.1 x 10-8 และ 1.3 x 10-8 โมลาร 

ตามลําดับ และนําผลเหลานี้ไปประกอบการรักษาผูปวยท่ีมีอาการเครียด เพื่อติดตามการ

เปล่ียนแปลงปริมาณของสารดังกลาวเพ่ือการวินิจฉัยและหาแนวทางในการรักษาตอไป พบวาการ

ทําอนุพันธตามวิธีตองใชเวลานาน 30 นาทีตอหนึ่งตัวอยาง 

  S. Zhang และคณะ [25] ไดทําการพัฒนาวิธีในการตรวจหาปริมาณกาบาและกลูตาเมตท่ีมี

ความไวในการตรวจวัดสูง ซ่ึงทําโดยการใช ไฮเพอรฟอรแมนซลิควิคโครมาโทกราฟ (High 

Performance Liquid Chromatography; HPLC) เร่ิมดวยการนําของเหลวจากสมองหนูมาทําอนุพันธ

กับ o-phthalaldehyde (OPA) สภาวะแยกใชอัตราสวนของเฟสเคล่ือนท่ีคงท่ี (Isocratic elution) ทํา

การตรวจวัดดวยเทคนิคแอมเพอโรเมทรีซ่ึงมีความไวสูง สงผลใหสามารถหาปริมาณกาบาไดต่ําถึง 
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0.03 พิโคโมล และหาปริมาณกลูตาเมต ไดต่ําถึง 0.8 พิโคโมล แตอยางไรก็ตาม ยังคงใชเวลาในการ

วิเคราะหตอตัวอยางประมาณ 30 นาที 

          H. L. Rowley และคณะ [4] ไดพัฒนาวิธีในการหาปริมาณกรดอะมิโนตางๆ ท่ีทําหนาท่ี

เปนสารส่ือประสาทของระบบประสาทสวนกลางในน้ําจากกระดูกไขสันหลังของหนูทดลอง โดย

ทําอนุพันธกับ OPA ท่ีอุณหภูมิหอง ผลิตภัณฑท่ีเกิดมีความเสถียรอยางนอย 5 ช่ัวโมง หลังจากนั้น

นําไปแยกดวยลิควิดโครมาโทกราฟโดยอาศัยเฟสเคล่ือนท่ีมีอัตราสวนคงท่ี (Isocratic elution) ผล

การทดลองพบวา ในตัวอยางประกอบดวยกรดอะมิโน 7 ชนิด แยกออกมาตามลําดับดังนี้ ไซรีน, 

ไกลซีน, ทัวรีน, กลูตาเมต, อะกรินีน, อะลานีน และ กาบา ซ่ึงเวลาในการวิเคราะหตอหนึ่งตัวอยาง

นาน 25 นาที 

         I. M. Perl และคณะ [26] ไดศึกษาความเสถียรของผลิตภัณฑท่ีไดจากการทําอนุพันธ

ระหวางกรดอะมิโนกับ o-phthalaldehyde/N-acetyl-L-cysteine (OPA/NAC) และกับ 

o-phthalaldehyde/ 3-mercaptopropinoic acid (OPA/MPA) ทําโดยการนําตัวอยางท่ีประกอบดวย

กรดอะมิโน 24 ชนิด ทําอนุพันธกับสารละลาย OPA/MPA และ OPA/NAC เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ดวย

อุณหภูมิท่ีเหมาะสม กอนจะนําสารอนุพันธท่ีไดจากรีเอเจนตท้ังสองไปแยกดวยเทคนิค LC แลว

ตรวจวัดการเรืองแสงฟลูออเรสเซนตและการดูดกลืนแสง พบวาผลิตภัณฑท่ีเกิดจากการทําอนุพันธ

ของตัวอยางกับ OPA/MPA มีความเสถียรและมีประสิทธิภาพในการแยกดีกวา OPA/NAC แต

อยางไรก็ดีพบวาวิธีการทําอนุพันธท้ังสองแบบยังคงใชเวลาในการทําอนุพันธคอนขางนาน             

 J. Kehr [5] ไดพัฒนาวิธีการตรวจหาปริมาณกาบาจากของเหลวในสมองของมนุษย โดย

ใช LC รวมกับการตรวจวัดการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต และมีการใชระบบฉีดตัวอยางอยาง

อัตโนมัติ (Autosampler) เพื่อทําการหาปริมาณของกาบาในตัวอยางท่ีนอยกวา 1.5  นาโนโมลาร 

โดยนําตัวอยางมาทําอนุพันธกับ Phthalaldehyde-2-mercaptoethanol กอนท่ีผลิตภัณฑจะถูกแยก

โดยคอลัมน C18 ท่ีมีความยาว 150 มิลลิเมตร เสนผานศูนยกลาง 1 มิลลิเมตรภายในบรรจุเม็ดซิลิกา

ขนาด 30 ไมโครเมตร สําหรับสภาวะในการแยกองคประกอบของตัวอยางใชเฟสเคล่ือนท่ี (Mobile 

phase) เปนโซเดียมอะซิเตตผสมกับอะซิโตไนไตรลอัตราสวน 4 ตอ 1  มีพีเอชประมาณ 5.4 และใช

อัตราการไหล (Flow rate)  50 ไมโครลิตรตอนาที แตอยางไรก็ตามพบวาวิธีดังกลาวอาศัยเวลาใน

การวิเคราะหสารคอนขางนานรวมไปถึงการทําอนุพันธท่ียังไมเปนอัตโนมัติ 

              T. P. Piepponen และคณะ [6] ไดพัฒนาวิธี LC ท่ีรวดเร็วและมีความไวในการตรวจวัดสูง

สําหรับหาปริมาณ กลูตาเมท, ไกลซีน, ทัวรีน และ กาบาโดยอาศัยการตรวจวัดดวยเคร่ืองฟลูออโร

มิเตอร ซ่ึงทําโดยการนําตัวอยางทําอนุพันธกับ o-phthalaldehyde-2-mercaptoethanol กอนเขาสู

กระบวนการแยกสาร โดยการฉีดสารอนุพันธเขาสู ODS-II HPLC คอลัมน พบวาในหนึ่งตัวอยางใช

ระยะเวลาในการแยก 12 นาที รวมข้ันตอนการลางระบบกอนฉีดตัวอยางถัดไป พบวามีปริมาณกา

บา 80 เฟมโตโมล ในตัวอยางปริมาตร 15 ไมโครลิตร ในสวนของ กลูตาเมท, ไกลซีน, ทัวรีน 
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ไมสามารถทําการตรวจหาปริมาณไดเนื่องจากมีปริมาณต่ํากวาขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด 

(LOD เทากับ 23 เฟมโตโมล) วิธีท่ีพัฒนาข้ึนนี้มีความงาย รวดเร็ว คาใชจายต่ําตอการวิเคราะหหนึ่ง

ตัวอยาง แตการทําอนุพันธยังคงเปนแบบไมเปนอัตโนมัติ 

              X. Kang และคณะ [7] ไดศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดตัวอยางของเหลว

จากสมอง ดวยเทคนิค LC ซ่ึงทําโดยการนําตัวอยางสมองของหนูและพลาสมาของกระตายมาทํา

การหาปริมาณ โดยการทําอนุพันธกับแดนซิลคลอไรด เพื่อหา ทัวรีน, แอสปาเตต, กลูตาเมต, 

ไกลซีน, อะลานีน และกาบา โดยอาศัยระบบการชะแบบอัตราสวนของเฟสเคล่ือนท่ีคงท่ี สารแตละ

ตัวจะถูกตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปคโทรมิเตอร พบวาใชเวลาในการ

วิเคราะห 35 นาที ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม จึงไดพีกของกรดอะมิโน 12 ตัว ในคร้ังเดียว เปนผลให

สามารถตรวจวัดกรดอะมิโนดังกลาวไดในคราวเดียวกัน แตอยางไรก็ตามการทําอนุพันธยังคงไม

เปนแบบอัตโนมัติและใชเวลาในการวิเคราะหตอหนึ่งตัวอยางคอนขางนาน 

              M. Y. Khuhawar และคณะ [8] ไดพัฒนาวิธีการตรวจหาปริมาณกาบาดวยการทําอนุพันธ 

แลววิเคราะหดวยวิธี LC  ซ่ึงทําโดยการนําตัวอยางซ่ึงประกอบดวย ไกลซีน, ไลซีน, ไตรเอมีน และ

กาบามาทําอนุพันธกับ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด กอนจะทําการแยกโดยใชคอลัมนชนิด 

Phenomenex C18 เฟสเคล่ือนท่ีเปน Methanol: Water (62:38 ปริมาตร/ปริมาตร) เม่ือการแยกเสร็จ

สมบูรณ จะทําการตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองยูวีสเปคโทรโฟโตมิเตอร ท่ีความยาวคล่ืน 

330 นาโนเมตร พบวาไดกราฟมาตรฐานท่ีมีความเปนเสนตรงอยูในชวงความเขมขน 1.2 - 28.0 

ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร ขีดจํากัดตํ่าสุดของการตรวจวัด (LOD) คือ 2.8 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

 ปริมาตรการฉีดคือ 5 ไมโครลิตร และพบวาในตัวอยางของเหลวจากระบบประสาทสวนกลางมี

ปริมาณกาบาอยูในชวง 19.0-22.4 ไมโครกรัม/ มิลลิลิตร พรอมกับคาสัมประสิทธ์ิของความ

แปรปรวน (Coefficient of variation; CV) เทากับรอยละ 2.4 จากวิธีขางตนเคร่ืองมือในการตรวจวัด

และข้ันตอนในการทําอนุพันธคอนขางงาย ใหผลการทดลองท่ีดี ซ่ึงจะนําไปใชประโยชนไดงาย

และสะดวกมากข้ึน หากมีการทําใหเปนอัตโนมัติ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

24 

 
 2.4.2 การทําอนุพันธดวยวิธีแบบตอเนื่อง (Continuous liquid flow derivatization) 

              C. K. Zacharis และคณะ [27] ไดทําการตรวจวัดหาปริมาณกาบา ดวยระบบ SIA รวมกับ

เทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟในตัวอยางทางชีวภาพ ซ่ึงทําโดยการนําตัวอยางสารชีวภาพจากมนุษย 

ซ่ึงเปนของเหลวจากระบบประสาทสวนกลาง (Cerebrospinal fluid; CSF) มาทําอนุพันธดวย         

o-phthalaldehyde (OPA) อยางอัตโนมัติดวยระบบ SIA แลวนําผลิตภัณฑท่ีไดเขาสูสวนท่ีเปนการ

แยกดวย HPLC กอนทําการวัดดวยฟลูออโรมิเตอร และพบวาสามารถวิเคราะหหาปริมาณกาบา   

ไดต่ําระดับ ppb แตอยางไรก็ตาม รีเอเจนตท่ีใชคือ Mercaptanoethanol มีความเปนพิษสูงซ่ึง

กอใหเกิดอันตรายไดหากสูดดมเขาสูรางกาย 

             M. T. Kelly และคณะ [28] ไดพัฒนาวิธีท่ีรวดเร็วและอัตโนมัติในการหาปริมาณกรดอะมิ

โนหลายชนิดในคราวเดียวกัน ในตัวอยางไวน ผลไม และน้ําผ้ึง โดยจะนําตัวอยางมาทําอนุพันธกับ  

o-phthaldialdehyde, N-acetyl-L-cysteine อยางอัตโนมัติ กอนนําไปตรวจวัดดวยเทคนิค LC ท่ีเปน

ระบบ Automated in-loop derivatization โดยใชคอลัมน C18 ขนาด 3 มิลลิเมตร X 25 เซนติเมตร 

และไดชวงความเปนเสนตรงในชวง 0.25–10 ไมโครกรัม/ลิตร สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

เทากับรอยละ 2-7 และขีดจํากัดตํ่าสุดในการตรวจวัดสําหรับ แอสปาติก, กรดกลูตามิก, แอททาโน

ลามีน และกาบา เทากับ 10 ไมโครกรัม/ลิตร และสําหรับ ไทโรซีน, ฟนิลอะลานีน, พูแทรสซีน และ

คาดาวารีน เทากับ 100 ไมโครกรัม/ลิตร ใชเวลาในการตรวจวัดตอหนึ่งตัวอยางนาน 40 นาที  

 สามารถสรุปรายละเอียดของงานวิจัยท่ีเกี่ยวของดังท่ีไดทบทวนไวขางตนในตารางท่ี 2.6  
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ลําดับ 

 

รีเอเจนต 

ท่ีใชทําอนุพันธ 

ประเภทการทํา

อนุพันธ 

เทคนิคการตรวจวัด ชวงความเปน

เสนตรง 

ขีดจํากัดตํ่าสุดใน

การตรวจวัด 

คาเบี่ยงเบน

มาตรฐาน

สัมพัทธ 

เอกสาร

อางอิง 

1 naphthalene-2,3-

dicarboxaldehyde(NDA) 

Batch Fluorometry - 10 - 30 nM - [23] 

2 7-fluoro-4–nitrobenzoxadiazole Batch Mass spectrometry 10-250 ng/L µg/L (ppb) - [2] 

3 2-hydroxynaphthaldehyde Batch Mass spectrometry - - - [24] 

4 Naphthalene-2,  

3-dicarboxaldehyde 

Batch Fluorometry 4x10-8 - 4x10-6  M 4 x10-8 M 6-2 [3] 

5 o-phthalaldehyde (OPA) Batch Electrochemistry 0.00625-0.1 µM - 2 [25] 

6 o-phthalaldehyde (OPA) Batch Electrochemistry 0.1-40 pmol 10 fmol 7.5 [4] 

7 OPA-3-mercaptopropionic Batch Fluorometry - - 4.4 [26] 

8 OPA-2-mercaptoethanol Batch Fluorometry 15-120 pmol 80 fmol 4.2 [5] 

9 OPA-2-mercaptoethanol Batch Fluorometry 5 mM-1µM 23 fmol 2.3 [6] 

10 2-hydroxynaphthaldehyde Batch UV-Vis 

spectrometry 

1.2-28.0 µg/mL 2.8 ng 2.4 [8] 

ตารางท่ี 2.6 สรุปงานวิจยัเกีย่วกับการทําอนพุันธดวยวิธีไมตอเนื่องและวิธีตอเนื่อง 
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ลําดับ รีเอเจนต 

ท่ีใชทําอนุพันธ 

ประเภทการทํา

อนุพันธ 

เทคนิคการ

ตรวจวัด 

ชวงความเปน

เสนตรง 

ขีดจํากัดต่ําสุดใน

การตรวจวัด 

คาเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ 
เอกสารอางอิง 

11 o-phthalaldehyde (OPA) Continuous flow Fluorometry 0.01-3 mg/L 1µg/L 2.3 - 5 [27] 

12 N-acetyl-L-cysteine and 

o-phthalaldehype (OPA) 

Continuous flow Fluorometry 0.25-10 µg/L 0.25 µg/L 

 

0.1 [28] 

ตารางท่ี 2.7 สรุปงานวิจยัเกีย่วกับการทําอนพุันธดวยวิธีไมตอเนื่องและวิธีตอเนื่อง (ตอ) 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการทดลอง 
 

3.1 สารเคมีและอุปกรณ 
 

 3.1.1. สารเคมี 
 

ชื่อสารเคมี สูตรเคมี ความบริสุทธ์ิ (%) ยี่หอและประเทศผูผลิต 

แกมมา อะมิโนบิวทิริก แอซิด  

(γ-aminobutyric acid) 

C4H9NO2 99.00 Sigma, USA 

2- ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด  

(2-hydroxynaphthaldehyde) 

C11H8O2 - Aldrich, USA 

โซเดียมไฮดรอกไซด  

(Sodium hydroxide) 

NaOH 98.00 Rankem, India 

กรดบอริก 

(Boric acid) 

H3BO3 99.00 Sigma, USA 

โพแทสเซียมคลอไรด  

(Potassium chloride) 

KCl 99.50 Merck, USA 

อะซิโตไนไตรล  

(Acetonitrile) 

CH3CN 99.98 RCI Labscan, Thailand 

 

 3.1.2. อุปกรณและเคร่ืองตรวจวัด 

 1. ขวดวัดปริมาตร 

 2. บีกเกอร 

 3. ปเปต และ ไมโครปเปต 

 4. ขวดรูปชมพู 

 5. หลอดหยด 

 6. กระบอกตวง 

 7. ขวดทดลองแบบมีฝาปด 

 8. ชอนตักสาร 

 9. อลูมิเนียมฟอยล 

 10. แทงแกวคนสาร 
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 11. นาฬิกาจับเวลา 

 12. เคร่ืองวัดพีเอช – Metrohm, 827 pH Lab Meter, USA 

 13. เคร่ืองกวนแมเหล็กไฟฟา – Heidolph, MR 1000, Germany 

 14. เคร่ืองยูวี - วิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร - Jasco V630, USA 

 15. อุปกรณสําหรับสรางระบบซีเควนเชียลอินเจคชัน ไดแก 

  15.1 8 – พอรตมัลติซีเลกชันวาลว - HAMILTON, Serial MVP, Switzerland 

  15.2 โมลารวาลวโพซิชันเนอร– HAMILTON, HVC ‘T’ 3-2, Switzerland 

  15.3 ไซริงคไดรโมดูล– HAMILTON, PSD/ 4, Switzerland 

15.4 โฟลทรูเซลลสําหรับใชกับเคร่ืองยูว-ีวิสิเบิลสเปคโทรโฟโตมิเตอร-    

         Hellma, 176.052-QS, USA                                                                                                                                                                                                                               

15.5 PTFE tube ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 1.0 มิลลิเมตร- Vici                          

        AG International, JR-T6807-M 25, Switzerland 
 

3.2 การเตรียมสารละลาย 
 

         สารละลายท้ังหมดใชน้ํากล่ันปราศจากไอออนในการเตรียม สารเคมีทุกตัวเปนเกรด

สําหรับงานวิเคราะหทางเคมี (Analytical reagent grade) 
 

 3.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาสําหรับวิธีแบบไมตอเนื่อง (Batch method) 

                      เตรียมสารละลายมาตรฐานกาบา 2000 มิลลิกรัม/ลิตร (Stock solution) โดยช่ัง 

กาบา 0.05xx กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ําเปน 25.00 มิลลิลิตร และนําสารละลาย

มาตรฐานกาบาท่ีไดไปใชสําหรับเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาความเขมขนอ่ืนๆ ดังตารางท่ี 

3.1 
 

ตารางท่ี 3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนตางๆ สําหรับวิเคราะหดวยวิธี     

                    แบบไมตอเนื่อง 

ความเขมขนของสารละลาย

มาตรฐานกาบา (มิลลิกรัม/ลิตร) 

ปริมาตรสารละลายท่ีตองปเปต* 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรสุดทาย** 

(มิลลิลิตร) 

50 0.25 10.00 

100 0.50 10.00 

200 1.00 10.00 
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ตารางท่ี 3.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนตางๆ สําหรับวิเคราะหดวยวิธี     

                    แบบไมตอเนื่อง (ตอ) 

ความเขมขนของสารละลาย

มาตรฐานกาบา (มิลลิกรัม/ลิตร) 

ปริมาตรสารละลายท่ีตองปเปต* 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรสุดทาย** 

(มิลลิลิตร) 

300 1.50 10.00 

400 2.00 10.00 
 

* ปเปตจากสารละลายมาตรฐานกาบาความเขมขน 2000 มิลลิกรัม/ลิตร 
**ปรับปริมาตรดวยน้ํา 
 

 3.2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาสําหรับระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะ

นาไลซิส 

                            เตรียมสารละลายมาตรฐานกาบา 5000 มิลลิกรัม/ลิตร (Stock solution) โดยช่ัง

กาบา 0.125x กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 25.00 มิลลิลิตร และนําสารละลาย

มาตรฐานกาบาท่ีไดไปใชสําหรับเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาความเขมขนอ่ืนๆ ดังตารางท่ี 

3.2 
 

ตารางท่ี 3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนตางๆ สําหรับวิเคราะหดวย    

                    ระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส 

ความเขมขนของสารละลาย

มาตรฐานกาบา (มิลลิกรัม/ลิตร) 

ปริมาตรสารละลายท่ีตองปเปต* 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรสุดทาย** 

(มิลลิลิตร) 

100 0.20 10.00 

300 0.60 10.00 

500 1.00 10.00 

700 1.40 10.00 

1000 2.00 10.00 

2000 4.00 10.00 

3000 6.00 10.00 
 

* ปเปตจากสารละลายมาตรฐานกาบาความเขมขน 5000 มิลลิกรัม/ลิตร 
**ปรับปริมาตรดวยน้ํา 
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 3.2.3 การเตรียมสารละลายบอเรตบัพเฟอร (พีเอช 8.0) 

 1. เตรียมสารละลายกรดบอริกความเขมขน 0.1 โมลาร โดยช่ังกรดบอริกมา 

0.62xx กรัม ละลายดวยน้ํา และปรับปริมาตรจนครบ 100.00 มิลลิลิตร 

 2. เตรียมสารละลายโพแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร โดยช่ัง

โพแทสเซียมคลอไรด 0.74xx กรัม ละลายดวยน้ําและปรับปริมาตรจนครบ 100.00 มิลลิลิตร 

 3. เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร โดยช่ัง

โซเดียมไฮดรอกไซด 0.04xx กรัม ละลายดวยน้ําและปรับปริมาตรจนครบ 10.00 มิลลิลิตร 

 4. จากนั้นนําสารละลายกรดบอริกความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 100.00 

มิลลิลิตร (จากขอ 1) มาผสมกับสารละลายโพแทสเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1 โมลาร 

ปริมาตร 100.00 มิลลิลิตร (จากขอ 2) และปรับพีเอชใหเทากับ 8.0 ดวยสารละลายโซเดียม      

ไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 โมลาร  
 

                3.2.4 การเตรียมสารละลาย 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด  (2-hydroxy-                     

naphthaldehyde) 

 เตรียมสารละลาย 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด รอยละ 6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) 

โดยช่ัง 2-ไฮดรอกซีเเนปทาลดีไฮด 1.50 กรัม ละลายและปรับปริมาตรจนครบ 25.00 มิลลิลิตร

ดวยอะซิโตไนไตรล 
 

 3.2.5 การเตรียมตัวอยาง 

 ตัวอยางท้ังหมดแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 
 

  3.2.5.1 ตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดเม็ด  

 นําตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหารท่ีมีกาบาชนิดเม็ดมาบดใหละเอียด 

ช่ังน้ําหนักใหได 0.30xx กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 25.00 มิลลิลิตร แลวนํา

สารละลายท่ีไดกรองผานไนลอนเมมเบรน ขนาด 0.22 ไมโครเมตร (Agela Technologies, USA) 

กอนนําไปวิเคราะห 

 3.2.5.2 ตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดแคปซูล 

 นําตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหารท่ีมีกาบาชนิดแคปซูลแกะและเทเอา

ผงตัวอยางภายในออกใสบีกเกอร ช่ังน้ําหนักใหได 0.76xx กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวยน้ํา

กล่ันเปน 25.00 มิลลิลิตร แลวนําสารละลายท่ีไดกรองผานไนลอนเมมเบรน ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร (Agela Technologies, USA) กอนนําไปวิเคราะห 
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3.3 วิธีดําเนินการทดลอง 
 

 3.3.1 ศึกษาการทําปฏิกิริยาอนุพันธดวยวิธีแบบไมตอเนื่อง  

 1. ปเปตสารละลายมาตรฐานกาบาแตละความเขมขน (50, 100, 200, 300 และ 

400 มิลลิกรัม/ลิตร) ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร สารละลายบอเรตบัพเฟอร พีเอช 8.0 ปริมาตร 

600 ไมโครลิตร และสารละลาย 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด รอยละ 6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) 2000 

ไมโครลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยอะซิโตไนไตรล 

(สําหรับรีเอเจนตแบลงคใชน้ํากล่ันแทนสารละลายมาตรฐานกาบา) 

 2. นําสารละลายจากขอ 1 เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองและในท่ีมืด เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง 

 3. นําสารละลายจากขอ 2 มาทําการวัดคาการดูดกลืนแสง โดยปรับเปนศูนย

ดวยรีเอเจนตแบลงค จากนั้นทําการวัดสเปคตรัมของสารอนุพันธแตละความเขมขน ท่ีความยาว

คล่ืน 400 - 800 นาโนเมตร บันทึกตรัมและหาความยาวคล่ืนท่ีใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดเพื่อใช

เปนความยาวคล่ืนในการติดตามสารอนุพันธท่ีเกิดข้ึน 

 4. นําผลการทดลองท่ีไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืนสูงสุดกับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกาบา  
 

 3.3.2 ออกแบบระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซีส  

 ระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส ท่ีใชในการทําอนุพันธแบบอัตโนมัติ

เพื่อวิเคราะหหาปริมาณกาบา แสดงดังรูปท่ี 3.1 
 

 
 

รูปท่ี 3.1 แสดงระบบซีเควนเชียลอินเจคชันท่ีไดพัฒนาข้ึนสําหรับการทําปฏิกิริยาอนุพันธ           

แบบอัตโนมัติในการหาปริมาณกาบา; C: อะซิโตไนไตรล, R: สารละลาย 2-ไฮดรอก

ซีแนปทาลดีไฮด (รอยละ 6 น้ําหนัก/ปริมาตร), B: สารละลายบอเรตบัพเฟอร พีเอช 8.0, 

S: สารละลายมาตรฐานกาบา, SP: ไซริงคปม, HC: โฮลดิงคอยล ความยาว 200 

เซนติเมตร,  MV: มัลติซีเลกชันวาลว, IS: ระบบใหความรอน, D: ยูวี-วิสิเบิลสเปค

โทรโฟโตมิเตอร 
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 3.3.3 ศึกษาการทําปฏิกิริยาอนุพันธแบบอัตโนมัติดวยระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะ

นาไลซิส  

 ในการทดลองจะใชซอฟแวร MGC Auto-Pret Version 4 ในการควบคุมการ

ทํางานของระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสท้ังหมด โดยลําดับข้ันตอนในการหาปริมาณ

กาบามี ดังตอไปนี้ 

 1.  ดูดสารละลายตัวพา  (อะซิโตไนไตรล) ปริมาตร 5000 ไมโครลิตร           

เขาสูระบบดวยอัตราเร็ว 400 ไมโครลิตร/วินาที 

 2. ดูดสารละลายมาตรฐานกาบาแตละความเขมขน (100, 500, 1000, 2000 

และ 3000 มิลลิกรัม/ลิตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ดวยอัตราเร็ว 10 ไมโครลิตร/วินาที เขาสู

ระบบโดยเก็บไวท่ีโฮลดิงคอยด 

 3. ดูดสารละลายบอเรตบัพเฟอรพีเอช 8.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ดวย

อัตราเร็ว 10 ไมโครลิตร/วินาที เขาสูระบบโดยเก็บไวท่ีโฮลดิงคอยด 

 4. ดูดสารละลาย 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด รอยละ 6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ดวยอัตราเร็ว 10 ไมโครลิตร/วินาที เขาสูระบบและเก็บไว ท่ี              

โฮลดิงคอยด เปนลําดับสุดทาย 

 5. ผลักสารละลายท่ีเก็บไวในโฮลดิงคอยด ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เขาสู

ระบบใหความรอน (Incubation system) โดยกําหนดอุณหภูมิไวท่ี 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา  

5 นาที 

 6.ผลักผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนไปยังเคร่ืองตรวจวัดเพื่อตรวจวัดคาการดูดกลืนแสง 

 

   ลําดับข้ันตอนขางตน สามารถแสดงไดดังรูปท่ี 3.2 โดยรูปดังกลาวเปน

ข้ันตอนท่ีไดจากโปรแกรมท่ีใชควบคุมการทํางานของระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส 
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รูปท่ี 3.2 แสดงหนาจอของซอฟแวร MGC Auto-Pret Version 4 ซ่ึงระบุลําดับข้ันตอนการหา     

              ปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส 
 

 3.3.4  การศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะห 

 ในการศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณกาบา 

ไดทําการศึกษาปจจัยตางๆ ท้ังทางดานเคมีและทางดานกายภาพท่ีสามารถสงผลตอการดูดกลืน

แสงของสารผลิตภัณฑ   โดยระบบท่ีใชในการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมนี้จะใชระบบดังแสดง

ในรูปท่ี 3.1 และมีลําดับการวิเคราะหเชนเดียวกับหัวขอ 3.3.3 ดังแสดงในรูปท่ี 3.2 

 3.3.4.1  การศึกษาปจจัยทางกายภาพ 

 1.  ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ  

        ทําการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิในข้ันตอนการทําอนุพันธท่ี

สงผลตอความไวในการวิเคราะหท่ีเลือกศึกษาคือ อุณหภูมิมิหอง 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส 

ตามลําดับ  

 2.  ศึกษาอิทธิพลของปริมาตรสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีใชในการ

ทําปฏิกิริยาอนุพันธ  

                         ทําการศึกษาอิทธิพลสําหรับปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 

กาบาในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห โดยมีปริมาตรของ

สารละลายมาตรฐานกาบาท่ีเลือกศึกษาคือ 50, 100 และ 150 ไมโครลิตร  
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 3.  ศึกษาอิทธิพลของเวลาในการใหความรอน  

                        ทําการศึกษาอิทธิพลของเวลาในการใหความรอนในข้ันตอนการ

ทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห โดยใชปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน

กาบาเทากับ 150 ไมโครลิตรและเวลาท่ีเลือกศึกษาคือ 1, 3 และ 5 นาที 

 4.  ศึกษาอิทธิพลของความยาวมิกซิงคอยด  

                        ทําการศึกษาอิทธิพลของความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอนการทํา

ปฏิกิริยาอนุพันธท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห ใชปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบา

เทากับ 150 ไมโครลิตรและความยาวท่ีเลือกศึกษาคือ 100, 200, 300 และ 400 เซนติเมตร 

 5.  ศึกษาอิทธิพลของลําดับในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ  

                       ทําการศึกษาอิทธิพลของลําดับในการทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีสงผล

ตอความไวในการวิเคราะห  โดยใชมิกซิงคอยดความยาว 200 เซนติเมตร และลําดับในการทํา

ปฏิกิริยาท่ีเลือกศึกษาคือ 

 1. ลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ non-sandwich ใชสารละลายมาตรฐาน

กาบาปริมาตร150 ไมโครลิตร บอเรตบัฟเฟอรพีเอช 8.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และรีเอเจนต  

(2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด) รอยละ6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตามลําดับ

โดยสามารถแสดงเปนรูปท่ี 3.3 
 

  

 
 

รูปท่ี 3.3 แสดงลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ non-sandwich; std.GABA: สารละลายมาตรฐานกาบา  

               ความเขมขน 100-2000 มิลลิกรัม/ลิตร, buffer: บอเรตบัฟเฟอรพีเอช 8, HN: 2-ไฮดรอก 

               ซีแนปทาลดีไฮด รอยละ6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) 
 

 2. ลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ sandwich ใชรีเอเจนต (2-ไฮดรอก-

ซีแนปทาลดีไฮด) รอยละ 6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) 50 ไมโครลิตร สารละลายมาตรฐานกาบา

ปริมาตร150 ไมโครลิตร บอเรตบัฟเฟอรพีเอช 8.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และรีเอเจนต  

(2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด) รอยละ 6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามลําดับ 
 

หมายเหตุ  มี ข้ันตอนการวิ เคราะห เชนเดียวกับหัวขอ  3.3.3 และแสดงไดดัง รูปท่ี  3.2  

แตกําหนดใหปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบาในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 150 

ไมโครลิตรตามลําดับโดยสามารถแสดงเปนรูปท่ี 3.4 
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รูปท่ี 3.4 แสดงลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ sandwich; std.GABA: สารละลายมาตรฐานกาบา 

               ความเขมขน 100-2000 มิลลิกรัม/ลิตร, buffer: บอเรตบัฟเฟอรพีเอช 8, HN: 2-ไฮดรอก 

               ซีแนปทาลดีไฮด รอยละ6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) 
 

 6. ศึกษาอิทธิพลของอัตราการไหล  

                       ทําการศึกษาอิทธิพลของอัตราการไหลของสารในขณะเขาสูระบบ

ตรวจวัดท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห  โดยใชปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบาใน

การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 150 ไมโครลิตร ความยาวมิกซิงคอยด 200 เซนติเมตร และลําดับ

การทําปฏิกิริยาอนุพันธแบบ sandwich และอัตราการไหลท่ีเลือกศึกษาคือ 25, 50 และ 100 

ไมโครลิตร/นาที  
 

 3.3.4.2 ศึกษาปจจัยทางเคมี 

 1. ศึกษาอิทธิพลของพีเอชตอการเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ  

 การศึกษาอิทธิพลของพีเอชของบอเรตบัพเฟอรท่ีใชในการทํา

ปฏิกิริยาอนุพันธ ท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะหโดยพีเอชท่ีเลือกศึกษาคือ 8, 9 และ 10 

ตามลําดับ  

 2. ศึกษาอิทธิพลของความเขมขนรีเอเจนต (2-ไฮดรอกซีแนปทาล     

ดีไฮด) ตอการเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ  

 การศึกษาอิทธิพลของความเขมขนสําหรับรีเอเจนตของ 2-ไฮดรอก

ซีแนปทาลดีไฮด ท่ีใชในการทําอนุพันธ ท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห โดยปริมาตรของ

สารละลายมาตรฐานกาบาในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 150 ไมโครลิตรและความเขมขนท่ี

เลือกศึกษาคือรอยละ 0.3, 3, 6 และ 7.5 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) 
 

 3.3.5 การสรางกราฟมาตรฐานท่ีไดจากสภาวะท่ีเหมาะสม 

 เม่ือไดสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบ  

ซีเควนเซียลอินเจคชันอะนาไลซิสแลว จึงไดทําการสรางกราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะห

ปริมาณกาบา โดยสารละลายทุกชนิดจะถูกดูดเขาสูระบบท่ีมีลําดับการดูดสารแบบ sandwich 

ดังนี้ รีเอเจนต (2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด) รอยละ 6 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตรสารละลายมาตรฐานกาบาปริมาตร 150 ไมโครลิตร บอเรตบัฟเฟอรพีเอช 8.0 

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และรีเอเจนต  (2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด) รอยละ 6 (น้ําหนัก/

ปริมาตร) ปริมาตร50 ไมโครลิตร ตามลําดับ เคล่ือนท่ีเขาสูมิกซิงคอยดความยาว 200  เซนติเมตร 
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พรอมการใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และใชอัตราการไหลของ

สารในขณะสงเขาสูระบบตรวจวัดเปน 50 ไมโครลิตรตอวินาที โดยมีอะซิโตไนไตรลเปน

สารละลายตัวพา 
 

 3.3.6 ประเมินคุณลักษณะเดนของวิธีวิเคราะห  
 

 3.3.6.1 ความแมนของวิธีวิเคราะห 

 ในการหาความแมนของวิธีวิเคราะห จะพิจารณาโดยทําการวิเคราะห

ตัวอยางท่ีเติมสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนตางๆ ลงไป จากนั้นคํานวณหาความ

เขมขนของตัวอยางท่ีมีการเติมสารละลายมาตรฐาน และคํานวณหารอยละของการคืนกลับ ตาม

สูตรดังนี้ 

% Recovery   = 
 

 

เม่ือ Spiked sample คือ ความเขมขนของสารตัวอยางท่ีมีการเติม  

                                    สารละลายมาตรฐาน 

    Sample  คือ ความเขมขนของสารตัวอยาง 

    Standard คือ ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานท่ี  

                                                         เติมลงไป 
                                                                                     
                         3.3.6.2 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห 

 ในการหาความเท่ียงของวิธี จะพิจารณาจากคารอยละของสวน

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ โดยทําการวิเคราะหสารละลายมาตรกาบา ท่ีความเขมขน 300 

มิลลิกรัม/ลิตร ซํ้าๆ เปนจํานวน 10 คร้ัง จากนั้นหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธตามสูตร

ดังนี้ 

                             % RSD =    
 

 

เม่ือ SD  คือ คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

      คือ คาเฉล่ีย 

 

 

 

 

 

 

 

 

X 100 
SD 

Spiked sample - Sample 

 

 

Standard 

 X  

 X  
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 3.3.6.2 ขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัด (Limit of detection, LOD) และขีดจํากัด

ต่ําสุดในการวิเคราะหเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ) [24] 

 ในสวนนี้เปนการหาขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัด และขีดจํากัด

ต่ําสุดในการวิเคราะหของวิธี ซ่ึงคํานวณไดตามสูตรดังนี้ 
 

 

LOD = yB+3SB  
 

LOQ = yB+10SB 
 

เม่ือ yB คือ จุดตัดแกน y 

 SB คือ �∑ (yi- yi�)
2

i

n-2
 

yi คือ คาจริงท่ีอานไดจากเคร่ืองมือ 
yi� คือ คาท่ีไดจากแทนคา x ลงในสมการเสนตรง 

n คือ จํานวนขอมูล 
 

 3.3.7 ตรวจสอบความใชไดของวิธีท่ีพัฒนาขึ้นกับการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัย

การทําปฏิกิริยาอนุพันธดวยวิธีแบบไมตอเนื่อง   

 ทําการตรวจวัดปริมาณกาบาในตัวอยางและเปรียบเทียบผลการวิเคราะหท่ีได

จากวิธีการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยการทําปฏิกิริยาอนุพันธดวยระบบเอสไอเอท่ี

พัฒนาข้ึนกับการวเิคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยการทําปฏิกิริยาอนุพันธดวยวิธีแบบไมตอเนื่อง

ดวยวิธีการทางสถิติ โดยตัวอยาง คือ ผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดเม็ดและชนิดแคปซูล ดังข้ันตอน

ตอไปนี้  

 1. ปเปตตัวอยาง ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร สารละลายบอเรต

บัพเฟอร พีเอช 8.0 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร และสารละลาย 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด รอยละ 

6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) 2000 ไมโครลิตร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร แลวปรับ

ปริมาตรดวยอะซิโตไนไตรล (สําหรับรีเอเจนตแบลงคใชน้ํากล่ันแทนตัวอยาง) 

 2. นําสารละลายจากขอ 1 เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองและในท่ีมืด เปนเวลา 

24 ช่ัวโมง 

 3. นําสารละลายจากขอ 2 มาทําการวัดคาการดูดกลืนแสง โดยปรับคา

ศูนยดวยรีเอเจนตแบลงค จากนัน้ทําการวัดสเปคตรัมของสารอนุพันธ ท่ีความยาวคล่ืน 400 - 800 
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นาโนเมตร บันทึกสเปคตรัมและหาความยาวคล่ืนท่ีใหคาการดูดกลืนแสงสูงสุดเพื่อใชเปนความ

ยาวคล่ืนในการติดตามสารอนุพันธท่ีเกิดข้ึน 

 4. นําผลการทดลองท่ีไดไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงสุดกับความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกาบา  

 5. คํานวณหาปริมาณกาบาโดยแทนคาลงในสมการเสนตรงท่ีไดจาก

การสรางกราฟมาตรฐานในขอ 4 

 6. นําปริมาณกาบาท่ีคํานวณไดไปเปรียบเทียบกับปริมาณกาบาท่ีได

จากวิธีท่ีพัฒนาข้ึนดวย Paired t-test แบบ two tailed test ท่ีระดับความเช่ือม่ันรอยละ 95 
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บทที่ 4 

ผลการวิจยัและอภิปรายผล 
 

 งานวิจัยนี้ไดพัฒนาระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส (เอสไอเอ) ในการทําอนุพันธ

แบบอัตโนมัติเพื่อนําไปวิเคราะหหาปริมาณกาบา  ในบทนี้จะไดกลาวถึงผล และการอภิปรายผล

การศึกษาปฏิกิริยาการตรวจวัด การหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับวิเคราะห การประเมินคุณลักษณะ

ตางๆ ของวิธี การนําระบบท่ีพัฒนาข้ึนนี้มาประยุกตใชสําหรับหาปริมาณกาบาในผลิตภัณฑเสริม

อาหาร รวมถึงการตรวจสอบความถูกตองของระบบท่ีพัฒนาข้ึน 

 

4.1  ผลการศึกษาเพ่ือหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมสําหรับการตรวจวัดสารอนุพันธของ

กาบา 

 การหาความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมสําหรับติดตามสารอนุพันธของกาบา ไดศึกษาโดยใช

สารละลายมาตรฐานกาบาความเขมขนในชวง 50 - 400 มิลลิกรัม/ลิตร ทําปฏิกิริยาอนุพันธกับ  

2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด รอยละ 6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) เกิดปฏิกิริยาอนุพันธดังสมการในรูปท่ี 4.1 

ในสภาวะท่ีเปนเบสโดยใชบอเรตบัฟเฟอร พีเอช 8 แลวใหอุณหภูมิในการทําอนุพันธท่ี 60 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที กอนนําไปติดตามสเปกตรัมในชวงความยาวคล่ืน 200 – 800 นาโนเมตร 

โดยใชรีเอเจนตเปนแบลงคสําหรับปรับคาศูนย (Auto zero) เพื่อหาความยาวคล่ืนท่ีใหคาการ

ดูดกลืนแสงสูงท่ีสุด 
 

 

 

รูปท่ี 4.1 แสดงสมการการเกดิปฏิกิริยาอนพุันธระหวางกาบากับ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด [8] 
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รูปท่ี 4.2 แสดง (ก) สเปกตรัมท่ีไดจากสารอนุพันธของกาบาในชวงยวูแีละวิสิเบิล, (ข) สเปกตรัมท่ี  

ไดจากสารอนพุันธของกาบาในชวงวิสิเบิล และ(ค) กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกาบา

ชวงความเขมขน 50 – 400 มิลลิกรัม/ลิตรท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร 
 

 จากสเปกตรัมท่ีไดพบวา ในรูปท่ี 4.2(ก) สารอนุพันธท่ีเกิดข้ึนไมสามารถติดตามคาการ

ดูดกลืนแสงในชวงยูวีได แตอยางไรก็ตามในรูปท่ี 4.2(ข) สําหรับชวงวิสิเบิล พบวาคาการดูดกลืน

แสงของสารอนุพันธของกาบาเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกาบาโดยคาการ

ดูดกลืนแสงสูงสุดอยูท่ี 420 นาโนเมตร (λmax) และเม่ือนําผลการทดลองท่ีไดไปสรางกราฟ

มาตรฐานดังรูป 4.2(ค) ไดคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2 = 0.998) และความเท่ียงท่ีดี ดังนั้นจึงใช

ความยาวคล่ืนดังกลาวในการติดตามสารอนุพันธของกาบาตลอดงานวิจัยนี้  

(ข) 

(ค) 

(ก) 



 41 

 

 

4.2 ออกแบบระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิส 
 

 เม่ือพบวาปฏิกิริยาอนุพันธระหวาง 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด กับสารละลายมาตรฐาน 

กาบา มีความเปนไปไดท่ีจะใชในการวิเคราะหหาปริมาณ จึงไดทําการออกแบบระบบซีเควนเชียล

อินเจคชันอะนาไลซิส โดยความยาวของโฮลดิงคอยด และมิกซิงคอยดพิจารณาจากปริมาตรรวม

ท้ังหมดของสารท่ีถูกดูดเขาสูระบบ โดยแรกเร่ิมจะอางอิงจากอัตราสวนในการทําปฏิกิริยาท่ีใชจาก 

การศึกษาการทําอนุพันธแบบไมตอเนื่อง ระบบท่ีออกแบบแสดงดังรูปท่ี 4.3 โดยระบบนี้จะใชเพื่อ

การศึกษาในหัวขออ่ืนๆ ตอไป  
 

 
 

รูปท่ี 4.3 แสดงระบบซีเควนเชียลอินเจคชันท่ีไดพัฒนาข้ึนสําหรับการทําปฏิกิริยาอนุพันธ           

แบบอัตโนมัติในการหาปริมาณกาบา; C: อะซิโตไนไตรล, R: สารละลาย 2-ไฮดรอก

ซีแนปทาลดีไฮด (รอยละ 6 น้ําหนัก/ปริมาตร), B: สารละลายบอเรตบัพเฟอร พีเอช 8.0,  

S: สารละลายมาตรฐานกาบา, SP: ไซริงคปม, HC: โฮลดิงคอยล ความยาว 100 เซนติเมตร, 

MV: มัลติซีเลกชันวาลว, IS: ระบบใหความรอน, D: ยูวี-วิสิเบิล สเปคโทรโฟโตมิเตอร 

(420 นาโนเมตร) 

 

4.3 ผลการศึกษาเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห  
 

  ในการศึกษาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณกาบา โดยการทํา

อนุพันธอยางอัตโนมัติดวยระบบเอสไอเอ ดังแสดงในรูปท่ี 4.3 ซ่ึงลําดับข้ันตอนการวิเคราะห 

เชนเดียวกับหัวขอ 3.3.3 มีเกณฑในการเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมคือ จะเลือกสภาวะท่ีเม่ือนําผลการ

ทดลองมาสรางกราฟมาตรฐานแลวใหคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ และใหความไวในการวิเคราะห

รวมถึงความเท่ียงท่ีดี    
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 4.3.1 ผลการศึกษาปจจัยทางกายภาพ 
 

 4.3.1.1 ผลการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ 

 ในการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการเกิดปฏิกิริยา ใชสารละลาย

มาตรฐานกาบาความเขมขนในชวง 100 – 2000 มิลลิกรัม/ลิตร อุณหภูมิท่ีเลือกใชในข้ันตอนการทํา

อนุพันธท่ีศึกษาไดแก อุณหภูมิหอง 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ไดผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 

4.4 และตาราง 4.1 

 

รูปท่ี 4.4 แสดงผลของการใหอุณหภูมิหอง, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ในข้ันตอนการทํา 

            ปฏิกิริยาอนุพันธตอคาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 4.1 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชอุณหภูมิในการทํา

ปฏิกิริยาอนุพันธท่ีแตกตางกัน 
 

อุณหภูมิ 

 (องศาเซลเซียส) 

สมการเชิงเสนตรง คาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 

(R2) 

room temp  y = 9.00 x 10-5x + 0.068 0.998 

50 y = 2.50 x10-4x  + 0.018 0.996 

60 y = 7.47 x10-4x  + 0.031 0.995 

70 y = 7.64 x10-4x + 0.042 0.866 
 

 จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.4 พบวาความไวในการตรวจวัดเพิ่มข้ึนตาม

อุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนเพราะโมเลกุลสามารถชนกันไดเร็วและแรงข้ึน ปฏิกิริยาจึงเกิดไดดีมากข้ึน

พิจารณาจากความชันของสมการเสนตรงท่ีเพ่ิมข้ึน  แตท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ใหคา
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สัมประสิทธ์ิการตัดสินใจท่ีไมดี (R2) นอยกวา 0.9 เนื่องจากปญหาการเกิดฟองในระบบเอสไอเอ

สงผลใหรบกวนการตรวจวัดทําใหสัญญาณมีความเท่ียงต่ํา จึงเลือกใชอุณหภูมิรองลงมาคือ 60 องศา

เซลเซียส ซ่ึงคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2 = 0.995) และความไวในการตรวจวัดท่ีดี ไมแตกตาง

จากท่ี 70 องศาเซลเซียสเทาใดนัก 

 4.3.1.2 ปริมาตรสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีดูดเขาสูระบบ 

 ทําการศึกษาปริมาตรสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีดูดเขาสูระบบ ท่ีสงผล

ตอความไวในการวิเคราะห โดยปริมาตรท่ีเลือกศึกษาคือ 50, 100 และ 150 ไมโครลิตร ตามลําดับ 

แสดงผลดังรูปท่ี 4.5 และตารางท่ี 4.2 

 

 

 

\ 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.5  แสดงผลของปริมาตรท่ีดูดเขาสูระบบของสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีสงผลตอคาการ 

             ดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 4.2 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชปริมาตรของสารละลาย 

                    มาตรฐานกาบาท่ีดูดเขาสูระบบในการทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีแตกตางกัน 
 

ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน

กาบา (ไมโครลิตร) 

สมการเชิงเสนตรง คาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 

(R2) 

50 y = 1.30 x 10-4 x+ 0.014 0.992 

100 y = 3.11 x 10-4 x+ 0.079 0.995 

150 y = 5.77 x 10-4x + 0.188 0.993 
 

 จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.5 พบวาความไวในการตรวจวัดเพิ่มข้ึนตาม

ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบา พิจารณาจากความชันของสมการเสนตรงท่ีเพ่ิมข้ึน 

เนื่องจากเม่ือปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบาเพิ่มข้ึนสงผลใหจํานวนโมลท่ีเขาทําปฏิกิริยา

อนุพันธกับรีเอเจนต (2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด) มีมากข้ึน ปฏิกิริยาจึงสามารถเกิดไดดีข้ึน        
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จากขอมูลผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาการดูดสารละลายมาตรฐานกาบาเขาสูระบบ         

ท่ีปริมาตร 150 ไมโครลิตร ใหความไวในการตรวจวัดท่ีดีท่ีสุดรวมถึงใหคาสัมประสิทธ์ิการ

ตัดสินใจท่ีดี (R2 = 0.993) จึงเลือกปริมาตรดังกลาวในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 
 

 4.3.1.3 ผลการศึกษาอิทธิพลของเวลาในการใหความรอนของปฏิกิริยาอนุพันธ 

 ทําการศึกษาอิทธิพลของเวลาในการใหความรอนของปฏิกิริยาอนุพันธท่ี

สงผลตอความไวในการวิเคราะห โดยเวลาท่ีเลือกศึกษาคือ 1, 3 และ 5 นาที แสดงผลดังรูปท่ี 4.6 

และตารางท่ี 4.3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.6 แสดงผลของเวลาในการใหความรอนของปฏิกิริยาอนุพันธท่ี 1, 3 และ 5 นาที ซ่ึงสงผลตอ 

            คาการดูดกลืนของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 4.3 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชเวลาในการใหความ

รอนของปฏิกิริยาอนุพันธท่ีแตกตางกัน 
 

เวลาในการใหความรอน 

(นาที) 

สมการเชิงเสนตรง คาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 

(R2) 

1    y = 9.00 x 10-5 x+ 0.163 0.992 

3    y = 1.24 x 10-4 x+ 0.120 0.998 

5    y = 3.76 x 10-4 x+ 0.070 0.998 
  

 จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.6 พบวา ความไวในการตรวจวัดเพิ่มข้ึนตาม

เวลาในการใหความรอนของปฏิกิริยาอนุพันธ พิจารณาความชันของสมการเสนตรงท่ีเพิ่มข้ึน 

เนื่องจากเม่ือเพิ่มเวลาในการใหความรอนแกสารละลายภายในทอทําใหมีเวลาในการผสมของ
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สารละลายแตละชนิดเขาหากันเกิดการปฏิกิริยาอนุพันธไดมากข้ึน ดังนั้นจากขอมูลผลการทดลอง

ดังกลาวแสดงใหเห็นวาการใหความรอนขณะทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ี 5 นาที ใหความไวในการ

ตรวจวัดมากท่ีสุด และใหคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2 = 0.998) จึงเลือกเวลาดังกลาวในการทํา

ปฏิกิริยาอนุพันธ 
 

 4.3.1.4 ผลการศึกษาอิทธิพลความยาวของมิกซิงคอยด 

 ทําการศึกษาอิทธิพลของความยาวของมิกซิงคอยดซ่ึงอยูภายในระบบให

ความรอนแกสารละลายภายในทอท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห โดยใชความยาวมิกซิงคอยด

เปน 100, 200, 300 และ 400 เซนติเมตร แสดงผลดังรูปท่ี 4.7 และตารางท่ี 4.4 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.7 แสดงผลของความยาวของมิกซิงคอยดท่ี 100, 200, 300 และ 400 เซนติเมตร ซ่ึงสงผลตอ 

            คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 4.4 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใหความยาวของ               

มิกซิงคอยดในระบบเอสไอเอสําหรับวิเคราะหหาปริมาณกาบาตางๆ กัน 
 

ความยาวของ 

มิกซิงคอยด 

(เซนติเมตร) 

สมการเชิงเสนตรง คาสัมประสิทธ์ิ

การตัดสินใจ 

(R2) 

อัตราการวิเคราะห 

(ตัวอยาง / ชั่วโมง) 

100 y = 9.50 x 10-4 x- 0.132 0.996 9 

200 y = 1.18 x 10-3 x- 0.0373 0.996 8 

300 y = 1.23 x 10-3 x- 0.005 0.993 7 

400 y = 1.33 x 10-3x + 0.0111 0.994 6 
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 จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.7 พบวาความไวในการตรวจวัดเพิ่มข้ึนเม่ือ

ความยาวของมิกซิงคอยดเพิ่มข้ึน พิจารณาความชันของสมการเสนตรงท่ีเพ่ิมข้ึน เนื่องจากเม่ือความ

ยาวของมิกซิงคอยดเพิ่มข้ึน สงผลใหระยะทางในการผสมของสารละลายภายในทอเกิดไดมากข้ึน 

ปฏิกิริยาอนุพันธจึงเกิดไดดีข้ึน แตอยางไรก็ตามอัตราในการวิเคราะหก็จะต่ําลงตามความยาวของ 

มิกซิงคอยดท่ีเพิ่มข้ึน จึงเลือกใหความยาวมิกซิงคอยดท่ีไมมากเกินไปแตยังคงใหความไวในการ

วิเคราะหท่ีดีคือท่ี 200 เซนติเมตร ท่ีใหความไวในการตรวจวัดและความเปนเสนตรงท่ีดี                

(R2 = 0.993)  

 

 4.3.1.5 ผลการศึกษาอิทธิพลของลําดับในการทําปฏิกิริยา 

 ทําการศึกษาอิทธิพลของลําดับในการทําปฏิกิริยาท่ีสงผลตอความไวใน

การวิเคราะห โดยลําดับท่ีเลือกศึกษา  

1. ลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ non-sandwich ใชลําดับดังนี้สารละลาย

มาตรฐานกาบา 150 ไมโครลิตร บอเรตบัพเฟอร pH 8.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตรและรีเอเจนต   

(2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด) รอยละ6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตามลําดับ 

2. ลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ sandwich ใชรีเอเจนต (2-ไฮดรอก-

ซีแนปทาลดีไฮด) รอยละ 6  (น้ําหนัก/ปริมาตร) 50 ไมโครลิตร สารละลายมาตรฐานกาบาปริมาตร

150 ไมโครลิตร บอเรตบัฟเฟอรพีเอช 8.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และรีเอเจนต  (2-ไฮดรอก-

ซีแนปทาลดีไฮด) รอยละ 6  (น้ําหนัก/ปริมาตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามลําดับไดผลการ

ทดลองดังรูปท่ี 4.8 และตารางท่ี 4.5 
 

 

รูปท่ี 4.8 แสดงผลของลําดับในการทําปฏิกิริยาแบบ sanwich และ non-sanwich ซ่ึงสงผลตอคาการ 

               ดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 4.5 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชลําดับท่ีตางกัน 
 

ลําดับของปฏกิิริยา สมการเชิงเสนตรง คาสัมประสิทธ์ิการ

ตัดสินใจ (R2) 

Std.GABA/ buffer/ HN (non sandwich) y = 1.13 x 10-3 x+ 0.289 0.995 

HN/ Std.GABA/ buffer/ HN (sanwich) y = 1.22 x 10-3 x+ 0.304 0.992 
  

 จากผลการทดลองพบวาจากรูปท่ี 4.8 เ ม่ือใช ลําดับปฏิกิ ริยาแบบ 

sandwich จะใหความไวในการวิเคราะหดีกวาเล็กนอย เนื่องจากมีพื้นท่ีผิวในการทําปฏิกิริยา

อนุพันธระหวาง 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด กับสารละลายมาตรฐานกาบามากกวา เปนผลให

ปฏิกิริยาสามารถเกิดไดดีข้ึน ดังนั้นจากขอมูลผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาลําดับการทํา

ปฏิกิริยาแบบ sandwich ใหความไวในการวิเคราะหท่ีดีกวาและใหความเปนเสนตรงท่ีดี  

(R2 = 0.992) จึงเลือกลําดับดังกลาวในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 
 

 4.3.1.6 ผลการศึกษาอิทธิพลของอัตราการไหล 

 ทําการศึกษาอัตราการไหลของสารละลายภายในทอขณะผลักเขาสู

ระบบตรวจวัดท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห โดยอัตราการไหลท่ีศึกษาคือ 25, 50 และ 100 

ไมโครลิตร/วินาที ตามลําดับ แสดงผลดังรูปท่ี 4.9 และตารางท่ี 4.5 
 

                             
 

รูปท่ี 4.9 แสดงผลของอัตราการไหลของสารละลายภายในทอขณะผลักเขาสูระบบตรวจวัดท่ีสงผล  

               ตอคาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 4.6 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชอัตราการไหลท่ีตางๆกนั 
 

อัตราการไหล 

(ไมโครลิตร / วินาที) 
สมการเชิงเสนตรง 

คาสัมประสิทธ์ิการ

ตัดสินใจ (R2) 

อัตราการวิเคราะห  

(ตัวอยาง / ชั่วโมง) 

25 y = 1.26 x 10-3 x+ 0.069 0.990 7 

50 y = 1.34 x 10-3 x+ 0.261 0.990 9 

100 y = 1.17 x 10-3 x+ 0.673 0.994 11 
  

 จากผลการทดลองพบวา ท่ีอัตราการไหล 50 ไมโครลิตร/วินาที ใหความ

ไวในการวิเคราะหดีท่ีสุดรองลงมาคือ 25 ไมโครลิตร/วินาที และท่ีอัตราการไหลเทากับ 100 แต

อยางไรก็ตามความไวในการวิเคราะหของแตละสภาวะรวมถึงคาความเปนเสนตรงก็ใหผลท่ีดีและมี

คาไมตางกันมากนัก จึงเลือกพิจารณาท่ีอัตราเร็วในการวิเคราะหตัวอยาง ดังนั้นจากขอมูลผลการ

ทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาอัตราการไหลท่ี 100 ไมโครลิตร/วินาที ใหอัตราเร็วในการวิเคราะห

ดีท่ีสุดรวมถึงใหความไวในการวิเคราะหและใหความเปนเสนตรงท่ีดี (R2 = 0.994) จึงเลือกอัตราเร็ว

ดังกลาวในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 
 

 4.3.3 ผลการศึกษาปจจัยทางเคมี 
 

 4.3.3.1 ผลการศึกษาอิทธิพลของพีเอชตอการเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ 

 ในการศึกษาอิทธิพลของพีเอชตอการเกิดปฏิกิริยา ใชสารละลาย

มาตรฐานกาบาความเขมขนในชวง 100 – 3000 มิลลิกรัม/ลิตร ทําปฏิกิริยาอนุพันธกับ 2-ไฮดรอก

ซีแนปทาลดีไฮดรอยละ 6 (น้ําหนัก/ปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยพีเอชของบอเรต

บัพเฟอรในข้ันตอนการทําอนุพันธท่ีศึกษาไดแก พีเอช 8, 9 และ 10 ไดผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 

4.10 และตารางท่ี 4.7 
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รูปท่ี 4.10 แสดงผลของพีเอช 8, 9 และ 10 ในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนพุันธตอคาการดูดกลืนแสง 

               ของสารอนุพันธของกาบา ตามลําดับ 
 

ตารางท่ี 4.7 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ เม่ือใชพีเอชของการเกิดปฏิ- 

      กิริยาอนุพนัธท่ีตางๆกัน 
                     

พีเอช สมการเชิงเสนตรง คาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 

(R2) 

8.0 y = 3.11 x 10-4 x+ 0.072 0.996 

9.0 y = 1.85 x 10-4 x+ 0.210 0.992 

10.0 y = 0.76 x 10-6 x+ 0.079 0.180 
 

 จากผลการทดลองพบวาจากรูปท่ี 4.10 ความไวในการตรวจวัดลดลงเม่ือ

คาพีเอชของบอเรตบัพเฟอรท่ีเพิ่มข้ึน พิจารณาจากความชันของสมการเสนตรงท่ีลดลงและท่ีพีเอช 

10 แทบจะไมเห็นความแตกตางของคาการดูดกลืนแสงจากสารอนุพันธของกาบาท่ีความเขมขน

ตางๆ กัน จากขอมูลผลการทดลองดังกลาว แสดงใหเห็นวาท่ีพีเอช 8 หมูอะมิโนสามารถเขาทํา

ปฏิกิริยากับหมูแอลดีไฮดในโครงสรางของรีเอเจนตไดดีเนื่องจากเปนสภาวะท่ีทําใหเกิดกรดชวย

ในการเรงปฏิกิริยา โดยพิจารณาจากความไวในการตรวจวัด และความเปนเสนตรงท่ีดี (R2 = 0.996) 

จึงเลือกบอเรตบัพเฟอรท่ีพีเอช 8 ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 
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 4.3.3.2 ผลการศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของรีเอเจนต (2-ไฮดรอกซีแนปทาลดี

ไฮด) ตอการเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ 

 ทําการศึกษาความเขมขนของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ท่ีสงผลตอ

ความไวในการวิเคราะห โดยความเขมขนของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮดท่ีเลือกศึกษาคือรอยละ 

0.3, 3, 6 และ 7.5 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) ตามลําดับ แสดงผลดังรูปท่ี 4.11 และตารางท่ี 4.8 
 

                
 

รูปท่ี 4.11 แสดงผลของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ความเขมขนรอยละ 0.3, 3, 6 และ 7.5   

                (น้ําหนัก/ปริมาตร) ในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธตอคาการดูดกลืนแสงของสาร  

                อนุพันธของกาบา ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี 4.8 สรุปสมการเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจเม่ือใชความเขมขนของ 2-    

ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮดตางๆกัน 
 

รอยละความเขมขนของ              

2- ไฮดรอกซีแนปทาลดไีฮด 

(น้ําหนัก/ ปริมาตร) 

สมการเชิงเสนตรง คาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 

(R2) 

0.3 y = 1.56 x 10-4 x+ 0.216 0.773 

3 y = 1.88 x 10-4 x+ 0.344 0.551 

6 y = 3.27 x 10-4 x+ 0.246 0.998 

7.5 y = 3.24 x 10-4 x+ 0.699 0.997 
   

 จากผลการทดลองพบวาความเขมขนของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด 

รอยละ 0.3 และ 3 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมข้ึนในชวงความเขมขนของ

สารละลายมาตรฐานกาบาตางๆ และเร่ิมคงท่ีเม่ือสารละลายมาตรฐานกาบาเพ่ิมสูงข้ึนเนื่องมากจาก
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มีปริมาณโมลของสารละลายรีเอเจนตท่ีใชในการทําปฏิกิริยาไมเพียงพอตอการทําปฏิกิริยาอนุพันธ

กับสารละลายมาตรฐานกาบา แตท่ีความเขนขนรอยละ 6 และ 7.5 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) โมลของ 2-

ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด เพียงพอตอการทําปฏิกิริยาจึงใหคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจและความไว

ในการตรวจวัดท่ีดีและใกลเคียงกันมากจึงเลือกใช 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ท่ีความเขมขนรอย

ละ 6 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) เพราะใชสารเคมีดังกลาวปริมาณนอยกวา ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ  

 จากท่ีไดศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมดังกลาวมาแลวขางตน สามารถสรุปผล

การศึกษาไดดังตารางท่ี 4.9 

 

ตารางท่ี 4.9 สรุปการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบ        

                    ซีเควนเชียล อินเจคชัน 
 

ปจจัยท่ีศึกษา ชนิด / ชวงท่ีศึกษา คาท่ีเลือก 

อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา

อนุพันธ 

40 -70 องศาเซลเซียส 60 องศาเซลเซียส 

ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน

กาบา 

50 -150 ไมโครลิตร 150 ไมโครลิตร 

เวลาในการทําปฏิกิริยาอนุพนัธ 1 – 5 นาที 5 นาที 

ความยาวมิกซิงคอยด 100 – 400 เซนติเมตร 200 เซนติเมตร 

ลําดับการทําปฏิกิริยา 1. Std.GABA/ buffer/ HN HN/ Std.GABA/ buffer/ HN 

 2. HN/ Std.GABA/ buffer/ HN  

อัตราการไหล                25 – 100 ไมโครลิตร/วินาที 100 ไมโครลิตร/วินาที 

พีเอชของบัฟเฟอร 8.0 – 10.0 8.0 

ความเขมขนของ 2-ไฮดรอก

ซีแนปทาลดีไฮด 

รอยละ 0.3 – 7.5 น้ําหนกั/ 

ปริมาตร 

รอยละ 6 น้ําหนัก/ ปริมาตร 
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4.4 กราฟมาตรฐานที่ไดจากสภาวะที่เหมาะสม 
 

 เม่ือไดสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบซีเควนเชียล- 

อินเจคชันอะนาไลซิสแลว จึงไดทําการสรางมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหปริมาณกาบา แสดง

ตัวอยางลักษณะสัญณาณและกราฟมาตรฐาน ดังรูปท่ี 4. 12 และ 4.13 ตามลําดับ 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 4. 12 แสดงสัญญาณท่ีไดจากการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานกาบาความเขมขน 300 – 2000  

  มิลลิกรัม/ลิตร  

 

รูปท่ี 4. 13 กราฟมาตรฐานของสารละลายกาบา ชวงความเขมขน 300 – 2000 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

  จากการศึกษาพบวาระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาไลซิสท่ีไดพัฒนาข้ึนสามารถ  

วิเคราะหปริมาณกาบาไดในชวง 300 – 2000 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมีสมการเสนตรงตามความสัมพันธ

เปน Abs = 2.21 x 10-3 [GABA] - 0.0418 และมีคาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2 = 0.999) 
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4.5 ประเมินคุณลักษณะเดนของวิธีวิเคราะห 
 

 4.5.1 ความแมนของวิธีวิเคราะห 

 ในการหาความแมนของวิธีวิเคราะหจะประเมินจากคารอยละของการวิเคราะห

คืนกลับ โดยทําการวิเคราะหตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดเม็ด จากนั้นคํานวณหาความเขมขน

ของตัวอยางท่ีมีการเติมสารละลายมาตรฐาน และคารอยละของการวิเคราะหคืนกลับ ซ่ึงแสดงใน

ตารางท่ี 4.10 

 

ตารางท่ี 4.10 ผลการคํานวณหาคารอยละของการวิเคราะหคืนกลับ สําหรับการวิเคราะหปริมาณ    

กาบา 
 

 

ตัวอยาง 

 

ชนิดตัวอยาง 

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกาบา 

(มิลลิกรัม/เม็ด) 

รอยละของ 

การวิเคราะหคืนกลับ 

 ท่ีมีอยูเดิม ท่ีเติมลงไป ท่ีตรวจพบ 

1 เม็ด 107.39 203.00 303.47±0.0013 96.59 

2 เม็ด 107.53 203.00 312.01±0.0083 100.73 

3 เม็ด 110.22 203.00 307.99±0.0103 97.42 

4 เม็ด 110.42 203.00 305.49±0.0042 96.09 

5 เม็ด 111.34 203.00 302.73±0.0018 94.28 

6 แคปซูล 502.78 203.00 709.41±0.0004 101.79 

7 แคปซูล 511.40 203.00 728.30±0.0080 106.84 

8 แคปซูล 488.31 203.00 683.56±0.0010 96.18 

9 แคปซูล 505.94 203.00 704.88±0.0100 98.00 

10 แคปซูล 504.92 203.00 701.15±0.0020 96.66 

11 แคปซูล 504.45 203.00 708.48±0.0001 100.51 

 

 จากตารางท่ี 4.10 จะเห็นไดวาการวิเคราะหปริมาณกาบามีรอยละคาคืนกลับอยูในชวง

รอยละ 94.28 - 106.84 นั่นคือ วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนนี้ ไมถูกรบกวนจากองคประกอบภายใน

ตัวอยาง จึงถือไดวาวิธีวิเคราะหนี้มีความแมนสูง 
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 4.5.2 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห 

 ในการหาความเท่ียงของวิธี จะพิจารณาจากคารอยละของสวนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ โดยทําการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานกาบา ท่ีความเขมขน 300 มิลลิกรัม/ลิตร 

ซํ้าๆ เปนจํานวน 10 คร้ัง จากนั้นหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวาคารอยละของสวน

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธมีคาเทากับ 0.17 จึงถือไดวาวิธีนี้มีความเท่ียงท่ีสูง 

 4.5.3 ขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัด (Limit of detection, LOD) และ ขีดจํากัดต่ําสุดใน

การวิเคราะหเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ) 

    ในสวนนี้เปนการหาขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัดและขีดจํากัดต่ําสุดในการ

วิเคราะห ของวิธีซ่ึงคํานวณไดตามสูตรดังนี้ 

  

LOD = yB+3SB  
 

LOQ = yB+10SB 

 

เม่ือ yB คือ จุดตัดแกน y 

 

    SB คือ  

 คือ คาจริงท่ีอานไดจากเคร่ืองมือ 

 คือ คาท่ีไดจากแทนคา x ลงในสมการเสนตรง 

n คือ จํานวนขอมูล 
 

 เม่ือแทนคาท่ีวิเคราะหไดลงในสมการจะได LOD เทากับ 80.79 และ LOQ 

เทากับ 307.13 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ  
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 จากท่ีไดคุณลักษณะเดนของวิธีวิเคราะหดังกลาวมาแลวขางตน สามารถสรุปผล

การศึกษาไดดังตารางท่ี 4.11 

 

ตารางท่ี 4.11 สรุปคุณลักษณะเดนของวิธีวิเคราะหในการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบซี 

                     เควนเชียลอินเจคชัน 
 

คุณลักษณะเดน คาท่ีได 

ชวงความเปนเสนตรง (มิลลิกรัม/ลิตร) 300 - 2000 

สมการเชิงเสนตรง Abs = 2.21 x 10-3 [GABA] - 0.0418 

คาสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) 0.999 

รอยละของการคืนกลับ (% recovery) 94.28 - 106.84 

ความเท่ียง (% RSD) n = 10 0.17 

ขีดจํากัดต่าํสุดในการตรวจวดั (มิลลิกรัม/ลิตร) 80.79 

ขีดจํากัดต่าํสุดในการวิเคราะห (มิลลิกรัม/ลิตร) 307.13 

อัตราการวิเคราะห(ตัวอยาง/ช่ัวโมง) 11 
  

 

4.6 ตรวจสอบความใชไดของวิธีที่พัฒนาขึ้นกับการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัย

เทคนิคการทําอนุพันธแบบไมตอเนื่อง 
 

 ทําการตรวจวัดปริมาณกาบาในผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดเม็ด ท่ีมีการเติมสารละลาย

มาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนตางๆลงไป และเปรียบเทียบผลการวิเคราะหท่ีได จากวิธีท่ีพัฒนาข้ึน 

และเทคนิคการทําอนุพันธแบบไมตอเนื่อง ดวยวิธีการทางสถิติ  ผลการวิเคราะหและการ

เปรียบเทียบผลวิเคราะหดวยวิธีการทางสถิติแสดงผลดังตารางท่ี 4.12 
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ตารางท่ี 4.12 ผลการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนและเทคนิค การทําอนุพันธแบบ 

                  ไมตอเนื่อง 

 

 

ตัวอยาง 

 

ชนิดตัวอยาง 

ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกาบา 

(มิลลิกรัม/เม็ด) 

 ระบุขางฉลาก การทําอนุพันธแบบไม

ตอเนื่อง 

งานวิจยันี ้

1 เม็ด 20 20.90 ± 0.0006 21.48 ± 0.0033 

2 เม็ด 20 21.20 ± 0.0001 21.51 ± 0.0006 

3 เม็ด 20 21.30 ± 0.0001 22.04 ± 0.0047 

4 เม็ด 20 21.45 ± 0.0007 22.08 ± 0.0025 

5 เม็ด 20 21.40 ± 0.0002 22.27 ± 0.0059 

6 แคปซูล 500 501.00 ± 0.0051 502.78 ± 0.0010 

7 แคปซูล 500 502.00 ± 0.0001 511.40 ± 0.0020 

8 แคปซูล 500 501.00 ± 0.0009 488.31 ± 0.0005 

9 แคปซูล 750 757.00 ± 0.0001 758.91 ± 0.0050 

10 แคปซูล 750 758.00 ± 0.0002 757.38 ± 0.0040 

11 แคปซูล 750 755.00 ± 0.0003 756.67 ± 0.0010 
  

 จากผลการวิเคราะหและการเปรียบเทียบผลดวยวิธีการทางสถิติพบวา การวิเคราะหท้ัง 

2 วิธีใหผลท่ีไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 % ( tstat= 0.27  <  tcritical= 2.23 ) 

จึงสามารถสรุปไดวาวิธีท่ีพฒันาข้ึนนี้มีความแมนสูงและสามารถนําไปประยุกตใชในการวิเคราะห

ปริมาณกาบาในผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดตางๆ ได 
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บทที่ 5 

สรุปผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

5.1 สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 5.1.1 ในงานวิจัยนี้ไดพัฒนาเทคนิคในการตรวจวัดปริมาณกาบาในตัวอยางผลิตภัณฑ

เสริมอาหารชนิดเม็ดและชนิดแคปซูล โดยอาศัยเทคนิคสเปกโตรเมทรีรวมกับระบบซีเควนเชียล 

อินเจคชันอะนาไลซิส และตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีเพิ่มข้ึนของสารอนุพันธระหวางสารละลาย

มาตรฐานกาบากับ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด พบวาไดสภาวะท่ีเหมาะสมดังตอไปนี้ 
 

 (1) อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 60 องศาเซลเซียส 

 (2) พีเอชของบัฟเฟอร 8.0 

 (3) ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบา 150 ไมโครลิตร 

 (4) ความเขมขนของ 2 –ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด รอยละ 6 น้ําหนัก/ ปริมาตร 

 (5) เวลาในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 5 นาที 

 (6) ความยาวมิกซิงคอยด 200 เซนติเมตร 

 (7) ลําดับการทําปฏิกิริยา Sandwich 

 (8) อัตราการไหลท่ีใชผลักเขาสูเคร่ืองตรวจวัด 100 ไมโครลิตร/วินาที 
 

 5.1.2 ผลจากการประเมินคุณลักษณะเดนของวิธี เปนดังนี้ 

 (1) ชวงความเปนเสนตรง เทากับ 300-2000 มิลลิกรัม/ลิตร ของกาบา 

 (2) สมการเชิงเสนตรงตามความสัมพันธ Abs = 2.21 x 10-3 [GABA] - 0.0418  

 (3) สัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) เทากับ 0.999 

 (4) คารอยละของการวิเคราะหคืนกลับอยูในชวง 94.28 – 106.84 

 (5) สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธรอยละ 0.17 เม่ือศึกษาดวยสารละลาย

มาตรฐานกาบาความเขมขน 300 มิลลิกรัม/ลิตร 

 (6) ขีดจํากัดตํ่าสุดในการตรวจวัดเทากับ 80.79 และ ขีดจํากัดในการวิเคราะห 

เทากับ 307.13 มิลลิกรัม/ลิตรตามลําดับ 

 (7) อัตราการวิเคราะห เทากับ 11 ตัวอยาง/ช่ัวโมง 
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 5.1.3 เม่ือพัฒนาวิธีไดแลว จึงนําไปประยุกตใชในการตรวจวัดปริมาณกาบาในตัวอยาง

ผลิตภัณฑเสริมอาหารชนิดเม็ด พบวาสามารถนําไปประยุกตใชในการวิเคราะหปริมาณกาบาได

อยางมีประสิทธิภาพ 

  

5.2 ขอเสนอแนะ 
 

ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ  จําเปนตองใชอุณหภูมิสูงท่ี 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที 

อาจเกิดเปนฟองอากาศข้ึนภายในระบบ สงผลใหรบกวนการตรวจวัด การเพิ่มความดันภายในระบบ 

และบริเวณปลายทอท่ีปลอยสารออกจากระบบสามารถชวยลดปญหาดังกลาวได 
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ภาคผนวก ก 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการทดลอง 

 

1.  การศึกษาปจจัยทางกายภาพ 
 

1.1 ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ  

        ทําการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิในข้ันตอนการทําอนุพันธท่ีสงผลตอความไวในการ

วิเคราะห โดยเลือกศึกษาท่ีอุณหภูมิหอง 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
 

 
 

รูปท่ี ก.1 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดสารอนุพนัธกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิหอง 
 

ตารางท่ี ก.1 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ี

อุณหภูมิหอง 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 0.8004 0 0.8121 0.015 1.955 

  0.8302    

 0.8058     

100 0.8956 0.0836 0.0800 0.005 3.56 

 0.8860 0.0740 

 0.8945 0.0825 

500 0.9229 0.1109 0.1119 0.001 0.94 

 0.9238 0.1118    

 0.9250 0.1130    
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ตารางท่ี ก.1 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ี

อุณหภูมิหอง (ตอ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ก.1 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ  

50 องศาเซลเซียส 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conc (ppm) abs corr avg SD %RSD 

1000 0.9686 0.1566 0.1671 0.013 2.70 

 0.9957 0.1837    

 0.9730 0.1610    

1700 1.0111 0.1991 0.2207 0.019 8.63 

 1.0472 0.2352    

 1.0396 0.2276    

3000 1.1513 0.3393 0.3491 0.011 3.28 

 1.1737 0.3617    

 1.1583 0.3463    
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ตารางท่ี ก.1 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหอุณหภูมิขณะทําปฏิกิริยา

อนุพันธเทากับ 50 องศาเซลเซียส 
 

 

Conc. (ppm) abs avg corr SD %RSD 

blank 1.4103 1.396 0 0.014 0.97 

 

1.3937 

    

 

1.3835 

    50 1.3965 1.405 0.0096 0.008 0.57 

 

1.4079 

    

 

1.4118 

    100 1.4246 1.431 0.0355 0.008 0.57 

 

1.4292 

    

 

1.4403 

    300 1.4562 1.479 0.0832 0.029 1.99 

 

1.4687 

    

 

1.5122 

    400 1.5179 1.536 0.1397 0.022 1.45 

 

1.5281 

    

 

1.5606 

    500 1.6327 1.635 0.2390 0.017 1.05 

 

1.6189 

    

 

1.6531 
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รูปท่ี ก.1 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ  

60 องศาเซลเซียส 
 

ตารางท่ี ก.1 (ค) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหอุณหภูมิขณะทําปฏิกิริยา

อนุพันธเทากับ 60 องศาเซลเซียส 

 

Conc. (ppm) abs avg corr SD %RSD 

blank 1.5780 1.6039 0 0.025 1.54 

 
1.6270 

    

 
1.6067 

    
100  1.7090 1.7296 0.1257 0.033 1.88 

 
1.7128 

    

 
1.7671 

    
500  1.8156 1.8741 0.2702 0.053 2.84 

 
1.9198 

    

 
1.8870 

    
700  1.9490 2.0140 0.4101 0.083 4.10 

 
1.9860 

    

 
2.1070 

    
1000  2.1248 2.1532 0.5493 0.047 2.19 

 
2.1271 

    

 
2.2077 

    
2000  2.7152 2.3136 0.7097 0.002 0.09 

 
2.7144 

    

 
2.7112 

    



66 
 

 

 

 
 

รูปท่ี ก.1 (ง) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 

 70 องศาเซลเซียส 
 

ตารางท่ี ก.1 (ง) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหอุณหภูมิขณะทําปฏิกิริยา

อนุพันธเทากับ 70 องศาเซลเซียส 
 

Conc. (ppm) abs avg corr SD %RSD 

blank 1.1687 1.1900 0 0.016 1.38 

 
1.1997 

    

 
1.1932 

    
100  1.4269 1.4200 0.23 0.018 1.24 

 
1.4043 

    

 
1.4392 

    
500  1.8250 2.1600 0.97 0.289 13.39 

 
2.2897 

    

 
2.354 

    
1000  2.5192 2.6200 1.43 0.109 4.14 

 
2.6175 

    

 
2.7362 

    
2000  2.9200 2.9800 1.79 0.105 3.52 

 
3.1044 

    

 
2.9243 
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 1.2 ศึกษาอิทธิพลของปริมาตรสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีใชในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ    

  ทําการศึกษาอิทธิพลสําหรับปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบาในข้ันตอนการทํา

ปฏิกิริยาอนุพันธท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห โดยมีปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบาท่ี

เลือกศึกษาคือ 50, 100 และ 150 ไมโครลิตร  

 
 

 

รูปท่ี ก.2 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 

ท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากับ 50 ไมโครลิตร 
 

ตารางท่ี ก.2 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลาย

มาตรฐานท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากับ 50 ไมโครลิตร  
 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD % RSD 

blank 0.4882 0 0.4870 0.001 0.20 

 
0.4867 

    

 
0.4863 

    
100 0.4929 0.0060 0.0062 0.002 3.04 

 
0.4910 0.0040 

   

 
0.4957 0.0090 

   
500 0.5360 0.0490 0.0493 0.001 2.72 

 
0.5378 0.0510 

   

 
0.5351 0.0480 

   
1000 0.6051 0.1180 0.1192 0.002 1.63 

 
0.6051 0.1180 

   

 
0.6085 0.1210 
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ตารางท่ี ก.2 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลาย

มาตรฐานท่ีดูดเขาสูระบบเพือ่เขาทําปฏิกิริยาเทากับ 50 ไมโครลิตร (ตอ) 

Conc. (ppm) abs corr avg SD % RSD 

2000 0.7151 0.2280 0.2234 0.007 3.06 

 
0.7025 0.2160 

   

 
0.7136 0.2270 

   
3000 0.8794 0.3920 0.3886 0.004 1.05 

 
0.8763 0.3890 

   

 
0.8713 0.3840 

   
 

 

 
 

รูปท่ี ก.2 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน

ท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากับ 100 ไมโครลิตร 
 

ตารางท่ี ก.2 (ข) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลาย

มาตรฐานท่ีดูดเขาสูระบบเพือ่เขาทําปฏิกิริยาเทากับ 100 ไมโครลิตร 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

0 1.1110 0 1.0797 0.028 2.60 

 
1.0568 

    

 
1.0713 

    
100 1.2195 0.1398 0.1363 0.006 4.28 

 
1.2193 0.1396 

   

 
1.2093 0.1296 
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ตารางท่ี ก.2 (ข) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลาย

มาตรฐานท่ีดูดเขาสูระบบเพือ่เขาทําปฏิกิริยาเทากับ 100 ไมโครลิตร (ตอ) 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

500 1.3113 0.2316 0.2590 0.024 9.17 

 
1.3524 0.2727 

   

 
1.3524 0.2727 

   
1000 1.5192 0.4395 0.3996 0.035 8.65 

 
1.4597 0.3800 

   

 
1.4590 0.3793 

   
2000 1.7454 0.6657 0.6638 0.002 0.32 

 
1.7412 0.6615 

   

 
1.7441 0.6644 

   
3000 2.1155 1.0358 1.0296 0.005 0.52 

 
2.1071 1.0273 

   

 
2.1054 1.0257 

   
 

 

 
 

 

รูปท่ี ก.2 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน

ท่ีดูดเขาสูระบบเพื่อเขาทําปฏิกิริยาเทากับ 150 ไมโครลิตร 
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ตารางท่ี ก.2 (ค) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหปริมาตรของสารละลาย

มาตรฐานท่ีดูดเขาสูระบบเพือ่เขาทําปฏิกิริยาเทากับ 150 ไมโครลิตร 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD % RSD 

blank 0.8295 0 0.824 0.005 0.62 

 
0.8200 

    

 
0.8215 

    
100 1.0885 0.264 0.2666 0.008 2.90 

 
1.0841 0.260 

   

 
1.0992 0.275 

   
500 1.2697 0.446 0.4427 0.003 0.75 

 
1.2672 0.443 

   

 
1.2631 0.439 

   
1000 1.5812 0.757 0.7317 0.022 3.05 

 
1.5458 0.722 

   

 
1.5400 0.716 

   
2000 2.2622 1.438 1.4381 0.001 0.08 

 
2.2610 1.437 

   

 
2.2632 1.439 

   
3000 2.7537 1.930 1.8736 0.049 2.60 

 
2.6730 1.849 

   

 
2.6662 1.842 

   
 

 1.3 ศึกษาอิทธิพลของเวลาในการใหความรอน  

 ทําการศึกษาอิทธิพลของเวลาในการใหความรอนในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ี

สงผลตอความไวในการวเิคราะห โดยใชปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบาเทากบั 150 

ไมโครลิตร และเวลาท่ีเลือกศึกษาคือ 1, 3 และ 5 นาที 
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รูปท่ี ก.3 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา

ปฏิกิริยาอนุพนัธเปนเวลา 1 นาที 

 

ตารางท่ี ก.3 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา

ปฏิกิริยาอนุพนัธเปนเวลา 1 นาที 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.4330 0 1.4234 0.008 0.58 

 
1.4190 

   

 
1.4183 

   
100 1.5972 0.1738 0.1728 0.001 0.55 

 
1.5953 0.1719 

   

 
1.5963 0.1729 

   
500 1.6116 0.1882 0.1889 0.002 0.96 

 
1.6144 0.1910 

   

 
1.6110 0.1876 

   
1000 1.6553 0.2319 0.2310 0.004 1.73 

 
1.6500 0.2266 

   

 
1.6579 0.2345 

   
2000 1.7242 0.3008 0.3006 0.001 0.43 

 
1.7226 0.2992 

   

 
1.7251 0.3017 

   
3000 1.8069 0.3835 0.3837 0.002 0.60 

 
1.8049 0.3815 

   

 
1.8095 0.3861 
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รูปท่ี ก.3 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา

ปฏิกิริยาอนุพนัธเปนเวลา 3 นาที 
 

ตารางท่ี ก.3 (ข) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา

ปฏิกิริยาอนุพนัธเปนเวลา 3 นาที 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.4330 0 1.4234 0.008 0.58 

 
1.4190 

   

 
1.4183 

   
100 1.5913 0.1679 0.1683 0.000 0.28 

 
1.5916 0.1682 

   

 
1.5922 0.1688 

   
500 1.6059 0.1825 0.1820 0.001 0.56 

 
1.6060 0.1826 

   

 
1.6042 0.1808 

   
1000 1.6760 0.2526 0.2523 0.001 0.26 

 
1.6761 0.2527 

   

 
1.6749 0.2515 

   
2000 1.7859 0.3625 0.3602 0.002 0.60 

 
1.7816 0.3582 

   

 
1.7832 0.3598 

   
3000 1.9169 0.4935 0.4935 0.002 0.47 

 
1.9146 0.4912 

   

 
1.9192 0.4958 
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รูปท่ี ก.3 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา

ปฏิกิริยาอนุพนัธเปนเวลา 5 นาที 
 

ตารางท่ี ก.3 (ค) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใหความรอนในข้ันตอนการทํา

ปฏิกิริยาอนุพนัธเปนเวลา 5 นาที 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.4330 0 1.4234 0.008 0.58 

 
1.4190 

   

 
1.4183 

   
100 1.6024 0.1790 0.1794 0.002 0.99 

 
1.6012 0.1778 

   

 
1.6047 0.1813 

   
500 1.7142 0.2908 0.2913 0.001 0.31 

 
1.7157 0.2923 

   

 
1.7141 0.2907 

   
1000 1.9121 0.4887 0.4915 0.003 0.53 

 
1.9154 0.4920 

   

 
1.9172 0.4938 

   
2000 2.2901 0.8667 0.8676 0.002 0.21 

 
2.2899 0.8665 

   

 
2.2931 0.8697 

   
3000 2.6300 1.2066 1.2071 0.002 0.15 

 
2.6291 1.2057 

   

 
2.6325 1.2091 
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1.4ศึกษาอิทธิพลของความยาวมิกซิงคอยด  

 ทําการศึกษาอิทธิพลของความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนุพันธ

ท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห ใชปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบาเทากับ 150 

ไมโครลิตรและความยาวท่ีเลือกศึกษาคือ 100, 200, 300 และ 400 เซนติเมตร 

 

 
 

 

รูปท่ี ก.4 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอน

การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 100 เซนติเมตร 

 

ตารางท่ี ก.4 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน

ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 100 เซนติเมตร 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.6150 0 

 

 

1.6271 0.011 0.70 

 
1.6290 

   

 
1.6374 

   
100 2.0157 0.3886 0.3916 0.006 1.42 

 
2.0152 0.3881 

   

 
2.0251 0.3980 

   
300 2.1742 0.5471 0.5564 0.015 2.63 

 
2.2004 0.5733 

   

 
2.1761 0.5490 

   
500 2.3414 0.7143 0.7061 0.007 1.04 

 
2.3275 0.7004 

   

 
2.3306 0.7035 
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ตารางท่ี ก.4 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน

ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 100 เซนติเมตร (ตอ) 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

700 2.4595 0.8324 0.8190 0.012 1.52 

 
2.4351 0.8080 

   

 
2.4436 0.8165 

   
1000 2.5907 0.9636 0.9652 0.003 0.27 

 
2.5909 0.9638 

   

 
2.5952 0.9681 

   
2000 3.1752 1.5481 1.5485 0.002 0.10 

 
3.1773 1.5502 

   

 
3.1743 1.5472 

   
 

 

 
 

รูปท่ี ก.4 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอน

การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากบั 200 เซนติเมตร 
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ตารางท่ี ก.4 (ข) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน

ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 200 เซนติเมตร 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.1017 0 

 

1.1477 0.043 3.76 

 
1.1872 

   

 
1.1541 

   
100 1.1872 0.0395 0.037 0.003 8.60 

 
1.1854 0.0377 

   

 
1.1811 0.0334 

   
300 1.5183 0.3706 0.363 0.007 1.88 

 
1.5058 0.3581 

   

 
1.5073 0.3596 

   
500 1.7087 0.5610 0.618 0.049 7.97 

 
1.7925 0.6448 

   

 
1.7953 0.6476 

   
700 1.9008 0.7531 0.755 0.003 0.39 

 
1.9059 0.7582 

   

 
1.9008 0.7531 

   
1000 2.2095 1.0618 1.058 0.003 0.32 

 
2.2032 1.0555 

   

 
2.2043 1.0566 

   
2000 3.5100 2.3623 2.356 0.005 0.22 

 
3.5010 2.3533 

   

 
3.5007 2.3530 
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รูปท่ี ก.4 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอน

การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากบั 300 เซนติเมตร 
 

ตารางท่ี ก.4 (ค) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน

ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 300 เซนติเมตร 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 0.7489 0 0.7452 0.004 0.49 

 
0.7452 

   

 
0.7415 

   
100 0.8469 0.1017 0.1021 0.0007 0.67 

 
0.8481 0.1029 

   

 
0.8470 0.1018 

   
300 1.1702 0.4250 0.4269 0.002 0.43 

 
1.1738 0.4286 

   

 
1.1724 0.4272 

   
500 1.3545 0.6093 0.6220 0.025 3.95 

 
1.3515 0.6063 

   

 
1.3955 0.6503 

   
700 1.6275 0.8823 0.8810 0.001 0.13 

 
1.6252 0.8800 

   

 
1.6259 0.8807 
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ตารางท่ี ก.4 (ค) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน

ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 300 เซนติเมตร (ตอ) 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

1000 1.9176 1.1724 1.1711 0.003 0.28 

 
1.9125 1.1673 

   

 
1.9188 1.1736 

   
2000 3.3232 2.5780 2.5772 0.001 0.03 

 
3.3215 2.5763 

   

 
3.3225 2.5773 

   
 

 

 
 

รูปท่ี ก.4 (ง) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดในข้ันตอน

การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากบั 400 เซนติเมตร 
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ตารางท่ี ก.4 (ง) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความยาวมิกซิงคอยดใน

ข้ันตอนการทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 400 เซนติเมตร 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 0.5485 0 0.5487 0.001 0.10 

 
0.5493 

   

 
0.5483 

   
100 0.6398 0.0911 0.0905 0.0009 0.96 

 
0.6382 0.0895 

   

 
0.6395 0.0908 

   
300 0.9577 0.4090 0.4050 0.004 0.92 

 
0.9503 0.4016 

   

 
0.9532 0.4045 

   
500 1.1912 0.6425 0.6457 0.004 0.65 

 
1.1992 0.6505 

   

 
1.1929 0.6442 

   
700 1.5623 1.0136 1.0139 0.0003 0.03 

 
1.5630 1.0143 

   

 
1.5625 1.0138 

   
1000 1.9586 1.4099 1.4070 0.003 0.19 

 
1.9551 1.4064 

   

 
1.9533 1.4046 

   
2000 3.1757 2.6270 2.6268 0.0003 0.01 

 
3.1755 2.6268 

   

 
3.1752 2.6265 

      

1.5 ศึกษาอิทธิพลของลําดับในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ 

  ทําการศึกษาอิทธิพลของลําดับในการทําปฏิกิริยาอนุพันธท่ีสงผลตอความไวในการ

วิเคราะห โดยใชมิกซิงคอยดความยาว 200 เซนติเมตร และลําดับในการทําปฏิกิริยาท่ีเลือกศึกษาคือ

  1. ลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ non-sandwich  

       2. ลําดับการทําปฏิกิริยาแบบ sandwich  
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รูปท่ี ก.5 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชลําดบัในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ

แบบ non-sandwich 
 

ตารางท่ี ก.5 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชลําดับในการทําปฏิกิริยา

อนุพันธแบบ non-sandwich 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.1002 0 1.1037 0.004 0.40 

 
1.1022 

   

 
1.1087 

   
100 1.4415 0.3378 0.338 0.001 0.23 

 
1.4418 0.3381 

   

 
1.4429 0.3392 

   
300 1.6963 0.5926 0.592 0.001 0.18 

 
1.6952 0.5915 

   

 
1.6941 0.5904 

   
500 2.0165 0.9128 0.910 0.003 0.36 

 
2.0100 0.9063 

   

 
2.0140 0.9103 
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ตารางท่ี ก.5 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชลําดับในการทําปฏิกิริยา

อนุพันธแบบ non-sandwich (ตอ) 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

700 2.2512 1.1475 1.148 0.001 0.06 

 
2.2518 1.1481 

   

 
2.2525 1.1488 

   
1000 2.5230 1.4193 1.419 0.000 0.01 

 
2.5233 1.4196 

   

 
2.5233 1.4196 

   
2000 3.6131 2.5094 2.511 0.001 0.05 

 
3.6144 2.5107 

   

 
3.6157 2.5120 

   
 

 

 

รูปท่ี ก.5 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชลําดบัในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ

แบบ sandwich 
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ตารางท่ี ก.5 (ข) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชลําดับในการทําปฏิกิริยา

อนุพันธแบบ sandwich 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.0109 0 1.0220 0.010 1.01 

 
1.0237 

   

 
1.0312 

   
100 1.3399 0.3179 0.3200 0.003 0.89 

 
1.3454 0.3234 

   

 
1.3412 0.3192 

   
300 1.6758 0.6538 0.6510 0.003 0.53 

 
1.6730 0.6510 

   

 
1.6690 0.6470 

   
500 2.0035 0.9815 0.9810 0.000 0.03 

 
2.0036 0.9816 

   

 
2.0031 0.9811 

   
700 2.2655 1.2435 1.2440 0.003 0.25 

 
2.2631 1.2411 

   

 
2.2692 1.2472 

   
1000 2.5832 1.5612 1.5600 0.001 0.06 

 
2.5815 1.5595 

   

 
2.5817 1.5597 

   
2000 3.7216 2.6996 2.7000 0.000 0.01 

 
3.7212 2.6992 

   

 
3.7220 2.7000 

   
 

 1.6 ศึกษาอิทธิพลของอัตราการไหล 

 ทําการศึกษาอิทธิพลของอัตราการไหลของสารในขณะเขาสูระบบตรวจวัดท่ี

สงผลตอความไวในการวิเคราะห  โดยใชปริมาตรของสารละลายมาตรฐานกาบาในการทําปฏิกิริยา

อนุพันธเทากับ 150 ไมโครลิตร ความยาวมิกซิงคอยด 200 เซนติเมตร และลําดับการทําปฏิกิริยา

อนุพันธแบบ sandwich และอัตราการไหลท่ีเลือกศึกษาคือ 25, 50 และ 100 ไมโครลิตร/นาที 
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รูปท่ี ก.6 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะเขา

สูระบบตรวจวัดเทากับ 25 ไมโครลิตร/นาที 

 

ตารางท่ี ก.6 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะ

เขาสูระบบตรวจวัดเทากับ 25 ไมโครลิตร/นาที 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 0.7061 0 0.7051 0.002 0.33 

 
0.7068 

   

 
0.7025 

   
100 0.9471 0.2420 0.242 0.003 1.33 

 
0.9508 0.2457 

   

 
0.9443 0.2392 

   
300 1.2355 0.5304 0.532 0.002 0.36 

 
1.2388 0.5337 

   

 
1.2355 0.5304 

   
500 1.5208 0.8157 0.816 0.001 0.07 

 
1.5216 0.8165 

   

 
1.5219 0.8168 

   
700 1.7539 1.0488 1.049 0.001 0.08 

 
1.7549 1.0498 

   

 
1.7532 1.0481 
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ตารางท่ี ก.6 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะ

เขาสูระบบตรวจวัดเทากับ 25 ไมโครลิตร/นาที (ตอ) 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

1000 2.0951 1.3900 1.390 0.000 0.03 

 
2.0956 1.3905 

   

 
2.0958 1.3907 

   
2000 3.3752 2.6701 2.669 0.001 0.05 

 
3.3740 2.6689 

   

 
3.3727 2.6676 

   
 

 

 
 

รูปท่ี ก.6 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะเขา

สูระบบตรวจวัดเทากับ 50 ไมโครลิตร/นาที 
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ตารางท่ี ก.6 (ข) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะ

เขาสูระบบตรวจวัดเทากับ 50 ไมโครลิตร/นาที 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 0.7589 0 0.7567 0.003 0.35 

 
0.7575 

   

 
0.7538 

   
100 1.1241 0.3674 0.3540 0.012 3.42 

 
1.1020 0.3453 

   

 
1.1046 0.3479 

   
300 1.3920 0.6353 0.6330 0.002 0.37 

 
1.3874 0.6307 

   

 
1.3890 0.6323 

   
500 1.7730 1.0163 0.9950 0.019 1.88 

 
1.7408 0.9841 

   

 
1.7405 0.9838 

   
700 2.1154 1.3587 1.3560 0.003 0.23 

 
2.1127 1.3560 

   

 
2.1092 1.3525 

   
1000 2.4951 1.7384 1.7390 0.000 0.02 

 
2.4956 1.7389 

   

 
2.4958 1.7391 

   
2000 3.6752 2.9185 2.917 0.001 0.04 

 
3.6740 2.9173 

   

 
3.6727 2.9160 
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รูปท่ี ก.6 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะเขา

สูระบบตรวจวัดเทากับ 100 ไมโครลิตร/นาที 

 

ตารางท่ี ก.6 (ค) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะ

เขาสูระบบตรวจวัดเทากับ 100 ไมโครลิตร/นาที 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 0.8018 0 0.8057 0.003 0.43 

 
0.8069 

   

 
0.8085 

   
100 1.5621 0.8564 0.8580 0.003 0.39 

 
1.5676 0.8619 

   

 
1.5614 0.8557 

   
300 1.6940 0.9883 0.9890 0.002 0.16 

 
1.6959 0.9902 

   

 
1.6928 0.9871 

   
500 1.9044 1.1987 1.1980 0.001 0.12 

 
1.9045 1.1988 

   

 
1.9019 1.1962 

   
700 2.1500 1.4443 1.4460 0.002 0.11 

 
2.1514 1.4457 

   

 
2.1532 1.4475 

   
 



87 
 

ตารางท่ี ก.6 (ค) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชอัตราการไหลของสารในขณะ

เขาสูระบบตรวจวัดเทากับ 100 ไมโครลิตร/นาที (ตอ) 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

1000 2.6325 1.9268 1.9260 0.001 0.03 

 
2.6312 1.9255 

   

 
2.6316 1.9259 

   
2000 3.7101 3.0044 3.0050 0.0003 0.02 

 
3.7110 3.0053 

   

 
3.7104 3.0047 

   
 

2.  การศึกษาปจจัยทางเคมี 

2.1 ศึกษาอิทธิพลของพีเอชตอการเกิดปฏิกิริยาอนุพันธ 

        การศึกษาอิทธิพลของพีเอชของบอเรตบัพเฟอรท่ีใชในการทําปฏิกิริยาอนุพันธ ท่ีสงผล

ตอความไวในการวิเคราะหโดยพีเอชท่ีเลือกศึกษาคือ 8, 9 และ 10 ตามลําดับ 
 

 

 
 

รูปท่ี ก.7 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาเม่ือใชพีเอชของบอเรตบัพเฟอรในการทํา

ปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ 8.0 
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ตารางท่ี ก.7 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชพเีอชของบอเรตบัพเฟอรใน

การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากบั 8.0 (ตอ) 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.1110 0 1.0797 0.028 2.60 

 
1.0568 

   

 
1.0713 

   
100 1.1513 0.0715 0.0936 0.031 32.76 

 
1.1603 0.0806 

   

 
1.2083 0.1286 

   
500 1.3113 0.2316 0.2590 0.024 9.17 

 
1.3524 0.2727 

   

 
1.3524 0.2727 

   
1000 1.5152 0.4355 0.3936 0.036 9.24 

 
1.4547 0.3750 

   

 
1.4500 0.3703 

   
2000 1.7459 0.6662 0.6650 0.001 0.15 

 
1.7442 0.6645 

   

 
1.7441 0.6644 

   
3000 2.1105 1.0308 1.0269 0.003 0.33 

 
2.1041 1.0243 

   

 
2.1054 1.0257 
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รูปท่ี ก.7 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชพีเอชของบอเรตบัพเฟอรในการ

ทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 9.0 
 

ตารางท่ี ก.7 (ข) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชพเีอชของบอเรตบัพเฟอรใน

การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากบั 9.0 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 2.4234 0 2.443 0.046 1.88 

 
2.4956 

    

 
2.4100 

    
100 2.6373 0.194 0.2228 0.026 11.79 

 
2.6890 0.246 

   

 
2.6711 0.228 

   
500 2.7871 0.344 0.2967 0.044 14.86 

 
2.7000 0.257 

   

 
2.7319 0.289 

   
1000 2.8667 0.424 0.4217 0.003 0.81 

 
2.8608 0.418 

   

 
2.8667 0.424 

   
2000 2.9986 0.556 0.5535 0.003 0.59 

 
2.9981 0.555 

   

 
2.9927 0.550 

   
3000 3.1798 0.737 0.7734 0.063 8.18 

 
3.2895 0.847 

   

 
3.1800 0.737 
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รูปท่ี ก.7 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชพีเอชของบอเรตบัพเฟอรในการ

ทําปฏิกิริยาอนพุันธเทากับ 10.0 

 

ตารางท่ี ก.7 (ค) คาการดดูกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชพเีอชของบอเรตบัพเฟอรใน

การทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากบั 10.0 

 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 2.4044 0 2.4387 0.030 1.22 

 
2.4568 

   

 
2.4548 

   
100 2.5060 0.0670 0.0665 0.005 7.12 

 
2.5099 0.0710 

   

 
2.5005 0.0620 

   
500 2.5288 0.0900 0.0976 0.013 1.49 

 
2.5518 0.1130 

   

 
2.5292 0.0900 

   
1000 2.5105 0.0710 0.0540 0.025 4.84 

 
2.5045 0.0660 

   

 
2.4640 0.0250 

   
2000 2.5174 0.0780 0.0944 0.028 2.82 

 
2.5659 0.1270 

   

 
2.5169 0.0780 

   
3000 2.5298 0.0910 0.1103 0.017 1.74 

 
2.5630 0.1240 

   

 
2.5552 0.1160 
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2.2 ศึกษาอิทธิพลของความเขมขนรีเอเจนต (2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด) ตอการ

เกิดปฏิกิริยาอนุพันธ 

        การศึกษาอิทธิพลของความเขมขนสําหรับรีเอเจนตของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ท่ี

ใชในการทําอนุพันธ ท่ีสงผลตอความไวในการวิเคราะห โดยปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 

กาบาในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ 150 ไมโครลิตรและความเขมขนท่ีเลือกศึกษาคือรอยละ 3, 

5, 6 และ 7 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) 

 
 

รูปท่ี ก.8 (ก) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือเม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต

ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดไีฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ รอยละ 0.3 (น้ําหนกั/ ปริมาตร) 
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ตารางท่ี ก.8 (ก) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต

ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 0.3 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.5715 0 1.5512 0.019 1.21 

 
1.5479 

   

 
1.5342 

   
100 1.6491 0.0979 0.0842 0.012 14.25 

 
1.6308 0.0796 

   

 
1.6264 0.0752 

   
500 1.9047 0.3535 0.3504 0.007 2.11 

 
1.8932 0.3420 

   

 
1.9070 0.3558 

   
1000 2.0469 0.4957 0.4822 0.017 3.48 

 
2.0147 0.4635 

   

 
2.0388 0.4876 

   
2000 2.1769 0.6257 0.5967 0.025 4.22 

 
2.1321 0.5809 

   

 
2.1346 0.5834 

   
3000 2.1734 0.6222 0.5977 0.042 7.05 

 
2.1731 0.6219 

   

 
2.1003 0.5491 
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รูปท่ี ก.8 (ข) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนตของ 

2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกริิยาอนุพันธเทากับ รอยละ 3 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) 
 

ตารางท่ี ก.8 (ข) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต

ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 3 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 1.6415 0 1.6392 0.005 0.29 

 
1.6337 

   

 
1.6423 

   
100 1.6758 0.0366 0.0388 0.002 5.05 

 
1.6795 0.0404 

   

 
1.6785 0.0393 

   
500 2.2178 0.5786 0.5811 0.036 6.22 

 
2.2576 0.6184 

   

 
2.1854 0.5463 

   
1000 2.3843 0.7452 0.7390 0.005 0.72 

 
2.3750 0.7358 

   

 
2.3753 0.7361 

   
2000 2.4076 0.7684 0.7670 0.017 2.26 

 
2.3882 0.7490 

   

 
2.4227 0.7836 

   
3000 2.4312 0.7920 0.7916 0.001 0.08 

 
2.4300 0.7908 

   

 
2.4310 0.7918 

   



94 
 

 

 
 

รูปท่ี ก.8 (ค) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธขอกาบาเม่ือเม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต

ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดไีฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ รอยละ 6 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) 
 

ตารางท่ี ก.8 (ค) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต

ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 6 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD % RSD 

blank 2.0936 0 2.0927 0.001 0.07 

 
2.0935 

   

 
2.0911 

   
100 2.8095 0.7165 0.7316 0.013 1.80 

 
2.8334 0.7404 

   

 
2.8311 0.7381 

   
500 2.9184 0.8254 0.8428 0.016 1.87 

 
2.9398 0.8468 

   

 
2.9491 0.8561 

   
1000 3.1423 1.0493 1.0492 0.001 0.11 

 
3.1410 1.0480 

   

 
3.1433 1.0503 

   
2000 3.4510 1.3580 1.3610 0.005 0.35 

 
3.4514 1.3584 

   

 
3.4594 1.3664 

   
3000 3.7650 1.6720 1.6729 0.001 0.06 

 
3.7659 1.6729 

   

 
3.7669 1.6739 
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รูปท่ี ก.8 (ง) แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบาเม่ือเม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต

ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดไีฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพนัธเทากับ รอยละ 7.5 (น้ําหนกั/ ปริมาตร) 
 

ตารางท่ี ก.8 (ง) คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา เม่ือใชความเขมขนสําหรับรีเอเจนต

ของ 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮด ในการทําปฏิกิริยาอนุพันธเทากับ รอยละ 7.5 (น้ําหนัก/ ปริมาตร) 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD % RSD 

blank 1.2284 0 1.4929 0.004 0.28 

 
1.2201 

   

 
1.2232 

   
100 1.6140 0.1210 0.1430 0.032 22.20 

 
1.6215 0.1290 

   

 
1.6724 0.1790 

   
500 1.8705 0.3780 0.3817 0.004 1.16 

 
1.8742 0.3810 

   

 
1.8794 0.3860 

   
1000 2.0539 0.5610 0.5607 0.000 0.09 

 
2.0539 0.5610 

   

 
2.0531 0.5600 

   
2000 2.3959 0.9030 0.9002 0.003 0.28 

 
2.3910 0.8980 

   

 
2.3925 0.9000 

   
3000 2.7106 1.2180 1.2217 0.004 0.29 

 
2.7159 1.2230 

   

 
2.7174 1.2240 
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ภาคผนวก ข 

กราฟมาตรฐานที่ไดจากสภาวะที่เหมาะสม 

  

 เม่ือไดสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะหปริมาณกาบาโดยอาศัยระบบซีเควนเซียลอิน

เจคชันอะนาไลซิสแลว จึงไดทําการสรางมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหปริมาณกาบา 

 
 

รูปท่ี ข. แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม 

 

ตารางท่ี ข. คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

blank 0.8135 0 

 

0.8135 0.00001 0.00 

 0.8135    

0.8135 
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ตารางท่ี ข. คาการดูดกลืนแสงของสารอนุพันธของกาบา ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม (ตอ) 
 

Conc. (ppm) abs corr avg SD %RSD 

300 1.4439 0.6283 0.628 0.001 0.14 

 

1.4428 0.6272 

   

 

1.4446 0.6290 

   400 1.7071 0.8915 0.890 0.002 0.17 

 

1.7041 0.8885 

   

 

1.7062 0.8906 

   500 1.9135 1.0979 1.099 0.002 0.18 

 

1.9174 1.1018 

   

 

1.9143 1.0987 

   700 2.2254 1.4098 1.409 0.001 0.05 

 

2.2240 1.4084 

   

 

2.2242 1.4086 

   1000 2.9542 2.1386 2.139 0.001 0.05 

 

2.9539 2.1383 

   

 

2.9558 2.1402 

   2000 5.2134 4.3978 4.398 0.0003 0.01 

 

5.2135 4.3979 

   

 

5.2130 4.3974 
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ภาคผนวก ค 

ประเมินคุณลักษณะเดนของวิธีวิเคราะห 
 

1. ความแมนของวิธีวิเคราะห 
 

 ในการหาความแมนของวิธีวิเคราะห จะประเมินจากคารอยละของการวิเคราะหคืนกลับ 

โดยทําการวิเคราะหตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหาร ท่ีเติมสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขน

สุดทาย 200  มิลลิกรัม/ลิตรลงไป จากนั้นคํานวณหาความเขมขนของตัวอยางท่ีมีการเติมสารละลาย

มาตรฐาน และคารอยละของการวิเคราะหคืนกลับ  

 

ตารางท่ี ค.1 คาการดูดกลืนแสงสารอนุพันธกาบา ในตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหาร ท่ีเติม

สารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนสุดทาย 200  มิลลิกรัม/ลิตรลงไป 
 

sample corr original conc. spiked found %recovery 

GABA tablet 1 

0.1993 107.39 203.00 303.47±0.0013 96.59 

0.1931 
    

0.1942 
    

GABA tablet 2 

0.1965 107.53 203.00 312.01±0.0083 100.73 

0.1955 
    

0.1955 
    

GABA tablet 3 

0.1989 110.22 203.00 307.99±0.0103 97.42 

0.1992 
    

0.2072 
    

GABA tablet 4 

0.2039 110.42 203.00 305.49±0.0042 96.09 

0.1994 
    

0.2035 
    

GABA tablet 5 

0.2011 111.34 203.00 302.73±0.0018 94.28 

0.2111 
    

0.2006 
    

GABA  500 mg 1 

1.0696 502.78 203.00 709.41±0.0004 101.79 

1.0698 
    

1.0686 
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ตารางท่ี ค.1 คาการดูดกลืนแสงสารอนุพันธกาบา ในตัวอยางผลิตภัณฑเสริมอาหาร ท่ีเติม

สารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขนสุดทาย 200 มิลลิกรัม/ลิตรลงไป (ตอ) 
 

sample Corr. original conc. spiked found %recovery 

GABA  500 mg 2 

1.0884 511.40 203.00 728.30±0.0080 106.84 

1.0867 
    

1.0901 
    

GABA  500 mg 3 

1.0372 488.31 203.00 683.56±0.0010 96.18 

1.0379 
    

1.0370 
    

GABA  750 mg 1 

1.0816 505.94 203.00 704.88±0.0100 98.00 

1.0738 
    

1.0736 
    

GABA  750 mg 2 

1.0784 504.92 203.00 701.15±0.0020 96.66 

1.0737 
    

1.0701 
    

GABA  750 mg 3 

1.0742 504.45 203.00 708.48±0.0001 100.51 

1.0729 
    

1.0720 
    

 

 

4. 2 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห 
 

 ในการหาความเท่ียงของวิธี จะพิจารณาจากคารอยละของสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

โดยทําการวิเคราะหสารละลายมาตรฐานกาบา ท่ีความเขมขน 300  มิลลิกรัม/ลิตร ซํ้าๆเปนจํานวน 

10  คร้ัง จากนั้นหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ค. แสดงสัญญาณท่ีไดของสารอนุพันธของกาบา ท่ีความเขมขน 300 มิลลิกรัม/ลิตร ซํ้าๆเปน

จํานวน 10 คร้ัง 
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ตารางท่ี ค.2 คาการดูดกลืนแสงสารอนุพันธของสารละลายมาตรฐานกาบาท่ีความเขมขน 300 

มิลลิกรัม/ลิตร ซํ้าๆเปนจํานวน 10  คร้ัง 
 

No. abs avg SD %RSD 

1 1.4439 1.4442 0.003 0.17 

2 1.4428 
   

3 1.4396 
   

4 1.4451 
   

5 1.4422 
   

6 1.4436 
   

7 1.4492 
   

8 1.4457 
   

9 1.4453 
   

10 1.4449 
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ภาคผนวก ง 

ตรวจสอบความใชไดของวิธีที่พัฒนาขึ้นกับการวิเคราะห 

ปริมาณกาบาโดยอาศัยเทคนคิแบบไมตอเนื่อง 

  

ตารางท่ี ง การเปรียบเทียบผลวิเคราะหดวยวิธีการทางสถิติ Paired t – test 
 

t-Test: Paired Two Sample for Means 

  
     Variable 1 Variable 2 

Mean 353.1663636 352.75 

Variance 110528.4713 110514.3815 

Observations 11 11 

Pearson Correlation 0.999882553 

 Hypothesized Mean Difference 0 

 df 10 

 t Stat 0.271022932 

 P(T<=t) one-tail 0.395942764 

 t Critical one-tail 1.812461102 

 P(T<=t) two-tail 0.791885528 

 t Critical two-tail 2.228138842   
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ภาคผนวก จ 

ปฏิกิริยาระหวาง 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮดกับกาบา 
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รูปท่ี จ. แสดงปฏิกิริยาอนุพนัธท่ีเกิดข้ึนระหวาง 2-ไฮดรอกซีแนปทาลดีไฮดกับกาบาในสภาวะท่ีพี

เอชเทากับ 8.0 
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