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งานวจิยันี้เป็นการศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวเิคราะห์ปรมิาณสารประกอบมาลอน
ไดอลัดไีฮด์ (MDA) และปรมิาณไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์ (HMF) พร้อมกนั  ซึ่งสารทัง้สอง
จดัเป็นสารก่อมะเร็งที่สามารถพบได้ในอาหารหลายชนิด  โดยในงานวจิัยนี้ ได้ท าการเตรียมสาร
อนุพนัธ์ระหว่าง MDA และ HMF กบั สารละลายกรด 2-ไทโอบาร์บิทูริก  ท าการแยกและวเิคราะห์
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงประเภทรีเวริ์สเฟส  ซึ่งได้ท าการศกึษาสภาวะที่
เหมาะสม ได้แก่ อัตราส่วนของตัวท าละลายที่เป็นวฎัภาคเคลื่อนที่  อัตราการไหลของวฎัภาค
เคลื่อนที่ pH อุณหภูมิที่ใชใ้นการเตรยีมอนุพนัธ์ ระยะเวลาในการเตรยีมอนุพนัธ์ และ ความเขม้ข้น
ของรเีอเจนต์ที่ใชใ้นการเตรยีมอนุพนัธ์  ทัง้นี้ได้ตรวจวดัสารทัง้สองที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 
และ 448 นาโนเมตร ตามล าดบั  พบวา่สภาวะทีเ่หมาะสม ได้แก่ อตัราส่วนของเมทานอลต่อฟอสเฟต
บพัเฟอร์ที่ใชเ้ป็นวฎัภาคเคลื่อนที่ คอื ร้อยละ 40:60 โดยปรมิาตร โดยใชฟ้อสเฟตบพัเฟอร์ pH 6.5  
ท าการควบคุมอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที ่1.0 มลิลลิติรต่อนาท ี  ส าหรบัการเตรยีมอนุพนัธ์จะ
ท าที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 150 นาท ีโดยใช้กรด2-ไทโอบาร์บิทูริกเข้มข้น 40 
มลิลโิมลาร ์เป็นรเีอเจนต์ในการเตรยีมอนุพนัธ์  ท าให้สามารถตรวจวเิคราะห์อนุพนัธ์ของ MDA และ 
HMF  ไดท้ีร่ะยะเวลารเีทนชนั 2.6 และ 3.4 นาท ีตามล าดบั  ผลการศกึษาความเหมาะสมของวธิกีาร
วเิคราะหส์ารทัง้สอง  ในตวัอย่างน ้านมพร้อมดื่ม พบว่าวธิกีารที่พฒันาขึน้ในการวดัปรมิาณ MDA มี
ค่าขดีจ ากดัต ่าสุดทีส่ามารถตรวจวดัได้ (LOD) เท่ากบั 0.01 นาโนโมลต่อมลิลลิติร และค่าขดีจ ากดั
ต ่าสุดที่สามารถตรวจวเิคราะห์ได้ (LOQ) เท่ากบั 0.07 นาโนโมลต่อมิลลิลติร  ส่วนการตรวจวดั
ปรมิาณ HMF มคี่า LOD เท่ากบั 0.30 นาโนโมลต่อมลิลลิติร และ LOQ เท่ากบั 2.38 นาโนโมลต่อ
มลิลลิติร ค่าเฉลี่ยของร้อยละการคนืกลบัของวธิกีารมคี่า 75.7 และ 107.5 ส าหรบั MDA และ HMF  
ตามล าดบั และรอ้ยละค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) ในการวเิคราะห์ในวนัเดยีวกนัอยู่ที่ 8.5 
และ 4.5  ส าหรบั MDA และ HMF ตามล าดบั  ในการวเิคราะห์ระหว่างวนัอยู่ที่ 10.7 และ 6.2 ส าหรบั 
MDA และ HMF ตามล าดบั  เมื่อน าวธิดีงักล่าวไปใชใ้นการวเิคราะห์ปรมิาณ สารทัง้สองในตวัอย่าง
น ้านมพรอ้มดื่ม พบวา่ ปรมิาณ MDA ในตวัอย่างน ้านมพรอ้มดื่มอยู่ในชว่ง 3.00 – 20.00 นาโนกรมั/
กรมั  ส่วน HMF ตรวจพบได้ในน ้านมรสชอ็คโกแลตเท่านัน้ ซึ่งมีปรมิาณน้อยมากในช่วง 0.39 – 
0.42 ไมโครกรมั/กรมั  วธินีี้สามารถน าไปใชต้รวจหาสารทัง้สองได้รวดเรว็ สะดวก ถูกต้อง แม่นย า 
และสามารถประยุกตใ์นการตรวจวเิคราะหก์บัตวัอย่างอื่นได้ 
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The optimal conditions for simultaneous analysis of malondialdehyde and 

hydroxymethylfurfuraldehyde contents were investigated. Both substance are claimed to be 
carcinogenic substances in several foods. In this research, the derivertized substances of 
malondialdehyde  and hydroxymethylfurfuraldehyde were prepared with 2-thiobarbituric acid. Then 
those derivertized substances were separated and analyzed theirs content by reverse phase high 
performance chromatographic technique. The optimized parameters such as mole ratio of 
mobile phase, flow rate, pH, temperature, time and reagent concentration  were studied and 
detected both substance by diode array detector at 530 and 448 nm, respectively. The 
optimum condition showed that  the ratio between methanol and phosphate buffer (pH 6.5)  was 40 
: 60 (v/v). The flow rate was controlled at 1.0 ml/min. The derivertized substances were prepared  
by 40 mM thiobarbituric acid as the reagent to react with both substances at 25°C for 150 min. Both 
derivatived substances showed different color, so derivative compounds were separated and 
identified at retention time 2.6 and 3.4 min,respectively. The result of validate method for analysis 
both substances in milk sample including LOD and LOQ showed that LOD (S/N = 3) and LOQ   
(S/N = 10) of MDA ware 0.01 nmol/ml and 0.07 nmol/ml, respectively. The LOD in HMF analysis  
was 0.30 nmol/ml and LOQ was 2.38 nmol/ml. The recoveries (%) of MDA and HMF were 75.7% 
and 107.5%, respectively. The relative standard deviation (%RSD) on intra-day of both compounds 
were 8.5 and 4.5%, respectively. The inter-day of both compounds were 10.7 and 6.2%, 
respectively. The experimental method in this research was applied to analyses both substances in 
drinking milk. The results presented that MDA was detected in drinking milk samples in the range of  
3.00 – 20.00 ng/g, meanwhile HMF could be detected only in chocolate milk in range 0.39 – 0.42 
µg/g. These methods were successfully developed for the determination of HMF and MDA in 
drinking milk samples and can be applied for detection in several samples.  
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
ภมิูหลงั 
 

น ้ำนมมคีวำมส ำคญัต่อชวีติประจ ำวนัของประชำกร    โดยทัว่ไปในปีหนึ่งๆ ประเทศไทย
ต้องสัง่ผลิตภัณฑ์จำกน ้ำนมน ำเข้ำจำกต่ำงประเทศคิดเป็นมูลค่ำหลำยร้อยล้ำนบำท  เนื่องจำก
ประเทศไทยมกีำรเลีย้งโคนมไม่มำกเพยีงพอเมื่อเทยีบกบัควำมต้องกำรภำยในประเทศ   ในขณะที่
จ ำนวนประชำกรของประเทศเพิม่ขึน้ในอตัรำสูง  ท ำให้ควำมต้องกำรผลติภณัฑ์จำกน ้ำนมเพิม่ขึน้
เป็นล ำดับ จึงจ ำเป็นต้องหำวิธีส่งเสริมกิจกำรอุตสำหกรรมนมและผลิตภัณฑ์จำกน ้ ำนมให้
เจริญก้ำวหน้ำ (ประดษิฐ์. 2518: 1)     อุตสำหกรรมนมเป็นอุตสำหกรรมใหญ่ประเภทหนึ่งที่มี
ผลติภณัฑจ์ำกน ้ำนมหลำยชนิด ไดแ้ก่ น ้ำนมพรอ้มดื่มประเภทต่ำงๆ  ไอศกรมี  นมผง  นมขน้หวำน  
โยเกริ์ต เป็นต้น  น ้ำนมเป็นสำรที่มคีุณค่ำทำงอำหำรครบถ้วนซึ่งสำมำรถให้พลงังำนและสำรที่มี
ประโยชน์แก่ร่ำงกำย  น ้ำนมทีม่คีุณภำพไม่ดอีำจก่อใหเ้กดิผลทีเ่สีย่งกบักำรเป็นโรค  จงึจ ำเป็นตอ้งมี
กำรควบคุมคุณภำพอย่ำงเข้มงวดของน ้ำนมและผลติภัณฑ์จำกน ้ำนมเมื่อเทยีบเทยีบผลติภัณฑ์
อำหำรอื่นๆ  โดยน ้ำนมที่มคีุณภำพดนีัน้สำมำรถพจิำรณำได้จำกคุณสมบตัิทัว่ไป เช่น รส  ส ีและ 
กลิน่ของน ้ำนม ซึ่งคุณสมบตัเิหล่ำนี้สำมำรถใชเ้ป็นตวัชีว้ดักำรเสื่อมคุณภำพของน ้ำนมได้     ปจัจยั
ทีม่ผีลต่อกำรเสื่อมคุณภำพของน ้ำนมมหีลำยสำเหตุ เชน่ กำรย่อยสลำยของจุลชพี   นอกจำกนี้กำร
เกิดกำรเปลี่ยนแปลงทำงเคมีบำงประเภท อำจช่วยให้ทรำบถึงคุณภำพน ้ ำนมได้ เช่น กำร
เกดิปฏกิริยิำลปิิดเปอร์ออกซิเดชนั (lipid peroxidation) ของไขมนัต่ำงๆที่มอียู่ในองค์ประกอบของ
น ้ำนม (Let. 2005: 7802-7809)  กำรเกดิปฏกิริยิำสำรสนี ้ำตำลแบบไม่ใชเ้อนไซม์หรอืที่รู้จกักนัดใีน
ชือ่ของ “ปฏกิริยิำเมลลำรด์” (maillard reaction) (Van. 1998: 403–414) 

 
ปฏกิริยิำส ำคญัทีส่ำมำรถเกดิขึน้ได้ในอำหำรที่มไีขมนัเป็นองค์ประกอบ คอืปฏกิริยิำลปิิด

เปอรอ์อกซเิดชนั  โดยผลของปฏกิริยิำนี้จะให้สำรผลติภณัฑ์ต่ำงๆ หลำยชนิดที่เป็นตวักำรส ำคญัที่
ท ำใหเ้กดิโรคและพฒันำกำรของโรค  เช่น  โรคหลอดเลอืดหวัใจตบี (Barry. 2000: 410-418)  โรค
ควำมดนัโลหติสูง (Russo. 1998: 1267-71) โรคเบำหวำน (Davì. 2005: 256-68.)  ในปี ค.ศ. 2002  
Lawrence. (Lawrence. 2002: 219-222) ได้ท ำกำรศึกษำผลของกำรเกิดปฏิกิริยำลิปิด           
เปอร์ออกซิเดชนั  ซึ่งอำจท ำให้ได้ผลติผลเป็นมำลอนไดอลัดไีฮด์ (malondialdehyde, หรอื MDA)        
แลว้ไปท ำลำยโครงสรำ้งของสำรประกอบทำงพนัธุกรรม  โดยเมื่อร่ำงกำยได้รบัมำลอนไดอลัดไีฮด์
เขำ้ไปจะไปท ำปฏกิริยิำต่อกบัสำรพนัธุกรรมของมนุษย์  เช่น 2'-deoxyguanosine  จนส่งผลท ำให้
เกดิกำรเปลีย่นแปลงโครงสรำ้งเป็นสำรประกอบใหม่ที่เรยีกว่ำ M1G (3-(2-deoxy-β-D-erythropento 
furanosyl)- pyrimido[1,2-α]purin-10(3H))  ซึ่งผลของกำรเปลี่ยนแปลงโครงสร้ำงของสำรประกอบ
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พนัธุกรรมนี้  เป็นสำเหตุของควำมผดิปกติทำงพนัธุกรรมต่ำงๆ ที่เกิดขึ้นตำมมำมำกมำย เช่น  
โรคหวัใจ  โรคควำมดนัโลหติสูง โรคเบำหวำน  และโรคมะเรง็   ดงันัน้กำรวเิครำะห์ปรมิำณของ
ผลติผลที่เกดิขึน้จำกปฏกิริิยำลปิิดเปอร์ออกซิเดชนัจึงใชเ้ป็นดชันีชีว้ดัผลของกำรเกดิออกซิเดชนั
จำกอนุมูลอสิระได ้ ส ำหรบัสำรผลติภณัฑท์ี่เกดิขึน้จำกกำรเกดิลปิิดเปอร์ออกซิเดชนันัน้มมีำกมำย  
แต่ผลิตภัณฑ์หนึ่งที่ส ำคัญอันเป็นสำเหตุของกำรเกิดโรคมะเร็งคือ มำลอนไดอลัดีไฮด์ ซึ่งเป็น
สำรประกอบอลัดไีฮดแ์ละมโีครงสรำ้งทีส่ำมำรถเปลี่ยนโครงสร้ำงทำงเคมจีำกสำรประกอบอลัดไีฮด์
เป็นสำรประกอบไดอนีได ้ เนื่องจำกมำลอนไดอลัดไีฮด์นัน้เป็นผลติผลหนึ่งที่เกดิจำกปฏกิริยิำลปิิด
เปอรอ์อกซเิดชนั  ดงันัน้กำรวเิครำะหห์ำปรมิำณของมำลอนไดอลัดไีฮด์จงึเป็นอกีวธิหีนึ่งทีน่ิยมใชใ้น
กำรตรวจวดัผลของกำรเกดิออกซเิดชนัจำกอนุมูลอสิระได ้      

 
ปฏิกิริยำเมลลำร์ดเป็นปฏิกิริยำที่เกี่ยวข้องกบักำรเกดิสำรสีน ้ ำตำลแบบไม่ใช้เอนไซม ์  

ปฏกิริยิำเมลลำร์ดเกดิขึน้หลำยขัน้ตอนแต่ผลติภณัฑ์สุดท้ำยที่ได้จำกปฏิกริยิำเมลลำร์ดเป็นสำรสี
น ้ ำตำลที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบเรียกว่ำ “เมลำนอยดิน (melanoidins)”  ปฏิกิริยำนี้มี
ควำมส ำคญัต่ออำหำรบำงประเภท เช่น ขนมอบ คำรำเมล ทอฟฟ่ี เป็นต้น ทัง้นี้เพรำะท ำให้เกดิสี
น ้ำตำลในอำหำรดงักล่ำวและชวนให้บรโิภค แต่อย่ำงไรกต็ำมปฏกิริยิำนี้กม็ขีอ้เสยีคอืท ำให้คุณค่ำ
ทำงโภชนำกำรลดลง ถ้ำอำหำรนัน้มโีปรตนีสูงและได้รบัควำมร้อนสูงด้วยผลติภณัฑ์ที่เกดิขึน้เป็น
สำรก่อมะเรง็ สำรผลิตภัณฑ์ชนิดหนี่งที่ส ำคญัและเป็นสำรพษิดงักล่ำวคอื ไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์
ฟิวรลัดไีฮด ์(hydroxymethylfurfuraldehyde หรอื HMF) (นิธยิำ รตันำปนนท.์  2549:324) 

 
ดงันัน้น ้ำนมที่ไม่ได้มำตรฐำนและเสื่อมคุณภำพนอกจำกจะท ำให้ลกัษณะของสแีละกลิน่

ของน ้ำนมไม่ชวนบรโิภคแลว้ ยงัอำจผลท ำใหเ้กดิสำรประกอบทีเ่ป็นอนัตรำยต่อสุขภำพของผูบ้รโิภค
ได ้ เชน่ สำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดแ์ละสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์   อกีทัง้
กำรไดร้บัปรมิำณของสำรประกอบไฮดรอกซีเมทลิฟิวรลัดไีฮด์และสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ 
ยงัอำจเป็นปจัจยัหนึ่งของสำเหตุหลกัในกำรเกิดโรคมะเร็งได้  (Wang. 1996: 705)  ดงันัน้ใน
งำนวจิยันี้จงึสนใจที่จะท ำกำรตรวจวเิครำะห์สำรทัง้สองชนิด โดยจะศกึษำและพฒันำกำรวเิครำะห์
ปรมิำณสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์และสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์พร้อมกนั
โดยใชเ้ทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography, 
HPLC)  นอกจำกนี้จะน ำวธิทีีพ่ฒันำไดไ้ปประยุกตใ์ชใ้นกำรตรวจสอบคุณภำพของน ้ำนมพรอ้มดื่ม  
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ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจยั 
1. เพื่อพฒันำวธิกีำรวเิครำะหป์รมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด ์และสำรประกอบไฮ

ดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์พร้อมกัน โดยใช้เทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลว
สมรรถนะสูง  

2. เพื่อศกึษำปจัจยัต่ำงๆ ที่มผีลต่อกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ 
และสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์  

3. วเิครำะหป์รมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอร์
ฟิวรลัดไีฮด ์ในตวัอย่ำงน ้ำนมพรอ้มดื่มประเภทต่ำงๆ 

 
ควำมส ำคญัของกำรวิจยั 

1. ทรำบวธิกีำรวเิครำะหป์รมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และสำรประกอบไฮดรอก
ซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์พรอ้มกนั โดยใชเ้ทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

2. ทรำบปจัจัยที่มีผลต่อกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรประกอบมำลอนไดอัลดีไฮด์ และ
สำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ 

3. ทรำบปริมำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และสำรประกอบไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์
ฟิวรลัดไีฮด ์ในตวัอย่ำงน ้ำนมพรอ้มดื่ม 

 
ขอบเขตของกำรวิจยั 

1. ศกึษำสภำวะที่เหมำะสมในกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และ
สำรประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรลัดีไฮด์ ด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลว
สมรรถนะสูง ไดแ้ก่ 

1.1 องคป์ระกอบและคำ่ pH ของวฎัภำคเคลื่อนที ่
1.2 อตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลือ่นที ่
1.3 ค่ำ pH ของบพัเฟอร ์

2. ศกึษำสภำวะทีเ่หมำะสมในกำรเตรยีมอนุพนัธข์องสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และ
สำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์  

2.1 อุณหภูมแิละเวลำทีใ่ชใ้นกำรเตรยีมอนุพนัธ ์
2.2 ควำมเขม้ขน้ของรเีอเจนตท์ีใ่ชเ้ตรยีมอนุพนัธ์ 

3. ศกึษำประสทิธภิำพของวธิทีีพ่ฒันำขึน้ 
3.1 ชว่งควำมเป็นเสน้ตรงของวธิกีำรวเิครำะห ์
3.2 ค่ำขดีจ ำกดัต ่ำสดุทีส่ำมำรถตรวจวดัได ้(LOD) 
3.3 ค่ำขดีจ ำกดัต ่ำสดุทีส่ำมำรถตรวจวเิครำะหไ์ด ้(LOQ) 
3.4 ค่ำควำมถูกตอ้งและควำมแมน่ย ำของวธิกีำรวเิครำะห ์
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4. ศกึษำผลของสำรรบกวนในกำรเกดิอนุพนัธร์่วม   ไดแ้ก่   
- กรดอะมโินโพรลนี  
- กรดอะมโินกลูตำมคิ  
- กรดอะมโินไลซนี  
- น ้ำตำลกำแลกโทส  
- น ้ำตำลกลูโคส  
- น ้ำตำลฟรกัโทส  
- น ้ำตำลของแลคโตส 
- กรดไลโนลอีคิ  

5. วเิครำะหป์รมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์  และสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิ    
          เฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์ในตวัอย่ำงประเภทตำ่งๆ 

- น ้ำนมพรอ้มดื่มไขมนัครบถว้น 
- น ้ำนมพรอ้มดื่มไขมนัต ่ำ    
- น ้ำนมพรอ้มดื่มปรุงแต่งกลิน่รส เชน่ รสหวำน  รสชอ็คโกแลต  รสสตอรเ์บอรี ่  

ขัน้ตอนกำรด ำเนินงำนวิจยั 
1. ศกึษำสภำวะทีเ่หมำะสมในกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และ

สำรประกอบไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรลัดีไฮด์ ด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลว
สมรรถนะสูง  

2. ศกึษำประสทิธภิำพของวธิทีีพ่ฒันำขึน้ 
3. ศกึษำผลของสำรรบกวนทีน่่ำจะเกดิอนุพนัธร์่วมในตวัอย่ำงน ้ำนม    
4. วเิครำะหห์ำปรมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และสำรประกอบไฮดรอกซีเมทลิ

เฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์ในตวัอย่ำงน ้ำนมพรอ้มดื่ม 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
ในการวิจัยครัง้นี้ เกี่ยวข้องกับการวิเคราะห์ปริมาณของสารประกอบ 2 ชนิด ได้แก่ 

ปริมาณสารประกอบมาลอนไดอลัดีไฮด์ และสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ ใน
ตวัอย่างน ้านม  โดยผูว้จิยัไดศ้กึษาคน้ควา้เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้ง ตามหวัขอ้ดงัต่อไปนี้ 

-  น ้านมและส่วนประกอบของน ้านม 
-  สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ และปฏกิริยิาลปิิดออกซเิดชนั 
-  สารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ และปฏกิริยิาการเกดิสารสนี ้าตาล  
-  งานวจิยัที่เกี่ยวขอ้งกบัการวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบมาลอนไดอลัดีไฮด์ และ

สารประกอบ ไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ ในตวัอย่างน ้านม 
 

น ้านมและส่วนประกอบของน ้านม 
น ้านม หมายถงึ ของเหลวสะอาดที่กลัน่จากเต้านมของสตัวเ์ลี้ยงลูกเพื่อใชเ้ลี้ยงลูกอ่อน  

โดยสตัวท์ีม่คีวามส าคญัมากที่สุดที่ให้น ้านมคอื โคนม เนื่องจากโคนมเป็นสตัวท์ี่มปีระสทิธภิาพใน
การสร้างน ้านมดีที่สุด ดงันัน้โคนมจึงเป็นสตัว์ที่นิยมเลี้ยงเพื่อใช้ผลิตน ้านมมากที่สุด ด้วยเหตุที่
น ้านมเป็นอาหารธรรมชาตทิีม่คีวามสมบูรณ์และมคีุณค่าทางโภชนาการสูง อุดมดว้ยธาตุอาหารครบ
ทุกหมู่ คอื โปรตนี วติามนิ เกลอืแร่ คาร์โบไฮเดรต และไขมนั โดยเฉพาะอย่างยิง่น ้าตาลนมหรือ
แลคโตส (lactose) และโปรตนีทีเ่รยีกว่า เคซีน (casein) ซึ่งจะพบในน ้านมธรรมชาตเิท่านัน้ ดงันัน้
น ้านมจึงมีความส าคญัอย่างยิ่งในการใช้เป็นอาหารที่ช่วยพฒันาร่างกายและสมองของเด็กและ
เยาวชน (Huppertz; & Kelly. 2009: 23) 

องค์ประกอบหลักของน ้ านมได้แก่ โปรตีน ไขมัน น ้ าตาลแลคโตส วิตามิน แร่ธาตุ 
ของแขง็อื่นๆ และน ้า  โดยองค์ประกอบของน ้านมยกเวน้น ้า ในสตัวท์ี่ให้น ้านมชนิดต่างๆ รวมถึง
น ้านมของมนุษย ์แสดงในตาราง 1 
 
ตาราง 1 รอ้ยละขององคป์ระกอบของน ้านมของสตัวช์นิดต่างๆ และน ้านมมนุษย ์ 
 

สตัวท่ี์ให้น ้านม ไขมนั โปรตีน แลคโตส เถ้า ของแขง็ 
มนุษย ์ 3.80 1.00 7.00 0.20 12.20 
โคนม 3.70 3.40 4.80 0.70 12.70 
แพะ 4.50 2.90 4.10 0.80 12.30 
แกะ 7.40 4.50 4.80 1.00 19.30 
สุกร 6.80 4.80 5.20 - 18.80 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 

สตัวท่ี์ให้น ้านม ไขมนั โปรตีน แลคโตส เถ้า ของแขง็ 
มา้ 1.90 2.50 6.20 0.50 11.20 
ลา 1.40 2.00 7.40 0.50 11.70 

กวางเรนเดยี 16.90 11.50 2.80 - 33.10 
กระต่ายยกัษ ์ 18.30 11.90 2.10 1.80 32.80 
ววักระทงิ 3.50 4.50 5.10 0.80 14.60 
กระบอื 6.71 4.52 4.45 0.80 10.11 

ชา้งอนิเดยี 11.60 4.90 4.70 0.70 31.90 
หมขี ัว้โลก 33.10 10.90 0.30 1.40 47.60 

แมวน ้าสนี ้าตาล 53.10 11.20 0.70 - 67.7 

 

ทีม่า: Huppertz T.; & Kelly L. (2009). Milk processing and quality management. p. 23. 
 
ตารางที ่2 ปรมิาณ(ตนั)การผลติน ้านมจากสตัวใ์หน้ ้านมตัง้แต่ปี ค.ศ. 1994-2005  
 

ส่ิงมีชีวิตท่ีให้น ้านม 1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005 
โคนม 460.1 465.2 472.1 483.0 492.0 505.3 527.0 
กระบอื 50.0 54.5 59.7 64.9 68.9 72.7 77.5 
แพะ 9.9 11.8 12.1 12.1 12.5 12.4 12.3 
แกะ 7.8 8.0 8.2 8.0 8.2 7.8 8.2 

สตัวอ์ื่นๆ 1.2 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 1.3 
รวม 529.0 540.8 553.4 569.4 582.9 599.6 626.3 
 

ทีม่า: Huppertz T.; & Kelly L. (2009). Milk processing and quality management. p. 24. 
 

จากขอ้มูลในตารางที่ 2 แสดงให้เหน็ว่าโคนมเป็นสตัวท์ี่ให้น ้ านมที่ส าคญัที่สุดและมกัใช้
เป็นวตัถุดบิของผลติภณัฑ์จากน ้านม ซึ่งองค์ประกอบที่ส าคญัในน ้านมโคที่นิยมใชใ้นการตรีาคาใน
การซื้อขายน ้านมโค คอื ปรมิาณไขมนัและของแขง็ทัง้หมด (total solid) ที่มอียู่ในน ้านม (มาตรฐาน
สนิคา้เกษตรและอาหารแห่งชาต,ิ มกอช, 6003-2548)  
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องคป์ระกอบต่างๆ ในน ้านมมคีวามส าคญัดงันี้ 

 
น ้า เป็นส่วนประกอบส่วนใหญ่ของน ้านมประมาณรอ้ยละ 86-88 ของส่วนประกอบทัง้หมด 

ทัง้นี้ เนื่องจากน ้ าเป็นสื่อกลางให้สารอาหารหลายชนิดละลาย และสารหลายชนิดอยู่ในสภาพ
แขวนลอย มนี ้าจ านวนเลก็น้อยที่อยู่ในรูปของสารประกอบของเกลอืหรอืน ้าตาลแลคโตส และเป็น
ส่วนประกอบของโปรตนี 
 

น ้าตาลแลคโตส  เป็นน ้าตาลทีพ่บในน ้านมเท่านัน้ ส าหรบัในน ้านมโคจะมปีรมิาณน ้าตาล
แลคโตสประมาณร้อยละ 4.9 โดยน ้าหนัก ซึ่งต ่ากว่าที่พบในน ้านมมนุษย์ ซึ่งมีประมาณมากถึง   
รอ้ยละ 6.3  และมอียู่ในองค์ประกอบของของแขง็ทัง้หมด ในน ้านมร้อยละ 50-52 น ้าตาลแลคโตส
เป็นหนึ่งในสารอาหารที่ส าคญัในน ้านม น ้าตาลแลคโตสเป็นผลิตภณัฑ์ที่มคีุณค่าทางอาหารสูงจึง
สามารถน ามาใชใ้นการผลติอาหารเลีย้งเดก็อ่อน น ้าตาลแลคโตสเป็นแหล่งของน ้าตาลแกแลคโตสซึง่
เป็นส่วนประกอบที่ส าคญัของซีรโีบรไซด์ (cerebrosides) ที่เป็นส่วนหนึ่งของมนัสมองและเซลล์
ประสาท นอกจากนั ้นน ้ าตาลแลคโตสยังใช้ในการผลิตยาปฏิชีวนะเพนนิซิลิน และใช้เป็น
ส่วนประกอบของการผลติยารกัษาโรคชนิดอื่นๆ อกีดว้ย 
 

วิตามิน   ในน ้านมโคพบวติามนิทัง้ประเภทที่ละลายในไขมนัและไม่ละลายในไขมนั โดย
วติามนิทีล่ะลายไดใ้นไขมนั ได้แก่ วติามนิเอ วติามนิด ีวติามนิอ ีวติามนิเค และแคโรทนีอยด์ โดย
ปรมิาณของวติามนิเหล่านี้ที่พบส่วนใหญ่ขึน้กบัอาหารที่ใชเ้ลี้ยงโคนม ส าหรบัวติามนิที่ละลายน ้า 
ได้แก่ วติามินบี 1 วติามินบี 2 วติามินบีรวม วติามินบี 6 วติามินบี 12 วติามินซี วติามินดี และ 
วติามนิด ี3  ซึ่งชว่ยป้องกนัโรคลกัปิดลกัเปิด อมัพาต โรคผวิหนัง โรคล าไส้ โรคฟนัผุ มกัพบอยู่ใน
หางน ้านมเป็นส่วนใหญ่และปรมิาณที่พบไม่ขึน้กบัอาหารที่ใชเ้ลี้ยงโค เนื่องจากสามารถสงัเคราะห์
ขึ้นเองได้ในกระเพาะของโค โดยวิตามินเหล่านี้นอกจากจะให้คุณค่าทางโภชนาการแล้ว ยงัมี
บทบาทต่อการรกัษากลิน่รสของน ้านมอกีดว้ย 
 

โปรตีน  น ้านมมโีปรตนีที่ส าคญั ได้แก่ เคซีน และเวย์โปรตนี (whey proteins) หรอืซีรมั
โปรตีน (serum proteins) ซึ่งประกอบด้วยโปรตีนที่ส าคัญ 2 ชนิด คือ แอลฟา-แลกตลับูมีน        
(α-lactalbumin) และเบตา-แลกโตโกลบูลนี (β- lactoglobulin) นอกจากนี้ยงัมกีรดอะมโิน (amino 
acid) อยู่ 19 ชนิด ซึ่งมปีระโยชน์ต่อการสรา้งเนื้อเยื่อ เลอืด และกระดูก นอกจากนี้ยงัมเีอนไซมช์นิด
ต่างๆ อกีดว้ย 
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เถ้าและแร่ธาตุ  เถา้ของน ้านมแตกต่างจากแร่ธาตุของน ้านม เถา้เป็นเพยีงส่วนทีเ่หลอือยู่
หลงัจากเผาน ้านมจนเป็นเถ้าที่ 600 องศาเซลเซียส เถ้าของน ้านมประกอบด้วยออกไซด์และ     
คลอไรดข์องโซเดยีม โพแทสเซยีม แคลเซยีม แมกนีเซยีม เหลก็ ฟอสฟอรสั ซลัเฟอร ์ส่วนแร่ธาตุใน
น ้านม ได้แก่ ฟอสเฟตคลอไรด์และซิเตรตของโพแทสเซียม โซเดยีม แคลเซียม และแมกนีเซียม 
โดยโพแทสเซียมและคลอไรด์จะอยู่ในรูปของไอออนที่ละลายน ้าทัง้หมด ส่วนฟอสเฟต แคลเซียม 
แมกนีเซียมและซิเตรต บางส่วนจะอยู่ในรูปไอออนที่ละลายน ้าและบางส่วนอยู่ในรูปสารเชงิซ้อน
คอลลอยด ์ ส่วนแคลเซยีมพบวา่ ประมาณสองในสามจะกระจายเป็นคอลลอยด ์และเพยีงหนึ่งในสบิ
เท่านัน้ที่เป็นไอออนของสารละลาย  โดยส่วนใหญ่ของเถ้าจะประกอบด้วยแร่ธาตุต่างๆ ที่มอียู่ใน
น ้านม ดงัแสดงในตาราง 3 
 
ตาราง 3 ธาตุทีอ่ยู่ในองคป์ระกอบของน ้านม 
 

แร่ธาต ุ ปริมาณ mg ใน100g %ท่ีมีในซีรมั 
Na 48 0.95 
K 143 0.94 
Ca 117 0.32 
Mg 11 0.66 
Cl 110 1 

CO3 10 1 
SO4 10 1 
PO4 203 0.53 

Citrate 175 0.92 
 

ทีม่า: Huppertz T.; & Kelly L. (2009). Milk processing and quality management. p. 24. 
 

ไขมนัและสารประกอบไขมนั  ไขมนัหรอืทีรู่จ้กัในนามของมนัเนย จดัเป็นส่วนประกอบที่
ส าคญัทีสุ่ดของน ้านม ทัง้ในดา้นโภชนาการ อกีทัง้ยงัมสีารอาหารทีม่ปีระโยชน์ต่อร่างกายหลายชนิด
ละลายไดใ้นมนัเนย เชน่ สารพวกแคโรทนี ซึ่งเป็นแหล่งของวติามนิต่างๆ  นอกจากนี้ยงัมกีารใชค้่า
ปรมิาณมนัเนยเป็นตวัก าหนดราคาซื้อขายน ้ามนั ส่วนประกอบส่วนใหญ่ในมนัเนยจะอยู่ในรูปของ
กรดไขมนัประมาณรอ้ยละ 98-99 ของมนัเนยทัง้หมด ซึ่งมจี านวนคาร์บอนตัง้แต่ 4 ตวั ไปจนถงึ 20 
ตวั แยกเป็นกรดไขมนัอิ่มตวัประมาณร้อยละ 57 และกรดไขมนัไม่อิ่มตวัประมาณร้อยละ 43 ของ
ไขมันและสารประกอบไขมันในน ้ านม  นอกจากนี้ ไขมันนมยังประกอบด้วยฟอสโฟลิปิด 
(phospholipids) กรดคโีตกลเีซอไรด์ (keto acid glycerides) สเตรอล (sterols) และวติามนิที่ละลาย
ในไขมนัคอื วติามนิเอ ด ีเค และ อ ีตลอดจนแคโรทนีอยด์ปรมิาณเลก็น้อย 
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ไขมนันมมกัจะอยู่ในลกัษณะที่ เป็นอนุภาคเล็กๆ เรียกว่า เม็ดไขมนั (fat globule) 

เสน้ผา่ศนูยก์ลางของเมด็ไขมนัประมาณ 1 ส่วน 1000 นิ้ว  ซึ่งใน 1 ลูกบาศก์เซนตเิมตรของน ้านม
โคจะมปีรมิาณของเมด็ไขมนัประมาณ 250 ลา้นเมด็ (รชันี, 2543: 283)  
 

เนื่องจากน ้านมของสตัวท์ีม่หีลายกระเพาะ (สตัวเ์คี้ยวเอื้อง) เช่น โค หรอื กระบอื มกัจะมี
กรดไขมนัไม่อิม่ตวัมากกว่าร้อยละ 40  ซึ่งเป็นกรดไขมนัประเภทที่ว่องไวต่อปฏกิริยิาออกซิเดชนั 
แลว้สลายตวัใหส้ารประกอบทีร่ะเหยง่ายและมกีลิน่ ดงันัน้น ้านมของสตัวเ์หล่านี้จงึมกีลิน่หนืเมื่อเกบ็
ไวน้านๆ หรอือยู่ในสภาวะทีม่อีนุมูลอสิระสูงจะสามารถชว่ยเร่งการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัได้ง่าย  
 
สารประกอบมาลอนไดอลัดีไฮดแ์ละปฏิกิริยาลิปิดออกซิเดชนั 

สารประกอบมาลอนไดอัลดีไฮด์ เป็นผลิตภัณฑ์ข ัน้ที่สองที่เกิดจากปฏิกิริยาเปอร์
ออกซเิดชนั(peroxidation) ของกรดไขมนัไม่อิม่ตวั โดยปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ถูก
ใชเ้ป็นตวัชีว้ดัถงึระดบัการถูกท าลายโดยอนุมูลอสิระอนัเป็นสาเหตุของโรคต่างๆ  

สารประกอบมาลอนไดอัลดีไฮด์สามารถ เตรียมได้จากสารประกอบ 1,1,3,3-
Tetramethoxypropane โดยอาศัยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  ซึ่ ง โครงสร้างโดยทัว่ไปของ                 
มาลอนไดอลัดไีฮด์ จะเป็นสารประกอบอลัดไีฮด์ ถ้าละลายในตวัท าละลายไม่มขี ัว้  แต่จะอยู่ในรูป
ของสารประกอบอนีอลถา้ละลายในตวัท าละลายทีม่ขี ัว้ ดงัแสดงในภาพประกอบ 1     
 

 
 

ภาพประกอบ 1 สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด ์ทัง้ในรูปของอลัดไีฮดแ์ละอนีอล 
ทีม่า : Trivella A. (2008). Malonaldehyde Synthesis. pp. 3285-3290. 

ละลายในตวัท าละลายมีขัว้ 
 
 
 
 
 
 
 

ละลายในตวัท าละลายไมม่ีขัว้ 



10 
 

ลกัษณะทัว่ไปของมาลอนไดอลัดไีฮดเ์ป็นสารทีม่จีุดหลอมเหลว 72–74 องศาเซลเซยีส แต่
ถา้มาลอนไดอลัดไีฮดอ์ยู่ในรูปของผลกึเกลอืโซเดยีมจะมจีุดหลอมเหลวอยู่ที ่245 องศาเซลเซยีส มา
ลอนไดอลัดไีฮด์บรสิุทธิจ์ะละลายน ้าได้ด ีมคี่า pKa เท่ากบั 4.46  และสามารถดูดกลนืคลื่นแสงได้
เลก็น้อยทีค่วามยาวคลื่น 245 นาโนเมตร  
 

ในปี ค.ศ. 2006 Romieu (Romieu. 2006: S302) และคณะ ได้รายงานผลการตรวจพบ
มาลอนไดอลัดไีฮดอ์สิระในอากาศหรอืแหล่งน ้าโดยมกัจะเป็นผลมาจากการปนเป้ือนจากการกระท า
ของมนุษย ์ เมื่อท าการตรวจวดัปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ที่ปนเป้ือนในอากาศ พบว่า 
ปรมิาณของสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮดส์มัพนัธก์บัปรมิาณของโอโซนในบรเิวณนัน้   เนื่องจาก
โอโซนมคีวามสามารถในการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัแลว้เกดิเป็นอนุมูลอสิระได้ดีท าให้สารตัง้ต้นที่
มอียู่ในอากาศบริเวณนัน้ถูกออกซิไดซ์เป็นสารประกอบมาลอนไดอลัดีไฮด์  ดงันัน้การตรวจวดั
ปรมิาณของมาลอนไดอลัดไีฮด์จงึสามารถใชเ้ป็นตวัชีว้ดัถงึมลพษิที่เกดิจากผลของการเกดิอนุมูล
อสิระในอากาศได ้   

 
นอกจากนี้ยงัมรีายงานการตรวจพบปรมิาณของสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮดใ์นเนื้อเยือ่

ของพชืและเนื้อเยื่อสตัวท์ีอ่าศยัในสิง่แวดล้อม   โดยในปี ค.ศ. 2005 James (James. 2005: 2337-
2345)  ไดศ้กึษาถงึการเกดิออกซไิดซ์ในเนื้อเยื่อของพชืตระกูลฝ้ายโดยใชต้วัชีว้ดัการเกดิออกซิไดซ์ 
หลายชนิดไดแ้ก่ มาลอนไดอลัดไีฮด ์แอสคอรเ์บท เปอร์ออกซิเดส (ascorbate peroxidase activity, 
APX) กลูตาไทโอน รีดกัเทส (glutathione reductase activity, GR) กลูตาไทโอนรวม (total 
glutathione, GLUT) และ ออกซิไดส์กลูตาไทโอน( oxidized glutathione, GSSG)   พบว่าการ
วเิคราะหก์ารเกดิออกซไิดซ์โดยใช ้มาลอนไดอลัดไีฮด ์เป็นตวัชีว้ดัดทีีสุ่ด 

 
ส าหรับการตรวจพบสารประกอบมาลอนไดอัลดีไฮด์ที่เจือปนในอาหารนัน้ได้มีการ

ท าการศกึษามานานแล้วไม่ต ่ากว่า 20 ปี  ในตวัอย่างต่างๆ เช่น เนื้อปลา (Kurkhanova. 1971:   
73-78)   น ้ามนัปลา (Koning. 1963: 167-169)  น ้าส้มคัน้ (Braddock. 1971: 1095-1097)  น ้ามนั
พชื (Arya. 1971: 144-180)  ไขมนั (Braddock. 1964: 1095-1097)  ถัว่เขยีวแช่แขง็ (Chow. 
1969: 973-974)  น ้านม (Downey. 1969: 154-162) และไขมนันม (Patton. 1951: 669-674)    
การตรวจพบ สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ในผลติภณัฑ์อาหารเกอืบทุกชนิดนัน้  เป็นผลมาจาก
ปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดชนั (lipid peroxidation) และการที่อาหารได้รับความร้อนสูง       
(Yahya; et al. 1996: 3-9)  
  

ในส่วนของการเกดิปฏกิริยิาลปิิดเปอรอ์อกซเิดชนั จะเริม่จากกรดไขมนัไม่อิม่ตวัทีม่พีนัธะ
คู่หรอืพนัธะสามในสายโมเลกุล  ดงัแผนภาพประกอบ 2 เกดิการสูญเสยีไฮโดรเจนอะตอมโดยอนุมูล
อสิระเกดิเป็นกรดไขมนัทีไ่ม่เสถยีรแลว้ท าปฏกิริยิาออกซเิดชนักบัออกซิเจนเป็นสารประกอบคอนจู



11 
 

เกตไดอนี (conjugated diene) และจากนัน้ออกซเิจนอะตอมจะเขา้มาท าปฏกิริยิาต่อตรงต าแหน่งที่
เป็นอนุมูลของสายกรดไขมนัจนเกิดเป็นสารประกอบที่เรยีกว่าอนุมูลอสิระเปอร์ออกซิล (peroxyl 
radical)  ต่อมากจ็ะเกดิการรดีวิซ์ (reduce) อนุมูลอสิระเปอร์ออกซิลแล้วเกดิการจดัเรยีงโครงสร้าง
ใหม่จนในทีสุ่ดจะได้สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด ์ดงัภาพประกอบ 2 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 2 การเกดิปฏกิริยิาลปิิดเปอรอ์อกซเิดชนัจนไดผ้ลติภณัฑเ์ป็น MDA 
ที่มา : Largillière C. (2004). Free malondialdehyde determination in human plasma 

by high-performance liquid chromatography. pp. 123-126. 
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การศึกษาความเป็นพิษและอนัตรายจาก MDA 
ในปี ค.ศ. 2002 Lawrence (Lawrence. 2002: 219-222) ได้รายงานผลวจิยัที่ระบุถึง

แนวโน้มในการเกิดมะเรง็ในมนุษย์จากการได้รบัมาลอนไดอลัดไีฮด์  โดยได้ท าการศกึษาผลการ
ท าลายโครงสร้างของสารประกอบทางพนัธุกรรมของมาลอนไดอลัดีไฮด์ที่เป็นผลิตผลของ การ
เกดิปฏกิริยิาลปิิดเปอรอ์อกซเิดชนั   โดยเมื่อมาลอนไดอลัดไีฮด์เขา้สู่ร่างกายจะท าปฏกิริยิากบัสาร
พนัธุกรรมของมนุษย์  เช่น 2’-deoxyguanosine  เกิดเป็นสารประกอบใหม่ที่เรียกว่า M1G          
(3-(2-deoxy-β-D-erythro pentofuranosyl)pyrimido[1,2-α]purin-10(3H)) ตามภาพประกอบ 3 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 3  ท าลายสารพนัธกุรรม 2’-deoxyguanosine โดยมาลอนไดอลัดไีฮด ์
ที่มา : Lawrence J.M. (2002). Oxy radicals, lipid peroxidation and DNA damage. pp. 

219-222. 
 

นอกจาก 2-deoxyguanosine  ทีส่ามารถถูกท าลายดว้ยมาลอนไดอลัดไีฮด์ สารพนัธุกรรม
อื่นๆ อย่างเชน่ อะดนีีน (adenine, A) และ ไซโทซีน (cytosine, C) กส็ามารถถูกท าลายจนเกดิการ
เปลีย่นแปลงโครงสรา้งเป็นผลติภณัฑใ์หม่ไดเ้ชน่กนั ดงัแสดงในแผนภาพประกอบ 4   
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ภาพประกอบ 4  ผลติภณัฑท์ีเ่กดิขึน้จากการท าลายดเีอนเอ โดยมาลอนไดอลัดไีฮด ์
ทีม่า : Lawrence J.M. (2000). Oxyradicals and DNA damage. pp. 361-370.   

 
สารประกอบ M1G ที่เกิดขึ้นนี้ถ้าไปสะสมที่อวยัวะส่วนไหนมากก็มีโอกาสท าให้เกิด

เซลล์มะเรง็ที่บรเิวณนัน้ได้ เช่น ตบั  ปอด  และเซลล์เมด็เลอืดขาว  ดงันัน้ Lawrence จงึตดิตาม
สารประกอบ M1G ที่เกิดขึ้นจากเนื้อเยื่อของอวยัวะต่างๆ ของมนุษย์โดยอาศยัการท าอนุพนัธ์
ระหว่างสารประกอบ M1G กบัสารประกอบเพนตะฟลูออโรเบนซิล โบรไมด์ (pentafluorobenzyl 
bromide)  จากนัน้จงึวเิคราะหอ์นุพนัธ์ที่เกดิขึน้โดยอาศยัเครื่อง GC/MS โดยผลการทดสอบพบว่า
โดยเฉลีย่ในแต่ละ 108  ของล าดบันิวคลโีอไซด ์(nucleosides) ของ DNA 1 mg  จะพบสารประกอบ 
M1G อยู่ 2-3 ตวัเสมอ   ดงันัน้จงึเป็นผลให้รหสัของสายพนัธุกรรมเปลี่ยนแปลงหรอืถูกท าลายไป 
และดว้ยเหตุผลนี้เองจงึเชือ่วา่ มาลอนไดอลัดไีฮดม์สี่วนส าคญัในการเกดิโรคมะเรง็ในร่างกายมนุษย์ 

นอกจากนี้ การได้รบัมาลอนไดอลัดไีฮด์ในปรมิาณมากยงัสามารถเกดิผลกระทบโดยตรง
ต่อร่างกายของสิง่มชีวีติ   โดยมาลอนไดอลัดไีฮดส์ามารถเขา้ไปท าการ cross-links กบัสารประกอบ
จ าพวกเอมีนปฐมภูมิ (primary amines) จนเกิดเป็นผลิตภัณฑ์ใหม่  เช่น สารประกอบ                
N-Propenallysine  สารประกอบ 1-Amino-3-iminopropene  และสารประกอบ Pyridium DHP     
ดงัแสดงในแผนภาพประกอบ 5    
 

 
 

ภาพประกอบ 5 โครงสรา้งของ lysine-lysine cross-links โดยมาลอนไดอลัดไีฮด ์
ที่มา : Uchida K. (2000). Role of reactive aldehyde in cardiovascular diseases. pp. 

1685-1696. 
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โดยสารประกอบเอมนีปฐมภูม ิส่วนใหญ่จะพบมากใน apoliprotein B-100 (apo-B) ทีเ่ป็น
โปรตีนที่ท าหน้าที่ล าเลยีงไขมนัไปยงัอวยัวะหรือเนื้อเยื่อ   ท าให้ apo-B ถูกเปลี่ยนแปลงไปไม่
สามารถล าเลยีงไขมนัไดเ้กดิการสะสมของไขมนัในเสน้เลอืด  จนเกดิเป็นภาวะหลอดเลอืดแดงแขง็
แบบ atherosclerosis ซึ่งเป็นสาเหตุส าคญัของการเกดิโรคหวัใจและหลอดเลอืด เช่น โรคหลอด
เลอืดหวัใจ (coronary heart disease) โรคของหลอดเลอืดแดงส่วนปลาย (peripheral arterial 
disease) โรคหลอดเลอืดสมอง (cerebrovascular disease) (Uchida. 2000: 1685-1696) 

มาลอนไดอลัดไีฮด์ ยงัสามารถเกดิการเชีย่มไขว ้cross-links ระหว่าง DNA ด้วยกนัเอง
จนเกดิเป็นสารชวีโมเลกุลขนาดใหญ่เรยีกวา่ N-dG,N-dG-Malondialdehyde  (Niedernhofer. 2003: 
31426 – 31433 ) ดงัแสดงในภาพประกอบ 6 ท าใหเ้กดิการสะสมและอุดตนับรเิวณผนงัเสน้เลอืดจน
เป็นสาเหตุของโรคหลอดเลือดและหวัใจ ที่มีจ านวนผู้เสียชวีติสูงในกลุ่มประเทศแถบยุโรปและ
สหรฐัอเมรกิาซึ่งมกีารบรโิภคอาหารทีม่ไีขมนัผสมในปรมิาณสูง (Daniele. 2005: 316–328) 
 

 
 

ภาพประกอบ 6 โครงสรา้งของ N-dG,N-dG-Malondialdehyde 
ที่มา : Daniele D.R. (2005). A review of recent studies on malondialdehyde as 

toxic molecule and biological marker of oxidative stress. pp. 316–328. 
 
 

สารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟิ์วรลัดีไฮดแ์ละปฏิกิริยาการเกิดสารสีน ้าตาล  
 

ปฏกิริยิาการเกดิสารสนี ้าตาล  เป็นปฏกิริยิาที่สามารถเกดิขึน้ได้กบัอาหารเกอืบทุกชนิด 
ซึ่งมกัพบในอาหารโดยเฉพาะ ผกั ผลไม ้และอาหารทะเล โดยเกดิขึน้บรเิวณผวิหน้าของอาหาร เมื่อ
สมัผสักบัอากาศ ตวัอย่างเชน่ การเปลี่ยนสขีองผวิหน้าเนื้อแอปเป้ิลหรอืมนัฝรัง่ที่มกีารปอกเปลอืก
แลว้   ปฏกิริยิาการเกดิสารสนี ้าตาลเป็นปฏกิริยิาทางเคมทีี่ค่อนขา้งสลบัซบัซ้อนเนื่องจากเกดิจาก
หลาย ๆ ปฏกิริยิารวมกนั โดยจะแตกต่างกนัออกไปตามชนิดของอาหาร แต่สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 
2 ประเภท คือ การเกิดสีน ้ าตาลที่เกี่ยวข้องกบัเอนไซม์และการเกิดสีน ้ าตาลที่ไม่ เกี่ยวข้องกับ
เอนไซม ์ 
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การเกิดสีน ้าตาลท่ีเก่ียวข้องกบัเอนไซม ์ 
การเกดิสนี ้าตาลประเภทนี้ พบมากในผกั ผลไม้สด และน ้าผลไม้ โดยเกดิกบัผลไม้ที่ช ้า    

มรีอยแตก ผลไมถู้กปอกเปลอืกหรอืหัน่ โดยจะพบว่าในเซลล์ของพชืเหล่านี้มกัจะมสีารตัง้ต้น เป็น
สารประกอบฟีนอลกิ ซึ่งจะท าปฏกิริยิากบัเอนไซม์จ าพวกฟีนอลออกซิเดส (phenol oxidase) เกดิ
ผลิตภัณฑ์เป็นรงควตัถุประเภทต่าง ๆ อนัเป็นสาเหตุของการเกดิสนี ้ าตาลขึน้มาในผกัและผลไม้
หลายชนิด  เชน่ สารประกอบคาทโีคล ทีถู่กเอนไซมค์าทโีคลออกซเิดสเปลี่ยนให้เป็นเบนโซควโินน 
(benzoquinone) เป็นสารประกอบสีเหลืองเข้ม อันเป็นสาเหตุของการด าคล ้าในผลกล้วย  ดัง
ภาพประกอบ 7 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 ปฏกิริยิาการเกดิสารสนี ้าตาลในผลกลว้ย 
ทีม่า: Jolley R. (1974). Oxytyrosinase. p. 335. 

 
การเกิดสีน ้าตาลท่ีไม่เก่ียวข้องกบัเอนไซม ์ 
การเกดิสนี ้าตาลแบบที่ไม่มเีอนไซม์เข้ามาเกี่ยวข้อง โดยมกัเกดิขึน้จากการแปรรูปและ

การเกบ็รกัษา ซึ่งสามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่มย่อยไดแ้ก่  
- คาราเมลไลเซชนั (caramelization) เกดิจากน ้าตาลไดร้บัความรอ้นสูงเกนิจุดหลอมเหลว 

ท าให้น ้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวเปลี่ยนไปอยู่ในรูป 1,2-enol แล้วเกดิเป็นพอลิเมอร์ ของสารประกอบ
คารบ์อนไดเ้ป็นสารสนี ้าตาล ทีม่กีลิน่และรสเฉพาะตวั เรยีกวา่คาราเมล (caramel) โดยผลติภณัฑ์ที่
ได้จากปฏิกิริยาการเกิดคาราเมล จะน ามาใช้เพื่อแต่งสี และกลิ่นรสในผลิตภัณฑ์อาหารจ าพวก 
ลูกกวาด และเครื่องดื่ม เป็นตน้ 

- ปฏกิริยิาออกซิเดชนัของวติามนิซี เป็นปฏกิริยิาสนี ้าตาลประเภทหนึ่งซึ่งเกดิจากการ
กระตุ้นได้หลายทาง เช่น การสมัผสักบัออกซิเจน การอยู่ในสภาวะกรด หรอืการอยู่ในสภาวะที่มี
อุณหภูมสิูง 

- ปฏกิริยิาเมลลารด์ เป็นปฏกิริยิาการเกดิสนี ้าตาลแบบไม่ใชเ้อนไซม์แบบหนึ่ง ที่เกดิขึน้
จากผลของปฏกิริยิาระหวา่งน ้าตาลโมเลกุลเดีย่วกบักรดอะมโินของโปรตนี แลว้ไดผ้ลติภณัฑท์ีอ่ยู่ใน
รูปของสารประกอบกลูโคส-เอมนีทีม่สีนี ้าตาล  
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ปฏิกิริยาเมลลารด์  
ปฏกิริยิาเมลลาร์ด เป็นปฏกิริยิาที่เกดิขึน้ระหว่างน ้าตาลรดีวิซิ่ง (reducing sugar) เช่น 

กลูโคส หรือ ฟลุคโทส กบักรดอะมิโน ปฏิกิรยิาจะเกดิขึ้นที่บรเิวณของหมู่คาร์บอนิลของน ้าตาล
รดีวิซ์กบัหมู่อะมโินของกรดอะมโินทีเ่ป็นอสิระ โดยมคีวามรอ้นเป็นตวัเร่งปฏกิริยิาจนน าไปสู่การเกดิ
เมด็สขีองเมลานอยดินที่เป็นสารประกอบที่ให้สนี ้ าตาลและกลิน่รสต่างๆ ทัง้ที่พงึประสงค์ เช่น  สี
น ้าตาลของคุ๊กกีท้ีเ่กดิขึน้ระหวา่งการอบเป็นต้น  และผลติภณัฑ์สารประกอบที่ให้สนี ้าตาลและกลิน่
รสต่างๆ ทีไ่ม่พงึประสงคอ์ย่างเชน่ การเปลีย่นเป็นสนี ้าตาลเขม้ของนมผงหรอืน ้าผึง้ระหว่างการเกบ็
รกัษา ซึ่งการเกดิสนี ้าตาลแบบไม่ใชเ้อนไซมใ์นอาหารนัน้จะเกดิไดม้ากน้อยขึน้อยู่กบัสารตัง้ต้นของ
การเกดิปฏกิริยิาเมลลาร์ด รวมถงึปจัจยัอื่นๆ ยกตวัอย่างเช่น วติามนิซี pH ออกซิเจน เวลาและ
อุณหภูมใินการเกบ็รกัษา (Wong. 1989: 285-293) 

ในปี ค.ศ. 1912 Louis Maillard  (Maillard. 1912: 66-68)  นักเคมชีาวฝรัง่เศส เป็นคน
แรกทีอ่ธบิายเกีย่วกบัปรากฏการณ์การเกดิสารสนี ้าตาลหลงัจากได้รบัความร้อนกบัสารละลายผสม
ของกลูโคสกบัไกลซีน (glycine) ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิรยิานี้เรยีกว่า Maillard reaction 
product (MRP) ซึ่งมลีกัษณะเป็น สารประกอบกลูโคส-เอมนี  ตัง้แต่นัน้เป็นต้นมากไ็ด้มกีารศกึษา
เกี่ยวกบัปฏิกิริยาเมลลาร์ดมากมาย ในส่วนที่เกี่ยวข้องกบัสาขาวทิยาศาสตร์สุขภาพมีประเด็น
น่าสนใจอยู่    2 ประเดน็ คอื ประเดน็แรก ปฏกิริยิาเมลลารด์เกดิขึน้ในระหวา่งการผลติอาหารซึ่งจะ
มผีลต่อคุณภาพทางโภชนาการ ซึ่งท าใหสู้ญเสยีสารอาหารบางชนิดไปและอาจเกดิกลิน่หรอืรสชาติ
เปลีย่นไป สิง่ทีส่ าคญัมากในประเดน็นี้คอืการที่เกดิสารประกอบกลูโคส-เอมนี ท าให้สูญเสยีน ้าตาล
และกรดอะมโิน ซึ่งอาจมผีลต่อการดูดซึมและเมตาโบลซิึมของสารอาหารบางชนิด  ประเดน็ที่สอง 
ปฏิกิริยาเมลลาร์ดเกี่ยวข้องกับกระบวนการแก่ของเซลล์ (tissue-aging process) พบว่ามี
ความสมัพนัธ์ระหว่างเวลาและโปรตนี เซลล์ และเนื้อเยื่อ  ยกตวัอย่างเช่น ผู้ป่วยเบาหวานจะมี
น ้าตาลฟลุคโทสสูงในเนื้อเยื่อโดยเฉพาะในเลนส์ตา อาจท าให้เกดิต้อกระจก หรอืการเกดิปฏกิริยิา
เมลลารด์ในผูป้ว่ยโรคไตระยะสุดทา้ยทีท่ าใหไ้ดผ้ลติภณัฑ์ทีเ่กดิจากปฏกิริยิาไกลโคออกซเิดชนั   ซึ่ง
ส่งผลให้เกิดพยาธิสภาพของโรคจากอาการของโรค อย่างเช่น ภาวะกระดูกสลายตัว (bone 
resorption)  และภาวะหลอดเลอืดแดงแขง็ตวั (atherosclerosis) เป็นตน้ (อมรรตัน์. 2545: 4)    

กระบวนการเกดิปฏกิริยิาเมลลารด์มทีัง้หมด 3 ชว่ง ไดแ้ก ่
ช่วงท่ี 1 น ้ าตาลรีดิวซิ่งจะเกิดปฏิกิริยาควบแน่น (condensation) ที่ต าแหน่งของหมู่      

คารบ์อนิลกบัหมู่อะมโินทีม่าจากโปรตนี แลว้ท าให้เกดิการเคลื่อนของอเิลก็ตรอนเป็น N-subtituted 
glycosylamine ภายใต้สภาวะกรด  หลงัจากนัน้ก็จะเกิดปฏิกิริยาไอโซเมอร์ไรเซชนัเกิดเป็น 
สารประกอบคโีตน โดยเรยีกวา่กระบวนการเปลีย่นแปลงโครงสร้างอะมาโดร ิจนได้ผลติผลเป็นสาร
อนุพนัธ ์1-อะมโิน-1-ดอีอกซ-ี2-คโีตส ซึ่งสารทีเ่กดิในชว่งนี้ยงัเป็นสารทีย่งัไม่มสีี 
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ช่วงท่ี 2 ปฏิกิริยาในช่วงนี้จะเกี่ยวข้องกับการเคลื่อนอิเล็กตรอนของหมู่อะมิโนที่จะ
ประกอบด้วยกระบวนการ dehydration, clyclization, fragmentation หรอื amine condensation 
โดยสามารถแบ่งได ้3 รูปแบบหลกัคอื 

1. สภาวะกรด กระบวนการ dehydration และ cyclization ท าให้ hexose เปลี่ยนไปเป็น      
5-hydroxyfurfural (HMF) หรอื pentose เปลีย่นไปเป็น furfural แล้วจงึเกดิปฏกิริยิาออกซิเดชนัจน
ไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นสารประกอบสเีหลอืงคอื g-unsaturated decarboxyl  

2. สภาวะด่าง 2-keto glycosyl form เปลี่ยนเป็น 1,2-enol glycosyl form และถูก
กระบวนการ dehydration และ oxidation เปลี่ยนเป็น 2,3-enol form ได้ผลติผลเป็น reductones 
และ dehydroreductones และ amino-keto derivatives เรยีกปฏกิริยิานี้วา่ Strecker dehydration  

3. สภาวะที่อุณหภูมิสูง จะเกิดกระบวนการแตกตวัของผลิตภณัฑ์อะมาโดรกิลายเป็น
สารประกอบอลัดไีฮด์ แอลกอฮอล์ กรดอนิทรยี์และคโีตน ซึ่งมสีแีละกลิน่ที่เป็นเอกลกัษณ์ของการ
เกดิสารสนี ้าตาลจากปฏกิริยิาเมลลารด์ (Maillard browning) โดยเฉพาะ 

ช่วงท่ี 3 เป็นชว่งทีม่คีวามซบัซ้อนมากและไม่ทราบแน่ชดั โดยปฏกิริยิาในชว่งนี้เกี่ยวขอ้ง
กบัปฏิกริยิา polymerization ของผลิตภณัฑ์ในช่วงที่ 2 และจากนัน้กเ็กดิ copolymerization กบั
สารประกอบทีม่หีมู่อะมโินจนสุดทา้ยจะไดผ้ลติผลทีม่สีทีีเ่รยีกวา่ เมลานอยดนิ 

สารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์เป็นหนึ่งในสารทีน่ ามาใหเ้ป็นตวัชีว้ดัการ
เกดิ ปฏกิริยิาเมลลารด์   โดยกระบวนการเกดิปฏกิริยิาแสดงดงัภาพประกอบ 8 
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ภาพประกอบ 8  กลไกการเกดิสารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์
ที่มา : Fayle S.E. (2002). The Maillard reaction. Royal Society of Chemistry. 

Cambridge. 2002. 5-18. 
 

อนุพนัธว์งแหวนฟูแรน เชน่ สารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ จะเกดิพอลเิมอ
ไรซ์อย่างรวดเรว็ได้จนเป็นสารสนี ้าตาลที่มไีนโตรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่และไม่ละลายน ้า  สารสี
น ้าตาลที่เกดิขึน้นี้เรยีกว่า เมลานอยดนิ (นิธยิา รตันาปนนท์.  2549: 324)  นอกจากนี้ในระหว่าง
ข ัน้ตอนของกระบวนการ Amadori rearrangement ของปฏกิริยิาเมลลาร์ดอาจจะท าให้เกดิอนุมูล
อสิระเกดิขึน้ได ้(Yusuf & Toledo. 2005: 273–278) 

ปฏกิริยิาเมลลารด์ท าใหเ้กดิสารสนี ้าตาล ซึ่งเป็นการเพิม่รสชาตแิละกลิน่กบัผลติภณัฑ์บาง
ชนิด เชน่ ขนมอบ คาราเมล ทอฟฟ่ี เป็นต้น แต่ปฏกิริยิาเมลลาร์ดท าให้เกดิการสูญเสยีคุณค่าทาง
อาหารได้ เนื่องจากต้องใชน้ ้าตาลและกรดอะมโินเป็นสารตัง้ต้นในการเกดิปฏกิริยิา  อกีทัง้การที่
อาหารนัน้มอีงคป์ระกอบของโปรตนีทีสู่งและไดร้บัความรอ้นสูงจากการปรุงทีย่่อมสามารถก่อให้เกดิ
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ผลติภณัฑ์ที่เป็นสารประกอบจ าพวกเฮทเทอโรไซคลกิเอมนี (heterocyclic amine) ซึ่งเป็นสารก่อ
มะเรง็ได ้(นิธยิา. 2549: 326) 

นอกจากนี้ปรมิาณสารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ ยงัถูกใชเ้ป็นดชันีวดัการ
เกดิปฏกิริยิาเมลลารด์ เนื่องจากเป็นสารมธัยนัตซ์ึ่งเกดิขึน้ในขัน้ตอนหนึ่งของปฏกิริยิาเมลลารด์  ซึ่ง
สามารถแสดงถงึการสูญเสยีคุณค่าทางโภชนาการของอาหารที่เกดิขึน้ได้    นอกจากนี้ยงัพบว่ามี
การรายงานการวจิยัระบุออกมาว่าสารประกอบไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์และอนุพนัธ์ของ
สารประกอบไฮดรอกซี เมทิล เฟอร์ ฟิ วรัลดีไฮด์  อย่ า ง เช่น  5-คลอโร เมธิล เฟอร์ ฟิ วรัล                    
(5-(chloromethyl)furfuraldehyde) มคีวามเป็นพษิต่อเซลล์และสารพนัธุกรรมของสิง่มชีวีติอนัเป็น
สาเหตุของการเกดิเซลลม์ะเรง็ในล าไส ้ตบั และบรเิวณผวิหนงัอกีดว้ย (Nadia. 2006: 1390-1395)  

                   
งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัการวิเคราะหป์ริมาณสารประกอบมาลอนไดอลัดีไฮด ์ และ
ปริมาณสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟิ์วรลัดีไฮด ์ 
 

ในปี ค.ศ. 1976 Yagi (Yagi. 1976: 212-216)  ได้พฒันาวธิกีารวเิคราะห์สารประกอบ     
มาลอนไดอลัดไีฮด์ในตวัอย่างเลือด  โดยในขัน้ตอนการเตรยีมสารจะท าการตกตะกอนไขมนัและ
โปรตนีออกก่อนภายใต้สภาวะกรดที่อุณหภูม ิ95oC แล้วจงึวดัปรมิาณของมาลอนไดอลัดไีฮด์โดย
อาศยัการท าอนุพนัธ์กบักรดไทโอบาบทิุรกิ (thiobarbituric acid, TBA)  แล้วจงึตรวจวดัอนุพนัธ์ที่
เกิดขึ้นด้วยเทคนิคสเปกโทรสโกปี  ซึ่งหลงัจากนัน้วธิีการดงักล่าวจึงถูกนิยมใช้ในการวเิคราะห์
ปรมิาณมาลอนไดอลัดไีฮด์เรื่อยมาและเรยีกวธิกีารนี้วา่  “TBA reaction substance” (TBARS) 
 

ในปี ค.ศ. 1994 Chirico (Chirico. 1994: 314-318) ได้พฒันาเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงที่ใชต้วัตรวจวดัแบบชนิดยูว-ีวสิเิบลิสเปกโทรสโคปีในการแยกและวเิคราะห์
อนุพนัธ ์MDA-TBA  โดยจะใชค้อลมัน์ชว่ยในการแยกโปรตนีทีม่ใีนตวัอย่างออกจากกนัเป็นครัง้แรก  
โดยสามารถตรวจวดัปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ได้เป็นอย่างดี  ให้ผลการวเิคราะห์อยู่
ในช่วง 0.1-1.0 nmol/ml นอกจากนี้ยงัมกีารเตมิ BHT เขา้ช่วยในการหลกีเลี่ยงผลของตวัรบกวน
จากอนุมูลอสิระทีม่อียู่ในระบบ 

 
ในปี ค.ศ. 1999 Gokmen และ Acar (Gokmen; & Acar. 1999: 69-74) ได้ท าการตรวจ

วเิคราะหส์ารประกอบ 5-ไฮดรอกซเีมทลิ-2-เฟอรฟิ์วราลดไีฮดแ์ละพาทูลนีในน ้าแอ๊ปเป้ิลด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยตัวตรวจวดัแบบไดโอดอะเรย์  ท าการชะสารด้วย
สารละลายผสมของน ้าต่ออะซโิตไนทรลิในอตัราส่วนรอ้ยละ 99:1 โดยปรมิาตร  ดว้ยอตัราการไหล 1 
มลิลลิติรต่อนาท ี ไดค้่ารอ้ยละการกลบัคนืของ 5-ไฮดรอกซเีมทลิ-2-เฟอรฟิ์วราลดไีฮดอ์ยู่ในชว่ง 86-
100 โดยมีค่าเฉลี่ยที่ร้อยละ 94 และมีค่าร้อยละการกลบัคนืของพาทูลีนอยู่ในช่วง 94-125 โดยมี
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ค่าเฉลีย่ทีร่อ้ยละ 103 วธินีี้ให้ค่าขดีจ ากดัต ่าสุดในการตรวจวดัน้อยกว่า 0.01 มลิลกิรมัต่อลติรของ
สาร HMF และน้อยกวา่ 5 ไมโครกรมัต่อลติรของสารพาทูลนีในตวัอย่างน ้าแอ๊ปเป้ิล 

 
ในปี ค.ศ. 2000 Ferrer และคณะ (Ferrer; et al. 2000: 599-606)  ได้ท าการศกึษา

ปรมิาณสารประกอบในกลุ่มเฟอร์ฟิวราลทัง้หมดที่เกดิขึน้จากผลของปฏกิริยิาเมลลาร์ดในน ้านมโค  
โดยอาศยัเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงที่ใชต้วัตรวจเป็นวดัยูว-ีวสิเิบลิ (HPLC/UV-
Vis)  ในการตรวจวเิคราะห์  โดยผลการวเิคราห์พบว่าในตวัอย่างน ้านมมปีรมิาณไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์อยู่ในชว่ง 0.29 ถงึ 0.41 mg/100g ของปรมิาณโปรตนีทีม่อียู่ในตวัอย่างน ้านม  
 

ในปี ค.ศ. 2001 Nozal และคณะ (Nozal; et al. 2001: 95-103) ท าการพฒันาวธิกีาร
ตรวจวเิคราะหส์ารประกอบ 5-ไฮดรอกซเีมทลิ-2-เฟอร์ฟิวราลดไีฮด์, 2-เฟอร์ฟิวราลดไีฮด์, ฟิวแรน-
2-คารบ์อกซลิกิแอซคิ, ฟิวแรน-3-คารบ์อกซลิคิแอซิค, ฟิวแรน-3-คาร์บอกซาลดไีฮด์ และ 2-อะมโิน
เบนโซอคิแอซคิเมทลิเอสเทอรใ์นน้าผึง้ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยได้ท า
การก าจดัสิง่รบกวนและสารปนเป้ือนด้วย micro solid-phase extraction จากนัน้จงึน าไปวเิคราะห์
ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  ซึ่งท าการชะสารแบบเกรเดยีนท์ (gradient)  โดย
ใชส้ารละลายผสม A คอื 1% สารละลายกรดอะซติกิต่ออะซโิตไนทรลิในอตัราส่วนร้อยละ 97:3 โดย
ปรมิาตร และสารละลายอะซิโตไนทรลิต่อน ้าในอตัราส่วนร้อยละ 50:50 โดยปรมิาตร ท าการตรวจ
วเิคราะห์ด้วยตวัตรวจวดัแบบอลัตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 250 นาโนเมตร  นอกจากนี้ยงัได้
น าไปประยุกตใ์ชก้บัตวัอย่างยาทีไ่ดจ้ากพชือกีดว้ย 
 

ในปี ค.ศ. 2002 Steghens และคณะ (Steghens; et al. 2001: 242-249)  ได้พฒันาวธิใีน
การหาปรมิาณ สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์อสิระและสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์รวม (total-
MDA )ในพลาสมา หรอื ซีรมั โดยการท าอนุพนัธ์กบัไดอะมโินแนฟทาลนี (diaminonaphthalene)  
แลว้วเิคราะหอ์นุพนัธท์ีเ่กดิขึน้ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  ซึ่งสภาวะในการท า
อนุพนัธก์บั DAN  จะอาศยัสภาวะที่มคีวามเป็นกรดสูงแต่ใชอุ้ณหภูมหิ้องในการท าปฏกิริยิา  จาก
การทดสอบพบวา่ใหผ้ลทีม่คีวามแม่นย าสูง  จากนัน้จงึน าไปวเิคราะหใ์นตวัอย่างพลาสมาของมนุษย์
สุขภาพดพีบวา่  มปีรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ในเพศชายเท่ากบั 0.162 nmol/ml และใน
เพศหญงิเท่ากบั 0.138 nmol/ml  
 

ในปี ค.ศ. 2002 Karatas และคณะ (Karatas; et al. 2002: 76-79)  ได้เสนอถงึวธิกีารหา
ปริมาณ สารประกอบมาลอนไดอลัดีไฮด์ในพลาสมา  โดยการท าไฮโดรไลซิส (hydrolysis) กบั
สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ ทีท่ าพนัธะอยู่กบัโปรตนีใหห้ลุดออกซึ่งส่งผลใหโ้ปรตนีทีห่ลดุออกมา
นัน้ตกตะกอน  จากนัน้จงึน าเอาพลาสมาทีไ่ม่มโีปรตนีแลว้นัน้ ฉีดเขา้สู่ระบบเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงที่ใช้ตวัตรวจเป็นวดัยูว-ีวสิิเบิล (HPLC/UV-Vis) โดยตรงแล้วท าการตรวจ
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วเิคราะห์การดูดกลืนแสงอลัตราไวโอเลตที่ 254 nm  ซึ่งให้ผลการวเิคราะห์ที่รวดเร็ว   โดยมีค่า
ขดีจ ากดัต ่าสุดในการตรวจวดัที่ค่อนขา้งต ่า (1.2×10-8 µmol/ml)   อกีทัง้ยงัใชต้วัอย่างพลาสมา
ปรมิาณน้อยเพยีง 50 µL ในการวเิคราะหต์่อหนึ่งตวัอย่าง 

 
ในปี ค.ศ. 2002 Agarwal และ Chase (Agarwal; & Chase. 2002: 121-126)  ได้

น าเสนอวธิกีารทดสอบสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ จากการท าอนุพนัธ์กบั TBA แล้วใชเ้ทคนิค         
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงช่วยในการวเิคราะห์แต่เปลี่ยนตวัตรวจวดัเป็น หดัตรวจวดั 
ฟลูออเรสเซนต์ โดยหลีกเลี่ยงข ัน้ตอนการตกตะกอนโปรตนีเช่นกนั   ท าให้สามารถหาปรมิาณ 
สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ ทัง้ทีอ่ยู่ในรูปอสิระและอยู่ในรูปทีเ่กดิพนัธะกบัโปรตนี แต่ว่ากย็งัคง
ใช้สภาวะในการท าอนุพนัธ์ที่ยงัรุนแรงอกีทัง้ยงัให้ค่าขดีจ ากดัต ่าสุดในการตรวจวดัที่สูงมากเมื่อ
เทยีบกบักรรมวธิอีื่นๆ 

 
ในปี ค.ศ. 2002 Wilson และคณะ (Wilson; et al. 1997: 1982-1984) ได้น าเสนอวธิี

วเิคราะห์ปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์โดยไม่ท าอนุพนัธ์และวเิคราะห์ด้วยเทคนิค high 
performance capillary electrophoresis (HPCE)  ซึ่งวธิดีงักล่าวมถีูกต้องและความแม่นย าสูงมาก 
โดยเริม่ตน้ตวัอย่างจะถูกตกตะกอนโปรตนีโดยอาศยัอะซิโตไนไตรล์เท่านัน้  จากนัน้จงึใชห้ลกัของ
ศกัย์ไฟฟ้าในการแยกสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์อิสระที่ไม่สร้างพนัธะกบัโปรตนีหรอืสารชวี
โมเลกุลอื่นๆ ในพลาสมาออกมาแลว้เคลื่อนทีไ่ปสู่ตวัตรวจวดั  โดยหลกัการของเทคนิค HPCE นัน้
สามารถก าจดัสารชวีโมเลกุลอื่นๆ ออกไปจากระบบจึงไม่เกิดสญัญาณของสารรบกวนอื่นๆ แต่
อย่างไรกต็ามเมื่อน าวธิกีารดงักล่าวไปวเิคราะห์สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ในตวัอย่างพลาสมา
จรงินัน้ไม่พบปรมิาณของสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ในตวัอย่างในขณะทีเ่ปรยีบเทยีบกบัเทคนคิ
อื่น เชน่ เทคนิค TBA และ colorimetric กลบัตรวจพบปรมิาณของสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์
ดงักล่าว  ซึ่งอาจเป็นไปไดว้า่เทคนิค TBA และ colorimetric สามารถตรวจวเิคราะหส์ารประกอบมา
ลอนไดอลัดีไฮด์ได้ดกีว่า  หรอืเทคนิค TBA และ colorimetric ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงท าให้
สญัญาณทีไ่ดเ้ป็นสญัญาณของสารรบกวนกเ็ป็นไปได้ 

 
ในปี ค.ศ. 2003 Sim และคณะ (Sim; et al. (2003: 337-344)  ได้น าเสนอวธิกีารที่เพิม่

ประสิทธิภาพของเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงที่ใช้ตวัตรวจเป็นวดัยูว-ีวิสิเบิล 
(HPLC/UV-Vis) ในการวเิคราะห์สารประกอบมาลอนไดอลัดีไฮด์  โดยอาศยัการท าอนุพนัธ์กบั     
2,4-ไดไนโตรฟีนิลไฮดราซีน (2,4-dinitrophenylhydrazine, DNPH)   นอกจากนี้วธิกีารดงักล่าวมี
ความน่าสนใจเนื่องจากมกีารใช ้methyl MDA มาใชเ้ป็นสารมาตรฐาน internal standard  โดย
ปฏกิริยิาการเกดิอนุพนัธ์ยงัใชส้ภาวะที่ไม่รุนแรง( 25 oC เป็นเวลา 10 นาท ี)   แต่ทว่าอนุพนัธ์ที่
เกดิขึน้จาก DNPH  มปีระสิทธภิาพในการแยกด้วยระบบ HPLC ไม่ดเีท่าไหร่นัก    ซึ่งหากมกีาร
ปรบัสภาวะในปฏกิริยิาท าอนุพนัธใ์หแ้รงขึน้กวา่เดมิกจ็ะสามารถเพิม่ประสทิธภิาพดงักล่าวไดด้ขี ึน้ 
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ในปี ค.ศ. 2006 Alcazar และคณะ (Alcazar; et al. 2006: 22-28) ได้ท าการพฒันาวธิกีาร

วเิคราะหส์ารประกอบ 2-เฟอรฟิ์วราลดไีฮด ์และ5-ไฮดรอกซเีมทลิ-2-เฟอร์ฟิวราลดไีฮด์ในเครื่องดื่ม
แอลกอฮอลด์ว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  โดยใชค้อลมัน์แบบ C-18 และท าการ
ชะสารดว้ยสารละลายผสมของน ้ากบัอะซโิตไนทรลิ พบวา่วธิกีารนี้มคี่าร้อยละการคนืกลบัอยู่ในช่วง 
98-103% โดยมคี่าขดีจ ากดัต ่าสุดในการตรวจวดัอยู่ที ่0.005 µg/ml 

 
ในปี ค.ศ. 2008 Candan และ Tuzmena (Candan; & Tuzmena. 2008: 708-713) ได้

ศกึษาปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์  ในตวัอย่างสมองหนูที่ได้รบัปรมิาณของโลหะชนิด
ต่างๆ ซึ่งเชือ่วา่มผีลต่อการเกดิสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์  โดยอาศยัเทคนิคโครมาโท กราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงโดยมีตวัตรวจวดัเป็นแบบฟลูออเรสเซนต์ ในการตรวจวดัอนุพนัธ์ที่เกดิขึ้น
ระหวา่งกรดไทโอบาบทิุรกิ (thiobarbituric acid, TBA) และ สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์  ผลการ
วเิคราะหพ์บวา่ เทคนิคดงักล่าวสามารถวเิคราะหต์วัอย่างไดใ้นเวลาอนัสัน้ 1.495 นาท ีมคี่าขดีจ ากดั
ต ่าสุดในการตรวจวดัเท่ากบั 0.036 nmol/ml  ช่วงความเขม้ขน้ในการวเิคราะห์อยู่ที่      2.5-20.0 
nmol/ml นอกจากนี้ยงัพบวา่เทคนิคดงักล่าวยงัมคีวามถูกตอ้งและแม่นย าสูง  
  

ในปี ค.ศ. 2010 Khalil และคณะ (Khalil; et al. 2010: 1390-1395) ได้น าเสนอการ
วเิคราะหป์รมิาณไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์ในน ้าผึง้ โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงเพื่อแกป้ญัหาความไม่จ าเพาะเจาะจงและลดปญัหาสญัญาณการรบกวนในตวัอย่าง โดย
พบว่าเทคนิคที่พฒันานี้มปีระสิทธิภาพ สามารถวเิคราะห์ HMF ในตวัอย่างน ้าผึ้งได้ในช่วง 5–
140 mg kg−1 อีกทัง้ยังมีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดในการตรวจวดัต ่าถึง 1.9 mg kg−1 และมีความ
คลาดเคลื่อนเพยีงรอ้ยละ 2  
 

ในปี ค.ศ. 2011 Marian และคณะ (Marian; et al. 2011) ได้ท าการวเิคราะห์ปรมิาณของ
มาลอนไดอัลดีไฮด์ในตัวอย่างทางชีวภาพและอาหารสัตว์  โดยอาศัยการท าอนุพันธ์กับ             
2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH)  ก่อนจะท าการวเิคราะหด์ว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงทีใ่ชค้อลมัน์เป็น C18 และตรวจวดัการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 307 หรอื 303 nm  
โดยพบวา่มาลอนไดอลัดไีฮดจ์ะถูกชะออกมาทีเ่วลา 10 นาทแีละใชเ้วลาวเิคราะหท์ัง้สิน้รวมเป็นเวลา 
20 นาท ี
  

ส าหรบัการวเิคราะห์หาปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์
ฟิวรลัดไีฮดใ์นตวัอย่างผลติภณัฑน์ ้านมพรอ้มดื่มนัน้ยงัไม่มรีายงานมาก่อน  นอกจากนี้ยงัเป็นไปได้
วา่ปรมิาณของมาลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์มแีนวโน้มที่เกี่ยวขอ้งกบัผล
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ของการกระท าจากอนุมูลอสิระทีเ่จอืปนอยู่ในตวัอย่างน ้านมอนัเป็นสาเหตุของการเกดิโรคมะเรง็ได้  
ดงันัน้ในงานวจิยันี้จะพฒันาวธิกีารวเิคราะห์ปรมิาณของปรมิาณมาลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซี
เมทลิเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์พร้อมกนัและประยุกต์ใช้ตรวจวเิคราะห์สารดงักล่าวกบัตวัอย่างผลิตภณัฑ์
น ้านมพรอ้มดื่มในทอ้งตลาด  



 

 

บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 
อปุกรณ์  เคร่ืองมือและสำรเคมีท่ีใช้ในกำรวิจยั 

1.   อปุกรณ์และเครื่องมือท่ีใช้ในกำรวิจยั 
- เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงและใชต้วัตรวจวดัแบบ diode array  

(จากบรษิทั Hewlett-Packard รุ่น HP 1100) โดยใชค้อลมัน์ C18 (Eclipse XDB 5 
μm ขนาด 4.6 × 150 mm)) (บรษิทั Agilent)  

- เครื่องยูว-ีวซิเิบลิ สเปกโตโฟโตมเิตอร ์รุ่น UV-2401 PC (บรษิทั Shimadzu) 
- ไมโครปิเปตตข์นาด 100 200 และ 1000 ไมโครลติร (จากบรษิทั Gilson) 
- เครื่องชัง่อย่างละเอยีด 4 ต าแหน่ง (บรษิทั Mettier Toledo รุ่น AB104-S) 
- เครื่องผลติน ้าปราศจากไอออนรุ่น LaboStar (บรษิทั Siemens) 
- เครื่อง pH meter (บรษิทั Mettier Toledo) 
- เครื่องเขย่า รุน่ Vortex-genie 2 (จากบรษิทั Scientific Industries) 
- เครื่องเซนตรฟิิวจ ์รุ่น Zentrifugen EBA 8S (บรษิทั Ilettich) 
- เครื่ององัไอน ้า (บรษิทั Memmert) 
- Syringe Filters PTFE (polytetrafluoroethylene) ขนาด 0.45  ไมครอน (บรษิทั 

International Scientific) 
 

2   สำรเคมีท่ีใช้ในกำรวิจยั 
- Acetonitrile  (HPLC grade)  (บรษิทั Merck) 
- Di-Sodium hydrogen phosphate anhydrous (บรษิทั Fluka)  
- 5-Hydroxymethylfurfural  (บรษิทั Fluka)  
- Methanol  (HPLC grade)  (บรษิทั Merck) 
- Sodium dihydrogen phosphate  (บรษิทั Sigma) 
- Sulfuric acid (บรษิทั Carlo Erbra) 
- Orthophosphoric acid  (บรษิทั Carlo Erbra) 
- Trichloroacetic acid  (บรษิทั Sigma) 
-    1,1,3,3-Tetraethoxypropane (TEP)  (บรษิทั Sigma) 
-    2-Thiobarbituric acid  (บรษิทั Fluka) 
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3   ตวัอย่ำงน ้ำนมพร้อมด่ืม 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์A รสจดื   วนัทีผ่ลติ 6 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์A รสพร่องมนัเนย   วนัทีผ่ลติ 4 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์A รสหวาน   วนัทีผ่ลติ 4 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์A รสชอ็คโกแลต   วนัทีผ่ลติ 4 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์A รสสตอเบอรร์ี ่  วนัทีผ่ลติ 4 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบ UHT A รสจดื   วนัทีผ่ลติ 13 มกราคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบ UHT A รสพร่องมนัเนย   วนัทีผ่ลติ 19 มกราคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบ UHT A รสหวาน   วนัทีผ่ลติ 16 มกราคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบ UHT A รสชอ็คโกแลต   วนัทีผ่ลติ 13 มกราคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบ UHT A รสสตอเบอรร์ี ่  วนัทีผ่ลติ 16 มกราคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์B รสจดื   วนัทีผ่ลติ 26 มนีาคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์B รสพร่องมนัเนย   วนัทีผ่ลติ 27 มนีาคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์B รสหวาน   วนัทีผ่ลติ 27 มนีาคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์B รสชอ็คโกแลต   วนัทีผ่ลติ 28 มนีาคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์B รสสตอเบอรร์ี ่  วนัทีผ่ลติ 27 มนีาคม 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์C รสจดื   วนัทีผ่ลติ 2 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์C รสพร่องมนัเนย   วนัทีผ่ลติ 2 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์C รสหวาน   วนัทีผ่ลติ 4 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์C รสชอ็คโกแลต   วนัทีผ่ลติ 4 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบพาสเจอรไ์รซ ์C รสสตอเบอรร์ี ่  วนัทีผ่ลติ 2 เมษายน 2555 
- น ้านมพรอ้มดื่มแบบสเตอรไิรส ์D รสจดื   วนัทีผ่ลติ 23 ธนัวาคม 2554 
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วิธีด ำเนินกำรวิจยั 
 
ตอนท่ี 1   กำรศึกษำปฏิกิริยำกำรเตรียมอนุพนัธ ์
 

1.1  น าหลอดทดลองมาจ านวน 3 หลอด  
1.2  ปิเปตสารละลายมาตรฐานปรมิาตร 1 ml ลงไปในหลอกทดลองทัง้ 3 ดงันี้ 

              -   หลอดที ่1 สารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 25 nmol/ml   
              -   หลอดที ่2 สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 198 nmol/ml   
              -   หลอดที ่3 สารละลายผสมของมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 25 nmol/ml  และ 
                  สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 198 nmol/ml  

1.3  ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบาร์บทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงในหลอด
ทดลองแต่ละหลอด  แล้วตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลานาน 150 นาที จนได้สารละลายสขีอง
อนุพนัธท์ีเ่กดิขึน้ 

1.4 น าสารละลายสขีองอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็นเวลานาน 5 
นาท ี

1.5 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมาท าการตรวจสอบสเปกตรมัการดูดกลนืแสงในช่วงความ
ยาวคลื่นตัง้แต่ 400 nm จนถงึ 800 nm ดว้ยเครื่องยูว-ีวสิเิบลิสเปกโตรโฟโตมเิตอร์ 

1.6 บนัทกึสเปกตรมัทีไ่ด้จากการศกึษา  
 
ตอนท่ี 2   กำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมของเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลว

สมรรถนะสงูในกำรวิเครำะห์ปริมำณมำลอนไดอลัดีไฮด์และไฮดรอกซี
เมทิลเฟอรฟิ์วรลัดีไฮดพ์ร้อมกนั 

 
2.1 ผลของ pH ท่ีใช้ในกำรเตรียมฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ 

2.2.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์เข้มข้น 25 nmol/ml และ
สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 198 nmol/ml มาอย่างละ 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลอง  

2.2.2 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลองแล้วตัง้ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลานาน 150 นาท ีจนได้สารละลายสขีองอนุพนัธ์ที่
เกดิขึน้ 

2.2.3 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น
เวลานาน 5 นาท ี
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2.2.4 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด  PTFE ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

2.2.5 ฉีดสารละลายสีของอนุพนัธ์เข้าสู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงเพื่อท าการวเิคราะห์ 

2.2.6 ก าหนดช่วง pH ของฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่ท าการศกึษา ได้แก่  5.0  5.5  6.0  
6.5 และ 7.0   

2.2.7 บนัทกึโครมาโทแกรมทีไ่ด้จากการศกึษาผลของ pH ของฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
 
             2.2 ศึกษำองคป์ระกอบท่ีเหมำะสมของวฎัภำคเคล่ือนท่ี  

1.2.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์เข้มข้น 25 nmol/ml และ
สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 198 nmol/ml มาอย่างละ 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลอง  

1.2.2 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลองแล้วตัง้ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลานาน 150 นาท ีจนได้สารละลายสขีองอนุพนัธ์ที่
เกดิขึน้ 

1.2.3 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น
เวลานาน 5 นาท ี

1.2.4 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด PTFE ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

1.2.5 ฉีดสารละลายสีของอนุพนัธ์เข้าสู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงเพื่อท าการวเิคราะห ์ 

1.2.6 ก าหนดช่วงองค์ประกอบวฎัภาคเคลื่อนที่ในการศกึษา ได้แก่ อตัราส่วนเมทา
นอล:ฟอสเฟตบพัเฟอร ์ที่รอ้ยละ 45:55  40:60  35:65 และ 30:70 โดยปรมิาตร โดยท าการทดสอบ
ทัง้หมด 3 ครัง้ 

1.2.7 บันทึกโครมาโทแกรมที่ได้จากการศกึษาผลขององค์ประกอบของวฎัภาค
เคลื่อนที ่ 

 
2.3 ศึกษำอตัรำกำรไหลท่ีเหมำะสมของวฎัภำคเคล่ือนท่ี  

1.2.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์เข้มข้น 25 nmol/ml และ
สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 198 nmol/ml มาอย่างละ 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลอง  
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1.2.2 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลองแล้วตัง้ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลานาน 150 นาท ีจนได้สารละลายสขีองอนุพนัธ์ที่
เกดิขึน้ 

1.2.3 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น
เวลานาน 5 นาท ี

1.2.4 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด  PTFE ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

1.2.5 ฉีดสารละลายสีของอนุพนัธ์เข้าสู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงเพื่อท าการวเิคราะห ์ 

1.2.6 ก าหนดช่วงอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที่ในการศกึษา ได้แก่  0.3  0.4  
0.5  0.6  0.7  0.8  0.9  1.0  1.1 และ 1.2 ml/min 

1.2.7 บนัทกึโครมาโทแกรมทีไ่ด้จากผลการศกึษาอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที่  
 

โดยการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมทัง้หมด จะก าหนดสภาวะของระบบโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงไว ้ดงันี้ 

- คอลมัน์ เป็น C18 (Eclipse XDB 5 μm ขนาด 4.6 × 150 mm) 
- องคป์ระกอบวฎัภาคเคลื่อนทีข่องอตัราส่วนเมทานอลต่อสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์

รอ้ยละ 40:60   โดยปรมิาตร 
- อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที่ 1.0 ml/min 
- ความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรท์ี ่10mM ที ่pH เท่ากบั 6.5 
- ตวัตรวจวดัเป็นแบบชนิด diode array detector โดยวดัตรวจวดัค่าการดูดกลนืแสงที ่

448 นาโนเมตร (HMF)  และ 530 นาโนเมตร (MDA) 
- ปรมิาตรต่อหนึ่งตวัอย่างการวเิคราะห์เท่ากบั 20 µl (1 loop)   

          
ตอนท่ี 3   กำรศึกษำปัจจยัในขัน้ตอนกำรเตรียมอนุพนัธ์ท่ีมีผลต่อกำรวิเครำะห์

ปริมำณมำลอนไดอลัดีไฮดแ์ละไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟิ์วรลัดีไฮด ์                                                                                
 

3.1 กำรศึกษำผลของอณุหภมิูในกำรเตรียมอนุพนัธ ์ 
3.1.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์เข้มข้น 25 nmol/ml และ

สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 198 nmol/ml มาอย่างละ 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลอง  

3.1.2 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลอง 
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3.1.3 ท าการศกึษาผลของอุณหภูมใินการเตรยีมอนุพนัธใ์นชว่งอุณหภูม ิได้แก่ 25ºC  
30ºC  35ºC  40ºC  45ºC  50ºC  55ºC  60ºC  65ºC  70ºC  75ºC  80ºC  85ºC และ 90 แล้วตัง้
ทิง้ไวเ้ป็นเวลานาน 150 นาท ีจนไดส้ารละลายสขีองอนุพนัธเ์กดิขึน้ 

3.1.4 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น
เวลานาน 5 นาท ี

3.1.5 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด  PTFE ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

3.1.5 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี 
3.1.6 บนัทกึโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากผลของอุณหภูมใินการเตรยีมอนุพนัธ์ 

 
3.2 กำรศึกษำผลของเวลำในกำรเตรียมอนุพนัธ ์ 

3.2.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์เข้มข้น 25 nmol/ml และ
สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 198 nmol/ml มาอย่างละ 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลอง  

3.2.2 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลอง 

3.2.3 ท าการศกึษาผลของเวลาในการเตรยีมอนุพนัธท์ีอุ่ณหภูมหิอ้งในชว่งเวลา ไดแ้ก่ 
0 นาท ี 10 นาท ี 20 นาท ี 30 นาท ี 40 นาท ี 50 นาท ี  60 นาท ี 70 นาท ี 80 นาท ี 90 นาท ี 
100 นาท ี 110 นาท ี 120 นาท ี 130 นาท ี 140 นาท ี 150 นาท ี 160 นาท ี 170 นาท ี 150 นาท ี 
190 นาท ีและ 200 นาท ี จนไดส้ารละลายสขีองอนุพนัธเ์กดิขึน้ 

3.2.4 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น
เวลานาน 5 นาท ี

3.2.5 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด  PTFE ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

3.2.5 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี 
3.2.6 บนัทกึโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากผลของเวลาในการเตรยีมอนุพนัธ์ 

 
3.3 กำรศึกษำผลของควำมเข้มข้นของรีเอเจนต์ท่ีใช้ในกำรเตรียมอนุพนัธ ์  

3.3.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์เข้มข้น 25 nmol/ml และ
สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮดเ์ขม้ขน้ 198 nmol/ml มาอย่างละ 1 ml ใส่ลงใน
หลอดทดลอง  
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3.3.2 ศกึษาผลของความเขม้ขน้ของรเีอเจนต์ที่ใชใ้นการเตรยีมอนุพนัธ์  โดยปิเปต
สารละลายกรด 2-ไทโอบาร์บทิูรกิ ในช่วงความเขม้ขน้ ได้แก่  10 mM  20 mM  30 mM และ 40 
mM ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงในหลอดทดลองแต่ล่ะหลอด 

3.3.3 ท าการเตรยีมอนุพนัธท์ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 150 นาท ีจนไดส้ารละลายสขีอง
อนุพนัธเ์กดิขึน้ 

3.3.4 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น
เวลานาน 5 นาท ี

3.3.5 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด PTFE ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

3.3.5 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี 
3.3.6 บันทึกโครมาโทแกรมที่ได้จากผลความเข้มข้นของรีเอเจนต์ในการเตรียม

อนุพนัธ ์
 

ตอนท่ี 4   กำรศึกษำหำประสิทธิภำพของระบบท่ีทดลอง 
 

4.1 กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำน   
4.1.1 เตรยีมสารละลายผสมของสารละลายมาตรฐาน มาลอนไดอลัดีไฮด์ในช่วง

เขม้ขน้ 0.00, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 nmol/ml  และสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิว
ราลดไีฮด ์เขม้ขน้ 0.00, 1.58, 3.17, 4.75, 6.34 nmol/ml  ตามล าดบั  

4.1.2  ปิเปตสารละลายมาตรฐานมาอย่างละ 1 ml ลงในหลอดทดลอง แล้วปิเปต
สารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM ปรมิาตร 1 ml ใส่ลงไป ผสมใหเ้ขา้กนั 

4.1.3 ท าการเตรยีมอนุพนัธท์ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 150 นาท ีจนไดส้ารละลายสขีอง
อนุพนัธเ์กดิขึน้ 

4.1.4 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น
เวลานาน 5 นาท ี

4.1.5 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด  PTFE ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

4.1.6 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี 
4.1.7 บนัทึกโครมาโทแกรมเพื่อน าไปสร้างสมการกราฟมาตรฐานของ มาลอนได    

อลัดไีฮดแ์ละไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วราลดไีฮด์  
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4.2  กำรหำค่ำขีดจ ำกดัต ่ำสุดในกำรตรวจวดั และค่ำของขีดจ ำกดัต ่ำสุดในกำร
วิเครำะห ์

4.2.1 ปิเปตน ้าปราศจากไอออน (สารละลาย blank)  10 ml ชัง่น ้าหนกั  
4.2.2 เตมิสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิตกิเขม้ขน้ 10% (v/v) ปรมิาตร 1 ml แล้ว

น าไปเซนตรฟิิวจ ์ทีค่วามเรว็รอบ 4000 rpm เป็นเวลานาน 5 นาท ีเพื่อตกตะตอนโปรตนีในตวัอย่าง
น ้านมพรอ้มดื่ม 

4.2.3 ปิเปตสารละลายใส มาอย่างละ 1 ml ลงในหลอดทดลอง  
4.2.4 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM 1 ml ใส่ลงไปในหลอด

ทดลองแต่ละหลอดทีเ่ตรยีมไวแ้ละผสมใหเ้ขา้กนั 
4.1.5 ท าการเตรยีมอนุพนัธท์ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 150 นาท ีจนไดส้ารละลายสขีอง

อนุพนัธเ์กดิขึน้ 
4.1.6 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น

เวลานาน 5 นาท ี
4.1.7 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด  PTFE ขนาด 0.45 

ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก  
4.1.8 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี จ านวน 5 ครัง้ 
4.2.9 บันทึกโครมาโทแกรม แล้วน าข้อมูลของสัญญาณการวิเคราะห์ที่ได้มา

ค านวณหาค่าของ ขดีจ ากดัต ่าสุดในการตรวจวดั (LOD; S/N > 3) และขดีจ ากดัต ่าสุดในการ
วเิคราะห ์(LOQ; S/N > 10) 

 
4.3  กำรหำค่ำควำมถกูต้อง  

4.2.1 ปิเปตตวัอย่างน ้านมพรอ้มดื่มปรมิาตร 10 ml ชัง่น ้าหนกั  
4.2.2 เตมิสารละลายผสมของสารมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิ

เฟอร์ฟิวราลดไีฮด์ ให้มีความเขม้ข้น 10 nmol/ml และ 79.20 nmol/ml ตามล าดบั โดยท าการ
ทดสอบจ านวน 10 ซ ้า และตวัอย่างน ้านมพรอ้มดื่มทีย่งัไม่มกีารเตมิสารละลายผสมสารมาตรฐานลง
ไป 

4.2.3 เตมิสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิตกิเขม้ขน้ 10% (v/v) ปรมิาตร 1 ml แล้ว
น าไปเซนตรฟิิวจ ์ทีค่วามเรว็รอบ 4000 rpm เป็นเวลานาน 5 นาท ีเพื่อตกตะตอนโปรตนีในตวัอย่าง
น ้านมพรอ้มดื่ม 

4.2.4 ปิเปตสารละลายใสจากตวัอย่างน ้านมพร้อมดื่มที่มกีารเตมิสารมาตรฐานและ
ตวัอย่างน ้านมทีย่งัไม่มกีารเตมิสารมาตรฐาน มาอย่างละ 1 ml ลงในหลอดทดลอง  
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4.2.5 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM 1 ml ใส่ลงไปในหลอด
ทดลองแต่ละหลอดทีเ่ตรยีมไวแ้ละผสมใหเ้ขา้กนั 

4.1.6 ท าการเตรยีมอนุพนัธท์ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 150 นาท ีจนไดส้ารละลายสขีอง
อนุพนัธเ์กดิขึน้ 

4.1.7 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น
เวลานาน 5 นาท ี

4.1.8 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด  PTFE ขนาด 0.45 
ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

4.1.9 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี 
4.2.10 บันทึกโครมาโทแกรม แล้วน าข้อมูลของสัญญาณการวิเคราะห์ที่ได้มา

ค านวณหาค่ารอ้ยละการคนืกลบั (%recovery)  
       โดยการค านวณหาค่ารอ้ยละการคนืกลบัจะค านวณ จากสมการที ่1  
 

ค่ารอ้ยละการคนืกลบั  =  (  CA in sample  + CA added ) - CA in sample  X 100    …….1) 
                                                                           CA added 

หมายเหตุ    CA in sample  =  ความเขม้ขน้ของสารสนใจวเิคราะหใ์นตวัอย่าง   
                    CA added       = ความเขม้ขน้ของสารสนใจวเิคราะห์ทีเ่ตมิในระบบ 
 

4.4  กำรหำค่ำควำมแม่นย ำ  
4.3.1 ปิเปตตวัอย่างน ้านมพรอ้มดื่มปรมิาตร 10 ml ชัง่น ้าหนกั  
4.3.2 เตมิสารละลายกรดไตรคลอโรอะซิตกิเขม้ขน้ 10% (v/v)  ปรมิาตร 1 ml แล้ว

น าไปเซนตรฟิิวจ ์ทีค่วามเรว็รอบ 4000 rpm เป็นเวลานาน 5 นาท ีเพื่อตกตะตอนโปรตนีในตวัอย่าง
น ้านมพรอ้มดื่ม 

4.3.3  ปิเปตสารละลายใสจากตวัอย่างน ้านมพรอ้มปรมิาตร 1 ml ลงในหลอดทดลอง  
4.3.4  ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM 1 ml ใส่ลงไปในหลอด

ทดลองแต่ละหลอดทีเ่ตรยีมไวแ้ละผสมใหเ้ขา้กนั 
4.3.5 ท าการเตรยีมอนุพนัธท์ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 150 นาท ีจนไดส้ารละลายสขีอง

อนุพนัธเ์กดิขึน้ 
4.3.6 น าสารละลายสีของอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็น

เวลานาน 5 นาท ี
4.3.7 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด  PTFE ขนาด 0.45 

ไมครอน  แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 
4.3.8 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี 
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4.3.9 บนัทึกโครมาโทแกรม แล้วน าข้อมูลของสญัญาณการวิเคราะห์ที่ได้มา
ค านวณหาค่ารอ้ยละค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ ์(%RSD) ตามการศกึษาดงันี้ 

   - Intra-day คอื การท าซ ้าภายในวนัเดยีวกนั โดยท าซ ้า 10 ครัง้ 
   - Inter-day คอื การท าซ ้ากนัระหวา่งวนัเป็นจ านวน 3 วนั วนัล่ะ 3 ซ ้า 

       การค านวณหาค่าเบีย่งเบนมาตรฐานจะค านวณ จากสมการที ่2  
 
 รอ้ยละค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์  =  ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน  X 100         …….2) 
                                               ค่าเฉลีย่ 
 
ตอนท่ี 5   กำรศึกษำผลของสำรรบกวนในกำรเกิดอนุพนัธร่์วมท่ีพบได้ในตวัอย่ำง   
 

5.1 เตรยีมสารละลายผสมที่ประกอบไปด้วยสารรบกวนที่สามารถพบได้ในตวัอย่างดงันี้  
สารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด์เขม้ขน้ 25 nmol/ml, สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอร์ฟิวราลดไีฮด์ เขม้ขน้ 198 nmol/ml, กรดอะมโินโพรลนี 100 nmol/ml, กรดอะมโินกลูตามคิ 
100 nmol/ml, กรดอะมโินไลซีน 100 nmol/ml, น ้าตาลกาแลกโทส 100 nmol/ml, น ้าตาลกลูโคส 
100 nmol/ml, น ้าตาลฟรกัโทส 100 nmol/ml, น ้าตาลแลคโตส 100 nmol/ml, กรดไลโนลอีคิ 100 
nmol/ml 

5.2 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบาร์บทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM 1 ml ใส่ลงไปในหลอดทดลอง
แต่ละหลอดทีเ่ตรยีมไวแ้ละผสมใหเ้ขา้กนั 

5.3 ท าการเตรยีมอนุพนัธท์ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 150 นาท ีจนไดส้ารละลายสขีองอนุพนัธ์
เกดิขึน้ 

5.4 น าสารละลายสขีองอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็นเวลานาน 5 
นาท ี

5.5 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด PTFE ขนาด 0.45 ไมครอน  
แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

5.6 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี 
5.7 บนัทกึโครมาโทแกรมเพื่อศกึษาผลของสารรบกวนในการเกิดอนุพนัธ์ร่วมที่พบได้ใน

ตวัอย่าง   
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ตอนท่ี 6   กำรวิเครำะหป์ริมำณมำลอนไดอลัดีไฮดแ์ละไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟิ์ว
รำลดีไฮด ์ในผลิตภณัฑน์ ้ำนมพร้อมด่ืม 
 

6.1 น าตวัอย่างน ้านมพร้อมดื่มรสชาตติ่างๆ ที่ขายในท้องตลอดทัง้แบบพาสเจอร์ไรซ์และ 
UHT ปรมิาตร 10 ml บนัทกึน ้าหนกั  

6.2 ปิเปตสารละลายกรด 2-ไทโอบาร์บทิูรกิเขม้ขน้ 40 mM 1 ml ใส่ลงไปในหลอดทดลอง
แต่ละหลอดทีเ่ตรยีมไวแ้ละผสมใหเ้ขา้กนั 

6.3 ท าการเตรยีมอนุพนัธท์ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 150 นาท ีจนไดส้ารละลายสขีองอนุพนัธ์
เกดิขึน้ 

6.4 น าสารละลายสขีองอนุพนัธ์ที่ได้ไปเซนตรฟิิวจ์ที่ความเรว็ 4000 rpm เป็นเวลานาน 5 
นาท ี

6.5 น าชัน้ของสารละลายชัน้บนมากรองด้วยตวักรองชนิด PTFE ขนาด 0.45 ไมครอน  
แลว้เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง ตดิฉลาก 

6.6 ฉีดสารละลายสขีองอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟี 
6.7 บนัทกึโครมาโทแกรมเพื่อวเิคราะห์ปรมิาณ มาลอนไดอลัดไีฮด์และปรมิาณไฮดรอกซี

เมทลิเฟอรฟิ์วราลดไีฮด ์ในตวัอย่าง   
6.8 ท าการวเิคราะห์ซ ้าเพื่อเปรยีบเทียบประสทิธภิาพที่ได้ของวธิกีารที่พฒันาขึ้น โดยใช้

วธิกีารวเิคราะหด์ว้ยวธิกีารอื่น  ไดแ้ก่ 
6.8.1 การวเิคราะหป์รมิาณมาลอนไดอลัดไีฮด์ อา้งองิจากวธิกีารของ Fenaille ในปี 

2001 โดยอาศยัสภาวะดงันี้ 
- ท าอนุพนัธ์กบัสารละลายกรด 2-ไทโอบาร์บิทูริกเข้มข้น 40 mM ที่
อุณหภูม ิ70°C เป็นเวลานาน 60 นาท ี

- องค์ประกอบวฎัภาคเคลื่อนที่ของอตัราส่วนเมทานอลต่อสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอรร์อ้ยละ 40:60  โดยปรมิาตร 

- อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที่ 1.0 ml/min 
- ความเขม้ขน้ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่ 50mM ที่ pH เท่ากบั 

6.0 
- ตวัตรวจวดัเป็นแบบชนิด diode array detector โดยวดัตรวจวดัค่าการ
ดูดกลนืแสงที ่532 nm  

6.8.2 การวเิคราะหป์รมิาณไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วราลดไีฮด์ อา้งองิจากวธิกีารของ 
Jorge ในปี 2005  โดยอาศยัสภาวะดงันี้ 

- องคป์ระกอบวฎัภาคเคลื่อนทีข่องน ้าปราศจากไอออนต่ออะซีโตไนไตรล์
รอ้ยละ 95:5  โดยปรมิาตร 
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- อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที่ 1.0 ml/min 
- ตวัตรวจวดัเป็นแบบชนิด diode array detector โดยวดัตรวจวดัค่าการ
ดูดกลนืแสงที ่448 นาโนเมตร 



บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
ส ำหรบักำรศกึษำวจิยัในครัง้นี้ ผูว้จิยัเสนอผลกำรวจิยัตำมล ำดบัดงันี้ 

1. ผลกำรศกึษำปฏกิริยิำกำรเตรยีมอนุพนัธ ์
2. ผลกำรศกึษำหำสภำวะทีเ่หมำะสมของเทคนคิเครื่องโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะ

สูงในกำรวเิครำะหป์รมิำณมำลอนไดอลัดไีฮดแ์ละสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอร์
ฟิวรลัดไีฮดพ์รอ้มกนั 

3. ผลกำรศกึษำปจัจยัแปรผนัในขัน้ตอนกำรเตรยีมอนุพนัธท์ีม่ผีลต่อกำรวเิครำะหป์รมิำณ
มำลอนไดอลัดไีฮดแ์ละไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ 

4. ผลกำรศกึษำกำรหำประสทิธภิำพของระบบทีท่ดลอง 
5. ผลกำรศกึษำสำรรบกวนในกำรเกดิอนุพนัธร์่วมทีพ่บไดใ้นตวัอย่ำง 
6. ผลกำรวเิครำะหป์รมิำณมำลอนไดอลัดไีฮดแ์ละ ไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด ์ใน

ผลติภณัฑน์ ้ำนมพรอ้มดื่ม 
 
ตอนท่ี 1   ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเตรียมสารอนุพนัธุ ์ 
 
 ในงำนวจิยันี้อำศยัหลกักำรเตรยีมสำรอนุพนัธุ์ของมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์ ที่ท ำปฏกิริยิำกบัสำรละลำยของกรด 2-ไทโอบำร์บทิุรกิโดยเมื่อท ำปฏิกริยิำกบั   
มำลอนไดอลัดไีฮด์แลว้จะใหอ้นุพนัธท์ีเ่ป็นสชีมพูและมคี่ำกำรดูดกลนืแสงสูงสุดทีค่วำมยำวคลื่น 532 
nm (λmax=532, TBARS532) ( Romieu. 2006: S302)   ขณะทีส่ำรละลำยของกรด 2-ไทโอบำรบ์ทิูรกิ
ท ำปฏิกิริยำกบัไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรลัดีไฮด์จะเกิดสำร อนุพนัธ์ที่เป็นสีเหลืองและมีค่ำกำร
ดูดกลนืแสงสูงสุดทีค่วำมยำวคลื่น 448 nm (λmax=448, TBARS448) (Kosugi. 1987: 456-464)  วธินีี้
ปกตทิรำบกนัในนำมของ TBA-assay   โดยในงำนวจิยันี้จะได้ท ำกำรแยกสำรอนุพนัธุ์ทัง้สองด้วย
เทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่งวดัค่ำกำรดูดกลนืแสงของสำรอนุพนัธุท์ ัง้สองดว้ยตวั
ตรวจวดัชนิดไดโอดแอเรย์โดยวดัที่ควำมยำวคลื่นแตกต่ำงกนั  ส ำหรบัสขีองสำรละลำยอนุพนัธ์ที่
เกดิขึน้กบัมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์แสดงในภำคผนวก ค 
 โดยปฏกิริยิำที่เกดิระหว่ำงกรด 2-ไทโอบำร์บทิูรกิ กบัสำรประกอบจ ำพวกอลัดไีฮด์ เป็น
ปฏกิริยิำกำรควบแน่นของหมู่คำรบ์อกซลิเกดิเป็นอนุพนัธ์ (Dongmao. 2010: 3193-3201) แสดงใน
ภำพประกอบ 9 
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ภำพประกอบ 9 ปฏกิริยิำกำรเกดิสำรอนุพนัธุร์ะหวำ่งกรด 2-ไทโอบำรบ์ทิูรกิ 
 ก   แทน   อนุพนัธุท์ีเ่กดิจำกสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด ์ 
 ข   แทน   อนุพนัธุท์ีเ่กดิจำกสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์ 

ที่มำ : Dongmao, Z. (2010). Ultrasensitive detection of malondialdehyde with 
surface-enhanced raman spectroscopy. pp. 3193-3201 

 
โดยเมื่อน ำสำรละลำยผสมของมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์

ไปท ำปฏิกิริยำกำรเตรียมอนุพนัธ์จนได้ผลิตภัณฑ์เป็นสำรละลำยสีแล้ว จึงน ำสำรละลำยสีของ
อนุพนัธผ์สมระหวำ่งมำลอนไดอลัดีไฮด์และไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์ ไปบนัทกึสเปกตรมั
เพื่อวดัค่ำกำรดูดกลนืแสงดว้ยเครื่องยูว-ีวสิเิบลิ สเปกโทรโฟโตมเิตอร์   พบว่ำ อนุพนัธ์ของมำลอน
ไดอลัดไีฮด ์มคี่ำกำรดูดกลนืแสงสูงทีสุ่ดอยู่ที ่530 nm และ ไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์ มคี่ำ
กำรดูดกลนืแสงสูงทีสุ่ดอยู่ที ่448 nm ตำมล ำดบั ดงัแสดงในภำพประกอบ 10 
 

 
 
ภำพประกอบ 10 สเปกตรมักำรดูดกลืนแสงของสำรละลำยอนุพนัธ์ของมำลอนไดอลัดไีฮด์และ 

ไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ 

ก 

ข 
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ตอนท่ี 2   ผลการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงูในการวิเคราะห์ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮดแ์ละไฮดรอกซี
เมทิลเฟอรฟิ์วรลัดีไฮดพ์ร้อมกนั 

   
2.1 ผลของ pH ท่ีใช้ในการเตรียมฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ 
เนื่ องจำกสำรประกอบบำงชนิดมีควำมไม่เสถียรหรือสำมำรถเกิดกำรเปลี่ยนแปลง

โครงสรำ้งเมื่อ pH ของระบบเปลยีนไป  แลว้ส่งผลกระทบท ำให้ค่ำกำรดูดกลนืแสงของสำรประกอบ
อนิทรยี์เปลี่ยนแปลงตำมไปส่งผลกระทบต่อสญัญำณที่ได้จำกกำรวเิครำะห์ ดงันัน้ในกระบวนกำร
วเิครำะห์ทำงโครมำโทกรำฟีของเหลวบำงครัง้จงึจ ำเป็นต้องรกัษำระดบั pH ให้คงที่  ด้วยกำรใช้
สำรละลำยบฟัเฟอร์เพื่อควบคุมค่ำ pH ไม่ให้เปลี่ยนแปลงไปจำกเดิม  โดยทัว่ไปในกำรวเิครำะห์
ปรมิำณ MDA นิยมใชส้ำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ในกำรควบคุมค่ำ pH ในช่วงกลำงตัง้แต่ pH 6 
(Fenaille. 2001: 237-45) pH 6.8 (Candan. 2008: 708-713)   ส ำหรบัควำมเขม้ขน้ของฟอสเฟต
บฟัเฟอรม์กีำรเลอืกใช ้ในชว่งตัง้แต่ 10mM จนถงึ 50mM ตำมควำมจุของควำมสำมำรถในกำรรกัษำ 
pH ของบฟัเฟอร์ ที่จ ำเป็นต้องใชใ้นงำนนัน้ๆ  แต่ส ำหรบัในงำนวจิยันี้เป็นวเิครำะห์สำรที่มคีวำม
เขม้ขน้อยู่ในระดบัที่ต ่ำมำก  ดงันัน้จงึเลอืกใชฟ้อสเฟตบฟัเฟอร์ที่ควำมเขม้ขน้ 10mM กเ็พยีงพอ
ส ำหรบักำรควบคุม pH ในระบบ  อกีทัง้ยงัปลอดภยัจำกผลของตะกอนเกลอืต่อระบบโครมำโทกรำฟี
ของเหลวประสทิธภิำพสูงอกีดว้ย 

ส ำหรบัสภำวะทีเ่หมำะสมของ pH ทีม่ตี่อสญัญำณในกำรวเิครำะหอ์นุพนัธข์องมำลอนไดอลั
ดไีฮด ์และ อนุพนัธข์องไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์  ส ำหรบักำรทดสอบจะเตรยีมสำรละลำย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่ช่วงของ pH ที่ 6.0 6.5 7.0 7.5  ไปใชเ้ป็นองค์ประกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่ 
แล้วจึงท ำกำรวเิครำะห์อนุพนัธ์ของสำรประกอบทัง้สองชนิดด้วยเครื่อง โครมำโทกรำฟีของเหลว
สมรรถนะสูง โดยผลกำรทดลองดงัภำพประกอบ 11 
 

 
 

ภำพประกอบ 11  ผล pH ทีม่ตี่อกำรวเิครำะหส์ำรอนุพนัธ ์
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            จำกผลกำรศกึษำสภำวะที่เหมำะสมของค่ำ pH พบว่ำ ค่ำสญัญำณกำรตรวจวเิครำะห์
อนุพนัธ์ของมำลอนไดอลัดไีฮด์มีแนวโน้มคงที่เมื่อค่ำ pH ของระบบเปลี่ยนแปลง  แต่ในขณะที่ค่ำ
สญัญำณกำรตรวจวเิครำะห์อนุพนัธ์ของของไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์มกีำรเปลี่ยนแปลง
อย่ำงชดัเจนตำมกำรเปลี่ยนแปลงค่ำ pH ของระบบ  ซึ่งสอดคล้องกบังำนวจิยัของ Morales ในปี 
1992 ทีร่ะบุวำ่  สภำวะทีเ่หมำะสมในกำรวเิครำะหอ์นุพนัธจ์ำก 2-ไทโอบำรบ์ทิุรกิกบัไฮดรอกซเีมทลิ
เฟอรฟิ์วรำลดไีฮด ์ ดว้ยเครื่องโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงจะอยู่ในช่วงที่เป็นกรดเลก็น้อย 
(Morales. 1992: 32-35) เหตุผลเนื่องจำกค่ำกำรดูดกลนืแสงสูงสุด (λmax) ทีไ่ดจ้ำกอนุพนัธข์องไฮดร
อกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮดเ์กดิกำรเคลื่อน (shift) เมื่อสภำวะของ pH ในระบบเปลีย่นแปลงไป   ซึ่ง
เมื่อพจิำรณำค่ำของ pH ที ่6.5 ใหค้่ำสญัญำณกำรตรวจวเิครำะห์ของไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดี
ไฮด์สูงที่สุด ดงันัน้สภำวะของฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที่ pH 6.5 จงึเป็นสภำวะที่เหมำะสมที่สุดในกำร
วเิครำะหป์รมิำณอนุพนัธข์องมำลอนไดอลัดไีฮด์และอนุพนัธ์ของไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์ 
ดว้ยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 

2.2  องคป์ระกอบของตวัท าละลายท่ีใช้เป็นวฎัภาคเคล่ือนท่ี  
โดยทัว่ไปองคป์ระกอบของตวัท ำละลำยในทำงโครมำโทกรำฟีจะส่งผลถงึควำมสำมำรถใน

กำรแยกรวมถงึรูปร่ำงหน้ำตำของพคีทีไ่ดจ้ำกโครมำโทแกรม ซึ่งกำรเพิม่อตัรำส่วนของตวัท ำละลำย
อนิทรยีใ์นระบบของรเีวรสเ์ฟสจะท ำใหว้ฎัภำคเคลื่อนทีม่คีวำมแรงขึน้ท ำใหก้ระบวนกำรชะเกดิขึน้ได้
ไว  แต่กำรเพิ่มอตัรำส่วนตวัท ำละลำยอินทรีย์ก็อำจส่งผลท ำให้ค่ำกำรแยกทำงโครมำโทกรำฟี 
(separation factor) ลดลง (Barry. 1980: 1373-1383)   ดงันัน้กำรศกึษำผลขององค์ประกอบ
ของวฎัภำคเคลื่อนที่จึงจ ำเป็นต่อกำรเลือกใช้เป็นสภำวะที่เหมำะสมของระบบโครมำโทกรำฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง  ซึ่งในงำนวจิยันี้จะท ำกำรศกึษำองค์ประกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่ โดยจะ
เตรียมจำกสำรละลำยผสมระหว่ำงเมทำนอลและสำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (เมทำนอล : 
สำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์, v/v) และท ำกำรศกึษำกำรชะที่อตัรำส่วนตวัท ำละลำย ที่ช่วงตัง้แต่ 
45 : 55   40 : 50   35 : 75  และ  30 : 70 เปอรเ์ซนต ์ตำมล ำดบั   

จำกผลกำรศกึษำพบวำ่ องคป์ระกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่มีผลต่อรูปร่ำงของพคีที่เกดิขึน้
จำกกระบวนกำรแยกอย่ำงชดัเจน  โดยเมื่อก ำหนดให้องค์ประกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่ให้มี
เปอร์เซนต์ของเมทำนอลที่สูง  จะพบว่ำพคีสญัญำณของสำรมำตรฐำนของทัง้มำลอนไดอลัดไีฮด์
และไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ยงัไม่สำมำรถแยกตวัออกจำกสำรรบกวนได้ชดัเจน  แต่เมื่อ
ลดองคป์ระกอบของวฎัภำคเคลื่อนทีใ่หม้เีปอรเ์ซนตข์องเมทำนอลลดลงจะท ำใหพ้คีสญัญำณของสำร
มำตรฐำนของทัง้สำมำรถแยกตวัออกจำกสำรรบกวนได้  ดงัภำพในประกอบ 12 
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ภำพประกอบ 12  โครมำโทแกรมจำกผลกำรศกึษำองค์ประกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่ในกำร
วเิครำะหอ์นุพนัธจ์ำกมำลอนไดอลัดไีฮดแ์ละไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด ์  
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ก   แทน   องคป์ระกอบเมทำนอลต่อฟอสเฟตบฟัเฟอรใ์นอตัรำส่วน 45:55 v/v  
ข   แทน   องคป์ระกอบเมทำนอลต่อฟอสเฟตบฟัเฟอรใ์นอตัรำส่วน 40:60 v/v 
ค   แทน   องคป์ระกอบเมทำนอลต่อฟอสเฟตบฟัเฟอรใ์นอตัรำส่วน 35:65 v/v 
ง   แทน   องคป์ระกอบเมทำนอลต่อฟอสเฟตบฟัเฟอรใ์นอตัรำส่วน 30:70 v/v 

 
จำกภำพประกอบ 12 พบวำ่ โครมำโทแกรมที่สำมำรถแยกพคีสญัญำณสำรรบกวนออก

จำกพคีสญัญำณของอนุพนัธจ์ำกสำรมำตรฐำนทัง้สองไดด้ทีีสุ่ด เมื่อเลอืกใชอ้งคป์ระกอบของวฎัภำค
เคลื่อนทีใ่นอตัรำส่วนตวัท ำละลำยของเมทำนอลต่อฟอสเฟตบพัเฟอร์เท่ำกบั 40:60 (ข)   และเมื่อ
ท ำกำรศกึษำผลจำกองค์ประกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่ที่มผีลต่อค่ำระยะเวลำรเีทนชนั (retention 
time)  ดงัแสดงในภำพประกอบ 13  พบวำ่ เมื่อท ำกำรลดองคป์ระกอบของเมทำนอลที่ใชเ้ตรยีมวฎั
ภำคเคลื่อนทีใ่หต้ ่ำลง  ค่ำของระยะเวลำรเีทนชนัจำกอนุพนัธ์ของมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซี
เมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮดจ์ะเพิม่สูงขึน้เรื่อยๆ และท ำใหเ้วลำทีใ่ชใ้นกระบวนกำรวเิครำะห์มำกขึน้  ซึ่ง
ที่องค์ประกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่ของเมทำนอลต่อฟอสเฟตบัพเฟอร์เท่ำกับ 40:60  ให้ค่ำ
ระยะเวลำรีเทนชนัของอนุพันธ์ทัง้สองอยู่ในช่วงเหมำะสม  โดยเมื่อท ำกำรค ำนวณหำค่ำของ
ประสทิธภิำพในกำรแยก (resolution, Rs) ซึ่งเป็นค่ำพำรำมเิตอร์ส ำคญัที่ใชบ้อกควำมประสทิธภิำพ
ของวธิกีำรทำงโครมำโทกรำฟี พบวำ่ เมื่อเลอืกใชอ้งคป์ระกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่ในอตัรำส่วนตวั
ท ำละลำยของเมทำนอลต่อฟอสเฟตบพัเฟอร์เท่ำกบั 40:60 ให้ค่ำของประสทิธภิำพในกำรแยกที่ด ี
(อยู่ในชว่งระหว่ำง 1.0 – 1.5)  โดยในส่วนของอนุพนัธ์จำกมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอรฟิ์วรำลดไีฮดอ์ยู่ที ่1.28 และ 1.25 ตำมล ำดบั 
 

 
 
ภำพประกอบ 13  ผลของกำรศกึษำผลจำกองค์ประกอบของวฎัภำคเคลื่อนที่ที่มีผลต่อค่ำ

ระยะเวลำรเีทนชนั 
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2.3  อตัราการไหลของวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
ผลกำรศกึษำสภำวะที่เหมำะสมของอตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลื่อนที่จะท ำกำรศกึษำ

ในชว่งอตัรำกำรไหลที ่0.3 จนถงึ 1.2 ml/min  โดยพจิำรณำผลของระยะเวลำรเีทนชนัที่ได้จำกโคร
มำโทแกรมของอนุพนัธ์ทัง้มำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์  ดงัแสดงใน
ภำพประกอบ 14  
 

 
 

ภำพประกอบ 14 ผลของอตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลื่อนทีท่ีม่ตีอ่ระยะเวลำรเีทนชนั 
 
จำกผลกำรทดลองมคีวำมเกี่ยวขอ้ง ตำมหลกักำรของ ทฤษฏ ีplate theory ซึ่งเกี่ยวขอ้ง

อตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลื่อนที่มคีวำมสมัพนัธ์แบบผกผนักบัค่ำควำมสูงของแต่ละโซนในกำร
แยกหรอื Height equivalent to a theoretical plate ซึ่งใชอ้กัษรย่อวำ่  HETP (H) ซึ่งเป็นค่ำทีส่มมุติ
ข ึน้  แต่ทฤษฏ ี plate theory ไม่สำมำรถอธบิำยกลไกในกำรหำแฟกเตอร์ต่ำงๆได้  จงึต้องอำศยั
ทฤษฎีของอตัรำควำมเรว็ (rate theory) ที่สำมำรถอธบิำยพฤตกิรรมทำงโครมำโทกรำฟีได้  โดย
ทฤษฎนีี้ข ึน้อยู่กบัพำรำมเิตอรต์่ำงๆ เชน่ อตัรำกำรถ่ำยเทของมวลระหว่ำงวฎัภำคคงที่และวฎัภำค
เคลื่อนที ่ อตัรำกำรแพร่กระจำยของตวัถูกละลำยในคอลมัน์  อตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลื่อนทีแ่ละ
ไฮโดรไดนำมกิ (hydrodynamics)  ซึ่งขอ้มูลจำกโครมำโทแกรมจะสำมำรถอธบิำยไดว้ำ่กำรแยกสำร
นัน้ไดด้มีำกน้อยอย่ำงไรนัน้ ขึน้อยู่กบัตวัแปร 3 ชนิด คอื กำรแพร่กระจำยแบบธรรมดำ (ordinary 
diffusion)  กำรแพร่กระจำยแบบเอด็ด ี(Eddy diffusion)  และควำมไม่สมดุลเฉพำะแห่ง   ซึ่งสมกำร 
Van Deemter สำมำรถอธิบำยผลของตัวแปรทัง้ 3 ออกเป็นเทอมต่ำงๆ ทัง้สิ้น 3 เทอม ที่มี
ควำมสมัพนัธก์บัค่ำ H ซึ่งจะส่งผลถงึประสทิธภิำพของระบบทำงโครมำโทกรำฟีได ้ดงัสมกำรที ่3  
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                      …..3) 
 

 H = HETP  
 A = eddy diffusion term  
 B = longitudinal diffusion term  
 u = linear velocity  
 C = Resistance to mass transfer coefficient   
 

โดยทัว่ไปกำรเพิม่อตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลื่อนที่จะมสี่วนช่วยลดระยะเวลำในกำรชะ
สำรลงท ำให้กำรวิเครำะห์มีควำมรวดเร็วมำกขึ้น  เหตุผลเนื่องจำกโมเลกุลของสำรที่ต้องกำร
วเิครำะหเ์กดิกำรส่งผำ่นมวล ระหวำ่งวฎัภำคคงทีก่บัวฎัภำคเคลื่อนทีล่ดลง ท ำให้กำรเกดิสมดุลของ
อนัตรกริยิำกำรกระจำยตวั (Distribution Coefficient, K) ระหวำ่งโมเลกุลของสำรทีต่อ้งกำรวเิครำะห์
กบัวฎัภำคคงทีแ่ละวฎัภำคเคลื่อนที่ลดลงตำมไปด้วย  ส่งผลท ำให้ให้ค่ำกำรเลอืกลดลงและค่ำกำร
แยกกล็ดลงตำมไปดว้ย   

จำกผลกำรทดลองนี้ พบว่ำกำรเพิม่อตัรำกำรไหลส่งผลให้อนุพนัธ์ทัง้สองถูกชะออกมำไว
ยิง่ขึน้ ดงัแสดงในภำพประกอบ 14   แต่เนื่องจำกสมกำร Van Deemter  ได้อธบิำยไวว้่ำกำรเพิม่
อตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลื่อนทีใ่หสู้งขึน้ แมว้ำ่จะไปลดผลของกำรแพร่ตำมแนวยำวแต่กส็่งผลใน
กำรตำ้นกำรส่งผำ่นมวลในสมดุลของกำรแยก  ท ำใหพ้คีสญัญำณจำกโครมำโทแกรมของสำรทัง้ชนิด
มโีอกำสกำรซ้อนทบักนัได ้ นอกจำกนี้ยงัส่งผลใหแ้รงดนัในระบบสูงขึน้จนเกนิไปในระบบที่ใชอ้ตัรำ
กำรไหลสูงๆ  ดงันัน้ในงำนวจิยันี้จงึเลอืกใชอ้ตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลื่อนที่ที่ 1.0 ml/min เป็น
สภำวะทีเ่หมำะสมของระบบ 

ดงันัน้จำกกำรทดลองขำ้งตน้ สภำวะทีเ่หมำะสมเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะ
สูงทีค่วรใชใ้นกำรแยกอนุพนัธข์องสำรประกอบทัง้สอง มดีงันี้  
            1. pH ฟอสเฟตบฟัเฟอรเ์ท่ำกบั 6.5       
            2. องคป์ระกอบของวฎัภำคเคลื่อนทีเ่ท่ำกบั 40:60  (เมทำนอล:ฟอสเฟตบฟัเฟอร)์      
            3. อตัรำกำรไหลของวฎัภำคเคลื่อนทีเ่ท่ำกบั 1.0 มลิลลิติรต่อนำท ี  
 

จำกกำรใชส้ภำวะขำ้งตน้ดงักล่ำว จะท ำให้สำมำรถท ำกำรแยกอนุพนัธ์ของและไฮดรอกซี
เมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์และมำลอนไดอลัด ีได้ที่เวลำประมำณ 2.6 และ 3.4 นำท ีตำมล ำดบั  โดย
โครมำโทรแกรมที่ทดลองได้ใช้เวลำในกำรวเิครำะห์เพียง 5 นำที ต่อหนึ่งตวัอย่ำงที่ใช้วเิครำะห์     
ดงัแสดงในภำพประกอบ 15 
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ภำพประกอบ 15  แสดงโครมำโทแกรมจำกสภำวะทีเ่หมำะสมของเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลว
สมรรถนะสูงในกำรวเิครำะหป์รมิำณมำลอนไดอลัดไีฮดแ์ละไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์
พรอ้มกนั  
 

ตอนท่ี 3  ผลการศึกษาปัจจยัในขัน้ตอนการเตรียมอนุพนัธท่ี์มีผลต่อการวิเคราะห์
ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮดแ์ละไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟิ์วรลัดีไฮด ์

 
3.1 การศึกษาผลของอณุหภมิู  

จำกกำรศึกษำหำสภำวะที่เหมำะสมของควำมร้อนที่ใช้ในข ัน้ตอนกำรเตรียมอนุพนัธ์
ระหวำ่ง สำรละลำยกรด 2 –ไทโอบำรบ์ทิูรกิ กบัสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และสำรประกอบไฮ
ดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์ โดยไดท้ ำกำรศกึษำในช่วงอุณหภูมทิี่ใชใ้นกำรเตรยีมอนุพนัธ์ตัง้แต่ 
25°C จนถงึ 90°C และเมื่อเตรยีมอนุพนัธ์ได้แล้วจงึน ำไปวเิครำะห์หำปรมิำณของอนุพนัธ์ของทัง้
สำรประกอบ MDA และ HMF ดว้ยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงแลว้พจิำรณำจำกค่ำ
ของสญัญำณกำรตรวจวดัทีไ่ดจ้ำกโครมำโทแกรม โดยแสดงดงัภำพประกอบ 16  
 ผลกำรศกึษำพบว่ำพื้นที่พีคของสำรอนุพนัธ์ของไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์ มี
แนวโน้มลดลงอย่ำงมำกตำมอุณหภูมทิี่เพิม่ขึ้น   ทัง้นี้อำจเป็นผลจำกควำมเสถยีรของไฮดรอกซี
เมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด ์ซึ่งมคีวำมเสถยีรต ่ำ สำมำรถสลำยตวัได้ง่ำย (Jaroslaw. 2001: 17-54)  ซึ่ง
สอดคล้องกบังำนวจิยัของ Girisuta และคณะในปี 2006 ที่ศกึษำจลนศำสตร์กำรเปลี่ยนแปลงของ
สำรไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์  ที่ เกิดกำรเปลี่ยนแปลงเป็นกรดอะมิโนลิวูลินิก                 
(5-aminolevulinic acid)  โดยผลกำรวจิยัพบวำ่ ปรมิำณของไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ จะลง
ลดไปเรื่อยๆเมื่อท ำกำรเพิม่อุณหภูมิของระบบ   ดงันัน้จงึเป็นเหตุผลท ำให้สญัญำณกำรวเิครำะห์
อนุพนัธ์จำกของไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์ ลดลงอย่ำงต่อเนื่องเมื่อเพิ่มอุณหภูมิกำรท ำ
ปฏกิริยิำ  จำกผลของกำรศกึษำนี้จงึพบวำ่ มกีำรสลำยตวัของสำรไฮดรอกซเีมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์ 
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และสลำยตวัไปจนหมดทีอุ่ณหภูมกิำรทดลองที ่80°C  ในขณะทีพ่ืน้ทีพ่คีของสำรอนุพนัธข์องมำลอน
ไดอลัดไีฮด ์มแีนวโน้มคงทีใ่นทุกชว่งของอุณหภูม ิแสดงว่ำอนุพนัธ์ของมำลอนไดอลัดไีฮด์ มคีวำม
เสถยีรมำกกวำ่อนุพนัธท์ีไ่ดจ้ำกสำรไฮดรอกซเีมทิลเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์  ดงันัน้ในกำรศกึษำสภำวะที่
เหมำะสมของอุณหภูมใินกำรเตรยีมอนุพนัธจ์งึอยู่ที ่25-30°C หรอืในชว่งอุณหภูมหิอ้ง 
 

 
 
ภำพประกอบ 16  ผลของอุณหภูมใินกำรเตรยีมอนุพนัธ์ที่มผีลต่อกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรมำลอน

ไดอลัดไีฮดแ์ละไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์  
                

3.2  ระยะเวลาใช้ในการเตรียมอนุพนัธ์  
ในกำรศึกษำหำระยะเวลำที่เหมำะสมในเตรียมอนุพันธ์ของสำรทัง้สอง โดยกำรเก็บ

สำรละลำยสขีองอนุพนัธ์ทัง้สองทุกๆ 10 นำท ี แลว้ท ำกำรวเิครำะหอ์นุพนัธข์องสำรประกอบทัง้สอง
โดยทนัทดี้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง จำกนัน้จงึพจิำรณำผลของเวลำที่มตี่อ
กำรเตรยีมอนุพนัธจ์ำกกำรพลอตกรำฟระหวำ่งพืน้ทีพ่คีของสำรอนุพนัธท์ัง้สองทีไ่ดจ้ำกโครมำโทแก
รมกบัระยะเวลำทีใ่ชท้ ำปฏกิริยิำ แสดงดงัภำพประกอบ 17   

จำกภำพประกอบ 17  จะเหน็วำ่ เมื่อใชเ้วลำในกำรเตรยีมอนุพนัธ์นำนมำกขึน้ จะสำมำรถ
ตรวจพบสำรอนุพนัธแ์ต่ละชนิดไดม้ำกขึน้ เนื่องจำกพบ พืน้ทีพ่คีในโครมำโทแกรมสูงขึน้ แสดงวำ่ใน
ปฏกิริยิำของกำรเตรยีมสำรอนุพนัธ์  จะเกดิสำรอนุพนัธ์จำกสำรตัง้ต้นอย่ำงต่อเนื่อง  โดยอนุพนัธ์
ของสำรไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์  มีอตัรำกำรเกิดสูงกว่ำ เมื่อเทียบกบัอตัรำกำรเกิด
อนุพนัธข์องมำลอนไดอลัดไีฮด์   แต่เมื่อเวลำผำ่นไปประมำณ 150 นำท ีอตัรำกำรเพิม่ขึน้ของพื้นที่
พคีของสำรอนุพนัธ์ของสำรประกอบทัง้สองมแีนวโน้มคงที่  โดยพจิำรณำจำกค่ำ %RSD ระหว่ำง 
150 นำท ีกบั 180 ของอนุพนัธ์มำลอนไดอลัดไีฮด์อยู่ที่ 1.3 และอนุพนัธ์ของสำรไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอรฟิ์วรำลดไีฮดอ์ยู่ที่ 3.4  ดงันัน้อำจกล่ำวไดว้ำ่สภำวะทีเ่หมำะสมของระยะเวลำทีใ่ชใ้นกำรเตรยีม
อนุพนัธข์องสำรทัง้สองคอื ใชเ้วลำในกำรท ำปฏกิริยิำนำนอย่ำงน้อย 150 นำท ี
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ภำพประกอบ 17  ผลของระยะเวลำในกำรเตรยีมอนุพนัธท์ีม่ผีลต่อพืน้ทีพ่คีของสำรอนุพนัธ ์
 

3.3  ความเข้มข้นของรีเอเจนต์ท่ีใช้ในการเตรียมอนุพนัธ ์   
ควำมเข้มข้นของสำรละลำยกรด 2- ไทโอบำร์บิทูริก ที่ใช้เป็นรีเอเจนต์ในกำรเตรียม

อนุพนัธเ์ป็นปจัจยัทีส่ ำคญัโดยเป็นสำรก ำหนดปรมิำณของกำรเกดิปฏกิริยิำเคมนีี้  ผลจำกกำรศกึษำ
หำสภำวะทีเ่หมำะสมของควำมเขม้ขน้ของสำรละลำยกรด 2- ไทโอบำรบ์ทิูรกิ ซึ่งท ำกำรทดลองโดย
ใชส้ำรละลำยกรด 2- ไทโอบำรบ์ทิูรกิ ทีแ่ปรผนัควำมเขม้ขน้ตัง้แต่  10  20  30 และ 40 mM แล้วจงึ
น ำไปใชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ในกำรเตรยีมอนุพนัธก์บัสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ และสำรประกอบไฮ
ดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์    ผลกำรศกึษำค่ำพื้นที่พคีของโครมำโทแกรมของสำรอนุพนัธ์ทัง้
สอง เมื่อพลอตกรำฟกับค่ำควำมเข้มข้นของสำรละลำยกรด 2- ไทโอบำร์บิทูริกดังแสดงใน
ภำพประกอบ 18  
  

 
 
ภำพประกอบ 18  กำรเปลี่ยนแปลงพื้นที่พีคของสำรอนุพันธ์ เมื่อแปรผนัควำมเข้มข้นของ

สำรละลำยกรด 2- ไทโอบำรบ์ทิูรกิ  
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จำกกำรศกึษำพบว่ำ ค่ำของพื้นที่พีคของสำรอนุพนัธ์ของสำรประกอบทัง้สองชนิดมี
แนวโน้มของกำรเปลีย่นแปลง  โดยเพิม่ขึน้ตำมควำมเขม้ขน้ของสำรละลำยกรด 2- ไทโอบำร์บทิูรกิ 
ที่เพิ่มมำกขึ้น  โดยจะขึน้สูงสุดเมื่อเลือกใช้ควำมเข้มข้นของสำรละลำยกรด 2- ไทโอบำร์บิทูริก 
40mM  ซึ่งเป็นควำมเขม้ขน้สูงสุดที่สำมำรถเตรยีมเป็นสำระละลำยได้  เนื่องจำกสำรมำตรฐำน 2- 
ไทโอบำร์บิทูริก 40mM ไม่สำมำรถละลำยเพิ่มขึ้นได้ ถงึแม้ใช้ควำมร้อนช่วยกจ็ะเกดิกำรตกผลึก
กลบัคืนมำ ดงันัน้สภำวะที่เหมำะสมของควำมเข้มขน้ สำรละลำยกรด 2- ไทโอบำร์บทิูรกิ จึงควร
เลอืกใชค้วำมเขม้ขน้ 40mM  

ดงันัน้จำกกำรทดลองข้ำงต้น อำจกล่ำวได้ว่ำ  สภำวะที่เหมำะสมต่ำงๆที่ควรใช้ในกำร
เตรยีมอนุพนัธก์บั 2- ไทโอบำรบ์ทิูรกิ 40mM จะมดีงันี้  
            1.อุณหภูมใินกำรเตรยีมอนุพนัธท์ี ่25°C  
            2.ระยะเวลำในกำรเตรยีมอนุพนัธ์นำน 150 นำท ี 
            3.ควำมเขม้ขน้ของรเีอเจนตท์ี ่40mM   

จำกกำรใชส้ภำวะขำ้งตน้ดงักล่ำว เมื่อใชร่่วมกบัสภำวะทีเ่หมำะสมที่ได้จำกเทคนิคเครื่อง
โครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง จะให้โครมำโทแกรมจำกอนุพนัธ์ของมำลอนไดอลัดีไฮด์ 
และไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์  ดงัแสดงในภำพประกอบ 19 
 

 
 
ภำพประกอบ 19 โครมำโทแกรมที่ได้จำกสภำวะที่เหมำะสมต่ำงๆ ดงันี้ อตัรำส่วนของวฎัภำค

เคลื่อนที่เท่ำกบั 40:60  ( เมทำนอล:ฟอสเฟตบฟัเฟอร์, pH 6.5 ) อตัรำกำรไหลของวฎัภำค
เคลื่อนที่เท่ำกบั 1.0 มลิลลิติรต่อนำท ี อุณหภูมแิละระยะเวลำในกำรเตรยีมอนุพนัธ์ที่ 25°C 
เป็นเวลำ 150 นำท ีและใชค้วำมเขม้ขน้ของรเีอเจนตท์ี ่40mM   
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ตอนท่ี 4  ผลการศึกษาการหาค่าของประสิทธิภาพของระบบท่ีทดลอง 
 

4.1 การสร้างกราฟมาตรฐาน   
เมื่อทรำบสภำวะที่เหมำะสมส ำหรบัเทคนิคที่ทดลองในงำนวจิยันี้   จึงได้ท ำกำรสร้ำง

สมกำรกรำฟของสำรมำตรฐำนในกำรวดัปรมิำณมำลอนไดอลัดไีฮดแ์ละไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดี
ไฮดพ์รอ้มกนัในตวัอย่ำงน ้ำนมพรอ้มดื่ม เนื่องจำกปรมิำณสำรประกอบทัง้สองพบในตวัอย่ำงมน้ีอย
มำก ดงันัน้จงึเป็นตอ้งท ำกำรสรำ้งกรำฟมำตรฐำนใหม้คีวำมเขม้ขน้ชว่งต ่ำ คอื ควำมเขม้ขน้ของสำร
มำตรฐำนมำลอนไดอลัดไีฮด์ ในช่วง 0.2 nmol/ml จนถงึ 0.8 nmol/ml  และควำมเขม้ขน้ของสำร
มำตรฐำนไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ ในชว่ง 1.58 nmol/ml  จนถงึ 6.34 nmol/ml      

ซึ่งหลังจำกท ำกำรวิเครำะห์สำรมำตรฐำนทัง้สองด้วยเทคนิคเครื่องโครมำโทกรำฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงแล้ว  จึงได้น ำโครมำโทแกรมที่ได้จำกกำรวเิครำะห์สำรมำตรฐำนในช่วง
ดงักล่ำวไปค ำนวณหำควำมสมัพนัธร์ะหวำ่งชว่งควำมเขม้ขน้กบัสญัญำณที่ได้จำกกำรวเิครำะห์เพื่อ
น ำไปสรำ้งสมกำรกรำฟของสำรมำตรฐำนทัง้สอง ดงัแสดงในภำพประกอบ 20 
 

 
 
ภำพประกอบ 20 กรำฟควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงช่วงควำมเขม้ขน้กบัสญัญำณที่ได้จำกกำรวเิครำะห์

ดว้ยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 ก   แทน   กรำฟมำตรฐำนของสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ 

ข   แทน   กรำฟมำตรฐำนของสำรประกอบสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์ 
 

จำกภำพประกอบ 20 จะเห็นว่ำจำกกรำฟควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงช่วงควำมเข้มข้นกับ
สญัญำณที่ได้จำกกำรวเิครำะห์   โดยสำรประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์ มีสมกำร
เส้นตรง Y = 9.9473X + 2.6533   มคี่ำสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ R2 = 0.9899    ส่วนสำรประกอบ   
มำลอนไดอลัดไีฮด ์มสีมกำรเสน้ตรงคอื Y = 71.475X + 0.3134 มคี่ำสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ R2 = 
0.9995   
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นอกจำกนี้ยงัทดสอบกำรสร้ำงสมกำรกรำฟเส้นของสำรมำตรฐำนในช่วงควำมเขม้ขน้สูง   
โดยกำรเตรยีมสำรมำตรฐำนผสมของสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด ์ในชว่งควำมเขม้ขน้ตัง้แต่ 5.0 
nmol/ml จนถงึ 40.0 nmol/ml  และสำรประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์ ในช่วงควำม
เข้มข้น ตัง้แต่ 40.0 nmol/ml  จนถึง 320.0 nmol/ml   (ดงัโครมำโทแกรมในภำคผนวก ก. )  
จำกนัน้จงึน ำข้อมูลของพื้นที่พีคจำกโครมำโทแกรมไปสร้ำงสมกำรกรำฟมำตรฐำน  โดยสมกำร
กรำฟเสน้ตรงในชว่งควำมเขม้ขน้สูงทีไ่ดจ้ำกมำตรฐำนของสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด ์มสีมกำร
เสน้ตรง คอื Y = 77.113X + 35.238 มคี่ำสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์R2 = 0.9997  ส่วนกรำฟมำตรฐำน
ของสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮดม์สีมกำรเสน้ตรง คอื Y = 170.8X + 221.45 มคี่ำ
สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์คอื 0.9922 ตำมล ำดบั 
 

4.2 การหาค่าของขีดจ ากดัต ่าสุดในการตรวจวดั และค่าของขีดจ ากดัต ่าสุดในการ
วิเคราะห ์ 

เมื่อท ำกำรวดัสญัญำณของสำรละลำย blank จ ำนวน 5 ครัง้ เพื่อน ำไปหำค่ำของขดีจ ำกดั
ต ่ำสุดในกำรตรวจวดั (LOD, S/N=3) และค่ำของขดีจ ำกดัต ่ำสุดในกำรวเิครำะห์ (LOQ, S/N=10) 
ตำมแสดงในตำรำง 4 
 
ตำรำง 4  ค่ำขดีจ ำกดัต ่ำสุดทีส่ำมำรถตรวจวดัได ้และค่ำขดีจ ำกดัต ่ำสุดทีส่ำมำรถตรวจวเิครำะหไ์ด้  
 

สำรทีว่เิครำะห ์ LOD(nmol/ml) LOQ (nmol/ml)   
มำลอนไดอลัดไีฮด์ 0.01  0.07  
ไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ 0.30  2.38  
 
 

4.3 การหาค่าความถกูต้อง 
กำรค ำนวณหำค่ำของรอ้ยละกำรคนืกลบั โดยจะท ำกำรทดสอบโดยอำศยักำรวดัสญัญำณ

กำรวเิครำะหข์องงตวัอย่ำงนมทีม่กีำรเตมิสำรมำตรฐำนลงไปเทยีบสญัญำณทีไ่ดจ้ำกสำรมำตรฐำนที่
ควำมเขม้ขน้ทีเ่ตมิลงไปดงักล่ำว หรอืเรยีกวำ่กำรท ำ spike   โดยโครมำโทแกรมสำรละลำยผสมของ
สำรมำตรฐำนมำลอนไดอลัดีไฮด์สำรมำตรฐำนไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์  โครมำโทแกรม
ของตวัอย่ำงนมทีม่กีำรเตมิสำรมำตรฐำนทัง้สองไป และโครมำโทแกรมของตวัอย่ำงนมพำสเจอรไ์รท ์ 
จะแสดงดงัภำพประกอบ 21   

โดยจำกผลกำรทดลอง พบว่ำ กำรวเิครำะห์ปรมิำณมำลอนไดอลัดไีฮด์ และปรมิำณไฮดร
อกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด ์จำกวธิกีำรทดลองในงำนวจิยันี้ใหค้่ำของร้อยละกำรคนืกลบัเฉลี่ยอยู่ที ่
75.71%  และ 107.51% ตำมล ำดบั  
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4.4 การหาค่าความแม่นย า 
ส ำหรบักำรทดสอบควำมแม่นย ำของวธิทีดลองในงำนนี้ จะแสดงผลในรูปของ %RSD ดงั

แสดงในตำรำง 5  
 

ตำรำง 5   รอ้ยละกำรเบีย่งเบนมำตรฐำนสมัพทัธใ์นกำรวเิครำะห์ 
 

สำรทีว่เิครำะห ์ % RSD intra day % RSD inter day 
มำลอนไดอลัดไีฮด์ 8.5 10.7 
ไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ 4.5 6.2 
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ภำพประกอบ 21 แสดงโครมำโทแกรม ดงันี้  
ก   แทน   โครมำโทแกรมทีไ่ดจ้ำกตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มชนิดพำสเจอรไ์รท์ รสจดื 
ข   แทน   โครมำโทแกรมสำรละลำยผสมของสำรมำตรฐำนมำลอนไดอลัดไีฮด์  และ

สำรมำตรฐำนไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ 
ค   แทน   โครมำโทแกรมทีไ่ดจ้ำกตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มชนิดพำสเจอรไ์รท์ รสจดืทีม่กีำร

เติมสำรละลำยผสมของสำรมำตรฐำนมำลอนไดอัลดีไฮด์   และสำร
มำตรฐำนไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ ลงไป 



 
 

52 

ตอนท่ี 5  ผลการศึกษาผลของสารรบกวนในการเกิดอนุพนัธ์ร่วมท่ีพบได้ใน
ตวัอย่าง 
  

เนื่องจำกตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มทีใ่ชใ้นงำนวจิยัครัง้นี้ เป็นตวัอย่ำงที่มอีงค์ประกอบซบัซ้อน
และมสีำรรบกวนอยู่เป็นจ ำนวนมำก เชน่ โปรตนี กรดอะมโิน ไขมนั น ้ำตำล และอื่นๆ  ดงันัน้ในกำร
วเิครำะหต์วัอย่ำงสำรประกอบใดๆในตวัอย่ำงทีม่อีงคป์ระกอบซบัซ้อนจงึจ ำเป็นตอ้งผำ่นขัน้ตอนกำร
เตรยีมตวัอย่ำงก่อนเพื่อแยกสำรรบกวนต่ำงๆออกจำกตวัอย่ำง  ซึ่งในงำนวจิยัครัง้นี้ได้ใชว้เิครำะห์
กำรตกตะกอนโปรตนีดว้ย 10%TCA แลว้จงึน ำไป centrifuge ใหเ้กดิกำรแยกชัน้ของตะกอนได้ดขี ึน้  
ดว้ยวธิดีงักล่ำวสำมำรถท ำใหแ้ยกส่วนของโปรตนีและไขมนัทีไ่ม่ละลำยน ้ำออกไปบำงส่วนแล้วจงึน ำ
ส่วนสำรละลำยใสที่ได้ไปท ำอนุพนัธ์กบั TBA แล้วจงึท ำกำรวเิครำะห์ด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงต่อ  แต่สำรละลำยใสของตวัอย่ำงที่ได้นัน้ยงัอำจจะมสีำรรบกวนบำงชนิดที่
สำมำรถละลำยน ้ำไดเ้จอืปนอยู่ ยกตวัอย่ำงเชน่ กรดอะมโิน น ้ำตำล และโมเลกุลกรดไขมนั  ซึ่งสำร
รบกวนต่ำงๆเหล่ำนี้อำจไปเกดิปฏกิริยิำกบัสำรตัง้ต้นที่ใชใ้นกำรเตรยีมอนุพนัธ์คอื TBA แล้วท ำให้
เกดิอนุพนัธส์ทีีอ่ำจส่งผลกระทบต่อสญัญำณวเิครำะหไ์ด้ 

ซึ่งในกำรศกึษำผลของสำรรบกวนในตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มจะเลอืกทดสอบสำรที่พบได้มำก
ในตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มทัง้หมด 8 ชนิด ดงันี้ กรดอะมโินโพรลนี กรดอะมโินกลูตำมคิ กรดอะมโินไล
ซนี น ้ำตำลกำแลกโทส น ้ำตำลกลูโคส น ้ำตำลฟรกัโทส น ้ำตำลแลคโตส กรดไลโนลอีคิ  แลว้จงึน ำไป
ท ำอนุพนัธ์กบั TBA แล้วจงึวดัค่ำกำรดูดกลนืแสงของทัง้ช่วงของอนุพนัธ์จำก HMF และ อนุพนัธ์
จำก MDA ด้วยเครื่อง UV-Vis สเปคโตรโฟโตมเิตอร์เพื่อทดสอบเบื้องต้นก่อนที่จะน ำไปวเิครำะห์
ดว้ยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงต่อไป   

โดยผลกำรทดสอบพบว่ำ หลงัจำกผ่ำนขัน้กำรเตรียมอนุพนัธ์ของสำรรบกวนทัง้ 8 ชนิด 
กลบัไม่พบสำรละลำยสใีดๆเกดิเลยในสำรรบกวนทัง้ 8 ชนิด แม้ว่ำจะน ำไปวดัค่ำกำรดูดกลนืแสง
ด้วยเครื่อง UV-Vis สเปคโตรโฟโตมเิตอร์ แล้วจงึค่อยน ำไปวเิครำะห์ด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงอกีครัง้ ซึ่งโครมำโทแกรมของสำรละลำยผสมของสำรรบกวนทัง้  8 ชนิดจะ
แสดงดงัภำพประกอบ 22   
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ภำพประกอบ 22 โครมำโทแกรมของสำรละลำยผสมของสำรรบกวนทัง้  8 ชนิด ที่ควำมเข้มข้น   
100 nmol/ml  
 

ขอ้น่ำสนใจคอื น ้ำตำลกลูโคสและน ้ำตำลกำแลกโทส  ซึ่งจดัอยู่ในกลุ่มของน ้ำตำลแอลโดส 
(aldose) หรอื น ้ำตำลที่มหีมู่อลัดไีฮด์ในโครงสร้ำงแต่กลบัไม่เกดิอนุพนัธ์สเีกดิขึน้กบัสำรประกอบ 
TBA  เหตุผลเชน่นี้อำจเนื่องมำจำก โมเลกุลของน ้ำตำลเหล่ำนี้ในสภำวะปกตจิะไม่แสดงโครงสร้ำง
เป็นโซ่เปิด (open-chain structure) แต่จะแสดงโครงสร้ำงเป็นวงของน ้ำตำล (six-membered ring) 
โดยจะท ำปฏกิิรยิำกำรปิดวง ณ ต ำแหน่งของหมู่อลัดไีฮด์หรือหมู่คีโตนเดิม  ซึ่งท ำให้น ้ ำตำลที่มี
โครงสร้ำงเป็นวงจะมีควำมเสถียรกว่ำโครงสร้ำงแบบโซ่เปิด ดงัภำพประกอบ 23  จึงท ำให้ไม่
สำมำรถท ำปฏกิริยิำกบักรด 2-ไทโอบำรบ์ทิูรกิ ได ้  
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ภำพประกอบ 23 ปฏิกิริยำระหว่ำงหมู่ไฮดรอกซิลกับหมู่อ ัลดีไฮด์ในกำรปิดวงของโมเลกุล     
น ้ำตำลกลูโคส 

ทีม่ำ : (2012). http://web.virginia.edu/Heidi/chapter7/chp7frameset.htm  
 
 
ตอนท่ี 6  ผลการวิเคราะหป์ริมาณมาลอนไดอลัดีไฮดแ์ละไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟิ์ว
ราลดีไฮด ์ในผลิตภณัฑน์ ้านมพร้อมด่ืม 
  

เมื่อทรำบถงึสภำวะที่เหมำะสมและประสทิธภิำพของวธิทีี่พฒันำขึน้แล้ว จงึได้น ำวธิกีำร
ดงักล่ำวไปประยุกตใ์นกำรวดัปรมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์และ ไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิว
รำลดไีฮด ์ในตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่ม   ในกำรวจิยันี้ได้จดัซื้อตวัอย่ำงนมพร้อมดื่มที่ได้จำกกำรส ำรวจ
ตลำดโดยคดัเลอืกนมพรอ้มดื่มแบบพำสเจอรไ์รซ์ มำจ ำนวน 3 ยีห่อ้  รวมถงึนมพรอ้มดื่มแบบ UHT 
อกีจ ำนวน 1 ยีห่อ้  นอกจำกนี้ยงัได้ท ำกำรศกึษำในตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มทีม่รีสแตกต่ำงกนัทัง้หมด 5 
รส  ได้แก่ รสจดืแบบไขมนัครบถ้วน รสจดืแบบพร่องไขมนั รสหวำน รสชอ็คโกแลต และรสสตอ
เบอรร์ี ่ ทัง้นี้เพื่อเปรยีบเทยีบผลของไขมนั ทีม่ตี่อปรมิำณสำรประกอบทัง้สอง และ เปรยีบเทยีบผล
ของรสนมตวัอย่ำง  ผลกำรวเิครำะหจ์ะแสดงดงัตำรำง 6 
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ตำรำง 6  ผลกำรวเิครำะห์ปรมิำณมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์ใน
ตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มชนิดพำสเจอรไ์รซ์ 

 

ตวัอย่าง 
นมพร้อมด่ืม 

รส 
ปริมาณ HMF 
(µg/g) ± SD 

ปริมาณ MDA 
(ng/g) ± SD 

นมพรอ้มดืม่แบบ
พำสเจอรไ์รซ ์ยีห่อ้ A 

รสจดืไขมนัครบถว้น nd 3.99 ± 1.30 

รสจดืพร่องไขมนั nd 2.04 ± 1.28 

รสหวำน nd 3.74 ± 0.82 

รสชอ็คโกแลต 0.39 ± 0.17 14.6 ± 0.77 

รสสตอเบอรร์ี ่ nd 3.86 ± 0.25 

นมพรอ้มดืม่แบบ
พำสเจอรไ์รซ ์ยีห่อ้ B 

รสจดืไขมนัครบถว้น nd 4.08 ± 0.57 

รสจดืพร่องไขมนั nd 6.30 ± 0.07 

รสหวำน nd 3.79 ± 0.15 

รสชอ็คโกแลต 0.44 ± 0.07 13.84 ± 0.73 

รสสตอเบอรร์ี ่ nd 5.58 ± 0.30 

นมพรอ้มดืม่แบบ
พำสเจอรไ์รซ ์ยีห่อ้ C 

รสจดืไขมนัครบถว้น nd 3.81 ± 0.55 

รสจดืพร่องไขมนั nd 17.7 ± 2.05 

รสหวำน nd 4.21 ± 0.48 

รสชอ็คโกแลต 0.42 ± 0.13 16.14 ± 1.39 

รสสตอเบอรร์ี ่ nd 4.61 ± 0.24 

นมพรอ้มดืม่แบบ  
ยูเอซท ียีห่อ้ A 

รสจดืไขมนัครบถว้น nd 3.81 ± 0.23 

รสจดืพร่องไขมนั nd 17.7 ± 0.21 

รสหวำน nd 4.21 ± 0.23 

รสชอ็คโกแลต 0.42 ± 0.07 16.14 ± 2.63 

รสสตอเบอรร์ี ่ nd 4.61 ± 0.13 

 
หมำยเหตุ   nd  หมำยถงึ ไม่สำมำรถตรวจพบสำรดว้ยวธิทีีท่ดลองในงำนวจิยันี้ 

 
จำกตำรำงที ่6 เมื่อพจิำรณำผลกำรทดลอง พบว่ำปรมิำณของสำรประกอบมำลอนไดอลัดี

ไฮด ์ในตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มในแต่ล่ะยีห่อ้ มปีรมิำณที่น้อยมำก อยู่ในช่วง 3.00 – 20.00 นำโนกรมั
ต่อกรมัตวัอย่ำง  โดยพบวำ่นมพรอ้มดื่มตวัอย่ำงที่แต่งรสหวำนและรสสตอเบอรร์ีจ่ะมปีรมิำณของมำ
ลอนไดอลัดไีฮด์ในแต่ละยีห่อ้น้อยรสชำตอิื่นๆ  แต่ในตวัอย่ำงนมรสชอ็คโกแลตจะมปีรมิำณมำลอน
ไดอลัดไีฮด ์ในแต่ละยีห่อ้มำกทีสุ่ด  แต่ส ำหรบักำรวเิครำะหห์ำปรมิำณไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดี
ไฮด์ พบว่ำ ไม่สำมำรถตรวจพบได้ในนมพร้อมดื่มเกือบทุกรส ยกเว้นในตัวอย่ำงที่เป็นรส         
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ชอ็คโกแลตทีจ่ะพบสำรไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์ ทุกยี่ห้อ  เหตุผลในกำรตรวจพบปรมิำณ
สำรทัง้สองในตวัอย่ำงนมรสชอ็คโกแลตทุกยีห่อ้  อำจเป็นผลจำกผงโกโก้ที่มกีำรปรุงแต่งในระหว่ำง
กระบวนกำรแปรรูปน ้ำนม   อย่ำงไรกต็ำมพบวำ่มรีำยงำนเกีย่วกบัควำมสมัพนัธเ์กีย่วกบัผงโกโกก้บั
ปรมิำณของสำรไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด ์(Teresa. 2009: 147–152)  เพรำะในขัน้ตอนกำร
ผลติผงโกโก้จ ำเป็นต้องคัว่เมลด็โกโก้จนได้สนี ้ำตำลและกลิน่ที่เฉพำะเจำะจงจำกปฏกิริยิำกำรเกดิ
สำรสนี ้ำตำล 

เมื่อน ำตวัอย่ำงนมแบบชนิดสเตอรไิรสม์ำวเิครำะหป์รมิำณสำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์
และไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์  พบว่ำในตัวอย่ำงนมแบบชนิดสเตอริไรส์มีปริมำณ
สำรประกอบมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดีไฮด์ เท่ำกบั 26.43 ng/g และ 
22.54 µg/g ตำมล ำดบั  โดยพบสำรประกอบไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์ในปรมิำณที่สูงกว่ำ
นมพรอ้มดื่มแบบพำสเจอรไ์รสแ์ละยูเอซท ี ทัง้นี้อำจเป็นผลจำกปจัจยัของควำมรอ้นและระยะเวลำใน
กำรเกบ็ทีม่ผีลต่อกำรเกดิไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์  (Van. 1998: 403–414)  ถงึแมก้ำรเกบ็
รกัษำนมแบบพำสเจอร์ไรซ์และยูเอซทจีะให้ควำมร้อนในกำรฆ่ำเชื้อที่สูงแต่ใชเ้วลำอนัสัน้  จึงไม่
ส่งผลใหเ้กดิไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์มำกเมื่อเทยีบกบักำรให้ควำมร้อนในกำรฆ่ำเชือ้ที่สูง
และเวลำยำวนำนในกระบวนกำรเก็บรกัษำแบบชนิดสเตอรไิรส์  ดงันัน้จงึอำจส่งผลท ำให้ผลกำร
วเิครำะหพ์บปรมิำณสำรประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด์มำกกวำ่กำรเกบ็รกัษำแบบอื่นๆ 

โดยตวัอย่ำงโครมำโทแกรมของกำรวเิครำะหป์รมิำณสำรทัง้สองในตวัอย่ำงนมทีเ่กบ็รกัษำ
แบบชนิดสเตอรไิรส ์ แสดงในภำพประกอบ 24 
 

 
 
ภำพประกอบ 24 โครมำโทแกรมในกำรวเิครำะห์ปรมิำณมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทิล

เฟอรฟิ์วรำลดไีฮด ์ในตวัอย่ำงนมพรอ้มดื่มชนิดสเตอรไิรส ์
 

ส ำหรบักำรทดลองเปรยีบเทยีบผลกำรวเิครำะห์ที่ได้กบัวธิอีื่นที่นิยมใช้ในกำรวเิครำะห์
ปรมิำณมำลอนไดอลัดไีฮด์และไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรำลดไีฮด์  โดยในวเิครำะห์ปรมิำณมำลอน
ไดอลัดไีฮด ์จะใชว้ธิขีอง Fenaille ในปี 2001 และกำรวเิครำะหป์รมิำณของไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิว
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รำลดไีฮด ์จะใชว้ธิขีอง Jorge ในปี 2005  และใชต้วัอย่ำงนมสเตอรไิรส์มำใชใ้นกำรทดสอบ ซึ่งผล
กำรเปรยีบเทยีบจะแสดงดงัภำพประกอบ 25 
 

 
 

ภำพประกอบ 25 กำรเปรยีบเทยีบผลกำรวเิครำะห์ที่พฒันำขึน้เทียบกบัวธิกีำรอื่นๆที่นิยมในกำร
วเิครำะหป์รมิำณมำลอนไดอลัดไีฮดแ์ละไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรำลดไีฮด ์

 



บทท่ี 5 
สรปุผล อภิปรายผลการวิจยั และข้อเสนอแนะ 

 
 การศกึษาการพฒันาวธิวีเิคราะห์ปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์และสารประกอบ 
ไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์โดยสารประกอบทัง้สองชนิดนี้เป็นปจัจยัหนึ่งของการเกดิโรคมะเรง็  
ซึ่งงานวิจัยนี้จึงได้ท าการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบมาลอนไดอัลดีไฮด์และ
สารประกอบไฮดรอกซีเมทลิเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์ขึน้พร้อมกนั โดยการศกึษาออกเป็นสองส่วนได้แก่  
การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมรวมถงึประสทิธภิาพของวธิทีีพ่ฒันาขึน้  และการตรวจวเิคราะหป์รมิาณ
ของสารประกอบทัง้ 2 ในตวัอย่างนมพร้อมดื่มที่มจี าหน่ายทัว่ไปในท้องตลาด ชนิดพาสเจอร์ไรซ์    
ยูเอชท ีทัง้แบบไขมนัครบถว้นและพร่องไขมนั  นอกจากนี้ยงัได้ทดลองตรวจหาปรมิาณสารทัง้สอง
ในน ้านมพรอ้มดื่มทีม่กีารปรุงแต่งรสชาต ิ 
สรปุผล อภิปรายผลการวิจยั  
 จากการศกึษาวจิยั  สรุปผลไดด้งันี้  
 1. งานวจิยันี้ได้สนใจที่จะวเิคราะห์สารประกอบอลัดีไฮด์ 2 ชนิด ได้แก่ สารประกอบมาลอน
ไดอลัดไีฮดแ์ละสารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์       สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์
เป็นผลติผลทีเ่กดิจากปฏกิริยิาลปิิดออกซเิดชนั   ส่วนสารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอร์ฟิวรลัดีไฮด์
เป็นผลติผลทีเ่กดิขึน้จากปฏกิริยิาการเกดิสารสนี ้าตาล ประเภทไม่ใชเ้อนไซม์ ที่ ทราบในนามของ
ปฏกิริยิาเมลลารด์ ซึ่งเป็นปฏกิริยิาระหวา่งหมู่คารบ์อนิลน ้าตาล กบั หมู่เอมนีในกรดอะมโิน  
  หลกัการส าคญัการพฒันาวธิีการวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบมาลอนไดอัลดีไฮด์และ
สารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรลัดีไฮด์พร้อมกนั คือ การเตรียมสารอนุพันธ์  ซึ่งอาศยั
หลกัการของการเกิดปฏิกิริยาเคมีกบัสารประกอบที่สามารถสร้างอนุพนัธ์ที่ จ าเพาะเจาะจงกับ      
หมู่อลัดไีฮด ์ โดยสารอนุพนัธท์ีเ่กดิขึน้ตอ้งมสีามารถดูดกลนืคลื่นแสงชว่งอลัตราไวโอเลต-วสิเิบลิได้
แตกต่างกนั   ท าใหส้ามารถแยกสญัญาณการตรวจวดัของอนุพนัธข์องสารทัง้สอง 

สารประกอบมาลอนไดอัลดีไฮด์เมื่อท าปฏิกิริยากับ กรด 2-ไทโอบาร์บิทูริก จะให้สาร
อนุพนัธท์ีม่สีชีมพู   มหีมู่โครโมฟอร ์(chromophore)ในสารอนุพนัธน์ี้ ท าให้สารอนุพนัธ์ของมาลอน
ไดอลัดไีฮด์ดูดกลนืคลื่นแสงสูงสุดในช่วงคลื่นวสิเิบลิที่  530 nm  ส าหรบัสารประกอบไฮดรอกซี
เมทลิเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์เมื่อท าปฏกิริิยากบักรด 2-ไทโอบาร์บทิูรกิ จะให้อนุพนัธ์ที่มีสเีหลอืง  มีหมู่  
โครโมฟอร์ในสารอนุพนัธ์นี้ ท าให้สารอนุพนัธ์ของสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรลัดไีฮด์
สามารถดูดกลนืคลื่นแสงสูงสุดในชว่งคลื่นวสิเิบลิที ่ 480 nm  ซึ่งเมื่อผสมอนุพนัธท์ัง้สองเขา้ด้วยกนั
จะไดส้ารละลายทีม่สีสีม้  แต่อย่างไรกต็ามค่าความยาวคลื่นทีส่ารอนุพนัธท์ัง้สองแสดงความสามารถ
ในการดูดกลนืคลื่นแสงสูงสุดมคีวามแตกต่างกนัมาก จงึท าให้สามารถแยกอนุพนัธ์ทัง้สองออกจาก
กนัไดด้ว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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            2.การศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมของวธิกีารวเิคราะห์ปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลั   
ดีไฮด์และสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรลัดีไฮด์พร้อมกัน ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ไดแ้ก่ 
               2.1 วฎัภาคเคลื่อนทีใ่ชเ้มทานอลต่อสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์(pH 6.5)   
               2.2 ควบคุมอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนทีเ่ท่ากบั 1.0 มลิลลิติรต่อนาท ี   
               2.3 อุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการเตรยีมอนุพนัธ์คอื  25°C  
               2.4 ระยะเวลาในการเตรยีมอนุพนัธ์นาน 150 นาท ี 
               2.5 ความเขม้ขน้ของรเีอเจนต์ คอื กรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิ ทีเ่หมาะสมคอื 40mM   
               2.6 การตดิตามการเกดิและการแยกสารอนุพนัธข์องมาลอนไดอลัดไีฮด์ ดว้ยตวัตรวจวดั 
                    แบบไดโอดแอรเ์รยว์ดัค่าการดูดกลนืคลื่นแสงทีค่วามยาวคลื่น 530 nm  

                      ส าหรบัสารอนุพนัธข์องไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ โดยวดัค่าการดูดกลนืคลื่น
แสงทีค่วามยาวคลื่น 480 nm  

 
         จากสภาวะข้างต้นดงักล่าวสามารถท าการแยกอนุพนัธ์ของสารประกอบไฮดรอกซีเมทิล 
เฟอรฟิ์วราลดไีฮด์และสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์ โดยมรีะยะเวลารเีทนชนัประมาณ 2.6 และ 
3.4 นาทตีามล าดบั   ซึ่งท าให้ใชเ้วลาในการวเิคราะห์สารทัง้สองได้ในเวลาเพยีง 5 นาที ต่อหนึ่ง
ตวัอย่าง 
             
          3. จากผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของอุณหภูมิที่ใช้ในการเตรียมอนุพันธ์พบว่า  
อนุพนัธท์ีไ่ดจ้ากสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์มคีวามเสถยีรต่อการได้รบัความร้อนสูงที่มากกว่า
อนุพนัธท์ีไ่ดจ้ากสารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ซึ่งพบวา่มกีารสลายตวัอนัเนื่องมาจาก
ผลของการไดร้บัความรอ้นสูง  โดยเมื่อใชค้วามรอ้นทีสู่งมากกวา่ 80°C อนุพนัธข์องสารประกอบไฮ
ดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์จะสลายตวัไปจนหมด 
 
  4. สารชวีโมเลกุลส่วนใหญ่ทีพ่บในตวัอย่างอาหาร ไดแ้ก่  โปรตนี กรดอะมโิน น ้าตาล และ
กรดไขมนั  ไม่ส่งผลรบกวนในการเกดิอนุพนัธร์่วมกบักรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิ แมจ้ะมหีมู่อลัดไีฮด์ใน
โครงสรา้งกต็าม  เชน่ น ้าตาลกลูโคส  น ้าตาลกาแลก็โทส   เหตุผลเนื่องจากกรด 2-ไทโอบาร์บทิูรกิ 
จะเกดิอนุพนัธ์ที่เฉพาะเจาะจงกบัสารประกอบอลัดีไฮด์ที่มีโครงสร้างแบบโซ่เปิดเท่านัน้  โดยทัง้
สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮดแ์ละสารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ ต่างกม็โีครงสร้าง
ของหมู่อลัดไีฮด์ที่เป็นโซ่เปิด  นอกจากนี้ยงัมีอลัดไีฮด์อกีหลายชนิดที่สามารถเกดิอนุพนัธ์ร่วมกบั
กรด 2-ไทโอบาร์บิทูรกิ ได้เช่นกนั  ยกตวัอย่างเช่น  2-ฟิวรลัดีไฮด์ (2-furaldehyde) 5- เมทลิ-2-
ฟิวรลัดไีฮด ์(5-methyl-2-furaldehyde) เป็นตน้ 
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  5. ในการวเิคราะหป์รมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮดแ์ละสารประกอบไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในตัวอย่างนมพร้อมดื่มที่มีจ าหน่ายทัว่ไปในท้องตลอด  พบว่ามีปริมาณ
สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์อยู่ในช่วง 2.0 ถงึ 20.0 นาโนกรมัต่อกรมัของตวัอย่างนมพร้อมดื่ม 
และส าหรับสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์พบว่ามีปริมาณอยู่ในช่วง 0.0-0.5 
ไมโครกรมัต่อกรมัของตวัอย่างนมพร้อมดื่ม  ซึ่งแต่ละประเทศจะมีขอ้ก าหนดปรมิาณสารประกอบ 
ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ในอาหารที่แตกต่างกัน  โดยมักจะอยู่ในช่วงที่ไม่เกิน 40 
ไมโครกรมัต่อกรมั จนถงึ 80 ไมโครกรมัต่อกรมั ในบางประเทศ 
 
 6. ในการวเิคราะหป์รมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์และสารประกอบไฮดรอกซีเมทลิ
เฟอรฟิ์วรลัดไีฮดใ์นตวัอย่างน ้านมพร้อมดื่ม  พบว่าปรมิาณของทัง้สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด ์
และสารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ขึน้อยู่กบักระบวนในการเกบ็รกัษาผลติภณัฑ์และ
การเจอืปนของสารปรุงแต่งรสกลิน่ในผลติภณัฑ์  เช่น  ผงกาแฟ  ผงโกโก้ หรอืน ้าผึง้ กม็ผีลท าให้
สามารถตรวจพบสารประกอบทัง้สองในตวัอย่างนมพรอ้มดื่มได้มากขึน้ 
 
 7. วธิทีี่พฒันาขึน้นี้จดัว่าเป็น วธิีการวเิคราะห์ปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์และ
สารประกอบไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด์ไดพ้รอ้มกนัดว้ยเทคนิคการเตรยีมสารอนุพนัธแ์ละแยก
สารดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่งสามารถประยุกต์ใชต้รวจสอบในตวัอย่าง
น ้านมพรอ้มดื่ม จดัวา่มคีวามสะดวก ไม่ซบัซ้อน  ค่าใชจ้่ายต ่า และใชเ้วลาในการวเิคราะหน้์อย แต่มี
ประสทิธภิาพในการวเิคราะห์ใกล้เคยีงกบัการใชเ้ครื่องมอืวเิคราะห์ช ัน้สูง  โดยพบว่ามคี่าขดีจ ากดั
ต ่าสุดที่สามารถตรวจวดัได้ของมาลอนไดอลัดไีฮด์มคี่า 0.009 nmol/ml และค่าขดีจ ากดัต ่าสุดที่
สามารถตรวจวเิคราะหไ์ดข้องมาลอนไดอลัดไีฮดม์คี่า 0.07 nmol/ml  ส่วนการตรวจหาปรมิาณ ไฮด
รอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วราลดไีฮดพ์บวา่ ค่าขดีจ ากดัต ่าสุดทีส่ามารถตรวจวดัได้มคี่า 0.31 nmol/ml และ
ค่าขดีจ ากดัต ่าสุดทีส่ามารถตรวจวเิคราะหไ์ด้มคี่า 2.38 nmol/ml   
  
ข้อเสนอแนะ 
 
 1. การวเิคราะห์ปริมาณสารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์และสารประกอบไฮดรอกซีเมทิล
เฟอรฟิ์วรลัดไีฮดพ์รอ้มกนัในตวัอย่างนมพรอ้มดื่มไม่ควรเกบ็สารละลายมาตรฐานของสารประกอบ
มาลอนไดอัลดีไฮด์และสารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวรัลดีไฮด์ ให้นานเกิน 1 สปัดาห ์ 
เนื่องจากสารประกอบทัง้สองชนิดนี้ มีความเสถยีรต ่าและสลายตวัได้ง่ายจะท าให้เกดิการวเิคราะห์
คลาดเคลื่อน 
 2. สารละลายบฟัเฟอร์ที่เลือกใชใ้นการตวัท าละลายในวฏัภาคเคลื่อนที่  ควรเตรยีมจาก
สารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร ์ โดยสามารถเลอืกใชไ้ดท้ัง้โซเดยีมฟอสเฟตบฟัเฟอรแ์ละโพแทสเซียม
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ฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ เนื่องจากมคีวามสามารถในการควบคุมค่า pH ในช่วง 5 - 8 ได้ด ี ส าหรบัความ
เขม้ขน้ของบฟัเฟอรท์ีเ่ลอืกใชจ้ าเป็นตอ้งค านึงถงึความสามารถในการควบคุม pH เป็นส าคญั  โดย
ช่วงความเขม้ข้นที่นิยมใช้ได้แก่ 10 มลิลิโมลาร์ จนถึง 50 มิลลิโมลาร์  โดยในงานวจิยันี้ท าการ
วเิคราะห์สารประกอบทัง้สองในความเขม้ข้นระดบัต ่า  จึงเลือกใช้ฟอสเฟตบฟัเฟอร์เพียงแค่ 10  
มลิลิโมลาร์ กเ็พยีงพอต่อการควบคุมค่า pH แล้ว  อีกทัง้การเลือกช่วงความเข้มขน้ของฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ที่สูงนัน้  อาจจะส่งผลกระทบกบัระบบภายในของเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ
สมรรถนะสูงได ้ โดยจะกลายเป็นผลกึเกลอืฟอสเฟตที่แขง็และคม  ซึ่งอาจจะไปเกดิการขดีข่วนและ
อุดตนัภายในระบบของเครื่องมอื 
 3. การวเิคราะห์ปรมิาณสารประกอบมาลอนไดอลัดีไฮด์และสารประกอบไฮดรอกซีเมทิล
เฟอรฟิ์วรลัดไีฮดพ์รอ้มกนันี้ สามารถประยุกตใ์ชก้บัตวัอย่างอาหารและตวัอย่างทางชวีภาพอื่นๆได้ 
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ภาคผนวก ก 

โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและตวัอย่าง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 26 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด์ความเข้มข้น 5 nmol/ml     
และไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วราลดไีฮด์ความเขม้ขน้ 40 nmol/ml 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 27 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์ความเข้มข้น 10 nmol/ml    
และไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วราลดไีฮด์ความเขม้ขน้ 80 nmol/ml 

 



 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 28 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์ความเข้มข้น 20 nmol/ml    
และไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วราลดไีฮด์ความเขม้ขน้ 160 nmol/ml 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 29 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮด์ความเข้มข้น 40 nmol/ml    
และไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วราลดไีฮด์ความเขม้ขน้ 320 nmol/ml 

 



 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 30 โครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากตวัอย่างน ้านมพาสเจอรไ์รซ์ รสจดื 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 31 โครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากตวัอย่างน ้านมยูเอชท ีรสจดื 



 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 32 โครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากตวัอย่างน ้านมสเตอรไิรส ์ รสจดื 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

 

1. เตรยีมสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด์  
          ปิเปต 1,1,3,3-tetraethoxypropane (TEP) ปรมิาตร 2.474 ml ใส่ในขวดวดัปรมิาตร

ขนาด 100 ml ปรบัปรมิาตรด้วย 1% กรดไฮโรคลอรกิจนครบปรมิาตร 100 ml  น าสารละลายที่
เตรยีมได้เกบ็ไวใ้นที่มดืเป็นเวลา 2 ชัว่โมง  จะได้สารละลายสเีหลอืงของมาลอนไดอลัดไีฮด์ความ
เขม้ขน้ 100 µmol/ml  แลว้ปิเปตสารละลายของมาลอนไดอลัดไีฮด์ที่ได้ 0.1 ml ใส่ขวดวดัปรมิาตร
ขนาด 100 ml แล้วปรบัปรมิาตรด้วยน ้ากลัน่ปราศจากไอออน จนครบปริมาตรจะได้สารละลาย
มาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด์  ทีม่คีวามเขม้ขน้ 100 nmol/ml 

 
2. สารละลายมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์ 

           ชัง่สารมาตรฐานไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์0.01 g ลงในขวดปรบัปรมิาตรขนาด 
100 ml แล้วปรบัปรมิาตรด้วยน ้ากลัน่ เขย่าจนได้สารละลายที่เป็นเนื้อเดยีวกนั จะได้สารละลาย
มาตรฐาน 5-hydroxymethyl-furfural ความเขม้ขน้ 100 ppm เกบ็ไวใ้นตู้เยน็เพื่อใชเ้ป็นสารละลาย
มาตรฐานตัง้ตน้  

 
3. สารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิูรกิ  

           ชัง่กรด 2-ไทโอบาร์บทิูรกิ 0.5884 กรมั ลงในบกีเกอร์ขนาด 50 ml แล้วเตมิน ้ากลัน่
ปราศจากไอออนปรมิาตร 40 ml แลว้น าไปอุ่นทีอุ่ณหภูมปิระมาณ 80ºC คนจนกวา่กรด 2-ไทโอบาร์
บทิูรกิ ละลายหมด    ตัง้ทิง้ไวใ้หเ้ยน็ที่อุณหภูมหิ้องแล้วจงึถ่ายลงในขวดวดัปรมิาตรขนาด 100 ml 
ปรบัปรมิาตรดว้ยน ้ากลัน่ปราศจากไอออนจนครบปรมิาตร จะได้สารละลายกรด 2-ไทโอบาร์บทิูรกิ 
ความเขม้ขน้ 40 mM   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 สารประกอบมาลอนไดอลัดไีฮด์บรสิุทธิจ์ะมคีวามเสถยีรต ่ามากและมกัจะตกตะกอน
ได ้กบัเกลอืโซเดยีมคลอไรด ์(Helmut. 1986: 37–48)   ดงัภาพประกอบที ่33  
 

 
 

ภาพประกอบ 33 แสดงการตกตะกอนของสารประกอบ MDA ในรูปของเกลอืโซเดยีม 
ที่มา : Helmut H. (1986). Formation and polymerisation of malonaldehyde during 

irradiation of aqueous solutions of d-glucose and lactose with ultrasound. pp. 
37–48. 

  
สารมาลอนไดอลัดไีฮด์สลายตวัได้ง่ายในอากาศ นอกจากนี้มาลอนไดอลัดไีฮด์ยงัมคีวาม

วอ่งไวในการเกดิปฏกิริยิากบัสารประกอบอื่นๆได้ (Burt. 1991: 91-112)  จงึเป็นเหตุผลให้ไม่มสีาร
มาตรฐานบรสิุทธิท์ี่อยู่ในรูปของมาลอนไดอลัดไีฮด์ โดยตรง  ดงันัน้การน าสารมาตรฐานมาลอน
ไดอัลดี ไฮด์  ม า ใช้ ในการทดลองนี้  ต้อ งอาศัยการ เตรียม  จ ากสารประกอบ 1,1,3,3-
Tetramethoxypropane (TMP) หรอืสารประกอบ 1,1,3,3-Tetraethoxypropane (TEP) โดยการท า
ปฏกิริยิาไฮโดรลซิสิ ในสารละลายกรด จะได้สารมาลอนไดอลัดไีฮด์ โดยให้ผลผลติสุทธอิยู่ที่ 80% 
(Lawrence. 1979: 458–463) ดงัแสดงในภาพประกอบที ่34  
 

 
 

ภาพประกอบ 34 การสงัเคราะหม์าลอนไดอลัดไีฮด ์จาก TEP โดยปฏกิริยิาไฮโดรลซิสิ 
 ทีม่า : Nair V. (2008). "Malondialdehyde" Encyclopedia of reagents for organic 

synthesis. Jon Wiley and Sons, New York. p. 1. 
 
โดยในงานวจิยันี้ไดท้ าการศกึษาประสทิธภิาพของการเตรยีมสารมาตรฐาน มาลอนไดอลัดี

ไฮด์จาก TEP ด้วยท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกบัสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 1% โดย
ท าการศกึษาทีก่บั TEP ความเขม้ขน้ 1000 nmol/ml  จ านวน 10 ตวัอย่าง หลงัจากปฏกิริยิาสิ้นสุด
แลว้จะท าการวดัค่าการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 472 nm ด้วยเครื่องสเปคโทรโฟโตมเิตอร์เพื่อ



 
 

 

เปรยีบเทยีบความแม่นย าที่ได้จากการสงัเคราะห์มาลอนไดอลัดไีฮด์ โดยผลจากการทดสอบจาก
แสดงในภาพประกอบที ่35  

 

 
 

ภาพประกอบ 35 ค่าการดดูกลนืคลื่นแสงสูงสุดของสารละลายมาลอนไดอลัดไีฮด์ 
 

ในภาพประกอบที่ 35 พบว่า ประสทิธภิาพในการเตรยีมมาลอนไดอลัดไีฮด์ จากผลของ
ปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิของสารประกอบ TEP ใหค้่าของ %RSD อยู่เท่ากบั 6.95%  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
รปูสารละลายอนุพนัธ ์ เคร่ืองมือ  และอปุกรณ์ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 36  สขีองสารอนุพนัธุท์ีเ่กดิขึน้  
 ก   แทน   สารละลายสสีม้ของอนุพนัธุผ์สมทีเ่กดิจากสารมาตรฐานของมาลอนได 
    อลัดไีฮดแ์ละไฮดรอกซเีมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์กบั สารละลายกรด 2-ไทโอ  
                            บารบ์ทิุรกิ  
               ข   แทน   สารละลายสเีหลอืงของอนุพนัธ์ที่เกดิขึน้ระหว่างสารมาตรฐานไฮดรอกซี

เมทลิเฟอรฟิ์วรลัดไีฮด ์กบั สารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิุรกิ 
               ค   แทน   สารละลายสชีมพูของอนุพนัธท์ีเ่กดิขึน้ระหวา่งสารละลายมาตรฐานมาลอน 
   ไดอลัดไีฮด ์กบั สารละลายกรด 2-ไทโอบารบ์ทิุรกิ 

 
 

 
 
ภาพประกอบ 37  เครื่ององัไอน ้าที่สามารถควบคุมอุณภูมไิด้ใชใ้นการให้ความร้อนในการเตรยีม

อนุพนัธ ์

 

ก ข ค 



 
 

 

 
 

ภาพประกอบ 38  ชดุกรองทีใ่ชใ้นการกรองสารมาตรฐานและสารตวัอย่างก่อนน าไปฉีดเขา้สู่ระบบ
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 

 

 
      

ภาพประกอบ 39  เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 



 
 

 

  
 

ภาพประกอบ  40  เครื่องกรองน ้าปราศจากไอออน 
 
 

 
 

ภาพประกอบ  41  เครื่องยูว ีวสิเิบลิ สเปกโตรโฟโตมเิตอร ์
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