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 งานวจิยันี้เป็นการวเิคราะหป์รมิาณของสารฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีซึง่เป็น
สารไบโอจนีิกเอมนีในตวัอย่างใส้กรอกพื้นเมอืงไทยสามชนิด  ได้แก่  ไส้กรอก  ไส้อัว่  และหม ่า  
เนื่องจากสารนี้สามารถพบได้ในอาหารและเครื่องดื่มประเภทหมกัดอง  และเป็นสารที่ก่อให้เกิด
อาหารเป็นพิษและบ่งบอกถึงการเสื่อมคุณภาพของอาหาร  โดยสารอนุพันธ์ของสารฮีสตามีน      
พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีกับสารออร์โท-พทาลไดอลัดไีฮด์  แล้วท าการวเิคราะห์ปรมิาณด้วย
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงประเภทรีเวิร์สเฟส  ซึ่งได้ท าการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมได้แก่  แอซิเตตบฟัเฟอร์ pH  อัตราส่วนระหว่างแอซิเตตบฟัเฟอร์ต่ออะซิโตไนไตรต ์  
อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที ่ ทัง้นี้ไดท้ าการตรวจวดัสารดว้ยตวัตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซน็ต์ที่
ความยาวคลื่นกระตุ้น 335 nm และความยาวคลื่นการวาวแสง 460 nm ตามล าดบั  พบว่าสภาวะที่
เหมาะสมในการแยกสารอนุพนัธ์  ได้แก่  อัตราส่วนระหว่างแอซิเตตบฟัเฟอร์เข้มข้น 100 mM     
(pH 5.8) ต่ออะซโิตไนไตรต ์ คอื 82:18 โดยปรมิาตร  โดยใชแ้อซเิตตบฟัเฟอร ์pH 5.8  และควบคุม
อตัราการไหลที ่1.1 ml/min  ซึง่สารอนุพนัธฮ์สีตามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีมเีวลารเีทนชนั
เป็น 9.29  12.47 และ  15.64  นาท ีตามล าดบั และพบว่ากรดอะมโินฮสีตดินี  ออรน์ิทนี  และไลซนี 
ไม่ส่งผลกระทบต่อการวิเคราะห์เนื่ องจากภายใต้สภาวะการแยกนี้สามารถแยกอนุพันธ์ของ      
กรดอะมโินทัง้สามซึง่มเีวลารเีทนชนัเป็น 2.54  3.64  และ 5.60 นาทตีามล าดบั และจากการศกึษา
ความเสถยีรของสารอนุพนัธฮ์สีตามนี  พวิเทรสซนี และคารด์าเวรนีในสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ และโซเดยีมคลอไรด์ พบว่าสารละลายทัง้สามมผีลท าให้ค่าความเข้มแสง   
ฟลูออเรสเซน็ต์ลดลง  และจากการศกึษาหาตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกดัตวัอย่างไส้กรอก  
ได้แก่  กรดไฮโดรคลอริก  กรดไตรคลอโรแอซิติกแอซิด  กรดเปอร์คลอริก  บอเรตบัฟเฟอร ์        
เมทานอล  เอทานอล  และน ้า พบว่าบอเรตบฟัเฟอรม์ปีระสทิธภิาพในการสกดัสูงสุดโดยใหค้่าการ
คนืกลบัของสารฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีในไสก้รอกเป็น 72.51%, 98.30%, 92.55% 
และในไส้อัว่เป็น 85.60%,  99.05%, 101.90%  และในหม ่า   85.30%, 86.20% และ 82.80 
ตามล าดบั  ซึ่งสามารถตรวจพบปรมิาณฮีสตามนีในไส้กรอก 0.30-13.46 mg/kg ในไส้อัว่ 0.23-
33.97 mg/kg  และหม ่าในระดบั 0.05-2.65 mg/kg  ตรวจพบปรมิาณพวิเทรสซนีในไสก้รอก 0.17-
15.97 mg/kg  ในไส้อัว่ 2.87-18.31 mg/kg  และหม ่า 7.36-49.11 mg/kg และสามารถตรวจพบ
ปรมิาณคารด์าเวรนีในไสก้รอก 0.11-1.95 mg/kg  ในไสอ้ัว่ 0.11-4.11 mg/kg และในหม ่า 0.09-8.88 
mg/kg   
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 Thai  traditional sausages that sold in Thailand. They are  fermentation  products 
from animal meat. In  this  work, histamine , putrescine  and  cadaverine  were focused  to  
analyse their contents in  three types of traditional sausages such as E-sarn sausage, Mum 
sausage and Sai-owe Sausage.The  derivatized  substances  of  histamine, putrescine and 
cadaverine were prepared with O-phthaldialdehyde. Then those derivatized substances were 
separated and analysis their content by Reverse Phase High Performance Liquid 
Chromatography (RP-HPLC). The study for optimization condition such as pH of acetate 
buffer, ratio of mobile phase, and flow rate. The signal response were detected by 
fluorescent detection at excitation wavelength 335 nm and emission wavelength 460 nm, 
respectively. The optimized condition for good separation showed that ratio of 100 mM 
acetate (pH 5.8): Acetonitrite was 82:18 v/v. The mobile phase flow rate was controlled at 
1.1 ml/min. The retention time of histamine, putrescine and cadaverine were 9.25, 12.45 
and 15.64 min, respectively. Their  amino  acids precursor such as histidine, ornithine and 
lysine did not effected on the quantitative analysis. The retention time of their amino acids 
showed that 2.54, 3.64 and 5.60 min, respectively. The stability study of those derivatized 
products in hydrochloric acid, sodium hydroxide and sodium chloride depend on the reaction 
medium which decrease the intensity of fluorescent. The resulted from preparation study of 
samples by hydrochloric acid, trichloroacetic acid, perchloric acid, borate buffer, methanol, 
ethanol and water were present that borate buffer gave the highest extraction efficiency. The 
percentage recovery percentage of histamine, putrescine and cadaverine in E-sarn sausage 
were 72.51%, 98.30%, 92.55% and in Sai-owe sausage  were 85.60%,  99.05%, 101.90%  
and Mum sausage were 85.30%, 86.20% and 82.80%, respectively. The content of 
histamine in E-san sausage, Sai-owe sausage and Mum sausage were 0.30-13.46 
mg/kg,0.23-33.97 mg/kg and 0.05-2.65 mg/kg.The content of putrescine in histamine in E-
san sausage, Sai-owe sausage and Mum sausage were 0.17-15.97 mg/kg,2.87-18.31 mg/kg 
and 7.36-49.11 mg/kg. The content of cadaverine in histamine in E-san sausage, Sai-owe 
sausage and Mum sausage were 0.11-1.95 mg/kg, 0.11-4.11 mg/kg and 0.09-8.88 mg/kg. 
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
ภมิูหลงั 
   สารไบโอจนีิกเอมนี (biogenic amines; BAs) เป็นสารประกอบอนิทรยีท์ีม่ไีนโตรเจนเป็น
องคป์ระกอบในโครงสรา้ง  มนี ้าหมกัโมเลกุลต ่า  มคีุณสมบตัเิป็นเบส  ซึง่สารไบโอจนีิกเอมนีนัน้
สามารถเกดิขึน้ไดใ้นระหว่างกระบวนการเมทาบอลซิมึ (metabolism) ในเซลลข์องสิง่มชีวีติดงันัน้จงึ
สามารถทีจ่ะพบสารเอมนีไดใ้นพชื  สตัว ์และจุลนิทรยี์(Stute. 2002: 101); (Shalaby. 1996: 675); 
(Cinquina; et al. 2004: 79); (DR. Claudia Ruiz-Capillas; & Francisco Jiménez-Colmenero. 
2004: 489)  ซึ่งโครงสร้างของสารไบโอจนีิกเอมนีสามารถแบ่งออกได้เป็นอะลิฟาติกเอมีน 
(aliphatic amine) อะโรมาตกิเอมนี (aromatic amine) และเฮเทอโรไซคลกิเอมนี (heterocyclic 
amine)  (Molins-Legua; & Campins-FalcÓ. 2005: 206)   
 
   ในอาหารชนิดต่าง ๆ  นัน้มีการปนป้ือนของสารไบโอจีนิกเอมีนเนื่องจากปฏิกิริยา         
ดีคาร์บอกซิเลชันของกรดอะมิโนที่เร่งโดยเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส  (decarboxylase) ดังนั ้น      
กรดอะมโินฮสีติดนี (histidine)  ไทโรซนี (tyrosine)  ทรปิโตเฟน (tryptophane)  และฟีนิลลามนี 
(phenylamine) จะเกดิเป็นสารมอนอเอมนี (mono amine)  ไดแ้ก่  ฮสีตามนี (histamine)  ไทรามนี 
(tyramine)  ทรปิตามนี (tryptamine)  และ 2-ฟีนิลเอทลิลามนี (2-phenylethylamine)  ตามล าดบั  
ส่วนสารไดเอมนี  เช่น  พิวเทรสซีน (putrescine)  และคาร์ดาเวรนี (cadaverine)  นัน้เกิดจาก
กรดอะมโินออรน์ิทนี (ornithine) และ    ไลซนี (lysine)  ตามล าดบั  ส าหรบัสารพวิเทรสซนีนัน้เป็น
สารตัง้ตน้ในการเกดิสารพอลเิอมนี  ไดแ้ก่  สเปอรม์ดินี (spermidine) และสเปอรม์นี (spermine) 
 

  ไส้กรอกเป็นอาหารประเภทหนึ่งที่ได้รบัความนิยมในการบรโิภคอย่างแพร่หลาย โดย
กระบวนการผลติไสก้รอกนัน้อาจมคีวามแตกต่างกนัในเรื่องของวตัถุดบิ(Smith; & Hui. 2004: 49) 
ส าหรบัไส้กรอกบางชนิดอาจมจีุลนิทรยี์ที่เกี่ยวขอ้งในกระบวนการหมกัเรยีกว่าไส้กรอกหมกั การ
ผลติไสก้รอกพืน้เมอืงของไทยกม็คีวามแตกต่างกนัทัง้ส่วนผสมและกระบวนการผลติ  โดยมชีื่อเรยีก
แตกต่างกนั  เช่น  ในแถบภาคอสีานของไทยมไีส้กรอกพื้นเมอืงที่รูจ้กัทัว่ไป 2 ประเภท คอื หม ่า  
และไสก้รอกอสีาน  ส่วนภาคเหนือมไีสก้รอกพืน้เมอืงทีรู่จ้กักนัดใีนชื่อ ไสอ้ัว่  เป็นต้น (ชมภู่  ยิม้โต. 
2550: 67-68)  ในไส้กรอกหมกัจะมกีารปนเป้ือนของจุลนิทรยี์นานาชนิดในชนิดและปรมิาณที่
แตกต่างกนัซึ่งจุลนิทรยีบ์างชนิดจะท าให้อาหารมคีวามเป็นกรด  นอกจากนี้ในกระบวนการหมกั   
ไส้กรอกจะเกิดกระบวนการย่อยโปรตีนโดยเอนไซม์โปรติโอไลติก (proteolytic) และปฏกิิรยิาด ี 
คาร์บอกซิเลชันท าให้เกิดเป็นสารไบโอจีนิกเอมีนชนิดต่างๆ ซึ่งในปจัจุบันการผลิตไส้กรอกมี
จุดมุ่งหมายเพื่อจ าหน่าย ท าให้กระบวนการผลติมกีารใช้สารเตมิแต่งอาหารมากขึน้ เช่น การ ใส่
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สารเตมิแต่ง  สารกนับดูจะเป็นสารหน่ึงทีไ่ดร้บัความนิยมเตมิลงในผลติภณัฑ์  สารเตมิแต่งเหล่านี้มี
วตัถุประสงคเ์พื่อใหส้ามารถเกบ็รกัษาไสก้รอกได้นานขึน้  นอกจากนี้อาจมกีารเตมิสผีสมอาหารลง
ไป เพื่อใหไ้ดผ้ลติภณัฑท์ีม่สีน่ีาบรโิภค เป็นตน้ แต่อยา่งไรกต็ามอาหารทีเ่หมาะแก่การบรโิภคต้องมี
ความปลอดภยัไม่ก่อให้เกดิโรคหรอืความเป็นพษิใดๆ (ชมภู่  ยิม้โต. 2550: 113-115) ส าหรบั     
ไส้กรอกพื้นบ้านเป็นอาหารที่อาศยัการหมกัเนื้อสตัว์ซึ่งมคีวามเกี่ยวข้องกบัจุลินทรยี์ทัง้ที่อยู่ใน
อาหารเองหรอืเตมิลงไปเพื่อให้อาหารหลงักระบวนการหมกั  มคีวามพเิศษและมลีกัษณะเฉพาะ
หลาย ๆ อยา่งทัง้กลิน่  รสชาต ิ และสสีนั (Smith; & Hui. 2004: 399-402 )   

 
    การปนเป้ือนของจุลนิทรยีใ์นอาหารมทีีม่าจากหลายสาเหตุ เช่น เนื้อสตัว ์ เครื่องปรุงรส  

สภาวะแวดล้อมโดยรอบ  และภาชนะบรรจุ เ ป็นต้น จุลินทรีย์ที่ปนเป้ือนในอาหารจะใช้
คารโ์บไฮเดรต  โปรตนี  และไขมนัซึ่งเป็นองคป์ระกอบในอาหารมาใชใ้นการด ารงชวีติซึ่งเป็นเหตุ
ท าใหอ้าหารเสื่อมคุณภาพ  มคีุณค่าทางโภชนาการลดลง  นอกจากนี้ยงัเกดิส ี กลิน่  และรสชาตทิี่
ผดิปกตแิละไม่เป็นทีย่อมรบัแก่ผูบ้รโิภค (สุมณฑา วฒันสนิธุ์. 2549: 33); (ชมภู่  ยิม้โต. 2550: 5) 
ปฏกิริยิาชนิดหนึ่งที่สามารถเกดิในอาหารทีม่โีปรตนีเป็นองค์ประกอบ คอื ปฏกิริยิาดคีารบ์อกซิเล
ชนั (decarboxylation reaction)  สาเหตุการเกดิของปฏกิริยิานี้คอืจุลนิทรยีใ์นอาหารผลติเอนไซมด์ี
คาร์บอกซิเลส (decarboxylase enzyme) ออกมาเพื่อย่อยสลายกรดอะมิโนในอาหาร เช่น        
กรดอะมโินฮสีตดินี (histidine)  กรดอะมโินออรน์ิทนี (ornithine) กรดอะมโินไลซนี (lysine) เป็นต้น 
ท าให้มกีารสูญเสยีคารบ์อนไดออกไซด์แล้วเกิดเป็นสารประกอบเอมนีที่ท าให้อาหารมกีลิน่เหมน็  
นอกจากนี้ย ังสามารถเกิดเป็นสารที่มีกลิ่นเหม็นอื่นๆ เช่น ฟีนอล (phenol) อินโดล (indole)     
เมอรแ์คพแทน (mercaptan)  แอมโมเนียและไฮโดรเจนซลัไฟด ์(hydrogen sulfide)  (ชมภู่  ยิม้โต. 
2550: 26-27) 

 
   การรบัประทานอาหารทีป่นเป้ือนไบโอจนีิกเอมนีปรมิาณมากเกนิพอ  โดยเฉพาะอย่างยิง่

สารฮสีตามนีและไทรามนีจะส่งผลท าให้เกิดอาการต่าง  ๆ  ได้แก่  คลื่นไส้  เกดิความผดิปกติที่
ระบบทางเดนิหายใจ  อตัราการเตน้ของหวัใจเรว็ไมส่ม ่าเสมอ  ปวดศรษีะ  ความดนัเลอืดสูงหรอืต ่า
เกนิไป  ไมเกรน  รูส้กึปวดแสบปวดรอ้นและคนัโดยเฉพาะทีบ่รเิวณฝ่ามอื  หน้า หนังศรษีะ และตา  
ผวิแดงแผ่ไปทัว่ล าคอ  เกดิอาการบวมและผื่นลมพษิบนผวิหนงั  ปวดทอ้ง  มกีารหลัง่กรดอย่างมาก
ในกระเพาะอาหาร  เกดิการขยายตวัของหลอดเลอืดเล็กท าใหห้น้าแดง (ยุพนิ สงัวรนิทะ; และคน
อื่นๆ. 2537: 265); (นงลกัษณ์  สุขวาณิชยศ์ลิป์.“ม.ป.ป.”: 17) หากอาการดงักล่าวเกดิจากการ
รบัประทานอาหารจะเรียกว่า  อาหารเป็นพิษ   ส่วนสารพอลิเอมีน  เช่น  พิวเทรสซีนและ        
คาร์ดาเวรนีมคีวามส าคญัต่อกระบวนการเมทาบอลิซมึของเซลล์  กระบวนการแบ่งเซลล์  การ
เจริญเติบโตของเซลล์และเนื้อเยื่อ  และสารพอลิเอมีนยงัสามารถพฒันาไปเป็นสารก่อมะเร็ง        
สารพวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีแมว้่าจะไม่แสดงความเป็นพษิทีรุ่นแรงเท่าฮสีตามนีแต่สารทัง้สองนี้
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จะท าหน้าทีใ่นการเสรมิความเป็นพษิของสารฮสีตามนีโดยสามารถเกดิอนัตรกริยิากบัเอนไซมม์อนอ
เอมนีออกซเิดส (monoamine oxidase) และแทรกแซงกลไกการขบัสารฮสีตามนีออกจากร่างกาย 
(Ladero.“n.d.” 10-13) นอกจากนี้พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีคอืสารที่ใชเ้ป็นดรรชนีบ่งบอกความ
สดใหม่ของเนื้อสตัว ์ เนื่องจากความเขม้ขน้ของสารพวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีจะเพิม่มากขึน้เมื่อ
เนื้อสตัวเ์กดิการเน่าเสยีและยงัมคีวามสมัพนัธก์บัปรมิาณจุลนิทรยีท์ีป่นเป้ือนในเนื้อสตัว์  (สุมณฑา 
วฒันสนิธุ.์ 2549: 97-98); (Shalaby. 1996: 683) 

 
   ดงันัน้ไส้กรอกที่ไม่ได้มาตรฐานและเสื่อมคุณภาพจากการเน่าเสยีพบว่ามลีกัษณะทาง

กายภาพและทางเคมทีี่เปลี่ยนไป  เช่น  มสีเีขยีวเกดิขึน้  มกีลิน่เหมน็จากสารเคมต่ีางๆ  มรีสขม
หรอืเปรีย้วมาก  เป็นตน้  ทัง้หมดน้ีเป็นลกัษณะทีไ่มเ่หมาะแก่การบรโิภคทัง้สิน้  เพราะสามารถทีจ่ะ
เกดิอนัตรายต่อรา่งกายของผูบ้รโิภคได ้ แมว้่าร่างกายมกีลไกทีส่ามารถขบัสารไบโอจนีิกเอมนีออก
จากรา่งกายแต่โอกาสทีจ่ะเกิดการสะสมในร่างกายกม็มีาก เช่น  การไดร้บัสารนี้เป็นระยะเวลานาน
ติดต่อกนัซ ้าๆ  การสะสมของสารไบโอจนีิกเอมนีในร่างกายนี้สามารถที่จะก่อให้เกิดเป็นสารก่อ
มะเรง็ได้  โดยงานวิจยันี้ท าการศึกษาวิเคราะห์หาปรมิาณของสารฮสีตามนี  พวิเทรสซีน  และ   
คารด์าเวรนีในตวัอยา่งไสก้รอกพืน้เมอืงของไทยโดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
และจะศกึษาวธิกีารทางคุณภาพวเิคราะหเ์พื่อจะไดต้รวจสอบสารประเภทเอมนีไดร้วดเรว็ 

 
ควำมมุ่งหมำยของงำนวิจยั 

1. เพื่อศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมและปจัจยัทีก่ระทบต่อวธิกีารวเิคราะหป์รมิาณสารไบโอ      
จนีิกเอมนี 3 ชนิด  ได้แก่  ฮีสตามนี พิวเทรสซีน และคาร์ดาเวรนี  โดยใช้เทคนิค    
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

2. เพื่อศกึษาวธิกีารเตรยีมตวัอยา่งไสก้รอกพืน้เมอืงของไทยทีเ่หมาะสมเพื่อการวเิคราะห์ 
ปรมิาณฮสีตามนี พวิเทรสซนี และคารด์าเวรนี  โดยเปรยีบเทยีบกบัวธิมีาตรฐาน 

3. เพื่อพฒันาวธิกีารตรวจสอบสารไบโอจนีิกเอมนีในตวัอยา่งอาหารแบบคุณภาพ  
วเิคราะห ์

 
ควำมส ำคญัของงำนวิจยั 

1. สามารถแยกและวเิคราะหส์ารไบโอจนีิกเอมนี ทัง้ 3 ชนิด คอื ฮสีตามนี พวิเทรสซนี 
      และคารด์าเวรนีพรอ้มกนั 

 2.   ทราบถงึปจัจยัทีส่่งผลต่อเทคนิคทีท่ าการวเิคราะห ์
 3.   ทราบถงึปจัจยัต่างๆ ทีส่่งผลกระทบต่อขัน้ตอนของการเตรยีมตวัอยา่ง 
 4.   ทราบเทคนิคในการตรวจสอบสารไบโอจนีิกเอมนีทางคุณภาพวเิคราะห ์
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ขอบเขตของงำนวิจยั 

1. สภาวะทีศ่กึษาในการวเิคราะหป์รมิาณสารไบโอจนีิกเอมนี 3 ชนิด คอื  ฮสีตามนี    
                พวิเทรสซนี และคารด์าเวรนี ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  ไดแ้ก่
  1.1  ช่วง pH ของบฟัเฟอร ์

 1.2  อตัราส่วนของบฟัเฟอรต่์อตวัท าละลายอนิทรยี ์
 1.3  อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที ่

 2.   การศกึษาปจัจยัทีส่่งผลกระทบต่อเทคนิคทีใ่ชว้เิคราะห ์ไดแ้ก่   
                 2.1  กรดอะมโิน  3  ชนิด  คอื ฮสีตดินี  ออรน์ิทนี  และไลซนี 

 2.2  รเีอเจนตท์ีใ่ชท้ดลอง ไดแ้ก่  โซเดยีมไฮดรอกไซด ์ กรดไฮโดรคลอรกิ 
           และโซเดยีมคลอไรด ์

3.   ศกึษาหาวธิทีีเ่หมาะสมในการเตรยีมตวัอยา่งไสก้รอกพืน้เมอืง  ไดแ้ก่ 
 3.1  ชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชศ้กึษาในการสกดั  ไดแ้ก่ 

   กรดไฮโดรคลอรกิ  กรดไตรคลอโรแอซติกิ  กรดเปอรค์ลอรกิ 
   บอเรตบฟัเฟอร ์ เมทานอล  เอทานอล 

 3.2  วธิกีารสกดัสาร ไดแ้ก่   
        ทางเคม ี เช่น การสกดัดว้ยกรด บฟัเฟอร ์และตวัท าละลายอนิทรยี ์  
        ทางกายภาพ  เช่น  การใชเ้ครือ่งเขยา่  การใชเ้ครือ่งโซนิเคเตอร ์
 3.3  ระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการด าเนินการขอ้ 3.2 

4.   ท าการวเิคราะหห์าปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีในตวัอยา่งไสก้รอกพืน้เมอืงของไทย  
      ไดแ้ก่  ผลติภณัฑไ์สก้รอกอสีาน  ผลติภณัฑห์ม ่า  ผลติภณัฑไ์สอ้ัว่ 
5.   วธิกีารตรวจสอบฮสีตามนี  พวิเทรสซนี และ คารด์าเวรนี ทางคุณภาพวเิคราะห ์

                ใชว้ธิแีบบแผ่นบางโครมาโทกราฟี  (Thin  Layer  Chromatography) 
 
 
 
 
 



บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
             ในงานวจิยัครัง้นี้เกีย่วขอ้งกบัการวเิคราะหป์รมิาณสารประกอบไบโอจนีิกเอมนี  3  ชนิด  
ไดแ้ก่  สารฮสีตามนี  สารพวิเทรสซนี  และสารคารด์าเวรนีในตวัอยา่งไสก้รอกพืน้เมอืงของไทย  
ผูว้จิยัจะไดน้ าเสนอตามหวัขอ้ต่าง ๆ เป็นล าดบั 

1. สารไบโอจนีิกเอมนี 
2. การเกดิสารฮสีตามนี  สารพวิเทรสซนี  และสารคารด์าเวรนี 
3. ปจัจยัทีส่่งผลต่อการเกดิไบโอจนิีกเอมนี 
4. สภาวะทีม่คีวามเหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตของจลุนิทรยีแ์ละเหมาะสมต่อการ    
   ท างานของเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลส 
5. การควบคุมปรมิาณสารฮสีตามนีและสารไบโอจนีิกเอมนี 
6. ไสก้รอกและไสก้รอกพืน้เมอืง 
7. การสญูเสยีคุณค่าทางโภชนาการและการเน่าเสยี 
8. บทบาทของสารไบโอจนีิกเอมนีต่อลกัษณะทางกายภาพและชวีภาพ 
9. งานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งกบัการศกึษาปรมิาณ สารฮสีตามนี พวิเทรสซนี                
และคารด์าเวรนี 

 
สารไบโอจีนิกเอมีน 
 
   ไบโอจนีิกเอมนี  (Biogenic Amines; BAs)  เป็นสารประกอบไนโตรเจนทีม่คีุณสมบตัเิป็น
เบส  มนี ้าหนักโมเลกุลต ่า  สารนี้เกดิจากปฏกิริยิาดคีารบ์อกซเิลชนัของกรดอะมโิน  หรอืปฏกิริยิา
เอมิเนชันและปฏิกิริยาทรานเอมิเนชันของอัลดีไฮด์และคีโตน  มีโครงสร้างแบบอะลิฟาติก          
อะโรมาตกิ  และโครงสรา้งแบบเฮเทอโรไซคลกิ (Silla  M.H. Santos. 1996. 213)  ไบโอจนีิกเอมนี
สามารถเกิดได้ในระหว่างกระบวนการเมทาบอไลต์ในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต   จงึสามารถพบสาร        
ไบโอจนีิกเอมนีในเซลลข์องพชืและสตัว์  และจุลนิทรยี ์(De Mey; et  al. 2012: 1017); (Shalaby. 
1996: 675); (Molins-Legua; & Campins-FalcÓ. 2005: 206); (T. Saeed; et al. 2011: 756)  
สารไบโอจนีิกเอมนีบางประเภททีส่ามารตรวจพบในผลติภณัฑไ์สก้รอก  เช่น  ไทรามนี ฮสีตามนี  
ทรปิตามนี  เบตา-ฟีนิล-เอทลิลามนี  พวิเทรสซนี  คาร์ดาเวรนี  สเปอรม์ดินี  และสเปอร์มนี        
(J. Ekaterini. 2011: 1126) 
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   สารเอมนีเหล่านี้พบได้ตามธรรมชาตทิัง้ในเซลล์พชืและสตัว์รวมทัง้จุลนิทรยี์เป็นแหล่ง
ของไนโตรเจนในการสงัเคราะห์ฮอรโ์มน  อลัคาลอยด์  กรดนิวคลอีิก และโปรตีน (Bover-Cid; 
Izquierdo-Pulido; & Vidal-Carou. 2001: 215)  สารเหล่านี้ล้วนส่งผลต่อร่างกายมนุษย ์ เช่น  
อุณหภมูริา่งกาย การควบคุมความดนัเลอืด ควบคุมการหลัง่กรดในกระเพาะอาหาร  โดยเฉพาะสาร
ไทรามนีและฮีสตามนีเป็นฮอร์โมนในร่างกายมนุษย์และสตัว์  การตอบสนองต่อการเกิดภูมแิพ ้ 
อาการบวม  และอกัเสบเป็นต้น  ส่านสารพวิเทรสซนีและสารคารด์าเวรนีมคีวามสามารถในการ
ยบัยัง้ปฏกิริยิาออกซเิดชนัของกรดไขมนัไม่อิม่ตวัเรยีกว่าเป็นสารต้านออกซเิดชนั (Ladero. “n.d.”; 
11-12)  และเกีย่วขอ้งกบักระบวนการเพิม่จ านวนของเซลลจ์งึมผีลต่อการเจรญิเตบิโตของเซลล์   มี
ผลต่อความคงสภาพของเซลลเ์มมเบรน  (Alain  Bouchereau; et al. 2000. 49)  (De Robertis; et 
al. 1998: 185-186)  ความน่าสนใจของสารพอลเิอมนีทัง้ทีเ่กดิเองในร่างกายและไดร้บัจากการ
รบัประทานอาหาร  พบว่าสามารถท าใหเ้กดิการแบ่งตวัอย่างรวดเรว็ของทัง้เซลลแ์ละเนื้อเยื่อ  เช่น 
เกดิอาการบวม  หรอือกัเสบ (Sadain; & Koropchak. 1999: 111) โดยเฉพาะอย่างยิง่การควบคุม
ปรมิาณสารพอลเิอมนีในอาหารผูป้่วยมะเรง็เป็นเรื่องที่มคีวามส าคญัมาก (Ke-Jing  Huang; et  al. 
2009: 6636) 

 
   สารไบโอจนีิกเอมนีในอาหารเกดิจากปฏกิริยิาดคีารบ์อกซเิลชนัของกรดอะมโินทีเ่ร่งดว้ย
เอนไซมด์คีารบ์อกซเิลสทีจ่ลุนิทรยีส์รา้งขึน้  อยา่งไรกต็ามการเกดิอนัตรายต่อร่างกายจะเกดิขึน้เมื่อ
รา่งกายไดร้บัสารไบโอจนีิกเอมนีเขา้สู่ร่างกายอย่างต่อเนื่องจนเกดิการสะสมในร่างกายเป็นปรมิาณ
มาก  เช่น  การรบัประทานอาหารและเครื่องดื่มซึ่งเป็นแหล่งสะสมของสาร    ไบโอจนีิกเอมนี  
ไดแ้ก่  ปลา  ผลติภณัฑท์ีท่ าจากปลา  ไวน์  เบยีร ์ และไสก้รอก  เป็นต้น (De Mey;  et al. 2012: 
1017)   สารไบโอจีนิกเอมีนที่ม ักพบในอาหาร  ได้แก่  ฮีสตามีน  ไทรามีน พิวเทรสซีน             
คารด์าเวรนี  และฟีนิลเอทลิลามนี  ซึ่งเกดิจากปฏกิริยิาดคีารบ์อกซเิลชนัของกรดอะมโินฮสีตดินี  
ไทโรซนี  ออรน์ิทนี  ไลซนี  และฟีนิลเอทลิลามนี ตามล าดบั  ทัง้ชนิดและปรมิาณของสารไบโอจนีิก
เอมีนที่เกิดในอาหารนอกจากเอนไซม์ที่จุลินทรีย์สร้างขึ้นแล้ว  ปจัจยัอื่น ๆ  ที่ส่งผลต่อการ
เจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีแ์ละการท างานของเอนไซมก์ส็่งผลต่อปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีเช่นกนั  
ได้แก่  ชนิดและปรมิาณของกรดอะมโิน  pH  ปรมิาณน ้าอสิระในอาหาร (water activity; aW)  
ไขมนั  คารโ์บไฮเดรต  แร่ธาตุ  วติามนิ  ชนิดและปรมิาณของจุลนิทรยี์  ระยะเวลาและอุณหภูมใิน
การเกบ็รกัษาอาหาร  เป็นตน้  (สุมณฑา วฒันสนิธุ.์ 2549: 46-48)   
 
การเกิดสารฮีสตามีน  สารพิวเทรสซีน  และสารคารด์าเวรีน 

  
  การเกิดสารไบโอจนีิกเอมีนในอาหารที่ผ่านกระบวนการหมกัเนื่องจากจุลินทรยี์เพิ่ม

จ านวนและสร้างเอนไซม์ย่อยสลายกรดอะมโินอิสระด้วยปฏกิริยิาดคีาร์บอกซเิลชนัแล้วก าจดัหมู ่ 
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คารบ์อนิลออกจากโครงสรา้งของกรดอะมโินเกดิเป็นสารเอมนีขึน้ (Sadain; & Koropchak. 1999: 
111); (Proestos; Loukatos; & Komaitis. 2008. 1218); (Santos. 1996: 216-217) ไบโอจนีิก    
เอมนีเป็นสารที่มโีครงสรา้งทัง้ที่เป็นโครงสรา้งแบบ อะลฟิาตกิ  เช่น  พวิเทรสซนี  คารด์าเวรนี  
โครงสร้างแบบอะโรมาติก  เช่น  ไทรามนี  และโครงสร้างแบบเฮเทอโรไซคลิกเช่น  ฮีสตามนี 
(Molins-Legua; & Campins-Falcό. 2005: 206) ดงัสมการ 1 

 
Decarboxylase

CHH2N

R

COOH R CH2NH2 + CO2

 
 
 
 
   โดยทัว่ไปชื่อของสารไบโอจนีิกเอมนีขึน้อยู่กบัชื่อของกรดอะมโินทีเ่ป็นสารตัง้ต้นของสาร 

ไบโอจีนิกเอมีนชนิดนั ้น ๆ   เช่น  ฮีสตามีนเป็นสารไบโอจีนิกเอมีนที่ เกิดจากปฏิกิริยา                 
ดคีารบ์อกซเิลชนัของกรดอะมโินฮสีตดินี  พิวเทรสซนีเป็นสารไบโอจนีิกเอมนีที่เกดิจากปฏกิริยิา   
ดคีารบ์อกซเิลชนัของกรดอะมโินออรน์ิทนีหรอือารจ์นีีน  และคารด์าเวรนีเป็นสารไบโอจนีิกเอมนีที่
เกดิจากปฏกิริยิาดคีารบ์อกซเิลชนักรดอะมโินไลซนี  เป็นต้น (Shukla et al. 2010: 1191-1192)  
และกรดอะมโินทีเ่กดิเป็นสารไบโอจนีิกเอมนีชนิดต่าง ๆ  แสดงดงัตาราง 1 

 
ตาราง 1  ชนิดของกรดอะมโินทีเ่กดิเป็นสารไบโอจนีิกเอมนี 
 

กรดอะมิโน ไบโอจีนิกเอมีน 

ฮสีตดินี ฮสีตามนี 

ไทโรซนี ไทรามนี 

ไฮดรอกซทีรปิโตเฟน เซโรโทนิน 

ทรปิโตเฟน ทรปิตรมนี 

ไลซนี คารด์าเวรนี 

ออรน์ิทนี พวิเทรสซนี 

อารจ์นีีน สเปอรม์นี 

อารจ์นีีน สเปอรม์ดินี 
ฟีนิลอะลานีน เบตา-ฟีนิลเอทลิลามนี 

 
             ทีม่า: Santos M.H. Silla. (1996).  Biogenic Amines: Their Importance in Foods.     
p. 214. 

  (1) 

กรดอะมโิน เอมนี 
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             ไบโอจนีิกเอมนีเป็นสารทีเ่กดิในระบบชวีวทิยาเนื่องจากกระบวนการเมทาบอลซิมึของ
เซลล ์ สารไบโอจนีิกเอมนีบางชนิดจะมบีทบาททีเ่กี่ยวขอ้งกบัรา่งกายมนุษยต์ามธรรมชาตอิยูแ่ลว้  
แต่ปรมิาณทีม่ากเกนิไปจะก่อใหเ้กดิความเป็นพษิต่อรา่งกายและมคีวามเป็นพษิเฉพาะตวัแตกต่าง
กนัออกไป (Custódio; Tavares; & GlÓria.  2007: 280) โดยทีก่ระบวนการรกัษาและยาทีใ่ชใ้นการ
รกัษาแตกต่างกนัออกไปตามอาการ  เช่น  การใชย้าตา้นฮสีตามนี  เป็นตน้ 
 

   สารไบโอจนีิกเอมนีที่เกิดในอาหารนัน้เป็นสิง่ที่ไม่พงึปรารถนาเนื่องจากท าให้เกดิการ
สญูเสยีกรดอะมโินซึง่เป็นสารอาหารทีจ่ าเป็นต่อร่างกาย  อาหารทีป่นเป้ือนจุลนิทรยีท์ีส่ามารถสรา้ง
เอนไซมด์คีารบ์อกซเิลสหรอืเกดิจากการเตมิจุลนิทรยีท์ี่เรยีกว่า เชือ้น า (culture starter) ลงไปใน
อาหารเพื่อให้เกดิการหมกั  ประกอบกบัสภาวะมคีวามเหมาะสมต่อการเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยี์
และการผลิตเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส  รวมทัง้สภาวะที่เหมาะแก่การท างานของเอนไซม์              
ดคีารบ์อกซเิลสเหล่านี้ลว้นส่งผลต่อปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนี (Custódio; Tavares; & GlÓria. 
2007: 280)  

 
   ดคีารบ์อกซเิลสเป็นเอนไซมท์ีส่รา้งจากจุลนิทรยีน์านาชนิดทีม่ใีนอาหารหรอืมาจากการ

ปนเป้ือนระหว่างกระบวนการผลติแปรรปูอาหาร  ตวัอย่างจุลนิทรยีท์ีส่ามารถพบไดใ้นอาหารทัว่ไป
ตามแสดงในตาราง 2 เช่น Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Photobacterium และทีอ่ยู่ใน
วงศ์ Enterobacteriaceae  เช่น  Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Salmonella  และ
Shigella  ในวงศ์ Micrococcaceae  เช่น Staphylococcus, Micrococcus  และ Kocuria. และ   
แลกตกิแอซดิแบคทเีรยีทีพ่บคอื Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, 
Lactococcus  และ Leuconostoc (Cinquina; et al. 2004: 79); (ชมภู่  ยิม้โต. 2550: 8-9); (Ekici; 
et al. 2004: 123) เหล่านี้สามารถสรา้งเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลสไดห้นึ่งหรอืมากกว่าหนึ่งชนิดซึง่มี
บทบาทส าคญัต่อกระบวนการหมกัเนื้อสตัวแ์ละการเพิม่ปรมิาณของสารไบโอจนีิกเอมนีในอาหาร 
 
ตาราง 2  เชือ้จลุนิทรยีท์ีพ่บในเนื้อสตัว์ 
 

อาหาร ไบโอจีนิกเอมีน เช้ือจลิุนทรีย ์
 

 
เนื้อสตัว ์

 
 

ฮสีตามนี Enterobacteriaceae, Stphylococcus capitis 
 

ไทรามนี 
 
 

Staphylococccus carnosus, Staphylococccus 
xylosus, Staphylococccus  epidermidis, 
Staphylococccus saprophyticus, Lactobacillus 
brevis,  Lactobacillus curvatus, Lactobacillus  
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ตาราง 2  (ต่อ) 
 

อาหาร ไบโอจีนิกเอมีน เช้ือจลิุนทรีย ์
 
 

เนื้อสตัว ์

ไทรามนี sakei, Lactobacillus bavaricus,Carnobacterium 
divergens, Carnobacterium pisicola 

พวิเทรสซนี Enterobacteriaceae, M. morganii,  
S. liquefaciens, Pseudomonas, 
 Lb. curvatus, Enterococcus 

คารด์าเวรนี Enterobacteriaceae 
 
             ทีม่า:  L. Victor;  et  al. (n.d.). Toxicological Effects of Dietary Biogenic Amines.   
p. 9. 
 
    ในอาหารที่มกีรดอะมโินฮสีตดินี  ไทโรซนี  ทรปิโตเฟน และฟีนิลอะลานีน  จะเกดิการ
เปลี่ยนแปลงให้เป็นสารมอนอเอมนี คอื ฮสีตามนี ไทรามนี ทรปิตามนี และ 2-ฟีนิลเอทลิลามนี 
ตามล าดับ ส่วนกรดอะมิโนออร์นิทีนและไลซีนจะเกิดเป็นสารไดเอมีน คือ พิวเทรสซีนและ        
คารด์าเวรนีตามล าดบั (Santos M.H. Silla.1996: 223.) นอกจากนี้สารพวิเทรสซนีสามารถจะเกดิ
เป็นสารพอลเิอมนี คอื สเปอรม์ดินีและสเปอรม์นี (spermidine and spermine)  ปฏกิริยิาการเกดิ
สาร  ฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนี  แสดงดงัภาพประกอบ 1 

 

Histidine

Decarboxylase

Histamine

+ CO2

H2N CH C
CH2

OH
O

N
NH

H2N CH2
CH2

N
NH

 

Ornithine

Decarboxylase

Putrescine

+ CO2H2N
NH2H2N OH

NH2
H

O

 
 

ภาพประกอบ 1  ปฏกิริยิาการเกดิฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และดารด์าเวรนี 
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Lysine

Decarboxylase

Cadaverine

+ CO2H2N
OH

NH2

O
H2N NH2

 
ภาพประกอบ 1 (ต่อ)  ปฏกิริยิาการเกดิฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และดารด์าเวรนี 

 
   สารฮสีตามนีนัน้แสดงความเป็นพษิต่อร่างกายหลายประการ  ในขณะเดยีวกนัสาร   

ไบโอ จนีิกเอมนีบางตวัจะเสรมิความเป็นพษิของสารฮสีตามนี  ปรมิาณของสารไบโอจนีิกเอมนีที่
เกดิขึน้ในอาหารประเภทไสก้รอกนัน้เนื่องจากการใช้วตัถุดบิทีม่คีุณภาพต ่า  มกีระบวนการเตรยีม
วตัถุดบิทีไ่ม่ถูกสุขลกัษณะ  ดงันัน้สารไบโอจนีิกเอมนีจงึเป็นสารทีบ่่งชีถ้งึคุณภาพของวตัถุดบิและ
การเน่าเสยีของอาหาร  อนัตรายรา้ยแรงประการหน่ึงทีเ่กดิจากสารไบโอจนีิกเอมนี คอื สามารถเกดิ
เป็นสารก่อมะเรง็หลงัจากทีเ่กดิปฏกิริยิากบัสารประกอบไนไตรต ์

 
ปัจจยัท่ีส่งผลต่อการเกิดไบโอจีนิกเอมีน 
 
    ปรมิาณของสารไบโอจนีิกเอมนีขึน้อยูก่บัระดบัของกรดอะมโินอสิระทีม่อียู่ในอาหารนัน้ ๆ  
และขึน้อยู่กบัปรมิาณของเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลส  และเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลสนัน้มคีวามสมัพนัธ์
กับปรมิาณจุลินทรยี์ที่ปนเป้ือนในอาหาร  นอกจากนี้สภาวะต่าง ๆ  ยงัส่งผลต่อการสร้างสาร       
ไบโอจนีิกเอมนี  เช่น  การเกบ็รกัษาอาหารเป็นระยะเวลานานภายใต้อุณหภูมสิูงจะท าให้จุลนิทรยี์
เจรญิเตบิโตและสรา้งสารไบโอจนิีกเอมนี  ส่วนปจัจยัอื่น ๆ  ทีส่่งผลต่อปรมิาณสารไบโอจนิีกเอมนี  
ไดแ้ก่  pH  เกลอื  ปรมิาณออกซเิจนทีเ่หมาะสม  และจลุนิทรยีอ์ื่น ๆ  ทีท่ าใหเ้กดิการเน่าเสยี 
 
    จุลนิทรยีท์ีส่ามารถสรา้งเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลสนัน้เป็นจุลนิทรยีท์ีม่อียู่ตามธรรมชาติยู่
แล้วไม่ว่าจะอยู่ตามผวิหนังของคนและสตัว์  เหงอืกปลา  และเครื่องในของสตัว์  และจุลนิทรียจ์ะ
สรา้งเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลสภายใต้สภาวะที่เหมาะสม  ในอาหารทีม่ปีรมิาณมากจะสรา้งเอนไซม์
อย่างรวดเรว็และย่อยสลายกรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ  สภาวะที่ส่งผลต่อปรมิาณสารไบโอจนีิกอมนีใน
อาหาร  สรปุไดด้งันี้  คอื 

 ชนิดของอาหารที่มีปริมาณกรดอะมิโน  และสารอาหารชนิดต่าง ๆ  เป็น
องคป์ระกอบ เช่น  ไขมนั  คารโ์บไฮเดรต  แรธ่าตุ  วติามนิ  เป็นตน้ 

 สภาวะที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการสร้างเอนไซม์ของ
จลุนิทรยี ์
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 สภาวะทีม่คีวามเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลส 
 ระยะเวลาในการเกบ็รกัษาอาหาร 
 อุณหภมูใินการเกบ็รกัษาอาหาร 
 pH 
 ปรมิาณเกลอื 
 ปรมิาณออกซเิจน 
 ปรมิาณน ้าอสิระในอาหาร (water activity; aW) 

 
สภาวะท่ีมีความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจลิุนทรียแ์ละเหมาะสมต่อการ
ท างานของเอนไซมดี์คารบ์อกซิเลส 
 

1.   ผลของอณุหภมิู 
อุณหภมูสิ่งผลต่อการเกดิสารไบโอจนีิกเอมนีในการแปรรปูปลาและชสี  และพบว่า 

อุณหภูมมิคีวามสมัพนัธ์กบัระยะเวลาในการเก็บรกัษาเนื่องจากอุณหภูมสิ่งผลต่อการท างานของ
จลุนิทรยีใ์นไสก้รอก  เช่น  การเจรญิเตบิโต  การแบ่งเซลล ์ การสรา้งเอนไซม ์ นอกจากนี้ยงัส่งผล
ต่อความสามารถในการท างานของเอนไซมโ์ปรตเีอสและเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลส  การหมกัไสก้รอก
ภายใต้สภาวะทีม่อุีณหภูมสิูงประมาณ  24 OC  พบว่าแลกตกิแอซดิแบคทเีรยีสามารถเจรญิเตบิโต
อย่างรวดเรว็และท าให้กลิน่และรสชาตขิองอาหารเปลี่ยนแปลง  ในขณะทีก่ารหมกัภายใต้อุณหภูมิ
ต ่ากว่า 4 OC  จะเกิดสารพวิเทรสซนี  แต่การเก็บรกัษาไส้กรอกที่อุณหภูม ิ 4 OC  ตรวจพบสาร    
ไบโอจนีิกเอมนีปรมิาณน้อย 
 

   อุณหภูมใินการเก็บรกัษานัน้เป็นปจัจยัที่ส าคญัมากในการถนอมอาหารหมกัให้เก็บได้
นาน (ธนาวุธ จารุทศัน์; และคนอื่นๆ. 2522: 83-111)  การสะสมของสารไบโอจนีิกเอมนีจะเกดิขึน้
น้อยมากเมื่อเกบ็รกัษาภายใต้อุณหภูมติ ่าเนื่องจากเกดิการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีแ์ละ
ลดความสามารถในการท างานของเอนไซม ์ อุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการเกดิสารไบโอจนีิกเอมนีอยู่
ระหว่าง 20-37°C  อุณหภูมใินการเกบ็รกัษาอาจจะส่งผลต่อปรมิาณไบโอจนีิกเอมนีในอาหารแต่ไม่
สามารถทีจ่ะส่งผลต่อปรมิาณสารไทรามนีทีเ่กดิขึน้  ปรมิาณของสารไบโอจนีิกเอมจีะลดลงเมื่อเก็บ
รกัษาอาหารทีอุ่ณหภมูติ ่ากว่า 5 °C  หรอืมากกว่า 40 °C  

 
   สารฮีสตามนีจะเกิดช้ามากเมื่อเก็บรกัษาอาหารที่  10 °C เนื่องจากจุลินทรยี์ที่สร้าง

เอนไซม์ฮสีติดนีดคีาร์บอกซเิลสเจรญิเติบโตช้าที่อุณหภูมติ ่าซึ่ง Morganella morganii  มี
ความสามารถในการสงัเคราะห์ฮสีตามนีในอาหารทะเลแมว้่าจะเกบ็รกัษาอาหารทะเลที่อุณหภูมสิูง
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กว่า 7-10 ºC  ปรมิาณสารฮสีตามนีจะเพิม่ขึน้เมื่อเวลาและอุณหภูมใินการเกบ็รกัษาอาหารเพิม่ขึน้    
ส าหรบัอาหารที่มกีารแช่แขง็  เช่น  ปลาแช่แขง็แบคทเีรยี psychrotolerant  สามารถท างานและ
ก่อใหเ้กดิสารเอมนีสะสมในอตัราสูงระหว่างการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูมติ ่ากว่า 5 ºC เมื่อเก็บรกัษา
อาหารเป็นระยะเวลานาน Photobacterium  phosphoreum และ Morganella  psychrotolerans  จะ
ท าใหอ้าหารเกดิสารไบโอจนีิกเอมนีไดง้า่ย  เช่น  ไทรามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีดว้ยเหตุนี้
ควรเก็บรกัษาอาหารภายใต้อุณหภูมติ ่าเพื่อลดการย่อยสลายโปรตีนและการสร้างเอนไซม์ดคีาร์ 
บอกซเิลสโดยจลุนิทรยี ์

 
   การสงัเคราะหส์ารพวิเทรสซนีโดย Enterobacter  cloacae พบไดห้ลงัจากที่เกบ็รกัษา

อาหารนาน 24 ชัว่โมงทีอุ่ณหภูม ิ20 °C  แต่กลบัพบว่าการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูม ิ10 °C ไม่สามารถ
ตรวจพบพวิเทรสซนี  ส่วนการสงัเคราะห์คารด์าเวรนีโดย Klebsiella  pneumoniae  พบว่าสามารถ
ที่จะตรวจพบคาร์ดาเวรีนในปริมาณที่น้อยมากเมื่อเก็บรกัษาอาหารที่อุณหภูมิ 10 °C เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัอุณหภมู ิ 20 °C   

 
2.   ผลของ pH 

    pH  เป็นปจัจยัทีม่คีวามส าคญัต่อการท างานของเอนไซมอ์ะมโินแอซดิดคีารบ์อกซเิลส  
โดย  pH  จะส่งผลต่อการเกดิสารไบโอจนีิกเอมนีสองประการ  ไดแ้ก่  การส่งผลต่อการเจรญิเตบิโต
ของจุลนิทรยีเ์นื่องจาก  pH  ทีเ่ป็นกรดจะยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีซ์ึง่ส่งผลต่อการสรา้ง
และการท างานของเอนไซม ์ ซึง่ความสมัพนัธก์นัระหว่างปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีทีเ่พิม่ขึน้กบัค่า 
pH ทีล่ดลงของไสก้รอกนัน้เป็นผลทีเ่กดิจากกรดแลกตกิทีเ่กดิขึน้ในกระบวนการหมกั  แต่อย่างไรก็
ตามสารไบโอจนีิกเอมนีที่เกดิขึน้จะขึน้อยู่กบัการเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีท์ี่ท าหน้าที่ในการสรา้ง
เอนไซมด์คีารบ์อกซเิลสดว้ย 
 

3.   ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด ์
   โซเดียมคลอไรด์มอีิทธิพลต่อการท างานของเอนไซม์อะมโินแอซิดดีคาร์บอกซิเลสที่
เกี่ยวข้องกับการสร้างสารไบโอจีนิกเอมีน  การยบัยัง้เอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสที่สร้างขึ้นโดย
Staphylococcus capitis, Enterobacter cloacae และ Pantoea agglomerans ท าไดโ้ดยการเตมิ
เกลอืลงไปในอาหาร  ในทางกลบักนัโซเดยีมคลอไรด์จะปรบัปรุงการท างานของเอนไซมฮ์สีตดินี    
ดคีารบ์อกซเิลสที่สรา้งจาก  Staphylococcus spp.   ดงันัน้สามารถที่จะยนืยนัไดว้่าโซเดยีม     
คลอไรดจ์ะส่งผลไดท้ัง้การยบัยัง้และกระตุ้นการเกดิสารไบโอจนีิกเอมนี 
 
   การเปลี่ยนแปลงปริมาณน ้ าในอาหารและอัตราส่วนระหว่างเกลือ /น ้ าในระหว่าง
กระบวนการหมกัและการเก็บรกัษาไส้กรอกนัน้มสี่วนส าคญัต่อการเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีแ์ละ
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อัตราการเกิดสารไบโอจีนิกเอมีน  ซึ่งในการเพิ่มความเข้มข้นของเกลือจะยบัยัง้การเกิดสาร     
ฮีสตามีน  เนื่ องจากเกลือเข้มข้นลดอัตราการแบ่งเซลล์รวมทัง้รบกวนการสร้างเอนไซม ์              
ดคีารบ์อกซเิลสของจลุนิทรยี ์
 

4.   ปริมาณออกซิเจน 
   ปรมิาณออกซเิจนจะส่งผลต่อการเกดิสารไบโอจนีิกเอมนีโดย Enterobacter  cloacae  
สามารถสร้างสารพิวเทรสซีนได้ในปรมิาณมากภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนเมื่อเปรยีบเทียบกับ
สภาวะทีม่อีอกซเิจนและ Klebsiella  pneumoniaem  สามารถสงัเคราะหค์ารด์าเวรนีไดใ้นปรมิาณ
เลก็น้อยแต่สามารถสงัเคราะหส์ารพวิเทรสซนีไดม้ากกว่าภายใต้สภาวะไรอ้อกซเิจน  นอกจากนี้ยงั
พบว่าการท างานของเอนไซมฮ์สีตดินีดคีารบ์อกซเิลสจะหยุดท างานหรอืถูกท าลายเมื่อมอีอกซเิจน
อยู่  ในทางกลบักนัออกซเิจนจะส่งผลเลก็น้อยต่อการสงัเคราะห์ไทรามนี  ฟีนิลเอทลิลามนี  และ  
พวิเทรสซนีดว้ย Lactobacillus  curvatus  
 

5.   ขนาดเส้นผา่นศนูยก์ลางของไส้กรอกและรีดอกโพเทนเชียล (redox potential) 
   ไส้กรอกที่มีขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางแตกต่างกันส่งให้มีแอนแอโรไบโอซิส 
(anaerobiosis), ศกัยร์ดีอกซ์ (redox potential), ค่าความเขม้ขน้ของเกลอื (salt concentration) 
และค่า aw ที่แตกต่างกนัด้วย  พบว่าปริมาณสารไบโอจนีิกเอมนีในไส้กรอกและขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางนัน้มคีวามสมัพนัธ์กนั  เนื่องจากขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของไส้กรอกส่งผลต่อสภาวะ
แวดลอ้มทีท่ าใหจ้ลุนิทรยีเ์จรญิเตบิโต  ตวัอย่างเช่นในไสก้รอกทีม่ขีนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางมากจะมี
ปรมิาณความเขม้ขน้ของเกลอืต ่าและมคี่า  aW  สูงและพบว่าในไส้กรกขนาดใหญ่จะมปีรมิาณสาร 
ไบโอจนีิกเอมีนมากกว่าไส้กรอกที่มีขนาดเล็ก  นอกจากนี้ในแต่ละบริเวณของไส้กรอกยงัพบ
ปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีในปรมิาณทีแ่ตกต่างกนั  เช่น  บรเิวณขอบและตรงกลางของไสก้รอกจะ
มปีรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีน้อยเนื่องจากบรเิวณนี้เป็นบรเิวณทีแ่ห้งส่วนตรงกลางมปีรมิาณเกลอื
มาก  แต่ถา้ปรมิาณเกลอืน้อยตรงกลางจะเกดิสารไบโอจนีิกเอมนีปรมิาณมากเนื่องจากมคี่า  aW  สงู 
 

6.   สารเติมแต่งในอาหาร 
   การเตมิน ้าตาลลงในไสก้รอกส่งผลต่อปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีทีเ่กดิขึน้เนื่องจากท าให้
เชื้อจุลนิทรยี์เจรญิเติบโตได้เรว็ขึ้น  แต่การที่ไม่เตมิน ้าตาลนัน้จะส่งผลต่อการเกิดสารไบโอจนีิก    
เอมนีในไส้กรอกระหว่างกระบวนการเก็บรกัษาเนื่องจากจุลนิทรยีจ์ะน าเอาสารอาหารอื่น ๆ  เช่น  
กรดอะมโินมาใชเ้ป็นแหล่งอาหารจงึท าใหม้สีารไทรามนี  คารด์าเวรนี  พวิเทรสซนี  และทรปิตามนี
เพิม่ขึ้น  ส่วนการเติมโซเดยีมซลัไฟด์ที่ระดบัความเข้มข้น   500-1000 mg/kg  ไม่สามารถลด
ปรมิาณไทรามนีลงไดแ้ต่สามารถลดปรมิาณคารด์าเวรนีได ้ การเตมิโซเดยีมไนไตรต์ปริมาณความ
เขม้ขน้ 150 mg/kg  ลงในไสก้รอกสามารท าใหป้รมิาณพวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีลดลง 
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7.   ปัจจยัด้านอ่ืน ๆ 

   ส่วนปจัจยัอื่น ๆ  เช่น  กรดทารท์ารร์กิและปรมิาณความเขม้ขน้ของน ้าตาล  พบว่ากรด
ทารท์ารร์กิมสี่วนท าใหป้รมิาณพวิเทรสซนีทีส่รา้งโดย L. hilgardii  มปีรมิาณเพิม่ขึน้  อยา่งไรกต็าม
น ้าตาลจะท าหน้าทีย่บัยัง้การท างานของเอนไซมฮ์สีตดินีดคีารบ์อกซเิลส  
 
การควบคมุปริมาณสารฮีสตามีนและสารไบโอจีนิกเอมีน 
 

  การยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีม์คีวามส าคญัมากในการควบคุมปรมิาณของสาร  
ไบโอจนีิกเอมนีทีเ่กดิขึน้ในอาหาร  สภาวะทีใ่ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารส่งผลต่อการเกดิสารไบโอจนีิก
เอมนีดงันัน้ปรมิาณของฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีจะมปีรมิาณมากหรอืน้อยขึน้อยู่กบั
กระบวนการที่ใช้ในอุตสาหกรรม  ชนิดของจุลนิทรยีท์ี่ใช้ในกระบวนการหมกั อุณหภูมใินการเก็บ
รกัษา  pH  ความเขม้ขน้ของเกลอื(Papavergou. 2011: 1126-1127); (Ruiz-Capillas et al. 2007: 
365-366) และพบว่าสารฮสีตามนีจะมคีวามเขม้ขน้มากขึน้เมื่อระดบั pH สูงกว่า 3.77  เนื่องจาก
การเกดิปฏกิริยิาดคีาร์บอกซเิลชนัของกรดอะมโินนัน้มคีวามคงทนในสภาวะกรด  โดยที่  pH 4.0 
และ 5.5 เป็นสภาวะทีจ่ลุนิทรยีส์ามารถสรา้งเอนไซมไ์ดเ้ป็นอยา่งด ี

 
   การควบคุมปรมิาณสารฮสีตามนีและสารไบโอจนีิกเอมนีชนิดอื่น ๆ  สามารถท าได้โดย  
การล้างท าความสะอาดเนื้อสตัว์ที่น ามาประกอบอาหาร  การท าความสะอาดอุปกรณ์  การเก็บ
รกัษาอาหารด้วยการแช่แข็ง  การให้ความร้อนเพื่อท าลายจุลินทรีย์ที่ท าหน้าที่สร้างเอนไซม์         
ดคีารบ์อกซเิลส  การควบคุม  pH  และปรมิาณเกลอื  การเกบ็รกัษาดว้ยการไม่ให้สมัผสักบัอากาศ  
การฉายรงัส ี การใชส้ารเตมิแต่งอาหาร  การเลอืกใชเ้ชือ้หมกัทีไ่ม่สร้างเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลสมา
ในการหมกัอาหาร 
 

1.  การเกบ็รกัษาด้วยการแช่แขง็ 
   การแช่แขง็ทีอุ่ณหภูม ิ4 °C  จะช่วยป้องกนัการเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีท์ีส่ามารถสรา้ง
เอนไซมด์คีารบ์อกซเิลส  นอกจากนี้จุลนิทรยีช์นิดอื่น ๆ ยงัเจรญิเตบิโตไดช้า้ลงท าใหอ้าหารไม่เน่า
เสยี  ส่วนการเก็บรกัษาอาหารที่อุณหภูม ิ-18 °C  หรอืต ่ากว่านี้จะหยุดการเจรญิเตบิโตของ
จุลนิทรยีแ์ละยบัยัง้การท างานของเอนไซมฮ์สีตดินีดคีารบ์อกซเิลสทีท่ าหน้าทีส่รา้งสารฮสีตามนีอกี
ดว้ย  อาหารหมกัทีไ่มผ่่านกระบวนการใหค้วามรอ้นหรอืกระบวนการฆ่าเชือ้จุลนิทรยีพ์บว่าการเกบ็
รกัษาอาหารดว้ยการแช่แขง็ไมส่ามารถทีจ่ะป้องกนัการเกดิสารฮสีตามนีได ้ การท าไสก้รอกทีม่กีาร
ใชว้ตัถุดบิทีม่คีวามสดใหม่และเป็นวตัถุดบิทีม่คีุณภาพสูงมกีารเตมิพรกิและมกีารแช่แขง็พบว่าเป็น
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วิธีการที่มคีวามเหมาะสมที่ใช้ในการควบคุมการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดสาร    
ฮสีตามนีและสารไบโอจนีิกเอมนีชนิดอื่น ๆ   
 

2. การให้ความร้อนเพ่ือท าลายเช้ือจลิุนทรีย ์
    ผลติภณัฑอ์าหารส่วนใหญ่จะเกบ็รกัษาดว้ยการแช่เยน็หรอืแช่แขง็  แต่ส าหรบัผลติภณัฑ์
อาหารบางประเภทนัน้ก็ต้องอาศยัความรอ้นในการป้องกนัการเกดิสารฮสีตามนีหรอืสารไบโอจนิีก
เอมนีชนิดอื่น ๆ  ซึ่งความส าคญัในการเก็บรกัษาผลติภณัฑอ์าหารโดยอาศยัความรอ้นนัน้จะช่วย
ท าลายจุลินทรีย์ที่สร้างเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสหรือยบัยัง้การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ท าให้
สามารถเก็บอาหารได้นานขึ้นก่อนที่อาหารนัน้จะเกิดการเน่าเสียและมปีรมิาณไบโอจนีิกเอมนี
เพิม่ขึน้จนท าใหอ้าหารเป็นอันตรายต่อผูบ้รโิภค  แมว้่ากระบวนการใหค้วามรอ้นจะสามารถท าลาย
จุลนิทรยีท์ี่สรา้งเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลส  อย่างไรก็ตามฮสีตามนีเป็นสารที่ทนต่อความรอ้นถ้าใน
อาหารมกีารปนเป้ือนสารฮสีตามนีการใหค้วามรอ้นจากการประกอบอาหารจะท าลายจุลนิทรยีแ์ต่จะ
ไม่ท าลายสารฮสีตามนี  เพราะฉะนัน้การก าจดัสารไบโอจนีิกเอมนีหรอืการยบัยัง้การเจรญิเตบิโต
ของจลุนิทรยีเ์ป็นเรือ่งทีม่คีวามส าคญัซึง่กระบวนการยับ้ยัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีน์ัน้จะท าให้
จลุนิทรยีไ์มส่ามารถทีจ่ะสรา้งเอนไซม ์ นอกจากนี้เอนไซมฮ์สีตดินีดคีารบ์อกซเิลสจะเสยีสภาพเมื่อมี
การใหค้วามรอ้น  เมื่อเปรยีบเทยีบกบัการเกบ็รกัษาทีอุ่ณหภูมหิอ้งพบว่าการใหค้วามรอ้นก่อนการ
เก็บรกัษานัน้จะมปีรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีเกิดขึ้นน้อยกว่า  อย่างไรก็ตามแม้ว่าความร้อนจะ
สามารถยบัยัง้จลุนิทรยีใ์นอาหาร  แต่ถ้าจุลนิทรยีน์ัน้เกดิการปนเป้ือนหลังจากกระบวนการใหค้วาม
รอ้นก็มคีวามเป็นไปได้ที่อาหารจะเกดิการปนเป้ือนสารไบโอจนีิกเอมนี  ดงันัน้ส าหรบัผลติภณัฑ์
อาหาร  เช่น  ปลารมควนั  ควรหลกีเลีย่งการปนเป้ือนจลุนิทรยีห์ลงักระบวนการรมควนั 
 

3. ควบคมุ  pH  เกลือ  ออกซิเจน  และการบรรจภุณัฑใ์ห้ปราศจากอากาศ  
   การใชส้ารอนิทรยีท์ีเ่ป็นกรดเพื่อท าใหค้่า  pH  ลดลง  การใชเ้กลอืเพื่อลดค่า  aW  และ
การเกบ็รกัษาอาหารภายใตบ้รรยากาศทีม่แีก๊ส CO2 ปรมิาณมากสามารถทีจ่ะจ ากดัหรอืป้องกนัการ
เจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีท์ีส่รา้งเอนไซมฮ์สีตดินีดคีารบ์อกซเิลส  ส่วนการแช่แขง็หรอืการตากแหง้  
การหมกัเกลอื  กส็ามารถท าไดเ้พื่อใหอ้าหารเกบ็ไดน้านขึน้   
 

4. สารเติมแต่งอาหาร 
   สารเติมแต่งอาหาร  เช่น  โพแทสเซียมซอเบต  โซเดียมไนเตรต  กลูโคโน-เดลตา-     
แลกโทนหรอืไกลซนี  เหล่านี้เป็นสารทีส่ามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีท์ีส่รา้งเอนไซม์       
ฮสีตดินีดคีารบ์อกซเิลสท าให้ฮสีตามนีในอาหารลดลง  อาหารหลายชนิดสามารถลดปรมิาณ    
ฮสีตามนีลงไดด้ว้ยการใชส้ารเตมิแต่งอาหาร  เช่น  สารกนับูด  ผลทีเ่กดิจากการใชส้ารเตมิแต่งใน
อาหารนัน้อาจจะส่งผลต่อส ี กลิน่และรสของอาหารเพยีงเลก็น้อย  แต่จะอยู่ในเกณฑค์วบคุมและ
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ผูบ้รโิภคสามารถยอมรบัได้และไม่เป็นอนัตรายต่อร่างกาย  นอกจากนี้สารเคอรค์ูมนินอกจากจะท า
หน้าที่ในการยบัยัง้การเจรญิเติบโตของจุลินทรยี์แล้วในขณะเดยีวกนัยงัยบัยัง้เอนไซม์ไดเอมนี   
ออกซเิดสซึง่ท าหน้าทีใ่นการยอ่ยสารฮสีตามนี  
 

5. การใช้เช้ือหมกัหรือเอนไซมท่ี์เหมาะสมต่อกระบวนการหมกั 
   ผลติภณัฑอ์าหารหมกัทีไ่ด้นัน้ขึน้อยู่กบัจุลนิทรยีท์รยีท์ี่เตมิลงไปและจุลนิทรยีท์ี่ปนเป้ือน
จากสิง่แวดลอ้ม  ทัง้นี้สภาวะทีม่คีวามเหมาะสมต่อกระบวนการหมกัจะท าให้ไดผ้ลติภณัฑ์อาหาร
หมกัทีม่คีุณลกัษณะเป็นทีน่่าพงึพอใจ  เช่น  กลิน่  ส ี รสชาต ิ เนื้อสมัผสั  เป็นต้น  การเตรยีมการ
หมกัและการเกบ็รกัษาภายใตอุ้ณหภมูทิีม่คีวามเหมาะสมนัน้สามารถทีจ่ะยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ
จุลนิทรยีร์วมทัง้สามารถที่จะยบัยัง้เอนไซมท์ี่สรา้งจากจุลนิทรยีน์ัน้ ๆ  ด้วย   โดยเฉพาะอย่างยิง่
เอนไซม์ฮีสติดีนดีคาร์บอกซิเลส  ดังนัน้การใช้เชื้อจุลินทรียที่สร้างเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสมี
ความส าคญัต่อกระบวนการหมกัและคุณลกัษณะของผลติภณัฑท์ี่ได้  ในทางกลบักนัจุลนิทรยีบ์าง
ชนิดสามารถสรา้งเอนไซมไ์ดเอมนีออกซเิดสทีย่อ่ยสลายสารไบโอจนีิกเอมนีได้ 
 
ไส้กรอกและไส้กรอกพืน้เมือง 
 
    เนื้อและผลิตภัณฑ์ที่ท าจากเนื้อเป็นอาหารที่รบัประทานกันทัว่โลก  การตรวจสอบ
คุณภาพของเนื้อหมกัจงึมคีวามส าคญัมาก  เนื่องจากจะอธบิายถงึสุขอนามยัระหว่างกระบวนการ
หมกัเนื้อ  และการเปลีย่นแปลงทางเคมแีละชวีเคมทีีเ่กดิขึน้มผีลกระทบต่อผลติภณัฑเ์นื้อทีไ่ด ้ การ
บอกถงึคุณภาพของเนื้อหมกันัน้สมัพนัธก์บัความปลอดภยัของเนื้อหมกั  กลิน่  และรสชาตขิองเนื้อ
หมกัซึ่งการบอกคุณภาพท าได้โดยการตรวจปรมิาณของเชื้อจุลนิทรยี์ที่เติมลงไปและจุลนิทรยี์ที่
ปนเป้ือนอยูเ่ดมิซึง่เชือ้นี้จะสรา้งกรดแลกตกิและท าใหเ้นื้อหมกัมคี่า  pH  ต ่าลงและมรีสเปรีย้ว  และ
มกีลิน่เหมน็เปรีย้วอกีทัง้มคีุณลกัษณะต่าง ๆ  เปลี่ยนแปลงไป (ธนาวุธ  จารุทศัน์; และคนอื่นๆ. 
2522: 77-83); (Fernández et al. 2000: 202) เนื้อสตัวจ์ดัเป็นแหล่งของอาหารทีม่โีปรตนีสมบูรณ์  
ใหก้รดอะมโินทีร่า่งกายตอ้งการอย่างครบถ้วน  แต่มขีอ้เสยีคอืมกีรดไขมนัอิม่ตวัและโคเลสเตอรอล
สงู  โปรตนีทีม่เีนื้อสตัวน์ัน้มอียูร่าว 15-50%  ดงัแสดงในตารางที ่3 
 
ตาราง 3  กรดอะมโินทีเ่ป็นองคป์ระกอบในโปรตนีเน่ือสตัว ์(กรมั/100กรมั) 
 

กรดอะมิโน เน้ือหมู เน้ือววั เน้ือไก่ 
อารจ์นีีน 12.2 13.7 12.8 
ซสีทนี 2.6 2.6 2.6 
ฮสีตดินี 8.9 7.5 6.2 
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  ตาราง 3  (ต่อ) 
 

กรดอะมิโน เน้ือหมู เน้ือววั เน้ือไก่ 
ไลซนี* 19.7 18.5 18.4 

เมทไทโอนีน* 5.6 5.5 4.9 
ฟีนิลเอทลิลามนี* 7.9 9.1 9.2 

ทรโีอนีน* 8.9 9.4 8.5 
ทรปิโตเฟน* 2.3 2.6 2.3 
ไทโรซนี 7.6 7.8 7.2 
วารนี* 9.9 10.7 9.8 

*  กรดอะมโินจ าเป็น 
 
ทีม่า : ธนากร  ทองประยรู. (2541).  ศกึษาการท าซอสหมกัปรุงรสส าหรบัเนื้อหมแูละเนื้อไก่ 
 
   ไส้กรอกเป็นเนื้อหมกัประเภทหนึ่งที่รูจ้กักนัมาเป็นเวลานานหลายปี  โดยมตี้นก าเนิดใน
แถบเมดเิตอรเ์รเนียนก่อนทีจ่ะแพร่เขา้สู่ยุโรปและอเมรกิารใต้  ไสก้รอกใชเ้นื้อสตัวเ์ป็นวตัถุดบิหลกั  
การเตรยีมวตัถุดบิส าหรบัท าไสก้รอกนัน้จะน าเนื้อสตัวม์าบดใหล้ะเอยีดจากนัน้จงึเตมิเกลอื ไนเตรต  
และ/หรอืไนไตรต ์ น ้าตาล  เชือ้หมกั  และสารเตมิแต่งอื่น ๆ  จากนัน้ผสมใหเ้ขา้กันก่อนทีจ่ะน าเนื้อ
ดงักล่าวบรรจุเขา้ในไสห้มูหรอืไสเ้ทยีม (J. Ekaterini. 2011: 1126) จากนัน้รอใหก้ระบวนการหมกั
เกดิขึน้จนเสรจ็สมบูรณ์และน าไส้กรอกไปท าใหแ้หง้ด้วยการรมควนัเพื่อก าจดัความชืน้และท าลาย
เชือ้จลุนิทรยีโ์ดยอาศยัแก๊สคารบ์อนไดออกไซด ์ เนื่องจากระยะเวลาในการเกบ็รกัษาไสก้รอกใหไ้ด้
นานขึน้อยู่กบัปจัจยัหลายอย่าง  เช่น  ปรมิาณเกลอืเขม้ขน้  และมคี่า  aW  ต ่า  การก าจดัแก๊ส O2  
เพื่อท าลายแลกตกิแอซดิแบคทเีรยีซึ่งท าหน้าที่สงัเคราะห์กรดแลกตกิจากคารโ์บไฮเดรตที่มอียู่ใน
เนื้อสตัว ์ การสรา้งกรดแลกตกิท าใหม้คี่า  pH  ต ่าลง  ท าใหไ้สก้รอกมรีสเปรีย้ว  ซึง่ไสก้รอกหลงั
กระบวนการหมกัเสรจ็สิน้จะมคี่า  pH  4.5  และ  5.5  รวมทัง้โปรตนีในเนื้อสตัว์เกดิการเสยีสภาพ
เนื่องจากเกลอืทีเ่ตมิลงในไสก้รอกท าใหเ้กดิลกัษณะทีเ่ป็นแผ่นเจลบาง ๆ   
 
   กระบวนการหมกัไส้กรอกท าใหโ้ปรตนี  ไขมนั  และคารโ์บไฮเดรตเกดิการเปลี่ยนแปลง
ทางเคมแีละชวีเคม ี ซึ่งมสีาเหตุจากการท างานของเอนไซม์ที่ผลติจากจุลนิทรยี์ในอาหารท าให้
ส่งผลต่อความปลอดภยัและคุณค่าทางโภชนาการของอาหาร  คุณลกัษณะดา้นประสาทสมัผสัเป็น
สิง่ส าคญั เนื่องจากการตดัสินใจในการเลอืกซื้ออาหารนัน้ล าดบัแรกผู้บรโิภคจะพิจารณาจาก
ลกัษณะภายนอกที่ปรากฏให้เหน็  เช่น  ส ี เนื้อสมัผสั  และกลิน่  เป็นต้น (J. Ekaterini. 2011: 
1126) ซึง่ความตอ้งการใหไ้สก้รอกมสีทีีน่่ารบัประทานอาจจะต้องมกีารเตมิพรกิลงไปหรอือาจเตมิสี
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ผสมอาหาร  ส่วนกลิน่ของไส้กรอกบ่งบอกถงึสารที่ปนเป้ือนหรอืสารที่เกดิในอาหาร  เช่น  สารที่
ระเหยไดห้รอืเกดิจากการรมควนั  นอกจากสารทีร่ะเหยไดห้รอืสารเติมแต่งแลว้กลิน่และรสชาตขิอง
ไสก้รอกอาจจะเกดิจากการเปลีย่นแปลงของไขมนั  โปรตนีหรอืคารโ์บไฮเดรตซึง่จุลนิทรยีย์่อยสลาย
สารอาหารเหล่านี้ให้กลายเป็นสารอื่น  หรอืการเกดิปฏกิริยาระหว่างสารอาหารเหล่านี้กบัสารเตมิ
แต่งอื่น ๆ  ทีเ่ตมิลงไป (Bover-Cid;  et al. 2001: 185-186) 
 
   เนื้อและผลติภณัฑ์ที่ท าจากเนื้อจะมสีารไบโอจนีิกเอมนี  ได้แก่  ไทรามนี  คารด์าเวรนี  
พวิเทรสซนี  สเปอรม์นี  และสเปอรม์ดินี  ปนเป้ือนอยู่  ซึ่งกระบวนการหมกัเนื้อนัน้มคีวามส าคญั
ต่อการเกิดสารฮีสตามนีในไส้กรอก  ส าหรบัไส้กรอกกึ่งแห้งนัน้จะหมกัในระยะเ วลาที่ส ัน้กว่า       
ไส้กรอกแห้งและกระบวนการหมกัไส้กรอกกึ่งแห้งจะมกีารเติมเชื้อหมกัชนิดที่สร้างกรดแลกติก  
ในขณะทีไ่สก้รอกแหง้จะอาศยัเชือ้จลุนิทรยีท์ีม่อียูต่ามธรรมชาต ิ ในระหว่างกระบวนการหมกัพบว่า
จะมสีารฮสีตามนีเพิม่ขึ้นถึง  10  เท่าในระยะเวลา 1-3 วนั  ปรมิาณของสารไบโอจนีิกเอมนีใน     
ไสก้รอกหมกัมปีรมิาณทีแ่ตกต่างกนัออกไปทัง้น้ีขึน้อยู่กบัหลายปจัจยัไดแ้ก่  ระยะเวลาในการหมกั  
ความแตกต่างของเชื้อที่สร้างเอนไซม์ดีคาร์บอกซเิลส  การท างานของเอนไซม์ดคีาร์บอกซเิลส  
ชนิดและคุณภาพของเนื้อสัตว์  เช่นเนื้อหมูสดจะมีการปนเป้ือนของสเปอร์มีนและสเปอร์มดิีน  
รวมทัง้มสีารไบโอจนีิกเอมนีชนิดอื่น ๆ  ในปรมิาณเลก็น้อย  และสารไบโอจนีิกเอมนีจะมปีรมิาณ
เพิม่ขึน้ในระหว่างการเก็บรกัษาโดยมอุีณหภูมเิป็นปจัจยัส าคญั  เช่น  ที่อุณหภูม ิ 30OC  จะมี
ปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีเกดิขึน้มากกว่าที ่ 4OC  ในขณะทีก่ารแช่แขง็เนื้อหมทูีอุ่ณหภูม ิ -18 OC 
ไม่มกีารเพิม่ปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีและสามารถเก็บไวไ้ด้นาน  9  เดอืน (Ali R. Shalaby. 
1996: 682.) 
 
   ไส้กรอกที่ท าจากเนื้อหมูและเนื้อววัสามารถที่จะเก็บได้นานเพยีงหนึ่งสปัดาห์เท่านัน้
หลงัจากทีก่ระบวนการหมกัเกดิขึน้อยา่งสมบรูณ์ใชร้ะยะเวลานานประมาณ  3  วนัทีอุ่ณหภูม ิ 30ºC 
ไสก้รอกจะมคีวามเป็นกรดมคี่า  pH  ต ่ากว่า  5  รวมทัง้มนี ้าหนกัทีห่ายไปเนื่องจากการรมควนัเพื่อ
ท าใหไ้สก้รอกแหง้  การยดืระยะเวลาในการเกบ็รกัษานัน้สามารถท าไดโ้ดยการพาสเจอไรส์หรอืการ
รมควนัซึง่เป็นวธิทีีน่ิยมมากเนื่องจากท าใหไ้สก้รอกมกีลิน่และรสชาตทิีน่่ารบัประทาน  ส าหรบัการ
เกบ็รกัษาไส้กรอกใหไ้ดน้านหนึ่งถงึหลาย ๆ  เดอืนนัน้สามารถท าไดโ้ดยการเก็บรกัษาไส้กรอกไว้
ภายใต้อุณหภูมติ ่าประมาณ  -20ºC  ภายใต้สภาวะทีเ่ป็นกรดโดยไสก้รอกดงักล่าวไม่จ าเป็นต้อง
ผา่นการรมควนั   
 

  ไส้กรอกมีการปนเป้ือนจุลินทรีย์ต่างๆ เป็นจ านวนมากท าหน้าที่ในการย่อยสลาย
คาร์โบไฮเดรต  ผลิตกรด  และย่อยสลายโปรตีนซึ่งเป็นกระบวนการซึ่งจะเกิดในระหว่าง
กระบวนการหมกัไสก้รอกท าใหไ้สก้รอกเกดิสารไบโอจนีิกเอมนี  เช่น  ฮสีตามนี พวิเทรสซนี และ
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คาร์ดาเวรีน  ในเนื้อสดจะเกิดการปนเป้ือนของสเปอร์มิดีนและสเปอร์มีน  ส่วนสารไทรามีน         
พวิเทรสซนี และ  คารด์าเวรนี จะเกดิในระหว่างการเก็บรกัษาเนื้อสตัว์ท าให้คุณภาพของเนื้อสตัว์
ลดลง (Bover-Cid; et al. 2001: 391-392) เช่น  ไทรามนีจะมปีรมิาณมากขึน้ทีบ่รเิวณผวิหน้าของ
เนื้อสตัวแ์ละจะลดลงดว้ยการลา้งน ้าเปล่า  ส่วนเนื้อหมกัเป็นอาหารอกีประเภทหนึ่งที่สามารถตรวจ
พบสารไบโอจนีิกเอมนี การปนเป้ือนและความไม่เหมาะสมของสภาวะในการเกบ็รกัษา  การเตมิ
เชือ้น าเพื่อประโยชน์ในการหมกักส็ามารถท าใหเ้กดิสารไบโอจนีิกเอมนี (Tasić; et al. 2012: 107-
108)  สารประกอบไนโตรเจนที่ไม่ใช่โปรตีนจะเพิ่มขึ้นในระหว่างกระบวนการหมักรวมทัง้       
กรดอะมโินที่เป็นสารตัง้ต้นในการเกดิไบโอจนีิกเอมนี  กจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตเีอสที่เกดิขึน้ใน
เนื้อสตัว์เอง  และปฏกิริยิาโปรตโิอไลซสีที่ท าใหเ้กดิการเสยีสภาพของโปรตนีและท าให้ความเป็น
กรดของอาหารเพิม่ขึน้  เกดิการสูญเสยีน ้า (ทองใบ  เศรษฐธีร. 2537: 70-72)  ส่วนเนื้อสตัวท์ีใ่ช้
เป็นวตัถุดบิในการท าไสก้รอกนัน้เป็นแหล่งของกรดอะมโินทีท่ าใหเ้กดิสารไบโอจนีิกเอมนี อย่างไรก็
ตามเนื้อสตัวช์นิดเดยีวกนัอาจจะเกดิสารไบโอจนีิกเอมนีในปรมิาณทีแ่ตกต่างกนัทัง้นี้ขึน้อยู่กบัชนิด
และปรมิาณของจลุนิทรยีท์ีผ่ลติเอนไซมด์คีารบ์อกซเิลส  

 
  ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารไบโอจีนิกเอมีนและขนาดของไส้กรอก  เส้นผ่าน

ศูนยก์ลางของไสก้รอก  ผลจากสิง่แวดลอ้มทีจ่ลุนิทรยีเ์จรญิเตบิโต  เช่น ความเขม้ขน้ของเกลอืปกติ
จะใชใ้นปรมิาณน้อย และวอเตอรแ์อคตวีติี้ (Water activity; aw) ไสก้รอกทีม่เีสน้ผ่านศูนยก์ลางมาก
เป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เกิดสารไบโอจนีิกเอมนี เช่น ไทรามนีและพวิเทรสซนี  โดยทัว่ไปสาร   
ไบโอจนีิกเอมนีจะมปีรมิาณมากในไส้กรอกที่มขีนาดใหญ่และด้านในไส้กรอกจะมสีารไบโอจนีิก    
เอมีนมากกว่าด้านนอก  อาหารที่มีโปรตีนและกรดอะมิโนในปริมาณสูงประกอบกับมีสภาวะ
แวดลอ้มทีม่คีวามเหมาะสมต่อการสรา้งเอนไซมข์องจลุนิทรยีท์ีป่นเป้ือนในอาหารนัน้  ท าใหเ้กดิการ
เปลีย่นแปลงทางชวีเคมต่ีางๆ แลว้ใหส้ารผลติภณัฑเ์ป็นไบโอจนีิกเอมนี (Komprda; Sládková; & 
Dohnal. 2009: 534-535)  สารไบโอจนีิกเอมนีนัน้สามารถปนเป้ือนในอาหารนานาชนิดทัง้ 
ผลติภณัฑท์ีท่ าจากปลา  เนื้อสตัว ์ นม  ไวน์  เบยีร ์ ผกัผลไม ้ ถัว่  และช็อคโกแลต  กรณีทีอ่าหาร
มปีรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีเกิดขึ้นในปรมิาณมากแสดงให้เห็นว่าอาหารนัน้มกีารปนเป้ือนของ
จลุนิทรยีม์าก (J. Ekaterini. 2011: 1126) 

 
   ไส้กรอก เป็นผลติภณัฑท์ี่ท าจากการหัน่หรอืบดเนื้อสตัว์เติมเกลอื  น าเนื้อที่ได้ใส่ในไส้
ธรรมชาตหิรอืไส้เทยีม  ท าให้ไสก้รอกมรีูปร่างทรงกระบอกคล้ายกบัล าไส้ซึ่งเป็นรูปร่างเฉพาะตวั
ของไสก้รอก  ไสก้รอกแบ่งเป็น  5  ประเภท  ไดแ้ก่ (ถาวร  จนัทโชต;ิ และ วาสนา  มู่สา. 2552:   
7-11) 
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1. ไส้กรอกสด (fresh sausage)  เป็นไสก้รอกทีท่ ามาจากเนื้อสดโดยทีไ่มม่กีารหมกั 
เพื่อให้เกิดการถนอมอาหารแต่อย่างใด  โดยสามารถที่จะเลือกใช้ทัง้หมูหรือเนื้อวัวสดและมี
ส่วนผสมที่เป็นเนื้อแดงและมไีขมนัปนเล็กน้อย  วธิกีารในการท าไส้กรอกสดคอืจะน าเนื้อหมูหรอื
เนื้อววัมาบดใหล้ะเอยีดแลว้ปรุงรส  อาจมกีารปรุงรสดว้ยเครื่องเทศเพื่อท าใหเ้กดิรสชาตแิละกลิน่
ใหม่ เช่น  พรกิไทย  หรอืผสมพรกิสด  จากนัน้ยดัเขา้ไปในไส้หมู  ไส้กรอกสดจะไม่มกีารรมควนั
การเก็บรกัษานัน้ท าได้โดยการแช่แขง็  ไส้กรอกที่ได้ต้องน ามาผ่านกระบวนการปรุงอาหารก่อน
รบัประทาน  

2. ไส้กรอกดิบรมควนั (uncook smoke sausage)  มลีกัษณะและส่วนผสมทีใ่ชใ้นการ 
ท าเช่นเดยีวกบัไส้กรอกสด แต่ไส้กรอกชนิดนี้มีการเพิม่กรรมวธิใีนการผลติที่ต่างจากไส้กรอกสด  
คอืหลงัจากผ่านกระบวนการบดเนื้อแลว้จะท าการปรงุรสแลว้จงึยดัใส่ไสห้มกู่อนจะท าการรมควนั   

3. ไส้กรอกสกุรมควนั (cooked smoke Sausage)  ไสก้รอกชนิดน้ีมกีารเพิม่กรรมวธิ ี
ในการผลติที่ต่างจากไส้กรอกสดคอื เมื่อปรุงรสเนื้อบดและยดัใส่ไส้หมูแล้วจะต้องน าไปรมควนั  
จากนัน้น าไปตม้ใหสุ้ก 

4. ไส้กรอกสกุ (cook sausage)  เรยีกไดว้่าเป็นไสก้รอกทีม่ลีกัษณะกึง่ของแขง็ในการ 
เตรยีมนัน้สามารถที่จะใช้เนื้อสตัว์มากกว่าหนึ่งชนิด นอกจากนี้ยงัสามารถที่จะใช้เนื้อของสตัว์ปีก 
เช่น เนื้อไก่ ไส้กรอกทีไ่ดน้ี้ต้องผ่านกระบวนการท าใหสุ้กก่อน  จากนัน้น าไปรมควนั  และการเก็บ
รกัษาไสก้รอกนี้จะเก็บโดยการแช่แขง็ สามารถเกบ็รกัษาได้เป็นระยะเวลานาน 1 สปัดาห ์ไสก้รอก
ชนิดนี้สามารถที่จะรบัประทานได้เลยโดยทีไ่ม่ต้องผ่านกระบวนการปรุงสุก  แต่ว่าการรบัประทาน
อาหารใหถู้กสุขลกัษณะนัน้จะต้องมกีารท าให้สุกก่อนเพราะเป็นการช่วยเพิม่กลิน่ของอาหารให้น่า
รบัประทานและเป็นการท าลายเชือ้โรคทีป่นเป้ือนมากบัอาหาร 

5. ไส้กรอกแห้งและไส้กรอกก่ึงแห้ง (dry  and  semi-dry sausages) ไสก้รอกชนิดน้ี 
จะน าเนื้อบดมาปรงุรสแลว้ท าใหสุ้กก่อนทีจ่ะยดัใส่ไสห้มจูากนัน้จะรอใหเ้กดิการหมกัก่อนทีจ่ะท าการ
รมควนัจนไสก้รอกไม่มคีวามชืน้  ไสก้รอกแหง้สามารถทีจ่ะน ามารบัประทานไดเ้ลยโดยไม่ต้องผ่าน
กระบวนการปรงุอาหาร  ไสก้รอกชนิดนี้จะมกีลิน่ฉุนซึง่เป็นกลิน่เฉพาะตวัเนื่องจากเกดิกรดแลคตกิ
ที่ได้จากกระบวนการหมกัเนื้อที่ยดัใส่ในไส้หมูจะเกดิกระบวนการหมกัขึน้เนื่องจากจุลนิทรยี์ย่อย
สลายน ้าตาลท าใหเ้กดิกรดขึน้รวมทัง้เกดิสารที่เป็นผลติภณัฑร์่วมอื่นๆ  ในกระบวนการหมกัเนื้อ  
จุลนิทรยี์ที่ท าหน้าที่สร้างกรดแลคติกท าให้ไส้กรอกที่ได้มกีลิน่และรสชาติเฉพาะตวั  และพบว่า    
ไสก้รอกชนิดน้ีจะมคี่า pH ลดลงซึง่เป็นการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้จุลนิทรยีอ์ื่นๆ ทีป่นเป้ือน
ในอาหาร 
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ส่วนผสมหลกัของไส้กรอก 
 
 น ้า   
             การเตมิน ้าลงไปจะท าใหเ้กลอืละลายไดด้ยีิง่ขึน้และสามารถทีจ่ะกระจายตวัทัว่ทัง้เนื้อสตัว์  
ไสก้รอกทีไ่ดน้ัน้เมือ่ใชน้ิ้วกดลงไปจะมลีกัษณะของเนื้อสมัผสัทีแ่ขง็ซึง่เป็นผลทีเ่กดิจากปรมิาณน ้าที่
เติมลงไป น ้าจะช่วยละลายสารต่างๆ ที่ไม่ใช่ไขมนัรวมทัง้ยงัช่วยทดแทนปรมิาณน ้าที่สูญเสยีไป
ระหว่างการปรุงอาหารและการรมควนัและท าให้ไส้กรอกที่ผ่านกระวนการปรุงอาหารแล้วมเีนื้อ
สมัผสัน่ารบัประทานอนุภาคของเนื้อในไสก้รอกจบักนัเป็นก้อนไม่แตกยุ่ย  นอกจากนี้น ้ายงัท างาน
รว่มกบัเกลอืในการละลายโปรตนีใหจ้บักบัไขมนั   
 
เกลือ 
             การเตมิเกลอืแกง (โซเดยีมคลอไรด์) นัน้นอกจากจะเป็นการเพิม่รสชาตใิห้กบัไส้กรอก  
เกลอืทีเ่ตมิลงในขัน้ตอนของการเตรยีมวตัถุดบินัน้ยงัท าหน้าทีห่ลายอย่าง เป็นส่วนผสมทีข่าดไม่ได้
เลยในการท าไส้กรอกเนื่องจากเกลอืนัน้มบีทบาทที่ส าคญัมากต่อเนื้อสตัว์ที่ใช้ในการท าไส้กรอก  
การเติมเกลือต้องเติมในปรมิาณที่น้อยกว่าปรมิาณน ้า  เกลือช่วยยบัยัง้การเน่าเสียและละลาย
โปรตนีบรเิวณผวิหน้าของเนื้อสตัวท์ีเ่ป็นส่วนผสมหลกัของไสก้รอก  และโปรตนีทีล่ะลายออกมานี้จะ
จบักบัไขมนั ซึ่งเกลอืจะช่วยยดืเวลาในการเก็บรกัษาไส้กรอกเนื่องจากยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ
แบคทเีรยี (ไพบูลย ์ ธรรมรตัน์วาสกิ. 2532: 32-38) เกลอืจะเปลีย่น Electrostatic  charge ของ
โปรตีนในกล้ามเนื้อ  เนื่องจากน ้ าจะแทรกตัวอยู่ระหว่างเส้นใยของโปรตีน  การเปลี่ยนแปลง  
Electrostatic repulsion  ของเส้นใยโปรตนีดว้ยเกลอืจะท าใหเ้กดิการเปลี่ยนแปลงบรเิวณทีเ่ป็น
ช่องว่างระหว่างเส้นใยของโปรตีนให้น ้ าสามารถเข้าไปแทนที่  เพิ่มความแรงของไอออนและ
ความสามารถในการกกัเก็บน ้าและท าให้เกดิการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งของโปรตนีเพยีงเลก็น้อย  
เกลอืช่วยละลายโปรตีนเส้นใยในเนื้อสตัว์ที่ไม่ละลายน ้าให้สามารถละลายออกมาได้ดขีึ้น  การ
ละลายของโปรตนีเส้นใยนี้จะท าใหผ้ลติภณัฑไ์ส้กรอกที่ไดน้ัน้จบัตวัเป็นเนื้อเดยีวกนัไดด้แีละท าให้
ไขมันละลายเข้าเป็นเนื้ อเดียวกันกับสารอื่น  การเพิ่มความเข้มข้นของเกลือจะส่งผลต่อ
ความสามารถในการละลายของโปรตีนในกล้ามเนื้อ  ปรากฏการณ์นี้เรยีกว่า “salting out”  
นอกจากนี้ยงัท าให้ไส้กรอกมรีสชาตทิี่น่ารบัประทาน  โดยทัว่ไปเกลอืที่เตมิลงในไส้กรอกจะเตมิที่
ปรมิาณ 1% - 2% โดยน ้าหนกัต่อน ้าหนกัไสก้รอกทัง้หมด 
 
น ้าตาล 

  น ้ าตาลที่ใช้นั ้นมีหลายชนิดขึ้นอยู่กับความต้องการและความสะดวกในการจัดหา         
แต่ส่วนมากนิยมใชน้ ้าตาลกลโูคสเนื่องจากเป็นน ้าตาลอย่างง่ายทีแ่บคทเีรยีต้องการในการผลติกรด  
แลคตกิ  ประโยชน์หลกัๆ ของน ้าตาล  คอื  การช่วยเพิม่รสชาตขิองไสก้รอกและช่วยลดความเคม็
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ของเกลอื  น ้าตาลสามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบัโมเลกุลของน ้าท าให้โครงสรา้งของน ้าเกดิการ
เปลี่ยนแปลงและเป็นการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีและการเกิดปฏกิริยิาเคมใีนอาหาร  
ความเขม้ขน้ทีน่ิยมใชอ้ยูท่ีป่ระมาณ  0.5% - 2% 
 
เครื่องเทศ 
   เครือ่งเทศเป็นส่วนผสมทีเ่ตมิในปรมิาณเลก็น้อยเพื่อปรบัปรงุกลิน่และรสชาตขิองไสก้รอก
ทีเ่ป็นผลติภณัฑส์ุดทา้ย  นอกจากนี้ยงัช่วยก าจดัจุลนิทรยีท์ีป่นเป้ือนอยู่  เครื่องเทศทีน่ิยมใช ้เช่น 
พรกิไทย  พรกิแดง  พรกิหยวก ฯลฯ (ธนากร  ทองประยรู. 2541: 12-19) 
 
ฟอสเฟต 

นิยมใชโ้ซเดยีมหรอืโพแทสเซยีมฟอสเฟต  การเตมิฟอสเฟตจะช่วยยบัยัง้การเกดิปฏกิริยิา
ออกซเิดชนัทีเ่ป็นสาเหตุท าใหเ้กดิกลิน่เหมน็หนื  เพราะฟอสเฟตทีเ่ตมิลงไปจะท าให ้pH  และประจุ
สุทธิเพิ่มมากขึ้น  และเป็นการเพิ่มสารที่เป็นไอออนเป็นการเพิ่มความแรงของไอออน (Ionic 
Strength) ท าใหเ้พิม่ความสามารถในการสรา้งพันธะกบัน ้าท าใหค้วามชืน้ลดน้อยลง  นอกจากนี้ยงั
ท าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  สามารถจบักบัสารไอออนบวกเช่นแคลเซยีมและแมกนีเซยีม  
ท าใหใ้นอาหารนัน้ปราศจากสารทีเ่ป็นไอออนบวก  และท าใหอ้าหารไมม่ไีอออนของโลหะ  ฟอสเฟต 
เป็นสารทีม่คีวามสามารถละลายน ้าไดน้้อยโดยเฉพาะอย่างยิง่การละลายในน ้าเยน็  ดงันัน้ท าใหเ้ป็น
ปญัหาในการกระจายตวัในเน้ือสตัวท์ีใ่ชใ้นการท าไสก้รอก 
 
โซเดียมไนไตรต์ 

  ไนไตรต์เป็นสารทีม่กีารปนเป้ือนมากบัเนื้อสตัว์ทีเ่ป็นวตัถุดบิ  คุณลกัษณะทีพ่เิศษคอืจะ
ช่วยเพิม่สสีนั  กลิน่และรสชาต ิ ช่วยป้องกนัไม่ใหอ้าหารเน่าเสยีหรอืเกดิกลิน่เหมน็หนื (ทองใบ 
เศรษฐธีร. 2537: 24-26) ไสก้รอกทีไ่ม่มกีารปนเป้ือนของสารไนไตรทจ์ะมสีนี ้าตาลไม่มสีแีดงหรอืสี
ชมพหูลงัจากการปรงุสุก  และเกดิการเน่าเสยีไดง้่าย (ไพบูลย ์ธรรมรตัน์วาสกิ. 2532: 38-39)  การ
เตมิสารไนไตรทจ์ะเตมิในปรมิาณน้อยเท่านัน้  ถ้าเตมิมากเกนิไปจะเป็นอนัตรายต่อร่างกาย (ชมภู่  
ยิม้โต. 2550: 122-123) ไนไตรต์เป็นสารทีท่ าใหเ้กดิสใีนเนื้อสตัวเ์นื่องจากไนตรกิออกไซดจ์ะเกดิ
การรวมตวักบัไมโอโกลบนิ (myoglobin)  เกดิเป็นไนตรกิออกไซด์ไมโอโกลบนิ จากนัน้ไนตรกิ  
ออกไซดไ์มโอโกลบนิจะเกดิเป็นไนตรกิออกไซดฮ์โีมโครมซึ่งเป็นสารทีท่ าใหเ้นื้อสตัวม์สีชีมพู  และ
เป็นสารตา้นอะนุมลูอสิระโดยการลดฮมีไอรอนออกซเิดชนั (Heme  iron  oxidation) 

   
การสญูเสียคณุค่าทางโภชนาการและการเน่าเสีย 
            การหมกัเป็นกระบวนการถนอมอาหารที่มีมานานแล้ว   ซึ่งกระบวนการหมกันัน้จะใช้
ลกัษณะของกลิน่  รสชาต ิ และการเน่าเสยีเป็นตวับ่งบอกคุณภาพของอาหารในเบือ้งต้น  ล าดบั
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แรกจะพจิารณากลิน่ทีเ่กดิจากกระบวนการหมกัซึง่การพจิารณากลิน่นี้นิยมใช้กนัอย่างมากในการ
พจิารณาเบื้องต้นเนื่องจากสามารถที่จะบอกถงึการเน่าเสยีของอาหารได้อย่างรวดเรว็  นอกจากนี้
สารฮสีตามนียงัเป็นสารทีม่กีลิน่เหมน็บ่งบอกถงึการเน่าเสยีและการลดลงของคุณค่าทางอาหาร 

  
 เอมนีเป็นสารประกอบทีท่ าใหเ้กดิกลิน่ในอาหารและเป็นสารตัง้ต้นของสารก่อมะเรง็  ส่วน

ไดเอมีน เช่น พูเทรสซีนเป็นสารที่จ าเป็นในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดและทุกๆ เซลล์มี
ความสามารถในการสงัเคราะห์ไดเอมนี  ซึ่งการได้รบัสารไดเอมนีอาจได้รบัจากภายนอกเข้าสู่
รา่งกาย  

 
    อาหารท่ีมีความปลอดภยั  หมายถงึ  อาหารที่ไม่มกีารปนเป้ือนจากสิง่แปลกปลอมที่
เป็นสารเคมทีี่อาจจะป็นอนัตรายต่อสุขภาพทัง้ที่สามารถเกดิพษิทนัทีเรยีกว่าพษิเฉียบพลนั  เช่น
การรบัประทานอาหารที่มกีารปนเป้ือนของยาฆ่าแมลง  หรอือาการที่เกดิจากพษิเรือ้รงัเช่น   การ
รบัประทานอาหารที่มกีารปนเป้ือนของสารก่อมะเร็งที่จะเกิดการสะสมในร่างกายและอาจจะใช้
เวลานานหลายปีก่อนทีจ่ะแสดงอาการความเป็นพษิออกมา 
 

  โดยทัว่ไปแลว้สารประกอบ  เอน็-ไนโตรโซ (N-nitroso) เป็นสารทีเ่กดิจากปฏกิริยิาของ
กรดอะมโินกบัสารทีเ่รยีกว่า ไนโตรเซตงิรเีอเจนต์ (nitrosating reagents)  ตวัอย่างเช่น  ไนไทรต์
และไนโตรเจนออกไซด์ในระหว่างการเก็บรกัษา  การถนอมอาหารและการปรุงอาหาร  การ
เกดิปฏกิริยิาของไนโตรเซติงรเีอเจนต์กบัเอมนีปฐมภูมทิ าให้เกดิเป็นสารมธัยนัต์พวกอลัคลิเลติง  
สปีชรี ์(alkylating species)  และสามารถทีจ่ะเกดิปฏกิริยิากบัสารประกอบอื่นๆ ในอาหารโดยม ี 
อัลกอฮอล์เป็นผลิตภัณฑ์หลักซึ่งเป็นสารที่ไม่มีความเป็นพิษร้ายแรง  ส่วนการเกิดปฏิกิริยา        
ไนโตรเซชนั (Nitrosation) ของสารเอมนีทุตยิภูมจิะท าให้เกดิสารประกอบเอ็น-ไนโตรโซ  ซึง่เป็น
สารทีเ่สถยีร  การศกึษาการเกดิสารประกอบเอน็-ไนโตรโซในร่างกายนัน้ไม่สามารถท าไดเ้นื่องจาก
การรบัประทานอาหารที่มสีารไบโอจนีิกเอมนีและไนโตรเซติงรเีอเจนต์ทางช่องปากยงัไม่มขีอ้มูล
เพยีงพอ 

 
   การเน่าเสียของอาหาร  หมายถงึ  การเปลีย่นแปลงทีเ่กดิกบัอาหารในลกัษณะที่ไม่พงึ

ประสงคต่์างๆ เช่น กลิน่เหมน็เน่า  รสชาตเิปรีย้วหรอืขม  รปูร่างทีบ่วมพอง  เนื้อสมัผสัเป่ือยยุ่ย  สี
คล ้า คุณค่าทางโภชนาการลดลงตลอดจนความปลอดภยัในการบรโิภคอนัเนื่องมาจากจุลนิทรยี์  
และเอนไซมท์ีม่อียู่ในอาหาร (ชมภู่  ยิม้โต. 2550: 1)  จุลนิทรยีบ์างชนิดนอกจากจะท าใหอ้าหาร
เกดิการเน่าเสยีแลว้ยงัผลติสารพษิใหเ้กดิขึน้ในอาหารอกีดว้ย  ดงันัน้เมื่อเรารบัประทานอาหารที่มี
สารพษิปนเป้ือนจะท าให้เกดิโรคเกี่ยวกบัทางเดนิอาหาร  เช่น  ท้องเสยี  เป็นต้น  ปฏกิิรยิาจาก
สารเคมหีรอืการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพจากการแช่แข็ง  การเผาไม้  การตากแห้ง  เป็นต้น      
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(ศริลิกัษณ์  สนิธวาลยั. 2522)  การเน่าเสยีของอาหารจะเรว็หรอืช้าขึน้อยู่กบัชนิดของอาหาร 
อาหารที่เกดิการเน่าเสยีเนื่องจากจุลนิทรยี์จะก่อให้เกิดอนัตรายจากสารที่จุลนิทรยีส์รา้งขึน้  เช่น 
ฮสีตามนี  พิวเทรสซีน  และคาร์ดาเวรนีเป็นสารที่เกิดในอาหารแล้วส่งผลต่อความเป็นพิษแก่
ร่างกายผูบ้รโิภค  ความเป็นพษิหลายอย่างเกดิจากฮสีตามนีทีม่มีากในอาหารจ าพวกปลา  ผลของ
พิษที่เกิดขึ้นนัน้จะขึ้นอยู่กับปริมาณที่ร่างกายได้รบั  และสุขภาพของแต่ละบุคคล  ส่วนสาร        
พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีสามารถเกดิปฏกิริยิากบัไนไตรต์เกดิเป็นสารก่อมะเรง็ เช่น เฮเทอโรไซ-
คลกิไนโตรซามนี  ไนโตรโซไพโรรดินี  และไนโตรโซเพปเปอรร์ดินี (Bover-Cid;  Izquierdo-Pulido; 
& Vidal-Carou. 2001: 215) (Min-Ki Kim; Jae-Hyung Mah; & Han-Joon Hwang. 2009: 87) 
 

   กลไกการเน่าเสีย  เนื้อสตัว์ที่เริม่เน่าเสียจะพบสารเมทาบอไลต์ประเภทแอมโมเนีย    
อนิโดล และเอมนี  สารเหล่านี้จะมมีากขึน้หากกระบวนการเน่าเสยียงัคงด าเนินต่อไป  และจะมก๊ีาซ
ไข่เน่าหรอืก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์ (H2S)  เกิดขึ้นร่วมด้วย  กระบวนการเน่าเสยีเริม่จากการย่อย
สารอาหารประเภทคารโ์บไฮเดรต  และเมื่อคารโ์บไฮเดรตหมดลงจะเริม่ย่อยสลายโปรตนีเกดิเป็น
สารเอมนี  และไดเอมนี  เช่น  พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนี  จุลนิทรยีม์บีทบาททีส่ าคญัในการท าให้
เนื้อสตัวเ์กดิการเน่าเสยี (เตมิศกัดิ ์ ส่งวฒันา. “ม.ป.ป.”: 64-65) แบคทเีรยีเหล่านี้จะเจรญิในชิ้นเนื้อ
และท าให้เนื้อหรือผลิตภัณฑ์เกิดการเน่าเสีย เช่น มีรสเปรี้ยว (souring) เนื่องจากจุลินทรีย์ใช้
สารอาหารทีม่อียูใ่นเนื้อสตัวแ์ลว้ผลติกรดต่างๆ ออกมา  เช่น  กรดแลคตกิ  บางครัง้อาจเรยีกว่าเกดิ
กลิน่เหมน็เปรีย้ว  เนื่องจากนี้อาจเกดิกลิน่เหมน็เน่าเนื่องจากการย่อยสลายโปรตนี  ท าใหเ้กดิกลิน่
เหมน็หลายชนิด  เช่น  กลิน่แอมโมเนีย  กลิน่เอมนี  ไฮโดรเจนซลัไฟด์  อินโดล เมอรแ์คปแทน  
เนื้อสตัวเ์กดิการเน่าเสยีไดท้ีอุ่ณหภมูติ ่า  
   

  ไส้กรอกพบการปนเป้ือนของจุลินทรยี์หลายชนิด  โดยเป็นเชื้อที่มาจากส่วนผสมของ
เครื่องปรุงรส  ภาชนะ  และสภาวะแวดล้อมโดยรอบ  บรเิวณผวิไส้กรอกมคีวามชื้นสูงจะเกดิการ
เน่าเสยีจากกจิกรรมของยสีต์และแบคทเีรยีมากกว่าเชื้อรา  เมื่อผวิไสก้รอกแหง้ลงหรอืมคีวามชื้น
ลดลงจะพบการเสยีโดยเชื้อรา  อย่างไรก็ตามมกัพบว่าการเน่าเสียของไส้กรอกจะเกิดจากยสีต์
แบคทเีรยีมากกว่าเชือ้รา 

 
  การทีส่ามารถเก็บรกัษาอาหารในระยะเวลาที่ยาวนานโดยทีอ่าหารนั ้นไม่เกดิการเน่าเสยี  

สามารถน ามาบรโิภคได้  และอาหารนัน้ต้องปราศจากการเน่าเสียทุกประการและมคีุณค่าทาง
โภชนาการครบถ้วน  การเสื่อมคุณภาพของอาหารเกิดจากการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ  การ
เปลีย่นแปลงทางเคม ี การเปลี่ยนแปลงที่เกดิจากการท างานของเอนไซม ์ การเปลีย่นแปลงทีเ่กดิ
จากจุลนิทรยี์  หรอืเกดิจากสาเหตุที่กล่าวมาขา้งต้นมากกว่าหนึ่งสาเหตุ (เตมิศกัดิ ์ ส่งวฒันา. 
ม.ป.ป.”: 1-3) 
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  การกวดขนัในเรื่องสุขอนามยัและการควบคุมความปลอดภยัของเนื้อสตัว์ที่จะน ามาท า  

ไส้กรอกนัน้มคีวามส าคญัมาก  เนื่องจากอนัตรายที่เกดิจากเนื้อสตัว์ที่ ใช้เป็นวตัถุดบิในการผลติ   
ไส้กรอกเกิดการปนเป้ือนของจุลินทรีย์ที่จะท าให้อาหารเป็นพิษ  เพื่อเป็นการป้องกันการ
แพร่กระจายของเชื้อแบคทเีรยีที่จะก่อให้เกิดอาหารเป็นพษิ  บรเิวณที่ใช้ในการเตรยีมวตัถุดิบ
จะต้องมคีวามสะอาดทัง้ก่อนและหลงัการผลติไสก้รอก  ระยะเวลาในการเกบ็รกัษาไส้กรอกจะมี
ขอ้จ ากดั  การเก็บรกัษาไส้กรอกไวใ้นตู้เยน็นัน้เป็นอกีวธิหีนึ่งที่สามารถยบัยัง้การเจรญิ เตบิโตของ
จุลนิทรยีซ์ึง่สามารถเกบ็รกัษาไสก้รอกไว้ได้นาน 3 สปัดาห์และเมื่อพบว่าไส้กรอกเกิดกลิน่เหมน็ก็
ไมค่วรน ามารบัประทาน 

 
ตาราง 4  ปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีทีพ่บในไสก้รอกแหง้ 
 

ประเทศ ปริมาณไบโอจีนิกเอมีนโดยเฉล่ีย (mg/kg) 
ฮีสตามีน พิวเทรสซีน คารด์าเวรีน 

เบลเยยีม 4.1 15.1 2.5 
ฟินแลนด ์ 54 79 50 
รสัเซยี 89 93 10 
เดนมารก์ 9 130 180 
โปแลนด ์ 25.5 54 6 
อยีปิต ์ 5.3 39 19 

 
ทีม่า: Giovanna Suzzi; & Fausto Gardini. (2003) p.43. 
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ตาราง 5  ไบโอจนีิกเอมนีทีเ่ป็นดชันีชีว้ดัในเนื้อสตัวแ์ละผลติภณัฑ ์
 

ผลิตภณัฑ ์ ชนิดไบโอจีนิกเอมีน 
เนื้อววัสด พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนี 
ไสก้รอก Bologna BAI = พวิเทรสซนี+คารด์าเวรนี+ฮสีตามนี+ไทรามนี 
หมสูบัและเนื้อสบั BAI = พวิเทรสซนี+คารด์าเวรนี+ฮสีตามนี+ไทรามนี 
เนื้อหมเูกบ็ที ่6-8OC BAI = พวิเทรสซนี+คารด์าเวรนี+ฮสีตามนี+ไทรามนี 
แฮมเบอรเ์กอร ์ ไทรามนี พวิเทรสซนี ฮสีตามนี คารด์าเวรนี 
เนื้อววัเกบ็ที ่1OC ปราศจากอากาศ พวิเทรสซนี คารด์าเวรนี ไทรามนี 
ไสก้รอกแหง้ ไทรามนี ฮสีตามนี พวิเทรสซนี คารด์าเวรนี 

BAI คอื Biogenic Amines Index 
 
             ทีม่า: DR. CLAUDIA RUIZ-CAPILLAS; & FRANCISCO JIMÉNEZ COLMENERO. 
(2004). Biogenic  Amines in Meat and Meat Products. p. 492. 
 
   ในอาหารประเภทเนื้อสตัว์และอาหารแปรรูปจากเนื้อสตัว์จะมกีระบวนการผลติและการ
เก็บรกัษาด้วยวิธกีารที่แตกต่างกนัออกไปท าให้เนื้อสตัว์ซึ่งเป็นวตัถุดบิหลกัในการผลติที่อยู่ใน
สภาพแวดลอ้มทีแ่ตกต่างกนัออกไปสามารถทีจ่ะส่งผลใหเ้กดิการปนเป้ือนของจุลนิทรยีท์ัง้ชนิดและ
ปรมิาณที่แตกต่างกนั  และเป็นสาเหตุให้เนื้อสตัว์ที่มคีวามสดใหม่  เนื้อสตัว์ที่มกีระบวนการเก็บ
รกัษาด้วยวธิกีารต่าง ๆ  และเนื้อสตัวท์ี่ผ่านกระบวนการแปรรปูมปีรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีชนิด
ต่าง ๆ  ในปรมิาณทีแ่ตกต่างกนั 
 
ตาราง 6  จลุนิทรยีท์ีส่รา้งสารไบโอจนีิกเอมนีในเนื้อสตัวแ์ละผลติภณัฑ์ 
 

ผลิตภณัฑ ์ จลิุนทรีย ์ ไบโอจีนิกเอมีน 
ไสก้รอกสุก Enterococci 

Lactic acid bacteria (LAB) 
ไทรามนี 

ไสก้รอกหมกั LAB 
Enterobacteriaceae 

ไทรามนี 
คารด์าเวรนี 
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ตาราง 6  (ต่อ) 
ผลิตภณัฑ ์ จลิุนทรีย ์ ไบโอจีนิกเอมีน 
เนื้อปลาสด 
เนื้อววัสด 

Pseudomonads พวิเทรสซนี 

 
เนื้อหม ู

 

Carnobacterium 
Lactobacillus curvatus 

Lactobacillus plantarum 

ไทรามนี 

เนื้อหมเูกบ็ที ่5OC Enterobacter cloacae 
Klebsiella pneumoniae 

พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 

เนื้อหม ู ววั  ลกูแกะ 
เกบ็ที ่5OC 

Enterobacteriaceae พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 

เนื้อหม ู ปลา  ววั  
ทีห่่อและไมห่่อพลาสตกิ 

Enterobacteriaceae 
Pseudomonads 

คารด์าเวรนี 
พวิเทรสซนี 

 
เนื้อววัเกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ 

1 OC ภายใตสุ้ญญากาศ 

Lactobacillus divergens 
Lactobacillus carnis 

Hafnia alvey 
Serratia liquefaciens 

ไทรามนี 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรีน 

เนื้อหมเูกบ็ในสภาวะทีม่ ี
คารบ์อนไดออกไซด/์อากาศที่

อุณหภมู ิ2OC 

Brochothrix thermosphacta 
Lactobacilli 

Enterobacteriaceae 

คารด์าเวรนี 
พวิเทรสซนี 

 
ไสก้รอกแหง้ 

Lactobacilli 
Carnobacterium 

Lactobacillus carvatus 
Lactobacillus plantarum 

ไทรามนี 
ฮสีตามนี 

              
             ทีม่า: DR. CLAUDIA RUIZ-CAPILLAS; & FRANCISCO JIMÉNEZ COLMENERO. 
(2004). Biogenic  Amines in Meat and Meat Products. p. 495. 
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บทบาทของสารไบโอจีนิกเอมีนต่อลกัษณะทางกายภาพและชีวภาพ 
 
  ถ้าร่างกายได้รบัสารไบโอจนีิกเอมนีในปรมิาณน้อย  ร่างกายสามารถขบัสารไบโอจนีิก   

เอมนีออกจากร่างกายด้วยระบบการท างานของร่างกาย  ภายใต้สภาวะปกตริ่างกายจะดูดซมึสาร 
ไบโอจนีิกเอมนีจากอาหารอย่างรวดเรว็และมกีารก าจดัออกจากร่างกายโดยอาศยัเอนไซม์เอมนี 
ออกซเิดส (amine oxidases) (Ladero; et al. n.d.: 12) แต่ในบางรายพบว่าอาจท าใหเ้กดิอาการแพ้
หรอืเกดิการยบัยัง้เอนไซมม์อนอเอมนีออกซเิดส (monoamine oxidase) (Mah; et al. 2002: 239–
240) ในกรณีที่ร่างกายได้รบัสารไบโอจนีิกเอมนีในปรมิาณมากเกนิไป  กระบวนการขบัสารไบโอ   
จนีิกเอมนีก็ไม่สามารถทีจ่ะขบัสารไบโอจนีิกเอมนีออกจากร่างกายไดท้ัง้หมดและจะเกดิการสะสม
ของสารไบโอจนีิกเอมนีบางส่วนในร่างกาย  พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีจะช่วยเสรมิความเป็นพษิ
ของสาร    ฮสีตามนีทีม่ต่ีอรา่งกายโดยจะแสดงอาการอย่างรวดเรว็ภายใน 5 นาท ี พวิเทรสซนีและ
คารด์าเวรนีเป็นสารทีม่คีวามสามารถในการยบัยัง้เอนไซมท์ีใ่ชใ้นการขบัสารฮสีตามนี (histamine-
detoxifying enzymes) ออกจากร่างกายกาย เช่น เอนไซมม์อนอเอมนีออกซเิดส (MAO) และไดเอ
มนีออกซเิดส (DAO)  มบีทบาทส าคญัในกระบวนการขบัสารไบโอจนีิกเอมนีออกจากร่างกาย  เมื่อ
เอนไซมถ์ูกยบัยัง้โดยสารใดสารหนึ่งกระบวนการขบัสารไบโอจนีิกเอมนีก็จะถูกยบัยัง้  ความเป็น
พิษของสารฮีสตามีนสามารถยับยัง้โดยยาต้านฮีสตามีน (antihistamines)  ยาต้านมาลาเรีย 
(antimalaria agents)  และยาอื่นๆ ที่สามารถยบัยัง้เอนไซมท์ี่เมทาบอไลต์ฮสีตามนี (histamine-
metabolizing enzymes)  

 
ฮีสตามีน  

  ฮสีตามนี  หรอื  β-aminoethylimidazole  ถูกคน้พบครัง้แรกเมื่อปี ค.ศ. 1910 โดย Dale 
และ Laidlaw และไดร้บัการยนืยนัว่าเป็นสารทีก่่อใหเ้กดิภมูแิพเ้มื่อปี ค.ศ. 1932  ฮสีตามนีมอียู่หรอื
ถูกสงัเคราะห์ขึน้ภายในร่างกายและมชี่วงชวีติที่ส ัน้  เป็นสารสื่อกลาง (mediator) ที่ส าคญัในการ
ตอบสนองต่อการเกดิภมูแิพช้นิดเฉียบพลนัและกลไกการอกัเสบหลายชนิดเมื่อเนื้อเยื่อเกดิบาดแผล  
สารฮสีตามนีสามารถเกดิอนัตรกริยิากบัรเีซปเตอรท์ีม่คีวามจ าเพาะ  เช่น H1, H2, H3  และ H4  ที่
บรเิวณเซลลเ์ป้าหมาย  ฮสีตามนีทีถู่กปล่อยออกมาจะท าใหห้ลอดเลอืดในบรเิวณนัน้ขยายตวั  ท า
ให้พลาสมาซึ่งมตีวักลางของการอกัเสบแบบเฉียบพลนั  แอนตี้บอดี้และเซลล์ซึ่งเกี่ยวขอ้งกบัการ
อกัเสบเลด็ลอดออกจากหลอดเลอืด  นอกจากนี้สารฮสีตามนียงัมบีทบาททีส่ าคัญของการหลัง่กรด
ในกระเพาะอาหาร และออกฤทธิ ์ณ ต าแหน่งที่ถูกสงัเคราะห์ขึน้เท่านัน้  สามารถที่จะเรยีกอกีชื่อ
หนึ่งว่าเป็น  “local hormone”  การสงัเคราะห์ฮีสตามนีในร่างกายนัน้จะถูกสงัเคราะห์ขึ้นเมื่อ
รา่งกายต้องการใชเ้ท่านัน้ (ยุพนิ สงัวรนิทะ; และคนอื่นๆ. 2537: 262-265); (นงลกัษณ์ สุขวาณิชย์
ศลิป์. “ม.ป.ป.”: 17) 
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  ฮีสตามีนเป็นสารที่สามารถละลายน ้ าได้  มีสูตรโครงสร้างที่ประกอบด้วยวงแหวน             
อมิดิา โซล (imidazole) 1 วงและมหีมู่อะมโินเชื่อมต่ออยู่กบัหมู่เมธลินี (methylene) ฮสีตามนีเป็น
เฮเทอโรไซคลกิเอมนีเกดิจากปฏกิริยิาดคีารบ์อกซเิลชนัของกรดอะมโินฮสีตดินี  เร่งด้วยเอนไซม์  
ฮสีตดินีดคีารบ์อกซเิลส  เมือ่รา่งกายไดร้บัฮสีตามนีในระดบัทีม่ากเกนิพอจะส่งผลต่อระบบประสาท  
กระเพาะอาหาร  และระบบไหลเวียนของเลือด  ภาวะความดนัโลหิตต ่ากว่าปกติ  ปวดศรษีะ  
คลื่นไส้  ปวดท้อง ท้องร่วง  หน้าแดงและอาจจะมอีาการอื่น ๆ ร่วมด้วย  การบรโิภคอาหารที่มี
สารไบโอจนีิกเอมนีปนเป้ือนในปรมิาณมากจะท าใหเ้กดิโรคอาหารเป็นพษิ (ยุพนิ สงัวรนิทะ; และ
คนอื่นๆ. 2537: 262-265) 

 
   ฮสีตามนีสามารถพบไดท้ัว่ไปในเนื้อเยื่อของสตัว ์ พชื  และแบคทเีรยี (Mah; et al. 2002: 
239–240)  ฮสีตามนีในร่างกายสงัเคราะหจ์ากกรดอะมโิน แอล-ฮสีตดินี (L-histidine) โดยปฏกิริยิา
ดคีารบ์อกซเิลชนั  ซึง่เร่งโดยเอนไซม ์ แอล-ฮสีตดินีดคีารบ์อกซเิลส  (L-histidine hecarboxylase)  
ซึง่มอียู่มากใน mast cell เซลล์ของผวิหนังชัน้นอก  เซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร  เซลลใ์นระบบ
ประสาทส่วนกลาง  สารฮสีตามนีส่งผลหลายอยา่งต่อรา่งกาย  เช่น  การหลัง่กรดในกระเพาะอาหาร  
การเจริญเติบโตของเซลล์  การแบ่งเซลล์  การเต้นของหัวใจ  ประสาทสัมผัสและการรับรู ้ 
และฮสีตามนียงัตอบสนองต่ออาการแพโ้ดยจะจบักบัรเีซปเตอรท์ีจ่ าเพาะและส่งผลต่อการหดตวัของ
กลา้มเนื้อเรยีบทีบ่รเิวณล าไส ้ ปอด  และมดลกู 
 

  แบคทีเรยีบางชนิดในล าไส้สามารถที่จะสร้างสารฮสีตามนีได้  ส่วนสารฮีสตามนีที่เรา
รบัประทานเขา้ไปหรอืสรา้งโดยแบคทเีรยีในทางเดนิอาหารจะถูกท าลายอย่างรวดเรว็ที่ผนังล าไส ้ 
บางส่วนถูกดูดซมึเขา้สู่ร่างกายจะถูกท าลายที่ตบั  และถูกขบัออกทางปสัสาวะ (ยุพนิ สงัวรนิทะ; 
และคนอื่นๆ. 2537: 262, 264-268) 

 
  สารฮสีตามนีทีเ่กดิในอาหารนัน้ส่วนมากเกดิจากกจิกรรมของจลุนิทรยีใ์นระหว่างการเกบ็ 

รกัษาอาหารนัน้จะเกดิการเปลีย่นแปลงของโปรตนี  เพปไทด์  และกรดอะมโิน  สารเหล่านี้เป็นสาร
ตัง้ต้นในการเกดิเป็นสารผลติภณัฑป์ระเภทเอมนี  การเน่าเสยีของเนื้อสตัว์นัน้เป็นสาเหตุมาจาก
สารฮสีตามนีทีเ่กดิขึน้ในระหว่างกระบวนการหมกัทัง้กระบวนการหมกัในระดบัอุตสาหกรรมและการ
หมกัอาหารทีก่ระท ากนัในครวัเรอืน   
 
   ถ้าร่างกายไดร้บัสารฮสีตามนีเขา้สู่ร่างกายอนัเนื่องมาจากการรบัประทานอาหารที่มสีาร
ฮสีตามนีปนเป้ือน  สารน้ีจะถูกก าจดัออกจากรา่งกายอยา่งรวดเรว็ทางปสัสาวะดว้ยการท างานอย่าง
มปีระสทิธภิาพของเอนไซมเ์อมนีออกซเิดส  แต่การรบัประทานอาหารทีม่กีารปนเป้ือนสารฮสีตามนี
ในปรมิาณมากจะส่งผลท าให้เกดิความเป็นพษิต่อร่างกายเนื่องจากการก าจดัออกไม่หมดและเกดิ
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การสะสมในร่างกาย  เช่น  พษิที่เกิดจากสารฮีสตามนีเนื่องจากการรบัประทานปลาในตระกูล  
scombroid  หรอืกระทัง่การรบัประทานชสี  ส าหรบัมนุษยแ์ละสตัว์ฮสีตามนีถูกย่อยสลายดว้ย
เอนไซม์สองชนิด  ได้แก่  ไดเอมนีออกซเิดส (DAO) และฮสีตามนี-เอ็น-เมทลิทรานส์เฟอเรส 
(HMT) (Maintz & Novak, 2007). เอนไซมไ์ดเอมนีออกซเิดสจะเปลีย่นฮสีตามนีเป็นอมิดิาโซล     
แอซติกิแอซดิซึง่สามารถรวมตวักบัไรโบสก่อนทีจ่ะถูกขบัออกจากร่างกาย  ส่วนเอนไซม์  HMT  จะ
เปลี่ยนสารฮีสตามีนไปเป็นเมทิลฮีสตามีนซึ่งจากนัน้จะถูกเปลี่ยนโดยเอนไซม์มอนอเอมีน         
ออกซิเดสไปเป็นเอ็น-อิมดิาโซลแอซิติกแอซิด  และผลิตภณัฑ์สุดท้ายของสารฮีสตามนีจะเกิด
กระบวนการเมทาบอลซิมึและถูกขบัออกจากร่างกายทางปสัสาวะ  ส าหรบัในร่างกายมนุษยน์ัน้จะ
พบเอนไซมไ์ดเอมนีออกซเิดสไดท้ีบ่รเิวณล าไส ้ การรบัเอาสารฮสีตามนีจากภายนอกเขา้สู่ร่างกาย
เป็นเรือ่งทีม่ขีอ้จ ากดัเนื่องจากสารฮสีตามนีจะแพร่กระจายเขา้สู่ระบบไหลเวยีนในร่างกาย  จากนัน้
จะเกดิการแพรเ่ขา้สู่เขา้สู่เนื้อเยือ่ตามส่วนต่าง ๆ  ของรา่งกายดงันี้  คอื  ตบั  มา้ม  ปอด  ล าไสเ้ลก็  
ช่องทอ้ง (Hesterberg et al., 1984)  เพราะฉะนัน้เอนไซมไ์ดเอมนีออกซเดสจงึเป็นเอนไซมห์ลกัใน
การเมทาบอลซิมึเพื่อย่อยสลายฮสีตามนี  ในขณะที่เอนไซม์  HMT  จะท าหน้าที่ในการ             
เมทาบอลซิมึเป็นล าดบัแรกเนื่องจากเอนไซม ์ HMT  มคีวามจ าเพาะอย่างมากต่อสารฮสีตามนีส่วน
เอนไซม์ DAO จะท าหน้าที่ในการย่อยสลายสารไบโอจนีิกเอมนีอื่น ๆ  เช่น  คาร์ดาเวรนีและ      
พวิเทรสซนี  สารฮสีตามนีและสารไบโอจนีิกเอมนีชนิดอื่น  เช่น  คาร์ดาเวรนี  พวิเทรสซนี  และ       
ไทรามนี  เมื่อรบัเขา้สู่ร่างกายด้วยการรบัประทานอาหารพบว่า  68 - 80 % จะถูกขบัออกจาก
ร่างกายทางปสัสาวะบางส่วนจะถูกขบัออกมากบัอุจจาระ  ส่วนปรมิาณทีเ่หลอืจะถูกย่อยสลายโดย
จลุนิทรยีใ์นล าไส ้ 
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ภาพประกอบ 2  การยอ่ยสลายสารฮสีตามนี 
 
ทีม่า:  ดดัแปลงจาก  Hubert G. Schwelberger 



31 

 

           ร่างกายสามารถทีจ่ะทนต่อความเป็นพษิเมื่อไดร้บัสารฮสีตามนี  180  mg  ทางช่องปาก
โดยจะไม่แสดงความเป็นพษิออกมาใหเ้หน็อย่างชดัเจน  ในขณะที่การรบัเอาสารฮสีตามนีทางเส้น
เลอืดเพยีง 0.007 mg  จะท าใหห้ลอดเลอืดขยายตวัและเพิม่อตัราการเต้นของหวัใจซึง่ฮสีตามนีที่
ระดบัความเขม้ขน้  0.007  mg  นี้จะไม่ส่งผลต่อการดูดซมึทีบ่รเิวณกระเพาะอาหาร  แต่เอนไซมท์ี่
บรเิวณล าไสจ้ะย่อยสลายฮสีตามนีเพื่อป้องกนัไม่ใหถู้กดูดซมึเขา้สู่ร่างกาย  การรบัประทานยาทีม่ ี
ผลต่อการยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์ DAO  ท าใหป้ระสทิธภิาพการท างานลดลงท าให้มปีรมิาณ
ฮสีตามนีในรา่งกายสะสมจนมปีรมิาณมากเกนิพอทีจ่ะท าใหเ้กดิความเป็นพษิขึน้  ซึง่พษิทีเ่กดิขึน้จะ
แสดงอาการอยูร่ะหว่าง  2-3  นาทจีนถงึ  1  ชัว่โมงและอาการจะค่อย ๆ  หายไปในระยะเวลา  2-3  
ชัว่โมง  ซึ่งอาการที่สามารถสงัเกตุได้โดยทัว่ไป  เช่น  ความดนัเลอืดสูงหรอืต ่าจนเกนิไป  อาการ
ปวดศรษีะ  น ้ามกูไหล  ภาวะหวัใจเตน้เรว็ผดิปกต ิ หวัใจบบีตวัอยา่งรนุแรง  เกดิผื่นคนั  อาการคนั
อยา่งรนุแรง  หน้าแดงและหอบหดื  นอกจากนี้ฮสีตามนียงัท าใหส้ารต่าง ๆ  ซมึผ่านหลอดเลอืดได้
ซึ่งผลน้ีท าให้เกิดอาการบวมน ้า  ฮโีมโกลนินปะปนออกมากบัปสัสาวะ  ท าให้เลอืดมคีวามหนืด
เพิม่ขึน้  และภาวะชอ็คอนัเป็นสาเหตุที่เกดิจากการรบัเอาสารฮสีตามนีมากเกนิขดีจ ากดัทีร่่างกาย
จะรบัได ้ นอกจากนี้สารฮสีตามนียงัส่งผลกระทบต่อการหดตวัของกลา้มเนื้อทีบ่รเิวณหลอดลมและ
ล าไสท้ าใหเ้กดิอาการปวดทีบ่รเิวณช่องทอ้ง  ทอ้งรว่ง  และอาเจยีน  เป็นตน้ 
 
ตาราง 7  ปรมิาณสารฮสีตามนีในอาหารชนิดต่าง ๆ 
 

ชนิดของอาหาร ฮีสตามีน (mg/kg) 

ปลาตากแหง้ 348.0 

น ้าปลา 196.0-197.0 

ผกัดอง 39.4-42.6 

ชสี 20.9-62.0 

ผลติภณัฑป์ลา 26.8-31.2 

ไสก้รอกหมกั 23.0-23.6 

 
   การแพ้อาหาร (Allergy) บทความแรกที่ได้อธิบายเกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่าง   

ฮสีตามนีกบัอาการทีแ่สดงความเป็นพษิตพีมิพใ์นประเทศฝรัง่เศสเมื่อปี ค.ศ. 1946 จนกระทัง่มกีาร
รายงานและตพีมิพบ์ทความเกีย่วกบัความเป็นพษิของสารฮสีตามนีทีเ่กดิจากการบรโิภคอาหารบาง
ประเภท  เช่น  ในชสี การบรโิภคอาหารทีม่ปีรมิาณของสารฮสีตามนีปนเป้ือนอยู่ในปรมิาณสูงเป็น
สาเหตุที่จะก่อให้เกิดโรคภูมิแพ้  การแพ้เกิดจากร่างกายได้รบัแอนติเจนท าให้ร่างกายสร้าง    
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แอนตี้บอดี้ท าให้เกิดการหลัง่สารสื่อต่างๆ รวมทัง้ฮสีตามนี  ท าให้เกดิอาการต่างๆ  เช่น  ผื่นคนั  
หดื  ลมพษิ  น ้ามูกไหล  ความดนัโลหติต ่า  ทางเดนิหายใจอกัเสบ (Maintz; & Novak. 2007: 
1185-1196) ซึ่งจากการวินิจฉัยอาการของโรคโดยแพทย์ผู้เชี่ยวชาญพบว่าไม่สามารถที่จะระบุ
สาเหตุทีแ่น่ชดัได ้ อยา่งไรกต็ามอาการทีเ่กดิขึน้สามารถทีจ่ะจ าแนกอาการแพท้ีเ่กดิขึน้ได ้ ในกรณี
ทีผู่ป้ว่ยไมม่อีาการแพอ้ื่นๆ เกดิขึน้ก่อนหน้าน้ี  อาการแพอ้าจเกดิขึน้อย่างรวดเรว็และเป็นปญัหาใน
การรกัษาส าหรบัผูป้ว่ยบางรายทีอ่าการแพเ้กดิอย่างรวดเรว็และรุนแรง  และเมื่อรบัประทานอาหาร
ทีส่ามารถจะก่อใหเ้กดิภมูแิพ ้ เช่น  อาหารทีม่สีารฮสีตามนีในปรมิาณสงู  

 
   นอกจากนี้แลว้การบรโิภคอาหารที่มสีารฮสีตามนีอาจจะไม่ส่งผลใหเ้กดิอาการแพอ้าหาร
เสมอไป  เช่น  มรีายงานว่าเมื่อบรโิภคอาหารที่มรีะดบัของสารฮสีตามนีอยู่ในช่วง 6-25 มลิลกิรมั
ต่อมื้ออาหาร   จะก่อให้เกิดความเป็นพษิต่อร่างกายได้  อย่างไรก็ตามการรายงานเกี่ยวกบัการ
รกัษาอาการความเป็นพษิทีเ่กดิขึน้และเป็นปญัหาดา้นสุขภาพของประชาชนมานาน  การบรโิภค
อาหารที่ปนเป้ือนสารฮีสตามนีที่ระดบัความเข้มข้น  400  มลิลิกรมัต่อกิโลกรมัจะส่งผลที่เป็น
อนัตรายต่อรา่งกาย และการบรโิภคอาหารทีม่สีารฮสีตามนีทีร่ะดบัประมาณ 1000 มลิลกิรมัของสาร
ฮสีตามนีจะก่อให้เกดิความเป็นพษิที่รุนแรงต่อร่างกาย  และอาการของความเป็นพษิจะอยู่ใน
ช่วงเวลาประมาณ 2-3 นาทจีนถงึ 2-3 ชัว่โมงทัง้น้ีขึน้อยู่กบัปจัจยัอื่นๆ ร่วมดว้ย เช่น เพศ วยั และ
การตอบสนองของร่างกาย  โดยอาการที่เกดิขึ้นนัน้จะมอีาการที่รุนแรงในช่วง 2-3 ชัว่โมงแรก
เท่านัน้ 
 
    ไมเกรน (Migraine)  นอกจากนี้จะรวมทัง้โรคปวดศรษีะอื่น ๆ ทีเ่กี่ยวกบัความผดิปกติ
ของหลอดเลอืดทีเ่กดิโดยทราบสาเหตุ  แต่อาการปวดศรษีะทีเ่กี่ยวกบัการขยายตวัของหลอดเลอืด  
สารฮสีตามนีที่ถูกปล่อยออกมาจากผนังหลอดเลอืดหรอืจากปลายประสาทท าหน้าที่กระตุ้นปลาย
ประสาททีห่ลอดเลอืดนี้ 
 

  ภายใตส้ภาวะปกตริะหว่างการดูดซมึสารอาหารทีเ่กดิในร่างกายทีบ่รเิวณกระเพาะอาหาร
จะเกิดการดูดซมึสารไบโอจนีิกเอมนีน้อยมาก  โดยสารไบโอจนีิกเอมนีที่ร่างกายได้รบัจากการ
รบัประทานอาหารจะขบัออกจากร่างกายโดยอาศยัเอนไซมม์อนอเอมนีออกซเิดส (MAO) ไดเอมนี
ออกซเิดส (DAO) และพอลเิอมนีออกซเิดส (PAO) ในกรณีผูป้่วยทีร่บัประทานยาทีส่ามารถยบัยัง้
การท างานของเอนไซม์  MAO, DAO และ PAO เช่นยารกัษาอาการทางจติ  ยารกัษาอาการ      
อลัไซมเ์มอร ์และอาการพารค์นิสนั  จะเกดิการเปลี่ยนแปลงการดูดซมึสารไบโอจนีิกเอมนีซึ่งเป็น
สาเหตุทีท่ าใหเ้กดิความเป็นพษิต่อร่ากาย  ส่วน อลักอฮอล์  แอซติลัดไีฮด ์ สามารถเพิม่ความเป็น
พษิของสารไบโอจนีิกเอมนี และเกดิการซมึผ่านของไบโอจนีิกเอมนีทีผ่นงัล าไสไ้ดด้ขี ึน้ 
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  ส่วนสารไดเอมนี เช่น พวิเทรสซีน  คารด์าเวรนี  สเปอรม์นี  สเปอรม์ดินี  แมว้่าจะไม่มี
พษิโดยตรงแต่กเ็ป็นสารที่สามารถยบัยัง้เอนไซมใ์นการขบัสารฮสีตามนีและไทโรซนี  ดงันัน้จะท า
ใหส้ารฮสีตามนีมคีวามเป็นพษิมากขึน้เนื่องจากมปีรมิาณของฮสีตามนีและไทรามนีในกระแสเลอืด
มากขึน้ 

 
   ผลต่อระบบหัวใจและหลอดเลือด  ฮีสตามีนมฤีทธิข์ยายหลอดเลือดเล็กเน่ืองจาก
กล้ามเนื้อเรยีบของหลอดเลือดเล็กคลายตัวท าให้หน้าแดง  คอแดง  ความดนัโลหิตต ่า  ความ
ตา้นทานการไหลของเลอืดลดลง  และเพิม่การยอมใหส้าร เช่น โปรตนีผ่านออกจากหลอดเลอืดแดง
ฝอยไปยงัเนื้อเยือ่เนื่องจากเซลลบ์ุภายในหลอดเลอืดหดตวัเกดิช่องว่าง  เพิม่การไหลของน ้าเหลอืง
และท าให้เกิดการบวมน ้าในบรเิวณนัน้  เนื่องจากการที่ฮสีตามนีขยายหลอดเลอืดดงักล่าวท าให้
เซลล์บุหลอดเลอืดหดตวัแยกจากกนั  โปรตนีในพลาสมาและของเหลวจะผ่านออกจากหลอดเลอืด
ได้อย่างอิสระ หัวใจบีบตัวแรงและเร็วขึ้น  อาจท าให้เกิ ดภาวะหัวใจเต้นเสียจังหวะได ้              
(ยพุนิ สงัวรนิทะ; และคนอื่นๆ. 2537: 267-268); (นงลกัษณ์  สุขวาณชิยศ์ลิป์.  “ม.ป.ป.”: 20-23) 
   จากการทดสอบการฉีดสารฮีสตามีนเข้าที่ผิวหนังจะท าให้เกิดปรากฎการณ์ 3 อย่าง
เรยีกว่า “triple response”  คอื 
   (1)  จุดแดงเฉพาะที ่(localized red spot) : รอยแดงทีเ่กดิขึน้มขีนาด 1-2 มลิลลิเิมตร
อย่างรวดเรว็รอบบรเิวณที่ฉีดภายในเวลาไม่กี่วนิาทแีละจะปรากฎชดัเจนภายใน 1 นาท ี เป็นผล
จากการทีฮ่สีตามนีท าใหห้ลอดเลอืดเลก็บรเิวณนัน้ขยายตวัอยา่งรวดเรว็ 
   (2)  ผื่นแดง (flare) : หลงัจากทีเ่กดิรอยแดงขึน้แลว้ต่อมาผวิหนังจะแดงอย่างชดัเจน และ
รอ้น  และรอยแดงจะแผ่กระจายจากจดุเริม่ตน้อยา่งชา้ๆ  
   (3) ปรากฎผื่นนูน (wheal) : ภายในเวลา 1 นาททีีบ่รเิวณเดยีวกบัจุดแดงเริม่ต้นจะเกดิ
การผ่านออกของสารต่างๆ ท าใหเ้กดิการบวมน ้าขึน้ทีบ่รเิวณนี้ 
 

   อาการชอ็คเน่ืองจากฮีสตามีน  เกดิเมื่อร่างกายไดร้บัสารฮสีตามนีปรมิาณสูง  จะท าให้
ความดนัเลอืดลดลงอย่างมาก  เมื่อหลอดเลอืดขยายและมกีารเพิม่การยอมให้สารผ่านหลอดเลอืด
เพิม่ขึ้น  เกดิการสูญเสยีพลาสมา  ท าให้ปรมิาณเลอืดในหลอดเลอืดลดน้อยลง  ปรมิาณเลอืดที่
ไหลเวยีนทัว่รา่งกายไมเ่พยีงพอ  ท าใหป้รมิาณเลอืดทีก่ลบัสู่หวัใจลดลงเกดิอาการชอ็คในทีสุ่ด 

 
    โรคแผลในกระเพาะอาหารเน่ืองจากกรด  การเกดิแผลในกระเพาะอาหารและล าไส ้ 
สาเหตุประการหน่ึงเนื่องจากมกีารหลัง่กรดในกรระเพาะอาหารมากเกนิไป  ฮสีตามนีเป็นสารส าคญั
ตัวหนึ่งในการกระตุ้นการหลัง่กรด  การยบัยัง้การหลัง่สารฮีสตามีนจะช่วยบรรเทาโรคแผลใน
ทางเดนิอาหารอนัเน่ืองจากกรดได ้
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พิวเทรสซีนและคารด์าเวรีน 
   พวิเทรสซนี (1,4-diaminobutane) และคารด์าเวรนี (1,5-diaminopentane) เป็นไดเอมนี 
มกัพบในเนื้อทีเ่น่าเสยีแลว้  ใชเ้ป็นดรรชนีบ่งชีก้ารเน่าเสยีของเนื้อ (Marks; & Anderson. 2005: 
60-61); (Latorre-Moratalla; et al. 2008: 913) สารพวิเทรสซนีสามารถเกดิขึน้ในร่างกายมนุษย์
จากปฏกิริยิาการสงัเคราะห์สารพอลิเอมนีโดยไบโอซนิเทนซสิ (biosynthesis)  สารพวิเทรสซนีใน
ร่างกายมคีวามเกี่ยวขอ้งกบัการเจรญิเตบิโตของเซลล์  การแบ่งเซลล ์ (Pavel  Kalač;  &  Petra  
Krausová. 2005: 219-230)  และในอาหารจะเกดิจากปฏกิริยิาดคีารบ์อกซเิลชนัของกรดอะมโิน
ออรน์ิทนีโดยอาศยัการเร่งด้วยเอนไซมอ์อรน์ิทนีดคีารบ์อกซเิลส  นอกจากนี้ยงัสามารถสงัเคราะห์
จากกกรดอะมโินอารจ์นีีนและแอกมาตนิ  ส่วนกรดอะมโินไลซนีเมื่อเกดิปฏกิริยิาดคีารบ์อกซเิลชนั
โดยอาศยัเอนไซมไ์ลซนีดคีารบ์อกซเิลสจะเกดิเป็นสารคารด์าเวรนี 
 
   สารพวิเทรสซนีสงัเคราะห์จากปฏกิิรยิาดคีาร์บอกซเิลชนัของกรดอะมโินออร์นิทนีโดย
อาศยัเอนไซมอ์อรน์ิทนีดคีารบ์อกซเิลส (ODC)  และ  เอส-อะดโีนซลิเมทไทโอนีนดคีารบ์อซเิลส (S-
adenosylmethhionine decarboxylase; AdoMetDC) ส่วนในพชืและจุลนิทรยีน์ัน้สามารถสรา้ง    
สารพวิเทรสซนีโดยการเร่งด้วยเอนไซม์อารจ์นิีนดคีารบ์อกซเิลส (ADC) ภายในเซลล์ของคนที่มี
รา่งกายปกตนิัน้ระดบัของสารพอลเิอมนีมคีวามซบัซอ้นมากแต่จะถูกควบคุมโดยการสงัเคราะหท์าง
ชวีวทิยาและเรง่โดยเอนไซม ์(Mitchell J. L. A. 2003; 89)  
 

Arginine

Ornithine

Arginase

Agmatine

ADC

CO2

Putrescine

ODC CO2 Agmatinase

 
 

ภาพประกอบ 3  กระบวนการสงัเคราะหส์ารพวิเทรสซนีในร่างกาย 
 

             ทีม่า :  Mitchell, J. L. A. (2003). p. 89. 
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   สารพวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีนัน้ส่งผลเพยีงเล็กน้อยต่อร่างกายมนุษยแ์ตกต่างจากสาร
ฮสีตามนีและไทรามนีทีท่ าใหเ้กดิภาวะความดนัโลหติต ่ากว่าปกติ  อาการหวัใจเต้นช้า  ขากรรไกร
แขง็  อาการเหน็บชาเฉพาะส่วนหรอือมัพาตบางส่วน  สารพวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีจะเสรมิความ
เป็นพิษของสารไบโอจนีิกเอมนีชนิดอื่น ๆ  โดยเฉพาะอย่างยิง่การเสรมิความเป็นพิษของสาร  
ฮสีตามนี  ความเป็นพษิของสารพวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีนัน้ท าไดโ้ดยการศกึษาความสามารถ
ในการยบัยัง้ของเอนไซม ์ DAO  และ  HMT  ในหนู  จากการศกึษาในหนูพบว่าทัง้สารพวิเทรสซนี
และคาร์ดาเวรีนสามารถท าให้ปริมาณสารฮีสตามีนในร่างกายมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น (un-
metabolized) และในขณะเดยีวกนัสารฮสีตามนีทีถู่กเมทาบอลซิมึที่สามารถตรวจพบในปสัสาวะกม็ี
ปรมิาณลดน้อยลง นอกจากนี้สารไดเอมนีสามารถเกดิปฏกิริยิากบัไนไทรทเ์กดิเป็นสารไนโตรซามนี
ซึง่เป็นสารก่อมะเรง็   
 

  พวิเทรสซีนและคาร์ดาเวรนีเป็นสารที่พบในอาหารหมกัดองเช่นเดยีวกบัสารฮสีตามนี  
และพบไดบ้่อยครัง้ในเนื้อปลาและยงัเป็นสารที่ใชบ้่งบอกถงึการเน่าเสยีของอาหาร  จากการศกึษา
พบว่าการเก็บรกัษาเนื้อววัที่อุณหภูม ิ1oC เป็นเวลานาน  8  สปัดาห์  โดยเก็บแบบสุญญากาศ
พบว่าเชือ้  Enterobacter  ผลติสารคารด์าเวรนีมากกว่าพวิเทรซนี  ส่วนเนื้อววัทีเ่กบ็ในที่มอีากาศ
พบว่าเชือ้  Pseudomonas  ผลติพวิเทรสซนีมาก กว่าคารด์าเวรนี  นอกจากอากาศแล้วพบว่า
อุณหภูมกิ็เป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่ท าให้เนื้อและผลติภณัฑ์เกิดการเน่าเสยี  เนื่องจากการเก็บเนื้อที่
อุณหภมู ิ0 oC  จะท าใหเ้ชือ้จลุนิทรยีช์นิดทีส่ามารถเจรญิไดด้ทีีอุ่ณหภูมติ ่าเตบิโตไดเ้ป็นอย่างดีและ
หนึ่งในจ านวนนี้คอืเชื้อจุลนิทรยี์ที่สามารถสร้างเมอืกได้  รวมทัง้เชื้อจุลนิทรยี์ที่ท าให้เนื้อเกิดรส
เปรีย้ว ระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารพวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีทีจ่ะช่วยเสรมิความเป็นพษิของ
สารฮสีตามนีนัน้ยงัไม่เป็นทีท่ราบแน่ชดั  อตัราส่วนระหว่างสารพวิเทรสซนีหรอืคารด์าเวรนีต่อสาร
ฮสีตามนีต้องมคี่ามากพอทีจ่ะท าใหเ้กดิอันตรายต่อร่างกาย  และยงัไม่เป็นทีท่ราบแน่ชดัว่าปรมิาณ 
สารพวิเทรสซนีและคาร์ดาเวรนีในเนื้อสตัว์ที่เกิดการเน่าเสยีนัน้จะต้องมปีรมิาณมากเพยีงใดที่จะ
ช่วยเพิม่ความเป็นพษิของสารฮสีตามนีในรา่งกายมนุษย ์
 
ตาราง 8  ปรมิาณสารพวิเทรสซนีในอาหารชนิดต่าง ๆ 
 

ชนิดของอาหาร พิวเทรสซีน (mg/kg) 
ไวน์ขาว 5.2 
ไวน์แดง 4.2-4.8 
เบยีร ์ 3.3-3.5 
น ้าปลา 98.1-99.3 
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ตาราง 8  (ต่อ) 
 

ชนิดของอาหาร พิวเทรสซีน (mg/kg) 
ซอสปรงุรส 6.0-13.6 
ปลาหมกั 13.4-17.0 

ไสก้รอกหมกั 84.2-84.6 
ผกัดอง 264.0 
ผกัอื่น ๆ 449.0 

 
ตาราง 9  ปรมิาณสารคารด์าเวรนีในอาหารชนิดต่าง ๆ 
 

ชนิดของอาหาร คารด์าเวรีน (mg/kg) 
เนื้อทีผ่่านการปรงุสุก 17.2-17.5 

เนื้ออื่น ๆ  6.7-6.8 
เบยีร ์ 1.3-1.5 
น ้าปลา 180.0-182.0 

ซอสปรงุรส - 
ปลาหมกั 1690.0 

ไสก้รอกหมกั 37.4-38.0 
เนื้อหมกั 14.0-17.3 

ชสี 72.0-109.0 
ผกัดอง 26.0-35.4 

 
ตาราง 10  ปริมาณสารไบโอจีนิกเอมีนท่ีรบัเข้าสู่ร่างกายในหน่ึงวนั 
 

ปริมาณสารไบโอจีนิกเอมีนท่ีได้รบัจากการรบัประทานอาหร (mg/day) 
  ฮีสตามีน พิวเทรสซีน คารด์าเวรีน 

 
เครือ่งดื่มอลักอฮอล ์

เบยีร ์ 3.6-24.2 6.2-41.9 4-26.7 
เหลา้ 0.1-1.1 0.2-1.4 <0.1-0.1 

ไวน์แดง 2.5-12.4 1.9-11.5 0.1-1.6 
ไวน์ขาว 0.1-3.9 0.2-6.5 <0.1-0.6 



37 

 

ตาราง 10  (ต่อ) 
 

ปริมาณสารไบโอจีนิกเอมีนท่ีได้รบัจากการรบัประทานอาหร (mg/day) 
 ฮีสตามีน พิวเทรสซีน คารด์าเวรีน 

ปลาและผลติภณัฑ ์ เนื้อปลาหมกั 0.3-12.6 0.6-2.7 0.3-12.4 
ผลติภณัฑอ์ื่น ๆ 8.8-41.4 3.8-10.9 18.9-53.8 

 
ผลติภณ์ัเนื้อ 

ไสก้รอกหมกั 6.4-31.1 14.5-83.6 6.7-38.5 
เนื่อทีท่ าใหสุ้ก 1.4-9.9 5.3-38.6 3.3-23.9 

เนื้อื่น ๆ 0.8-1.4 20.9-36.9 4.3-7.5 
 

ผลติภณัฑน์ม 
ชสี 13-32.1 14.3-35.3 47-116.1 

โยเกริต์ 0.3-0.8 0.3-0.9 2.6-8.2 
ผลติภณัฑอ์ื่น ๆ 0.2-0.6 0.3-0.9 0.9-2.9 

ซอสปรงุรส น ้าปลา 0.4-29.9 0.1-8.3 0.4-25.1 
ผกัและผลติภณัฑ ์ ผกัดอง 0.8-27.6 4.9-164.7 0.8-28.2 

 ผกัอื่น ๆ <0.1-0.2 13.4-93.6 3.7-25.6 

 

งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัการศึกษาปริมาณ สารฮีสตามีน พิวเทรสซีน  และ 
คารด์าเวรีน 
 
   วธิวีเิคราะหท์ีม่คีวามไวและมคีวามรวดเรว็ส าหรบัการวเิคราะหฮ์สีตามนีนัน้มคีวามจ าเป็น
อยา่งมากเนื่องจากฮสีตามนีเป็นสารไบโอจนีิกเอมนีหนึ่งในหลาย ๆ  ชนิดทีส่่งผลรุนแรงต่อร่างกาย
มนุษยต์ามหลกัของ  hazard analysis critical control point  หรอืมชีื่อย่อว่า  HACCP  เพื่อให้
สามารถมัน่ใจได้ว่าผลติภณัฑ์ไส้กรอกนัน้มคีวามปลอดภยั  วธิีการที่เกี่ยวข้องกบัการวิเคราะห์
ปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนี ไดแ้ก่  แคปิลารอีเิลก็โทรโฟเรซสิ (CE)  เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี 
(GC)  เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (TLC)  และเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สงู (HPLC)   
 
การสกดัตวัอย่างด้วยตวัท าละลาย 
   ก่อนกระบวนการวเิคราะหด์ว้ยเครื่องมอืหรอืวธิทีีม่คีวามจ าเพาะเจาะจง  ขัน้ตอนของการ
เตรยีมตวัอยา่งมคีวามส าคญัต่อความถูกต้องต่อปรมิาณทีต่รวจพบ  โดยมากการเตรยีมตวัอย่างจะ
อาศยัการสกดัด้วยตวัท าละลายเพื่อก าจดัสารอื่น ๆ  ที่จะรบกวนกระบวนการวเิคราะห์ปรมิาณซึ่ง
สามารถท าการสกดัดว้ยสารละลายกรด เช่น  กรดไตรคลอโรแอซติกิ  กรดไฮโดรคลอรกิ  กรดเปอร์
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คลอรกิ  หรอืตวัท าละลายอนิทรยี ์ เช่น  ปิโตรเลยีมอเีทอร ์ คลอโรฟอรม์  เมทานอล  เอทานอล  
เป็นตน้  จากนัน้ท าการกรองสารตวัอยา่งเพื่อก าจดักากตะกอนออกจนไดส้ารละลายใส 
 
ตาราง  11  ตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการสกดัตวัอยา่ง 
 

ตวัท าละลาย ตวัอย่าง เอมีน รีเอเจนต์ 
 

6%TCA 
ปลา 

กะหล ่าปลดีอง 
ไวน์ 

 
ฮสีตามนี 

 
OPA 

0.1M HCl ไวน์ ไบโอจนีิกเอมนี OPA 
0.6M HClO4 เนื้อ ไบโอจนีิกเอมนี OPA 
0.6M HClO4 ไสก้รอก ไบโอจนีิกเอมนี OPA 
0.6M HClO4 ผลติภณัฑป์ลา ไบโอจนีิกเอมนี OPA 
10%TCA ซารด์นี ฮสีตามนี OPA 

0.6M HClO4 ชสี 
นม 

ไบโอจนีิกเอมนี OPA 
 

0.1 M HCl ชสี ไบโอจนีิกเอมนี OPA 
0.1 M HCl ชสี ไบโอจนีิกเอมนี แดนซลิคลอไรด ์

 
0.1M HCl 

ปลา 
ชสี 
เนื้อ 

 
ไบโอจนีิกเอมนี 

 
แดนซลิคลอไรด ์

 
 

5%TCA 

 
 

ปลา 

พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ฮสีตามนี 
สเปอรม์ดินี 
สเปอรม์นี 

 
 

แดนซลิคลอไรด ์

เมทานอล ปลากระป๋อง ไบโอจนีิกเอมนี แดนซลิคลอไรด ์
10%TCA เนื้อ ไทรามนี แดนซลิคลอไรด ์
0.1M HCl ไสก้รอก ไบโอจนีิกเอมนี แดนซลิคลอไรด ์
0.4M HClO4 เนื้อ ไบโอจนีิกเอมนี แดนซลิคลอไรด ์
บวิทานอล ไวน์ ไบโอจนีิกเอมนี แดนซลิคลอไรด ์
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TCA  คอื  กรดไตรคลอโรแอซติกิ 
OPA  คอื  ออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด ์
ACN  คอื  อะซโิตไนไตรต์ 
HCl  คอื  กรดไฮโดรคลอรกิ 
HClO4  คอื  กรดเปอรค์ลอรกิ 

 
             ทีม่า: J. Karovičová  &  Z. Kohajdova.  (2005). Biogenic  Amines  in  Food.     
p.75-77. 
 
การวิเคราะหแ์บบ  Rapid  Semi-Quantitative  
   โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบางหรอื thin layer chromatography (TLC) มกีลไกการแยก
สารโดยอาศยัการกระจายตวัของสารบนตวัดูดซบั (sorbent)  และวฏัภาคเคลื่อนที่ที่แตกต่างกนั  
สารต่างชนิดกนัจะถูกดูดซบัได้แตกต่างกนัที่ตวัเพลท  วฎัภาคนิ่งในโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง
นัน้เป็นของแขง็  เช่น  ซลิกิาหรอือะลูมนิาที่เคลอืยอยู่บนผวิแก้วหรอืแผ่นอะลูมเินียม  จากนัน้น า
สารละลายของสารผสมมาจุด (spot) ลงบนด้านล่างของแผ่นโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (TLC 
plate) และรอให้แห้ง  จากนัน้น าเพลตนี้ไปใส่ลงในภาชนะที่มฝีาปิด (chamber) ซึ่งภายในบรรจ ุ 
วฏัภาคเคลื่อนทีม่ปีรมิาตรต ่ากว่าจุดของสารตวัอย่าง  และในภาชนะทีบ่รรจุวฏัภาคเคลื่อนทีจ่ะต้อง
มบีรรยากาศทีอ่ิม่ตวัดว้ยไอระเหยของสารละลายทีใ่ชเ้ป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่ และการระเหยของตวัท า
ละลายในเพลตเกดิขึน้น้อยทีสุ่ดก่อนทีก่ระบวนการแยกสารจะเสรจ็สมบูรณ์  เมื่อวฏัภาคเคลื่อนที่ได้
เคลื่อนที่ถึงจุดสูงสุดของเพลต (solvent front) จะน าเอาเพลตออกจากภาชนะที่บรรจุวฏัภาค
เคลื่อนทีแ่ละบนัทกึระยะทางทีต่วัท าละลายเคลื่อนทีก่่อนทีต่วัท าละลายจะแหง้เพื่อใชใ้นการค านวณ
ค่า Rf   

Rf   =    ระยะทางทีส่ารเคลื่อนที่  

                                           ระยะทางทีต่วัท าละลายเคลื่อนที ่                        (2) 
 

   การระบุชนิดของสารหลงัจากที่ท าการแยกด้วยโคราโทกราฟีแบบแผ่นบางท าไดโ้ดยการ
เปรยีบเทยีบค่า  Rf  ของสารในตวัอย่างเปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน  ขอ้เสยีคอืค่า  Rf  ทีไ่ดจ้าก
การทดลองแต่ละครัง้ในหอ้งปฏบิตักิารจะมคี่าแตกต่างกนัออกไปไม่มคีวามแม่นย า (reproducibility) 
ปจัจยัทีส่่งผลต่อค่า  Rf   ของสาร  คอื  ลกัษณะทางธรรมชาติของสาร  อตัราการเคลื่อนทีข่องวฏั
ภาคเคลื่อนที่  ปรมิาตรและองค์ประกอบของวฏัภาคเคลื่อนที ่ สภาวะในการเกดิสมดุล  ความชื้น
สมับรูณ์  และวธิกีารทีใ่ชใ้นการเตรยีมตวัอย่าง  นอกจากนี้โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบางยงัสามารถ
บอกถงึความบรสิุทธิข์องสารมาตรฐานไดด้ว้ย   
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   Judite Lapa-Guimarães และ Jana Pickova  ใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแนบาง 
(TLC) ท าการศึกษาการแยกสารไบโอจนีิกเอมนีจ านวน  9  ชนิดได้แก่  แอกมาตนิ  พวิเทรสซนี  
ทรปิตามนี  คารด์าเวรนี  สเปอรม์ดินี  ฮสีตามนี  สเปอรม์นี  ไทรามนี  และเบตา-ฟีนิลเอทลิลามนี
โดยอาศยัการเกดิปฏกิริยิาระหว่างสารไบโอจนีิกเอมนีเหล่านี้กบัสารแดนซลิคลอไรด ์ ปฏกิริิยาเกดิ
ดงัแสดงในภาพประกอบ  4 
 

N(CH
3
)
2

SO
2
Cl

Dansyl chloride
(DNS-Cl)

+ R-NH
2

N(CH
3
)
2

SO
2

NHR
                   

 
ภาพประกอบ 4  ปฏกิริยิาระหว่างแดนซลิคลอไรดก์บัเอมนี 

 
   จากการศกึษาชนิดของตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการพาสารใหเ้คลื่อนทัง้การศกึษาระบบทีเ่ป็น
แบบ  single  development – solvent  system  และระบบทีเ่ป็นแบบ  double  development  
system  ดงัแสดงในตาราง  12 
 
ตาราง 12   สารตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการดเีวลลอปเดีย่ว (single  development – solvent  system) 
 

single  development – solvent  system Ratio 

คลอโรฟอรม์ : ไตรเอทลิลามนี 4 : 1 

ไซโคลเฮกเซน : เอทลิแอซเิตต 1 : 1 
ไซโคลเฮกเซน : ไดเอทลิอเีทอร ์: ไตรเอทลิลามนี 6 : 4 : 1 

ไดเอทลิอเีทอร ์: อะซโิตน : ไตรเอทลิลามนี 10 : 2 : 1 

คลอโรฟอรม์ : ไดเอทลิอเีทอร ์: ไตรเอทลิลามนี 4 : 1 : 1 

 
ทีม่า: Judite Lapa-Guimarães. & Jana Pickova. (2004). New solvent systems for thin-layer    
       chromatographic determination of nine biogenic amines in fish and squid. p. 225. 
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ตาราง 13  สารตวัท าละลายทีใ่ชใ้นการดเีวลลอปคู่   (double  development – solvent  system)   
 

double  development – solvent  system Ratio 

คลอโรฟอรม์ : ไตรเอทลิลามนี 
ไดเอทลิอเีทอร ์: คลอโรฟอรม์ : อะซโิตน : ไตรเอทลิลามนี 

 

4 : 1 
4 : 6 : 1 : 1 

ไซโคลเฮกเซน : เอทลิแอซเิตต 
ไดเอทลิอเีทอร ์: อะซโิตน : ไตรเอทลิลามนี 

1 : 1 
10 : 2 : 1 

 
คลอโรฟอรม์ : ไดเอทลิอเีทอร ์: ไตรเอทลิลามนี 
ไดเอทลิอเีทอร ์: อะซโิตน : ไตรเอทลิลามนี 

6 : 4 : 1 
10 : 2 : 1 

 
คลอโรฟอรม์ : ไดเอทลิอเีทอร ์: ไตรเอทลิลามนี 

คลอโรฟอรม์ : ไตรเอทลิลามนี 
6 : 4 : 1 

6 : 1 
 
ทีม่า: Judite Lapa-Guimarães. & Jana Pickova. (2004). New solvent systems for thin-layer    
       chromatographic determination of nine biogenic amines in fish and squid. p. 225. 
 
จากการแยกดว้ยโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบางดว้ยตวัท าละลายทีแ่สดงดงัตาราง 12 และตาราง  13  
ไดผ้ลการทดลองแสดงดงัตาราง 14 
 
ตาราง  14  ค่า Rf  ของสารไบโอจนีิกเอมนีทีไ่ดจ้ากการแยกดว้ยเทคนิค TLC 
 

Biogenic  amines Retardation  factor (Rf) 
แอกมาตนิ 0.00 
คารด์าเวรนี 0.47 
ฮสีตามนี 0.63 
พวิเทรสซนี 0.34 
สเปอรม์ดินี 0.59 
สเปอรม์นี 0.73 
ทรปิตามนี 0.32 
ไทรามนี 0.71 
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ตาราง  14  (ต่อ) 
 

Biogenic  amines Retardation  factor (Rf) 
เบตา-ฟีนิลเอทลิลามนี N.D. 

N.D.  คอืไมส่ามารถตรวจพบดว้ยวธิกีารนี้ 
 
ทีม่า: Judite Lapa-Guimarães. & Jana Pickova. (2004). New solvent systems for thin-layer    
       chromatographic determination of nine biogenic amines in fish and squid. p. 226. 

 
   A. R. Shalaby ตรวจหาสารไบโอจนีิกเอมนี  ไดแ้ก่  ฮสีตามนี  คารด์าเวรนี  พวิเทรสซนี   
ฟีนิลเอทลิลามนี  ไทรามนี  ทรปิตามนี  สเพนนิน  และสเปอร์มดินีในอาหาร  ได้แก่  ปลาเฮอรงิ
รมควนัจ านวน  9  ตวัอย่าง  ชสีจ านวน  9  ตวัอย่าง  และไส้กรอก  10  ตวัอย่างรวมทัง้สิ้น  28  
ตวัอย่างโดยท าการวเิคราะห์แบบกึ่งปรมิาณวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง
ร่วมกบัการเกดิปฏกิริยิาระหว่างไบโอจนีิดเอมนีกบัแดนซลิคลอไรด์  และใช้ระบบตวัท าละลายใน
การดเีวลลอป (developing solvent system)  เป็น คลอโรฟอรม์ / เบนซนี / ไตรเอทลิลามนี 
อตัราส่วน 6:4:1 v/v/v และระบบทีส่องใช้ เบนซนี / อะซโิตน / ไตรเอทลิลามนี  อตัราส่วน  10:2:1 
v/v/v  วธิกีารดงักล่าวสามารถแยกสารไบโอจนีิกเอมนีทัง้ 8 ชนิดได้และสามารถน าไปใช้ในการ
วเิคราะหโ์ดยภาพรวมส าหรบัสารไบโอจนีิกเอมนีทีป่นเป้ือนในอาหาร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ  5  แสดง TLC Plate  ในการแยกสารไบโอจนีิกเอมนี 

A  คอื  คลอโรฟอรม์/เบนซนี/ไตรเอทลิลามนี  (6:4:1 v/v/v) 
B  คอื  เบนซนี/อะซโิตน/ไตรเอทลิลามนี  (10:2:1  v/v/v) 
C  คอื  การผสมระหว่าง A:B 

หมายเลข 1  คอื  เบตา – ฟีนิลเอทลิลามนี 
หมายเลข 2  คอื  ไทรามนี 
หมายเลข 3  คอื  สเปอรม์นี 
หมายเลข 4  คอื  ฮสีตามนี   
หมายเลข 5  คอื  สเปอรม์ดินี 
หมายเลข 6  คอื  คารด์าเวรนี 
หมายเลข 7  คอื  พวิเทรสซนี 
หมายเลข 8  คอื  ทรปิตามนี 
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             ทีม่า:  A. R. Shalaby. (1995). Significance of Biogenic Amines to Food Safety  and 
Human Health. p. 369. 
 
ตาราง 15  ค่า  Rf  และสขีองสารอนุพนัธแ์ดนซลิคลอไรด ์
 

ไบโอจีนิกเอมีน Rf สีของสารอนุพนัธ์ 

ทรปิตามนี 0.45 เขยีว – เหลอืง 
พวิเทรสซนี 0.49 เขยีว 

คารด์าเวรนี 0.57 เขยีว 

สเปอรม์ดินี 0.62 เขยีว 

ฮสีตามนี 0.66 สม้ – เหลอืง 

สเปอรม์นี 0.71 เขยีว 

ไทรามนี 0.78 เหลอืง 

ฟีนิลเอทลิลามนี 0.81 น ้าเงนิ 

              
            ทีม่า:  A. R. Shalaby. (1995). Significance of Biogenic Amines to Food Safety  and 
Human Health. p. 369. 
 
วิธีทางโครมาโทกราฟี (Chromatographic methods) 
   เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงเป็นเทคนิคที่ได้รบัความนิยมในการใช้
วเิคราะห์ปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีในตวัอย่างที่สนใจ  ซึ่งกระบวนการวเิคราะห์เชงิปรมิาณจะ
อาศยัการท าปฏกิริยิากบัสารอื่นเพื่อใหไ้ดส้ารอนุพนัธท์ีม่คีุณสมบตัทิางเคมเีปลีย่นไปและเหมาะกบั
ตัวตรวจวดัสญัญาณที่ใช้  ส าหรบัสารเคมทีี่ใช้ในการท าปฏิกิริยากับสารไบโอจนีิกเอมนี  เช่น     
แดนซิลคลอไรด์   เบนโซอิลคลอไรด์   ฟลูออ เรสซีน   9–ฟลูออรีนิล เมทิลคลอโรเมต                   
ออร์โท-พทาลไดอัลดีไฮด์  แนฟทาลีน -2,3-ไดคาร์บอกซาลดีไฮด์  เอ็น-แอซิติลซิสเตอีน             
2-เมอร์แคปโตเอทานอล  เป็นต้น  ซึ่งแดนซลิคลอไรด์มขี้อจ ากัดเรื่องความเสถียรและแดนซิล    
คลอไรด์มคีวามไวต่อแสง  รวมทัง้ในการเกิดปฏกิิรยิาต้องใช้ความร้อนและใช้เวลานาน  ส าหรบั 
เบนโซอลิคลอไรดส์ามารถเกดิปฏกิริยิากบัสารเอมนีปฐมภมูแิละทุตยิภมูไิด ้ และมคีวามเสถยีรไม่ไว
ต่อแสงแต่สารมกีลิน่เหมน็  แต่ออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์เป็นรเีอเจนต์ที่นิยมใช้อย่างกว้างขวาง  
เพื่อวิเคราะห์ปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีด้วยตวัตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซ็นต์   ปฏิกิรยิาเกิดใน
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สภาวะที่เป็นเบส เช่นบอเรตบัฟเฟอร์ pH 9.2-9.5  ข้อดีของออร์โท-พทาลไดอัลดีไฮด์คือ
เกดิปฏกิริยิาอยา่งรวดเรว็กบัสารไบโอจนีิกเอมนีโดยใชเ้วลาประมาณ  30 วนิาทถีงึ 3 นาท ี
 
   วธิวีเิคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงสามารถท าได้ทัง้คุณภาพ
วเิคราะหแ์ละปรมิาณวเิคราะห ์ ขอ้มลูทีไ่ดจ้ากโครมาโทแกรมทีใ่ช้บ่งชีด้า้นคุณภาพวเิคราะห ์ คอืค่า
ระยะเวลารีเทนชัน  ที่สภาวะในการทดลองเดียวกันทัง้วัฏภาคเคลื่อนที่และวัฏภาคนิ่ ง   
องคป์ระกอบของวฏัภาคเคลื่อนนัน้เป็นปจัจยัทีใ่ชใ้นการพจิารณาระยะเวลารเีทนชนัของสารในการ
แยกด้วยเทคนิครเีวิร์สเฟสโครมาโทกราฟี  ส าหรบัการแยกอนุพนัธ์ของสารผสมของฮีสตามนี     
พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีด้วยเทคนิครเีวริส์เฟสโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงต้องหา
องค์ประกอบของวฏัภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมเพื่อให้สามารถแยกสารทัง้สามให้แยกออกจากกัน
อยา่งเดด็ขาด  และใชเ้วลาในการวเิคราะหส์ัน้ทีสุ่ด  ซึง่กระบวนการศกึษาองคป์ระกอบของวฏัภาค
เคลื่อนทีส่ามารถท าไดโ้ดยใชก้ารลองผดิลองถูก (try  and  error)     
 
   การศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการแยกสารดว้ยระบบรเีวริส์เฟสโครมาโทกราฟีนัน้จะ
ประกอบด้วยขัน้ตอนต่าง ๆ  เช่น  การเลอืกคอลมัน์  การศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยก
สารทีส่ะดวกทีสุ่ดคอืการออพตไิมซว์ฏัภาคเคลื่อนที ่ เช่น  การปรบัความแรงของวฏัภาคเคลื่อนโดย
การเพิม่รอ้ยละของอะซโิตไนไตรต์ที่เป็นองค์ประกอบในวฎัภาคเคลื่อนที่  ท าให้ความสามารถใน
การชะสารได้ดยีิง่ขึน้เนื่องจากความมขีัว้เพิม่มากขึน้  แต่สิง่ที่ต้องค านึงถงึกค็อื  ความสามารถใน
การละลายซึ่งกันและกันระหว่างอะซิโตไนไตรต์กับแอซิเตตบฟัเฟอร์  การปรบัอัตราส่วนของ      
วฏัภาคเคลื่อนที่เพื่อให้ได้ค่าแคพปาซิตี้แฟกเตอร์ (k’)  ที่เหมาะสมซึ่งสามารถท าได้โดยการ
เปลี่ยนแปลงรอ้ยละของตวัท าละลายอนิทรยีจ์นกระทัง่พกีสองพคีทีอ่ยู่ตดิกนัสามารถแยกออกจาก
กนัไดอ้ย่างเดด็ขาด  ซึง่แคพปาซติี้แฟกเตอรเ์ป็นพารามเิตอรท์ีใ่ช้กนัอย่างกวา้งขวางเพื่ออธบิาย
อตัราการเคลื่อนทีข่องสารในคอลมัน์  ค่า  k’  สามารถค านวณไดจ้ากโครมาโทแกรมตามสมการ  3 
 

   
        

  
 

   ในขัน้ตอนของการวิเคราะห์นั ้นมีหลายปจัจัยที่ส่งผลต่อการแยก  ปจัจัยหน่ึงที่มี
ความส าคญัต่อความสามารถในการแยกสารทัง้สามชนิดให้แยกออกจากกนัได้อย่างเดด็ขาด  คอื  
การเปลีย่นแปลงค่า  pH  ของสารละลายบฟัเฟอรท์ีใ่ชเ้ป็นวฏัภาคเคลื่อน  และการเปลีย่นแปลงค่า  
pH  ของวฏัภาคเคลื่อนที่นี้ยงัส่งผลต่อความเสถยีรและระยะเวลาการใชง้านของคอลมัน์  ในการ
ทดลองที่มกีารใช้สารละลายบฟัเฟอร์เป็นองค์ประกอบในวฏัภาคเคลื่อนที่จะต้องมกีารเลือกใช้
คอลมัน์ทีส่ามารถทนทานต่อช่วง  pH  ทีใ่ชใ้นการทดลอง  เนื่องจากอนุภาคของซลิกิาอาจจะเกดิ
การละลายและหลุดออกจากคอลมัน์ได ้ ซึง่จะส่งผลต่อการแยกสารในระยะยาว  และสิง่ทีส่ าคญัอกี

(3) 
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ประการหน่ึงทีต่อ้งค านึงถงึกค็อื  ตอ้งมกีารทดสอบความสามารถในการละลายซึง่กนัและกนัระหว่าง
สารละลายบฟัเฟอรก์บัตวัท าละลายอินทรยีเ์มื่อจ าเป็นต้องใช้วฏัภาคเคลื่อนที่ที่เป็นตวัท าละลาย
ผสมสองชนิด  เนื่องจากการใชว้ฎัภาคเคลื่อนทีท่ีเ่ป็นสารละลายบฟัเฟอรแ์ละตวัท าละลายอนิทรยีจ์ะ
เกดิการตกตะกอนของสารละลายบฟัเฟอรใ์นคอลมัน์ได ้ และต้องเป็นสารเคมทีีม่คีวามบรสิุทธิส์ูงใน
ระดบั   “HPLC grade”  เนื่องจากเมื่อมกีารปนเป้ือนของสารเคมอีื่น ๆ  เมื่อน ามาใชเ้ป็นวฏัภาค
เคลื่อนทีจ่ะส่งผลต่อระบบของโครมาโทกราฟี  เช่น  การเกดิพีคทีไ่ม่ต้องการ  (ghost  peak)  ส่วน
ความเขม้ขน้ของตวัท าละลายอนิทรยีจ์ะส่งผลอย่างมากต่อระยะเวลารเีทนชนัของสารอนุพันธท์ีท่ า
การแยก   
 

  ปจัจัยหน่ึงที่มีความส าคัญต่อค่าการแยก  (resolution; RS)  ของสารฮีสตามีน            
พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีกค็อือตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่  เนื่องจากการไหลของวฏัภาค
เคลื่อนทีม่คีวามเกี่ยวขอ้งกบัระยะเวลาทีว่ฏัภาคเคลื่อนทีจ่ะสมัผสักบัวฏัภาคนิ่ง  การเพิม่อตัราการ
ไหลจะท าให้สารถูกชะออกมาจากคอลมัน์ได้เรว็ขึน้  ประสทิธภิาพในการแยกลดลงเนื่องจากสาร
และวฏัภาคนิ่งไม่เกดิอนัตรกริยิาซึ่งกนัและกนัท าให้ความจ าเพาะในการแยกลดลง  ส าหรบัการใช้
อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีน้่อยเกนิไปจะใชร้ะยะเวลาในการแยกสารนาน  และแถบของสาร
จะเกิดการแพร่ตามแนวยาวของคอลมัน์ได้มากขึ้น  ท าให้ค่าการแยกลดลงเนื่องจากพีกที่ได้มี
ลกัษณะของฐานพีคกว้าง  และเกิดพีคมหีาง  ประสิทธิภาพในการแยกลดลง  และใช้ปรมิาตร
ของวฏัภาคเคลื่อนที่มากขึน้  ท าให้มคีวามเป็นพษิต่อสิง่แวดล้อมและสิน้เปลอืงงบประมาณในการ
วเิคราะห ์ ค่าการแยกสามารถค านวณไดจ้ากโครมาโทแกรมโดยใชส้มการที ่ 4 

 

     
               

      

 

 
งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัการใช้เทคนิคโครมาโทกราฟี 
   Shigeyuki  Oguri  และคณะใชเ้ทคนิคแคปิลารอีเิลก็โทรโครมาโทกราฟี (CEC) วเิคราะห์
ปรมิาณสารไบโอจนีิกเอมนี  ไดแ้ก่  ฮสีตามนี  ซโีรโทนิน  ไทรามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนี  
ในตวัอยา่งอาหารทีม่สีารรบกวนการวเิคราะหจ์ านวนมาก  วธินีี้อาศยัการท าอนุพนัธ์กบัสารออรโ์ท-
พาลไดอลัดไีฮด ์/ 2-เมอรแ์คปโตเอทานอล แบบ  on – column  derivatization  ร่วมกบัการฉีดสาร
แบบอเิลก็โตรไคเนตกิอนิเจค็ชนั  (electrokinetic – injection)  ใชฟิ้วสซ์ลิกิาแคปปิลลารคีอลมัน์  
(fused – silica  capillary column)  ทีม่คีวามยาวเท่ากบั  45  cm  และมคีวามยาวของ  effective  
length  เท่ากบั  25  cm  ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางภายใน  100  µm  และแพก็คอลมัน์ดว้ยอนุภาค  
ODS  ทีม่เีสน้ผ่านศูนยก์ลางของอนุภาคเท่ากบั  5  µm  การวเิคราะหใ์ชส้ารละลายบอเรตบฟัเฟอร ์ 

(4) 
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pH  10  ทีม่อีอรโ์ท – พทาลไดอลัดไีฮด ์/ 2 – เมอรแ์คปโตเอทานอลละลายอยู่ดว้ย  และตดิตาม
การเปลีย่นของสญัญาณการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 340 nm 
 
    R. Hanczkó  และ I. Molnár-Perl  ใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
(HPLC) เพื่อวเิคราะห์ปรมิาณกรดอะมโินและเอมนีโดยอาศยัการท าอนุพนัธุ์กบัออรโ์ท-พทาลได   
อลัดไีฮด ์(O-phthaldialdehyde ; OPA) และ 2-เมอรแ์คปโตเอทานอล (MCE)  ซึง่ใชว้ธิกีารนี้ในการ
จ าแนกชนิดของโปรตนีและกรดอะมโิน  ศกึษาสารอะลฟิาตกิเอมนีทีม่จี านวนคารบ์อนตัง้แต่  C1-C4  
สารพอลเิอมนี  และอตัราส่วนระหว่าง OPA/MCE   ศกึษาระยะเวลาในการเกดิปฏกิริยิาระหว่าง
กรดอะมโินและเอมนี  กบั  OPA/MCE  และศกึษาองค์ประกอบของรเีอเจนต์  คอื  สดัส่วนโมล
ระหว่าง OPA  กบั SH-group  ทีเ่ตมิลงไปในปฏกิริยิา  และยงัท าการศกึษาความเสถยีรของสาร 
อนุพนัธท์ีเ่กดิจากปฏกิริยิาของ  OPA/MCE  กบักรดอะมโินและเอมนีจากผลการทดลองแสดงให้
เหน็ว่าสิง่ทีส่่งผลต่อความเสถยีรของสารอนุพนัธ ์ คอื  ขัน้ตอนของการเตรยีมและสภาวะในการเกบ็
รกัษารเีอเจนต ์ OPA  รวมทัง้ความไมเ่สถยีรของกรดอะมโินและเอมนีเนื่องจากสารทัง้สองประเภท
นี้สามารถทีจ่ะเกดิการแตกตวัและมโีครงสรา้งเปลีย่นแปลงไปจากโครงสรา้งแบบเดมิ  และสดัส่วน
โมลของ  OPA/SH additive/กรดอะมโิน/เอมนี 
 
ตาราง 16  วธิกีารทีใ่ชใ้นการวเิคราะหป์รมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีในตวัอยา่งอาหาร 
 

ตวัอย่าง เอมีน เทคนิค รีเอเจนต์ ผูวิ้เคราะห์ 
ผลติภณัฑ์

ปลา 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
สเปอรม์ดินี 
ฮสีตามนี 
ไทรามนี 

TLC, 
HPLC 

แดนซลิคลอไรด ์
 

R. Jeya Shikila 
et al. 

ปลาทูน่า ฮสีตามนี 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ไทรามนี 

HPLC ออรโ์ท-พทาไดอลัดไีฮด ์
(OPA) 

Saeed 
Tahmouzi 

et al. 

เบยีร ์ ไทรามนี 
ฟีนอลเอทลิลามนี 

HPLC 2, 6-dimethyl-4-
quinolinecarboxylic 

acid N-
hydroxysuccinimide 
ester (DMQC-OSu) 

Huang, Ke-
Jing et al.   
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ตาราง 16  (ต่อ) 
 

ตวัอย่าง เอมีน เทคนิค รีเอเจนต์ ผูวิ้เคราะห์ 
ไสก้รอกแหง้ ไทรามนี 

พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ฮสีตามนี 
สเปอรม์ดินี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
ทรปิตามนี 
สเปอรม์นี 

HPLC ออรโ์ท-พทาไดอลัดไีฮด ์
(OPA) 

Ekaterini J. 
Papavergou 

ปลา ฮสีตามนี 
 

GC - 
 

Bao-Shyung 
Hwang et al. 

ไวน์องุน่ 
 
 
 
 
 

กรดอะมโิน 
ฮสีตามนี 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ไทรามนี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 

HPLC ออรโ์ท-พทาไดอลัดไีฮด ์
(OPA) 

Mary T. Kellya  
et al. 

ไวน์ขา้ว 
 

 

ออกโทพามนี 
ไทรามนี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
 

HPLC 2,6-ไดเมทลิ-4-ควโินลนี
คารบ์อกซลิกิเอซดิ และ 
เอน็-ไฮดรอกซซีกัซนิิไมด ์

เอสเทอร ์

Ke-Jing Huang 
et al. 

 
 

ไวน์ 
 
 

เมทลิลามนี 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ทรปิตามนี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
สเปอรม์ดินี 
ฮสีตามนี 
ไทรามนี 
แอกมาตนิ 

HPLC เบนโวอลิคลอไรดแ์ละออร์
โท-พทาลไดอลัดไีฮด ์

Özgül  
Özdestan 

&  Ali  Üren 
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ตาราง 16  (ต่อ) 
 

ตวัอย่าง เอมีน เทคนิค รีเอเจนต์ ผูวิ้เคราะห ์
เบยีร ์ พวิเทรสซนี 

ฮสีตามนี 
ไทรามนี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
สเปอรม์นี 
สเปอรม์ดิ ี
ทรปิตามนี 

HPLC 4-คลอโร-3,5-ไดไนโต
รเบนโซไตรฟลโูอไรด ์

(CNBF) 

Tao Tang et al. 

ซอสถัว่เหลอืง 
น ้าปลา 

 

ฮสีตามนี 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
สเปอรม์ดินี 
สเปอรม์นี 

HPLC 3,5-ไดไนโตรเบนโซอลิ Jochen  
Kirschbaum  

et al. 
 

 
เนื้อหมกั สเปอรม์นี 

สเปอรม์ดินี 
คารด์าเวรนี 
พวิเทรสซนี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
ไทรามนี 
ฮสีตามนี 

HPLC แดนซลิคลอไรด ์ E. De Mey  
et al. 

 
 
 
 
 

ชสี ทรปิตามนี 
ฟีนิลเอทลิลามนี 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ฮสีตามนี 
ไทรามนี 

สเปอรม์ดินี 
สเปอรม์นี 

HPLC แดนซลิคลอไรด ์ N. Innocente  
et al. 
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ตาราง 16  (ต่อ) 
 

ตวัอย่าง เอมีน เทคนิค รีเอเจนต์ ผูวิ้เคราะห ์
- ฮสีตามนี 

พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 

HPLC 2-chloroethylnitrosourea 
(CENU) 

O. 
Vandenabeele 

et al. 
- ฮสีตามนี FIA ออรโ์ท-พทาไดอลัดไีฮด ์

(OPA) 
James M. 
Hungerford  

et al. 
อาหารจาก

ล าไส ้
เมทลิลามนี 
เอทลิลามนี 
โพรพลิลามนี 
บวิทลิลามนี 
แอกมาตนิ 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ฮสีตามนี 
ไทรามนี 

สเปอรม์ดินี 
สเปอรม์นี 

ไดเมทลิลามนี 

HPLC แดนซลิคลอไรด ์ Saarinen M. T 
 
 

ปลาหมกั พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ฮสีตามนี 
ไทรามนี 

สเปอรม์ดินี 
สเปอรม์นี 

HPLC แดนซลิคลอไรด ์ Jae-Hyung Mah 
et al. 
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ตาราง 16  (ต่อ) 
 

ตวัอย่าง เอมีน เทคนิค รีเอเจนต์ ผูวิ้เคราะห์ 
เนื้อและชสี ทรปิตามนี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ไทรามนี 
สเปอรม์นี 
สเปอรม์ดินี 

 แดนซลิคลอไรด ์ Moret  Sabrina 

ถัว่เหลอืง
หมกั 

พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ทรปิตามนี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
สเปอรม์ดินี 
ฮสีตามนี 
ไทรามนี 
แอกมาตนิ 

HPLC เบนโซอลิคลอไรด ์ Jae-Hyun Kim  
et al. 

 
 
 
 
 
 

ชสี 
 
 
 
 
 
 
 

สเปอรม์นี 
สเปอรม์ดินี 
แอกมาตนิ 
พวิเทรสซนี 
คารด์าเวรนี 
ฮสีตามนี 
ไทรามนี 

ฟีนิลเอทลิลามนี 
ทรปิตามนี 

HPLC 
 
 
 
 
 
 
 

ออรโ์ท-พทาไดอลัดไีฮด ์
(OPA) 

 
 
 
 
 
 

Custódio, Flávia 
Beatriz et al. 

 
 
 

ปลากระป๋อง ฮสีตามนี HPLC ออรโ์ท-พทาไดอลัดไีฮด ์
(OPA) 

Peng, Jin-feng 
et al 
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ตาราง 16  (ต่อ) 
 

ตวัอย่าง เอมีน เทคนิค รีเอเจนต์ ผูวิ้เคราะห์ 
เบยีร ์ พวิเทรสซนี 

ฮสีตามนี 
ฟีนิลเอทลิลามนี 

ไทรามนี 
สเปอรม์นี 
สเปอรม์ดินี 
ทรปิตามนี 

HPLC 4-chloro-3,5- 
dinitrobenzotrifluoride 

(CNBF) 

Tang, Tao et al.   

 
   ในงานวจิยันี้อาศยัหลกัการเตรยีมสารอนุพนัธ์ของสารไบโอจนีิกเอมนีทัง้สามชนิด  ไดแ้ก่
ฮีสตามนี  พิวเทรสซีน  และคาร์ดาเวรีนกับสารออร์โท-พทาลไดอัลดีไฮด์เกิดสารอนุพันธ์ที่มี
คุณสมบัติในการวาวแสงได้  ปฏิกิริยาระหว่างเอมีนกับสารออร์โท -พทาลไดอัลดีไฮด์ซึ่งเป็น
สารประกอบคารบ์อนิลนัน้เป็นปฏกิริยิาการควบแน่น (condensation  reaction) การเกดิปฏกิริยิา
ระหว่างสารออร์โท-พทาลไดอัลดีไฮด์กับสารไบโอจีนิกเอมนีทัง้สามชนิดจะใช้ 2-เมอร์แคปโต       
เอทานอลท าหน้าทีเ่ป็นรดีวิซงิเอเจนต์ (2-mercaptoethanol; MCE)  ปฏกิริยิาดงักล่าวนี้นิยมใชใ้น
การวเิคราะหป์รมิาณของกรดอะมโินและเอมนี ซึง่วธิกีารนี้เสนอโดย  Roth  เมื่อปี ค.ศ.1971 ซึง่    
รเีอเจนต์ทีใ่ชใ้นการเกดิปฏกิริยิากบักรดอะมโินหรอืเอมนีคอืออรโ์ท–พทาลไดอลัดไีฮด์  และต่อมา
ไดม้กีารพฒันาวธิเีพื่อใชว้เิคราะหป์รมิาณกรดอะมโินและเอมนีดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง  รวมทัง้มกีารศึกษาผลกระทบต่าง ๆ  ที่เกิดขึ้นในระหว่างการเกิดปฏิกิรยิา เช่น  
การศกึษาชนิดของรดีวิซงิเอเจนต์  ได้แก่  2-เมอร์แคปโตเอทานอล  อเีทนไทอลั  หรอื  3-เมอร ์ 
แคปโตโพรพโิอนิกแอซดิ  เป็นตน้  ปฏกิริยิาเกดิอยา่งรวดเรว็ทีอุ่ณหภมูหิอ้งในสภาวะทีเ่ป็นเบสและ
มสีารประกอบไทอลั (thiol; -SH)  เป็นรดีวิซงิเอเจนตซ์ึง่งานวจิยัน้ีเลอืกใช ้ 2-เมอรแ์คปโตเอทานอล   
ใชเ้วลาในการเกดิปฏกิริยิาเพยีง  1  นาทเีท่านัน้และไม่ต้องอาศยัความรอ้นในการเกดิปฏกิริยิาถอื
เป็นขอ้ดเีนื่องจากช่วยประหยดัเวลาในการทดลองและลดขัน้ตอนของการเตรยีมอนุพนัธ์  หลงัจาก
ปฏกิริยิาเสรจ็สมบรูณ์จะไดส้ารผลติภณัฑเ์ป็นไอโซอนิโดล (isoindole derivatives) ดงัภาพประกอบ  
6 
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ภาพประกอบ  6  ปฎกิริยิาทีส่ามารถเกดิขึน้ระหว่างออรโ์ท – พทาลไดอลัดไีฮด ์(OPA) กบัสาร    
       ไบโอจนีิกเอมนีและ 2 – เมอรแ์คปโตเอทานอล (RSH) 

 
            ทีม่า :  R.C. Dorresteijn;  et  al. (1996). Determination  of  Amino  Acid  Using  O –
Phthalaldehyde - 2 – Mercaptoethanol  Derivatization  Effect  of  Reaction  Condition. p.160. 
 
   ออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดเ์ป็นรเีอเจนต์ทีน่ิยมใชใ้นการท าอนุพนัธ์กบักรดอะมโินและเอมนี
เพื่อวเิคราะหป์รมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีพรอ้มกนัโดยใชต้วัตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซน็ต์แต่การแยก
สารตอ้งใชเ้วลานาน  การวเิคราะหป์รมิาณสารไบโอจนีิกเอมนีในอาหารจะเกี่ยวขอ้งกบัขัน้ตอนของ
การสกดัสารไบโอจนีิกเอมนีออกมาจากตวัอยา่งอาหารเป็นขัน้ตอนทีม่คีวามส าคญัส าหรบังานวจิยันี้
ท าการศกึษาตวัอย่างไส้กรอกพื้นเมอืงไทย  3  ชนิดซึ่งมลีกัษณะทางกายภาพเป็นของแขง็  การ
สกดัสารตวัอย่างโดยทัว่ไปนิยมใช้สารละลายกรด  เบส  บฟัเฟอร ์ และตวัท าละลายอนิทรยี ์ ทัง้นี้
เพื่อความจ าเพาะในการสกดัสารไบโอจนีิกเอมนีจะต้องเลอืกใช้ตวัท าละลายที่เหมาะสมเพราะค่า  
pH  ที่แตกต่างกนัจะสกดัสารไบโอจนีิกเอมนีแต่ละชนิดได้ในปรมิาณที่แตกต่างกนั  และเพื่อให้
มัน่ใจไดว้่าเป็นวธิกีารสกดัทีม่คีวามเหมาะสมและมคีวามแม่นย า  (reproducibility)  จะต้องมกีาร
ควบคุมปจัจยัต่าง ๆ  ทีเ่กีย่วขอ้งหรอืปรบัปรงุวธิกีารสกดั 
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การท าอนุพันธ์เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการเพิ่มประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ปริมาณโดย มี
วตัถุประสงคเ์พื่อเปลีย่นแปลงหรอืปรบัปรุงคุณสมบตัทิางเคมขีองสารใหม้คีวามเหมาะสมต่อเครื่อง
ตรวจวดัและเทคนิคทีใ่ชว้เิคราะห ์ 

Histamine

H2N CH2
CH2

N
NH

CHO

CHO
+

OPA

SHCH2CH2OH

N

S OH

CH2
CH2

N
NH

Isoindole  derivative
 

ภาพประกอบ 7  ปฏกิริยิาระหว่างฮสีตามนีกบัออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด/์2-เมอรแ์คปโตเอทานอล 
     
             ทีม่า: Laurance Coppex; (2000). p.17. 
 
   2-เมอรแ์คปโตเอทานอล (SHCH2CH2OH) ท าหน้าทีเ่ป็นรดีวิซงิเอเจนต์ที่ไดร้บัความนิยม
มากในการท าปฏิกิรยิาระหว่างสารไบโอจนีิกเอมนีกบัออร์โท-พทาลไดอัลดไีฮด์  เนื่องจากการ
เกดิปฏกิริยิาระหว่างสารไบโอจนีิกเอมนีกบัสารออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด ์/ 2–เมอรแ์คปโตเอทานอล
ส่งผลต่อความถูกตอ้งในการวเิคราะหป์รมิาณสารไบโอจนีิกเอมนี (R.C. Dorresteijn;  et  al. 1996: 
159)  ปฏกิริยิาการเกดิอนุพนัธ์ที่ดคีวรเป็นปฏกิริยิาที่เกดิได้รวดเรว็  สามารถหาปรมิาณได้อย่าง
แมน่ย า  และเป็นปฏกิริยิาทีใ่หส้ารผลติภณัฑร์ว่ม (by-product)  น้อย 
 
   ในการท าการวเิคราะหส์ารตวัอยา่ง  จ าเป็นตอ้งรายงานผลการวดัออกมาเป็นทีย่อมรบักนั
ได้นัน้ต้องมกีารรายงานเพื่อสามารถแสดงผลการทดสอบดว้ยเครื่องมอืเพื่อบอกประสทิธิภาพของ
กระบวนการวเิคราะห ์ เช่น  ขดีจ ากดัในการตรวพบ (limit of detection; LOD) หมายถงึปรมิาณ
ต ่าสุดทีส่ามารถตรวจวดัได ้ แต่ไมส่ามารถแสดงปรมิาณไดย้่างมคีวามแม่น  ในกรณีทีท่ดสอบสารมี
ปรมิาณน้อย  จ าเป็นต้องรายงานค่าขดีจ ากดัในการตรวจพบดว้ย  LOD  เป็นคุณสมบตัขิองการวดั
ที่แสดงความสามารถของวธิใีนการตรจวดั  การตรวจสอบ LOD ท าได้หลายวธิทีี่นิยมคอื  การ
ทดสอบแบลค์ของตัวอย่างหรอืตัวอย่างที่มสีารสนใจปริมาณต ่ ามาก ๆ ท าการทดสอบซ ้าและ
ค านวณส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  ขดีจ ากดัในการวดัเชงิปรมิาณ (limit of quantitation; LOQ) 
หมายถึงปรมิาณต ่าสุดที่สามารถวดัปรมิาณได้อย่างมคีวามเที่ยงและแม่นย า  ค่า  LOQ  เป็น
คุณสมบตัขิองการวดัที่แสดงความสามารถของวธิใีนการรายงานปรมิาณที่ตรวจวดัได้โดยมคีวาม
มัน่ใจว่ามคีวามเทีย่ง  ความแมน่   

 



54 

 

 
   ความเที่ยง (precision) พารามเิตอรท์ี่เกี่ยวขอ้งกบัสมรรถนะของการวเิคราะห์เนื่องจาก
ความเทีย่งคอืความซ ้าของผลการวเิคราะห ์ โดยทัว่ไประบุค่าความเทีย่งในเทอมของการเบีย่งเบน
มาตรฐาน (standard deviation; SD) หรอื การเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพนัธ์ (relative standard 
deviation; RSD) หรอือาจเรยีกเป็นสมัประสทิธิก์ารผนัแปร (coefficient of variation; CV)  ค่า  
RSD  ค านวณไดด้งันี้ 
 

             
 

 

 
   ความแม่น (accuracy) หมายถึงความใกล้เคียงของผลการทดลองที่ได้กับค่าจริง  
โดยทัว่ไปจะบอกความแมน่เป็นรอ้ยละของการกลบัคนื (percentage recovery) ของสารเป้าหมายที่
ทราบปรมิาณ  นอกจากน้ีความแมน่อาจหาจากการเตมิสารเป้ษหมาย (spike) ทีท่ราบปรมิาณลงใน
ตวัอย่างแลว้ค านวณผลทีไ่ดเ้ป็นค่าการไดก้ลบัคนื  การตรวจสอบรอ้ยละการคนืกลบัสามารถหาได้
จากสมการ 
 

รอ้ยละการคนืกลบั  
ปรมิาณของสารทีแ่ยกออกมาได้

ปรมิาณของสารทีม่อียูเ่ร ิม่ตน้
     

 
    
 
 
  
 

(5) 

(6) 



บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 
อปุกรณ์  เคร่ืองมือและสำรเคมีท่ีใช้ในกำรวิจยั 

1. อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในกำรวิจยั 
- เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูทีใ่ชต้วัตรวจวดัแบบ fluorescence  (รุน่ 

HP 1100)  จากบรษิทั  Hewlett-Packard  โดยใชค้อลมัน์ C18 (5 ไมครอน, 3.9x150 
mm)  จากบรษิทั Waters 

- เครือ่งฟลอูอเรสเซนตส์เปกโตโฟโตมเิตอร ์ รุน่ JASCO FP-6200 
- ปิเปตตข์นาด  1, 2,  5 และ 10 มลิลลิติร 
- ไมโครปิเปตตข์นาด  20-200  ไมโครลติร  
- เครือ่งชัง่อยา่งละเอยีด 4 ต ่าแหน่ง (รุน่ AB204s)  จากบรษิทั METTLER  TOLEDO   
- เครือ่งผลติน ้าปราศจากไอออน  (รุน่ LaboStar)  จากบรษิทั SIEMENS 
- เครือ่งวดัพเีอช (รุน่ Cyberscan 500) 

- เครือ่งเขยา่  (รุน่  Vortex-genie 2)  จากบรษิทั Scientific   
- เครือ่งเซน็ตรฟิิวจ ์(รุน่ Zentrifugen EBA 8S)  
- อ่างน ้าควบคุมอุณหภมู ิ 
- ไซรงิจก์รองขนาด 0.45 ไมครอน  

 
2. สำรเคมีท่ีใช้ในกำรวิจยั 

- อะซโิตไนไตรต ์   (HPLC grade)  
- แอมโมเนียมแอซเิตต  (AR Grade) จากบรษิทั MERCK 
- ออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด ์ (AR Grade ) จากบรษิทั ACROS 
- 2-เมอรแ์คปโตเอทานอล  (AR Grade ) จากบรษิทั MERCK 
- ฮสีตามนีไดไฮโดรคลอไรด ์ (AR Grade) จากบรษิทั Fluka  
- พวิเทรสซนีไดไฮโดรคลอไรด ์ (AR Grade) จากบรษิทั Fluka 
- คารด์าเวรนีไดไฮโดรคลอไรด ์ (AR Grade) จากบรษิทั Sigma Aldrich 
- กรดอะมโินฮสีตดินี  (AR Grade) จากบรษิทั Fluka 
- กรดอะมโินออรน์ิทนี  (AR Grade) จากบรษิทั Fluka 
- กรดอะมโินไลซนี  (AR Grade) จากบรษิทั Fluka 
- โซเดยีมไฮดรอกไซด ์ (AR Grade) จากบรษิทั CARLO ERBA 
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2. สำรเคมีท่ีใช้ในกำรวิจยั (ต่อ) 
- กรดไฮโดรคลอรกิ  (AR Grade) จากบรษิทั MERCK 
- โซเดยีมคลอไรด ์  (AR Grade) จากบรษิทั CARLO ERBA 
- กรดไตรคลอโรแอซติกิ    (AR Grade) จากบรษิทั Sigma Aldrich 
- กรดเปอรค์ลอรกิ    (AR Grade) จากบรษิทั Ajax Finechem 
- บอแรก     (AR Grade) จากบรษิทั APS Finechem 
- กรดบอรกิ   (AR Grade)   จากบรษิทั Fluka 
- เมทานอล    (HPLC Grade) จากบรษิทั MERCK 
- เอทานอล   (AR Grade) จากบรษิทั Mallinckrodt 
- กรดแอซติกิ   (AR Grade) จากบรษิทั QRëC 

3. ตวัอย่ำงไส้กรอกพื้นเมือง 
- ไสก้รอกอสีาน  ตลาดนดัมหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ 
- ไสอ้ัว่   ตลาดนดัจฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
- หม ่า   จงัหวดัขอนแก่น 
 

วิธีด ำเนินกำรวิจยั 
ตอนท่ี 1  ศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรวิเครำะหป์ริมำณสำรไบโอจีนิกเอมีนด้วย  
                เทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสงู   
 
กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำน 
 1. เตรยีมสารละลายมาตรฐานออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด ์ โดยการชัง่สารมาตรฐานออรโ์ท-พทาล
ไดอลัดไีฮดม์า  25.0000  mg  ละลายดว้ยเมทานอล  1.0 mL  เตมิ 20 µL ของ 2-เมอรแ์คปโตเอทา
นอลและปรบัปรมิาตรเป็น 5 mL ดว้ยสารละลายบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.4 M (pH 9.5 ปรบั pH ดว้ย 
1.0 M โซเดยีมไฮดรอกไซด)์ 
 2. เตรยีมสารละลายมาตรฐานฮสีตามนี  พวิเทรสซนี และคารด์าเวรนี  โดยการชัง่สารมาตรฐาน
ฮสีตามนี พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีแยกกนัอยา่งละ 0.1000 g  ละลายดว้ยน ้าปราศจากไอออน  แลว้
ปรบัปรมิาตรเป็น 100 mL ดว้ยน ้าปราศจากไอออนเกบ็ในขวดสนี ้าตาลทีอุ่ณหภมู ิ-4 OC 
 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดอะมิโนฮีสติดีน  ออร์นิทีน  และไลซีน  โดยการชัง่สาร
มาตรฐานกรดอะมโินฮสีตดินี  ออรน์ิทนี  และไลซนี  แยกกนัอย่างละ 0.1000 g ละลายดว้ยน ้าปราศจาก
ไอออนแลว้ปรบัปรมิาตรเป็น 100 mL  ดว้ยน ้า ปราศจากไอออน  เกบ็ในขวดสนี ้าตาลทีอุ่ณหภมู ิ-4 OC 
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1.1  กำรศึกษำปฏิกิริยำกำรเกิดอนุพนัธุร์ะหว่ำงฮีสตำมีน  พิวเทรสซีน  และคำรด์ำเวรีน   
 กบัออรโ์ท-พทำลไดอลัดีไฮด ์

1.1.1  ตรียมสารละลายมาตรฐานฮีสตามีน   พิวเทรสซีน  และคาร์ดาเวรีน  ที่         
ควาเขม้ขน้อยา่งละ  20  ppm  โดยเตรยีมปรมิาตร  50  mL 

1.1.2    ปิเปตสารละลายมาตรฐานฮสีตามนีความเขม้ขน้  20  ppm  ปรมิาตร  3  mL  
ลงในหลอดทดลองจากนัน้เตมิสารละลายมาตรฐานออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร  20  µL  ลงใน
หลอดทดลองทีม่สีารละลายมาตรฐานฮสีตามนีเขม้ขน้  20  ppm  อยู่  ผสมสารละลายใหผ้สมกนัดว้ย
เครือ่ง  vortex 

1.1.3    ตัง้สารละลายผสมทีเ่ตรยีมไดใ้นมีม่ดืเพื่อรอใหเ้กดิปฏกิริยิา  พรอ้มทัง้จบัเวลา
ใหเ้กดิปฏกิริยิานาน  1  นาท ี

1.1.4    น าสารอนุพนัธท์ีไ่ดไ้ปสแกนสเปกตรมัเพื่อหาค่าความยาวคลื่นของการกระตุ้น 
(λex) และความยาวคลื่นของการเปล่งแสง  (λem)  โดยการสแกนทีค่่าความยาวคลื่น  200 – 800 nm  
บนัทกึสเปกตรมัทีไ่ด ้

    1.1.5     หาค่าความยาวคลื่นในการวาวแสงของพวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีดว้ยวธิกีาร
เดยีวกนักบัขอ้  1.1.1-1.1.4 

 
ระบบของเคร่ืองโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสงู  ได้แก่ 

- คอลมัน์เป็น C18  (5 µm, 3.9x150 mm) 
- วฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็นสารละลายผสมของ  100 mM  แอมโมเนียมแอซเิตตบฟัเฟอร ์ pH 

5.8 (A) : อะซโิตไนไตรต์ (B) โดยใชอ้ตัราส่วนระหว่าง  A : B  เริม่ต้นทีอ่ตัราส่วน  75:25  v/v  ถงึ
อตัราส่วน  82:18  v/v 

- ควบคุมอตัราการไหลตัง้แต่ 0.9 - 1.5 mL/min   
- ใชฟ้ลอูอเรสเซน็ตด์เีทคเตอรเ์ป็นตวัตรวจวดัโดยใชค้วามยาวคลื่น λex และ λem ทีไ่ด ้

จากหวัขอ้ 1.1.4 
- ปรมิาตรต่อหนึ่งตวัอยา่งวเิคราะหอ์ยูท่ี ่20 µL 
- ฉีดสารอนุพนัธุท์ีป่รมิาตร 20 µL เขา้สู่เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  โดย

ครัง้แรกจะท าการตัง้ค่าอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อน  A : B เป็น  75 : 25  v/v  และมอีตัราการไหล
ของวฎัภาคเคลื่อนทีเ่ตอนเริม่ตน้เป็น  0.9  mL/min  โดยท าการทดสอบกบัสารอนุพนัธุ์ทัง้หมด  จ านวน 
3 ครัง้ 

 
1.2 กำรศึกษำ pH ของแอซิเตตบฟัเฟอร ์

1.2.1  เตรยีมสารละลายมาตรฐานแอซเิตตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 100 mM pH 4.5 ปรมิาตร 1 L 
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      1.2.2  วดัค่า  pH  ใหไ้ดค้่า  pH 5.8  ดว้ยเครื่อง  pH  meter  ปรบั  pH  ดว้ยโซเดยีม    
ไฮ  ดรอกไซดแ์ละกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 1.0 M จากนัน้กรองสารละลายแอซเิตตบฟัเฟอรด์ว้ยชุด
กรอง  วฎัภาคเคลื่อนที ่
      1.2.3  ตัง้ค่าอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนทีค่อืแอซเิตตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 100 mM  (pH  4.5) 
ต่ออะซโิตไนไตรต์ในอตัราส่วนตอนเริม่ต้นเป็น  81:19 v/v  และมอีตัราการไหลคงที่ที ่ 1.1  mL/min  
ท าการทดลอง  3  ซ ้าต่อหนึ่งค่า  pH 
      1.2.4  เปลีย่นค่า  pH  เป็น  แอซเิตตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 100 mM  pH 5.0, pH 5.4, pH 5.8  
และ  6.2  ตามล าดบั  โดยใชอ้ตัราส่วนระหว่างแอซเิตตบฟัเอรต่์ออะซโิตไนไตรตเ์ป็น  81:19 v/v  และมี
อตัราการไหลคงทีท่ี ่ 1.1 mL/min  และแต่ละค่า  pH  จะท าการทดลองทัง้หมด  3  ซ ้า 

1.2.5  บนัทกึโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์ 
1.2.6 สรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างค่า pH (แกนนอน)  กบัพืน้ทีพ่คี (แกนตัง้) 

 
1.3  กำรศึกษำหำอตัรำส่วนของบฟัเฟอรต่์อตวัท ำละลำยอินทรีย ์

1.3.1 เตรยีมสารละลายแอซเิตตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 100  mM  (pH  5.8)  ปรมิาตร  1 L 
1.3.2 วดัค่า  pH  ใหไ้ดค้่า  pH 5.8  ดว้ยเครือ่ง  pH  meter  ปรบั  pH  ดว้ย 

โซเดยีมไฮดรอกไซดแ์ละกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 1.0 M จากนัน้กรองสารละลายแอซเิตตบฟัเฟอรด์ว้ย
ชุดกรองวฎัภาคเคลื่อนที ่

1.3.3 ตัง้ค่าอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนทีแ่อซเิตตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 100 mM  (pH  5.8)  
ต่ออะซโิตไนไตรต์ในอตัราส่วนตอนเริม่ต้นเป็น  75:25 v/v  และมอีตัราการไหลคงที่ที ่ 1.1  mL/min  
ท าการทดลอง  3  ซ ้า 

  1.3.4  เปลีย่นอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนทีจ่าก  75:25 v/v  เป็นอตัราส่วน  77:23 v/v   
78:22 v/v  80:20 v/v  81:19 v/v  และ  82:18 v/v  ตามล าดบัและมอีตัราการไหลคงทีท่ี ่ 1.1 mL/min  
จะท าการทดลองทัง้หมด  3  ซ ้าต่อหนึ่งอตัราส่วน 

1.3.4 บนัทกึโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห ์
1.3.5 สรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนที ่(แกนนอน)  

กบัพืน้ทีพ่คี (แกนตัง้) 
 

1.4 กำรศึกษำอตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคล่ือนท่ี 
1.4.1  เตรยีมสารละลายแอซเิตตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้  100  mM  (pH  5.8)  ปรมิาตร  1 L 

                  1.4.2  วดัค่า  pH  ใหไ้ดค้่า  pH 5.8  ดว้ยเครื่องพเีอชมเิตอร ์ ปรบั  pH  ดว้ยโซเดยีม  
ไฮดรอกไซด์และกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ข้น 1.0 M จากนัน้กรองสารละลายแอซเิตตบฟัเฟอรด์้วยชุด
กรองวฎัภาคเคลื่อนที ่

1.4.3  ตัง้ค่าอตัราส่วนของวฏัภาคเคลื่อนทีแ่อซเิตตบฟัเฟอร ์100 mM  (pH  5.8) ต่อ   
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อะซโิตไนไตรต์ในอตัราส่วนตอนเริม่ต้นเป็น  81:19 v/v  และมอีตัราการไหลคงทีท่ี ่ 0.9  mL/min  ท า
การทดลอง  3  ซ ้า 
        1.4.4  เปลีย่นอตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนทีจ่าก  0.9 mL/min  เป็น 1.0  1.1  1.2 
และ  1.5 mL/min  ท าการทดลอง  3  ซ ้าต่อหนึ่งอตัราการไหล 

  1.4.5  บนัทกึโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห ์
        1.4.6  สรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างอตัราการไหล (แกนนอน)  กบัเวลารเีทนชนั 
(แกนตัง้) 
 
          1.5  กำรหำค่ำขีดจ ำกดัของกำรตรวจวดัและขีดจ ำกดัของกำรวดัปริมำณ 
                  1.5.1  เตรยีมสารละลายแบลงค์ (blank) จ านวน  10  ขวด  โดยการปิเปตน ้าปราศจาก
ไอออน  ปรมิาตร 3 ml  ใส่ในหลอดทดลองทีเ่ตรยีมไว ้ จากนัน้เตมิสารละลายออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด ์ 
20  μL  ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเครือ่ง vortex  ตัง้ในทีม่ดืใหเ้กดิปฏกิริยิานาน  1  นาท ี
                  1.5.2  กรองสารละลายแบลงค์ด้วยตวักรองชนิด PTFE ขนาด  0.45  μm  แล้วเก็บ
สารละลายทีไ่ดใ้ส่ใน  vial  ทบึแสงจ านวน  10  ขวด  ตดิฉลาก 
                  1.5.3  ฉีดสารละลายแบลงค์เขา้สู่ระบบของเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
จ านวน  10  ครัง้ 

       1.5.4  บนัทกึโครมาโทแกรมของแบลงค ์
       1.5.5  ปิเปตสารละลายใสของตวัอย่างไสก้รอกพืน้เมอืงทีผ่่านกระบวนการเตรยีมตวัอย่าง  

โดยการสกดัดว้ยสารละลายบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.1 M (pH 9.5) มาปรมิาตร  3  mL  ลงใหหลอด
ทดลอง 
                  1.5.6  เตมิสารละลายออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร  20  μL  ตัง้ใหเ้กดิปฏกิริยิาในที่
มดืนาน  1  นาท ี จะไดส้ารอนุพนัธเ์ป็นสารละลายใส  กรองสารละลายตวัอย่างดว้ยตวักรองชนิด PTFE  
ขนาด 0.45 μm  เกบ็สารละลายทีก่รองไดล้งใน vial ทบึแสง   
                  1.5.7  ฉีดสารละลายของอนุพนัธเ์ขา้สู่ระบบเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
จ านวน  7  ครัง้ 
                  1.5.8  บนัทกึโครมาโทแกรม  แลว้น าขอ้มลูของสญัญาณการวเิคราะหท์ีไ่ดม้าค านวณหา
ค่าของขดีจ ากดัต ่าสุดในการตรวจวดั (LOD; S/N>3) และขดีจ ากดัต ่าสุดในการวเิคราะห ์(LOQ; S/N> 
10) 

 
          1.6  กำรหำค่ำควำมถกูต้องของวิธี 

       1.6.1  ชัง่สารละลายตวัอย่างน าหนัก  5 ± 0.0500 g เตมิสารละลายมาตรฐานของฮสีตา
มนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนี  ใหม้คีวามเขม้ขน้เป็น  40  ppm  โดยท าการทดลองจ านวน  3  ซ ้า 
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         1.6.2  เตมิสาละลายบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.1 M (pH 9.5) ปรมิาตร  5  mL  จากนัน้
น าไปป ัน่ดว้ยเครื่อง vortex นาน 2-3 นาท ีระหว่างนี้เตมิสารละลายบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.1 M (pH 
5.8) ลงไปอกี 5 mL   

       1.6.3  น าสารละลายไปเย่านาน  5  นาท ี จากนัน้น าปแช่ตู้เยน็ก่อนจะท าการเซน็ตรฟิิวจ์
ขณะเยน็  5  นาท ี เพื่อก าจดัไขมนั  ปรบัปรมิาตรเป็น  50  mL  ดว้ยสารละลายบอเรตบฟัเอรเ์ขม้ขน้ 
0.1 M (pH 9.5)  
                  1.6.4  ปิเปตสารละลายตวัอย่างทีม่กีารเตมิสารละลายมาตรฐาน (spike) มา  3  mL  ใส่
ลงในหลอดทดลอง  แลว้เตมิสารละลายออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร  20  μL ตัง้ใหเ้กดิปฏกิริยิาใน
ทีม่ดืนาน  1  นาท ี
                  1.6.5  กรองสารอนุพนัธด์ว้ยตวักรองชนิด  PTFE  ขนาด 0.45 μm  ใส่ลงใน vial ทบึแสง 

1.6.6  ฉีดสารอนุพนัธเ์ขา้สู่เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
1.6.7  บนัทกึโครมาโทแกรม  แลว้น าขอ้มลูของสญัญาณการวเิคราะหท์ีไ่ดม้าค านวณรอ้ย

ละการคนืกลบั (% recovery) 
โดยค านวณหาค่ารอ้ยละการคนืกลบัจะค านวณ  จากสมการ 

 

                     –           

      
   100 

 
กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำน  ปิเปตสารละลายผสมของฮสีตามนี  พวิเมรสซนี  และคารด์าเวรนี 

ความเขม้ขน้ 0.25 ppm ปรมิาตร 1 มลิลลิติรใส่ในหลอดพลาสติกแล้วเติมสารละลายออรโ์ท-พทาล 
ไดอลัดไีฮด ์20 µL เขยา่ใหผ้สมกนันาน 2 นาทนี าสารอนุพนัธท์ีเ่กดิขึน้ไปวเิคราะหด์ว้ยเครือ่ง         โคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  จากนัน้ใช้วธิกีารเดยีวกนันี้เพื่อวเิคราะห์สารละลายผสมที่ความ
เขม้ขน้ 1, 2, 5, 10, 20, และ 40 ppm  ตามล าดบั  
 
ตอนท่ี 2  กำรศึกษำปัจจยัท่ีส่งผลกระทบต่อเทคนิคท่ีใช้วิเครำะห ์ 

2.1 กำรศึกษำกรดอะมิโนฮีสติดีนท่ีส่งผลต่อกำรแยก 
 2.1.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดอะมโินฮีสติดีน  ฮีสตามีน  พิวเทรสซีน และ     

คารด์าเวรนีความเขม้ขน้ 40 ppm อยา่งละ 1 mL  ลงในหลอดทดลองผสมดว้ยเครือ่ง  Vortex 
2.1.2 ปิเปตสารละลายผสมมา 1 mL  ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลาย 

มาตรฐานออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร 20 µL รอใหเ้กดิปฏกิริยิา 1 นาท ี
2.1.3 น าสารอนุพนัธท์ีไ่ดไ้ปท าการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลว 

สมรรถนะสงูภายใตร้ะบบทีไ่ดท้ าการศกึษาแลว้ตามตอนที ่1 
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2.2 กำรศึกษำกรดอะมิโนออรนิ์ทีนท่ีส่งผลต่อกำรแยก 
2.2.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดอะมโินออรน์ิทนี  ฮสีตามนี  พวิเทรสซนี 

และคารด์าเวรนีความเขม้ขน้ 40 ppm อยา่งละ 1 mL ลงในหลอดทดลอง ผสมดว้ยเครือ่ง Vortex 
2.2.2 ปิเปตสารละลายผสมมา 1 mL  ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลาย 

มาตรฐารออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร 20 µL รอใหเ้กดิปฏกิริยิา 2 นาท ี
2.2.3 น าสารอนุพนัธท์ีไ่ดไ้ปท าการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลว 

สมรรถนะสงูภายใตร้ะบบทีไ่ดท้ าการศกึษาแลว้ตามตอนที ่1 
 

2.3 กำรศึกษำกรดอะมิโนไลซีนท่ีส่งผลต่อกำรแยก 
2.3.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานกรดอะมโินไลซนี  ฮสีตามนี  พวิเทรสซนี 

และคารด์าเวรนีความเขม้ขน้ 40 ppm อยา่งละ 1 mL  ลงในหลอดทดลอง ผสมดว้ยเครือ่ง Vortex 
2.3.2 ปิเปตสารละลายผสมมา 1  mL ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลาย 

มาตรฐารออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร 20 µL รอใหเ้กดิปฏกิริยิา 2 นาท ี
2.3.3 น าสารอนุพนัธท์ีไ่ดไ้ปท าการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลว 

สมรรถนะสงู  ภายใตร้ะบบทีไ่ดท้ าการศกึษาแลว้ตามตอนที ่1 
 
2.4 กำรศึกษำกรดไฮโดรคลอริกท่ีส่งผลต่อกำรเกิดอนุพนัธ ์

2.4.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐาน  ฮสีตามนี  พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีความ 
เขม้ขน้ 40 ppm  อยา่งละ 1 mL  ลงในหลอดทดลอง ผสมดว้ยเครือ่ง  Vortex 

2.4.2 ปิเปตสารละลายผสมมา 1 mL  ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิ
เขม้ขน้ 0.1 M ปรมิาตร 1 mL รอใหเ้กดิปฏกิริยิานาน 1 นาท ีจากนัน้เตมิสารละลาย    มาตรฐารออรโ์ท-
พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร 20 µL รอใหเ้กดิปฏกิริยิา 2 นาท ี

2.4.3 น าสารอนุพนัธุท์ีไ่ดไ้ปม าการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลว 
สมรรถนะสงูภายใตร้ะบบทีไ่ดท้ าการศกึษาแลว้ตามตอนที ่1 
  2.4.4 ท าการทดลองตามขอ้  2.4.2  แต่เปลีย่นความเขม้ขน้ของกรดไฮโดรคลอรกิเป็น  
0.2  0.4  0.6  0.8  และ  1.0 M  ตามล าดบั 
  2.4.5 สร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของกรดไฮโดรคลอรกิ    
(แกนนอน)  กบัความเขม้แสง (แกนตัง้) 
 

2.5 กำรศึกษำโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ส่งผลต่อกำรเกิดอนุพนัธ ์
2.5.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐาน  ฮสีตามนี  พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีความ 

เขม้ขน้ 20 ppm อยา่งละ 1 mL  ลงในหลอดทดลอง ผสมดว้ยเครือ่ง Vortex 
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2.5.2 ปิเปตสารละลายผสมมา 1  mL  ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลายโซเดยีม    
ไฮดรอกไซด์เข้มข้น 1.0 M ปรมิาตร 1 mL รอให้เกิดปฏกิิรยิานาน 1 นาท ีจากนัน้เติมสารละลาย
มาตรฐารออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร 20 µL  รอใหเ้กดิปฏกิริยิา 2 นาท ี

2.5.3 น าสารอนุพนัธท์ีไ่ดไ้ปท าการวเิคราะหด์ว้ยเครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลว 
สมรรถนะสงู  ภายใตร้ะบบทีไ่ดท้ าการศกึษาแลว้ตามตอนที ่1 
  2.5.4 ท าการทดลองตามขอ้  2.5.2  แต่เปลี่ยนความเขม้ขน้ของโซเดยีมไฮดรอกไซด์
เป็น  0.2  0.4  0.6  และ  0.8 M  ตามล าดบั 
  2.5.5 สรา้งกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของโซเดยีมไฮดรอกไซด ์
(แกนนอน)  กบัความเขม้แสง (แกนตัง้)  

2.6 กำรศึกษำเกลือโซเดียมคลอไรดท่ี์ส่งผลต่อกำรเกิดอนุพนัธ ์
2.6.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐาน  ฮสีตามนี  พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีความ 

เขม้ขน้ 20 ppm  อยา่งละ 1 mL  ลงในหลอดทดลอง ผสมดว้ยเครือ่ง Vortex 
2.6.2 ปิเปตสารละลายผสมมา 1 mL ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายโซเดียม     

คลอไรด์เข้มข้น  2 w/v ปรมิาตร 1 mL รอให้เกิดปฏกิริยิานาน 1 นาท ีจากนัน้เติมสารละลายมาตร    
ฐานออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดป์รมิาตร 20 µL รอใหเ้กดิปฏกิริยิา 2 นาท ี
  2.6.3 น าสารอนุพันธุ์ที่ได้ไปท าการวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงูภายใตร้ะบบทีไ่ดท้ าการศกึษาแลว้ตามตอนที ่1 
  2.6.4 ท าการทดลองตามขอ้  2.6.2  แต่เปลีย่นความเขม้ขน้ของโซเดยีมคลอไรดเ์ป็น 4  
6  8  และ 10 w/v  ตามล าดบั 
  2.6.5 สร้างกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด ์     
(แกนนอน)  กบัความเขม้แสง (แกนตัง้)  
 
ตอนท่ี  3  ศึกษำหำวิธีท่ีเหมำะสมในกำรเตรียมตวัอย่ำงไส้กรอกพืน้เมือง   

3.1 กำรเตรียมตวัอย่ำงไส้กรอก 
3.1.1 การสกดัดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิ 

      ชัง่ตวัอย่างไสก้รอกทีบ่ดละเอยีดด้วยเครื่องป ัน่อาหาร  5.0000 ± 0.0500 g  ใส่ลงในบกี
เกอรข์นาด  25  mL  เตมิสารละลายกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้  0.1 M ปรมิาตร  5  mL  จากนัน้ผสมให้
เขา้กนัดว้ยเครื่อง Vortex นาน 2-3 นาท ีระหว่างนี้เตมิกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 M ลงไปอกี 5 mL  
น าสารตวัอย่างทีไ่ดไ้ปเขย่าดว้ยเครื่องโซนิเคเตอร์  นาน 5,10,15 นาทจีากนัน้น าไปแช่ตู้เยน็ก่อนจะท า
การเซนตรฟิิวจน์าน 5,10,15 และ 20 นาทตีามล าดบั  กรองสารละลายดว้ยกระดาษกรองวอทแมนเบอร ์
1 น าตะกอนทีเ่หลอืไปสกดัอกี 2 ครัง้กรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 M ครัง้ละ  5  mL ปรบัปรมิาตรเป็น 
50 mL ดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 M 
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3.1.2 การสกดัดว้ยกรดไตรคลอโรแอซติกิแอซดิ 
                 ชัง่ตวัอย่างไสก้รอกทีบ่ดละเอยีดดว้ยเครื่องป ัน่อาหาร 5.0000 ± 0.0500 g  ใส่ลงในบกี
เกอรข์นาด  25  mL  เตมิสารละลายกรดไตรคลอโรแอซติกิเขม้ขน้ 5 % ปรมิาตร  5  mL จากนัน้ป ัน่
ดว้ยเครือ่ง Vortex  นาน 2-3 นาท ีระหว่างนี้เตมิกรดไตรคลอโรแอซติกิเขม้ขน้ 5 % ลงไปอกี 5 mL  น า
สารตวัอยา่งทีไ่ดไ้ปเขยา่ดว้ยเครื่องโซนิเคเตอร์  นาน 5,10,15 นาทจีากนัน้น าไปแช่ตู้เยน็ก่อนจะท าการ
เซนตรฟิิวจน์าน 5,10,15 และ 20 นาทตีามล าดบั  กรองสารละลายดว้ยกระดาษกรองวอทแมนเบอร ์1 
น าตะกอนทีเ่หลอืไปสกดัอกี 2 ครัง้ดว้ยกรดไตรคลอโรแอซติกิเขม้ขน้ 5 % ครัง้ละ  5  mL ปรบัปรมิาตร
เป็น 50 mL ดว้ย กรดไตรคลอโรแอซติกิเขม้ขน้ 5 % 
 

3.1.3  การสกดัดว้ยกรดเปอรค์ลอรกิ 
                      ชัง่ตวัอย่างไส้กรอกทีบ่ดละเอยีดดว้ยเครื่องป ัน่อาหาร 5.0000 ± 0.0500 g ใส่ลงในบกี
เกอรข์นาด 25 mL  เตมิสารละลายกรดเปอรค์ลอรกิเขม้ขน้ 0.4 M ปรมิาตร  5  mL จากนัน้ป ัน่ด้วย
เครื่อง Vortex นาน 2-3 นาท ีระหว่างนี้เตมิกรดเปอรค์ลอรกิเขม้ขน้ 0.4 M ลงไปอกี 5 mL  น าสาร
ตวัอย่างที่ได้ไปเขย่าด้วยเครื่องโซนิเคเตอร์  นาน 5,10,15 นาทจีากนัน้น าไปแช่ตู้เยน็ก่อนจะท าการ 
เซนตรฟิิวจน์าน 5,10,15 และ 20 นาทตีามล าดบั  กรองสารละลายดว้ยกระดาษกรองวอทแมนเบอร ์1 
น าตะกอนที่เหลอืไปสกดัอกี 2 ครัง้ด้วยด้วยกรดเปอรค์ลอรกิเขม้ขน้ 0.4 M ปรบัปรมิาตรเป็น 50 mL 
ดว้ยกรดเปอรค์ลอรกิเขม้ขน้ 0.4 M 
 
 
                 3.1.4 การสกดัดว้ยบอเรตบฟัเฟอร ์ 
       ชัง่ตวัอยา่งไสก้รอกทีบ่ดละเอยีดดว้ยเครือ่งป ัน่อาหาร 5.0000 ± 0.0500 g ใส่ลงในบกีเกอร์
ขนาด  25  mL  เตมิสารละลายบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้  0.1 M ปรมิาตร  5  mL จากนัน้ป ัน่ดว้ยเครื่อง 
Vortex นาน 2-3 นาท ีระหว่างนี้สารละลายบอเรตบฟัเฟอร์เขม้ขน้  0.1 M  ลงไปอกี 5 mL  น าสาร
ตวัอย่างที่ได้ไปเขย่าด้วยเครื่องโซนิเคเตอร์  นาน 5,10,15 นาทจีากนัน้น าไปแช่ตู้เยน็ก่อนจะท าการ 
เซนตรฟิิวจน์าน 5,10,15 และ 20 นาทตีามล าดบั  น าตะกอนที่เหลอืไปสกดัอกี 2 ครัง้ด้วยด้วยบอเรต
บฟัเฟอรเ์ขม้ขน้  0.1 M  กรองสารละลายด้วยกระดาษกรองวอทแมนเบอร ์1 ปรบัปรมิาตรเป็น 50 mL 
ดว้ยบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้  0.1 M 
 
                 3.1.5 การสกดัดว้ยเมทานอล 
       ชัง่ตวัอย่างไส้กรอกที่บดละเอยีดดว้ยเครื่องป ัน่อาหาร 5.0000 ± 0.0500 g  ใส่ลงในบกี
เกอรข์นาด  25  mL  เตมิเมทานอลปรมิาตร  5  mL จากนัน้ป ัน่ด้วยเครื่อง  Vortex นาน 2-3 นาท ี
ระหว่างนี้เตมิ เมทานอลลงไปอกี 5 mL  น าสารตวัอย่างที่ไดไ้ปต้มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมทิี ่60 ± 5 
OC นาน 15 นาทนี าสารตวัอยา่งทีไ่ดไ้ปเขยา่ดว้ยเครื่องโซนิเคเตอร ์ นาน 5,10,15 นาทจีากนัน้น าไปแช่
ตู้เยน็ก่อนจะท าการเซนตรฟิิวจน์าน 5,10,15 และ 20 นาทตีามล าดบั น าตะกอนทีไ่ดไ้ปสกดัอกี 2 ครัง้
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ดว้ยเมทานอล  กรองสารละลายดว้ยกระดาษกรองวอทแมนเบอร ์1 ปรบัปรมิาตรเป็น 50 mL ดว้ยเมทา
นอล 
 
                      3.1.6 การสกดัดว้ยเอทานอล 

      ชัง่ตวัอย่างไส้กรอกที่บดละเอยีดดว้ยเครื่องป ัน่อาหาร 5.0000 ± 0.0500 g  ใส่ลงในบกี
เกอรข์นาด  25  mL  เตมิเอทานอลปรมิาตร  5  mL จากนัน้ป ัน่ดว้ยเครื่อง Vortex นาน 2-3 นาท ี
ระหว่างนี้เตมิเอทานอลลงไปอกี 5 mL  น าสารตวัอย่างที่ได้ไปต้มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมทิี่ 90 ± 5 
OC นาน 15 นาท ีน าสารตวัอย่างทีไ่ดไ้ปเขย่าดว้ยเครื่องโซนิเคเตอร ์ นาน 5,10,15 นาทจีากนัน้น าไป
แช่ตู้เยน็ก่อนจะท าการเซนตรฟิิวจน์าน 5,10,15 และ 20 นาทตีามล าดบั  น าตะกอนทีไ่ดไ้ปสกดัอกี 2 
ครัง้ด้วยเอธานอล กรองสารละลายด้วยกระดาษกรองวอทแมนเบอร ์1 ปรบัปรมิาตรเป็น 50 mL ด้วย
เอธทานอล 

 
        3.1.7 การสกดัดว้ยน ้า 
      ชัง่ตวัอย่างไส้กรอกที่บดละเอยีดดว้ยเครื่องป ัน่อาหาร 5.0000 ± 0.0500 g  ใส่ลงในบกี

เกอรข์นาด  25  mL  เตมิน ้าปรมิาตร  5  mL จากนัน้ป ัน่ดว้ยเครื่อง Vortex นาน 2-3 นาท ีระหว่างนี้
เตมิน ้าลงไปอกี 5 mL  น าสารตวัอย่างทีไ่ด้ไปเขย่าดว้ยเครื่องโซนิเคเตอร ์ นาน 5,10,15 นาทจีากนัน้
น าไปแช่ตูเ้ยน็ก่อนจะท าการเซนตรฟิิวจน์าน 5,10,15 และ 20 นาทตีามล าดบั  น าตะกอนทีไ่ดไ้ปสกดัอกี 
2 ครัง้ดว้ยน ้า กรองสารละลายดว้ยกระดาษกรองวอทแมนเบอร ์1 ปรบัปรมิาตรเป็น 50 mL ดว้ยน ้า 

 
ตอนท่ี 4  กำรแยกสำรฮีสตำมีน  พิวเทรสซีน  และคำรด์ำเวรีนด้วยเทคนิคแผน่  

  บำงโครมำโทกรำฟี (TLC) 
     4.1  เตรยีมสารละลายนินไฮดรนิโดยการชัง่สารนินไฮดรนิ  1.5 g จากนัน้เตมิ  n-butanol  
100  mL   และเตมิกรดแอซติกิ  3  mL 
     4.2  เตรยีม  TLC  plate  โดยการตดั  TLC plate  ชนิดซลิกิาใหม้ขีนาดความกวา้ง  5 cm 
และยาว  10  cm  
     4.3  เตรยีมสารละลายผสมเพื่อใชเ้ป็นวฏัภาคเคลื่อนที ่ ดงัตารางที ่ 17 
     4.4  เตมิวฎัภาคเคลื่อนทีท่ีเ่ตรยีมตามตาราง  17  ลงในบกีเกอรข์นาด  250  mL  จากนัน้
ปิดดว้ยกระจกนาฬกิา 
     4.5  ท าการจุด (spot) สารมาตรฐานฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีความเขม้ข้น  
50  ppm  ลงบนซลิกิาเพลท  จากนัน้น าไปวางไวใ้นบกีเกอรท์ีบ่รรจุวฏัภาคเคลื่อนทีเ่พื่อรอใหเ้กดิการ
แยกสาร 
     4.6  เมือ่วฏัภาคเคลื่อนทีไ่ดเ้คลื่อนทีไ่ปยงัจดุสงูสุดของซลิกิาเพลทจงึน าซลิกิาเพลทออกจาก
บกีเกอร ์ บนัทกึระยะทางทีต่วัท าละลายเคลื่อนที ่
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    4.7  ใช้ไดรด์เป่าให้แผ่นซลิกิาแห้งจากนัน้สเปรยด์้วยสารละลายนินไฮดรนิและใช้ไดรด์เป่า
เพื่อเรง่ใหป้ฏกิริยิาเกดิเรว็ขึน้  สงัเกตุสทีีเ่กดิขึน้จากปฏกิริยิาระหว่างสารไบโอจนีิกเอมนีกบันินไฮดรนิ   
 
ตำรำง  17  วฏัภาคเคลื่อนทีท่ีใ่ชใ้นการแยกสารดว้ยแผ่นบางโครมาโทกราฟี 
 

วฏัภำคเคล่ือนท่ี อตัรำส่วน (v/v) 

เอทลิแอซเิตต : คลอโรฟอรม์ 60:40 
เบนซนี : เมทานอล : ไซโคลเฮกเซน 85:5:10 

เอทลิแอซเิตต : ไซโคลเฮกเซน 60:40 
เบนซนี : เมทานอล 90:10 
เบนซนี : อะซโิตน 50:50 

แอมมลิแอลกอฮอล ์: กรดแอซติกิ : น ้า 40:10:50 
เมทานอล : แอมโมเนีย 50:50 

100% เมทานอล 100 
100% แอมโมเนีย 100 

  
 
 



บทท่ี  4 

ผลการทดลอง 
 
ส ำหรบักำรศกึษำวจิยัในครัง้นี้  ผูว้จิยัเสนอผลกำรวจิยัตำมล ำดบัต่อไปนี้ 

1. สภำวะทีศ่กึษำในกำรวเิครำะหป์รมิำณสำรไบโอจนีิกเอมนี 3 ชนิด คอื ฮสีตำมนี  
พวิเทรสซนี และคำรด์ำเวรนี ดว้ยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสงู ไดแ้ก่  
1.1  ผลกำรศกึษำปฏกิริยิำกำรเตรยีมสำรอนุพนัธ ์
1.2  ช่วง pH ของแอซเิตตบฟัเฟอร ์ 
1.3  อตัรำส่วนระหว่ำงแอซเิตตบฟัเฟอรต่์ออะซโิตไนไตรต์ 
1.4  อตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคลื่อนที ่ 

 1.5  กำรสรำ้งกรำฟมำตรฐำน 
1.6  กำรหำค่ำขดีจ ำกดัของกำรตรวจวดัและขดีจ ำกดัของกำรวดัปรมิำณ 

2.  กำรศกึษำปจัจยัทีส่่งผลกระทบต่อเทคนิคทีใ่ชว้เิครำะห ์ไดแ้ก่  
2.1 กรดอะมโิน 3 ชนิด คอื ฮสีตดินี ออรน์ิทนี และไลซนี  
2.2 รเีอเจนตท์ีใ่ชท้ดลอง ไดแ้ก่ โซเดยีมไฮดรอกไซด ์กรดไฮโดรคลอรกิ  
      และโซเดยีมคลอไรด ์ 

3. ศกึษำหำวธิทีีเ่หมำะสมในกำรเตรยีมตวัอยำ่งไสก้รอกพื้นเมอืงไทย ไดแ้ก่  
3.1 ชนิดของตวัท ำละลำยทีใ่ชใ้นกำรสกดั ไดแ้ก่  กรดไฮโดรคลอรกิ กรดไตรคลอโร      
     แอซติกิ กรดเปอรค์ลอรกิ บอเรตบฟัเฟอร ์เมทำนอล เอทำนอล และน ้ำ 
3.2 วธิกีำรสกดัด้วยตวัท ำละลำยร่วมกบักำรสกดัด้วยวธิทีำงกำยกำพ  คอื  กำรเขย่ำดว้ย

เครือ่งโซนิเคเตอรแ์ละกำรเซนตรฟิิวจ ์
3.3 ระยะเวลำทีเ่หมำะสมในกำรด ำเนินกำรตำมขอ้ 3.2 

4. กำรแยกสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีดว้ยเทคนิคแผ่นบำงโครมำโทกรำฟี  
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ตอนท่ี 1  ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหห์าปริมาณของสาร   
      ฮีสตามีน  พิวเทรสซีน  และคารด์าเวรีนพร้อมกนัด้วยเครื่องโครมาโท   
                กราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 

1.1  ผลการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดอนุพนัธร์ะหว่างฮีสตามีน  พิวเทรสซีน  และ            
        คารด์าเวรีนกบัออรโ์ท-พทาลไดอลัดีไฮด ์

 ปฏกิริยิำระหว่ำงสำรไบโอจนีิกเอมนีกบัออรโ์ท–พทำลไดอลัดไีฮด์/2-เมอรแ์คปโตเอทำนอล
สำมำรถเกิดขึน้ได้สำมช่องทำง  ได้แก่  ปฏกิริยิำไฮโดรไลซสิ (hydrolysis) ของออร์โท–พทำลได   
อลัดไีฮด ์ ปฏกิริยิำสเตบไิลเซชนั (stabilization) ของออรโ์ท–พทำลไดอลัดไีฮดโ์ดย  2-เมอรแ์คปโต   
เอทำนอล  และปฏกิริยิำของออรโ์ท–พทำลไดอลัดไีฮด์/ 2-เมอรแ์คปโตเอทำนอลกบัเอมนีและ/หรอื
กรดอะมโินไดส้ำรอนุพนัธ์ทีม่คีุณสมบตัใินกำรวำวแสงแต่เป็นสำรที่ไม่เสถยีร (ตำมภำพประกอบ 6)   
ในกำรเกดิปฏกิริยิำเน่ืองจำกมหีลำยปจัจยัทีส่่งผลต่อกำรเกดิปฏกิริยิำ  ไดแ้ก่  pH  ของสำรละลำย
ตวักลำงในระหว่ำงกำรเกดิปฏกิริยิำ  อตัรำกำรเกดิปฏกิริยิำจะขึน้อยู่กบัค่ำ  pH  ของสำรละลำย
ตวักลำงโดย  pH  ทีเ่หมำะสมต่อกำรเกดิปฏกิริยิำนัน้  มผีลใหเ้กดิสำรอนุพนัธ์ทีเ่สถยีรสำมำรถวำว
แสงได้ดี  นอกจำกนี้ ระยะเวลำในกำรเกิดปฏิกิริยำมีควำมส ำคัญต่อควำมสมบูรณ์ของกำร
เกดิปฏิกิรยิำระหว่ำงออร์โท–พทำลไดอลัดไีฮด์กบัเอมนี  และควำมเข้นข้นของ  2-เมอร์แคปโต     
เอทำนอลเนื่องจำกกำรเตมิ  2-เมอรแ์คปโตเอทำนอลจะลดปรมิำณของสำรออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮด์
ทีจ่ะเขำ้ท ำปฏกิริยิำโดยตรงกบักรดอะมโินหรอืสำรเอมนี  (R.C. Dorresteijn;  et  al. 1996: 160) 
 
   ในงำนวจิยัน้ีท ำกำรวเิครำะหส์ำรไบโอจนีิกเอมนีทัง้  3  ชนิด  ไดแ้ก่ ฮสีตำมนี พวิเทรสซนี  
และคำร์ดำเวรีนซึ่งเป็นสำรไบโอจนีิกเอมีนที่มกัพบในอำหำรหมกัชนิดต่ำง ๆ  สำรทัง้สำมนี้มี
ควำมสำมำรถในกำรดูดกลืนแสงต ่ ำเนื่องจำกมีโครงสร้ำงขนำดเล็ก  มีมวลโมเลกุลน้อย  กำร
ตรวจวัดโดยตรงด้วยตัวตรวจวัดแบบไดโอดแอเรย์หรือตัวตรวจวัดแบบฟลูออเรสเซ็นต์นัน้ไม่
สำมำรถท ำได ้ แต่กำรตรวจวดัด้วยตวัตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซน็ต์ท ำไดโ้ดยอำศยัหลกักำรเตรยีม
อนุพนัธก่์อนน ำสำรอนุพนัธท์ีไ่ดฉ้ีดเขำ้คอลมัน์แยกสำร  (precolumn  derivatization)  เพื่อวเิครำะห์
ปรมิำณ 
 

  เมื่อน ำสำรละลำยผสมของฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีไปท ำปฏกิริยิำกบัสำร
ออร์โท-พทำลไดอลัดีไฮด์/2-เมอร์แคปโตเอทำนอลเกิดเป็นสำรอนุพนัธ์ไอโซอินโดล  จำกนัน้น ำ
สำรละลำยทีไ่ดไ้ปสแกนสเปกตรมัดว้ยเครื่องสเปกโตฟลูออร์โรมเิตอรท์ีค่วำมยำวคลื่น 200-800 nm  
ใหค้วำมเขม้ฟลอูอรเ์รสเซนตส์งูซึง่ใหค้่ำควำมยำวคลื่นของกำรกระตุน้  (excitation)  อยู่ที ่ 335  nm
และควำมยำวคลื่นของกำรวำวแสง (emmission) อยูท่ี ่460  nm 

 



68 

 

 
 

ภาพประกอบ  8  สเปกตรมักำรวำวแสงของสำรอนุพนัธ์ฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนี 
 

1.2 ผลการศึกษา  pH  ของแอซิเตตบฟัเฟอร ์
   ส ำหรบังำนวจิยันี้ได้ศกึษำหำสภำวะที่เหมำะสมของ  pH  ที่ส่งผลต่อกำรแยกและกำร
วิเครำะห์ปริมำณสำรฮีสตำมีน  พิวเทรสซีน  และคำร์ดำเวรีน  ซึ่งผลกำรทดลองแสดงดัง
ภำพประกอบ  8 
 

 

ภาพประกอบ  9  ผลของ pH  แอซเิตตบฟัเฟอรต่์อกำรแยกสำรอนุพนัธ์ 

   จำกกำรศกึษำค่ำ  pH  ของแอซเิตตบฟัเฟอรท์ีส่่งผลต่อกำรแยกสำรอนุพนัธ์ทัง้สำมโดยใช้
อตัรำส่วนระหว่ำงแอมโมเนียมแอซเิตตเขม้ขน้  100 mM  ต่ออะซโิตไนไตรต์ ที่อตัรำส่วน  82:18 
v/v  และ  ควบคุมอตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคลื่อนที ่1.1 mL/min  
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             ผลกำรทดลองพบว่ำค่ำพื้นที่พีคของสญัญำณกำรตรวจวเิครำะห์ของสำรอนุพนัธ์ของ
ฮสีตำมนี พวิเทรสซนี และคำรด์ำเวรนีที่ค่ำ  pH  4.5 วดัไดน้้อยและเมื่อค่ำ  pH  เพิม่มำกขึน้พบว่ำ
สำรทัง้สำมใหค้่ำพืน้ทีพ่คีของสญัญำณกำรตรวจวเิครำะหไ์ดด้ขีึน้  แต่อย่ำงไรกต็ำม จำกกำรทดลอง
พบว่ำทีค่่ำ  pH  4.5  5.0  และ  5.4  นัน้กำรแยกพคีของสำรทัง้สำมชนิดสำมำรถแยกจำกกนัไดแ้ต่
ใหผ้ลไม่เป็นทีน่่ำพอใจเช่นที ่pH 4.5 พคีของสำรพวิเทรสซนีและคำรด์ำเวรนีไม่สำมำรถทจีะแยก
จำกกนัอย่ำงเดด็ขำดเนื่องจำกเกดิกำรซอ้นทบัทีฐ่ำนพีค  และที ่ pH  5.4 พบว่ำสำรพวิเทรสซนีถูก
ชะออกจำกคอลมัน์ช้ำลงท ำให้ควำมสำมำรถในกำรแยกสำรพวิเทรสซนีออกจำกคำร์เวรนีได้ไม่ด ี
และเมื่อเปรยีบเทยีบส ำหรบักำรทดลองทีค่่ำ pH 5.8 และ  pH 6.2  พบว่ำที ่ pH  ทัง้สองค่ำนี้
สำมำรถแยกสำรทัง้สำมชนิดออกจำกกันได้เป็นอย่ำงดีและมคี่ำกำรตอบสนองต่อสญัญำณกำร
วเิครำะห์แบบฟลูออเรสเซน็ต์ไดเ้ป็นอย่ำงดแีละเมื่อท ำกำรทดลองซ ้ำพบว่ำที่ค่ำ pH 6.2 นัน้เวลำ     
รเีทนชนัของสำรทัง้สำมเกดิกำรเคลื่อนที่มคี่ำไม่คงที่ในแต่ละครัง้ของกำรทดลอง (shift) เมื่อใช้ค่ำ 
pH ของแอซเิตตบฟัเฟอรเ์ป็น  6.2 และที่ค่ำ pH 6.2 กำรวเิครำะห์ไม่แม่นย ำ (reproducibility) 
เนื่องจำกแอซเิตตบฟัเฟอรม์คีวำมจบุฟัเฟอรท์ีช่่วง pH 3.8-5.8 เท่ำนัน้  ดงันัน้เมื่อพจิำรณำทีค่่ำ  pH  
5.8  ใหค้่ำสญัญำณกำรตรวจวเิครำะหด์ทีีสุ่ดและมรีะยะเวลำรเีทนชนัทีม่คีวำมเหมำะสม สำรทัง้สำม
สำมำรถแยกจำกกนัอย่ำงชดัเจนและมรีูปร่ำงของพคีที่แหลมคม  ดงันัน้แอซเิตตบฟัเฟอรท์ี่ค่ำ pH 
5.8 จงึเป็นสภำวะทีเ่หมำะสมที่สุดในกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรอนุพนัธท์ัง้สำมด้วยเทคนิคโครมำโท 
กรำฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 

  เนื่องจำกสำรประกอบบำงชนิดไม่เสถยีรสำมำรถที่จะเกดิกำรแตกตวัได้ง่ำยและเกดิกำร
เปลีย่นแปลงของโครงสรำ้งเมื่อค่ำ  pH  ของระบบเปลีย่นแปลงไป  ส่งผลต่อควำมสำมำรถในกำร
ดูดกลนืแสงของสำรรวมทัง้ควำมสำมำรถในกำรเกิดอนัตรกิรยิำของสำรกบัวฏัภำคนิ่งและวฏัภำค
เคลื่อนที่  ส ำหรบัสำรที่แตกตวัเป็นไอออนได้ง่ำยนัน้ค่ำ  pH  ของวฏัภำคเคลื่อนที่เป็นสิง่ที่มี
ควำมส ำคญัมำกเนื่องจำกส่งผลต่อรเีทนชนัแฟกเตอร ์ (retention  factor; k’)  และส่งผลต่อ
ควำมจ ำเพำะและรปูร่ำงของพีคทีป่รำกฏ (Panagiota  Agrafiotou; et al. 2011: 4995)  สิง่เหล่ำนี้
จะส่งผลต่อปรมิำณของสำรที่ท ำกำรวเิครำะห์รวมทัง้ประสทิธภิำพของกำรวเิครำะห์ดว้ย  ในรเีวริส์
เฟสกำรเกิดอันตรกิรยิำระหว่ำงสำรและวฏัภำคนิ่งจะแรงมำกเนื่องจำกในวฏัภำคนิ่งนัน้จะมหีมู่     
ไซลนิลัอสิระ (-SiOH) เหลอือยู ่ ซึง่มคีุณสมบตัเิป็นกรดเลก็น้อยจงึสำมำรถแตกตวัเป็นไอออนไดเ้มื่อ
ค่ำ pH  มำกกว่ำ 4  ไอออนของหมู่ไซลนิัลจะสรำ้งพนัธะไฮโดรเจนกบัหมู่อะมโิน (-NH2) หรอืหมู ่
ไฮดรอกซลิ (-OH) ของสำรตวัอยำ่งได้ซึง่จะท ำใหเ้กดิพคีทีม่หีำงไดแ้ละเพิม่เวลำรเีทนชนัของสำรให้
คงอยู่ในคอลมัน์ไดน้ำนขึน้ท ำใหใ้ชเ้วลำในกำรวเิครำะหน์ำนขึน้จงึท ำใหว้ฏัภำคเคลื่อนทีท่ีเ่ป็นน ้ำไม่
สำมำรถที่จะชะสำรออกได้   ดังนั ้นองค์ประกอบของวัฏภำคเคลื่อนที่จะมีผลอย่ำงมำกต่อ
ควำมสำมำรถในกำรชะสำรออกจำกคอลมัน์  วฏัภำคเคลื่อนที่ในเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลว
สมรรถนะสูงมสี่วนในกำรเกดิอนัตรกริยิำกบัสำรที่ท ำกำรวเิครำะหเ์ช่นเดยีวกบัวฏัภำคนิ่ง  กำรปรบั  
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pH  เพยีงเลก็น้อยสำมำรถที่จะเปลี่ยนพฤตกิรรมกำรคงอยู่ของสำรบนวฏัภำคนิ่งได้มำก  กำร
เลอืกใชส้ำรละลำยบฟัเฟอรม์สีิง่ทีต่้องค ำนึงถงึ  คอื  ชนิดของบฟัเฟอร์  ควำมแรงของไอออนิกและ
ควำมจบุฟัเฟอรส์ิง่เหล่ำนี้ส่งผลต่อระยะเวลำรเีทนชนัและกำรใหส้ญัญำณพคีทีม่หีำง (Martí  Rosés; 
2004: 283) 
 

1.3 การศึกษาหาอตัราส่วนของบฟัเฟอรต่์อตวัท าละลายอินทรีย ์
 ส ำหรบัผลกำรศกึษำอตัรำส่วนของวฏัภำคเคลื่อนทีท่ีท่ ำกำรศกึษำแสดงดงัตำรำง  18 
 
ตาราง  18  อตัรำส่วนของวฏัภำคเคลื่อนทีท่ีส่่งผลต่อเวลำรเีทนชนั 
 
แอซิเตตบฟัเฟอร ์

pH 5.8 (%) 
อะซิโตไนไตรต ์(%) เวลารีเทนชนั (นาที) 

พิวเทรสซีน ฮีสตามีน คารด์าเวรีน 
75 25 2.30 2.81 3.25 
77 23 3.73 4.79 5.48 
78 22 4.78 6.66 7.21 
80 20 6.50 8.90 10.42 
81 19 7.89 10.83 13.14 
82 18 9.20 12.30 15.62 

 
 งำนวจิยันี้ท ำกำรชะสำรดว้ยระบบไอโซเครตกิ (isocratic)  ซึง่จะท ำกำรเตรยีมสำรละลำย
ผสมระหว่ำงแอซเิตตบฟัเฟอร์เข้มข้น 100 mM  (pH 5.8) ต่ออะซโิตไนไตรต์ในอตัรำส่วนโดย
ปรมิำตร (v:v)  กำรชะสำรด้วยระบบไอโซเครติกสำมำรถที่จะใช้ในกำรแยกอนุพนัธ์ของสำรผสม
ฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำร์ดำเวรนีและระบุชนิดของสำรอนุพนัธ์ทัง้สำมชนิดที่ตรวจพบใน
ตวัอย่ำงดว้ยกำรเปรยีบเทยีบระยะเวลำรเีทนชนักบัสำรมำตรฐำน  นอกจำกนี้กำรชะสำรแบบไอโซ 
เครตกิยงัสำมำรถหลกีเลีย่งกำรตกตะกอนของบฟัเฟอรภ์ำยในคอลมัน์ไดเ้นื่องจำกใชอ้ะซโิตไนไตรต์
ในอตัรำส่วนคงทีต่ลอดกำรทดลอง   
              
            จุดประสงคห์นึ่งในกำรวเิครำะห์ปรมิำณด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
คอืรปูร่ำงของพคีสำมำรถท ำได้โดยกำรเลอืกตวัท ำละลำยอนิทรยีท์ี่ใชเ้ป็นวฏัภำคเคลื่อนทีท่ีม่คีวำม
เหมำะสม  เช่น  อะซโิตไนไตรต์  เมทำนอล  หรอื  THF  เป็นต้น  จำกงำนวจิยัทีผ่่ำนมำพบว่ำ     
อะซิโตไนไตรต์ก็เป็นตัวท ำละลำยอินทรยี์ชนิดหนึ่งที่มกีำรนิยมใช้เป็นองค์ประกอบในวัฏภำค
เคลื่อนทีส่ ำหรบักระบวนกำรแยกสำรด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง  เนื่องจำกมี
ควำมหนืดน้อยกว่ำตวัท ำละลำยชนิดอื่น ๆ  ท ำใหล้ดควำมดนัยอ้นกลบั (back pressure) ทีเ่กดิขึน้
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ในระบบโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง   และอะซิโนไนไตรต์เป็นวัฏภำคเคลื่อนที่จะมี
ประสทิธภิำพในกำรแพร่มำกกว่ำตวัท ำละลำยอนิทรยีช์นิดอื่น ๆ  ใหร้ปูร่ำงพกีมลีกัษณะคมชดั  แต่
อยำ่งไรกต็ำมกำรใชอ้ะซโิตไนไตรตก์ส็่งผลดำ้นควำมเป็นพษิต่อสิง่แวดลอ้ม 
  
             ส ำหรบักำรศกึษำอตัรำส่วนของวฏัภำคเคลื่อนทีท่ีท่ ำกำรทดลองในงำนวจิยันี้เริม่ต้นดว้ย
กำรเลอืกใชอ้ตัรำส่วนระหว่ำงแอซเิตตบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 100 mM  (pH 5.8) ต่ออะซโิตไนไตรต์ใน
อตัรำส่วน 75:25 v/v  (ภำพประกอบ 9 (ก)) 
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ภาพประกอบ 10 โครมำโทแกรมจำกผลกำรทดลองศกึษำองคป์ระกอบของวฏัภำคเคลื่อนที่ 
ก    องคป์ระกอบของแอซเิตตบฟัเฟอรต่์ออะซโิตไนไตรตใ์นอตัรำส่วน  75:25 v/v 
ข    องคป์ระกอบของแอซเิตตบฟัเฟอรต่์ออะซโิตไนไตรตใ์นอตัรำส่วน  77:23 v/v 
ค    องคป์ระกอบของแอซเิตตบฟัเฟอรต่์ออะซโิตไนไตรตใ์นอตัรำส่วน  78:22 v/v 
ง    องคป์ระกอบของแอซเิตตบฟัเฟอรต่์ออะซโิตไนไตรตใ์นอตัรำส่วน  80:20 v/v 
จ    องคป์ระกอบของแอซเิตตบฟัเฟอรต่์ออะซโิตไนไตรตใ์นอตัรำส่วน  81:19 v/v 
ฉ    องคป์ระกอบของแอซเิตตบฟัเฟอรต่์ออะซโิตไนไตรตใ์นอตัรำส่วน  82:18 v/v 

 
 พบว่ำสำรทัง้สำมชนิดถูกชะออกจำกคอลมัน์ได้อย่ำงรวดเรว็โดยใช้เวลำในกำรวเิครำะห์
เพยีง  5  นำท ีแต่พบว่ำพคีของสำรทัง้สำมไม่สำมำรถทีแ่ยกจำกกนัอย่ำงเดด็ขำดเนื่องจำกเกดิกำร
ซอ้นทบักนัทีบ่รเิวณฐำนพคี  จงึท ำกำรทดลองดว้ยกำรลดปรมิำตรของอะซโิตไนไตรต์เป็น  23%  
 
            (ภำพประกอบ 9 (ข)) พบว่ำพคีของสำรทัง้สำมสำมำรถทีจ่ะแยกออกจำกกนัไดด้ขีึน้แต่ไม่
สำมำรถทีจ่ะแยกจำกกนัไดอ้ย่ำงเดด็ขำดเนื่องจำกยงัมกีำรซอ้นทบักนัของฐำนพคี  และทีอ่ตัรำส่วน
นี้ใชร้ะยะเวลำในกำรวเิครำะหป์ระมำณ  8  นำท ี จำกนัน้ลดปรมิำตรของอะซโิตไนไตรตเ์ป็น  22%   
(ภำพประกอบ 9 (ค)) พบว่ำสำรทัง้สำมสำมำรถที่จะแยกออกจำกกนัได้ดขีึน้โดยที่สำรพวิเทรสซนี
สำมำรถแยกออกจำกสำรฮสีตำมนีและคำรด์ำเวรนีไดอ้ย่ำงเดด็ขำด  แต่พบว่ำกำรแยกจำกกนัของ
พคีของสำรฮสีตำมนีและคำรด์ำเวรนียงัไม่สำมำรถทีจ่ะแยกออกจำกกนัอย่ำงเดด็ขำด  ต่อมำท ำกำร
ลดอตัรำส่วนของอะซโิตไนไตรต์เป็น  20%  (ภำพประกอบ 9 (ง)) พคีของสำรทัง้สำมสำมำรถทีจ่ะ
แยกออกจำกกนัอยำ่งชดัเจน  แต่พคีของสำรฮสีตำมนีกบัคำรด์ำเวรนียงัไม่สำมำรถทีจ่ะแยกออกจำก
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กนัไดเ้ป็นอย่ำงดทีี่เบสไลน์  ต่อมำจงึไดท้ ำกำรลดอะซโิตไนไตรต์เป็น  19%  (ภำพประกอบ 9 (จ)) 
พบว่ำพีคของสำรทัง้สำมสำมำรถที่จะแยกออกจำกกันได้อย่ำงเด็ดขำดโดยใช้ระยะเวลำในกำร
วิเครำะห์ประมำณ  15  นำที  และล ำดับสุดท้ำยลดอัตรำส่วนของอะซิโตไนไตรต์เป็น 18%  
(ภำพประกอบ 9 (ฉ)) พบว่ำพคีของสำรทัง้สำมสำมำรถแยกออกจำกกนัอย่ำงชดัเจน  และสำมำรถ
แยกไดด้กีว่ำทีอ่ตัรำสว่นของอะซโิตไนไตรต ์ 18 %  แต่มขีอ้เสยีคอืใชร้ะยะเวลำในกำรวเิครำะหน์ำน 
 
   สรุปจำกภำพประกอบ  9  พบว่ำกำรเพิม่หรอืกำรลดอตัรำส่วนของอะซโิตไนไตรต์เพยีง
เล็กน้อยก็จะส่งผลอย่ำงมำกต่อควำมสำมำรถในกำรชะสำรออกจำกคอลมัน์เนื่องจำกสภำพขัว้
ของวฏัภำคเคลื่อนที่เกดิกำรเปลี่ยนแปลง  นอกจำกนี้ยงัพบว่ำกำรเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของ  
วฏัภำคเคลื่อนทีย่งัส่งผลต่อกำรแยกสำรทัง้สำม  ส่งผลต่อเวลำรเีทนชนัและรปูร่ำงของพคี  ส ำหรบั
กำรแยกสำรอนุพนัธ์ทัง้สำมชนิดให้แยกออจำกกนัอย่ำงเด็ดขำดเมื่อเลอืกใช้อตัรำส่วนของอะซเิตต
บฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 100 mM (pH 5.8) ต่ออะซโิตไนไตรต์ในอตัรำส่วน  82:18 (v/v) และในอตัรำส่วน  
82:18 (v/v)  ตำมล ำดบั  เนื่องจำกพบว่ำสำรทัง้สำมชนิดสำมำรถทีจ่ะแยกออกจำกกนัไดเ้ป็นอย่ำงดี
และมคี่ำรโีซลูชนั  (resolution; RS)  เป็นทีน่่ำพอใจ  แต่เมื่อเปรยีบเทยีบเวลำรเีทนชนัของกำรแยก
ทัง้สองระบบพบว่ำควรลอืกใชท้ีอ่ตัรำส่วน  82:18  v/v เนื่องจำกสำรทัง้สำมสำมำรถทีจ่ะชะออกจำก
คอลมัน์ได้เป็นอย่ำงด ี และมคี่ำกำรแยกที่เหมำะสมแม้ว่ำจะใช้เวลำในกำรชะสำรนำนกว่ำกำรใช้
อตัรำส่วน  81:19 v/v   
 

1.4 ผลการศึกษาอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
   จำกนัน้ท ำกำรศกึษำอตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคลื่อนทีท่ีอ่ตัรำกำรไหล  0.9  1.0  1.1  1.2  
และ  1.5  ml/min  ตำมล ำดบั โดยพจิำรณำระยะเวลำรเีทนชนัของสำรอนุพนัธ ์ จำกผลกำรทดลองที่
ไดแ้สดงดงัภำพประกอบ   10 
 

 
 

ภาพประกอบ 11  ผลของอตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคลื่อนทีท่ีส่่งผลต่อเวลำรเีทนชนั 
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  อตัรำกำรไหลส่งผลต่อระยะเวลำรเีทนชนัของสำรเนื่องจำกกำรเพิ่มอตัรำกำรไหลจะท ำให้

สำรถูกชะออกจำกคอลมัน์เรว็ขึน้เป็นกำรช่วยลดระยะเวลำในกำรวเิครำะห์ให้มคีวำมรวดเรว็ยิง่ขึน้  
เหตุเนื่องจำกโมเลกลุของสำรทัง้สำมเกดิกำรถ่ำยโอนมวลสำรระหว่ำงวฏัภำคนิ่งและวฏัภำคเคลื่อนที่
เกดิไดน้้อยลง  และจะท ำใหป้ระสทิธภิำพของกำรแยกไม่ดี  ในกำรทดลองเริม่ท ำกำรศกึษำโดยใช้
อตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคลื่อนที่เป็น 0.9 mL/min  พบว่ำสำรถูกชะออกจำกคอลมัน์ช้ำมำกใช้
ระยะเวลำในกำรวเิครำะห์นำนถงึ  20  นำท ี จำกนัน้ลดอตัรำกำรไหลเป็น  1.0  mL/min  และใช้
ระยะเวลำในกำรวเิครำะห์นำน  18  นำทจีำกนัน้จงึเพิม่อตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคลื่อนทีเ่ป็น  1.1  
1.2  และ  1.5  mL/min  ตำมล ำดบั  และพบว่ำอตัรำกำรไหลทีม่คีวำมเหมำะสมต่อกำรแยกและ
สำมำรถเพิม่ประสทิธภิำพในกำรแยกสำรคอือตัรำกำรไหล  1.1  mL/min  สำเหตุเนื่องจำกทีอ่ตัรำ
กำรไหล  1.2  และ  1.5  mL/min  นัน้เป็นอุปสรรคต่อกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรไบโอจนีิกเอมนีในไส้
กรอกพื้นเมอืงไทยทัง้สำมชนิดเพรำะในตวัอย่ำงไส้กรอกจะมสีำรรบกวนกำรวเิครำะห์  เช่น  กรด  
อะมโินอสิระและสำรไบโอจนีิกเอนีชนิดอื่น ๆ  ปะปนเป็นจ ำนวนมำกและมคีวำมเป็นไปไดท้ี่จะเกดิ
กำรซ้อนทบัระหว่ำงพีกของสำรอนุพนัธ์กับสำรรบกวนเนื่องจำกกรดอะมโินและเอมนีที่เป็นสำร
รบกวนสำมำรถที่จะเกดิปฏกิิรยิำกบัออร์โท-พทำลไดอลัดไีฮด์เกดิป็นสำรอนุพนัธ์ที่มคีุณสมบตัใิน
กำรวำวแสงได ้

 
   แมว้่ำทฤษฎเีพลท (plate theory) จะเป็นหลกักำรทีม่ปีระโยชน์และใหข้อ้มลูเบือ้งต้น  แต่
ไมส่ำมำรถทีจ่ะอธบิำยปจัจยัต่ำง ๆ  ได ้ จงึจ ำเป็นต้องทฤษฏอีตัรำ (rate theory) อธบิำยพฤตกิรรม
ของโครมำโทกรำฟี  ทฤษฎน้ีีขึน้อยู่กบัปจัจยัต่ำง ๆ  เช่น  อตัรำกำรถ่ำยเทมวลระหว่ำงวฏัภำคน่ิง
กบัวฏัภำคเคลื่อนที ่ อตัรำกำรกระจำยตวัของวฏัภำคเคลื่อนทีใ่นคอลมัน์  อตัรำกำรไหลของวฏัภำค
เคลื่อนที่  ซึ่งอตัรำกำรแพร่ของวฏัภำคเคลื่อนที่จะเกดิกำรแพร่ตำมทศิทำงทำงกำรไหลนัน่คอืกำร
แพร่ตำมแนวยำวของคอลมัน์  รวมทัง้สำมำรถที่จะเกิดกำรแพร่ของวฏัภำคเคลื่อนที่เข้ำสู่อนุภำค
ของวฏัภำคนิ่ง  เนื่องจำกภำยในคอลมัน์บรรจุด้วยอนุภำคนิ่งที่มขีนำดไม่เท่ำกนัจงึเกิดช่องว่ำง
ระหว่ำงอนุภำคเมื่สำรเคลื่อนทีเ่ขำ้สู่คอลมัน์โมเลกุลของสำรจะเคลื่อนทีไ่ดใ้นระยะทำงทีแ่ตกต่ำงกนั
เรยีกว่ำกระบวนกำรแพร่แบบแอดดี้  (eddy diffusion)  ซึ่งเป็นผลที่เกดิจำกอตัรำกำรไหลของ     
วฏัภำคเคลื่อนที่ในคอลมัน์  และกำรเพิม่อตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคลื่อนทีย่งัส่งผลท ำให้เกดิควำม
ไมส่มดุลเฉพำะแห่ง (local equilibrium) ซึง่มสีำเหตุจำกควำมเขม้ขน้ทีแ่ตกต่ำงกนักระบวนกำรแพร่
เหล่ำนี้เรยีกว่ำกำรแพรแ่บบสุ่ม 
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Van  Deemter  equation 
H = HETP 
A = eddy diffusion term 
B = longitudinal diffusion term 
u = linear velocity 
C = resistance to mass transfer coefficient 
 

   ตำมสมกำรแวนดีมเทอร์เป็นสมกำรแสดงควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงควำมสูงของเพลทกับ
อตัรำเร็วเชงิเส้นของวฏัภำคเคลื่อนที่  ภำยหลงัจำกกำรศึกษำหำอัตรำส่วนที่เหมำะสมระหว่ำง     
แอซเิตตบฟัเฟอร์ต่ออะซโิตไนไตรต์รวมทัง้กำรศกึษำค่ำ  pH  ของแอซเิตตบฟัเฟอร์ที่มคีวำม
เหมำะสมต่อกำรแยกสำรอนุพนัธ์ทัง้สำมพบว่ำอัตรำส่วนที่เหมำะของแอซิเตตบฟัเฟอร์เข้มข้น    
100 mM  ต่ออะซโิตไนไตรต์คอื  82:18 v/v  และค่ำ  pH  ทีเ่หมำะสมคอื  5.8  ในกำรศกึษำอตัรำ
กำรไหลจงึเลอืกใช้แอซเิตตบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 100 mM ต่ออะซโิตไนไตรต์  pH 5.8  ต่ออะซโิต       
ไนไตรตท์ีอ่ตัรำส่วน  82:18 v/v  ซึง่เป็นสภำวะทีเ่หมำะสมต่อกำรแยกสำรแลว้นัน้กำรปรบัอตัรำกำร
ไหลของวฎัภำคเคลื่อนทีก่เ็ป็นอกีหน่ึงปจัจยัในกำรช่วยเพิม่ประสทิธภิำพในกำรแยกสำร 
 
   ดงันัน้จำกกำรทดลองข้ำงต้น  สภำวะที่เหมำะสมต่อกำรแยกสำรด้วยเทคนิคโครมำโท  
กรำฟีของเหลวสมรรถนะสงูสรปุดงันี้ 
 
ตาราง  19  สภำวะทีเ่หมำะสมต่อกำรแยกสำรอนุพนัธุฮ์สีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนี 
 

ตวัแปร สภาวะท่ีใช้ในการทดลอง 
ระบบกำรแยก ไอโซเครตกิ 
คอลมัน์ 5 µL; 3.9 mm x 150 mm 
วฏัภำคนิ่ง C18 
วฏัภำคเคลื่อนที ่ A:  แอซเิตตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 100 mM  (pH 5.8) 

B:  อะซโิตไนไตรต ์
อตัรำส่วน A:B  =  82:18  v/v 
อตัรำกำรไหล 1.1 mL/min 
เครือ่งตรวจวดั ฟลอูอเรสเซนต ์
ควำมยำวคลื่น λex = 335 nm; λem = 460 nm 

 

  (7) 
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   จำกตำรำงแสดงสภำวะในกำรแยกสำรอนุพนัธข์องฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี และคำรด์ำเวรนี
ซึง่ล ำดบักำรแยกของสำรทัง้สำมมคี่ำเวลำรเีทนชนัส ำหรบัพวิเทรสซนี  ฮสีตำมนี  และคำรด์ำเวรนี
เป็น  9.29  12.47  และ  15.64  ตำมล ำดบั 
 

 
 
ภาพประกอบ 12  โครมำโทแกรมกำรแยกอนุพนัธข์องสำรผสม (ก) พวิเทรสซนี   (ข) ฮสีตำมนี  

และ (ค) คำรด์ำเวรนี 

1.5  การสร้างกราฟมาตรฐาน 

   เมื่อทรำบสภำวะที่เหมำะสมในกำรแยกสำรอนุพันธ์ฮีสตำมีน  พิวเทรสซีน  และ          
คำรด์ำเวรนีแลว้จะน ำเอำสภำวะดงักล่ำวมำใชใ้นกำรวเิครำะห์เพื่อหำปรมิำณสำรทัง้สำมในตวัอย่ำง
ไสก้รอกพืน้เมอืงไทยทัง้สำมชนิดไดแ้ก่ไสก้รอกอสีำน  ไสอ้ัว่  และหม ่ำ  ในกำรวเิครำะหป์รมิำณใน
สำรตวัอยำ่งนิยมใชว้ธิเีทยีบกบักรำฟมำตรฐำนและวเิครำะหป์รมิำณสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และ
คำร์ดำเวรนีในตวัอย่ำงไส้กรอกโดยเปรยีบเทยีบสญัญำณที่วดัได้จำกตวัอย่ำงกบักรำฟมำตรฐำน  
เป็นวิธีที่นิยมใช้กันมำกเพรำะให้ควำมสะดวก  รวดเร็ว  และมีควำมถูกต้อง  กำรสร้ำงกรำฟ
มำตรฐำนใช้สำรละลำยมำตรฐำนที่ควำมเขม้ข้น  0 - 40 ppm  หลงัจำกท ำกำรวเิครำะห์สำร
มำตรฐำนทัง้สำมด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง จำกนัน้สร้ำงกรำฟแสดง
ควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้น (แกนนอน) กบัพื้นที่พคี (แกนตัง้) ได้กรำฟเส้นตรงแสดงดงั
ภำพประกอบ 12    
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ภาพประกอบ 13  กรำฟมำตรฐำนแสดงควำมสมัพนัธร์ะหว่ำงพืน้ทีพ่กีกบัช่วงควำมเขม้ขน้ 
ก    กรำฟมำตรฐำนของสำรฮสีตำมนี-OPA 
ข    กรำฟมำตรฐำนพวิเทรสซนี-OPA 
ค    กรำฟมำตรฐำนคำรด์ำเวรนี-OPA 
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ตาราง  20  เวลำรเีทนชนั  สมกำรเสน้ตรง  และ  R2  ของสำรมำตรฐำน 
 

ไบโอจีนิกเอมีน เวลารีเทนชนั (นาที) สมการเส้นตรง r2 

พวิเทรสซนี 9.295 y = 459.03x 0.9995 

ฮสีตำมนี 12.475 y = 259.98x 0.9809 

คำรด์ำเวรนี 15.641 y = 488.43x 0.9902 

 
 1.6  การหาค่าขีดจ ากดัของการตรวจวดัและขีดจ ากดัของการวดัปริมาณ 
 เพื่อวเิครำะห์หำค่ำขดีจ ำกดัของกำรตรวจวดั (LOD; S/N=3)  และค่ำขดีจ ำกดัของกำรวดั
ปรมิำณ (LOQ; S/N=10) แสดงในตำรำง  21 
 
ตาราง  21  ค่ำขดีจ ำกดัต ่ำสุดในกำรวเิครำะหเ์ชงิคุณภำพ  และค่ำขดีจ ำกดัต ่ำสุดของกำรวเิครำะห์  
      เชงิปรมิำณทีส่กดัดว้ย 0.1 M บอเรตบฟัเฟอร ์(pH 9.5) 
 

สารท่ีวิเคราะห์ LOD (ppm) LOQ (ppm) 

ฮสีตำมนี 0.02 0.07 

พวิเทรสซนี 0.06 0.21 

คำรด์ำเวรนี 0.05 0.17 
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ตอนท่ี 2  การศึกษาปัจจยัท่ีส่งผลกระทบต่อเทคนิคท่ีใช้วิเคราะห ์ 
 
   กระบวนกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรที่ก่อให้เกิดควำมเป็นพิษในอำหำรนัน้เป็นสิ่งที่มี
ควำมส ำคญัมำกในกำรบ่งชีป้รมิำณซึง่มคีวำมเกี่ยวขอ้งกบัควำมปลอดภยัในกำรบรโิภคอำหำรซึง่ใน
กำรวเิครำะหป์รมิำณนัน้มคีวำมเกีย่วขอ้งกบัหลำยปจัจยั  เช่น  กำรเลอืกวธิกีำรส ำหรบักำรวเิครำะห ์ 
กำรสุ่มตวัอย่ำง  กำรเตรยีมตวัอย่ำงก่อนกระบวนกำรวเิครำะห์  กำรเตรยีมสำรละลำยของตวัอย่ำง  
น ้ำหนักและปรมิำตรของสำรตวัอย่ำง  กำรก ำจดัสำรรบกวนต่ำง ๆ  กระบวนกำรวเิครำะหท์ีม่คีวำม
ถูกตอ้งในกำรวเิครำะหป์รมิำณ  และกำรประมวลผลจำกกำรวเิครำะห ์ ซึ่งกระบวนกำรวเิครำะหแ์ละ
กำรประมวลผลจะมคีวำมถูกต้องมำกน้อยเพยีงใดนัน้ขึน้อยู่กบัน ้ำหนักและปรมิำตรของสำรตวัอย่ำง
และกระบวนกำรก ำจดัสำรรบกวนต่ำง ๆ  เพื่อให้กำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรอสีตำมนี  พวิเทรสซนี  
และคำรด์ำเวรนีมคีวำมถูกตอ้งมำกทีสุ่ด 
 
   ไสก้รอกเป็นอำหำรทีท่ ำมำจำกเนื้อสตัวเ์ป็นส่วนประกอบหลกั  และเนื้อสตัวถ์อืเป็นแหล่ง
อำหำรทีม่โีปรตนีสมบรูณ์  ในงำนวจิยัน้ีเลอืกใชส้ำรออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮดม์ำใชใ้นกำรท ำอนุพนัธ์
เพื่อท ำกำรตรวจหำปรมิำณสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำร์ดำเวรนีในไส้กรอกพื้นเมอืงไทย  
และเป็นองค์ประกอบพื้นฐำนของโปรตีนเกดิจำกกรดอะมิโนเพยีง  20  ชนิดเท่ำนัน้ซึ่งโครงสร้ำง
ทัว่ไปของกรดอะมิโนทัง้  20  ชนิดจะประกอบไปด้วยหมู่อะมโิน (-NH2)  และหมู่คำร์บอกซิล        
(-COOH)  เกำะกบัคำรบ์อนอะตอมต ำแหน่งเดยีวกนั  ดงันัน้โครงสรำ้งของกรดอะมโินทัง้ 20  ชนิด
จะแตกต่ำงกนัทีโ่ซ่ขำ้ง  (side chain, R)  ท ำใหโ้ครงสรำ้งดงักล่ำวมสีภำพมขีัว้ทีแ่ตกต่ำงกนั   
  

2.1 ผลการศึกษากรดอะมิโนฮีสติดีน ออรนิ์ทีน และไลซีน  
   เพื่อให้สำมำรถมัน่ใจได้ว่ำกำรแยกสำรฮีสตำมีน  พิวเทรสซีน  และคำร์ดำเวรีนจะ
ปรำศจำกซึ่งพกีรบกวนจำกสำรอื่น  (interferences)  ที่เกดิจำกกรดอะมโิน  ฮสีตีดนี  ออรน์ิทนี  
และไลซนี  ซึง่กรดอะมโินทัง้สำมชนิดนี้เป็นสำรตัง้ต้น  (precursor)  ในกำรเกดิสำรไบโอจนีิกเอมนี 
กรดอะมโินทัง้สำมชนิดสำมำรถที่จะเกดิปฏกิริยิำกบัออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮดไ์ด้เช่นเดยีวกบัไบโอ  
จนีิกเอมนีทัง้สำมชนิด  จงึมคีวำมเป็นไปได้ที่ในกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรไบโอจนีิกเอมนีจะมกีำร
รบกวนกำรวเิครำะหเ์นื่องจำกกำรเกดิอนุพนัธร์ว่มของกรดอะมโินอสิระฮสีตดินี ออรน์ิทนี  และไลซนี  
ในกำรวเิครำะห์จงึท ำกำรแยกกรดอะมโินทัง้สำมชนิดด้วยสภำวะที่ใช้ในกำรแยกสำรอนุพนัธ์ของ
ฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนี  เพื่อใหท้รำบระยะเวลำรเีทนชนัของกรดอะมโินทัง้สำมชนิด
จำกนัน้น ำเวลำรเีทนชนัของกรดอะมโินทัง้สำมชนิดมำเปรยีบเทียบกับเวลำ   รเีทนชนัของสำร   
ไบโอ จนีิกเอมนีทัง้สำมชนิด 
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ภาพประกอบ  14  โครงสรำ้งของกรดอะมโินออรน์ิทนี  ฮสีตดินี  และไลซนี 
 
   ผลจำกกำรแยกสำรภำยใต้สภำวะเดียวกันนี้พิสูจน์ให้เห็นว่ำกรดอะมิโนทัง้สำมชนิด
สำมำรถทีจ่ะเกดิปฏกิริยิำกบัออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮดแ์ล้วเกดิเป็นสำรอนุพนัธ์ทีม่คีุณสมบตัใินกำร
วำวแสงไดเ้ช่นเดยีวกบัสำรไบโอจนีิกเอมนี  แต่จำกกำรเปรยีบเทยีบเวลำรเีทนชนัพบว่ำกรดอะมโิน
ทัง้สำมชนิดนี้ไม่ไดส้่งผลกระทบต่อกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรไบโอจนีิกเอมนีทัง้สำมชนิดแต่อย่ำงใด 
เนื่องจำกกรดอะมโินทัง้สำมชนิดถูกชะออกจำกคอลมัน์ได้เร็วและมรีะยะเวลำรเีทนชนัน้อยกว่ำ
สำรไบโอจนีิกเอมนีทัง้สำมชนิด  ทัง้นี้เกดิจำกลกัษณะทำงธรรมชำตขิองกรดอะมโินมคีวำมเป็นขัว้
มำกกว่ำสำรไบโอจนีิกเอมนี  จงึพบว่ำกรดอะมโินทัง้สำมชนิดนี้ไม่ส่งผลต่อกำรวเิครำะห์ปรมิำณ
สำรไบโอจนีิกเอมนีทัง้สำมชนิดในตวัอย่ำงไส้กรอกพื้นเมอืงไทยเนื่องจำกไม่ได้เกดิกำรซอ้นทบักนั
ของพคีในโครมำโทแกรม  
ตาราง 22  เวลำรเีทนชนัของกรดอะมโิน 
 

กรดอะมิโน เวลารีเทนชนั (นาที) 

ฮสีตดินี 2.54 

ออรน์ิทนี 3.64 

ไลซนี 5.60 
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ภาพประกอบ  15    โครมำโทแกรมกำรทีไ่ดจ้ำกกำรแยกอนุพนัธข์องสำรมำตรฐำนกรดอะมโิน 
ก    พคีของสำรอนุพนัธอ์อรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮด ์– ฮสีตดินี 
ข    พคีของสำรอนุพนัธอ์อรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮด ์– ออรน์ิทนี 
ค    พคีของสำรอนุพนัธอ์อรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮด ์– ไลซนี 
 
2.2  รีเอเจนตท่ี์ใช้ทดลอง ได้แก่ กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมไฮดรอกไซด ์ 

และโซเดียมคลอไรด ์ 
                 เนื่องจำกปฏกิริยิำในกำรเกดิสำรอนุพนัธ์ระหว่ำงฮสีตำมนีกบัออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮด ์ 
และปฏกิริยิำกำรเกดิอนุพนัธ์ระหว่ำงพวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีกบัออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮด์นัน้  
ในงำนวจิยัอำศยัเทคนิคกำรท ำอนุพนัธ์ซึ่งค่ำ  pH  ของสำรละลำยตวักลำงจะส่งผลต่อควำม        
สำมำรในกำรเกดิปฏกิริยิำเป็นสำรอนุพนัธเ์นื่องจำกค่ำ  pH  ของระบบเกดิกำรเปลีย่นแปลงท ำให้
ควำมเหมำะสมในกำรเกดิปฏกิริยิำเปลีย่นแปลงไป  เมื่อพจิำรณำกำรเกดิปฏกิริยิำระหว่ำงฮสีตำมนี      
พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนี  กบัออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮด์พบว่ำสำมำรถทีจ่ะเกดิปฏกิริยิำได้ดใีน
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สภำวะทีเ่ป็นเบส  ในงำนวจิยัเลอืกใชส้ำรละลำยบอเรตบฟัเฟอร ์ pH 9.2-9.5  ซึง่เป็นค่ำ pH ที่
เหมำะสมในกำรเกดิปฏกิริยิำ  (Jin-feng Peng;  et  al.  2008:  73) 
 
   กำรศกึษำผลกระทบของของสภำวะแวดลอ้มทีส่่งผลต่อควำมสำมำรถในกำรเกดิปฏกิริยิำ
และส่งผลต่อสำรอนุพนัธ์ต่อเนื่องไปจนถงึควำมสำมำรถในกำรวำวแสง  สภำวะดงักล่ำวนี้  ได้แก่  
ตวัท ำละลำย  pH  อุณหภูม ิ ออกซเิจนทีล่ะลำยอยู่  หรอืกำรเกดิพนัธะไฮโดรเจน  เป็นต้น  ใน
งำนวจิยันี้ท ำกำรศกึษำระบบของสภำวะที่เกี่ยวขอ้งในกำรเกดิปฏกิริยิำ  และควำมสำมำรถในกำร
วำวแสงของสำรอนุพันธ์ไบโอจีนิกเอมีนทัง้สำมชนิด  โดยท ำกำรศึกษำกรดไฮโดรคลอริก          
โซเดยีมไฮดรอกไซด ์ และเกลอืโซเดยีมคลอไรด ์ ทีร่ะดบัควำมเขม้ขน้ต่ำง ๆ  แสดงในตำรำง 23 
 
   งำนวจิยันี้ท ำกำรศกึษำคุณสมบตักิำรวำวแสงของสำรอนุพนัธ์ฮสีตำมนี พวิเทรสซนี  และ
คำรด์ำเวรนีในสำรละลำยตวักลำงทัง้สิ้นสำมชนิดดงัตำรำง 23  ทัง้นี้เพื่อประโยชน์ในกำรวเิครำะห์
ปรมิำณสำรไบโอจนีิกเอมนีทัง้สำมชนิดในสำรละลำยตวักลำงที่แตกต่ำงกนั  และเพื่อติดตำมกำร
เปลีย่นแปลงกำรตอบสนองต่อสญัญำณกำรตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซนต์ของสำรทัง้สำม  เนื่องจำก
สภำวะแวดล้อมจะส่งผลต่อควำมเสถยีรของโครงสรส้ง  ควำมสำมำรถในกำรเกดิปฏกิิรยิำ  ควำม
เสถยีรของสำรอนุพนัธ์  ควำมสำมำรถในกำรวำวแสง  เป็นต้น  เหล่ำนี้เป็นสำเหตุใหค้วำมสำมำรถ
ในกำรวำวแสงของสำรลดลงท ำใหก้ำรวเิครำะหป์รมิำณมปีระสทิธภิำพลดลงดว้ย  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 16  ผลของควำมเขม้ขน้ของกรดไฮโรคลอรกิต่อควำมเขม้แสง 
 

   จำกภำพประกอบ  15 เป็นผลที่เกิดจำกกำรเติมสำรละลำยกรดไฮโดรคลอริก  จำก
กำรศึกษำพบว่ำในสภำวะที่ไม่มีกำรเติมกรดไฮโดรคลอริกสำรอนุพันธ์สำมำรถตอบสนองต่อ
สญัญำณกำรตรวจวดัได้ด ี จำกนัน้มกีำรศึกษำโดยกำรเติมกรดไฮโดรคลอรกิที่ควำมเขม้ข้น  0.1  
0.2  0.4  0.6  0.8  และ  1.0  ตำมล ำดบัพบว่ำควำมสำมำรถในกำรตอบสนองต่อสญัญำณลดลง
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อย่ำงมำก  ทัง้นี้เนื่องจำกปฏกิิรยิำระหว่ำงสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำร์ดำเวรนี  กบัสำร  
ออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮดไ์มส่ำมำรถเกดิปฏกิริยิำไดใ้นสภำวะทีม่สีำรละลำยตวักลำงเป็นกรด   
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ภาพประกอบ 17  ผลของควำมเขม้ขน้ของโซเดยีมไฮดรอกไซดต่์อควำมเขม้แสง 
 

   จำกภำพประกอบ  16  เป็นกำรศึกษำกำรเกิดปฏิกิรยิำของสำรฮีสตำมนี  พวิเทรสซีน  
และคำร์ดำเวรีนกับออร์โท-พทำลไดอัลดีไฮด์ในสำรละลำยตัวกลำงที่เป็นเบสเพื่อศึกษำกำร
เกิดปฏิกิริยำและควำมเสถียรของโครงสร้ำงฟลูออโรฟอร์  จำกกำรติดตำมกำรตอบสนองต่อ
สญัญำณกำรตรวจวดัแบบฟลอูอเรสเซนต์พบว่ำอนุพนัธ์สำรฮสีตำมนีมกีำรตอบสองต่อสญัญำณกำร
ตรวจวัดค่อย ๆ  ลดลงเนื่องจำกมีควำมเข้มของสัญญำณลดลง  แต่ส ำหรับอนุพันธ์ของสำร         
พวิเทรสซนีและคำรด์ำเวรนีพบว่ำเมื่อมกีำรเตมิสำรละลำยโซเดยีมไฮดรอกไซดท์ีค่วำมเขม้ขน้เพยีง  
0.2 M ค่ำควำมเขม้ของกำรตอบสนองต่อสญัญำณลดลงอย่ำงมำกเมื่อเปรยีบเทยีบกับปฏกิริยิำใน
กำรเกดิสำรอนุพนัธท์ีไ่มม่กีำรเตมิสำรละลำยโซเดยีมไฮดรอกไซด ์  
 

 
 

ภาพประกอบ 18  ผลของควำมเขม้ขน้ของโซเดยีมคลอไรดต่์อควำมเขม้แสง 
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   จำกกำรศกึษำผลของเกลอืโซเดยีมคลอไรดต่์อกำรเกดิปฏกิริยิำและค่ำควำมเขม้แสงพบว่ำ
ในภำพประกอบ  17  พบว่ำทีค่วำมเขม้ขน้  0-6 %w/v นัน้ค่ำควำมเขม้แสงของสำรอนุพนัธ์ทัง้สำม
ลดลงอยำ่งต่อเนื่อง 
  
ตอนท่ี 3  ผลการศึกษาวิธีท่ีเหมาะสมในการเตรียมตวัอย่างไส้กรอกพืน้เมืองไทย 
 
   ตัวอย่ำงไส้กรอกที่ต้องกำรวิเครำะห์ปริมำณฮีสตำมนี  พิวเทรสซีน  และคำร์ดำเวรีน  
จะต้องมกีำรเตรยีมตวัอย่ำงเสยีก่อนเพื่อควำมเหมำะสม  อย่ำงน้อยกเ็พื่อใหต้วัอย่ำงมคีวำมสะอำด
ขึ้นเนื่องจำกปรมิำณฮีสตำมนี  พิวเทรสซีน  และคำร์ดำเวรนีในตวัอย่ำงไส้กรอกมปีรมิำณน้อย
เกนิไปรวมทัง้ในตวัอย่ำงไส้กรอกมสีำรรบกวนอื่นปะปนเป็นจ ำนวนมำก  เช่น  ไขมนั  กรดอะมิโน  
โปรตีน  และอื่น ๆ  ไม่เหมำะที่จะท ำกำรวิเครำะห์โดยตรงด้วยเครื่องโครมำโทกรำฟีของเหลว
สมรรถนะสูงเพรำะจะท ำให้กำรวิเครำะห์เกิดควำมผิดพลำดได้  ดังนัน้ ขัน้ตอนของกำรเตรียม
ตวัอย่ำงจงึมคีวำมจ ำเป็นเพื่อควำมเหมำะสมต่อวธิกีำรวเิครำะห์  กระบวนกำรแยกสำรที่สนใจออก
จำกสำรทีป่นเป้ือนเบือ้งตน้สำมำรถท ำไดด้ว้ยวธิตีกตะกอนโปรตนีหรอืใชก้ำรสกดัดว้ยตวัท ำละลำยที่
เหมำะสมซึง่เป็นวธิกีำรเตรยีมตวัอยำ่งทีน่ิยมใชก้นัทัว่ไป   
 
   เพื่อให้กำรสกดัเกดิขึน้อย่ำงสมบูรณ์และเป็นวธิกีำรสกดัทีม่คีวำมจ ำเพำะส ำหรบักำรสกดั
สำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรีนในตวัอย่ำงไสก้รอก  ซึง่กำรวเิครำะหป์รมิำณสำรไบโอจี
นิกเอมนีในตวัอย่ำงอำหำรเป็นเรื่องทีม่คีวำมส ำคญัมำก  ในงำนวจิยันี้มกีำรศกึษำประสทิธภิำพของ
ตวัท ำละลำยทีใ่ช้ในกำรสกดัเนื่องจำกตวัท ำละลำยสำมำรถทีจ่ะก ำจดัไขมนัและโปรตนีบำงส่วนออก
จำกตวัอย่ำงไส้กรอกได้และให้ประสทิธิภำพในกำรสกดัที่ด ี ในงำนวจิยันี้ท ำกำรศึกษำชนิดของ
สำรละลำยทัง้สิ้น  7  ชนิด  คอื กำรสกดัด้วยกรดไฮโดรคลอรกิเข้มขน้ 0.1 M, กรดไตรคลอโร      
แอซติกิเขม้ขน้ 5 %,  กรดเปอรค์ลอรกิเขม้ขน้  0.4 M,  บอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้  0.1 M (pH 9.5), 
เมทำนอล  เอทำนอล  และน ้ำตำมล ำดบั  ร่วมกับกำรกำรเขย่ำด้วยเครื่องโซนิเคเตอร์และกำร    
เซน็ตรฟิิวจ ์ นอกจำกนี้ชนิดของตวัท ำละลำยที่ใช้ในกำรสกดัยงัเกี่ยวขอ้งกบัควำมเสถยีรของสำร
ฮสีตำมนี   พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีทีส่กดัไดจ้ำกตวัอย่ำง  กำรสกดัสำรไบโอจนีิกเอมนีดว้ยตวั
ท ำละลำยกรดไฮโดรคลอรกิ (HCl)  กรดไตรคลอโรแอซติกิ  (TCA)  และกรดเปอรค์ลอรกิ  (HClO4)  
พบว่ำสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำร์ดำเวรนีจะถูกล้อมรอบด้วยคลอไรด์  (chlorohydrates)  
กำรเตมิสำรละลำยกรดเหล่ำนี้ซึง่มปีระจลุบลงในตวัอยำ่งไสก้รอก  ประจุลบของสำรละลำยกรดจะจบั
กบัประจบุวกของโปรตนี  ท ำใหโ้มเลกุลของโปรตนีรวมตวักนัแลว้ตกตะกอนออกมำ  ในสำรละลำยที่
เป็นกรดแรง  (Valeria Frattini & Claudia Lionetti.  1998: 244)  ส ำหรบักำรสกดัดว้ยตวัท ำละลำย 
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อนิทรยีน์ัน้มขีอ้ดคีอืสำมำรถตกตะกอนโปรตนีดว้ยตวัท ำละลำยอนิทรยี ์ เช่น  เมทำนอล  เอทำนอล  
จะท ำให้โปรตีนจบักับน ้ ำได้น้อยลงและโปรตีนจะตกตะกอนออกมำและสำมำรถสกัดฮีสตำมีน          
พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีไดใ้นครำวเดยีวกนั  กรดและเบสท ำให้โปรตนีมปีระจุเปลี่ยนแปลงไป 
บำงครัง้อำจท ำใหโ้ปรตนีเสยีสภำพ และ ตกตะกอนลงมำ จนไมส่ำมำรถเกดิ renaturation ได ้ 
 
   กำรสกดัดว้ยตวัท ำละลำยเป็นวธิกีำรเตรยีมตวัอย่ำงทีไ่ดร้บัควำมนิยมเป็นอย่ำงมำก  และ
มกีำรพฒันำอย่ำงต่อเนื่อง  โดยมวีตัถุประสงค์เพื่อลดปรมิำณของตวัท ำละลำยทีใ่ช้หรอืใช้ตวัอย่ำง
น้อยที่สุดซึ่งผลที่ต้องกำร  คือ  สำมำรถก ำจดัสำรที่ไม่ต้องกำรและสำมำรถรบกวนกระบวนกำร
วเิครำะหป์รมิำณฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนี  ซึง่วธิกีำรสกดัดว้ยตวัท ำละลำยร่วมกบั
กำรใช้เทคนิคกำรเขย่ำด้วยเครื่องโซนิเคเตอรน์ัน้ (ultrasonication assisted extraction (UAE)) 
เนื่องจำกเป็นวธิกีำรสกดัแบบดัง้เดมิและเป็นวธิกีำรที่ง่ำยและมคีวำมสะดวกมคีวำมเป็นมำตรฐำน
และนิยมใชอ้ย่ำงกวำ้งขวำง  แต่กม็ขีอ้เสยี คอื ชำ้และใชต้วัท ำละลำยอนิทรยีป์รมิำณมำก  กำรสกดั
ดว้ยตวัท ำละลำยอนิทรยีเ์ป็นวธิกีำรก ำจดัสำรรบกวน  ท ำควำมสะอำดตวัอย่ำง (clean-up) และเพิม่
ควำมเข้มข้นของสำรที่สนใจก่อนที่จะท ำกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟี  กำรปรบัปรุง
ประสิทธิภำพและควำมจ ำเพำะของกำรสกัดถือเป็นประโยชน์ต่อกระบวนกำรวิเครำะห์  ซึ่ง
กระบวนกำรเตรยีมตวัอย่ำงประกอบไปด้วยกำรเก็บตวัอย่ำง  กำรลดขนำดของตวัอย่ำง  ขัน้ตอน
กำรเตรยีมตวัอย่ำงประกอบไปดว้ยกำรป ัน่เพื่อลดขนำดของตวัอย่ำง (grinding) กำรใชค้ลื่นเสยีง
ควำมถีส่งู (ultrasonication) และกำรแช่แขง็ (freeze-thaw) เป็นตน้ โปรตนีทีถู่กสกดัออกมำจะอยู่ใน
รปูของสำรละลำยแลว้ จะเรยีกว่ำ “crude extract” ขัน้ตอนต่อมำท ำกำรตกตะกอนโปรตนีออกมำ
จำกสำรละลำย 
 

3.1  ปริมาณสารฮีสตามีนในตวัอย่างไส้กรอกอีสาน  ไส้อัว่  และหม า่ 
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ภาพประกอบ  19  ปรมิำณสำรฮสีตำมนีในตวัอยำ่งไสก้รอกอสีำน  ไสอ้ัว่  และหม ่ำ 
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ก    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 M 
ข    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดไตรคลอโรแอซติกิเขม้ขน้  5% 
ค    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดเปอรค์ลอรกิเขม้ขน้  0.4 M 
ง    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.1 M (pH 9.5) 
จ    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  60OC เมทำนอล 
ฉ    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  90OC เอทำนอล 
ช    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  น ้ำ 

ก ำหนดใหแ้กนนอน  
S1 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S7 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S2 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S8 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
S3 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี S9 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี
S4 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี S10 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี
S5 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S11 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S6 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S12 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
 

3.2  ปริมาณสารพิวเทรสซีนในตวัอย่างไส้กรอกอีสาน  ไส้อัว่  และหม า่ 
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ภาพประกอบ  20  ปรมิำณสำรพวิเทรสซนีในตวัอยำ่งไสก้รอก  ไสอ้ัว่  และหม ่ำ 
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ก    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 M 
ข    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดไตรคลอโรแอซติกิเขม้ขน้  5% 
ค    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดเปอรค์ลอรกิเขม้ขน้  0.4 M 
ง    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.1 M (pH 9.5) 
จ    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  60OC เมทำนอล 
ฉ    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  90OC เอทำนอล 
ช    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  น ้ำ 

ก ำหนดใหแ้กนนอน  
S1 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S7 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S2 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S8 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
S3 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี S9 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี
S4 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี S10 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี
S5 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S11 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S6 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S12 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี

 
3.3  ปริมาณสารคารด์าเวรีนในตวัอย่างไส้กรอกอีสาน  ไส้อัว่  และหม า่ 
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ก    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดไฮโดรคลอรกิเขม้ขน้ 0.1 M 
ข    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดไตรคลอโรแอซติกิเขม้ขน้  5% 
ค    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยกรดเปอรค์ลอรกิเขม้ขน้  0.4 M 
ง    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ยบอเรตบฟัเฟอรเ์ขม้ขน้ 0.1 M (pH 9.5) 
จ    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  60OC เมทำนอล 
ฉ    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  90OC เอทำนอล 
ช    กำรสกดัตวัอยำ่งไสก้รอกดว้ย  น ้ำ 

ก ำหนดใหแ้กนนอน  
S1 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S7 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S2 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S8 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
S3 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี S9 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี
S4 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี S10 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี
S5 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S11 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S6 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S12 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
 
   จำกผลกำรศึกษำควำมเหมำะสมในกำรสกัดไบโอจนีิกเอมนีในตวัอย่ำงไส้กรอก  ไส้อัว่  
และหม ่ำพบว่ำตวัท ำละลำยที่เหมำะสมในกำรสกดัสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีคอื  
0.1 M  บอเรตบฟัเฟอร ์ pH  9.5  ร่วมกบักำรเขย่ำ  5  นำทแีละเซน็ตรฟิิวจ ์ 5  นำท ี ผลดงักล่ำว
แสดงให้เหน็ว่ำค่ำ  pH  เป็นปจัจยัส ำคญัและส่งผลต่อประสทิธภิำพในกำรสกดัดว้ยตวัท ำละลำย  
และค่ำ  pH  ของสำรละลำยที่ใชใ้นกำรสกดัจะส่งผลต่อประสทิธภิำพของกำรสกดันอกจำกนี้  pH  
ยงัส่งผลต่อกำรเกดิปฏกิริยิำระหว่ำงสำรไบโอจนีิกเอมนีกบัออรโ์ท-พทำลไดอลัดไีฮด ์ 
 
ตาราง 23  ปรมิำณมำกสุดของฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีทีส่กดัดว้ยตวัท ำละลำยชนิด 
      ต่ำง ๆ   
 
ตวัท าละลาย ตวัอย่าง ฮีสตามีน 

(mg/kg) 
พิวเทรสซีน
(mg/kg 

คารด์าเวรีน  
(mg/kg) 

 
0.1 M HCl 

ไสก้รอก 3.08 13.11 6.13 
ไสอ้ัว่ 0.07 8.89 0.38 
หม ่ำ 2.82 10.53 3.04 

 
5% TCA 

ไสก้รอก 7.68 0.26 0.12 
ไสอ้ัว่ 4.10 6.29 4.44 
หม ่ำ 6.74 0.71 5.19 
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ตาราง 23  (ต่อ) 

 
ซึ่งประสิทธิภำพในกำรสกัดสำมำรถยืนยันได้ด้วยกำรหำค่ำร้อยละกำรคืนกลับ  

(%recovery)  โดยทัว่ไปรอ้ยละกำรคนืกลบัสำมำรถหำไดจ้ำกตวัอย่ำงทีท่รำบปรมิำณทีแ่น่นอนหรอื
จำกสำรมำตรฐำน  และเนื่องจำกตวัอย่ำงที่จะท ำกำรศึกษำเป็นของแขง็จะท ำให้ยุ่งยำกมำกกว่ำ
เพรำะอำจท ำใหร้อ้ยละกำรคนืกลบัผดิพลำดได ้ ซึง่กำรบดตวัอยำ่งทีเ่ป็นของแขง็ใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกนั
เป็นสิง่ที่จ ำเป็นส ำหรบักำรเตรยีมตวัอย่ำงขัน้แรกเพรำะขัน้ตอนของกำรสกดัจะมปีระสทิธภิำพมำก
ขึน้  เพื่อตรวจสอบผลของ matrix effect  เนื่องจำกในตวัอย่ำงไสก้รอกมสีำรรบกวนจ ำนวนมำก  
เช่น  โปรตนี  กรดอะมโิน  และไขมนัซึง่ส่งผลต่อกำรวเิครำะห์ปรมิำณสำรไบโอจนีิก  เพรำะฉะนัน้
ตวัอย่ำงไส้กรอกหมกัจะท ำกำรเติมสำรละลำยมำตรฐำน (spike)  ด้วยสำรละลำยลลำยมำตรฐำน
ฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีและรอ้ยละกำรคนืกลบัค ำนวณได้โดยกำรเปรยีบเทยีบค่ำ
พืน้ทีใ่ตพ้กี (peak  area)  ของตวัอยำ่งกบัสำรละลำยมำตรฐำน  เนื่องจำกในขัน้ตอนของกำรเตรยีม
ตวัอยำ่งจะท ำใหส้ำรทีส่นใจสญูหำยไปบำ้งระหว่ำงกำรเตรยีมตวัอยำ่ง   
 

ตวัท าละลาย ตวัอย่าง ฮีสตามีน 
(mg/kg) 

พิวเทรสซีน
(mg/kg 

คารด์าเวรีน  
(mg/kg) 

 
0.4 M HClO4 

ไสก้รอก 1.75 0.06 0.93 
ไสอ้ัว่ 3.71 6.64 6.32 
หม ่ำ 6.16 3.24 9.74 

0.1 M 
บอเรตบฟัเฟอร ์

(pH 9.5) 

ไสก้รอก 13.46 15.97 1.95 
ไสอ้ัว่ 33.97 18.31 4.11 
หม ่ำ 2.65 49.11 8.88 

 
60 OC MeOH 

ไสก้รอก 7.36 0.48 4.14 
ไสอ้ัว่ 2.35 0.21 2.23 
หม ่ำ 3.74 1.36 3.87 

 
90 OC EtOH 

ไสก้รอก 7.0 12.45 9.14 
ไสอ้ัว่ 2.83 9.15 1.70 
หม ่ำ 2.73 0.18 2.98 

 
น ้ำ 

ไสก้รอก 6.24 6.94 22.48 
ไสอ้ัว่ 1.11 0.18 2.56 
หม ่ำ 3.65 1.34 0.58 



97 

 
ตาราง 24 ปรมิำณสำรฮสีตำมนีในไสก้รอกอสีำน  ไสอ้ัว่  และหม ่ำสกดัดว้ย 0.1 M บอเรตบฟัเฟอร ์  
      (pH 9.5) (n=3) 
 
ระบบท่ีศึกษา ปริมาณสารฮีสตามีน (mg/kg)  ±SD 

ไส้กรอก ไส้อัว่ หม า่ 
S1 nd  nd 1.98 ± 0.17 
S2 nd 0.23 ± 0.07 1.84 ± 0.27 
S3 13.46 ± 0.65 0.52 ± 0.02 1.74 ± 0.12 
S4 0.89 ± 0.37 29.67 ± 0.81 1.81 ± 0.06 
S5 0.71 ± 0.10 33.97 ± 4.28 1.7 ± 0.25 
S6 0.84 ± 0.17 0.36 ± 0.10 nd 
S7 0.62 ± 0.03 1.67 ± 0.14 0.05 ± 0.01 
S8 0.30 ± 0.04 0.70 ± 0.11 0.59 ± 0.09 
S9 1.18 ± 0.08 0.30 ± 0.12 0.57 ± 0.09 
S10 1.56 ± 0.23 0.55 ± 0.08 0.79 ± 0.08 
S11 0.78 ± 0.18 0.34 ± 0.04 0.67 ± 0.04 
S12 0.69 ± 0.13 5.92 ± 0.06 2.65 ± 0.07 

 
หมำยเหตุ  nd  หมำยถงึ  ไมส่ำมำรถตรวจพบสำรดว้ยวธิทีีท่ดลองในงำนวจิยัน้ี 
 
S1 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S7 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S2 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S8 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
S3 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี S9 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี
S4 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี S10 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี
S5 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S11 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S6 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S12 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
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ตาราง 25 ปรมิำณสำรพวิเทรสซนีในไสก้รอกอสีำน  ไสอ้ัว่  และหม ่ำสกดัดว้ย 0.1 M บอเรต  
     บฟัเฟอร ์(pH 9.5) (n=3) 
 
ระบบท่ีศึกษา ปริมาณสารพิวเทรสซีน (mg/kg)  ±SD 

ไส้กรอก ไส้อัว่ หม า่ 
S1 12.99 ± 0.66 8.93 ± 1.22 49.11 ± 1.34 
S2 0.38 ± 0.23 7.55 ± 0.63 43.71 ± 4.15 
S3 0.17 ± 0.05 10.57 ± 0.76 46.47 ± 6.06 
S4 7.59 ± 2.24 2.87 ± 1.32 45.79 ± 1.85 
S5 10.19 ± 3.68 4.01 ± 0.04 46.65 ± 0.44 
S6 10.00 ± 3.21 4.02 ± 0.22 nd 
S7 10.36 ± 1.73 12.09 ± 1.02 7.36 ± 1.55 
S8 4.08 ± 1.75 11.56 ± 0.80 Nd 
S9 15.97 ± 3.52 8.27 ± 0.85 10.31 ± 0.83 
S10 12.19 ± 1.75 10.50 ± 0.72 nd 
S11 11.64 ± 3.67 11.60 ± 0.54 10.81 ± 0.66 
S12 10.85 ± 0.67 18.31 ± 1.18 8.44 ± 1.00 

 
หมำยเหตุ  nd  หมำยถงึ  ไมส่ำมำรถตรวจพบสำรดว้ยวธิทีีท่ดลองในงำนวจิยัน้ี 
 
S1 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S7 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S2 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S8 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
S3 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี S9 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี
S4 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี S10 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี
S5 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S11 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S6 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S12 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
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ตาราง 26 ปรมิำณสำรคำรด์ำเวรนีในไสก้รอกอสีำน  ไสอ้ัว่  และหม ่ำสกดัดว้ย 0.1 M บอเรต  
      บฟัเฟอร ์(pH 9.5) (n=3) 
 
ระบบท่ีศึกษา ปริมาณสารคารด์าเวรีน (mg/kg)  ±SD 

ไส้กรอก ไส้อัว่ หม า่ 
S1 1.78 ± 0.29 0.99 ± 0.08 8.51 ± 0.66 
S2 0.20 ± 0.01 0.19 ± 0.51 8.53 ± 0.29 
S3 0.19 ± 0.03 0.11 ± 0.03 8.64 ± 0.25 
S4 0.11 ± 0.03 3.52 ± 0.05 8.88 ± 0.23 
S5 0.19 ± 0.03 4.11 ± 0.12 8.33 ± 0.11 
S6 0.18 ± 0.04 0.94 ± 0.05 0.15 ± 0.03 
S7 0.30 ± 0.02 1.85 ± 0.07 0.13 ± 0.03 
S8 1.07 ± 0.04 1.64 ± 0.07 0.09 ± 0.03 
S9 0.54 ± 0.07 0.35 ± 0.05 0.25 ± 0.07 
S10 1.85 ± 0.10 0.16 ± 0.02 0.41±0.02 
S11 1.71 ± 0.05 0.15 ± 0.08 1.83 ± 0.07 
S12 1.95 ± 0.17 0.17 ± 0.04 0.26 ± 0.03 

 
หมำยเหตุ  nd  หมำยถงึ  ไมส่ำมำรถตรวจพบสำรดว้ยวธิทีีท่ดลองในงำนวจิยัน้ี 
 
S1 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S7 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S2 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S8 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
S3 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี S9 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี
S4 คอื เขยำ่ 5 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี S10 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี
S5 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์5 นำท ี S11 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์15 นำท ี
S6 คอื เขยำ่ 10 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์10 นำท ี S12 คอื เขยำ่ 15 นำท/ีเซน็ตรฟิิวจ ์20 นำท ี
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ตาราง  27  รอ้ยละกำรคนืกลบั (%recovery) ของสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนี 
      ในตวัอยำ่งไสก้รอกทีส่กดัดว้ย  0.1 M บอเรตบฟัเฟอร ์(pH 9.5) (n=3) 
 
ตวัอย่าง ไบโอจีนิกเอมีน เติม  

(ppm) 
ตรวจพบ 
(ppm) 

% การคืนกลบั 

 
ไสก้รอก 

ฮสีตำมนี 40 29.00 72.51 
พวิเทรสซนี 40 39.32 98.30 
คำรด์ำเวรนี 40 37.02 92.55 

 
หม ่ำ 

ฮสีตำมนี 
พวิเทรสซนี 
คำรด์ำเวรนี 

40 
40 
40 

34.12 
34.48 
33.12 

85.30 
86.20 
82.80 

 
ไสอ้ัว่ 

ฮสีตำมนี 40 34.24 85.60 

พวิเทรสซนี 40 39.62 99.05 
คำรด์ำเวรนี 40 40.76 101.90 

 
ตอนท่ี 4  การแยกสารฮีสตามีน  พิวเทรสซีน  และคารด์าเวรีนด้วยเทคนิคแผน่  
                บางโครมาโทกราฟี (TLC) 
  
   งำนวจิยัไดน้ ำเอำสำรนินไอดรนิ (ninhydrin) มำใชเ้ป็นรเีอเจนต์ส ำหรบักำรสเปรยเ์พื่อให้
เกดิปฏกิริยิำกบัสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนี  ปฏกิริยิำนินไฮดรนิใชใ้นกำรตรวจหำ
ปรมิำณกรดอะมโิน  โดยกรดอะมโิน  1  โมเลกุลท ำปฏกิริยิำกบันินไฮดรนิ  2  โมเลกุล  เรยีกว่ำ
ปฏกิริยิำออกซเิดทฟีดแีอมเินชนั (oxidative  deamination)  ไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นอลัดไีฮด ์ แอมโมเนีย  
และคำรบ์อนไดออกไซด์  พร้อมกบัได้นินไฮดรนิรูปรดีวิซ์เรยีกว่ำไฮดรนิแดนทรนิ (hydrindantin) 
แอมโมเนียที่เกิดขึ้นจะรวมตัวกับไฮดรินแดนทิน  และนินไฮดรินอีกโมเลกุลหนึ่ง  กลำยเป็น
สำรประกอบเชงิซอ้นสมีว่งดงัปฏกิริยิำ  สำรสมี่วงทีเ่กดิขึน้จะดูดกลนืแสงทีค่วำมยำวคลื่น  570  nm  
(รตันำ  สมัพนัธชติ. 2548: 187) 
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ภาพประกอบ 22  ปฏกิริยิำระหว่ำงนินไฮดรนิกบักรดอะมโินหรอืเอมนี 
ทีม่ำ:  ดดัแปลงจำกรตันำ  สมัพนัธชติ; 2548: 187 

 
 จำกตำรำงพบว่ำสภำวะที่สำมำรถแยกสำรฮสีตำมนี พวิเทรสซนี และคำร์ดำเวรนีคอืกำร
ใชว้ฏัภำคเคลื่อนทีท่ีป่ระกอบดว้ย  MeOH : Ammonia  ในอตัรำส่วน  50 : 50 v/v 
 

 
 

ภาพประกอบ 23  กำรแยกสำรฮสีตำมนี พวิเทรสซนี และคำรด์ำเวรนีดว้ยเทคนิค TLC 
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ตาราง 28 ค่ำ Rf ในกำรแยกสำรฮสีตำมนี พวิเทรสซนี และคำรด์ำเวรนีดว้ยเทคนิค TLC  ใชว้ฏัภำค  
       เคลื่อนทีเ่ป็น  MeOH : Ammonia  ในอตัรำส่วน  50 : 50 v/v 
 
ไบโอจีนิกเอมีน ระยะทางท่ีสาร 

เคล่ือนท่ี (mm) 
ระยะทางท่ีสารละลาย

เคล่ือนท่ี  (mm) 
Rf   

ฮสีตำมนี 4.10 6.85 0.60 
พวิเทรสซนี 0.30 6.60 0.06 
คำรด์ำเวรนี 0.40 7.00 0.05 

 
 จำกกำรศกึษำกำรแยกสำรฮสีตำมนี  พวิเทรสซนี  และคำรด์ำเวรนีด้วยแผ่นบำงโครมำโท 
กรำฟีโดยใช้วฏัภำคเคลื่อนที่ตำมตำรำง  17  พบว่ำวฏัภำคเคลื่อนที่ที่สำมำรถพำสำรทัง้  3  ให้
เคลื่อนที่ได้  คอื  กำรใช้เมทำนอลต่อแอมโมเนียในอตัรำส่วน 50 : 50  โดยปรมิำตร  ซึ่งสำร     
ฮสีตำมนีเคลื่อนทีไ่ดร้ะยะทำงไกลทีสุ่ด  ส่วนสำรพวิเทรสซนีและคำรด์ำเวรนีนัน้สำมำรถเคลื่อนทีไ่ด้
ใกลก้ว่ำ  และสำรพวิเทรสซนีและคำรด์ำเวรนีไมส่ำมำรถแยกจำกกนัไดอ้ย่ำงชดัเจนเนื่องจำกมคี่ำ Rf 
ใกลเ้คยีงกนัอย่ำงมำกจงึท ำใหก้ำรแยกสำรพวิเทรสซนีและคำรด์ำเวรนีดว้ยแผ่นบำงโครมำโทกรำฟี
ไมป่ระสบผลส ำเรจ็ 
 
 

 
 



บทท่ี 5 
สรปุผล  อภิปรายผล  และข้อเสนอแนะ 

 
 การวิจยัในครัง้นี้  ผู้วิจยัได้ท าการวเิคราะห์เชงิปรมิาณของสารไบโอจนีิกเอมนีทัง้สิ้น  3  
ชนิด  ได้แก่  ฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนีในตวัอย่างไสก้รอกพืน้เมอืงของไทยจ านวน
ทัง้สิ้นสามชนิด  ได้แก่  ไส้กรอกอีสาน  ไส้อัว่  และหม ่าโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงร่วมกบัการตรวจวดัด้วยตัวตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซนต์  ซึ่งการวิเคราะห์ปรมิาณ
สารไบโอจนีิกเอมนีทัง้สามชนิดนี้ท าให้ทราบถึงขัน้ตอนที่ เหมาะสมในการเตรยีมตัวอย่างที่เป็น
ของแขง็โดยการสกดัด้วยตวัท าละลายที่เหมาะสมร่วมกบัการใช้เครื่อโซนิเคเตอรม์าใช้ร่วมกบัการ
สกัด  เนื่องจากสารทัง้สามชนิดนี้เป็นสารก่อภูมแิพ้ที่พบในอาหารประเภทหมกัดอง  การบ่งชี้
ปรมิาณนัน้มคีวามสอดคลอ้งหลายดา้น  เช่น  คุณภาพของวตัถุดบิ  กระบวนการผลติ  กระบวนการ
เก็บรกัษาอาหารหมกั  และอันตรายที่เกิดจากการรบัประทานอาหาร   ทัง้นี้ เพื่อให้ผู้บริโภคได้
ตระหนักถึงการเลอืกบรโิภคอาหาร  รวมทัง้ผู้ผลติจะต้องค านึงถงึกระบวนการต่าง ๆ  ในขัน้ตอน
ของการผลติใหไ้ดอ้าหารทีม่คี่าทางโภชนาการสงูและมคีวามปลอดภยั 
 
สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 
 จากการศกึษาวจิยั  สรปุผลไดด้งันี้ 

1. สารไบโอจนีิกเอมนีทัง้สามชนิด  ไดแ้ก่  ฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนี  เกดิ 
จากปฏิกิรยิาดีคารบือกซิเลชนัของกรดอะมโินฮีสติดีน  ออร์นิทีน  และไลซีนตามลดบัปฏกิิรยิา
ดงักล่าวรูจ้กักนัดใีนชื่อของปฏกิริยิาดคีารบ์อกซเิลชนัของกรดอะมโิน  การเกดิสารไบโอจนีิกเอมนี
เกิดผลหลายอย่าง  เช่นการสูญเสียคุณค่าทางโภชนาการ  เกิดการเปลี่ยนแปลงกลิ่นและสขีอง
อาหาร  และประเด็นส าคญัคือสารฮสีตามนีเป็นสารที่ก่อให้เกิดอาการอาหารเป็นพิษ  ส่วนสาร     
พวิเทรสซนีและคารด์าเวรนีนัน้เป็นสารทีบ่่งบอกถงึการเน่าเสยีของอาหารและสามารถเกดิปฏกิริยิา
เกดิเป็นสารก่อมะเรง็  ดงันัน้การวเิคราะหป์รมิาณสารทัง้สามชนิดนี้จงึมคีวามจ าเป็นอย่างยิง่ในการ
บ่งบอกถงึคุณภาพและความปลอดภยัของอาหาร  โดยเฉพาะอยา่งยิง่อาหารประเภทหมกัดอง 
 วธิกีารทางดา้นเคมวีเิคราะหท์ีน่ิยมใชใ้นการวเิคราะหป์รมิาณสารฮสีตามนี  พวิเทรสซนีและ
คารด์าเวรนี  คอื  เทคนิครเีวริส์เฟสโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงเนื่องจากสามารถแยกและ
วิเคราะห์ปริมาณสารไบโอจีนิกเอมีนทัง้สามได้ในคราวเดียวกัน   แต่เนื่ องจากข้อจ ากัดใน
ความสามารถของการดูดกลืนแสง  พฤติกรรมของสารต่อความสามรถในการแยกด้วยเทคนิค     
โครมาโทกราฟี  และความจ าเพาะต่อสญัญาณของการตรวจวดัจงึมคีวามจ าเป็นที่จะต้องอาศัย       
รเีอเจนตใ์นการท าปฏกิริยิาเพื่อใหเ้กดิเป็นสารอนุพนัธไ์อโซอนิโดลทีม่คีุณสมบตัใินการวาวแสง  ใน
งานวจิยันี้ใชส้ารออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดเ์ป็นรเีอเจนต์ในการท าปฏกิริยิาการควบแน่นกบัสารไบโอ  
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จนีิกเอมนี  โดยม ี 2-เมอรแ์คปโตเอทานอลเป็นรดีวิซงิเอเจนต์  โดยสารอนุพนัธ์ที่เกดิขึน้เรยีกว่า  
ไอโซอินโดลที่สามารถวาวแสงจึงท าให้สามารถตรวจวัดแบบฟลูออเรสเซนต์ได้  นอกจากนี้
โครงสรา้งของสารยงัมพีฤตกิรรมเป็นไฮโดรโฟบกิ (hydrophobic) ท าใหค้วามเป็นขัว้ของสารลดลง  
ในการแยกดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี  โดยสารอนุพนัธุท์ีเ่กดิขึน้พบว่ามลีกัษณะเป็นสารละลายใส 
 ทัง้สารฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  คารด์าเวรนี  และออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด์เป็นสารที่ไม่มี
คุณสมบตัใินการวาวแสงแต่เมื่อท าปฏกิริิยากนัแล้วจะเกดิเป็นสารอนุพนัธ์ที่มคีุณสมบตัใินการวาว
แสงได้  เรยีกว่ามหีมู่ฟลูออโรฟอร์ (fluorophore)  ในโครงสร้างของสารอนุพนัธุ์ที่เกิดขึ้นท าให ้     
อนุพนัธ์ของสารนี้สามารถดูดกลนืความยาวคลื่นกระตุ้นที่ค่าความยาวคลื่น  335  nm  และมี
ความสามารถในการวาวแสงทีค่่าความยาวคลื่น  460  nm   
 

2. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารอนุพนัธุด้์วยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
ของเหลวสมรรถนะสงู  ได้แก่ 

2.1  ผลการศกึษาปฏกิริยิาการเตรยีมสารอนุพนัธ ์
2.2  ช่วง pH ของแอซเิตตบฟัเฟอร ์ 
2.3  อตัราส่วนระหว่างแอซเิตตบฟัเฟอรต่์ออะซโิตไนไตรต์ 
2.4  อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที ่
  
จากสภาวะดังกล่าวข้างต้นพบว่าในการแยกสารอนุพันธ์ทัง้สามชนิดภายใต้สภาวะที่

เหมาะสม  คอื  การใชว้ฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็น  100 mM แอซเิตตบฟัเฟอร ์ pH  5.8  ต่ออะซโิต      
ไนไตรต์ทีอ่ตัราส่วน  81 : 19  v/v  อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนทีเ่ท่ากบั  1.1  mL/min  และ
ตรวจวดัการเปลีย่นแปลงของสญัญาณดว้ยตวัตรวจวดัแบบฟลอูอเรสเซนตพ์บว่าสามารถแยกสารทัง้
สามชนิดนี้ไดโ้ดยทีส่ารพวิเทรสซนีถูกชะออกมาจากคอลมัน์เป็นล าดบัแรกตามดว้ยสารฮสีตามนีและ
สารพวิเทรสซนีโดยมรีะยะเวลารเีทนชนัเท่ากบั  9.29  12.47  และ  15.64  นาท ี ตามล าดบัซึง่ใช้
ระยะเวลาในการทดลองต่อหนึ่งโครมาโทแกรมเท่ากบั  20  นาท ี

 
3. จากผลการศกึษากรดอะมโินทีเ่ป็นสารตัง้ตน้ (precursor)  ในการเกดิสารฮสีตามนี     

พวิเทรสซนี  และคารด์าเวรนี  ได้แก่  กรดอะมโินฮสีตดินี  กรดอะมโินออรน์ิทรนี  และกรดอะมิโน 
ไลซีน  เนื่องจากรดอะมโินทัง้สามสามารถที่จะเกิดปฏิกิรยิาการควบแน่นกับสารออร์โท -พทาล   
ไดอลัดไีฮด์เกดิเป็นสารอนุพนัธ์ที่มคีุณสมบตัใินการวาวแสงได้เช่นเดยีวกบัสารไบโอจนีิกเอมนีทัง้
สามชนิดจงึมคีวามเป็นไปได้ทีก่รดอะมโินทัง้สามจะเป็นอุปสรรคต่อการวเิคราะห์ปรมิาณสารไบโอ  
จนีิกเอมนีทัง้สามชนิดเนื่องจากอาจจะเกดิการซอ้นทบักนัของพกี (overlap) บนโครมาโทแกรมท าให้
การวเิคราะหป์รมิาณเกดิความคลาดเคลื่อนได ้ จากการวเิคราะหพ์บว่ากรดอะมโินทัง้สามสามารถที่
จะเกดิปฏกิริยิากบัสารออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด์ได้สารอนุพนัธ์ที่มคีุณสมบตัวิาวแสงแต่เมื่อท าการ
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แยกสารอนุพนัธ์ของกรดอะมโินทัง้สามชนิดภายใต้ภาวะที่ใช้ในการแยกอนุพนัธ์ของสารไบโอจนีิก 
เอมนีพบว่าไม่เกดิการซ้อนทบักันของพกีทัง้นี้เนื่องจากอนุพนัธ์ของกรดอะมโินทัง้สามชนิดมเีวลา   
รเีทนชนัน้อยกว่าอนุพนัธข์องสารไบโอจนีิกเอมนี  โดยอนุพนัธข์องกรดอะมโินฮสีตดินี  กรดอะมโิน
ออร์นิทีน  และกรดอะมิโนไลซีนมีระยะเวลารีเทนชันเท่ากับ  2.54  3.64  และ  5.60  นาท ี 
ตามล าดบัและพบว่าสภาวะดงักล่าวสามารถทีจ่ะใชใ้นการแยกและวเิคราะหป์รมิาณของกรดอะมโิน
ทัง้สามชนิดไดพ้รอ้มกบัการวเิคราะหป์รมิาณของสารไบโอจนีิกเอมนี 
 

4. สารละลายตวักลางมบีทบาททีส่ าคญัต่อการเกดิปฏกิริยิาระหว่างสารไบโอจนีิกเอมนีกบั 
สารออร์โท-พทาลไดอลัดไีฮด์  และผลต่อความเสถียรของสารอนุพนัธ์และความสามารถในการ
ตอบสนองต่อสญัญาณการตรวจวดัแบบฟลูออเรสเซนต์  จากการศึกษาพบว่ากรดไฮโดรคลอรกิ  
และโซเดียมไฮดรอกไซด์มผีลต่อการเกิดปฏิกิรยิาของสารไบโอจนีิกเอมนีกับสารออร์โท -พทาล     
ไดอัลดีไฮด์  เนื่องจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเติมกรดไฮโดรคลอรกิ  และโซเดียม         
ไฮดรอกไซด์ท าให้ค่า  pH  ของสารละลายเกิดการเปลี่ยนแปลงนัน่หมายถงึว่าสภาวะในการ
เกดิปฏกิิรยิาเกดิการเปลี่ยนแปลงท าให้ความสามารถในการเกดิปฏกิิรยิาลดลงและเป็นผลให้การ
เปลี่ยนแปลงของสญัญาณลดลงอย่างมาก  และจากการศึกษาจลนพลศาสตร์ในการเกิดปฏกิริยิา
ระหว่างสารไบโอจนีิกเอมนีกบัออร์โท-พทาลไดอลัดไีฮด์สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิด้วยเครื่อง
ฟลอูอรโ์รมเิตอรพ์บว่าค่าความเขม้แสงลดลงอย่างต่อเนื่อง  ส าหรบัการศกึษาจลนพลศาสตรใ์นการ
เกดิปฏกิริยิาระหว่างสารไบโอจนีิกเอมนีกบัออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮดส์ารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์
ดว้ยเครื่องฟลูออรโ์รมเิตอรพ์บว่าค่าความเขม้มคี่าเพิม่ขึน้ที่เวลา  0 - 8  นาทจีากนัน้ค่าความเขม้
แสงจงึมคี่าลดลงแสดงว่าสารอนุพนัธ์ที่เกิดขึ้นไม่เสถียรในสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์  และ
ล าดบัสุดท้ายศึกษาการเกิดปฏกิิรยิาในเกลดืโซเดียมคลอไรด์พบว่าค่าความเข้มแสงลดลงเพยีง
เลก็น้อยเท่านัน้ 
 

5. การสกดัตวัอยา่งไสก้รอกซึง่เป็นตวัอยา่งของแขง็และมสีารรบกวนอื่น ๆ  เช่น โปรตนี 
กรดอะมโิน  ไขมนั  รวมทัง้สารเตมิแต่งในอาหารปะปนอยู่เป็นจ านวนมากในขัน้ตอนของการเตรยีม
ตวัอย่างส าหรบังานวจิยันี้เลอืกใชก้ารสกดัดว้ยตวัท าละลายทีม่คีวามเหมาะสมร่วมกบัการเขย่าดว้ย
เครือ่งโซนิเคเตอร ์ จากการศกึษาความเหมาะสมของตวัท าละลายและความเหมาะสมของระยะเวลา
ทีใ่ชใ้นการเขยา่พบว่าตวัท าละลายทีเ่หมาะสมในการสกดัสารไบโอจนีิกเอมีนทัง้สามชนิดคอื  0.1 M 
บอเรตบฟัเฟอร ์ pH  9.5  รว่มกบัการเขยา่เป็นเวลานาน  5  นาท ี
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6. ในการท าคุณภาพวเิคราะหโ์ดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง  และสเปรยด์ว้ย 
สารละลายนินไฮดรนิเพื่อให้เกิดเป็นจุดสีม่วง-แดงพบว่าตัวท าละลายที่เหมาะสมในการใช้เป็น      
วฏัภาคเคลื่อนทีใ่นการแยกสารฮสีตามนี  พวิเทรสซีน  และคารด์าเวรนี  คอืเมทาลอน : แอมโมเนีย  
ทีอ่ตัราส่วน  50 : 50  v/v 
 
ข้อเสนอแนะ 

1. ในการเตรยีมตวัอยา่งไสก้รอกจะตอ้งมกีารเตมิเฮกเซนเพื่อแยกไขมนัออกจากตวัอยา่งไส้ 
กรอกจากนัน้น าไปแช่ตู้เยน็เพื่อใหไ้ขมนัแขง็ตวัและจบักันเป็นก้อนและท าการเซน็ตรฟิิวจข์ณะเยน็
และกรองเอาไขมนัออกด้วยกระดาษกรองก่อนที่จะน าเอากากของแขง็ที่เหลอืไปสกดัด้วยตวัท า
ละลาย  และการบดตวัอยา่งใหล้ะเอยีดจะช่วยเพิม่ประสทิธภิาพของการสกดั 

2. ในงานวจิยัน้ีใชส้ารละลายแอซเิตตบฟัเฟอรก์บัอะซโิตไนไตรตเ์ป็นวฏัภาคเคลื่อนที่  การใช ้
บฟัเฟอรท์ีค่วามเขม้ขน้สงูควรทดสอบความสามารถในการละลายซึง่กนัและกนัก่อนน าไปใชใ้นระบบ
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูเพื่อป้องกนัการตกตะกอนในคอลมัน์ 

3. ควรเตรยีมสารมาตรฐานฮสีตามนี  พวิเทรสซนี  คารด์าเวรนี  และออรโ์ท-พทาลไดอลัดไีฮด ์
ทุก ๆ  หนึ่งสปัดาหเ์นื่องจากสารดงักล่าวไมเ่สถยีรและเกดิการสลายตวัไดง้า่ย 
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ภาคผนวก ก 

โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและสารตวัอย่าง 
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ภาพประกอบ 24  แสดงตวัอยา่งโครมาโทแกรมของสารอนุพนัธฮ์สีตามนี  พวิเทรสซนี  และ                               
      คารด์าเวรนี  ความเขม้ขน้  40 ppm 
 

 

ภาพประกอบ 25  แสดงตวัอยา่งโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากการ spike ตวัอยา่งไสก้รอกดว้ยสารละลาย 
       มาตรฐาน 40 ppm 
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สกดัด้วย 0.1 M บอเรตบฟัเฟอร ์(pH 9.5) 
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ภาพประกอบ 26  แสดงตวัอยา่งโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากการ spike ตวัอยา่งไสอ้ัว่ดว้ยสารละลาย 
      มาตรฐาน 40 ppm 
 

 

ภาพประกอบ 27  แสดงตวัอยา่งโครมาโทแกรมทีไ่ดจ้ากการ spike ตวัอยา่งหม ่าดว้ยสารละลาย 
       มาตรฐาน 40 ppm 
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ภาคผนวก ข 

รปูเครื่องมือ  และอปุกรณ์ 
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ภาพประกอบ 28  เครื่ององัไอน ้าทีส่ามารถควบคุมอุณภูมไิดใ้ชใ้นการใหค้วามรอ้นในการเตรยีม

อนุพนัธ ์

 

ภาพประกอบ 29  ชุดกรองทีใ่ชใ้นการกรองสารมาตรฐานและสารตวัอย่างก่อนน าไปฉีดเขา้สู่ระบบ

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
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ภาพประกอบ 30  เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

 

ภาพประกอบ  31  เครือ่งกรองน ้าปราศจากไอออน 
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