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 มาลอนไดอัลดีไฮดเปนผลิตภัณฑท่ีเกิดจากปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเดชัน สารน้ีทําใหเกิด

โรคตางๆ ไดแก โรคเบาหวาน โรคมะเร็ ง โรคพารกนิสนั  และบอกถึงการเสื่อมของคุณคาทาง

โภชนาการข องอาหารในระหวางกระบวนการผลติ และการเกบ็รักษาอาหาร  ในงานวิจัยน้ีได

ทําการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการวิเคราะหปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด ในนํ้านมถั่วเหลือง ดวยเทคนิค

โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู โดยไดเตรียมสารอนุพันธ ระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด  (MDA) 

กับกรดไทโอบารบิทูริก (TBA) และ 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน  (DNPH) ทําการแยกและวิเคราะห

ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู  จากน้ันศกึษาประสทิธภิาพของวิ ธกีารวเิคราะห 

และทําการตรวจหาปริมาณมาลอนไดอลัดไีฮดท่ีจําหนายตามซุปเปอรมารเก็ต ผลการศึกษาพบวาใน

การเตรียมสารอนุพนัธระหวางมาลอนไดอัลดีไฮดกับกรดไทโอบารบิทูริกในสภาวะกรด ใหความรอน

ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และการเตรียมสารอนุพนัธระหวางมาลอนไดอลัดี

ไฮดกับ2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน  ใชความเขมขน  5.0 มิลลิโมลาร  อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10  นาที ทําการแยกและวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู พบวา

วิธี MDA-TBA ใชวฎัภาคเคลือ่นท่ี  KH2PO4 ความเขมขน  50 มิลลิโมลารตอเมธานอล อัตราสวน  

รอยละ 60:40 และ pH 6.8 และวิธี MDA-DNPH จะใชอะซิโตไนทริลตอนํ้า ท่ีอัตราสวน 55:45 

สาํหรับการ ศึกษาประสิทธิภาพวิธีการทดลองพบวาวิธี MDA-TBA ใหคาขีดจํากัดลาง ของการ

วเิคราะห 0.01 ไมโครโมลาร และรอยละการกลบัคนืเทากบั 100-105 วิธี MDA-DNPH ใหคา

ขีดจํากัดลางของการวเิคราะห 0.72 ไมโครโมลาร รอยละการกลบัคนื 96-102 การศกึษาสารรบกวน  

ไดแก กรดปาลมมิติ ก กรดลิโนเลอิก น้ําตาลแลคโทส และ นํ้าตาลซูโครส ในการเกดิอนุพนัธ  พบวา 

กรดลิโนเลอิก สงผลตอการวิเคราะหเทาน้ัน ผลการตรวจวดัปริมาณมาลอนไดอลัดี ไฮดในตัวอยาง

นํ้านมถั่วเหลือง จะพบมาลอนไดอัลดีไฮดในปริมาณ 0.3331-0.6754 ไมโครโมลาร  
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 Malondialdehyde is a products from lipid peroxidation reaction. It related to many 

symptoms such as diabetes, cancer and parkinson’s disease. In food industry, 

malondialdehyde effects on a quality deterioration during storage of lipid-rich food. In this 

work, the optimization method for malondialdehyde analysis by high performance liquid 

chromatography was studied by formation of derivertised products between 

malondialdehyde (MDA) with 2-thiobarbituric acid (TBA) and 2,4-dinitrophenyl hydrazine 

(DNPH). Then the efficiency of the method was also studied. The malondialdehyde contents 

were also analysed  in  soybean milk samples that sold in supermarket. The results showed 

that the optimization method for malondialdehyde analysis was to perform derivertised 

products between malondialdehyde and 2-thiobarbituric acid in acid medium by heating at 

80
o
C, 60 minutes. The derivertisation between malondialdehyde and 2,4-dinitrophenyl 

hydrazine was performed by heating at 60
o
C, 10 minutes. Then those derivertised products 

were analysed using high performance liquid chromatography. The optimum conditions 

showed that ratio between phosphate buffer (pH 6.8) and methanol was 60:40 (v/v) for 

MDA-TBA system and ratio between acetonitrile and water was 55:45 (v/v) for MDA-DNPH 

system. The validation method studies of MDA-TBA showed LOD 0.01 µM, 100-105 

percentage recovery. MDA-DNPH method showed LOD at 0.72 µM, 96-102 percentage 

recovery. The effect of palmitic acid, linoleic acid, lactose and sucrose were also studied 

and presented that only linoleic acid effect on the analysis. The malondialdehyde content in 

soybean milk samples were analysed, the result showed that all samples contained 

malondialdehyde 0.3331-0.6754 µM. 
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 ปริญญานิพนธฉบับบน้ีสําเร็จสมบูรณไดดวยดี เน่ืองจากผูวิจัยไดรับคําแนะนํา ความ

ชวยเหลือ ความอนุเคราะหอยางย่ิ งจากคณาจารยในภาควชิาเคมีหลายทาน ผูวจัิยขอกราบ

ขอบพระคณุ 

 รองศาสตราจารย ดร.พรพิมล มวงไทย ประธานควบคมุปริญญานิพนธ ดร.นวลละออ รัตน

วิมานวงศ  และ ดร .ปยะดา จิตรตั้งประเสริฐ และคณะกรรมการควบคมุปริญญานิพนธ  ท่ีกรุณาให

คําปรึกษาและคําช้ีแนะ ตลอดจนแกไขขอบกพรองตางๆ ในการแกปญหาทุกข้ันตอนอันเกิดจากกา ร

วจัิยและการเขียนปริญญานิพนธ 

 ขอกราบขอบพระคณุ ดร .วินัย อวงพิพัฒน ท่ีใหความกรุณาในก ารเปนประธานกรรมการ

ในการสอบปากเปลาปริญญานิพนธ  และผูชวยศาสตราจารย ดร .สริธิร สโมสร ท่ีใหความกรุณาใน

การเปนกรรมการในการสอบปากเปลาปริญญานิพนธ  ตลอดใหคาํแนะนําและช้ีแนะขอบกพรอง

ตางๆเพื่อใหปริญญานิพนธฉบับบน้ีสําเร็จสมบูรณย่ิงข้ึน ขอขอบพระคณุ รองศาสตราจารย ดร .พร

พิมล มวงไทย ประธานกรรม การบริหารหลกัสตูร รวมถงึ ดร .นวลละออ รัตนวิมานวงศ  อาจารยที่

ปรึกษา และคณาจารยภาควชิาเคมีทกุทาน ท่ีไดประสทิธิป์ระสาทวชิาความรู และใหความเมตตาเอา

ใจใสแกผูวิจัยดวยดีเสมอมา 

 ขอบพระคุณเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการภาควิชาเ คมี ท่ีใหคําแนะนํา และชวยเหลือ อํานวย

ความสะดวกแกผูวิจัยตลอดการศึกษา ผูวิจัยรูสึกซาบซ้ึงในความกรุณาของทุกๆทานเปนอยางย่ิง 

ผูวิจัยขอนอมรําลึกถึงผูพระคุณบิดา มารดา และญาติสนิททุกทานท่ีไดอบรมเลี้ยงดู  ใหกําลังใจและ

ใหการสนับสนุนในดานการศกึษาแกผูวจัิ ย ขอบพระคุณอาจารย รวมถึงผูมีพระคุณทุกๆทานท่ีมิได

กลาวรายนามไว ณ ท่ีน้ีดวย ท่ีมีสวนชวยใหงานวิจัยคร้ังน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

ภูมิหลัง 

 การเกิดออโตออกซิเดชัน (autoxidation) เปนสาเหตุหลักของการเสื่อมคุณภาพของอาหาร

หลายประเภท โดยเฉพาะประเภท ท่ีอุดมไปดวยไขมัน หรือ นํ้ามัน โดยกรดไขมันประเภท ไมอิ่มตัว 

(polyunsaturated fatty acids, PUFA) สามารถเกดิ ปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเ ดชัน (lipid- 

peroxidation) ไดงาย (Fernandez; et al. 1997: 345-353) การเสือ่มลงของอาหารประเภทน้ี มี

ความสัมพันธกับการเกิดเปอรออกไซด  ซ่ึงสารน้ีจะไมเสถียร  และเปนผลิตภัณฑปฐมภูมิ  (primary 

product) ของปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเดชัน เม่ือเปอรออกไซดเกิดการส ลายตัวจะทําใหเกิดผลิตผล 

2 ชนิด ไดแก อัลดีไฮด และ คีโตน ซ่ึงสารสองชนิดน้ีจะสงผลตอการเสื่อมลงของรสชาติอาหาร และ

การสญูเสยีคณุคาทางโภชนาการ  แตโดยสวนใหญสาร ท่ีเปน ผลิตภัณฑทุติยภูมิ  (secondary 

product) ของกระบวนการลิปดเปอรออกซิเดชัน จะเปนมาลอนไดอัลดีไ ฮด (malondialdehyde หรือ

MDA)  

 มาลอนไดอัลดีไฮดจะใชเปนสารตนแบบ  (model) หรือตัวช้ีบอกทางชีววิทยา  (biomarker)  

สาํหรับศกึษากระบวนการลิปดเปอรออกซิเดชันท้ังในสิ่งมีชีวิต ซ่ึงถาสารน้ีมีปริมาณเพิ่มข้ึน  จะแสดง

ถึงความผิดปกติหรือเสี่ยงตอการเปนโรคตางๆ เชน โรคความจําเสื่อม  โรคเสนเลือดอุดตัน  โรคอวน

เปนสารตัง้ตนในการเปน โรคมะเร็ง (Grotto; et al. 2007. 619–624) และในอตุสาหกรรมอาหาร    

มาลอนไดอัลดี ไฮดจะเปนตัวบงบอกถึงการเสื่อม ของรสชาติ  คุณคาทางโภชนาการของ อาหารใน

ระหวางกระบวน การผลติ และการเกบ็รักษาอาหาร เน่ืองจากมาลอนไดอัลดีไฮด เปนสารโมเลกลุ

ขนาดเลก็ มีความ มีข้ัวสูง สามารถละลายนํ้าไดดี และไมเสถียร จึงทําใหยากในการสกดั  และมาลอน

ไดอัลดีไฮด เองไมมี โครโมฟอร (chromophore) อิเล็กโทรฟอร (electrophore) หรือฟลูออโรฟอร 

(fluorophore) ท่ีจะสามารถตรววจวัดได  ดังน้ันการ วเิคราะหจะสรางอนุพนัธกับสาร 2 ชนิด ไดแก 

กรดไทโอบารบิทูริก (2-thiobarbituric acid หรือ TBA) เกิดเปนสารเชิงซอนของมาลอนไดอัลดีไฮด

กับกรดไทโอบารบิทูริก (MDA-TBA complex) ปฏิกิริยาจะเกิดไดงาย MDA-TBA complex สามารถ

ตรวจวัดไดท้ังทางตรง ไดแก  การใชเทคนิคทางสเปกโทรสโกป และทางออม  ไดแก การใชเทคนิค

ทางโครมาโทกราฟ (Grotto; et al. 2009. 169-174) และเตรียมเปนสารอนุพันธุกับ  2,4-ไดไนโทรฟ
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นิลไฮดราซีน (MDA-DNPH) เกิดเปนไฮดราโซน  ซ่ึงวิธีดังกลาวมีความจําเพาะมากกวา MDA-TBA 

(Al-Fawaeir; et al. 2011. 11-14)   

 ในปจจุบันนมเปนอาหาร ท่ีคุณคาทางโภชนาการ นิยมบริโภคกันทุกเพศทุกวัย เน่ืองจาก

นมมีไขมันเปนสวนประกอบ  โดยเฉพาะในนมวัวมีปริมาณไขมันคอนขางสูง สามารถเกดิลิปดเปอร

ออกซิเดชันได 

 อยางไรก็ตามในปจจุบัน ยังมีนํ้านมพรอมดื่มจํานวนมากท่ีผลิตจาก วัตถุดิบอื่น  ท่ีนิยม

บริโภคมากท่ีสุด คือ นํ้านมจากถั่วเหลือง ในนํ้านมถั่วเหลืองก็อาจเกิดปฏิกริิยาลิปดเปอรออกซิเดชัน

ไดเชนกัน ดวยเหตุน้ีผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะศึกษาการเกิดมาลอนไดอัลดีไฮด ในตัวอยาง นํ้านมถั่วเหลือง

แปรรูป  โดยศึกษาหาวิธีการท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดสารมาลอนไดอัลดีไฮด ในตัวอยาง          

ดวยการศึกษาเปรียบเทียบ วิธีการวเิคราะหดวยเทคนิค โครมาโทกราฟ ของเหลวสมรรถนะสงู 

ตลอดจนศึกษาปจจัยท่ีสําคัญท่ีมีผลตอการตรวจปริมาณสารมาลอนไดอัลดีไฮด  เพื่อใหไดสภาวะท่ี

เหมาะสมในการตรวจ ปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด ในตัวอยางนํ้า นมถั่วเหลือง นอกจากน้ีจะไดศึกษา

วิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อการตรวจวิเคราะหท่ีเหมาะสมดวย  

 

ความมุงหมายของการวิจัย 

 1. เพื่อศกึษาวธิกีารตรวจหาปริ มาณมาลอนไดอัลดีไฮด ดวยเทคนิค โครมาโทกราฟ

ของเหลวสมรรถนะสงูดวยการเตรียมสารอนุพนัธ 

 2. เพื่อศึกษาผลของปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอวิธีการตรวจหาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด 

 3. เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด ใน ตัวอยางนํ้านม

ถั่วเหลืองพรอมดื่มโดยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู 

 4. เพื่อตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองพรอมดื่มจากตลาดท่ี

มีจําหนายท่ัวไป นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชทีแบบเจ แบบผสมนํ้าตาล และแบบผสมนมผง 

 

ความสําคัญของการวิจัย 

 1. ทําใหทราบขอดี ขอดอยของวิธีการตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด  ดวยเทคนิคทาง

โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงูดวยการเตรียมสารอนุพนัธแบบตางๆ 

 2. ทราบผลของปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอวิธีการตรวจหาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด  
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 3. ทําใหทราบปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองพรอมดื่ม จากตลาดท่ีมี

จําหนายท่ัวไป และนํ้านมถั่วเหลืองยูเอชทีแบบเจ แบบผสมนํ้าตาล และแบบผสมนมผง  

 

ขอบเขตของการวิจัย 

 1. การศกึษาวธิกีารวเิคราะห ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู  โดยศึกษา

ผลการ เปรียบเทียบการเตรียมสารอนุพนัธ  ระหวางมาลอนไดอัลดีไ ฮดกับสารท่ีใชเตรียมอนุพันธ 

ไดแก กรดไทโอบารบิทูริก และ2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน 

 2. ศึกษาผลของตัวแปรตางๆ ในการวเิคราะหปริมาณมาลอนไดอลัดไีฮด ไดแก  

  2.1 ความเขมขนของสารท่ีใชในระบบ 

  2.2 อุณหภูมิท่ีใชในการเตรียมอนุพนัธ 

  2.3 เวลาท่ีใชในการเตรียมอนุพนัธ 

  2.4 คา pH ของบัฟเฟอร 

อตัราการไหลของวฎัภาคเคลือ่นท่ี  

  2.6 ชนิด และ ปริมาณสารอืน่ในระบบ เชน ไขมัน นํ้าตาล  ไดแก กรดปาลมมิติก    

กรดลิโนเลอิก น้ําตาลแลคโทส และน้ํา ตาลซูโครส  รวมถึงผลของ ฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด 

และอะซีโตน 

 3. ศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารเตรียมสารอนุพันธแตละชนิด โดยการหาคาขีดจํากัดลาง

ของการวเิคราะห (LOD) ขีดจํากัดต่ําสุดท่ีสามารถตรวจวัดได  (LOQ) รอยละการกลบัคนื (% 

recovery) และความแมนยํา (precision) 

 4. ศกึษาหาปริมาณในตวัอยางนํ้านม ถั่วเหลืองพรอมดื่ม ดวยเทคนิค โครมาโทกราฟ

ของเหลวสมรรถนะสงู 

 

ขั้นตอนของการวิจัย 

 1. การศกึษาวธิกีารวเิคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู  โดยทําการ

เตรียมสารอนุพนัธระหวาง 

  1.1 สารมาลอนไดอัลดีไฮดมาตรฐานกับกรดไทโอบารบิทูริก 

  1.2 สารมาลอนไดอัลดีไฮดมาตรฐานกับ2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน 
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 2. ศึกษาผลของตัวแปรตางๆ ในการวิเคราะหปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด ไดแก 

  2.1 แปรผันความเขมขนของกรดไทโอบารบิทูริก และ2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน 

  2.2 อุณหภูมิท่ีใชในการเตรียมอนุพนัธ 

  2.3 เวลาท่ีใชในการเตรียมอนุพนัธ 

  2.4 คา pH ของบัฟเฟอร 

  2.5 อตัราการไหลของวฎัภาคเคลือ่นท่ี 

  2.6 ชนิด และ ปริมาณสารอืน่ในระบบ เชน ไขมัน นํ้าตาล  ไดแก กรดปาลมมิติก    

กรดลิโนเลอิก นํ้าตาลแลคโทส และนํ้าตาลซูโครส  รวมถึงผลของ ฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด 

และอะซีโตน 

 3. ศกึษาประสทิธภิาพของวธิกีารเตรียมสารอนุพันธแตละชนิด โดยการหาคาขีดจํากัดลาง

ของการวเิคราะห (LOD) ขีดจํากัดต่ําสุดท่ีสามารถตรวจวัดได  (LOQ) รอยละการกลบัคนื            

(%recovery) และความแมนยํา (precision) 

 4. ตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด ในตัวอยางนํ้า นมถั่วเหลืองพรอมดื่มจากตลาดท่ีมี

จําหนายท่ัวไป นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที แบบเจ และ แบบผสมนมผง 

 

  

 



บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 

 งานวิจัยน้ีเกี่ยวของกับการศึกษาการเปรียบเทียบเทคนิคการตรวจวดัปริมาณมาลอนไดอลั

ดีไฮดในนม ถั่วเหลือง โดย เทคนิค โครมาโ ทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู  ผูวิจัยไดศึกษาคนควา

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของและนําเสนอตามหัวขอตางๆ ดังน้ี 

 1. ถั่วเหลือง นมถั่วเหลือง และองคประกอบของนมถั่วเหลือง 

 2. การเกิดลิปดเปอรออกซิเดชัน 

 3. การศกึษาความเปนพษิ และอนัตรายจากมาลอนไดอลัดไีฮด 

 4. เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 

ถั่วเหลือง 

ถั่วเหลืองเปนเมล็ดพืชท่ีมีคุณคาทางโภชนาการ  เปนแหลงท่ีดีข องไขมันและ โปรตีน ท่ีมี

ประโยชนตอสุขภาพ ถั่วเหลืองเปนพืชลมลุก ลําตนสูงประมาณ 1-2 เมตร ลําตนสี่เหลี่ยมปกคลุม

ดวยขนสเีทาขาว ใบตนถั่วเหลืองเปนใบประกอบแบบน้ิวมือ ประกอบดวยใบยอย 3 ใบ รูปรางคลาย

รูปไขปลายแหลมใบคอนขางหนา ผิวมันท้ังดานบนและดานลาง ดอกเปนชอสีขาวหรือมวง แดง  

ออกดอกเมื่ออายุประมาณ  25-30 วันเก็บเกี่ยวอายุประมาณ  90-100 วัน ฝกแบนขาวติดเปนกระจุก

ท่ีขอของตน และกิ่ง  ในฝกมีเมล็ด  3-5 เมล็ดรูปไข เมล็ดกลม เมล็ดถั่วเหลืองมีหลายขนาดและ

หลากหลายสีรวมถึงสีดํา สีนํ้าตาล สีฟา สีเหลือง เปลือกถั่วเหลืองท่ีแกแลวจะแข็งแรงทนตอนํ้า 

เมล็ดถั่วเหลืองบรรจุโปรตีนไวสูง และสามารถทําใหแหงโดยไมเสียหาย  และสามารถทําใหฟน

กลับมาโดยการใสนํ้า 

  

สวนประกอบทางเคมี 

 สวนประกอบทางเคมีของถั่วเหลือง ถั่วเหลือง แหง ท้ังเมล็ดมีองคประกอบทางเคมีท่ี

แตกตางกันไปโดยแปรผันตามแตปจจัยตางๆ เชน  สภาวะแวดลอม สายพันธุฤดูกาล และสภาพ    

ภูมปิระเทศ องคประกอบทางเคมีของถั่วเหลืองแหงท้ังเมล็ดดังตาราง 1 

 

 

 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99�
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ตาราง 1 สวนประกอบทางเคมีของถั่วเหลืองแหงท้ังเมล็ด 

 

สวนประกอบทางเคมี ปริมาณ (รอยละ) 

โปรตีน 34.0 

คารโบไฮเดรท 26.7 

ไขมัน 18.7 

ความช้ืน 11.1 

เสนใย 4.7 

เถา 4.8 

แรธาตุตางๆ 0.755 

วิตามินตาง ๆ 0.016 

 

 ท่ีมา: องคประกอบท่ีสําคัญของเมล็ดถั่วเหลือง. (2012). 

 

 โปรตีน ถั่วเหลืองแหงท้ังเมล็ดมีโปรตีนอยูประมาณรอยละ  33-44 ในขณะท่ีถั่วชนิดอื่ น    

มีโปรตีนรอยละ 20-30 ถั่วเหลืองมีโปรตีนมากกวาเน้ือสัตวชนิดตางๆ  ถึงสองเทา แตคุณภาพของ

โปรตีนจากถั่วเหลืองอาจดอยกวาโปรตีนจากสัตว เพราะถึงแมถั่วเหลืองจะมีกรดอะมิโนท่ีจําเปนครบ

ท้ัง 8 ชนิด แตสัดสวนกรดอะมิโนบางตัวไมเหมาะสม มีนอยก วาเกณฑท่ีกําหนด ทําใหคุณภาพ

โปรตีนในถั่วเหลืองมีคุณคาดอยกวา ในเน้ือสัตว โปรตีน ถั่วเหลือง สวนใหญเปนโปรตนีประเภท     

โกลบูลิน 

คารโบไฮเดรท ในเมล็ดถั่วเหลือง มีคารโบไฮเดรท ประมาณรอยละ  35 อยูในรูปโพลแีซค

คาไรด ท่ีประกอบดวยสวนของ อะไมโลสและอะไม โลเพคติน และในรูปนํ้าตาลไดแซคคาไรด ไดแก 

ซูโครส  โอลิโกแซคคาไรด  ไดแก ราฟโนส และสตาชิโอส นอกจากคารโบไฮเดรทดังกลาว ยังพบ

คารโบไฮเดรท ชนิดไมละลายนํ้าหรือเส นใยอาหาร ไดแก เซลลูโลส รอยละ  20 และเฮมิเซลลูโลส  

รอยละ 50 

ไขมัน  เปนสวนประกอบท่ีมมีากรองลงมาจากโปรตนี การสะสมของไขมัน และ

สวนประกอบของกรดไขมันในถั่วเหลืองข้ึนกับสายพันธุและสภาพแวดลอมในชวงของการสะสม  โดย

เฉลี่ยถั่วเหลืองของไทยจะมีไขมันอยูในชวงระหวางรอยละ  16-18 แตถาเกิดฝนแลงปริมาณไขมันจะ

ลดลงอยูใน ชวงระหวางรอยละ  14-15 ไขมันท่ีสะสมจะประกอบดวย  กรดไล โนเลอิก  รอยละ 50   

กรดไ ขมันชนิดไมอิ่มตัวหน่ึงตําแหนง  รอยละ  20 กรดไขมันชนิดอิ่มตัว  รอยละ  20 กรดไขมัน      

แอลฟาลิโนเลอิกรอยละ 7 กรดไขมันหวงโซขนาดยาว และฟอสโฟลิปด รอยละ 3 ซ่ึงกรดไลโนเลอิก
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มีหนาท่ี สําคัญ  คือ ชวยลด ระดับโคเลสเตอรอล และชวยในการเจ ริญเติบโตของเด็ก และทารก     

สวนฟอสโฟลิปดเปนสารคลายไขมัน  (fat like substances) มีไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเปน

สวนประกอบอยูดวย 

แรธาตุ ในถั่วเหลืองมีโปแทสเซียม ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม ซัลเฟอร แคลเซียม คลอไรด 

โซเดียมและธาตุอื่นๆ  

วิตามิน ในถั่วเหลืองพบท้ังวิตามินท่ีละลายในนํ้า และวิตามินท่ีละลายในไขมัน วิตามินท่ี

ละลายในนํ้าท่ีพบไดแก วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 ไนอะซิน กรดแพนโทนิก และกรดโฟลิก สวน

วิตามินซีพบในถั่วเหลืองท่ียังออน วิตามินท่ีละลายในไขมันท่ี พบไดแก วิตามิ นเอในรูปของเบตา    

แคโรทีน ซ่ึงเปนโปรวิตามินเอ สวนวิตามินอีพบในรูปของแอลฟา บีตา แกมมา  และเดลตา โทโคฟ

รอล แตจะไมพบวิตามินดี และวิตามินเค 

สวนประกอบของสารอินทรียชนิดอื่นๆ ท่ีพบมีดังน้ี ไอโซฟลาโวน  (isoflavones)     

ซาโปนิน (saponin) กรดไฟติก (phytic acid) และกรดฟโนลิก  (phenolic acid) ในถั่วแตละชนิดจะมี

องคประกอบทางเคมีท่ีแตกตางกันดังตาราง 2 

 

ตาราง 2 ปริมาณโปรตนี ไขมัน และแคลเซียมจากถั่วชนิดตางๆ 

 

ชนิดของถั่ว 
โปรตีน ไขมัน แคลเซียม 

(กรัมตอ100 กรัม) (กรัมตอ100 กรัม) (มิลลิกรัมตอ100 กรัม) 

ถั่วเหลือง 34.0 18.7 245 

ถั่วเขียว 23.4 1.3 125 

ถั่วดํา 23.8 0.3 57 

ถั่วลิสง 29.7 38.7 20 

ถั่วแดงหลวง 18.2 2.2 965 

งาดํา 21.9 46.3 1,100 

 

 ท่ีมา: กลุมวิจัยและพัฒนาการอนุรักษดินและนํ้าบนพื้นท่ีพืชไร.  (2549). หนา 89 
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 น้ํานมถั่วเหลือง 

นํ้านมถั่วเหลือง  หมายถงึ เคร่ืองดื่มชนิดหน่ึงท่ีไดจากการนําถั่วเหลืองมาลางใหสะอาด   

แชนํ้า บดกับนํ้า ทําการตม แลวกรอง อาจปรุงแตงรสดวยนํ้าตาล  และอาจเติมสวนประกอบอื่น  เชน 

นํ้าลูกเดือย ชาเขียว นมผงสเตบิไลเซอร  เชน กัม แปงดัดแปร ตมฆาเช้ือดวยความรอนท่ีอุณหภูมิ

และเวลาที่เหมาะสม บรรจุในภาชนะบรรจุขณะรอน  แลวทําใหเย็นทันที  หรือความหมายของนํ้านม

ถั่วเหลือง ตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม หมายถึง ผลิตภัณฑท่ีเปนของเหลวสกัดไดจาก

เมล็ดถั่วเหลือง ซ่ึงมีช่ือทางวิทยาศา สตรวา Glycine max Merr. หรือแปงถั่วเหลือ งผสมดวยนํ้า อาจ

ผสมนม สารท่ีใหคุณคาทางโภชนาการ หรือสารปรุงแตง สี กลิ่น และรส หรือไมก็ได แลวนํามาผาน

กรรมวิธีฆาเช้ือดวยความรอน เพื่อใหปลอดภัยตอการบริโภค 

นํ้านมถั่วเหลือง หรือนํ้าเตาหู เปนผลิตภัณฑชนิดหน่ึงท่ีนิยม บริโภคกันมาก เน่ืองจากมี

คุณคาทางโภชนาการสูง เหมาะท่ีจะใชเป นอาหารเสริม เน่ืองจากมีสารอาหารท่ี มีประโยชนตอ

รางกายมีจําหนาย ท่ัวไป ราคาถกู คณุคาทางโภชนา การของนํ้านมถั่วเหลือง คือโปรตีน  ปริมาณ

โปรตีนในนํ้านมถั่วเหลืองมีมากกวานมวัว แตคุณภาพโปรตีนดอยกวา เน่ืองจากมีสัดสวนของกรด   

อะมิโนเมทไทโอนีน (methionine) ในปริมาณท่ีนอยกวากําหนด แตมีกรดอะมิโนไลซีน (lysine) ใน

ปริมาณท่ีสูง สวนกรดอะมิ โนท่ีจําเปนตัวอื่นใกลเคียงกับในเน้ือสัตว กรดไขมันท่ีพบประกอบดวย

กรดลิโนเลอิก (linoleic acid) รอยละ 50 กรดไขมันชนิดไมอิ่มตัวหน่ึงตําแหนง  (monounsaturated 

fatty acid) รอยละ 20 กรดไขมันชนิดอิ่มตัว  (saturated fatty acid) รอยละ 20 กรดไขมันแอลฟา     

ลิโนเลอิก (α-linoleic acid) รอยละ 7 กรดไขมันหวงโซขนาดยาว  (long chain fatty acid) และ  

ฟอสโฟลิปด (phospholipids) รอยละ 3 ซ่ึงสวนมากอยูในรูปเลซิติน (lecithin) ซ่ึงเปนสารท่ีชวยเพิ่ม

โคเลสเตอรอลชนิด (high density liproprotein หรือ HDL) คารโบไฮเดรทท่ีพบสวนมากเปนนํ้าตาล

ทรายหรือซูโครสท่ีใสเพื่อปรุงแตงรสหวา น นอกจากสารอา หารดังกลาว ในนมถั่วเหลืองยังมีสารไฟ

โตเอสโตรเจน (phytoestrogen) ซ่ึงมีคุณสมบัติคลายฮอรโมนเอสโตรเจน (estrogen) 

นมถั่วเหลื อง แตเดิมนิยมดื่มกันเฉพาะชาวจีนเปนสวนใหญ แตปจจุบัน นมถั่วเหลืองหรือ

นํ้าเตาหู เปนท่ีนิยมดื่มกันท่ัวไป เพราะมีคุณคาทางโภชนาการใกลเคียงกับนมวัว แตราคาถกูกวาจึง

สามารถใชเปนอาหารเสริมดื่มแทนนมวัวได อีกท้ั งนมถั่วเหลืองไมมีนํ้าตาลแลกโตส จึงทําใหผูท่ี ดื่ม

นมวัวแลวทองเสียสามารถดื่มได นอกจากน้ีนมถั่วเหลืองยังสามารถใชเปนนมสําหรับเด็กทารกหรือ

ใชเปนสวนผสมของสูตรนมเด็กทารก สวนประกอบของนมถั่วเหลือง เปรียบเทียบกับนมวัว และนม

มนุษย ดังตาราง 3 
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ตาราง 3 สวนประกอบของนมถั่วเหลือง นมวัว และนมมนุษยตอนํ้าหนัก 100 กรัม 

 

สวนประกอบ นมถั่วเหลือง นมววั นมมนุษย 

พลังงาน (กิโลแคลอร่ี) 44 59 62 

นํ้า (กรัม) 90.8 88.6 88.2 

โปรตีน (กรัม) 3.6 2.9 1.4 

ไขมัน (กรัม) 2 3.3 3.1 

คารโบไฮเดรท (กรัม) 2.9 4.5 7.1 

เถา (กรัม) 0.5 0.7 0.2 

แรธาต ุ(มิลลิกรัม)    

  - แคลเซียม 15 100 35 

  - ฟอสฟอรัส 49 90 25 

  - โซเดียม 2 36 15 

  - เหล็ก 1.2 0.1 0.2 

วติามิน (มิลลิกรัม)    

  - ไทอะมิน 0.03 0.04 0.02 

  - ไรโบฟลาวนิ 0.02 0.15 0.03 

  - ไนอะซิน 0.05 0.2 0.20 

กรดไขมันอิ่มตัว  40-80 60-70 55.3 

กรดไขมันไมอิ่มตัว  52-60 30-40 44.7 

โคเลสเตอรอล (มิลลิกรัม) 0 9.24-9.9 9.3-18.6 

  

 ท่ีมา: สุรีย แถวเท่ียง. (2552). เคร่ืองดื่มนํ้านมถั่วเหลืองผสมนํ้าแครอท. หนา 8 
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ปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซเิดชัน   

 ลิปดเปอรออกซิเดชันเกิดจากปฏิกิริยา ออกซิเดชันแบบลูกโซของกรดไขมันชนิดไมอิ่มตั ว 

อนุมูลอิสระเพียง 1 อนุมูลสามารถทําใหเกิดลิปดเปอรออกไซด เปนจํานวนหลายรอยโมเลกุลกอนท่ี

จะสิ้นสุดปฏิกิริยา ในสิ่งมีชีวิต ปฏิกริิยาลิปดเปอรออกซิเดชัน สามารถเกิดไดงายกับเย่ือหุมเซลล  ท่ี

ประกอบดวยลปิด  2 ช้ัน การเกิดลิปด ออกซิเดชัน กับลิปดในเย่ือหุมเ ซลล ทําใหเย่ือหุมเซลลมี

คุณสมบัติท่ีเปลี่ยนไป  สงผลกระทบตอเอนไซมและรีเซพเตอรท่ีฝงตัวอยูในเย่ือหุมเซลล  ทําให

เอนไซมและรีเซพเตอรมีการทํางานท่ีเสยีไป ซ่ึงเปนสาเหตุในการเกิดโรคตางๆไดอีกดวย ผลผลิตที่

เกิดข้ึนมาจากลิปดเปอรออกซิเดชัน ไดแก สารไฮโดรคารบอน เชน อเีทน อีทีน และเพนเทน รวมถงึ 

สารคโีตน  และสารอัลดีไฮด  เปนตน  สารอัลดีไฮด ท่ีมีความสําคัญคือ มาลอนไดอัลดี ไฮด 

(Malondialdehyde หรือ MDA) ซ่ึงมาลอนไดอัลดีไฮดจะเปนสารเร่ิมต นในการเกดิมะเร็ง และ      

การกลายพนัธุ  ปกติแลวสารมาลอนไดอัลดีไฮดจะใชเ ปนตัวช้ีบอกการถูกทําลายโดยการเกิด

ออกซิเดชันในตัวอยางทางชีว วิทยา (biological samples) หรือในอตุสาหกรรมอาหาร  (Fenaille; et 

al. 2001: 237–245) 
 ในอาหารการเกิดลิปดเปอร ออกซิเดชันจะสัมพันธกับการเกิดกลิ่นเหม็นหืน และการเสื่อม

คุณคาทางอาหารจากการเกดิออกซิเดชัน การมีปริมาณของกรดไขมันไมอิ่มตัวท่ีสูง  จะทําใหเร็วตอ

การเกิดลิปดเปอรออกซิเดชันในระหวางการเกบ็  กระบวนการผลิต และการประกอบอาหาร  ถาเกิด  

ลิปดเปอร ออกซิเดชัน จะทําใหได สารประเภทไฮโดรเปอรออกไซด ซ่ึงสารน้ีจะไมเสถียร  สามารถ

สลายตัวไดเปลี่ยน เปนผลิตภัณฑทุติ ยภูมิหลายชนิด ไดแก  อัลดีไฮด  คีโตน แอลกอฮอลล  กรด   

และสารประกอบไฮโดรคารบอน  สารเหลาน้ีสามารถเปลี่ยนคุณภาพ สี เน้ือสัมผัส รสชาติ หรือกลิ่น

ของอาหารได 
 ปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเดชันเปนปฏิกิริยาลูกโซ ประกอบดวย 3 ข้ันตอน ไดแก ปฏิกิริยา

เร่ิมตนของการ เกิดโซ ปฏิ กิริยาการทวีเพิ่มข้ึน และการสิ้ นสุดปฏิกิริยา ปฏิกิริยาลูกโซเร่ิมตนดวย

การมีอนุมูลอิสระเกิดข้ึน และอนุมูลอิสระน้ี เขาไปทําปฏิกิริยากับลิปดและทําใหเกิดอนุมูลลิปด ดัง

ภาพประกอบ 1 แสดงถึงกลไกลการเกิดปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเดชัน 
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ภาพประกอบ 1 กลไกการเกิดปฏิกิริยาเปอรออกซิเดชันของไขมันไมอิ่มตัว 

 

 ท่ีมา: Lenka Fialova (2010/2011). Lipids (fatty acids,lipoperoxidation, digestion). p.4 
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ปฏกิริยิาเร่ิมตน (initiation step) 

 การเกิดปฏิกิริยาเร่ิมจากกรดไขมันสายยาวชนิดไมอิ่มตั วถูกดึงไฮโดรเจนอะตอมออกจาก

กลุมเมทิลลีน  (methylene (-CH2-) group) ท่ีตําแหนงถัดออกจากพันธะคู  โดยอนุมูลอิสระ          

ไฮดรอกซิล  (hydroxyl radical) หรืออนุมูลอิสระตัวอื่นทําใหเกิดเปนอนุมูลอิสระท่ีไมเสถียร        

(lipid radical หรือ carbon-centered radical) จึงพยายามทําใหตัวเองเสถียรโดยจัดเรียงโมเลกุลใหม

เปนรูปคอนจูเกตไดอีน (conjugated diene) ซ่ึงภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจน  จะไดเปนอนุมูลอิสระ     

เปอรออกซิล  (ROO•) จากน้ันอนุมูลอิสระเปอรออกซิลจะไปดึงไฮโดรเจนอะตอมออกจากโมเลกุล

ของไขมัน เพื่อทําใหตัวเองเสถียร ขณะเดียวกันก็ทําใหเกิดอนุมูลอิสระชนิดไขมัน ดังสมการ 1 

 

      L-H                  L• + radical – H ……………….(1) 

 

ปฏิกิริยาการทวีเพิ่มขึ้นหรือปฏิกิริยาตอเน่ือง (propagation step) 

 อนุมูลอิสระชนิดไขมันท่ีเกิดข้ึนจะไปทําปฏิกิริยากับออกซิเจน  เกิดเปนอนุมูลอิสระ

ไขมันเปอรออกซิล  (lipid peroxyl radical; LOO•) จากน้ันอนุมูลอิสระไขมันเปอรออกซิลจะไปทํา

ปฏิกิริยากับโมเลกุลไขมันท่ีอยูขางเคียง  โดยดึงไฮโดรเจนอะตอมออกแลวเกิดเปนไฮโดรเปอร

ออกไซดของไขมัน  (LOOH) และอนุมูลอิสระไขมันท่ีไมคงตัวโดยเกิดเปนปฏิกิริยาลูกโซตอเน่ื องไป 

ดังสมการ 2 และ 3 

                                         

      L•                    L-O-O•  ……………….(2) 

      L-O-O•                L-O-O-H + L• ……………….(3) 

 

การสิ้นสดุปฏกิริยิา (termination step) 

 อนุมูลอิสระไขมันท่ีไมคง ตัว 2 โมเลกุลมาจับกันหรือกา รท่ีอนุมูลอิสระไขมันท่ีไมคงตัวมา

จับกับอนุมูลอิสระไขมันเปอรออกซิลทําใหเปนโมเลกุลท่ีคงตัว  ไดแก อเีทน (ethane) และแอลดีไฮด

ของไขมัน (lipid aldehyde) ดังสมการ 4 

 

      L• + L•                  L – L  ……………….(4) 
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ความสําคัญของปฏกิริยิาลปิดเปอรออกซิเดชัน  

 1. การเกิด ลิปดเปอร ออกซิเดชัน  ถาดําเนินไปโดยไมสามารถควบคุมได จะทําลาย

กระบวนการในสิ่งมีชีวิต เพราะนอกจากอนุมูลอสิระจะเกดิปฏิกิริยาอยางรวดเร็วกับลิ ปดในเซลลแลว

ยังเกิดปฏิกริิยาอยางรวดเร็วกับเมมเบรนโปรตีนดวย ซ่ึงไดแก  เอ็นไซมและกรดนิวคลีอิกท่ีฝ งตัวอยู

อนุมลูอสิระจะไปเปลีย่นแปลงโครงสรางและหนาท่ีทางกายภาพของสารประกอบเหลาน้ี 

 2. การเกิดลิปดเปอรออกซิเดชันในสิ่งไมมีชีวิตจะมุงเนนไปท่ีการศึกษาในเคมีของอาหาร 

ซ่ึงการเกิด ลิปดเปอร ออกซิเดชัน  สามารถเกดิไดในชวงของกระบวนการ ผลิตหรือการเกบ็รักษา      

ท่ีอุณหภูมิหอง จะมีเพียงกรดไขมันอิ่มตัวเทาน้ันท่ีถูกออกซิไดสโดยออก ซิเจนในอากาศ สวนท่ี

อุณหภูมิ สูง การเกิด ลิปดเปอร ออกซิเดชั นจะเกิดในชวงระหวางการอบ การทอด การปงยาง     

ปฏิกิริยา ออกซิเดชัน ของลิปด จะสัมพันธกับการเปลี่ยนแปลงคุณภาพอาหาร ท่ีรูจักกัน ดีไดแก     

การเหม็นหนื (rancidity of fat) 

 

การเกิด คุณสมบัติ และ การวิเคราะหมาลอนไดอัลดีไฮด (มาลอนอัลดีไฮด) 

 มาลอนไดอัลดีไฮด  ประกอบดวย 1,3-dicarbonyl ท่ีมีมวลโมเลกุลต่ํา  72.07 กรัมตอโมล

(gmole
-1
) สามารถระเหยได  มีคุณสมบัติเปนกรดออน เพราะ มีคา pKa ของหมูอิโนอิคไฮดรอกไซด 

(enolic OH group) เทากับ 4.5 ดังน้ันในสภาวะท่ีเปนกลางหรือเบสจึงอยูในรูปของ อีโนเลท ไอออน 

(enolate ion) ดงัภาพประกอบ  2 โมเลกุลของมาลอนไดอัลดีไฮดจะดูดกลืนแสงยูวีไดท้ังใน

สารละลายท่ีเปนกรด (λmax = 245 nm, ε≈13000) เปนกลางหรือเปนเ บส (λmax = 267 nm, 

ε≈31000) มาลอนไดอัลดีไฮด ไดมาจากป ฏิกิริยาลิปดเปอร ออกซิเดชันของกรดไขมันไมอิ่มตัวท่ีมี

พันธะสามหรือพันธะคู เชน กรดลิโนเลอิก  (18:3) กรดอะราชิโดนิก (20:4) และกรดโดโคสะเฮกซะ

อีโนอิก (22:6)  

 

H H

O
pKa
4.5

H

O-

H

O

HO

 
 

ภาพประกอบ 2 มาลอนไดอัลดีไฮดในรูปของอีโนเลท ไอออน (enolate ion) 

 

 ท่ีมา: Bohnstedt, K.C. (2005). Determination of biomarker for lipid peroxidation and 

oxidative stress. p.20 
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 เน่ืองจากวามาลอนไดอัลดีไฮดเปนสารโมเลกุลเล็ก ท่ีไมเสถียร  มีความมีข้ัวสูง ละลายนํ้า

ไดดีจึ งทําใหยากในการสกัด และมาลอนไดอัลดีไฮดเองไมมีโครโมฟอร (chromophore)               

อิเล็กโทรฟอร (electrophore) และฟลูออโรฟอร (fluorophore) ท่ีจะสามารถตรวจวัดไดดี ดังน้ันใน

การตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด จึงเลือกใชวิธีการสรางอนุพันธกับ สาร 2 ชนิด ไดแก กรด   

ไทโอบารบิทูริก  หรือ 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน ทําใหตรวจวัดไดงายกวา วิธี แรกเปนการสราง

อนุพนัธ ระหวาง มาลอนไดอัลดีไฮดกั บกรดไทโอบารบิทูริก  โดยป ฏิกิริยา เกิด การควบแนน 

(condensation) ของกรดไทโอบารบิทูริกสองโมเลกุลเกิดเปนสารมีสเีรียกว า TBARS (thiobarbituric 

acid reactive substances) ในสภาวะท่ีเปนกรด ดังภาพประกอบ 3  

 

  

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 3 ปฏิกริิยาระหวางมาลอนไดอัลดีไฮดกับกรดไทโอบารบิทูริก 

 

 ท่ีมา: Lenka Fialova (2010/2011). Lipids (fatty acids,lipoperoxidation, digestion). p.9 

 

 วิธีท่ีสองเปนการสรางอนุพนัธระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด กบั 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน  

(MDA-DNPH) ในสภาวะท่ีเปนกรด เกิดเปนไฮดราโซน มีสีเหลืองเขม ดงัภาพประกอบ 4 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 4 ปฏิกริิยาระหวางมาลอนไดอัลดีไฮดกบั 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน 

 

 ท่ีมา: Berdyshev, E.V. (2011). Biochimica et biophysica acta. p.680-693 

 

 

2-thiobarbituric acid malondialdehyde MDA-TBA2  

(colored condensation product) 
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malondialdehyde 2’4-Dinitrophenylhydrazine MDA-DNPH hydrazone 
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 เทคนิคท่ีนาํมาใชในการตรวจวัด MDA-TBA complex และ MDA-DNPH สามารถตรวจวัด

ดวยวิธีทางตรง และวิธีทางออมตรง แตท่ีนิยมมี 2 วิธี 

 1. วิธีทางสเปกโทรโฟโทเมทรีสําหรับกรดไทโอบารบิทูริก (TBA test) 

 วิธีน้ีจะสรางอนุพนัธระหวาง มาลอนไดอัลดีไฮด กบักรดไทโอบารบิทูริกในอัตราสวน  1:2 

โมล ในสภาวะกรด ท่ีอุณหภูมิสูง  ได MDA-TBA complex ท่ีสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดดี

ในชวง 532-535 นาโนเมตร ดงัภาพประกอบ 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 5 โครมาโทแกรมของ MDA-TBA complex 

 

 ท่ีมา: Bohnstedt, K.C. (2005). Determination of biomarker for lipid peroxidation and 

oxidative stress. p.20 

 

 2. วิธีการวเิคราะหแบบอื่นๆ 

 วิธีการวเิคราะหแบบอื่นๆ ท่ีนํามาใชแทนวิธีทางสเปกโทรโฟโทเมทรีในการตรวจวดั  MDA-

TBA complex และ MDA-DNPH ไดแก เทคนิคฟลูออเ รสเซนต เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลว

สมรรถนะสงู  รวมกับการตรวจวัดดวยสเปกโ ทรโฟ โทเมทรี  และการใชเทคนิคโครมาโท กราฟ

ของเหลวสมรรถนะสงูรวมกบัการตรวจวดัดวยฟลอูอเรสเซนต 
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ศึกษาความเปนพิษ และอันตรายจากมาลอนไดอัลดีไฮด 

 ลอเรนซ เจ มารเนต (Marnett. 1999: 83-95) ไดทําการศึกษาผลมาลอนไดอัลดีไฮดได

ทําลายโครงสรางทางพันธุกรรมเม่ือเขาสูรางกายมนุษย ไดแก ดีออกซีกัวโนซีน (deoxyguanosine) 

และดีออกซีอะดิโนซีน (deoxyadenosine) มาลอนไดอัลดีไฮด จะทําปฏิกิ ริยากบัดีออกซีกัวโนซีน 

เกิดเปนอนุพันธตัวใหมข้ึนมา คือ M1G (pyrimido-[1,2α]purin-10(3H)-one) ซ่ึงสารดังกลาวจะถูก

สะสมในสวนตางๆของรางกาย เชน ตับ ลําไส ตับออน และเม็ดเลือดขาว โดย M1G จะไปทําลาย

โครงสรางพันธุกรรมของมนุษยทําใหเกิดเปนโรคมะเร็งเกิดข้ึน ดังภาพประกอบท่ี 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 6 ปฏิกริิยาระหวางมาลอนไดอัลดีไฮดกับดีออกซีกัวโนซีนเกดิเปนสาร M1G 

 

 ท่ีมา: Lawrence J. Marnett. (1999). Lipid peroxidation-DNA damage by 

malondialdehyde. p.83-95 

 

 แดเนียล เดล ริโอ และคนอื่นๆ (Rio; et al. 2005: 316-328) ไดทําการทบทวนผลการศึกษา

อันตรายจากมาลอนไดอัลดีไฮด ท่ีทําปฏิกิริยากับเอมีนปฐมภูม ิ (primary amine) ท่ี cross-links กบั 

1-amino-3-iminopropene และ pyridyl-dihydropyridine ซ่ึงโมเลกุลดังกลาวจะกอใหเกิดโรคหัวใจ 

(cardiovascular) ดงัภาพประกอบ 7 
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ภาพประกอบ 7 มาลอนไดอัลดีไฮดกับเอมีนปฐมภูม ิ(primary amine) ท่ี cross-links กบั 1-amino- 

      3-iminopropene และ pyridyl-dihydropyridine  

 

 ท่ีมา: Rio; et al. (2005). A review of recent studies on malondialdehyde as toxic 

molecule and biological marker of oxidative stress. p.316-328 

 

งานวิจัยที่เก่ียวของ 

 การศกึษาหาปริมาณ มาลอนไดอัลดีไฮดจากการเกิดลิปดเปอร ออกซิเดชันในตวัอยางทาง

ชีวภาพ (biological sample) และตัวอยางอาหารตางๆ ดังน้ี 

 เคนจิ ฟุกุนากะ ; โกโซ นากะมา ; และ เททซึยะ ซูซุกิ (Fukunaga; Takama; & Tetsuya. 

1995: 20-23) ไดทําการศึกษาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางพลาส มาทําอนุพนัธกบักรด    

ไทโอบารบิทูริกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ตัวตรวจวัดเปนฟลูออเรสเซนต 

โดยทําการแยกสารดวยคอลมัน ODS-2 ขนาด 150 x 4.6 มิลลิเมตร วฎัภาคเคลือ่นท่ี เปนอะซิโต

ไนทริลตอนํ้าอตัราสวนรอยละ 70:30 โดยปริมาตร อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิต รตอนาที จาก

การศกึษาพบวาสามารถแยกสารภายในระยะเวลา 2.5 นาที ขีดจํากัดลางของการวิเคราะห (LOD) 

เทากับ 0.01 พิโกโมล (pmol) ซ่ึงวิธีดังกลาวเปนวิธีท่ีงาย และเร็ว สามารถวิเคราะหตัวอยางทาง

คลินิกได 200 ถึง 300 ตัวอยางตอวัน 

  เจอเกน พิลซ ; อินกอลฟ ไมนิเก; และ คริสทอฟ กลิทเตอร (Pilz; Meineke; & Gleiter. 

2000: 315-325) ไดทําการศึกษาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดอิสระ และมาลอนไดอัลดีไฮดท่ีเกาะกับ

โปรตนีในตวัอยางพลาสมาในมนุษย โดยการ ทําอนุพันธกับ  2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน             

ท่ีอุณหภูมิหอง  เปนเวลา 10 นาที ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู ใชตัวตรวจวัด

ไดโอดแอเรย โดยจะตกตะกอนโปรตีนดวยกรดเปอรคลอริกกอน หลังจากน้ันจะไฮโดรไลซตัวอยาง

ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเพื่อตรวจวัดมาลอนไดอัลดีไฮดรวม ทําการแยกสารดวยคอลัมน C18 ขนาด 

125 x 3 มิลลิเมตร วฎัภาคเคลือ่นท่ี เปนอะซิโตไนทริลตอนํ้าตอกรดอะซีติก ในอตัราสวนรอยละ 

38:62:0.2 โดยปริมาตร วัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 310 นาโนเมตร จากการศกึษาพบวา ขีดจํากัด
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ลางของการวเิคราะห มาลอนไดอัลดีไฮดอิสระ มีคาเทากับ 25 พิโกโมลตอมิลลิลิตร (pmolml
-1
) และ

มาลอนไดอัลดีไฮดรวมเทากั บ 0.3 นาโนโมลตอมิลลิลิตร (nmolml
-1
) รอยละการกลบัคนื  93.6 

วิธีการดังกลาวเปนวิธีท่ีงาย และมีความจําเพาะตอมาลอนไดอัลดีไฮดสูง 

 จีน พอล สเทกเฮน และคนอื่นๆ (Steghens; et al. 2001: 242-249) ไดทําการศึกษา

ปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดอิสระ และมาลอนไดอัลดีไฮดรวมดวยการทําอนุพันธกับไดอะมิโนแนฟทา

ลีน ในสภาวะกรด ท่ีอุณหภูมิหอง เวลา 180 นาที ในตัวอยางพลาสมาของมนุษยดวยเทคนิคโคร

มาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ตัวตรวจวัดท่ีใชเปนไดโอดแอเรย ทําการแยกสารดวยคอลัมน C18 

วฎัภาคเคลือ่นท่ีเปนแอมโมเนียม อะซิเตท พีเอช 2.0 ตออะซิโตไนทริล อตัราสวนรอยละ 89.5:10.5 

โดยปริมาตร อตัราการไหล 0.23 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิ ของคอลัมน 50 องศาเซลเซียส และวัด

คาการดูดกลืนแสงท่ี 311 นาโนเมตร จากการศกึษาพบวาในผูหญงิอายุระหวาง 45 ถึง 51 ป มี    

มาลอนไดอัลดีไฮดรวม 162±51 นาโนโมล  และมาลอนไดอลั ดีไฮดอิสระ 24±15 นาโนโมล สวน

ผูหญิงท่ีอายุเยาววัยกวาระหวาง 21 ถึง 37 ป จะพบมาลอนไดอัลดีไฮดรวม 138±28 และมาลอน

ไดอัลดีไฮดอิสระ 19±9 นาโนโมล จากวิธีดังกลาวใหความไวท่ีดี และความจําเพาะตอมาลอนไดอัลดี

ไฮด 

 ฟรานโคอสี และคนอืน่ๆ (Fenaille; et al. 2001: 237–245) ไดทําการศึกษาเปรียบเทียบ

การศกึษาหาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในนมผง  โดยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู 

ใชตัวตรวจวัดแบบยูวี (HPLC-UV) และเทคนิคแกสโครมาโทกราฟ ใชตัวตรวจวัดแบบแมสสเปกโทร

โฟโทรเมทรี (GC-MS) โดยทําอนุพันธกับกรดไทโอบารบิทูริก (TBA) และ 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดรา

ซีน (DNPH) เกิดเปน MDA-TBA และ MDA-DNPH โดยในการวิเคราะหดวย HPLC-UV จะทําการ

แยกอนุพันธ 2 ชนิดดวยระบบรีเวริสเฟส  สภาวะการแยก ดังน้ี ในการตรวจวัดอนุพันธ MDA-TBA 

คอลัมน Ultrasphere ODS-C18 วฎัภาคเคลือ่นท่ี เปน 50 มิลลิโมลาร  โปแตสเซียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต พีเอช 6.0 ตอเมทานอล อตัราสวนรอยละ 60:40 โดยปริมาตร อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตร

ตอนาที ตรวจวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลืน่ 532 นาโนเมตร สวนการตรวจวดัอนุพนัธ MDA-

DNPH ใชคอลัมน Ultrasphere ODS-C18 วฎัภาคเคลือ่นท่ี เปน 50 มิลลิโมลาร  แอมโมเนียม        

อะซีเตรทตออะซิโตไนทริล  อตัราสวนรอยละ 55:45 โดยปริมาตร อตัราการไหล  1.0 มิลลิลิตรตอ

นาที ตรวจวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 307 นาโนเมตร ในการวเิคราะหดวย  GC-MS แยก

อนุพันธ MDA-DNPH เม่ือเปรียบเทียบระหวาง 2 เทคนิค พบวา การตรวจปริมาณมาลอนไดอัลดี

ไฮดดวยเทคนิค GC-MS จะมีความจําเพาะ และถกูตองมากกวาการใชเทคนิค HPLC-UV เน่ืองจาก

สามารถกาํจัดสารรบกวนตวัอืน่ๆ ออกจากระบบได  

 สลาโวเมอร มารชนิคาก และคนอืน่ๆ (Marcinčák; et al. 2003: 491-496) ไดทําการศึกษา

เปรียบเทียบวธิกีารตรวจปริมาณมาลอนไดอลัดี ไฮดในเน้ือไกยาง โดยทําอนุพันธกับกรดไทโอบ าร  

บิทูริกดวยเทคนิคสเปกโทรโฟโทเมท รี และทําอนุพันธกับ 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน ดวยเทคนิค
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โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู จากการศกึษาพบวาการตรวจ วัดดวยการทําอนุพันธกับ 2,4-

ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน จะใหคาการตรวจวัดท่ีต่ํากวา เน่ืองจากวิธีดังกลาวมีความจําเพาะสูง และมี

ความถูกตองกวาการตรวจวัดดวยการทําอนุพันธกับกรดไทโอบารบิทูริก ซ่ึงจะใหผลท่ีสูงมากปกติ 

 อาห ชิว ชิม และคนอื่นๆ (Sim; et al. 2003: 337-344) ไดทําการศึกษาเพื่อยืน ยันการ

ตรวจปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางพล าสมา โดยใชเมทธิลมาลอนไดอัลดีไฮดเปนอินเทอร

นอล สแตนดารด ในการศึกษามาลอนไดอัลดีไฮดจะทําอนุพันธกับ2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน ดวย

เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ตัวตรวจวัดเปนยูวี วัดคาดูดกลืนแสงสูงสุด 307 นาโน

เมตร วฎัภาคเคลือ่นท่ี เปนอะซิโตไนทริลตอนํ้า ตอกรดอะซิติก อัตราสวนรอยละ 38:62:0.2 โดย

ปริมาตร อตัราการไหล 1.4 มิลลิลิตรตอนาที จากการศึกษาพบมาลอนไดอัลดีไฮดในอาสาสมัคร 20 

คน เทากบั 13.8 ไมโครโมลาร และรอยละการกลบัคนื 88.5  

 แอนนา เดอ ลาส เฮอเลส และคนอื่นๆ (Heras; et al. 2003: 180-184) ไดทาํการศึกษา

เปรียบเทียบวิธีการตรวจปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในไสกรอกแหง ทําอนุพันธกับกรดไทโอบารบิทู

ริกดวยเทคนิคอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโทรเมทรี และเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะ

สูง ตัวตรวจวัดเปนฟลูออเรสเซนต ทําการแยกสารดวยคอลัมน LichroCART ขนาด 125 x 4 

มิลลิเมตร วฎัภาคเคลือ่นท่ี เปนโซเดียมฟอสเฟต บัฟเฟอร พีเอช 7.0 ตออะซิโตไนทริล อัตราสวน

รอยละ 85:15 โดยปริมาตร อตัราการไหล 1.0 มิลลลิติรตอนาที จากการศกึษาพบวาการใชเทคนิค

โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ตัวตรวจวัดเปนฟลูออเรสเซนตเปนวิธีท่ีงาย มีความไวดีกวา 

และมีความจําเพาะมากกวาวธิีอัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโทรเมทรี โดยมีคารอยละการกลบัคนื 92  

 โอลกา โกชากนิา; คริสโตเฟอร เอกเลห; และ สตเีฟน แอนดรู สเปนเซอร (Korchazhkina; 

Exley; & Spencer. 2003: 353–362) ไดศึกษาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในปสสาวะโดยใชวิธีท่ี มี

ความไวและความจําเพาะ และอาศัยหลักการเกิดอนุพันธระหวางมาลอนไดอัลดีไฮดกับ 2,4-ไดไน

โทรฟนิลไฮดราซีน ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ทําการ ตรวจวัดดวย เทคนิค โครมาโทกราฟ

ของเหลวสมรรถนะสงู  สภาวะการแยกเปนแบบเกรเดียน โดยใชคอลมันเปน Waters Symmetry
TM

 

C18 ขนาด 3.9 x 150 มิลลิเมตร วฎัภาคเคลือ่นท่ี เปนอะซิโตไนทริลตอนํ้า อตัราสวนรอยละ 30:70 

โดยปริมาตร อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิคอลัมน 40 องศาเซลเซียส ผลการทดลอง

พบวา สามารถแยกสารไดภายใน 30 นาที จากการตรวจวัดโดยการใชเทคนิคการเตมิสารมาตรฐาน 

(standard addition) พบวาขีดจํากัดลางของการวิเคราะห มาลอนไดอัลดีไฮดในปสสาวะ มีคาเทากับ 

56 มิลลิโมลลาร และมีคารอยละการกลบัคนืเทากับ 93.4± 8.6  

 สเตฟาเนีย ซีซา (Cesa. 2004: 2119-2122) ไดทําการศกึษาหาปริมาณมาลอนไดอลัดี

ไฮดในนมทารก สกัดดวยวิธีสารละลายกรดรวมกับวิธีกรดไทโอบารบิทูริก (TBA test) ซ่ึงในตัวอยาง

นํ้านมทารก มีการเติมนํ้ามันพืช ท่ีมีปริมาณของกรดไขมันประเภทไมอิ่มตัว (PUFA) เขาไปใน

กระบวนการผลตินํ้านมดวย ผลจากการตรวจปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตวัอยางนม 20 ชนิด และ
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ตัวอยางนมวัวบางชนิด เม่ือ เปรียบเทียบขอมูลกั นพบวา ระดับปริมาณของมาลอนไดอัลดีไฮดในนม

ทารก อยูในชวง 200-1200 ppb ซ่ึงคาท้ังหมดจะสูงกวาในนมวัวถึง 5 เทา 

 เดนนิส กรอทโต และคนอืน่ๆ (Grotto; et al. 2007: 619–624) ไดทําการศึกษาวัดปริมาณ

มาลอนไดอัลดีไฮดในพลาสมา โดยเทคนิค โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู  ซ่ึงศึกษาในสวน

ของการไฮโดรไลซดวยเบส สกัดดวย นอรมาล- บิวทานอล  และความเสถียรของมาลอนไดอัลดีไฮด 

ทําการแยกดวยคอลัมน Eurospher-100 (150 x 4 mm) แบบรีเวริสเฟส โดยใชนํ้าตอเมทานอล 

อตัราสวนรอยละ 50:50 โดยปริมาตร อตัราการไหล 0.6 มิลลิลิตรตอนาที   ควบคุมอุณหภูมิคอลมัน

ท่ี 40 องศาเซลเซียส ผลการทดลองพบวา  คารอยละการกลบัคนืมากกวา 95 มีคาขีดจํากัดลางของ

การวเิคราะห  และคาขีดจํากัดลางในการวิเคราะห หาปริมาณเทากับ 0.05 และ 0.17 ไมโครโมลาร

ตามลําดับ  ความเสถียรของตัวอยางท่ี  -20 องศาเซลเซียส มาลอนไดอัลดีไฮดในพลาสม าจะไม

เสถียรเม่ือเก็บตัวอยางหลังจากไฮโดรไลสดวยเบส และจะเสถียรเปนเวลา 30 วัน หลังการทํา

อนุพันธกับกรดไทโอบารบิทูริก  และจะเสถยีรเปนเวลา 3 วันหลังสกัดดวย  นอรมาล- บิวทานอล    

ระดับมาลอนไดอัลดีไฮด ในพลาสมาของผูหญิงเปน  4.45 ± 0.81 ไมโครโมลาร และระดับมาลอน

ไดอัลดีไฮดในพลาสมาของผูชายเปน  60 ± 0.95 ไมโครโมลาร จากการทดลองน้ี เดนนิสสรุปไววา  

วธินีีม้คีวามสามารถในการ วเิคราะหซ้าํ มี ความถูกตอง มีความเสถียร มีความไว ในการตรวจ

วเิคราะห และสามารถใชเปนวิธีวิเคราะหในหองป ฏิบัติการ ทางคลินิค แบบประจําได จะสามารถ

กํา จัดสารรบกวนไดเม่ือสกัดดวย นอรมาล- บิวทานอล และใชเวลาในการ วิเคราะหไดเร็ว           

การวเิคราะหดังกลาวปราศจากการใชฟอสเฟตบัพเฟอรซ่ึงจะลดการเกิดหางของพีคได 

 เดนนิส กรอทโต และคนอืน่ๆ (Grotto; et al. 2009: 169-174) ไดศึกษาถึงความสําคัญ

ของลิปดเปอรออกซิเดชัน และการใชเปนวิธีสําหรับตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด  ซ่ึงมาลอน

ไดอัลดีไฮดเปนผลิตผลหลักท่ีสําคัญเพื่อใชศึกษาปฎิกิริยาลิปดเปอร ออกซิเดชัน  โดยสวนใหญการ

ตรวจปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด จะทําอนุพนัธกับกรดไทโอบารบิทูริก  ไดอนุพนัธเปนสารละลาย สี

แดง ซ่ึงสามารถวดัการดูดกลืนแสงในชวงวิสิเบิลไดดวยวิธีทางออมดวยเทคนิคสเปกโทรโฟโทรเมทรี 

เน่ืองจากการวัดปริมาณมาลอนไดอัลดิไฮดโดยตรงไมสามารถ ตรวจวัด ได แตการ ตรวจวัดดวย

เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู  จะใหความจําเพาะในการวดัลปิดเปอร ออกซิเดชัน ท่ี

นาเช่ือถือมากกวา 

 โรเจอริโอ เมนเดส ; คาลอส คาลอสโซ ; และ คาลา เปสทานา (Mendes; Cardoso; & 

Pestana. 2009: 1038–1045) ไดทําการศึกษา ปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในปลากระป อง ไดแก 

hake, sea bream และ sardine โดยวิธีแบบดั้งเดิมคือสเปกโ ทโฟโทเมทรีวเิคราะห (MDA-TBA) 

complex (วิธี A) เปรียบเทียบ เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู ทําอนุพนัธกบัสาร 2 

ชนิด คือ กรดไทโอบารบิทูริก (วิธี B) และ 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน  (วิธี C) ทําการแยกดวย

ระบบรีเวริสรเฟส  คอลัมนท่ีใชเปน Phenomenex Gemini C18 ขนาด 250 x 4.6 มิลลิเมตรท้ังวิธี B 
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และ C โดยวิธี B ใชวฎัภาคเคลือ่นท่ี 50 มิลลิโมลาร โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตตอเมทานอล

ตออะซิโตไนทริล  อตัราสวนรอยละ72:17:11 โดยปริมาตร ควบคุมอตัราการไหลของวฎัภาคเลือ่นท่ี

ท่ี 1.0 มิลลิลิตรตอนาที  วิธี C ใชวฎัภาคเคลือ่นท่ี นํ้าตออะซิโตรไนทริลตอกรดอะซิตริก อตัราสวน   

รอยละ 55:45:0.2 โดยปริมาตร อตัราการไหล  1.0 มิลลิลิตรตอนาที  ผลการทดลองพบวา ขีดจํากัด

ลางของการวเิคราะห 0.16 0.10 และ 0.20 ไมโครโมลาร และขีดจํากัดลางในการวิเคราะหหา

ปริมาณ 0.23 0.17 และ 0.26 ไมโครโมลาร ตามวิธี A B และ C สวน คารอยละการกลบัคนื  วิธี A 

จะต่ํากวา 71 เปอรเซ็นต วิธี B ซ่ึงมีคารอยละการกลับคืน อยูในชวง 100-108 เปอรเซ็นต และวิธี C 

อยูในชวง 90-112 เปอรเซ็นต และการตรวจวัดดวยวิธี C จะใหความถูกตอง และจําเพาะมากกวาวิธี 

A และ B 

 ซาอัด อัล-ฟาวาเอยีร และคนอืน่ๆ (Al-Fawaeir; et al. 2011: 11-14) ไดทําการศึกษา

เปรียบเทียบวิธีการตรวจปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางซีร่ัม โดยการทําอนุพันธกับกรดไทโอ

บารบิทูริกดวยเทคนิคสเปกโทโฟโท เมทรี และ ทําอนุพันธกับ 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน ดวย

เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู  ใชตัวตรวจวัดยูวี ทําการแยก ดวยคอลัมน ODS-2 C18 

วัดคาดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร วฎัภาคเคลือ่นท่ี เปนอะซิโตไนทริลตอนํ้าตอ

กรดอะซิติก  อตัราสวนรอยละ 34:66:0.2 โดยปริมาตร อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอนาที        

จากการศกึษาพบวาการตรวจดวยเทคนิคสเปกโทโฟโท เมทรีเทากับ 2.47±0.18 ไมโครโมลตอลิตร    

รอยละการกลบัคนืต่าํกวา 90.0 เปอรเซ็นต และเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงูเทากบั 

1.85±0.09 ไมโครโมลตอลิตร  รอยละการกลบัคนื มีคาเทากับ 98.8 ดังน้ันวิธีดังกลาวงาย เร็ว และ    

มีความจําเพาะมากกวาการทําอนุพนัธกบักรดไทโอบารบทิูริก 

 จากขอมูลเบ้ืองตน พบวา วิธีการตรวจหาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด ท่ีนยิมใชในการตรวจ

วิเคราะหท่ัวไปนิยมใชวิธีทางสเปกโทรเม ทรี สวนวิธีทางโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงนิยม

ใชวิธีการเตรียมสา รอนุพันธกับกรดไทโอบารบิทูริก แตอยางไรกต็ามยังพบรายงานการวเิคราะ ห

ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงดวยการเตรียมสารอนุพันธระหวางมาลอนไดอัลดี

ไฮด กับ2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน มีบางท้ังน้ีข้ึนกับชนิดตัวอยางท่ีทําการวิจัย ยังไมพบรายงาน

ในการนําไปตรวจวเิคราะหในตวัอยางนํ้านมถั่วเหลือง จึงเปนท่ีนาสนใจจะทําการศกึษาในงานวิจัยน้ี 

 

 

  



บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

อุปกรณ  เครื่องมือและสารเคมีที่ใชในการวิจัย 

 1. อุปกรณและเคร่ืองมือที่ใชในการวิจัย 

  - เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงูและใชตัวตรวจวัดแบบ  diode array จาก

บริษทั Hewlett-Packard รุน HP 1100 

  -  คอลมัน C18 (SphereClone 5 µm ODS, ขนาด 250 x 4.60 mm) จากบริษทั 

Phenomenex 

  - Syringe Filters PTFE (polytetrafluoroethylene) ขนาด 0.45 ไมครอน จากบริษทั 

International Scientific 

  -  ชุดกรอง mobile phase ขนาด 1000 มิลลิลิตร จากบริษทั Alltech 

  - เคร่ืองยูวี-วิซิเบิล สเปกโทรโฟโทรมิเตอร รุน UV-2401 PC จากบริษทั Shimadzu 

  -  ไมโครปเปตขนาด 10 100 และ 1000 ไมโครลติร จากบริษทั Socorex 

  -  เคร่ืองช่ังอยางละเอียด 4 ตําแหนง (Mettier Toledo รุน AB104-S) จากบริษทั  

Mettier 

  - เคร่ืองผลตินํ้าปราศจากไอออนรุน LaboStar จากบริษัท Siemens 

  - เคร่ือง pH meter จากบริษทั Mettier Toledo 

  - เคร่ืองเขยา รุน Vortex-genie 2 จากบริษทั Scientific Industries 

  - เคร่ือง Centrifuge รุน Zentrifugen EBA 8S จากบริษัท llettich 

  - เคร่ือง Water bath จากบริษัท Memmert 

  - เคร่ืองอลัตราโซนิค cleanser จากบริษทั Mettler electronic 

  - เคร่ือง hotplate จากบริษทั Scientific Co.,Ltd 

 

 2. สารเคมีทีใ่ชในการวิจัย 

  - Acetic acid (AR grade) จากบริษทั Mallinckrodt Chemicals 

  - Acetonitrile (HPLC grade) จากบริษทั Merck 

  - 2,4-Dinitrophenylhydrazine จากบริษทั Sigma 

  - Hydrochloric acid (AR grade) จากบริษทั Carlo Erbra 

  - Lactose (AR grade) จากบริษทั Ajax Finechem 

  - Linoleic acid (AR grade) จากบริษทั Sigma 

  - Methanol (HPLC grade)  จากบริษทั Merck 
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  - Orthophosphoric acid (AR grade) จากบริษทั Carlo Erbra 

  - Palmitic acid (AR grade) จากบริษทั Sigma 

  - Potassium dihydrogen phosphate (AR grade) จากบริษทั Scharlau 

  - Sucrose (AR grade) จากบริษทั Fisher Sciencetific 

  - Sulfuric acid (AR grade) จากบริษทั Mallinckrodt Chemicals 

  - 1,1,3,3-Tetraethoxypropane (TEP) จากบริษทั Sigma 

  - 2-Thiobarbituric acid (HPLC grade) จากบริษทั Fluka 

  - Trichloroacetic acid (AR grade) จากบริษทั Sigma 

 

 3. ตัวอยางนํ้านมถ่ัวเหลืองพรอมดื่ม 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที  สูตรนํ้าตาลนอย 4.0 เปอรเซ็นต  ควรบริโภคกอน วันท่ี 28 

พฤศจิกายน 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรนํ้าตาลนอย 3.75 เปอรเซ็นต ผลิตวันท่ี 1 มกราคม2555 

สุมตัวอยางสุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที  สตูรนํ้าตาลนอย 4.0 เปอรเซ็นต ควรบริโภคกอนวันท่ี 4 

มกราคม 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที รสช็อกโกมอลต สูตรหวาน นํ้าตาล  6.0 เปอรเซ็นต ควร

บริโภคกอนวันท่ี 6 มิถนุายน 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที ผสมงาดํา สูตรหวานนํ้าตาล 5.5 เปอรเซ็นต ควรบริโภคกอน

วันท่ี 28 พฤศจิกายน 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที ผสมขาวบารเลยและมอลต สูตรหวานนํ้าตาล 5.5 เปอรเซ็นต 

ควรบริโภคกอนวันท่ี 20 ตุลาคม 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรเจ รสหวานนํ้าตาล 7.2 เปอรเซ็นต ควรบริโภคกอนวันท่ี 

21 มกราคม 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรเจ รสหวานนํ้าตาล 5.0 ควรบริโภคกอนวันท่ี 4 มกราคม 

2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถัว่เหลอืงพลาสเจอรไรซ สตูรเจ รสหวานนํ้า ตาล 6.0 เปอรเซ็นต ควรบริโภค

กอนวันท่ี 18 มกราคม 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรเจ รสหวานนํ้าตาล 5.0 เปอรเซ็นต ควรบริโภคกอนวันท่ี 

4 ตุลาคม 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรผ สมนมผง 1 เปอรเซ็นต รสหวานนํ้าตาล 8.0 

เปอรเซ็นต ควรบริโภคกอนวันท่ี 11 ธนัวาคม 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 
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  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรผสมนมผง 2 เปอรเซ็นต รสหวานนํ้าตาล 7.0 

เปอรเซ็นต ผลิตวันท่ี 5 ธนัวาคม2555 ควรบริโภคกอนวันท่ี 22 กนัยายน 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 

ธนัวาคม 2555 

  -  นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรผสมนมผง 2 เปอรเซ็นต รสหวานนํ้าตาล 7.5 

เปอรเซ็นต ควรบริโภคกอนวันท่ี 14 กนัยายน 2556 สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

นํ้าเตาหูจากตลาดมีนบุรี สุมตัวอยางวันท่ี 25 ธนัวาคม 2555 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 ตอนที่  1 การเตรียมอนุพนัธสารมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด กับสาร 2 ชนิด คือ 

กรดไทโอบารบทิรูกิ และ2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

 1.1 วิธีการเตรียมอนุพันธระหวาง สารมาตรฐาน มาลอนไดอัลดีไฮด กับกรดไทโอ

บารบิทูริก (MDA-TBA)  

  การทําอนุพนัธของสารมาตรฐ านมาลอนไดอัลดีไฮด กับกรดไทโอบารบิทูริก  ทําการ

ทดลองโดยใชสารมาตรฐานมาลอนไดอลัดีไฮดท่ี 4 ความเขมขน คือ 0.0 3.0 5.0 และ 10.0 ไมโคร

โมลาร โดยมีข้ันตอนตางๆ ดังน้ี 

   1.1.1 ปเปตสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีตกิ ความเขมขนรอยละ 5 โดยนํ้าหนัก

ตอปริมาตร ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 10.0 มิลลิลิตร 

   1.1.2 เตมิสารมาตรฐาน มาลอนไดอัลดีไฮด ความเขมขน  100 ไมโครโมลาร 

ปริมาตร ดังน้ี 0.00 0.15 0.25 และ 0.50 มิลลิลิตร จากน้ันปเปตนํ้ากลัน่ปราศจากไอออน เติมลงไป

ปริมาตร 1.0 0.85 0.75 และ 0.50 มิลลิลิตร 

   1.1.3 เตมิสารละลายกรดไทโอบารบิทูริกความเขมขนรอยละ 0.6 โดยนํ้าหนักตอ

ปริมาตร ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร จากน้ันผสมใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาเปนเวลา 30 วนิาที จะได

ความเขมขนสุดทายดังน้ี 0.0 3.0 5.0 และ 10.0 ไมโครโมลาร ตามลําดับ 

   1.1.4 นําสารมาตรฐาน มาลอนไดอัลดีไฮด ขางต น ไปบมใน เคร่ืองอังไอนํ้า ท่ี

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา  60 นาที จากน้ันนําสารละลายไปแชในนํ้าเย็นทันที เปน

เวลานาน 10 นาที 

   1.1.5 นําสารละลายมาตรฐานดงักลาวไปบันทึกหาความยาวคลืน่ ท่ีมีคาการ

ดูดกลืนแสงสูงสุด (Maximum wavelength, (λmax)) และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นสูงสุด

ดวยเคร่ืองอัลตราไวโอเลตวิสิเบิล สเปกโทรโฟโทมิเตอร 
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 1.2 วิธีการเตรียมอนุพันธระหวาง สารมาตรฐาน มาลอนไดอัลดีไฮด กับ2,4-ไดไน

โทรฟนลิไฮดราซีน (MDA-DNPH) (Al-Fawaeir; et al. 2011: 11-14) 

  การทําอนุพนัธของสารมาตรฐาน มาลอนไดอัลดีไฮด กับ2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

ทําการทดลองโดยใชสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด ท่ีความเขมขน คือ 1,000 ไมโครโมลาร  โดยมี

ข้ันตอนตางๆ ดังน้ี 

   1.2.1 ปเปตสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด ท่ีความเขมขน  1,000 ไมโคร

โมลาร ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร ขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกรดซัลฟุ

ริก ความเขมขนรอยละ 1.0 โดยปริมาตร ใหเปน 50 มิลลลิติร จะไดสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด

ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร 

   1.2.2 จากน้ันปเปตสารละลายมาตรฐานความ ขางตน  ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร      

ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร แลวเติม 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีนความเขมขน 5.0 มิลลิ

โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน ทําปฏิกิริยาในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที 

   1.2.3 กรองสารละลายดวยกระดาษกรอง PTFE นําสารละลายใสไปฉดีเขาเคร่ือง 

HPLC ปริมาตร 25 ไมโครลติร (µL) บันทึกโครมาโทแกรม ท่ีความยาวคลื่น ท่ีมีการดูดกลืนสูงสุด  

307 นาโนเมตร  

 

 ตอนที่ 2 ศกึษาผลของตัวแปรตางๆ  ทีม่ผีลตอการทาํปฏกิริยิา มาลอนไดอัลดีไฮด

ดวยเทคนิคอัลตราไวโอเลต-วิสเิบิลสเปกโทรเมทรี 

 2.1 ศึกษาผลของตัวแปรตางๆ ทีม่ผีลตอการทาํปฏกิริยิามาลอนไดอัลดีไฮด 

  ทําการ ศึกษาผลของตั วแปรตางๆ ไดแก ความเขมขนของ กรดไทโอบารบิทูริก 

อุณหภูมิ และ เวลา ทําการตรวจวัดดวยเคร่ืองอุลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโทรเมตรี 

  2.1.1 ศึกษาผลของความเขมขนของ กรดไทโอบารบิทูริก ที่มีผลตอการทํา

ปฏิกิริยากับมาลอนไดอัลดีไฮด  

   ทําการศกึษาผลของความเ ขมขนของ กรดไทโอบารบิทูริก ในชวงความเขมขน

ตางๆ ไดแก 10 20 30 40 50 60 และ 70 มิลลิโมลาร โดยกําหนดสภาวะคงท่ี ดังน้ี 

   -  สารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน 5.0 ไมโครโมลาร 

   -  กรดไตรคลอโรอะซีตกิความเขมขนรอยละ 5.0 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

   -  อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

   -  เวลา 60 นาที 

   -  ทดลองซํ้า 5 ซํ้า (n=5) 
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  2.1.2 ศกึษาผลของ อุณหภูมิที่มีผลตอการทําปฏิกิริยา ระหวางมาลอนไดอัลดี

ไฮดกับกรดไทโอบารบิทูริก 

   ทําการศกึษาท่ีอุณหภูมิตางๆ ไดแก 50 60 70 80 90 และ 95 องศาเซลเซียสโดย

กําหนดสภาวะคงท่ี ดังน้ี 

   -  สารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน 5.0 ไมโครโมลาร 

   -  กรดไตรคลอโรอะซีตกิความเขมขนรอยละ 5.0 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

   -  กรดไทโอบารบิทูริกความเขมขน 25.0 มิลลิโมลาร 

   -  เวลา 60 นาที 

   -  ทดลองซํ้า 5 ซํ้า (n=5) 

  2.1.3 ศกึษาผลของ เวลาที่มีผลตอกา รทาํปฏกิริยิา ระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด  

กับกรดไทโอบารบิทูริก 

   ทําการศกึษาท่ีเวลาตางๆ ไดแก 30 40 50 60 และ 70 นาที โดยกาํหนดสภาวะ

คงท่ี ดังน้ี 

   -  สารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน 5.0 ไมโครโมลาร 

   -  กรดไตรคลอโรอะซีตกิความเขมขนรอยละ 5.0 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

   -  กรดไทโอบารบิทูริกความเขมขน 25.0 มิลลิโมลาร 

   -  อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

   -  ทดลองซํ้า 5 ซํ้า (n=5) 

 

 ตอนที่ 3 ศกึษาการแยก มาลอนไดอัลดีไฮด ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ ของเหลว

สมรรถนะสงู 

 3.1 ศกึษาการแยกดวยวิธี MDA-TBA 

  3.1.1 ศึกษาความเขมขนของ บัฟเฟอร และอตัราสวนของโมบายเฟส (Mobile 

phase) ทีม่ผีลตอการแยกดวยวิธี MDA-TBA 

   วิธกีารเตรียมสารละลาย และสารละลายบัฟเฟอร 
   1. เตรียมสารละลายโฟแตสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) ความเขมขน 1.0 โมลาร  

   ช่ัง KOH ปริมาณ 28.055 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่น

ปราศจากไอออน ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนดวยแทงคนใหละลาย จากน้ันเทใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 500 มิลลิลิตร ลางสารท่ีคางในบีกเกอรดวย นํ้าปราศจากไอออน  2-3 คร้ัง ท้ิงไวใหเย็นท่ี

อุณหภูมิหอง จากน้ันปรับปริมาตรใหเปน 500 มิลลิลิตร 

   2. เตรียมสารละล ายบัฟเฟอร โปแตสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (Potassium 

dihydrogen phosphate, KH2PO4) ท่ีความเขมขนตางๆ คือ 20, 30, 40, 50 และ 60 มิลลิโมลาร 
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    2.1 ช่ัง KH2PO4 ปริมาณ 2.7218 4.0827 5.4436 6.8045 และ 8.1654 กรัม 

ลงในบีกเกอรขนาด 250 มิลลิลิตร ตามลําดับ 

    2.2 เติมนํ้ากลัน่ปราศจากไอออน ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คนดวยแทงคนให

ละลาย เทสารละลายลงในบีกเกอรขนาด 1,000 มิลลิลิตร ลางสารท่ีคางในบีกเกอรดวยนํ้า ปราศจาก

ไอออน 2-3 คร้ัง เติมนํ้าใหเปน 800 มิลลิลิตร 

    2.3 ปรับ pH ใหได 6.00 ดวยโฟแตสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1.0    

โมลาร 

    2.4 นําไปปรับปริมาตรดวยนํ้า กลัน่ปราศจากไอออน ใหเปน 1,000 มิลลิลิตร 

นําสารละลายบัฟเฟอรไปกรอง และไลฟองอากาศ (degas) ดวยเคร่ืองอลัตราโซนิค 

   การทดลอง 

   ทําการศึกษาโดยเปลี่ยนแปลงความเขมขนตางๆ ของบัฟเฟอร  KH2PO4 และ

อัตราสวนระหวางบัฟเฟอร KH2PO4 กบัเมธานอล (CH3OH)  มีดังน้ี 

   -  ความเขมขนบัฟเฟอร KH2PO4 ท่ีทดลอง ไดแก 20 30 40 50 และ 60 มิลลิโม

ลาร 

   - อตัราสวนความเขมขนบัฟเฟอร KH2PO4 และเมธานอล อตัราสวนรอยละ ไดแก 

50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 

   โดยกําหนดสภาวะท่ีคงท่ี ดังน้ี 

   - คา pH บัฟเฟอร KH2PO4 แตละความเขมขน 6.00 

   - อตัราการไหลวัฎภาคเคลื่อนท่ี 1 มิลลิลิตรตอนาที 

   - สารละลายมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน 5.0 ไมโครโมลาร 

   - คอลัมน C18 (4.6 x 250 mm) 

   - อุณหภูมิหอง (ควบคุมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) 

   - ทดลองซํ้า 3 ซํ้า (n = 3) 

  3.1.2 ศกึษาผลของ pH ทีม่ผีลตอการแยก MDA-TBA 

   ทําการศึกษาท่ี pH ตางๆ ไดแก 5.40 5.60 5.80 6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 และ 

7.00 โดยกําหนดสภาวะท่ีคงท่ีดังน้ี 

   -  อตัราสวนความเขมขนบัฟเฟอร 50 mM KH2PO4 และเมธานอล คือ 60:40 

   - อตัราการไหลวัฎภาคเคลื่อนท่ี 1 มิลลิลิตรตอนาที 

   -  สารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน 5.0 ไมโครโมลาร 

   -  คอลัมน C18 (4.6 x 250 mm) 

   -  อุณหภูมิหอง (ควบคุมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) 

   -  ทดลองซํ้า 3 ซํ้า (n = 3) 

 



28 
 

 

  3.1.3 ศกึษาผลของอตัราการไหลของวัฎภาคเคลื่อนที่ ทีม่ผีลตอการแยก MDA-

TBA 

   ทําการศึกษาอตัราการไหลของวัฎภาคเคลื่อนท่ี (Flow rate) ไดแก 0.6 0.7 0.8 

0.9 และ 1.0 มิลลิลิตรตอนาที โดยกําหนดสภาวะท่ีคงท่ี ดังน้ี 

   -  อตัราสวนความเขมขน บัฟเฟอร 50 mM KH2PO4 (pH = 6.80) และเมธานอล 

คือ 60:40 

   -  สารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน 5.0 ไมโครโมลาร 

   -  คอลัมน C18 (4.6 x 250 mm) 

   -  อุณหภูมิหอง (ควบคุมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) 

   -  ทดลองซํ้า 3 ซํ้า (n = 3) 

 3.2 ศกึษาการแยกดวยวิธี MDA-DNPH 

  ทําการศกึษาการแยกอนุพนัธ MDA-DNPH โดยกําหนดท่ีสภาวะตางๆ ดังน้ี 

  - ความเขมขนสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด 100 ไมโครโมลาร 

  -  อตัราการไหลวฎัภาคเลือ่นท่ี 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

  -  คอลัมน C18 (4.6 x 250 mm) 

  -  อุณหภูมิหอง (ควบคุมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) 

  -  ทดลองซํ้า 3 ซํ้า (n = 3) 

  3.2.1 ศกึษาการแยกดวยกรดอะซิติกความเขมเขนรอยละ 0.2 และ 0.5 (v/v) 

ตออะซิโตไนทริล โดยปริมาตร และอัตราสวนอะซิโตไนทริลตอนํ้า   

   - ทําการศกึษากรดอะซิติกความเขมขนรอยละ 0.2 (v/v) ตออะซิโตไนทริล โดย

ปริมาตร ท่ีอัตราสวนตางๆ ไดแก 40:60 50:50 60:40 62:38 65:35 70:30 75:25  และ 80:20 

   - ทําการศกึษากรดอะซิตกิความเขมขนรอยละ 0.5 (v/v) ตออะซิโตไนทริล โดย

ปริมาตร ท่ีอัตราสวนตางๆ ไดแก 55:45 60:40 และ 62:38 

   -  ทําการศึกษาดวยอะซิโตไนทริลตอนํ้า โดยปริมาตร ท่ีอัตราสวนตางๆ ไดแก 

45:55 50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 

  3.2.2 ศึกษาผลของตัวแปรตางๆ ที่มีผลตอการทําปฏิกิริยา ระหวางมาลอน

ไดอัลดีไฮดกับ2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

   ทําการศึกษาผลของตัวแปรตางๆ ไดแก ความเขมขนของ  2,4-ไดไนโทรฟนิล

ไฮดราซีน อุณหภูมิ และ เวลา 

   3.2.2.1 ศึกษาผลของความเขมขนของ 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดร าซีนที่มีผล

ตอการทาํปฏิกิริยากับมาลอนไดอัลดีไฮด  
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    ทําการศกึษาผลของความเขมขน  2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน ในชวงความ

เขมขนตางๆ ไดแก 0.05 0.10 0.50 1.0 5.0 10.0 และ 20.0 มิลลิโมลาร  

   การเตรียมสารละลาย 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

   ช่ัง 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีนปริมาณ 0.0010 0.0020 0.0099 0.0198 0.0990 

0.1980 และ 0.3960 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายดวยกรดไฮโดรคลอริกความ

เขมขน 2.0 นอรมอล จากน้ันเทลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ลางดวยสารละลาย

ดังกลาว 2-3 คร้ัง และปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร จะไดความเขมขน 0.05 0.10 0.50 1.0 

5.0 10.0 และ 20.0 มิลลิโมลาร ตามลําดับ  

   โดยกําหนดสภาวะคงท่ี ดังน้ี 

   -  ความเขมขนสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด 100 ไมโครโมลาร 

   - อตัราสวนอะซิโตไนทริลตอนํ้า 55:45 

   -  อตัราการไหลวัฎภาคเคลื่อนท่ี 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 

   -  คอลัมน C18 (4.6 x 250 mm) 

   -  อุณหภูมิหอง (ควบคุมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) 

   -  ทดลองซํ้า 3 ซํ้า (n = 3) 

   3.2.2.2 ศกึษาผลของ อุณหภูมิ  และเวลา ทีม่ผีลตอการทาํปฏกิริยิาระหวาง  

มาลอนไดอัลดีไฮดกับ2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

    ทําการศกึษาท่ีอุณหภูมิตางๆ ไดแก 30 40 60 และ 80 องศาเซลเซียส  แตละ

ชวงอุณหภูมิทดลองท่ีเวลา 10 และ 30 นาที โดยกําหนดสภาวะคงท่ีเหมือนกับหัวขอ 3.2.2.1  

   3.2.2.3 ศกึษาผลของเวลาทีม่ผีลตอการทาํปฏกิริยิาระหวาง ระหวางมาลอน

ไดอัลดีไฮดกับ2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีนที่อุหภูมิหอง 

    ทําการศกึษาท่ีเวลาตางๆ ไดแก 10 15 30 45 และ 60 นาที โดยกําหนด

สภาวะคงท่ีเหมือนกับหัวขอ 3.2.2.1 

 

 ตอนที่ 4 ศกึษาผลของไขมัน และ นํ้าตาล 

 4.1 ศกึษาผลของไขมัน และนํ้าตาลทําการตรวจวัดดวยวิธี MDA-TBA 

  ทําการศกึษาผลของไขมัน  คือ ปาลมมิติก และลิโนเลอิก โ ดยนําสารละลายมาตรฐาน

มาลอนไดอัลดีไฮด ความเขมขน 100.0 ไมโครโมลาร ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมดวยกรดปาลม

มิติกความ เขมขนรอยละ 5 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เติมกรดไตรคลอโรอะซิติก ปริมาตร 2.25 

มิลลิลิตร และกรดไทโอบารบิทูริกความเขมขน 25 มิลลิโมลาร ผสมใหเขากัน และใหความรอนบน

เคร่ืองอังไอนํ้าท่ีอุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส นาน  60 นาที ทดลองเชนเดิม แตเปลี่ยนเปนใชกรด

ไขมันลิโนเลอิก  ความเขมขนสุดทายเปน 1.0 เปอรเซ็นต  ฉีดเขาเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลว

สมรรถนะสงู 
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  ทําการศกึษาผลของนํ้าตาล  คือ  นํ้าตาลแลคโทส  และ  นํ้าตาล ซูโครส  โดยนํา

สารละลายมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด ความเขมขน 100.0 ไมโครโมลาร ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร 

ผสมดวยนํ้าตาลแลคโทส ความเขมขนรอยละ 50 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมกรดไตรคลอโรอะซิติก 

ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร และกรดไทโอบารบิทูริกความเขมขน 25 มิลลิโมลาร ผสมใหเขากัน และให

ความรอนบนเคร่ืองอังไอนํ้าท่ีอุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส นาน  60 นาที ทดลองเชนเดิม แต

เปลีย่นเปนใช นํ้าตาลซูโครส  ความเขมขนสุดทายเปน 5.0 เปอรเซ็นต ฉีดเขาเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวสมรรถนะสงู  ทําการศกึษาผลของไขมันและนํ้าตาลรวม โดยทําการเตรียมส ารผสมตาม

ตาราง 4 ดังน้ี 

 

ตาราง 4 การศึกษาผลของไขมันและนํ้าตาลท่ีมีผลตอ TBA 

 

ชดุการ

ทดลองที่ 

สารมาตรฐาน 

MDA 100 µM 

(ml) 

กรดปาลม

มิติก

5%(ml) 

กรดลิโน 

เลอิก 

5%(ml) 

นํ้าตาลแลค

โทส

50%(ml) 

นํ้าตาล

ซูโครส

50%(ml) 

กรดไตรคลอ

โรอะซิติก

5%(ml) 

25 mM 

TBA 

(ml) 

1 0.25 - - - - 3 1 

2 0.25 1 - 0.5 - 2.25 1 

3 0.25 - 1 - 0.5 2.25 1 

4 0.25 1 1 0.5 0.5 0.75 1 

   

  ทําการศึกษาผลของฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด และอะซีโตน ท่ีความเขมขน

สุดทาย 1,000 ไมโครโมลาร  ทําการทดลองโดยเติมกรดไตรคลอโรอะซิติกความเขมขนรอยละ 5.0 

โดยนํ้าหนักตอปริมาตร  ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายขางตนมา 50 ไมโครลิตร ท่ีความ

เขมขน 100 มิลลโิมลาร เตมินํ้าปราศจากไอออน 950 ไมโครลิตร  เติมกรดไทโอบารบิทูริกความ

เขมขน 25.0 มิลลโิมลาร ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมในเคร่ืองอังนํ้ารอนท่ี

อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน นําไปฉดี

เขาเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู 

 

 4.2 ศกึษาผลของไขมัน และนํ้าตาลทําการตรวจวัดดวยวิธี MDA-DNPH 

  ทําการศกึษาผลของไขมัน  คือ ปาลมมิติก และ  ลิโนเลอิก ปเปต นําสารละลาย

มาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน 1000 ไมโครโมลาร ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ลงในขวดวัด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมกรดปาลมมิติกความเขมขนรอยละ  5 ปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรดวยกรดซัลฟุริกความเขมขนรอยละ 1.0 จากน้ันปเปตสารขางตนมา 1.0 มิลลิลิตร เติม  2,4-

ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีนความเขมขน 5.0 มิลลโิมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลติร ผสมใหเขากัน และ

ใหความรอนบนเคร่ืองอังไอนํ้าท่ีอุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส นาน  10 นาที ทดลองเชนเดิม แต
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เปลี่ยนเปนใชกรดไขมันลิโนเลอิก  ความเขมขนสุดทายเปน 1.0 เปอรเซ็นต ฉีดเขาเคร่ืองโครมาโท  

กราฟของเหลวสมรรถนะสงู 

  ทําการศกึษาผลของนํ้าตาล  คือ น้ําตาลแลคโทส และ  นํ้าตาลซูโครส  ปเปต นํา

สารละลายมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน 1000 ไมโครโมลาร ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ลง

ในขวดวดัปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ําตาลแลคโทสความ เขมขนรอยละ  50 ปริมาตร 5.0 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกรดซัลฟรุกิความเขมขน 1.0 จากน้ันปเปตสารขางตนมา 1.0 มิลลิลิตร 

เติม 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีนความเขมขน 5.0 มิลลโิมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลติร ผสมใหเขา

กัน และใหความรอนบนเคร่ืองอังไอนํ้าท่ีอุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส นาน  10 นาที ทดลองเชนเดิม 

แตเปลี่ยนเปนใช นํ้าตาลซูโครส ความเขมขนสุดทายเปน 5.0 เปอรเซ็นต  ฉีดเขาเคร่ืองโครมาโท   

กราฟของเหลวสมรรถนะสงู  ทําการศกึษาผลของไขมันและนํ้าตาลรวม โดยทําการเตรียมสารผสม

ตามตาราง 5 ดังน้ี 

 

ตาราง 5 การศึกษาผลของไขมันและนํ้าตาลท่ีมีผลตอ DNPH 

 

ชดุการ

ทดลองที ่

สารมาตรฐาน MDA 

1000 µM(ml) 

กรดปาลมมติกิ 

5%(ml) 

กรดลิโนเล อิก 

5%(ml) 

นํ้าตาลแลคโทส 

50%(ml) 

นํ้าตาลซูโครส 

50%(ml) 

1 0.25 - - - - 

2 0.25 10 - 5 - 

3 0.25 - 10 - 5 

4 0.25 10 10 5 5 

 

  ทําการศึกษาผลของฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด และอะซีโตน ท่ีความเขมขน

สุดทาย 1,000 ไมโครโมลาร ทําการทดลองปเปตสารละลายขางตนมา 0.5 มิลลิลิตร ท่ีความเขมขน 

100 มิลลิโมลาร ทําการทดลองเหมือนหัวขอ 6.2.2-6.2.3 จากน้ันปเปตมาปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลง

ในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร เติม 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

 

 ตอนที่ 5 การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห 

 5.1 ศกึษาหา Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 

  5.1.1 ศึกษาทําการตรวจวัดดวยวิธี MDA-TBA 

   ทําการศึกษาโดย spike สารมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด ท่ีความเขมขน สุดทาย 

0.10 ไมโครโมลาร ทําการทดลองดังน้ี 

   ปเปตสารละลาย กรดไตรคลอโรอะซีตกิ ความเขมขน รอยละ 5 โดยนํ้าหนักตอ

ปริมาตร ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด  10.0 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายมาตรฐาน
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มาลอนไดอัลดีไฮดท่ีความเขมขน 100 ไมโครโมลาร ปริมาตร 5.0 ไมโครลติร เตมินํ้าปราศจาก

ไอออนปริมาตร 995 ไมโครลิตร ทดลองตามหัวขอ 6.1.3-6.1.5 

 

  5.1.2 ศึกษาทําการตรวจวัดดวยวิธี MDA-DNPH 

   ทําการศึกษาโดย spike สารมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด ท่ีความเขมขน สุดทาย 

3.0 ไมโครโมลาร ทําการทดลองดังน้ี 

   ปเปตสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด ท่ีความเขมขน  1,000 ไมโครโมลาร  

ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกรดซัลฟุริก

ความเขมขนรอยละ 1.0 โดยปริมาตร ใหเปน 50 มิลลิลิตร ทดลองตามหัวขอ 6.2.2-6.2.3 

จากน้ันคาํนวณหาคา สมการ 5 และ 6 

   - LOD = 3SD    .................. (5) 

   - LOQ = 10SD   .................. (6) 

 5.2 ศึกษาหาเปอรเซ็นตรอยละกลับคืน (%recovery) และความแมนยาํ (precision) 

  5.2.1 ศึกษาทําการตรวจวัดดวยวิธี MDA-TBA 

   ช่ังตัวอยางนํ้านมถั่วเหลือง ชนิดยูเอชทีปริมาณ 12.5 กรัม ลงในขวดวัดปริมาตร

ขนาด 25 มิลลลิติร จากน้ันเตมิสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดี ไฮดความเขมขน 1000 ไมโครโม

ลาร ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยนํ้า ปราศจากไอออน ใหเปน 25 มิลลิลิตร จากน้ัน

ทดสอบเหมือนขอ 7.1.2-7.1.3 ความเขมขนสุดทายเปน 1.0 ไมโครโมลาร  ทําการทดลอง 10 ซํ้า 

คาํนวณหารอยละการกลบัคนื 

  5.2.2 ศึกษาทําการตรวจวัดดวยวิธี MDA-DNPH 

   ช่ังตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองปริมาณ 12.5 กรัม ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 25 

มิลลิลิตร  จากน้ันเตมิสารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮดทีค่วามเขมขน 1000 ไมโครโมลาร 

ปริมาตร 1.875 มิลลิลิตรปรับปริมาตรดวยนํ้า ปราศจากไอออนใหเปน 25 มิลลิลิตร จากน้ันทดสอบ

เหมือนขอ 7.2.2-7.2.3 ความเขมขนสุดทาย 15.0 ไมโครโมลาร ทําการทดลอง 10 ซํ้า คาํนวณหา

รอยละการกลบัคืน 

  การคาํนวณหาคารอยละการกลบัคนื จากสมการ 7 

  รอยละการกลบัคนื = ((Cin sample + Cadded) - Cin sample)) x 100   .............. (7) 

         Cadded 

  เม่ือ  Cin sample คือ ความเขมขนของสารท่ีวิเคราะห 

    Cadded คือ ความเขมขนท่ีเติมลงในตัวอยาง 
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 ตอนที่ 6 การสรางกราฟมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 

 6.1 เตรียมกราฟมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮดดวยการทาํอนุพนัธ กับกรดไทโอบาร

บิทูริก 

  ทําการทดลองโดยเตรียมสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดท่ี 6 ความเขมขน คือ 0.0 

0.2 0.50 1.0 2.0 และ 5.0 ไมโครโมลาร โดยมีวธิกีารเตรียมตางๆ ดังน้ี 

  6.1.1 ปเปตสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีตกิ ความเขมขนรอยละ 5 โดยนํ้าหนักตอ

ปริมาตร ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 10.0 มิลลิลิตร 

  6.1.2 เตมิสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮดความเขมขน  100 ไมโครโมลาร ปริมาตร 

ดังน้ี 0.00 10.0 25.0 50.0 100.0 และ 250.0 ไมโครลติร จากน้ันปเปตนํ้ากลัน่ปราศจากไอออน เติม

ลงไปปริมาตร 1,000 990 975 950 900 และ 750 ไมโครลติร ความเขมขนสุดทายคือ 0.0 0.2 0.5 

1.0 2.0 และ 5.0 ไมโครโมลาร ตามลําดับ 

  6.1.3 เตมิสารละลายกรดไทโอบารบิทูริกความเขมขน  25.0 มิลลิโมลาร ปริมาตร 1.0 

มิลลิลิตร จากน้ันผสมใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาเปนเวลา 30 วนิาที 

  6.1.4 นําสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด ขางตน ไปบมใน เคร่ืองอังไอนํ้า ท่ีอุณหภูมิ 

80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากน้ันนําไปแชในนํ้าเย็นทันที เปนเวลานาน 10 นาที 

  6.1.5 กรองสารละลายดวยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน ดวยกระดาษกรอง 

PTFE นําไปฉีดเขาเคร่ือง โครมาโทกราฟ ของเหลว สมรรถนะสงู  ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ใชตัว

ตรวจวัดแบบไดโอดแอเรยและวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 531 นาโนเมตร 

 6.2 เตรียมกราฟมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮดดวยการทาํอนุพนัธ กับ2,4-ไดไนโทรฟ

นิลไฮดราซีน 

  ทําการทดลองโดยเตรียมสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด ท่ี 6 ความเขมขน คือ 0.0 

5.0 10.0 15.0 20.0 และ 25.0 ไมโครโมลาร โดยมีวธิกีารเตรียมตางๆ ดังน้ี 

  6.2.1 ปเปตสารละลายมาตรฐ านมาลอนไดอัลดีไฮด ท่ีความเขมขน  1,000 ไมโครโม

ลาร ปริมาตร 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 และ 1.25 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยกรดซัลฟุริกความเขมขนรอยละ  1.0 โดยปริมาตร ใหเปน 50 มิลลิลิตร 

จะไดสารมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮดความเขมขน 0.0 5.0 10 20 และ 25 ไมโครโมลาร 

  6.2.2 จากน้ันปเปตสารละลายมาตรฐาน แตละความเขมขน ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร  

ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร แลวเติม  2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีนความเขมขน 5.0 มิลลิ

โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ทําปฏิกิ ริยาในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 นาที ดวยเคร่ืองอังไอนํ้า 

  6.2.3 กรองสารละลายดวยกระดาษกรอง PTFE นําสารละลายใสไปฉดีเขาเคร่ือง 

HPLC ปริมาตร 25 ไมโครลติร บันทึกโครมาโทรแกรม โดยวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 307 นาโนเมตร  
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 ตอนที่ 7 วิเคราะหหาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางนํ้านมถ่ัวเหลือง  

 ตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองท่ีนํามาทดลอง ไดแก นํ้านมถั่วเหลืองชนิด home made จัดซ้ือ

จากตลาดสดในเขตกรุงเทพ นํ้านมถั่วเหลืองพรอมดื่มชนิดสูตรเจ สูตรผสมนํ้าตาล สูตรผสมนมผง  

และอื่นๆ จัดซ้ือจากซุบเปอรมารเก็ต 

 7.1 การเตรียมตัวอยางนํ้านมถ่ัวเหลืองตรวจวัดดวยวิธี MDA-TBA 

  7.1.1 ช่ังตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองปริมาณ 12.50 กรัม ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 25 

มิลลิลิตร จากน้ันเติมนํ้ากลั่นปราศจากไอออนเพื่อละลายนํ้านมถั่วเหลือง ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น

ปราศจากไอออนใหเปน 25 มิลลิลิตร  

  7.1.2 นําตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองไปบมใน เคร่ืองอังไอนํ้า ท่ี 40 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 40 นาที จากน้ันตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง 

  7.1.3 ปเปตสารละลายไตรคลอโรอะซีตกิความเขมขนรอยละ 5.0 โดยนํ้าหนักตอ

ปริมาตร ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร เติมตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองปริมา ตร 1.0 มิลลิลิตร แลวเติมกรด   

ไทโอบารบิทูริกความเขมขน 25 มิลลโิมลาร ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมตัวอยางใหเขากันดวย

เคร่ืองเขยาเปนเวลา 30 วินาที นําตัวอยางดังกลาวไปใสเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 10 นาที  จากน้ันเทสวนใสของ ตัวอยางไปบมใน เคร่ืองอังไอนํ้า ท่ีอุณหภูมิ 80     

องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที นําสารละลายไปแชในนํ้าเย็นทันที เปนเวลานาน 10 นาที เก็บ

ตัวอยางเพื่อไวทดลองตอไป 

 7.2 การเตรียมตัวอยางนํ้านมถ่ัวเหลืองตรวจวัดดวยวิธี MDA-DNPH 

  7.2.1 ช่ังตัวอยางนํ้านมถั่วเหลือ งปริมาณ 12.50 กรัม ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 25 

มิลลิลิตร จากน้ันเติมนํ้ากลั่นปราศจากไอออนเพื่อละลายนํ้านมถั่วเหลือง ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น

ปราศจากไอออนใหเปน 25 มิลลิลิตร  

  7.2.2 นําตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองไปบมใน เคร่ืองอังไอนํ้า ท่ี 40 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 40 นาที จากน้ันตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง 

  7.2.3 ปเปตสารละลายไตรคลอโรอะซีตกิความเขมขนรอยละ 5.0 โดยนํ้าหนักตอ

ปริมาตร ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร เติมตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร และนํ้าปราศจาก

ไอออนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมตัวอยางใหเขากันดวยเคร่ืองเขยาเปนเวลา 30 วนิาที นําตวัอยาง

ดังกลาวไปใสเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จากน้ันเทสวนใส

ของตัวอยางลงในหลอดทดลองอันใหม เติม  2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีนความเขมขน 5.0 มิลลิโม

ลาร ปริมาตร 100 ไมโครลติร ผสมใหเข ากนั นําไปบมใน เคร่ืองอังไอนํ้า ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสารละลายไปแชในนํ้าเย็นทันที เปนเวลานาน 10 นาที เก็บตัวอยาง

เพื่อไวทดลองตอไป 
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 7.3 การทดลองวิเคราะหหาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางนํ้านมถ่ัวเหลือง 

  นําตัวอยางจากขอ 7.1.3 และ 7.2.3 กรองดวยกระดาษกรอง  PTFE ขนาด 0.45 

ไมครอน แลวนําไปฉีดเขาเคร่ือง โครมาโทกราฟ ของเหลว สมรรถนะสงู  ปริมาตร 25 ไมโครลติร 

ทดลองตามสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองตอนท่ี 3 บันทึกพื้นท่ีใตพีคของพีคสารอนุพันธมาลอน

ไดอัลดีไฮด เพื่อนําไปเทียบกราฟมาตรฐานท่ีเตรียมไว  คํานวณหาปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดใน

ตัวอยางนํ้านมถั่วเหลือง 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 
 สําหรับการศึกษาการวิจัยคร้ังน้ี ผูวิจัยเสนอผลการวิจัยตามลําดับดังน้ี  

 1. ผลการศึกษาเตรียมอนุพันธระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด กับกรดไทโอบารบิทูริก  และ

2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน 

 2. ผลการศกึษาปจจัยแปรผนัในข้ั นตอนการเตรียมอนุพนัธ MDA-TBA ดวยเทคนิค

อัลตราไวโอเลต-วิสิเบิลสเปกโทรเมทรี 

 3. ผลการศกึษาปจจัยแปรผนัในข้ันตอนการเตรียมอนุพนัธทีม่ผีลตอการแยกอนุพนัธ 

MDA-TBA และ MDA-DNPH ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู 

 4. ผลการศกึษาสารรบกวนในการเกดิอนุพนัธรวมท่ีอยูในระบบ 

 5. ผลการศกึษาการหาประสทิธภิาพของวิธีวิเคราะห 

 6. ผลการตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองพรอมดื่มจาก

ตลาดท่ีมีจําหนายท่ัวไป นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที แบบเจ และแบบผสมนมผง 

 

ตอนที่ 1 ผลการศกึษาการเตรียมอนุพนัธระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด กับกรดไทโอบารบิทูริก 

และ 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

 ในงานวิจัยน้ีผูวิจัยไดอาศัยหลักการเตรียมอนุพันธ กับกรดไทโอบารบิทูริก  และ2,4-ไดไน

โทรฟนิลไฮดราซีน เม่ือ มาลอนไดอัลดีไฮดทําปฏิ กิริยากับกรดไทโอบารบิทูริก เกิด อนุพนัธ  MDA-

TBA adduct เปนสารสี แดง ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นสูงสุด 532-535 นาโนเมตร (TBARS) 

(Grotto; et al. 2009: 169-174) และมาลอนไดอัลดีไฮดทําปฏิกิริยากับ 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

เกิดอนุพันธ MDA-DNPH มีสีเหลือง ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นสูงสุด 310 นาโนเมตร (λmax=310 

nm) (Berdyshev. 2011: 680-693) โดยงานวิจัยน้ีจะทําการแยกส ารอนุพันธสองชนิดดวยเทคนิค

โครมาโทกราฟของเหลวสมถรรนะสงู ทําการตรวจวัดการดูดกลืนแสงดวยตัวตรวจวัดชนิดไดโอด

แอเรยท่ีความยาวคลื่น และระบบการแยกท่ีตางกัน 

 โดยมาลอนไดอัลดีไฮดจะเกดิปฏิกริยิาการควบแนน (condensation) กบักรดไทโอบารบทูิ

ริกสองโมเลกุลท่ีตําแหนงหมูคารบอกซิล เกิดเปนสารท่ีมีสีแดง เรียกวา  TBARS (thiobarbituric acid 

reactive substances) ในสภาวะท่ีเปนกรด ดงัภาพประกอบ  3 และมาลอนไดอัลดีไฮดเกิดปฏิกิริยา

กบั 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน เกดิเปนวงไพราโซล ในสภาวะท่ีเปนกรด ดงัภาพประกอบ  4 โดย

นําอนุพันธสองชนิด ไปบันทึกสเปกตรัมท่ี ดูดกลืนแสง พบวาอนุพันธของ MDA-TBA ดูดกลืนแสง

สูงสุดท่ี 531 นาโนเมตร และอนุพนัธของ MDA-DNPH จะดูดกลืนแสงสูงสุดท่ี 307 นาโนเมตร ดัง

ภาพประกอบ 8 
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ภาพประกอบ 8 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของอนุพันธ (ก) λmax=531 nm MDA-TBA และ (ข) 

         λmax=307 nm MDA-DNPH 

 

ตอนที่ 2 ผลการศกึษาปจจัยแปรผันในขัน้ตอนการเตรียมอนุพนัธ MDA-TBA ดวยเทคนิค

อัลตราไวโอเลต-วิสเิบิลสเปกโทรเมตรี 

 2.1 ศึกษาผลของความเขมขนของ กรดไทโอบารบิทูริกที่มีผลตอการ ทําอนุพันธกับ

มาลอนไดอัลดีไฮด 

  การศกึษา ความเขมขนของกรดไทโ อบารบทิรูกิท่ีเหมาะสมในการเตรียมอนุพนัธ  

MDA-TBA ซ่ึงทําการศึกษาท่ีระดับความเขมขนของกรดไทโอบารบิทูริกตั้งแต 10 ถึง 70 มิลลิโมลาร 

จากภาพประกอบ  9 จะพบวาเม่ือทําการเพิ่มระดับความเขมขนของกรดไทโอบารบิทูริกข้ึนเร่ือยๆ 

จะสงผลทําใหการดูดกลืนแสงลดลงตามลําดับ สาเหตุเน่ืองมาจากเม่ือความเขมขนของกรดไทโอบาร

บิทูริกเพิ่มข้ึน โมเลกุลดังกลาวจะไปรบกวน จากการศกึษาจะพบวาท่ีความเขมขนท่ีเหมาะสมในการ

ทําการศึกษาจะอยูท่ี 25 มิลลิโมลาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 9 กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนกรดไทโอบารบิทูริก ท่ีใชในการเตรียม 

         อนุพนัธและคาการดูดกลืนแสงของอนุพันธ MDA-TBA 

ก ข 
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 2.2 ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการทําอนุพันธระหวางกรดไทโอบารบิทูริกกับ

มาลอนไดอัลดีไฮด 

  การศกึษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมการเตรียมอนุพันธ  MDA-TBA ซ่ึงทําการศึกษาโดยการ

ใหความรอนเพื่อเรงอัต ราการเกดิปฏิกิ ริยาทางเคมีท่ีอุณหภูมิตั้งแต 50 ถึง 95 องศาเซลเซียส จาก

ภาพประกอบ 10 จะพบวาเม่ือทําการเพิ่ม อุณหภูมิข้ึนเร่ือยๆ อตัราการเกดิปฏิกริิยาจะเพิ่มข้ึน และ

จะเกิดสมบูรณท่ีอุณหภูมิ 80 ถึง 90 องศาเซลเซียส โดยอตัราการเกดิปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี  และลดลง

เม่ือใหความรอนเพิ่มมากข้ึน  ซ่ึงจากการศกึษาจะพบวา อุณหภูมิท่ี เหมาะสมจะอยูท่ี 80 องศา

เซลเซียส   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 10 กราฟความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและคาการดูดกลืนแสงอนุพันธ MDA-TBA 

 

 2.3 ศึกษาผลของเวลาที่มีผลตอการทําอนุพันธระหวางกรดไทโอบารบิทูริกกั บมา

ลอนไดอัลดีไฮด 

  การศกึษาเวลาที่เหมาะสมในการเตรียมอนุพนัธ  MDA-TBA ทําการศกึษาโดยการให

ความรอนเพื่อเรงอัตราการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ท่ีเวลาตั้งแต 30 ถึง 

70 นาที จากภาพประกอบ 11 จะพบวาเม่ือทําการเพิม่เวลาข้ึนเร่ือยๆ อตัราการเกิ ดปฏิกิริยาจะ

เพิ่มข้ึน และปฏิกิริยาจะเกิดสมบูรณท่ีเวลา 60 นาที และเม่ือทําการศึกษาโดยการเพิ่มเวลาเปน  70 

นาที เพื่อใหปฏิกิริยาดําเนินตอไป จะพบวาปฏิกิริยาจะเร่ิมคงท่ี ซ่ึงจากการศึกษาจะพบวาเวลาท่ี

เหมาะสมจะอยูท่ี 60 นาที 
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ภาพประกอบ 11 กราฟความสัมพันธระหวางเวลาท่ีใชในการเตรียมอนุพนัธและคาการดูดกลืน 

         แสงของอนุพันธ MDA-TBA 

 

ตอนที่ 3 ศกึษาการแยกมาลอนไดอัลดีไฮดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงู 

 3.1 ศกึษาการแยกดวยวิธ ีMDA-TBA 

  3.1.1 ศึกษาความเขมขนของบัฟเฟอร  และอัตราสวนขอ งวัฎภาคเคลื่อนที่ ที่มี

ผลตอการแยกอนุพันธ MDA-TBA  

  ในการศกึษา ทางโครมาโทกราฟ  องคประกอบท่ัวไปท่ีใชในการพจิารณาในการแยก

หรือรูปรางของพีคในระบบรีเวริสรเฟส ไดแก ตัวทําละลายอินทรีย pH และอตัราสวนวฎัภาค

เคลื่อนท่ี สิ่งเหลาน้ีลวนมีผลตอการแยก ดังน้ันการศึกษาจะเกี่ยวของกับประสิทธิภาพของคอลัมนใน

เทอมของ H (Height equivalent to a theoretical plate) โดยทฤษฎีท่ีใชอธิบาย เรียกวา ทฤษฎี

เพลต (plate theory) ซ่ึงอธิบายไววาอตัราการไหลของวฎัภาคเคลือ่นท่ี มีความสัมพันธแบบผกผัน

กับความสูงของเพลต ถามีจํานวนเพลตท่ีบรร จุอยูในคอลัมนมากประสิทธิภาพการแยกก็จะดี  ซ่ึง

จํานวนเพลตจะแปรผนัตรง กบัความยาว ของคอลมันและแปรผกผันกับ H โดยทฤษฎีดังกลาวไม

สามารถอธิบายไดครอบคลุม ดังน้ันจึงตองอาศัยทฤษฎีอัตรา (rate theory) ท่ีสามารถอธบิาย

พฤติกรรมทางโครมาโทกราฟได ซ่ึงทําเกิดแบนดกวางในกระบวนการชะสาร โดยมีสาเหตุท่ีสําคัญ 3 

ประการ ท่ีเกดิข้ึนในกระบวนการ ชะสาร คือ กลไกของการเกิดการแพรกระจาย ซ่ึงมี 3 กลไก คือ 

การแพรกระจายแบบเอ็ดดี้ (eddy diffusion) การแพรกระจายแบบลองจิ ทูดินอล (longitudinal 

diffusion) และ การเคลือ่นมวลโดยการสงผาน (mass transfer effect) ซ่ึงกลไกดังกลาวจะอธิบาย

ผลของตัวแปรท้ัง 3 ออกเปนเทอมตางๆ ท้ังสิ้น 3 เทอม ท่ีมีความสัมพันธกับคา H ตามสมการ Van 

Deemter ในสมการท่ี 8 
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            .................. (8) 

 

 H = HETP 

 A = eddy diffusion 

 B = longitudinal diffusion 

 C = mass transfer effect 

 u = linear velocity 

 จากสมการจะเหน็ไดชดัเจนวา ถาอตัราการไหลของวฎัภาคเคลือ่นท่ี (u) มีคานอย จะทํา

ใหเทอม B มีคามาก คือ ตัวถูกละลายแพร กระจายอยูในคอลัมนไดนานข้ึน จะสงผลให H จะมาก

ตาม จะทําใหประสทิธภิาพการแยกต่าํ ดังน้ันควรเพิ่มอัตราการไหลของวัฎภาคเคลื่อนท่ีใหมากข้ึน 

เพื่อลดเทอม B ในทางกลบักนัถาอตัราการไหลของวฎัภาคเคลือ่นท่ี (u) มีคามากข้ึน จะทําใหเทอม 

C มากข้ึนดวย เน่ืองจากตัวถูกละลายมีการแพรยังไมถึ งสมดุลระหวางเฟสอยูกับท่ีและ วฎัภาค

เคลื่อนท่ี ทําให H มากตาม ประสทิธิ การแยกเลยต่ํา ดังน้ัน เม่ือหาความสมัพนัธระหวางอตัราการ

ไหลของวัฎภาคเคลื่อนท่ี (u) และประสิทธิภาพของคอลัมน (H) ในทางโครมาโทกราฟ โดยการลด

ขนาดอนุภาคลงไมทําใหประสิทธิภาพของคอลัมนลดลง จะทําใหการวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโท  

กราฟของเหลวสมรรถนะสงูมีประสทิธภิาพมากข้ึน 

 จากการศกึษาผลของ KH2PO4 ท่ีความเขมขนตางๆ  ท่ีมีผลตอการแยก ท่ีระดับความ

เขมขน 20 30 40 50 60 และ 70 มิลลิโมลาร โดย (Grotto; et al. 2009: 169-174) พบวาท่ีความ

เขมขน 50 มิลลิโมลาร จะใหสัญญาณของพีคท่ีสูงใกลเคียงกับ 60 และ 70 มิลลิโมลาร แตพีคท่ี ไดมี

ความสมมาตร และมีหางนอย กวา  เวลาท่ีใชในการแยก คอื 5.25 นาที และเม่ือเพิ่มความเขมขน

มากข้ึนท่ี 70 มิลลิโมลาร จะพบวาพีค MDA-TBA จะมีหางเพิ่มมากข้ึน ดงัภาพประกอบ  12 เม่ือเพิ่ม

ความเขมขนของบัฟเฟอรมากข้ึนจะทําใหสารถูกหนวงเห น่ียวอยูในคอลัมนไดนา นมากข้ึน  

แพรกระจายถึงจุดสมดุลระหวางเฟสท้ังสอง คือเฟสท่ีอยูกับท่ีและเฟสเคลื่อนท่ี ทําใหประสิทธิภาพ

การแยกด ีซ่ึ งเปนไปตามทฤษฎี  ดังน้ันสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลือกใช คือ KH2PO4 ท่ีความ

เขมขน 50 มิลลิโมลาร  
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ภาพประกอบ 12 ผลของความเขมขน KH2PO4 ตอการแยกอนุพนัธ MDA-TBA 

 

 จากการศึกษาความเขมขนของบัฟเฟอร  KH2PO4 ท่ีความเขมขน  50 มิลลิโมลาร  และ

อตัราสวนของวัฎภาคเคลื่อนท่ี ท่ีมีผลตอการแยก สาร MDA-TBA โดยศึกษาท่ีอัตราสวนระหวาง 

KH2PO4 กบัเมธานอล ในอัตราสวนดังน้ี 50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 ผลจากการศกึษา

พบวาอตัราสวนวฎัภาคเคลือ่นท่ีระหวาง KH2PO4 กบัเมธานอล ท่ี 60:40 จะใหสัญญาณของพีคสูง  

เกิดการ แยกไดดี ซ่ึง MDA-TBA จะถูกหนวง ในคอลมันไมนาน และใชเวลา 5.24 นาที ดัง

ภาพประกอบ 13 เม่ือศึกษาโดยเพิ่มอัตราสวนของ KH2PO4 และลดเมธานอล พบวา MDA-TBA จะ

ถูกหนวงในคอลัมนไดนานมากข้ึน ทําใหสารใชเวลาอยูในคอลัมนไดนานมากข้ึน สงผลทําใหเกิดการ

แยกนาน พีคท่ีไดเกิดแถบกวาง และเม่ือเพิ่มอัตราสวนของเมธานอล และลด  KH2PO4 พบ MDA-

TBA จะทําใหถูกหนวงในคอลัมนไดนอยลง ทําใหการแยกไดไมดี ซ่ึงสอดคลองทฤษฎี  ดังน้ันสภาวะ

ท่ีเหมาะสมในการเลือกใช คือ KH2PO4 ท่ีความเขมขน  50 มิลลิโมลาร ตอเมธานอล อัตราสวนรอย

ละ 60:40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 13 ผลการแยกสารที่แปรผันตามอตัราสวนระหวาง KH2PO4 กบัเมธานอล 
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  3.1.2 ศกึษาผลของ pH ทีม่ผีลตอการแยกอนุพันธ MDA-TBA  

  โดยท่ั วไปสารประกอบจะมีความไมเสถยี ร หรือสามารถเกดิการเปลีย่นแปลงทาง

โครงสราง เน่ืองจาก pH ในระบบเปลีย่นแปลงไป โดยจะสงผลตอการวิเคราะห ซ่ึงอาจจะทําใหการ

วิเคราะหผิดพลาดไดเน่ืองจากการดูดกลืนแสงเปลี่ยนแปลงตามไปดวย ดวยสาเหตุดังกลาวในระบบ

การวเิคราะห MDA-TBA ท่ีใชฟอสเฟตบัฟเฟอรจึงมีการควบคุม pH ใหคงท่ีตลอดการวิเคราะห โดย

บัฟเฟอรท่ีเลือกใชเปน KH2PO4 ซ่ึงเปนบัฟเฟอรท่ีมีคา ความจุของสารละลายบัฟเฟอร (buffer 

capacity) ท่ีสูง pH ของสารละลายไมเปลี่ยนแปลงไดงาย โดย pH ท่ีใชในการศึกษาจะอยูในชวง  pH 

ท่ีเปนกลาง โดย (Fanille; et al. 2001: 237-245) ไดทําการศึกษาโดยใชโปแตสเซียม ฟอสเฟตท่ี pH 

เทากบั 6.0 ในการแยก MDA-TBA ในตัวอยางนมผง  

  โดยในงานวิจัยน้ีผูวิจัยไดทําการศึกษาการแยก MDA-TBA ดวยบัฟเฟอร KH2PO4 ท่ี

ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร โดยชวง pH ท่ีศึกษา คือ 5.4 5.6 5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8 และ 7.0 

จากการศึกษาพบวาเม่ือคอยๆ เพิ่ม pH ของสารละลาย บัฟเฟอร จะมีผลทําใหสารถูกหนวง ใน

คอลัมนลดลง พีคท่ีไดจะแคบลง และทําใหสัญญา ณสูงข้ึนตามลําดับ ดังภาพประกอบ  14 และเม่ือ

พจิารณาจะพบวาท่ี pH 6.8 เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวเิคราะห 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 14 ผลของ pH ท่ีมีผลตอการแยกอนุพันธ MDA-TBA 
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  3.1.3 ศกึษา ผลของอัตราการไหลของวัฎภาคเ คลื่อนที่ที่ มีผลตอการแยก

อนุพันธMDA-TBA 

  จากการศกึษาอตัราการไหลของวฎัภาคเ คลื่อนท่ีดังน้ี 0.6 0.7 0.8 0.9 และ 1.0 

มิลลิลิตรตอนาที พบท่ี  0.7 มิลลิลิตรตอนาที  ใหสัญญาณท่ีสูง แบนดพีคแคบ ใชเวลา 7.063 นาที

จากการศกึษาพบวาท่ี 0.7 มิลลิลิตรตอนาที คอืสภาวะเหมาะสมในการตรวจวเิคราะห  ภาพประกอบ 

15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 15 ผลของการแปรผันอตัราการไหลวฎัภาคเคลื่อนท่ี ท่ีมีผลตอการแยกอนุพันธ    

           MDA-TBA 

 

 3.2 ศกึษาการแยกดวยวิธ ีMDA-DNPH 

  3.2.1 ศกึษาการแยกดวยกรดอะซิตกิความเขมขนรอยละ 0.2 และ 0.5 (v/v) 

ตออะซิโตไนทริล โดยปริมาตร และอัตราสวนอะซิโตไนทริลตอนํ้า  

   การศกึษาการแยกอนุพนัธ MDA-DNPH โดยใช อตัราการไหลของ วฎัภาคการ

เคลื่อนท่ีกรดอะซิติกความเขมขนรอยละ 0.2 (v/v) ตออะซิโตไนทริล ในอัตราสวนตางๆ ไดแก 40:60 

50:50 60:40 62:38 65:35 70:30 75:25  และ 80:20  ดงัภาพประกอบ  16 พบวาเม่ือเพิ่มอะซิโต

ไนทริลมากข้ึน จะทําใหสารไมถูกหนวงอยูในคอลัมนไดนาน แบนดท่ีไดจะแคบ และการแยกสารจะ

ไมดี แตเม่ือคอยๆ ลดปริมาณอะซิโตไนทริล และเพิ่มปริมาณกรดจะพบวาจะทําใหสารแยกไดดีมาก

ข้ึน เน่ืองสารถูกหนวงในคอลัมนนานมากข้ึน แตจะทําใหพีคเกิดแบนดกวาง และสัญญาณลดลง

ตามลําดับ และพีคท่ีไดไมสมมาตร ดังภาพประกอบท่ี 16 จากการศกึษายังตองพจิารณาสภาวะอืน่

รวมดวย เพื่อประกอบการตัดสินใจในการเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมกวา ดังน้ันจึงไดทําการศึกษาดวย

กรดอะซิติกความเขมขนรอยละ 0.5 (v/v) ตออะซิโตไนทริลตอไป 
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ภาพประกอบ 16 ผลการแปรผนัอตัราสวนระหวางกรดอะซิตกิ 0.2 เปอรเซ็นต (v/v) 

      ตออะซิโตไนทริลท่ีมีผลตอการแยกอนุพนัธ MDA-DNPH 

  

 เม่ือทําการศึกษาตอดวยการเพิ่มความเขมขนกรดอะซิติกเปน 0.5 เปอรเซ็นต (v/v) ตอ  

อะซิโตไนทริล ท่ีอัตราสวนของวัฎภาคการเคลื่อนท่ีตางๆ ดังน้ี 55:45 60:40 และ 62:38 จากผล

การศกึษาดงัภาพประกอบ 17 จะพบวาจะสอดคลองกับการศึกษาขางตน และเพิ่มความเขมขนกรด

จากเดมิ 0.2 เปน 0.5 เปอรเซ็นตก็ไมไดทําใหสารออกเร็วมากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบท่ีอัตราสวน

เดียวกัน คือ 60:40 และ 62:38 พีคท่ีไดไมสมมาตร จากน้ันจึงไดศึกษาดูผลของอะซิโตไนทริลตอนํ้า 

เพือ่ประกอบพจิารณาในการเลอืกสภาวะท่ีเหมาะสมในการวเิคราะห  

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

ภาพประกอบ 17 ผลการแปรผนัอตัราสวนระหวางกรดอะซิตกิ 0.5 เปอรเซ็นต (v/v) ตอ 

      อะซิโตไนทริลท่ีมีผลตอการแยกอนุพันธ MDA-DNPH  
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  จากน้ันจึงไดทาํการศกึษาตอดวยการเปลีย่นจากการใชกรดมาเปนนํ้าปราศจาก

ไอออนแทน โดยทําการศกึษาท่ีอตัราสวนวฎัภ าคการเคลื่อนท่ีระหวางอะซิโตไนทริลตอนํ้า ใน

อัตราสวนตางๆ ดังน้ี 45:55 50:50 55:45 60:40 65:35 และ 70:30 จากการศกึษาพบวาอตัราสวนท่ี

ดีท่ีสุดในการศึกษาน้ี คือ 55:45 ซ่ึงพีคจะแยกไดดี พีคแคบ เน่ืองจากถูกหนวง ในคอลมันไมนาน ใช

เวลาในการแยก 4.936 นาที ดงัภาพประกอบ 18 ดงัน้ันสภาวะท่ีเหมาะสมในการวเิคราะห MDA-

DNPH จะใชอะซิโตไนทริลตอนํ้า ท่ีอัตราสวน 55:45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 18 ผลการแปรผนัอตัราสวนระหวางอะซิโตไนทริลตอนํ้า ท่ีมีผลตอการแยกอนุพันธ 

        MDA-DNPH  

 

  3.2.2 ผลของความเขมขนของ  2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน ที่มีผลตอการทํา

ปฏิกิริยากับมาลอนไดอัลดีไฮด  

   จากการศกึษาผลของความเขมขน  2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน ในชวงความ

เขมขนตางๆ ไดแก 0.05 0.10 0.50 1.0 5.0 10.0 และ 20.0 มิลลิโมลาร  ดงัภาพประกอบ  19 ผล

การทดลองพบวา เม่ือความเขมขนของ  2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน เพิ่มข้ึนจะทําใหพื้นท่ีใตพีค

เพิ่มข้ึนในชวงความเขมขนในชวง 0.05 ถึง 5.0 มิลลิโมลาร และจะเห็นวาพื้นท่ีใตพีคเพิ่มข้ึนสูงสุดท่ี

ความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร เน่ืองจากวาความเขมขนน้ีเปนความเขมขนท่ีเหมาะสม ซ่ึงสามารถ

เกิดปฏิกิริยา ไดดี หรือสามารถเกิดปฎิกิริยากับมาลอนไดอัลดีไฮดไดหมด ทําใหไดสารอนุพันธ 

MDA-DNPH ในปริมาณท่ีมากพอ  และพื้นท่ีพีคจะลดลงเม่ือ  ความเขมขนเปน 10.0 และ 20.0 มิลลิ

โมลาร  เน่ืองจากวาความเขมขนท่ีมากเกินไปอาจจะไปเกิดการบดบังการดูดกลืนแสงของ อนุพันธ 

MDA-DNPH ดังน้ันความเขมขนท่ีเหมาะสมของ 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน ในการทําปฏิกริยิากบั

มาลอนไดอัลดีไฮดไดดีท่ีความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร   
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ภาพประกอบ 19 ผลการศกึษาความเขมขนของ 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน ตอการทําปฏิกริิยา 

        กับมาลอนไดอัลดีไฮด  

   

  3.2.3 ผลของอุณหภูมิ และเวลาที่มีผลตอการทําปฏิกิริยาระหวางมาลอนไดอัล

ดีไฮดกับ2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน 

   จากการศกึษาผลของ อุณหภูมิ และเวลาท่ีมีผลตอการทําปฏิกิริยาระหวางมาลอน

ไดอัลดีไฮด ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร กบั 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีนความเขมข น 5.0 มิลลิ

โมลาร ท่ีอุณหภูมิ 30 40 60 และ 80 องศาเซลเซียส ดงัภาพประกอบ 20 ในการทดลองแตละชวง

อุณหภูมิทดลองท่ีเวลา 10 และ 30 นาที พบวา ที่เวลา  10 นาที  2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีน

สามารถเกิดปฏิกิริยากับมาลอนไดอัลดีไฮด ไดดีท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  และ ที่ เวลา 30  

นาที 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีนสามารถเกิดปฏิกิริยากับมาลอนไดอัลดีไฮด ไดดีท่ีอุณหภูมิ  80 

องศาเซลเซียส จากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสม คอื 60 องศาเซลเซียส ที่เวลา 10  นาที 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

ภาพประกอบ 20 ผลการศึกษาผลของอุณหภูมิ และเวลาท่ีมีตอการทําปฏิกิริยาระหวางมาลอน 

          ไดอัลดีไฮด กับ 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน  



47 
 

  3.2.4 ผลของเวลาที่มีผลตอการทําปฏิกิริยาระหวางระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด

กับ2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีนที่อุณหภูมิหอง 

   จากการ ทําการศกึษา การทําปฏิกิริยาระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด ความเขมขน 

100 ไมโครโมลาร กบั 2,4-ไดไนโทรฟนิลไฮดราซีนความเขมขน  5.0 มิลลิโมลาร ท่ีอุณหภูมิหอง

(ประมาณ 30 องศาเซลเซียส ) และใช เวลาในการทดลอง 10 15 30 45 และ 60 นาที พบวา

ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด กับ 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีนจะ

คอยๆเพิ่มขึ้น ตามเวลา คอื 10 15 และ 30 นาที แตเม่ือเวลามากกวา 30 นาที ความสามารถในการ

เกิดปฏิกิริยาของสารท้ังสองจะคอยๆ  ลดลงเชนกัน  ดังน้ันเวลาท่ีอุณหภูมิหองท่ีเหมาะสมในการทํา

ปฏิกิริยา คือ 30  นาที ดงัภาพประกอบ 21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 21 ผลของเวลาในการทําปฏิกริยิาระหวางมาลอนไดอัลดีไฮด กับ 2,4-ไดไนโทรฟนิล 

       ไฮดราซีน  

 

ตอนที่ 4 ผลการศกึษาสารรบกวนในการเกิดอนุพนัธรวมทีพ่บไดในตัวอยาง 

 สาเหตุท่ีตองทําการศึกษาผลของสารรบกวน เน่ืองจากการเตรียมตัวอยางนํ้านมถั่วเหลือง

โดยการตกตะกอนโปรตีน และไขมัน ดวยกรดไตรคลอโรอะซิติกความเขมขน รอยละ 5 โดยนํ้าหนัก

ตอปริมาตร สามารถตกตะกอนโปรตนี และไขมัน ออกไปไดบางสวน และในสวนประกอบของ

ตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองยังประกอบไปดวยนํ้าตาลชนิดตางๆ ปนอยู โดยนํ้าตาลจะประกอบไปดวย

หมูไฮดรอกซิลท่ีอยูในโครงสราง ซ่ึงจะสามารถละลายในนํ้าไดเปนอยางดี  หลังจากตกต ะกอนแลว 

จากน้ันนําสารละลายไปทําการตรวจวเิคราะหดวยวธิ ี MDA-TBA และ MDA-DNPH โดยอาจมีผลทํา

ใหการวิเคราะหผิดพลาดได ผูวิจัยจึงทําการศึกษาผลของไขมัน และนํ้าตาล ไดแก กรดปาลมมิติก 

กรดลิโนเลอิก นํ้าตาลแลคโทส และนํ้าตาลซูโครส ซ่ึงเปนสารท่ีพบมากในตัวอยาง รวมถึงผ ลของ

ฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด และอะซีโตน ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถะสูง การ

ทดลองมีดังน้ี 
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 4.1 ศกึษาผลของไขมัน และนํ้าตาลทําการตรวจวัดดวยวิธี MDA-TBA 

  จากการศึกษาผลของไขมัน และนํ้าตาล ไดแก กรดปาลมมิติก กรดลิโนเลอิก นํ้าตาล

แลคโทส และนํ้าตาลซูโครส ผลการทดลองดงัภาพประกอบ 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 22 ผลการศึกษาผลของกรดปาลมมิติก กรดลิโนเลอิก นํ้าตาลแลคโทส และน้ําตาล 

        ซูโครส 

 

               1. เม่ือสารผสมระหวางกรดปาลมมิตกิ นํ้าตาลแลคโทส และสารมาตรฐานมาลอนไดอลั

ดีไฮด พบวามีผลทําใหสัญญาณท่ีไดลดลง เน่ืองจากกรดไขมันปาลมมิติกเปนกรดไขมันชนิดท่ีอิ่มตัว

พบไดในพืช ไมเกิดปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเดชัน และการเติมลงไปทําใหคาการละลายลดลง จึงทํา

ใหเกิดการรบกวน สงผลทําใหสัญญาณท่ีไดลดลง สวนนํ้าตาลแลคโทส เปนนํ้าตาลไดแซ็คคาไรด 

ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส และกาแลค โทส เช่ือมกันดวยพันธะเบตา 1,4-glicosidic ซ่ึงนํ้าตาล

ดังกลาวจะสามารถแตกพันธะไดงายดวยการไฮโดรไลซดวยกรด ไดเปนกลูโคส และกาแลคโทส 

และจะทําการปดวงตรงตําแหนงหมูอัลดีไฮด ซ่ึงจะทําใหโมเลกุลดังกลาวเสถียร และถาจะตองการทํา

ใหโครงสรางดังกลาวเปดวง และเกิ ดปฏิกิริยาไดตองทําในสภาวะกรดท่ีรุนแรง ดวยสาเหตุดังกลาว

นํ้าตาลแลคโทสจึงไมมีผลตอการเกิดปฏิกิริยากับกรดไทโอบารบิทูริก 

  2. เม่ือสารผสมระหวางกรดลโินเลอกิ นํ้าตาลซูโครส และสารมาตรฐานมาลอนไดอลัดี

ไฮด พบวามีผลทําใหสัญญาณท่ีไดสูง (Okawa; Ohishi; & Yagi. 1978: 1053-1057) ไดรายงาน

ปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเดชันของกรดลิโนเลอิก ซ่ึงเปนกรดไขมันชนิดไมอิ่มตัว สามารถ

เกิดปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเดชัน ไดผลิตภัณฑเปนกรดลิโนเลอิกไฮโดรเปอรออกไซด ซ่ึงสาร

ดังกลาวสามารถเกิดปฏิกิริยากับกรดไทโอบารบิทูริกเกิดเปนสารละลาย สีแดง ดูดกลืนแสงท่ีความ
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ยาวคลืน่ 532 นาโนเมตร ซ่ึงเปนยานเดียวกับ MDA-TBA adduct ดงัภาพประกอบ  9 และ 

(Södergren. 2000: 1-78) ไดรายงานวาโมเลกุลไฮโดรเปอรออกไซดเปนโมเลกุลท่ีคอนขางเสถียร 

แตจะสลายตัวเปนโมเลกุลอื่นๆ เม่ือใหความรอนท่ีสูงในสภาวะท่ีเปนกร ดในชวงระยะเวลาหน่ึง ได

ผลิตภัณฑเปนอัลดีไฮดชนิดตางๆ และสามารถเกิดปฏิกิริยากับกรดไทโอบารบิทูริก ดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่นท่ีเดียวกัน ทําใหการวิเคราะหผิดพลาดได ซ่ึงสอดคลองจากการทดลองขางตน และ

นํ้าตาลซูโครสจัดเปนนํ้าตาล non-reducing ซ่ึงนํ้าตาลดังกลาว จะมีโครงสรางแบบปดวง ทําใหตรง

ตําแหนงหมูอัลดีไฮดหรือคีโตนของนํ้าตาลไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับกรดไทบารบิทูริกได 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 23 ปฏิกิริยาลิปดเปอรออกซิเดชันของกรดไขมันลิโนเลอิค 

 

 ท่ีมา: R.Alan Wheatley (2000). Some recent trends in analytical chemistry of lipid 

peroxidation. p.617-627 

 

 3. เม่ือผสมระหวางกรดปาลมมิติก กรดลิโนเลอิก นํ้าตาลแลคโทส นํ้าตาลซูโครส และสาร

มาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด พบวามีผลทําใหสัญญาณท่ีไดลดลง เน่ืองจากกรดปาลมิติกท่ีเติมไปใน

ระบบทําใหการละลายลดลง ปฏิกิริยาเกิดไดไมสมบูรณ 
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 4. เม่ือทดลองฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด และอะซีโตน ทําปฏิกิริยากับกรดไทโอบารบิทู

ริก ผลพบวาสารดั งกลาวไมสามารถเกิดปฏิกิริยา และไมสงผลรบกวนการวิเคราะหได  ดัง

ภาพประกอบ 24  

 

 

 

 

 

  

 

 

ภาพประกอบ 24 ผลการศึกษาผลของฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด และอะซีโตน ความเขมขน 

         1,000 ไมโครโมลาร ท่ีมีผลตอ TBA 

 

 4.2 ศกึษาผลของไขมัน และนํ้าตาลที่มีผลตอการตรวจวัดดวยวิธี MDA-DNPH 

  จากการศึกษาผลของไขมัน และนํ้าตาล ไดแก กรดปาลมมิติก กรดลิโนเลอิก นํ้าตาล

แลคโทส และนํ้าตาลซูโครส ท่ีมีผลตอการเกิดอนุพันธ MDA-DNPH ผลการศึกษาดงัภาพประกอบ  

25 เม่ือสารผสมระหวางกรดปาลมมิติก กรดลิโนเลอิก นํ้าตาลแลคโทส นํ้าตาลซูโครส และสาร

มาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮด  จากการทดลองผลของไขมัน และนํ้าตาล พบวาไมมีผลตอสัญญาณท่ี

เพิ่มข้ึน (positive peaks)  
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ภาพประกอบ 25 ผลการศกึษาผลของกรดปาลมมิติก กรดลิโนเลอิก นํ้าตาลแลคโทส และนํ้าตาล 

        ซูโครส ท่ีมีผลตอการเกิดอนุพันธ MDA-DNPH  

 

 จากภาพประกอบ  26 พบวา ท้ังกรดไขมันและนํ้าตาลจะรบกวนการเกิดอนุพันธ MDA-

DNPH ไมมากนัก เพราะอนุพนัธ MDA-DNPH ยังสามารถตรวจวัดได เม่ือเทียบกับสารมาต รฐาน 

MDA และผลของฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด และอะซีโตน ความเขมขน1,000 ไมโครโมลาร  ซ่ึงจะ

ไมมีผลตอ DNPH ทําใหไมสามารถเกิดปฏิกิริยาเปนอนุพันธ MDA-DNPH ได ดังภาพประกอบ 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 26 ผลการศึกษาผลของฟอรมาลดีไฮด อะเซทัลดีไฮด และอะซีโตน ความเขมขน 

         1,000 ไมโครโมลาร ท่ีมีผลตอ DNPH  

 

 

 

 



52 
 

ตอนที่ 5 ผลการศกึษาการหาประสทิธภิาพของระบบทีท่ดลอง 

 5.1 ศกึษาหา Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 

 

ตาราง 6 ผลของ Limit of detection (LOD) และ Limit of quantitation (LOQ) 

 

ลาํดบั 
แบลงกของตัวอยาง 

ความเขมขนที่ Fortified 

ลงแบลงกตัวอยาง (µM) 

ความเขมขนที่คํานวณได 

(µM) 

MDA-TBA MDA-DNPH MDA-TBA MDA-DNPH MDA-TBA MDA-DNPH 

1 0 0 0.1 3.0 0.1185 3.1283 

2 0 0 0.1 3.0 0.1082 3.1125 

3 0 0 0.1 3.0 0.1086 3.1931 

4 0 0 0.1 3.0 0.1122 3.0727 

5 0 0 0.1 3.0 0.1127 3.1139 

6 0 0 0.1 3.0 0.1102 3.2274 

7 0 0 0.1 3.0 0.1095 3.1911 

8 0 0 0.1 3.0 0.1093 3.2347 

9 0 0 0.1 3.0 0.1147 3.1763 

10 0 0 0.1 3.0 0.1172 3.3147 

Mean     0.1121 3.1765 

SD     0.0036 0.0720 

%RSD     3.25 2.27 

LOD = 3SD    0.01 0.22 

LOQ = 10SD    0.04 0.72 

 

 จากการศกึษาการหาประสทิธภิาพของระบบท่ีทดลองโดยหาคา  LOD และ LOQ ตาม

ตาราง 6 พบวา ระบบ MDA-TBA ท่ีความเขมขน 0.1 µM จะใหคา %RSD, LOD และ LOQ เทากบั 

3.25 0.01 และ 0.04 ตามลําดับ และ MDA-DNPH ท่ีความเขมขน 3.0 µM จะใหคา %RSD, LOD 

และ LOQ เทากบั 2.27 0.22 และ 0.72 ตามลําดับ จากผลการทดลองท่ีไดน้ีจะเห็นวา ประสิทธิภาพ

ของระบบ MDA-TBA และ MDA-DNPH จะไมแตกตางกัน 
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 5.2 ศึกษาหาเปอรเซ็นตรอยละกลับคืน (%recovery) และความแมนยาํ (precision) 

 

ตาราง 7 เปอรเซ็นตรอยละกลับคืน (%recovery) และความแมนยําในวันเดียวกัน (precision) ของ   

     ระบบท่ีทดลอง 

 

ลําดับ 
ความเขมขนที่Spike (µM) ผลจากการคาํนวณ (µM) 

รอยละการกลบัคนื 

(%recovery) 

MDA-TBA MDA-DNPH MDA-TBA MDA-DNPH MDA-TBA MDA-DNPH 

1 1 15 1.0246 14.9254 102 100 

2 1 15 1.0314 15.0281 103 100 

3 1 15 1.0127 14.3732 101 96 

4 1 15 0.9966 14.7994 100 99 

5 1 15 1.0110 15.3429 101 102 

6 1 15 1.0063 14.4731 101 96 

7 1 15 1.0017 14.8112 100 99 

8 1 15 0.9956 14.6686 100 98 

9 1 15 1.0450 15.0065 105 100 

10 1 15 1.0108 15.1983 101 101 

Mean   1.0136 14.8627   

SD   0.0150 0.3038   

%RSD   1.48 2.04   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 27 กราฟมาตรฐาน (ก) MDA-TBA และ (ข) MDA-DNPH 
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 จากการศกึษาการหาเปอรเซ็นตรอยละกลบัคนืและความแมนยํา  ของระบบ  MDA-TBA 

และ MDA-DNPH พบวา เปอรเซ็นตรอยละก ลบัคนืของระบบ  MDA-TBA อยูในชวง 100-105 และ

ความแมนยําใหคา %RSD เทากบั 1.48 สาํหรับระบบ  MDA-DNPH ใหเปอรเซ็นตรอยละกลับคืน 

อยูในชวง 96-102 และความแมนยําใหคา %RSD เทากบั 2.04 ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบผลจากการ

คาํนวณความเขมขนของ  MDA-TBA และ MDA- DNPH ท่ีเติมลงไปและสกัดได โดยเฉลี่ยแลวจะ

เห็นไดวาระบบ MDA-DNPH ใหความเขมขนท่ีสกัดไดใกลเคียงกับความเขมขนท่ีเติมลงไปมา กกวา 

ดังน้ันจึงมีความนาเช่ื อถือมากกวาดวย ถึงแมวาระบบ  MDA-TBA จะใหเปอรเซ็นตรอยละกลับคืนท่ี

สูงกวาก็ตาม แต MDA ท่ีตรวจวัดไดอาจจะมาจากสารอัลดีไฮดอื่นๆ ท่ีสามารถเกิดปฏิกิ ริยากบั TBA 

ได และคาสัมประสิทธสหสัมพันธ r
2
 ของ MDA-TBA เทากบั 0.9997 ซ่ึง y=261.5966x+3.7334  

และ MDA-DNPH เทากบั 0.9994 ซ่ึง y=7.6216x+2.4815 

 

ตอนที่ 6 ผลการตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางนํ้านมถ่ัวเหลืองพรอมดื่ม 

จากตลาดที่มีจําหนายทั่วไป นํ้านมถ่ัวเหลืองยูเอชที แบบเจ และแบบผสมนมผง 

 

ตาราง 8 ปริมาณ MDA ท่ีไดจากการตรวจวัดตัวอยางนํ้านมพรอมดื่ม 

 

ลําดับ ตัวอยางนํ้านมพรอมดื่ม สตูรและรส 
ปริมาณ MDA (µM)±SD 

MDA-TBA MDA-DNPH 

1 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรหวานนอย 0.4941±0.03 nd 

2 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรหวานนอย 0.6482±0.04 nd 

3 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรหวานนอย 0.3331±0.01 nd 

4 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรหวาน รสช็อกโกมอลต 0.5991±0.03 nd 

5 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรหวาน ผสมงาดาํ 0.4145±0.02 nd 

6 
นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรหวาน ผสมขาวบารเลย

และมอลต 
05091±0.03 

nd 

7 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรเจ รสหวาน 0.5086±0.04 nd 

8 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรเจ รสหวาน 0.4057±0.01 nd 

9 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรเจ รสหวาน 0.4073±0.01 nd 

10 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรเจ รสหวาน 0.5307±0.03 nd 

11 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรผสมนมผง รสหวาน 0.6448±0.04 nd 

12 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรผสมนมผง รสหวาน 0.6754±0.03 nd 

13 นํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สตูรผสมนมผง รสหวาน 0.5583±0.03 nd 
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ตาราง 8 (ตอ) 

    

ลําดับ ตัวอยางนํ้านมพรอมดื่ม สตูรและรส 
ปริมาณ MDA (µM)±SD 

MDA-TBA MDA-DNPH 

14 นํ้าเตาหู รสหวาน 0.5761±0.02 nd 

 

หมายเหตุ nd คือ Not detected 

 

 ในตาราง 8 จะพบวาปริมาณ MDA ในนํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที โดยใชระบบ MDA-TBA จะ

พบไดมากในนํ้านมถั่วเหลืองยูเอชทีสตูรผสมนมผง รสหวาน รองลงมาเปนสตูรหวานนอย และ สูตร

หวาน รสช็อกโกมอลต โดยปริมาณ MDA ท่ีตรวจวัดไดมีคาเทากับ 0.6754±0.03  0.6482±0.04  

และ 0.5991±0.03 (µM) ตามลาํดบั สวนการ ศึกษาโดยใชระบบ MDA-DNPH พบวาไมสามารถ

ตรวจวดัปริมาณ MDA ในตัวอยางนํ้านมพรอมดื่มได 

 

 

 



บทท่ี 5 

สรุปผล อภิปรายผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 
 การศึกษาการเกิดมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองแปรรูป  โดยจะศึกษาการหา

วิธีการท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดสารมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยาง ดวยการเปรียบเทียบวิธีการวเิคราะห

ดวยเทคนิค โครมาโทกราฟ ของเหลวสมรรถ นะสูง ตลอดจนศึกษาปจจัยท่ีสําคัญท่ีมีผลตอก ารตรวจ

ปริมาณสารมาลอนไดอัลดีไฮด  เพื่อใหได สภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจ ปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด ใน

ตัวอยางนํ้านมถั่วเหลือง และไดศึกษาวิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อการตรวจวิเคราะหท่ีเหมาะสมดวย 

 

สรุปผล อภิปรายผลการวิจัย 

 จากการศกึษาการวิจัย สรุปผลไดดังน้ี 

 1. การเตรียมอนุ พันธกับกรดไทโอบารบิทูริก  และ2,4-ไนโทรฟนลิไฮดราซีน โดยอาศัย

เกิดปฏิกิริยาการควบแนนของมาลอนไดอัลดีไฮด พบวามาลอนไดอัลดีไฮดทําปฏิกิริยากับกรดไทโอบาร

บิทูริกสองโมเลกุลท่ีตําแหนงหมูคารบอกซิล ในสภาวะท่ีเปนกรด เกิดอนุพันธ MDA-TBA adduct เปน

สารสีแดง ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 531 นาโนเมตร (TBARS) และมาลอนไดอัลดีไฮดทําปฏิกิริยากับ

2,4-ไนโทรฟนิลไฮดราซีนเกิดเปนวงไพราโซล ในสภาวะท่ีเปนกรดเชนกัน เกิดอนุพันธ MDA-DNPH มีสี

เหลือง ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นสูงสุด 307 นาโนเมตร (λmax=307 nm)  

 2. ผลการศึกษาปจจัยแปรผันไดแก ความเขมขนของกรดไทโอบารบิทูริก  อุณหภูมิ และเวลาที่

มีผลตอการทําอนุพันธระหวางกรดไทโอบารบิทูริกกับมาลอนไดอัลดีไฮดพบวาการเกิด  MDA-TBA ท่ีดี

ใชสภาวะดังน้ีคือ ความเขมขนของกรดไทโอบารบิทูริกจะอยูท่ี  25 มิลลิโมลาร อุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส และเวลา 60 นาที 

 3. การแยกมาลอนไดอัลดีไฮดดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสงูพบวา 

  3.1 การแยกดวยวิธี MDA-TBA ใชสภาวะ  KH2PO4 ท่ีความเขมขน  50 มิลลิโมลาร ตอ      

เมธานอล อตัราสวนรอยละ 60:40 และ pH เทากบั 6.8 

  3.2 การแยกดวยวิธี MDA-DNPH จะใชอะซิโตไนทริลตอนํ้า  อตัราสวน 55:45 และ   

ความเขมขนของ2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน คือ 5.0 มิลลิโมลาร อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และเวลา  

10  นาที 

 4. การศกึษาสารรบกวนในการเกิดอนุพันธรวมท่ีพบไดในตัวอยางพบวา 

  4.1 ผลของไขมัน และนํ้าตาล ทําการตรวจวัดดวยวิธี MDA-TBA โดยใชกรดปาลมมิติก 

กรดลิโนเลอิก นํ้าตาลแลคโทส นํ้าตาลซูโครส พบวามีผลทําใหสัญญาณท่ีไดลดลง เน่ืองจากกรด       

ปาลมิติกท่ีเติมไปในระบบทําใหการละลายลดลง ปฏิกิริยาเกิดได ไมสมบูรณ แตนํ้าตาลแลคโทสไมมีผล

ตอการเกิดปฏิกิริยากับกรดไทโอบารบิทูริก 
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  4.2 ผลของไขมัน และนํ้าตาล ท่ีมีผลตอการตรวจวัดดวยวิธี MDA-DNPH โดยใชกรด   

ปาลมมิติก กรดลิโนเลอกิ นํ้าตาลแลคโทส นํ้าตาลซูโครส พบวาไมมีผลตอสัญญาณท่ีได 

 5. ผลการศกึษาการหาประสทิธภิาพของระบบท่ีทดลองพบวา 

  5.1 คา LOD และ LOQ ของระบบ MDA-TBA ท่ีความเขมขน 0.1 µM จะใหคา %RSD, 

LOD และ LOQ เทากบั 3.25 0.01 และ 0.04 ตามลําดับ และ MDA-DNPH ท่ีความเขมขน 3.0 µM ให

คา %RSD, LOD และ LOQ เทากับ 2.27 0.22 และ 0.72 ตามลําดับ  

  5.2 เปอรเซ็นตรอยละกลับคนืและความแมนยําของระบบ MDA-TBA และ MDA-DNPH 

พบวาเปอรเซ็นตรอยละกลับคืนของระบบ  MDA-TBA อยูในชวง 100-105 และความแมนยําใหคา 

%RSD เทากบั 1.48 สาํหรับระบบ  MDA-DNPH ใหเปอรเซ็นตรอยละกลับคืน อยูในชวง 96-102 และ

ความแมนยําใหคา %RSD เทากบั 2.04 

 6. ผลการตรวจวัดปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮดในตัวอยางนํ้านมถั่วเหลืองพรอมดื่ม นํ้านม      

ถั่วเหลืองยูเอชที แบบเจ และแบบผสมนมผง พบวาปริมาณ MDA ในนํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที โดยใช

ระบบ MDA-TBA จะพบไดมากในนํ้านมถั่วเหลืองยูเอชที สูตรผสมนมผง รสหวาน รองลงมาเป นสตูร

หวานนอย  และสูตรหวาน รสช็อกโกมอลต โดยปริมาณ MDA ท่ีตรวจวัดไดมีคาเทากับ 0.6754±0.03  

0.6482±0.04 และ 0.5991±0.03 (µM) ตามลําดับ สวนการทดลองโดยใชระบบ MDA-DNPH พบวาไม

สามารถตรวจวดัปริมาณ มาลอนไดอัลดีไฮด ในตัวอยางนํ้านมพรอมดื่มได  ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจาก การ

ตรวจวัดดวยวิธี MDA-DNPH มีความไวนอยกวาวิธี MDA-TBA จึงทําใหไมสามารถตรวจวัดปริมาณ    

มาลอนไดอัลดีไฮดได 

 

ขอเสนอแนะ 

 1. บัฟเฟอรท่ีเลือกใชเปน KH2PO4 ซ่ึงเปนบัฟเฟอรท่ีมีคาความจุของสารละลายบัฟเฟอร 

(buffer capacity) ท่ีสูง pH ของสารละลายไมเปลีย่นแปลงไดงาย โดย pH ท่ีใชในการศึกษาจะอยูในชวง  

pH ท่ีเปนกลาง  

 2. ไมควรเกบ็ตวัอยางนมท่ีใชในการวเิคราะหนานเพราะจะทําใหเกดิการตกตะกอนและกลิน่

เหม็นหนืของไขมันในนมได 

 3. การวิเคราะหปริมาณมาลอนไดอัลดีไฮด  โดยใชระบบ MDA-TBA สามารถนําไปประยุกตใช

กับตัวอยางอาหารชนิดอืน่ๆได  และควรมีการทดลองระบบ  MDA-DNPH กับตัวอยางอาหารชนิดอื่นๆ

ดวยเชนกัน 
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ภาคผนวก ก 

โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและสารตัวอยาง  
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ภาพประกอบ 28 โครมาโทแกรมสารมาตรฐาน MDA-TBA ความเขมขน 5 ไมโครโมลาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 29 โครมาโทแกรม MDA-TBA ในตวัอยางนํ้านมถั่วเหลือง 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพประกอบ 30 โครมาโทแกรมสารมาตรฐาน MDA-DNPH ความเขมขน 25 ไมโครโมลาร 
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ภาพประกอบ 31 โครมาโทแกรมอนุพนัธ MDA-DNPH โดย Spike สารมาตรฐาน MDA ท่ี 15      

          ไมโครโมลาร ลงในตัวอยางนํ้านมถั่วเหลือง 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพประกอบ 32 โครมาโทแกรมอนุพนัธ MDA-DNPH ในตัวอยางนํ้านมถั่วเหลือง 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน และสารละลายตางๆ  
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 1. สารละลายมาตรฐานมาลอนไดอลัดไีฮดจากสารละลายมาตรฐานเตตระ- เอทธอกซีโพ

รเพน (1,1,3,3-Tetraethoxypropane หรือ TEP) (Fenaille; et al. 2001: 237–245)   

  1.1  ช่ังสารละลายมาตรฐานเตตระ-เอทธอกซีโพรเพนปริมาณ 0.0230 กรัม ใสในขวด

วัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร 

  1.2  จากน้ันปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 

นอรมอล 

  1.3  นําสารละลายมาตรฐานเตตระ-เอทธอกซีโพรเพนขางตนไปบมในเคร่ืองอังไอนํ้าท่ี

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 40 นาที จะไดสารมาตรฐาน มาลอนไดอัลดีไฮด ท่ีมีความ

เขมขนสุดทาย 10 มิลลิโมลาร ซ่ึงใชเปนสารละลายมาตรฐานตัง้ตน  และสามารถเก็บได 1 เดือน ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 2. สารละลายกรดไทโอบารบิทูริก (2-thiobarbituric acid หรือ TBA) ความเขมขนรอยละ 

0.6 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

  2.1 ช่ังกรดไทโอบารบิทูริก ปริมาณ 0.6 กรัม ใสลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 

และเติมนํ้ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 80 มิลลิลิตร ลงไปในบีกเกอร 

  2.2 จากน้ันใหนาํบีกเกอรไปวางไวใน hot plate ท่ีอุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียส

จนกระท่ังสารละลายหมด 

  2.3 วางท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง แลวเทสารละลายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 

100 มิลลิลิตร ลางดวยสารละลายดังกลาว 2-3 คร้ัง ปรับปริมาตรดวยนํ้า กลัน่ปราศจากไอออน ให

เปน 100 มิลลิลิตร 

 3. สารละลาย  2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีน (2,4-Dinitrophenylhydrazine หรือ DNPH)

ความเขมขน 5.0 มิลลิโมลาร 

  ช่ัง 2,4-ไดไนโทรฟนลิไฮดราซีนปริมาณ 0.0990 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 100 

มิลลิลิตร ละลายดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 2.0 นอรมอล จากน้ันเทลงในขวดวดัปริมาตร

ขนาด 100 มิลลิลิตร ลางดวยสารละลายดังกลาว 2-3 คร้ัง และปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 

ดวยกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 2.0 นอรมอล 

 4. สารละลายกรดไตรคลอโรอะซิตกิ (Trichloroacetic acid หรือ TCA) ความเขมขนรอยละ 

5.0 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

  4.1  ช่ังกรดไตรคลอโรอะซิตกิ ปริมาณ 5.0 กรัม ใสลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร 

เติมนํ้ากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 50 มิลลลิติร ใชแทงคนคนสารใหละลายจนหมด 

  4.2 เทสารละลายลงในขวดวดัปริมาตรขนาด  100 มิลลิลิตร ลางดวยสารละลาย

ดังกลาว 2-3 คร้ัง ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นปราศจากไอออนใหเปน 100 มิลลิลิตร 
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 5. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.1 นอรมอล 

  ปเปตกรดไฮโดรคลอริกเขมขนปริมาตร 0.83 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรท่ีมีนํ้า

ปราศจากไอออนขนาด 100 มิลลิลิตร จากน้ันตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิ ปรับปริมาตรใหเปน 100 

มิลลิลิตร 

 6. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 2.0 นอรมอล 

  ปเปตกรดไฮโดรคลอริ กเขมขนปริมาตร 1.66 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรท่ีมีนํ้า

ปราศจากไอออนขนาด 100 มิลลิลิตร จากน้ันตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิ ปรับปริมาตรใหเปน 100 

มิลลิลิตร 

 7. สารละลายกรดซัลฟรุกิความเขมขนรอยละ 1.0 โดยปริมาตร (v/v) 

  ปเปตกรดซัลฟรุกิปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในขวดวดัปริมาตรท่ีมนี้าํปราศจากไอออน

ขนาด 100 มิลลิลิตร จากน้ันตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิ ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 

 8. สารละลายกรดอะซิตกิความเขมขนรอยละ 0.2 โดยปริมาตร (v/v) 

  ปเปตกรดอะซิตกิปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรท่ีมีนํ้าป ราศจากไอออน

ขนาด 100 มิลลิลิตร จากน้ันตั้งท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิ ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 

 9. สารละลายกรดปาลมมิตกิความเขมขนรอยละ 5.0 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

  ช่ังกรดปาลมมิติกปริมาณ 5.0 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นละลาย

ดวยโพรพานอล ลางดวยสารละลายดังกลาว 2-3 คร้ัง และปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 

 10. สารละลายกรดลโินเลอกิความเขมขนรอยละ 5.0 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

  ช่ังกรดลิโนเลอิกปริมาณ 5.0 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นละลาย

ดวยโพรพานอล ลางดวยสารละลายดังกลาว 2-3 คร้ัง และปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 

 11 สารละลายแลคโทสความเขมขนรอยละ 50.0 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

  ช่ังแลคโทสปริมาณ 50.0 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นละลายดวย

นํ้าปราศจากไอออน ลางดวยสารละลายดงักลาว 2-3 คร้ัง ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 

 12. สารละลายซูโครสความเขมขนรอยละ 50.0 โดยนํ้าหนักตอปริมาตร 

  ช่ังซูโครสปริมาณ 50.0 กรัม ลงในบีกเกอรขนาด 100 มิลลิลิตร จากน้ันละลายดวยนํ้า

ปราศจากไอออน ลางดวยสารละลายดงักลาว 2-3 คร้ัง ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร 



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
รูปสารละลายอนุพันธ เครื่องมือ และอุปกรณ 
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ภาพประกอบ 33 ลักษณะตวัอยางนมถั่วเหลืองที่ใชในการทดลอง  
 

 
 

ภาพประกอบ 34 สีของสารอนุพันธสารละลาย MDA-TBA 
 

1 แทน  สารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 
2 แทน  สารผสมระหวางกรดปาลมมิติก น้ําตาลแลคโทส และสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 
3 แทน  สารผสมระหวางกรดลิโนเลอิก น้ําตาลซูโครส และสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 
4 แทน  สารผสมระหวางกรดปาลมมิติก  กรดลิโนเลอิก น้ําตาลแลคโทส  น้ําตาลซูโครส และสาร 
มาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 
 

 
 

ภาพประกอบ 35 สีของสารอนุพันธสารละลาย MDA-DNPH 
1 แทน  สารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 
2 แทน  สารผสมระหวางกรดปาลมมิติก น้ําตาลแลคโทส และสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 
3 แทน  สารผสมระหวางกรดลิโนเลอิก น้ําตาลซูโครส และสารมาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 
4 แทน  สารผสมระหวางกรดปาลมมิติก  กรดลิโนเลอิก น้ําตาลแลคโทส  น้ําตาลซูโครส และสาร  
           มาตรฐานมาลอนไดอัลดีไฮด 

2 3 41

2 3 41
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ภาพประกอบ 36 สีของสารละลายตวัอยาง 
 

1 แทน สารละลายสีเหลืองสมกอน spike อนุพันธ MDA-TBA 
2 แทน สารละลายสีสมอมชมพูเหลืองสมที่เกิดจากการ spike อนุพันธ MDA-TBA เขมขน 1  
          ไมโครโมลาร 

1 2



 

 

อภิธานศัพท 

 
MDA     = Malondialdehyde 

TBA     = 2-Thiobarbituric acid 

PUFA     = Polyunsaturated fatty acid 

MSNF     =  Milk-solid -non-fat 

LOD     = Limit of detection 

LOQ     = Limit of quantitation 

RSD     =  relative standard deviation 

SD      = standard deviation 

DNPH     = 2,4-dinitrophenyl hydrazine 

KH2PO4    = Potassium dihydrogen phosphate   

TCA     = Trichloroacetic acid 

TEP     = 1,1,3,3-Tetraethoxypropane 

HCl      = Hydrochloric acid 

CH3COOH    = Acetic acid 

H2SO4     = Sufuric acid 
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