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  ในงานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีการวิเคราะห์สารให้ความหวาน (อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคา
ริน และแอสพาร์แทม) และคาเฟอีนแบบพร้อมกนัในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมน า้อดัลม น า้หวานกลิ่นผลไม้ 
และผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร ด้วยการใช้เทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี  การเตรียมตวัอย่างท าได้
ง่ายเพียงแคเ่จือจาง กรอง และฉีดเข้าสู่ระบบการวิเคราะห์ได้โดยตรง สภาวะการแยกใช้คอลมัน์ขนาด
เล็กชนิด C18 (8.0 x 3.0 mm i.d., 3 µm) และระบบเกรเดียนต์ท่ีมีวฎัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A คือ
สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) และวฎัภาคเคล่ือนท่ี
ชนิด B คือสารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความ
เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ในอตัราส่วนร้อยละ 6:94 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.49 มิลลิลิตร
ตอ่นาที และตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร ผลการทดลองพบว่าสามารถ
แยกสารให้ความหวานและคาเฟอีนได้เป็นอยา่งดีภายในเวลา 6.00 นาที มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง
ความเข้มข้น 1.00-200, 0.50-60, 1.00-180 และ 0.10-20 มิลลิกรัมต่อลิตรส าหรับอะซิซลัเฟม-
โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีนตามล าดบั โดยมีคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพทัธ์เชิงเส้น
ท่ีดี (R2 > 0.998) คา่ความเท่ียงของวิธีแสดงในรูปของคา่ความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (RSD) มีคา่
น้อยกวา่ 2.00% คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม 
และคาเฟอีน มีคา่เท่ากบั 0.30, 0.09, 0.20 และ 0.03 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั คา่ร้อยละการคืน
กลบัของสารให้ความหวานและคาเฟอีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมอยู่ในช่วง 93.52-106.79 วิธีท่ีพฒันาขึน้นี ้
สามารถน าไปประยุกต์ใช้วิเคราะห์ในตัวอย่างเคร่ืองด่ืมได้เป็นผลส าเร็จ โดยให้ผลการวิเคราะห์
สอดคล้องอย่างดีกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง จึงเห็นได้ว่าวิธีท่ี
พฒันาขึน้นีเ้ป็นวิธีวิเคราะห์ท่ีมีความไวและความเท่ียงสงู มีประสิทธิภาพท่ีดี รวดเร็ว ราคาถกู และเป็น
มิตรตอ่สิ่งแวดล้อมอีกด้วย 
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In this research, a flow injection chromatographic method was developed through 
the simultaneous determination of sweeteners (acesulfame-K, saccharin and aspartame) 
and caffeine used in carbonated soft drinks, fruit nectars and dietary supplements. All of the 
samples were diluted, filtered and then directly injected into the chromatographic system. 
The chromatographic separation was performed on a mini C18 column (8.0 x 3.0 mm i.d., 3 
µm) with gradient elution using a mobile phase A consisting of 5 mM ammonium acetate 
buffer (pH 4.0) and mobile phase B consisting of acetronitrile and 5 mM ammonium acetate 
buffer (pH 4.0) in ratio 6:94 (v/v) at flow rate of 0.49 mL/min. Direct UV absorptions at 
wavelength of 210 nm was used for the detection of sweeteners and caffeine. The results 
showed that sweeteners and caffeine were well separated in 6.00 min using optimum 
condition. The linear calibration curves were obtained over the concentration range of 1.00-
200, 0.50-60, 1.00-180 and 0.1-20 mg/L for acesulfame-K, saccharin, aspartame and  
caffeine, respectively with good correlation coefficients (R2 > 0.998). Precision was 
measured in terms of a relative standard deviation (RSD) value. The RSDs of the method 
were less than 2.00%. The limits of detections (LODs) of acesulfame-K, saccharin, 
aspartame and caffeine were 0.30, 0.09, 0.20 and 0.03 mg/L, respectively. The percentage 
recoveries of sweeteners and caffeine were obtained in the range of 93.52-106.79. The 
developed method was successfully applied for analysis in real beverage samples. The 
results of comparing between the developed method and a HPLC reference method were 
well correlated. Therefore, it can be concluded that this method has advantages, such as 
high sensitivity and precision, effectiveness, rapidity, low cost and environmental 
friendliness. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

 ปริญญานิพนธ์นีเ้สร็จสมบรูณ์ได้ด้วยดี เน่ืองจากผู้ วิจัยได้รับความกรุณาอย่างยิ่งจาก                                
ผู้ ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปิยะดา จิตรตัง้ประเสริฐ อาจารย์ท่ีปรึกษาปริญญานิพนธ์ ท่ีให้ค าปรึกษา 
ค าแนะน า ชีแ้นะข้อบกพร่องต่างๆ ช่วยแก้ไขปัญหาในการท างานวิจัย ให้ความช่วยเหลือในการ
ด าเนินงานวิจัยและการเขียนปริญญานิพนธ์นีแ้ก่ผู้ วิจัยเป็นอย่างดี อีกทัง้ท าให้ผู้ วิจัยได้ รับ
ประสบการณ์ ได้เรียนรู้และเห็นคณุค่าของงานวิจัย ผู้ วิจยัรู้สึกซาบซึง้ และขอกราบขอบพระคณุเป็น
อยา่งสงูไว้ ณ โอกาสนี ้
 ขอขอบพระคณุผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ชุติมา เพชรกระจ่าง ประธานกรรมการในการสอบ
ปากเปลา่ปริญญานิพนธ์ และผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร.เกรียงศกัดิ ์สง่ศรีโรจน์ กรรมการควบคมุการสอบ
ปากเปล่าปริญญานิพนธ์ ท่ีกรุณาให้ค าแนะน าและชีแ้นะข้อบกพร่อง เพ่ือให้ปริญญานิพนธ์นีมี้ความ
สมบรูณ์มากยิ่งขึน้ และขอขอบพระคณุคณาจารย์ภาควิชาเคมีทุกท่านท่ีได้ถ่ายทอดความรู้ ให้ความ
เมตตา เอาใจใสแ่ละให้ความชว่ยเหลือแก่ผู้วิจยัด้วยดีเสมอมา 
 ขอขอบพระคณุ บณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ และขอขอบคณุภาควิชา
เคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ท่ีคอยให้การสนับสนุนทางด้านอุปกรณ์ 
เคร่ืองมือ และสถานท่ี ตลอดจนเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบตัิการเคมี ท่ีให้ความช่วยเหลือ ให้แนะน า และ
อ านวยความสะดวกแก่ผู้ วิจัยตลอดการศึกษาและการท าวิจัย ผู้ วิจัยรู้สึกซาบซึง้ในความกรุณาและ
ขอขอบพระคณุทกุๆทา่นไว้ ณ โอกาสนี ้
 คุณค่าของปริญญานิพนธ์ฉบบันี ้ขอมอบเป็นเคร่ืองบูชาพระคุณต่อครอบครัวของผู้ วิจัย 
ผู้วิจยัขอน้อมร าลึกถึงพระคณุบิดา มารดาและญาติสนิททกุท่าน ท่ีมอบความรัก ก าลงัใจ ความเอาใจ
ใส ่และสนบัสนนุในทกุๆด้าน ท าให้ผู้วิจยัประสบความส าเร็จในครัง้นี ้ 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ภูมิหลัง 
 ในปัจจบุนัคนไทยส่วนใหญ่ประสบปัญหาโรคอ้วน โรคเบาหวาน และโรคเรือ้รังตา่งๆมากขึน้ 
เน่ืองด้วยการบริโภคอาหารท่ีมีรสหวานเป็นหลกั ท าให้ผู้บริโภคหนัมาให้ความสนใจกับเร่ืองสุขภาพ
เพิ่มมากขึน้ โดยการลดการบริโภคน า้ตาลหรือการน าสารให้ความหวาน (sweetener) หรือน า้ตาล
เทียมมาใช้แทนน า้ตาล โดยสารให้ความหวานสามารถแบง่ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ สารให้ความหวานชนิดท่ี
ให้พลงังานและชนิดท่ีไม่ให้พลงังาน ส าหรับกลุ่มสารให้ความหวานท่ีไม่ให้พลงังานพบว่ามีทัง้หมด 5 
ชนิดท่ีองค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration; FDA) และ
กระทรวงสาธารณสขุของประเทศไทยได้รับรองและอนญุาตให้ใช้ได้อยา่งปลอดภยั ได้แก่ แอสพาร์แทม 
(aspartame) แซคคา ริน  (saccharin)  อะซิซัล เฟม-โพแทสเ ซียม  (acesulfame-K)  ซูคราโลส 
(sucralose) และนีโอแทม (neotame) (วรรณคล เชือ้มงคล. 2551: 161-168) สารให้ความหวานกลุ่ม
นีจ้ดัเป็นกลุม่สารท่ีมีคณุคา่ทางการแพทย์ เน่ืองจากเป็นสารให้ความหวานกลุ่มท่ีไม่ให้พลงังานจึงนิยม
น ามาใช้ทดแทนน า้ตาลส าหรับผู้ ป่วยโรคเบาหวานเพ่ือควบคุมพลังงานท่ีร่างกายควรได้รับโดยไม่มี
ผลกระทบต่อระดบัน า้ตาลในเลือด นอกจากนัน้สารกลุ่มนีย้งันิยมใช้เป็นเคร่ืองปรุงรสอาหารส าหรับผู้
เป็นโรคอ้วน เพ่ือการควบคุมน า้หนัก และยังนิยมใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืม
ประเภทต่างๆ เช่น น า้อดัลม เป็นต้น เพ่ือลดต้นทุนการผลิตและเหมาะกบัผู้บริโภคท่ีต้องการควบคมุ
น า้หนกั ซึ่งในผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมดงักล่าวนี ้นอกจากจะพบสารให้ความหวานแล้วยงัพบคาเฟอีนเป็น
องค์ประกอบอีกด้วย โดยคาเฟอีนเป็นสารกลุ่มแซนทีนอัลคาลอยด์ มีฤทธ์ิกระตุ้ นระบบประสาท
ส่วนกลางท าให้สมองต่ืนตวั มีส่วนช่วยให้อารมณ์ดีและมีความสุขจึงมีประโยชน์ในทางการแพทย์
สามารถชว่ยกระตุ้นให้ฟืน้ได้ (โชตชิว่ง ชตุนิธร. 2528: ออนไลน์) 
 อยา่งไรก็ตามแม้วา่สารให้ความหวานและคาเฟอีนจะถกูน ามาใช้ประโยชน์ในหลายๆด้าน แต่
การรับประทานสารเหล่านีต้้องบริโภคไม่เกินค่า Acceptable daily intake levels (ADI) ซึ่งเป็น
ปริมาณสงูสดุตอ่วนัท่ีสามารถรับประทานได้อย่างปลอดภยั โดยคา่ ADI ของแอสพาร์แทม แซคคาริน 
อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม ซูคราโลส และนีโอแทม เท่ากบั 40-50, 5, 15, 15 และ 2 มิลลิกรัมตอ่น า้หนกั
ตวั 1 กิโลกรัมต่อวัน ตามล าดบั (วรรณคล เชือ้มงคล. 2551: 161) ส าหรับคาเฟอีนนัน้กฎหมาย
ก าหนดให้เคร่ืองด่ืมน า้อดัลมมีคาเฟอีนได้ไม่เกิน 15 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร (ปรุฬห์ รุจนธ ารงค์. 
2554: ออนไลน์) หากบริโภคมากเกินปริมาณท่ีก าหนดอาจส่งผลเสียต่อสุขภาพได้ เช่น การบริโภค
แอสพาร์แทมมากเกินก าหนด อาจพบอาการข้างเคียงท าให้ปวดศีรษะ และจากการศกึษาในหนพูบว่า
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แซคคารินสามารถท าให้เกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะได้ (วรรณคล เชือ้มงคล. 2551: 161-168) และ
ผลเสียจากการบริโภคคาเฟอีนเกินขนาดท าให้รู้สึกกระสบักระส่าย นอนไม่หลบั ปวดศีรษะ ความดนั
โลหิตสงู และท าให้หวัใจเต้นเร็ว เป็นต้น ดงันัน้การวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวานและคาเฟอีนใน
ผลิตภัณฑ์ชนิดต่างๆ จึงมีความส าคัญอย่างยิ่ง  เพ่ือควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ สร้างความ
นา่เช่ือถือให้กบัผู้บริโภค และชว่ยยกระดบัมาตรฐานของผลิตภณัฑ์ให้มีความปลอดภยัและเป็นไปตาม
มาตรฐานสากล โดยวิธีการวิเคราะห์ท่ีน ามาใช้ต้องมีประสิทธิภาพ ความถกูต้อง และความแม่นย าสูง 
สามารถวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวาน และคาเฟอีนในตวัอย่างท่ีมีปริมาณสารเหล่านีใ้นปริมาณ
ต ่าๆได้ 
 ส าหรับเทคนิคท่ีนิยมน ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวาน (Zygler; 
Wasik; & Namiesnik. 2009: 1082-1102) รวมทัง้คาเฟอีน มีหลากหลายเทคนิค เช่น เทคนิคสเปกโทร 
สโกปี (Mazurek; & Szostak. 2011: 1051-1057) เทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Bergamo; 
Fracassi da Silva; & de Jesus. 2011: 1714–1717) และเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี (Demiralay; 
Özkan; & Guzel-Seydim. 2006: 91-96) เป็นต้น อย่างไรก็ตามเทคนิคท่ีกล่าวมานีย้งัมีข้อจ ากดั อาทิ
เช่น เทคนิคสเปกโทรสโกปีเป็นเทคนิคท่ีไม่สามารถท าการตรวจวิเคราะห์สารให้ความหวานและ
คาเฟอีนแบบพร้อมกันได้ ส่วนเทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิสและเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี
ถึงแม้วา่จะเป็นเทคนิคการแยกท่ีมีประสิทธิภาพสงู และได้รับความยอมรับอย่างกว้างขวาง แตก็่ยงัเป็น
เทคนิคท่ีต้องใช้เคร่ืองมือขนาดใหญ่ ราคาแพง ไม่สามารถน าไปใช้งานในการวิเคราะห์ภาคสนามได้ 
อีกทัง้ยงัใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน และต้องใช้ทกัษะความช านาญของผู้ท าการทดลองอีกด้วย ตอ่มา
ในปี ค.ศ. 2007 ได้มีรายงายวิจยัท่ีน าเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีมาใช้ร่วมกบัคอลมัน์ขนาด
เล็กชนิดมอโนลิธิกส าหรับการแยกแอสพาร์แทม แซคคาริน อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม กลุ่มสารต้าน
อนมุลูอิสระ และกลุ่มวตัถกุนัเสีย (García-Jiménez; Valencia; & Capitán-Vallvey. 2007: 226-233) 
ผลการทดลองพบว่าสามารถลดระยะเวลาในการวิเคราะห์ลงได้ โดยสามารถแยกสารทัง้หมด 9 ชนิด
ได้พร้อมกนัภายในเวลา 7 นาที และยงัคงมีประสิทธิภาพการแยกท่ีดีไม่แตกตา่งจากการใช้เทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู อีกทัง้ยงัใช้สารเคมีในปริมาณท่ีน้อยกว่า ท าให้เทคนิคโฟลอินเจคชนั
โครมาโทกราฟีจัดได้ว่าเป็นหนึ่งในเทคนิคการแยกสารท่ีเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม  อย่างไรก็ตามใน
งานวิจยัดงักล่าวนีย้งัคงไม่สามารถแยกแซคคารินและอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมออกจากกนัได้ ซึ่งจาก
รายงานวิจัยท่ีเก่ียวข้องพบว่าสารทัง้ 2 ชนิดนีม้ักนิยมใส่พร้อมกันในเคร่ืองด่ืมประเภทน า้อัดลม
ปราศจากน า้ตาล (Sik. 2012: 1450) และโทนิควอเตอร์ (tonic water) (Ordoñez; et al. 2015: 162-
168) อีกทัง้ระบบการแยกยงัใช้คอลมัน์ชนิดมอโนลิธิกซึง่มีราคาแพง (ราคาประมาณ 16,500 บาท) 
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  ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงสนใจน าเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีมาพฒันาร่วมกบัการใช้
คอลมัน์ขนาดเล็ก ขนาดความยาวไม่เกิน 1.0 เซนติเมตร ชนิดอนุภาคทรงกลม (particle packed 
column) ซึ่งเป็นคอลัมน์ท่ีนิยมใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการและมีราคาถูกกว่า (ราคาประมาณ 1,500 
บาท) คอลมัน์ชนิดมอโนลิธิกมาก โดยกลไกการแยกเกิดขึน้ท่ีบริเวณคอลมัน์ขนาดเล็กดงักล่าว ซึ่ง
อาศยัหลกัการเดียวกบัเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู แตมี่ขนาดของเคร่ืองมือท่ีเล็กกว่า 
ราคาถูกกว่า สะดวก รวดเร็ว และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากกว่า ส าหรับใช้ในการวิเคราะห์คาเฟอีน
และสารให้ความหวานชนิดท่ีไม่ให้พลงังาน 3 ชนิด ได้แก่ อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แอสพาร์แทม แซค
คารินแบบพร้อมกัน โดยสารกลุ่มดงักล่าวนี ้มกันิยมน ามาเติมลงในผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมประเภทตา่งๆ
ร่วมกัน เช่น น า้อดัลม ชาและกาแฟส าเร็จรูป และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร เป็นต้น ส าหรับแซคคาริน
ถึงแม้ในประเทศไทยจะมีประกาศห้ามใช้ในผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมทัว่ไป (กระทรวงสาธารณสุข. 2544: 
ออนไลน์) แตย่งัคงได้รับอนญุาตให้ใช้เป็นสารให้ความหวานส าหรับผู้ ป่วยโรคเบาหวานและโรคอ้วนได้ 
จากนัน้น าวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ไปประยกุต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ในตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมประเภทตา่งๆ 
ได้แก่ น า้อัดลม น า้หวานกลิ่นผลไม้ และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารท่ีมีการระบุข้างผลิตภัณฑ์ว่าเป็น
ผลิตภณัฑ์ปราศจากน า้ตาล 
 
ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจัย 
 1. เพ่ือพฒันาวิธีการวิเคราะห์สารให้ความหวานชนิดท่ีไมใ่ห้พลงังาน และคาเฟอีนแบบพร้อม
กนั โดยใช้เทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีร่วมกบัการใช้คอลมัน์ขนาดเล็ก 
 2. เพ่ือประยกุต์ใช้วิธีท่ีพฒันาขึน้ส าหรับการวิเคราะห์สารให้ความหวานชนิดท่ีไม่ให้พลงังาน 
และคาเฟอีนแบบพร้อมกนั ในตวัอยา่งผลิตภณัฑ์เคร่ืองดื่มประเภทตา่งๆ 
 
ควำมส ำคัญของกำรวิจัย 
 1. ได้วิธีการวิเคราะห์วิธีใหม่ ส าหรับการตรวจวัดปริมาณสารให้ความหวานชนิดท่ีไม่ให้
พลงังาน และคาเฟอีนแบบพร้อมกนั ด้วยเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี  
 2. ได้เทคนิคการวิเคราะห์ท่ีใช้งานง่าย สะดวก รวดเร็ว ราคาถกูและเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อม 
อีกทัง้ยังสามารถพัฒนาต่อยอดเพ่ือให้ได้ชุดเคร่ืองมือขนาดเล็กท่ีสามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์
ภาคสนามได้ 
 3. ได้ข้อมลูเก่ียวกบัปริมาณของสารให้ความหวาน และคาเฟอีนท่ีพบในผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืม
ประเภทต่างๆ ท่ีจ าหน่ายทั่วไปในท้องตลาด เพ่ือใช้ในการตรวจสอบและควบคุมคุณภาพของ
ผลิตภณัฑ์ให้ปลอดภยัและเป็นไปตามมาตรฐานท่ีก าหนด 
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ขอบเขตของกำรวิจัย 
 ส าหรับขอบเขตของงานวิจยันี ้เน้นการพฒันาวิธีการวิเคราะห์แบบใหม่ส าหรับการตรวจวดั
ปริมาณสารให้ความหวาน  และคาเฟอีนแบบพร้อมกนัในตวัอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมประเภทต่างๆ
ด้วยการใช้เทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีร่วมกบัคอลมัน์ขนาดเล็กซึง่มีขอบเขตการวิจยัดงันี ้
  1. การศกึษาและออกแบบระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี 
  2. การศึกษาสภาวะการแยกท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์สารให้ความหวาน และ
คาเฟอีนแบบพร้อมกนั 
  3. การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
  4. การประยกุต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ในผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมท่ีมีวางจ าหน่ายในประเทศ
ไทย  
  5. เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ท่ีได้จากวิธีท่ีพัฒนาขึน้กับเทคนิคท่ีได้รับการยอมรับ
โดยทัว่ไปคือ เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 
ขัน้ตอนด ำเนินกำรวิจัย 
 ส าหรับขัน้ตอนด าเนินงานวิจยั มีดงันี ้
  1. การศึกษาและออกแบบระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีใช้คอลมัน์ขนาดเล็กใน
การแยกสาร ประกอบด้วย 2 ระบบ ได้แก่ ระบบการแยกแบบไอโซเครติก และระบบการแยกแบบเกร
เดียนต์ 
  2. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารให้ความหวาน 3 ชนิด (อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม แอสพาร์แทม แซคคาริน) และคาเฟอีนแบบพร้อมกนั 
   2.1 ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการตรวจวดั 
   2.2 ความเข้มข้นและคา่ pH ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
   2.3 องค์ประกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
   2.4 อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
  3. การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
   3.1 ชว่งความเป็นเส้นตรง (linearity range) 
   3.2 คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ (limit of detection; LOD) และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุ
ท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ (limit of quantitation; LOQ) 
   3.3 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ (precision) 
   3.4 ร้อยละของการคืนกลบั (% recovery) 
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  4. การประยุกต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ในตวัอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมประเภทต่างๆท่ีมี
จ าหนา่ยในประเทศไทย ได้แก่ น า้อดัลม น า้หวานกลิ่นผลไม้ และผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร 
  5. การวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีนในตวัอย่าง โดยใช้
เทคนิคท่ีได้รับการยอมรับโดยทั่วไป คือ เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  พร้อมทัง้
เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ท่ีได้กบัผลการวิเคราะห์จากเทคนิคท่ีพฒันาขึน้ 
 
   
 
 



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
 ในการวิจยัครัง้นี ้ผู้วิจยัได้ท าการศกึษาค้นคว้าเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง และน าเสนอ
ตามหวัข้อตอ่ไปนี ้
  1. สารให้ความหวาน 
  2. คาเฟอีน 
  3. เทคนิคโฟลอินเจคชนัอะนาลิซิส 
  4. งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 
1. สารให้ความหวาน 
 สารให้ความหวานหมายถึง กลุ่มของสารท่ีมีรสหวานสามารถใช้ปรุงอาหารแทนน า้ตาลได้ 
จดัเป็นวตัถเุจือปนอาหาร (Food additives) ในหมวดอาหารควบคมุเฉพาะตามพระราชบญัญัติอาหาร
ปี พ.ศ. 2522 (จันทนา อึง้ชูศกัดิ์. 2555: 83) ปัจจุบนัพบว่าสารให้ความหวานเข้ามามีบทบาทใน
อตุสาหกรรมการผลิตอาหารและเคร่ืองดื่มประเภทตา่งๆมากมาย อาทิเช่น น า้อดัลม ชา กาแฟปรุงแตง่
ส าเร็จรูปหรือเคร่ืองด่ืมส าหรับผู้ ท่ีต้องการควบคมุน า้หนกั ลกูอมลกูกวาด น า้ตาลส าหรับโรยหน้าขนม 
เป็นต้น โดยสารให้ความหวานสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ สารให้ความหวานชนิดท่ีให้พลงังาน 
ได้แก่ ซูโครส (sucrose) ฟรุกโตส (fructose) กลูโคส (glucose) และซูการ์แอลกอฮอล์ (sugar 
alcohol) เช่น ซอร์บิทอล (sorbitol) ไซลิทอล (xylitol) มาลิทอล (malitol) เป็นต้น ซึ่งสารกลุ่มนีใ้ห้
พลงังานประมาณ 2-4 กิโลแคลอรีตอ่กรัม และสารให้ความหวานชนิดท่ีไม่ให้พลงังานหรือเรียกว่า สาร
ให้ความหวานเทียม (artificial sweetening agent) เป็นสารท่ีสงัเคราะห์ขึน้ เพ่ือน ามาใช้แทนน า้ตาล 
แต่ไม่มีคุณค่าทางโภชนาการ มีทัง้หมด 5 ชนิด ได้แก่ แอสพาร์แทม แซคคาริน อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม ซูคราโลส และนีโอแทม สารกลุม่นีเ้ป็นกลุม่ท่ีมีคณุคา่ทางการแพทย์ เน่ืองจากถกูน ามาใช้
แทนน า้ตาลส าหรับผู้ ป่วยโรคเบาหวานและผู้ ป่วยโรคอ้วน (จนัทนา อึง้ชูศกัดิ์. 2555: 1-2) อย่างไรก็
ตามการรับประทานสารให้ความหวานนัน้ต้องบริโภคไม่เกินค่า Acceptable daily intake levels 
(ADI) ซึ่งเป็นปริมาณสูงสุดต่อวันท่ีสามารถรับประทานได้อย่างปลอดภัย เพ่ือไม่ให้เกิดผลเสียต่อ
สขุภาพของผู้บริโภค ดงันัน้จึงจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีต้องท าการวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวานเหล่านี ้
เพ่ือควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ให้เป็นไปตามมาตรฐานท่ีก าหนดและเพ่ือความปลอดภัยของ
ผู้บริโภค 
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 โดยในงานวิจยัครัง้นีส้นใจศกึษาการวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวานกลุ่มท่ีไม่ให้พลงังาน
จ านวน 3 ชนิด ได้แก่ อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แอสพาร์แทม และแซคคาริน ซึ่งเป็นสารให้ความหวาน
ท่ีนิยมน ามาเติมลงในผลิตภัณฑ์อาหารและเคร่ืองด่ืมประเภทต่างๆ ยกตวัอย่างเช่น อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียมถูกน ามาใช้มากในน า้อดัลม เคร่ืองด่ืมผง ชาและกาแฟส าเร็จรูป น า้เช่ือม ซอสรสหวาน
ตา่งๆ หมากฝร่ัง ลูกอมลูกกวาด เคร่ืองปรุงรสอาหารท่ีบรรจใุนถงุเล็ก น า้ตาลส าหรับโรยหน้าขนมปัง 
และเป็นสารกลบรสขมของตัวยาบางชนิดทางด้านเวชภัณฑ์ยา ส าหรับแอสพาร์แทมมักนิยมใส่ใน
น า้อดัลม เคร่ืองปรุงรสอาหารท่ีบรรจใุนถงุเล็ก หมากฝร่ังและธัญพืชตา่งๆ ส่วนแซคคารินถึงแม้ว่าจะมี
ประกาศห้ามใช้ในอาหารและเคร่ืองด่ืม เน่ืองจากพบว่าสามารถท าให้เกิดมะเร็งในกระเพาะปัสสาวะ
ของสตัว์ทดลอง แตย่งัคงสามารถใช้เป็นสารให้ความหวานประจ าโต๊ะอาหาร (tabletop sweeteners) 
ส าหรับผู้ ป่วยโรคเบาหวานและโรคอ้วนได้ ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงขอกล่าวถึงรายละเอียดเฉพาะสารให้
ความหวาน 3 ชนิดดงันี ้
 1.1 อะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม 
  1.1.1 คณุสมบตั ิ
   อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม (C4H4KNO4S) เป็นเกลือโพแทสเซียมสงัเคราะห์ลกัษณะ
เป็นผลึกสีขาว มีโครงสร้างคล้ายกบัแซคคาริน ดงัภาพประกอบ 1 มีคา่คงท่ีการแตกตวั (pKa) เท่ากบั 
2.2 สามารถละลายในน า้ได้ดี มีความเสถียรในชว่งคา่ pH 3-7 ทนความร้อนสงู และให้ความหวานเป็น 
200 เท่าของน า้ตาลซูโครส มีรสขมติดลิน้เล็กน้อย จึงมักใช้ร่วมกับสารให้ความหวานตัวอ่ืน เช่น 
แอสพาร์แทม เพ่ือลดรสขม และเสริมฤทธ์ิให้มีความหวานเพิ่มขึน้ด้วย (กล้าณรงค์ ศรีรอต. 2542: 89-
90) 
 

 
 

ภาพประกอบ 1 โครงสร้างทางเคมีของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม 
 
 ท่ีมา: Zygler; Wasik; & Namiesnik. (2009: 1084). 
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  1.1.2 ความเป็นพิษ 
   อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมไม่เกิดการสะสมในร่างกาย เน่ืองจากหลงัจากบริโภคอะซิ
ซลัเฟม-โพแทสเซียมแล้วร่างกายสามารถดดูซึมอย่างรวดเร็ว และก าจดัออกในรูปเดิม จากข้อมลูสรุป
ขององค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา การใช้สารให้ความหวานชนิดนีใ้นคนยงัไม่พบอนัตราย
ใดๆ รวมทัง้สามารถใช้ได้ในสตรีมีครรภ์ สตรีให้นมบตุร ผู้ ป่วยเบาหวาน และผู้ ป่วยภาวะฟีนิลคีโตนยู
เรีย (phenylketonuria) ได้อีกด้วย อย่างไรก็ตามองค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาได้ก าหนด
ปริมาณการรับประทานอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมไม่เกินคา่ ADI ซึ่งเท่ากบั 15 มิลลิกรัมตอ่น า้หนกัตวั 1 
กิโลกรัมตอ่วนั 
 
 1.2 แอสพาร์แทม 
  1.2.1 คณุสมบตั ิ
   แอสพาร์แทม (C14H18N2O5) มีลักษณะเป็นผงผลึกสีขาวและไม่มีกลิ่น เป็น
สารประกอบไดเพปไทด์ระหว่างกรดอะมิโน 2 ชนิดคือ กรดแอสพาร์ติก (L-aspartic acid) และฟีนิลอะ
ลานิน (L-phenylalanine) มีโครงสร้างทางเคมีดงัภาพประกอบ 2 ค่าคงท่ีการแตกตวั (pKa) เท่ากับ 
3.01 และ 7.37 ความสามารถในการละลายขึน้อยู่กับค่า pH และอุณหภูมิ โดยสามารถละลายได้ดี
ท่ีสุดท่ี pH 2.2 และละลายได้น้อยท่ีสุดท่ีจุดไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point) คือ pH 5.2 มีจุด
หลอมเหลว 246 องศาเซลเซียส ความเสถียรของสารละลายแอสพาร์แทม ขึน้กับอุณหภูมิ pH และ
เวลา โดยพบว่าคา่ pH ในช่วง 3-5 จะมีความเสถียรท่ีสดุ ซึ่งเป็นช่วง pH ท่ีพบในอาหารส่วนใหญ่อยู่
แล้ว (กล้าณรงค์ ศรีรอต. 2542: 73-77) สามารถสลายตวัเม่ือสมัผสัความร้อนสงูท าให้มีรสขม จึงไม่
สามารถใช้ในการปรุงอาหารขณะร้อนบนเตาได้ แอสพาร์แทมให้พลงังานเท่ากับน า้ตาลคือ 4 กิโล
แคลอรีตอ่กรัม แตเ่น่ืองจากให้ความหวานเป็น 180-200 เท่าของน า้ตาลซูโครส จึงใช้ในปริมาณน้อย
มากจนถือว่าเป็นปริมาณท่ีไม่ให้พลังงานกับร่างกาย ดังนัน้แอสพาร์แทมจึงถูกจัดเป็นวัตถุเจือปน
อาหารชนิดท่ีไมใ่ห้พลงังานเช่นเดียวกบัอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม 
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ภาพประกอบ 2 โครงสร้างทางเคมีของแอสพาร์แทม 
 
 ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Zygler; Wasik; & Namiesnik. (2009: 1085). 
 
  1.2.2 ความเป็นพิษ 
   แอสพาร์แทมมีความอนัตรายเฉพาะผู้ ป่วยภาวะฟีนิลคีโตนยเูรียเท่านัน้ เน่ืองจากเม่ือ
รับประทานแอสพาร์แทมเข้าไปร่างกายจะย่อยสลายได้เป็น 3 โมเลกลุคือ กรดแอสพาร์ติก ฟีนิลอะลา
นิน และเมทานอล ซึ่งกรดแอสพาร์ติกและเมทานอลร่างกายสามารถก าจดัได้ จึงไม่เกิดการสะสมใน
ร่างกาย  (Kaufman. 1999: 3160) แตฟี่นิลอะลานินนัน้ในผู้ ป่วยภาวะฟีนิลคีโตนยเูรียจะไม่มีเอนไซม์ท่ี
ชว่ยยอ่ยฟีนิลอะลานิน ท าให้ระดบัฟีนิลอะลานินในเลือดสงูกว่าปกติ ส่งผลยบัยัง้การขนส่งของกรดอะ
มิโนผ่านผนงัเซลล์ประสาท ท าให้ระดบักรดอะมิโนในเซลล์ประสาทลดลง ท าให้เกิดความผิดปกติทาง
สมองหรือเกิดภาวะ Mental retardation ซึ่งเป็นภาวะท่ีสมองหยุดพฒันาหรือพฒันาไม่สมบูรณ์ได้ 
ดงันัน้จึงท าให้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีส่วนผสมของแอสพาร์แทม ต้องมีการแสดงข้อความบนฉลากว่า “มีฟี
นิลอะลานิน” และแสดงค าเตือนว่า “ห้ามใช้ในผู้ ท่ีมีภาวะฟีนิลคีโตนยเูรีย” (วรรณคล เชือ้มงคล. 2551: 
162) อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าแอสพาร์แทมจะไม่เป็นอันตรายต่อคนทั่วไป แต่มีการรายงานว่าเม่ือ
รับประทานเป็นเวลานานๆอาจพบอาการข้างเคียงเล็กน้อยในบางคน เช่น ปวดศีรษะ ดงันัน้องค์การ
อาหารและยาของสหรัฐอเมริกาจงึได้ก าหนดปริมาณ ADI ของแอสพาร์แทมอยู่ในช่วง 40-50 มิลลิกรัม
ตอ่น า้หนกัตวั 1 กิโลกรัมตอ่วนั (วรรณคล เชือ้มงคล. 2551: 162) 
 
 
 
 

L-aspartic acid 

L-phenylalanine 

Methanol 
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 1.3 แซคคาริน 
  1.3.1 คณุสมบตั ิ
   แซคคารินหรือขณัฑสกร (C7H5NO3S) เป็นสารให้ความหวานท่ีใช้กันมานาน เดิมใช้
เป็นสารเคมีส าหรับท าลายหรือยบัยัง้การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ (antiseptic) และใช้ในการถนอม
อาหาร แซคคารินมีลกัษณะเป็นผลึกสีขาว โครงสร้างทางเคมีดงัภาพประกอบ 3 มีคา่คงท่ีการแตกตวั 
(pKa) เท่ากบั 1.8 ความสามารถในการละลายเม่ืออยู่ในรูปเกลือเท่ากบั 6.67 กรัมในน า้ 100 กรัม (ท่ี 
25 องศาเซลเซียส) นอกจากนีย้ังสามารถละลายในตวัท าละลายชนิดอ่ืน เช่น โพรพิลีนไกลคอล 
แอลกอฮอล์ และกลีเซอรอล เป็นต้น แต่เม่ืออยู่ในรูปของกรดจะละลายได้น้อย แซคคารินมีจุด
หลอมเหลว 228.8-229.7 องศาเซลเซียส สามารถทนความร้อนสงูได้ แซคคารินมีความหวานเป็น 300-
400 เทา่ของน า้ตาลซูโครส โดยจะให้ความหวานเพิ่มขึน้ทีละน้อยจนสงูสดุ แล้วจะคงความหวานอยู่ได้
นานจนรู้สึกขม ฝาด และกระด้าง (metallic) ติดลิน้ โดยความขมจะมากหรือน้อยขึน้กบัความเข้มข้น
ของแซคคาริน (กล้าณรงค์ ศรีรอต. 2542: 85-87) 
 

 
 

ภาพประกอบ 3 โครงสร้างทางเคมีของแซคคาริน หรือขณัฑสกร 
 
 ท่ีมา: Riera; et al. (2007: 627). 
 
  1.3.2 ความเป็นพิษ 
   มีการศกึษาพบวา่แซคคารินท าให้เกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะในหนูเม่ือใช้ในปริมาณ
สงูมาก สง่ผลให้บางประเทศประกาศห้ามใช้สารนีผ้สมอาหาร แตต่อ่มามีผลการศกึษาวิจยัจากสถาบนั
มะเร็งแห่งชาติของสหรัฐอเมริกาพบว่า การเกิดเนือ้งอกจากการใช้แซคคารินในหนูทดลองนัน้ยงัไม่มี
หลักฐานว่าจะท าให้เกิดมะเร็งในคนได้ ท าให้มีการน าแซคคารินกลับมาใช้อีกครัง้ โดยปริมาณท่ี
องค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาอนุญาตให้รับประทานได้โดยไม่มีรายงานการเกิดความ

http://www.google.co.th/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.productosaditivos.com/en/producto/5/acid-saccharin--insoluble-saccharin&ei=TZteVdGuA5K_uASvnYOgCg&psig=AFQjCNFpkA7lGo4TYLvWM4BHhSK26Yw7Ow&ust=1432349050897066


11 
 

 

ผิดปกติใดๆคือท่ีระดบั ADI ไม่เกิน 5 มิลลิกรัมตอ่น า้หนกัตวั 1 กิโลกรัมตอ่วนั และไม่แนะน าให้ใช้ใน
สตรีมีครรภ์เน่ืองจากมีบางการศกึษาพบว่า แซคคารินสามารถซึมผ่านรกเข้าไปในเนือ้เย่ือของทารกใน
ครรภ์ได้ ส าหรับในประเทศไทยกระทรวงสาธารณสุขอนุญาตให้ใช้ เป็นวัตถุท่ีให้ความหวานส าหรับ
เฉพาะผู้ ป่วยโรคเบาหวานและผู้ ป่วยโรคอ้วนท่ีต้องจ ากัดปริมาณน า้ตาลเท่านัน้ ไม่อนญุาตให้ใช้แซค
คารินในเคร่ืองดื่มและอาหารทัว่ไป (กระทรวงสาธารณสขุ. 2544: ออนไลน์) 
 
2. คาเฟอีน 
 ในปัจจบุนัคาเฟอีนถกูใช้เป็นสว่นผสมของอาหารและเคร่ืองด่ืมมากมาย (พิมพ์เพ็ญ พรเฉลิม
พงศ์. 2558: ออนไลน์) โดยเฉพาะน า้อดัลม ซึ่งเคร่ืองด่ืมนีม้กัเติมสารให้ความหวานลงไปด้วย ท าให้
พบว่าเม่ือท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวานนัน้มักจะพบปริมาณคาเฟอีนรวมอยู่ด้วย
เชน่กนั 
 2.1 คุณสมบัต ิ
  คา เฟ อีน  (C8H10N4O2)  เ ป็นกลุ่ มสารอัลคาลอยด์  อยู่ ในตระกูล เมทิลแซนทีน 
(methylxanthine) มีลกัษณะเป็นผงสีขาว มีรสขม ไม่มีกลิ่น โครงสร้างทางเคมีดงัภาพประกอบ 4 มี
ฤทธ์ิเป็นสารกระตุ้นท่ีพบตามธรรมชาติโดยพบได้ในเมล็ดและใบ หรือผลของพืชมากกว่า 63 ชนิด เช่น 
ใบชา เมล็ดกาแฟ เมล็ดโกโก้ เมล็ดโคล่า มีคา่คงท่ีการแตกตวั (pKa) เท่ากับ 8.30 ละลายได้ดีในน า้
ร้อน และละลายได้เล็กน้อยในน า้เย็น  
 

 
 

ภาพประกอบ 4 โครงสร้างทางเคมีของคาเฟอีน 
 
 ท่ีมา: Earley. (2008: ออนไลน์). 
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 2.2 ความเป็นพษิ 
  คาเฟอีนมีฤทธ์ิกระตุ้นระบบประสาทส่วนกลาง โดยการออกฤทธ์ิจะแปรตามปริมาณของ
คาเฟอีนท่ีร่างกายได้รับ โดยคาเฟอีน 50-200 มิลลิกรัมต่อวัน จะกระตุ้นให้ร่างกายไม่ง่วง ต่ืนตัว 
กระปรีก้ระเปร่า สดช่ืน มีความรู้สึกว่ามีแรง แต่ถ้ามากถึงระดบั 200-500 มิลลิกรัม อาจท าให้ปวด
ศีรษะ เครียด กระวนกระวาย มือสัน่ และนอนไม่หลบั และถ้ามากเกินกว่า 1,000 มิลลิกรัม จะท าให้มี
อาการกระสบักระส่าย กระวนกระวาย หวัใจเต้นเร็ว คล่ืนไส้ เบื่ออาหารหรือท่ีเรียกว่า Caffeinism ซึ่ง
เป็นภาวะเสพติดคาเฟอีนนั่นเอง ดังนัน้กฎหมายจึงมีการก าหนดปริมาณคาเฟอีนในผลิตภัณฑ์
เคร่ืองดื่มแตล่ะชนิด เชน่ กาแฟพร้อมบริโภคก าหนดให้มีปริมาณคาเฟอีนสงูสดุได้ไม่เกิน 100 มิลลิกรัม
ต่อกาแฟ 100 มิลลิลิตร เคร่ืองด่ืมชูก าลงัมีปริมาณคาเฟอีนได้ไม่เกิน 50 มิลลิกรัมต่อภาชนะบรรจ ุ
น า้อดัลมก าหนดปริมาณคาเฟอีนไม่เกิน 15 มิลลิกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร ในขณะท่ีชาปรุงส าเร็จพร้อม
บริโภคไมไ่ด้มีการก าหนดปริมาณคาเฟอีนสงูสดุไว้ (ปรุฬห์ รุจนธ ารงค์. 2554: ออนไลน์) 
  การได้รับปริมาณคาเฟอีนเกินขนาดท่ีก าหนดจะส่งผลเสียต่อสุขภาพ (ช่อทิพยวรรณ 
พนัธุ์แก้ว. 2537: 101-107) เน่ืองด้วยคาเฟอีนเป็นตวักระตุ้นระบบประสาทส่วนกลาง ส่งผลให้ต่อม
หมวกไตหลัง่ฮอร์โมนอะดรีนาลีน (adrenaline) ซึ่งส่งผลเสียต่อการเพิ่มอตัราการเต้นของหวัใจ การ
หายใจ และความดนัโลหิต นอกจากนีค้าเฟอีนยงัท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงระดบัน า้ตาลในเลือดอย่าง
รุนแรง เพิ่มการคดัหลัง่ของกรดในกระเพาะอาหาร นอกจากนีค้าเฟอีนยงัส่งผลให้เกิดโรคกระดกูพรุน
หลงัวยัหมดประจ าเดือน อีกทัง้เป็นยาขบัปัสสาวะอ่อนๆ ท่ีเพิ่มการขับปัสสาวะ  อาจท าให้ร่างกาย
สญูเสียน า้และเกลือแร่ได้ 
 
3. เทคนิคโฟลอินเจคชันอะนาลิซสิ (Flow Injection Analysis: FIA) 
 เทคนิคโฟลอินเจคชันอะนาลิซิสได้รับการพัฒนาโดยรูซิคกา (Ruzicka) และแฮนเซน 
(Hansen) ในปี ค.ศ. 1974 เป็นเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์แบบอตัโนมตัิท่ีมีหลกัการพืน้ฐานคือการฉีด
สารตวัอยา่งปริมาณน้อยๆ เข้าไปในกระแสตวัพา (carrier) ซึ่งอาจเป็นรีเอเจนต์หรือตวัท าละลายท่ีไหล
อย่างตอ่เน่ืองภายในระบบท่อพลาสติก ท่ีมีเส้นผ่านศนูย์กลางภายในขนาดเล็ก ด้วยอตัราการไหลท่ี
เหมาะสมและคงท่ีตลอดการทดลองซึ่งถกูควบคมุโดยใช้เคร่ืองเพอริสตาลติกป๊ัม (peristaltic pump) 
สารตวัอยา่งจะเข้าผสมกบักระแสตวัพาด้วยการแพร่กระจายแล้วเกิดเป็นท่อนตวัอย่าง (sample zone) 
ถกูพาไปยงับริเวณท่ีเกิดการผสม (mixing coil) ท าให้สารตวัอย่างเกิดการเปล่ียนแปลง เช่น เกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีสี การเปล่ียน pH และกระแสไฟฟ้า เป็นต้น จากนัน้กระแสตวัพาจะพาเอา
ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้แพร่ไหลเข้าสู่เคร่ืองตรวจวดั โดยปริมาณของสารละลายตวัอย่างสามารถตรวจวดั
ได้จากสัญญาณความสูงของพีคและพืน้ท่ีใต้พีค (แม้น อมรสิทธ์ิ; และคนอ่ืนๆ. 2555: 565-566) 
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เทคนิคการไหลแบบอตัโนมตันีิเ้ร่ิมเป็นท่ีนิยมมากขึน้เร่ือยๆ จนในปัจจบุนัมีการน าไปใช้ประโยชน์อย่าง
กว้างขว้าง เช่น อตุสาหกรรม การแพทย์ เกษตรกรรม เป็นต้น อนัเน่ืองมาจากมีความหลากหลายและ
สามารถน าไปดดัแปลงวิธีการวิเคราะห์ได้หลายรูปแบบ จึงท าให้เป็นท่ียอมรับจากนกัเคมีวิเคราะห์ว่า
เป็นเทคนิคท่ีสามารถท าได้สะดวก รวดเร็ว ราคาไมแ่พง ให้ข้อมลูการวิเคราะห์ท่ีน่าเช่ือถือ และสามารถ
พฒันาให้เป็นแบบอตัโนมตัไิด้ง่ายโดยอาศยัการควบคมุผ่านคอมพิวเตอร์ 
 จากหลกัการท่ีกลา่วมาข้างต้นจะเห็นได้ว่าเทคนิคโฟลอินเจคชนัอะนาลิซิสมีความคล้ายคลึง
กับเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง แต่ด้วยการใช้สารเคมีท่ีมีปริมาณน้อยกว่าจึงท าให้
เทคนิคโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส เป็นเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์เชิงสะอาด (green analytical 
chemistry) ท่ีลดการใช้สารเคมีและสารตวัอยา่ง ท าให้เกิดของเสียน้อย มีความเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อม 
ปัจจบุนัจงึได้มีการประยกุต์ใช้เทคนิคโฟลอินเจคชนัอะนาลิซิส ร่วมกบัเทคนิคอ่ืนๆมากมาย โดยเฉพาะ
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว (แม้น อมรสิทธ์ิ; และคนอ่ืนๆ. 2555: 571) โดยในงานวิจยันีมี้ความ
สนใจศึกษาและออกแบบระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีซึ่งเป็นระบบท่ีน าเอาเทคนิคโฟลอินเจค
ชนัอะนาลิซิสมาประยกุต์ใช้ร่วมกบัคอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 ส าหรับการแยกสารท่ีสนใจท าให้ระบบ
ดงักล่าวมีความคล้ายคลึงกบัเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง แตมี่ขนาดของเคร่ืองมือท่ี
เล็กกว่า ราคาถูกกว่า สะดวก รวดเร็ว และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากกว่า โดยในระบบจะ
ประกอบด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ท าหน้าท่ีเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีพาสารละลายตวัอย่างไปท าการแยก
ภายในคอลมัน์ท่ีบรรจวุฏัภาคคงท่ีชนิด C18 แล้วตรวจวิเคราะห์สารท่ีแยกออกจากคอลมัน์ด้วยเคร่ือง
ตรวจวดั (detector) สว่นประกอบท่ีส าคญัในระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีแสดงดงัภาพประกอบ 
5 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 สว่นประกอบท่ีส าคญัในระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี 
 

mobile phase 

peristaltic pump 

injection valve 
column 

detector 

sample 
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 ส าหรับอปุกรณ์ท่ีน ามาประกอบเป็นระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี (แม้น อมรสิทธ์ิ; และ
คนอ่ืนๆ. 2555: 583-592) มีรายละเอียดดงันี ้
 3.1 ท่อขนาดเล็ก 
  ท าหน้าท่ีเป็นทางเดินของสารละลาย ซึ่งอาจมีการดดัแปลงให้เหมาะสมกบัปฏิกิริยาของ
ระบบท่ีต้องการวิเคราะห์ โดยจะต้องท าจากวสัดท่ีุทนทานตอ่สารเคมี โดยเฉพาะตวัท าละลายอินทรีย์ 
โดยทั่วไปนิยมใช้ท่อพลาสติกชนิดไทกอน (Tygon) และชนิดเทฟลอน (Teflon) หรือ PTFE 
(Polytetrafluoroethylene) 
 
 3.2 ระบบขับเคล่ือนของเหลว 
  เป็นอปุกรณ์ท่ีมีความส าคญัมากท่ีสดุในระบบการไหลแบบความดนัต ่า นิยมใช้เพอริส 
ตาลติกป๊ัมในการขบัเคล่ือนของเหลวหรือสารละลายสามารถควบคมุให้มีอตัราการไหลของสารละลาย
ท่ีคงท่ี อปุกรณ์ประกอบด้วยชดุลกูกลิง้ท าหน้าท่ีเป็นตวัขบัเคล่ือนสารละลาย โดยการบีบรัดสายยาง
แสดงดงัภาพประกอบ 6 ท าให้สารละลายถกูล าเลียงไปตามทิศทางการหมนุ ในขณะท่ีลกูกลิง้หมนุ 
ความเร็วรอบในการหมนุของลกูกลิง้จะก าหนดอตัราการไหลของสารละลายวฏัภาคเคล่ือนท่ี ให้คงท่ี
ตลอดการวิเคราะห์ได้ 
 

 
 

ภาพประกอบ 6 ระบบการขบัเคล่ือนสารละลายของเพอริสตาลตกิป๊ัม 

 
 ท่ีมา: แม้น อมรสิทธ์ิ; และคนอ่ืนๆ. (2555: 585). 
 
 3.3 ชุดอุปกรณ์ฉีดตัวอย่าง (injection valve) 
  เป็นอปุกรณ์ส าหรับฉีดสารละลายตวัอยา่งเข้าสู่ระบบ ท่ีสามารถควบคมุปริมาตรของสาร
ตวัอย่างท่ีฉีดให้คงท่ี ซึ่งนิยมใช้เป็นแบบ 6-ports valve แสดงการท างานดงัภาพประกอบ 7 ต าแหน่ง 
load คือการเก็บสารตวัอยา่ง และต าแหนง่ inject คือการฉีดสารตวัอยา่งเข้าไปในกระแสของตวัพา 

in 

out 

peristaltic pump 
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ภาพประกอบ 7 ทิศทางการไหลของสารละลายท่ีต าแหนง่ Load และ Inject 
 
 ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Yebra-Biurrun. (2009: ออนไลน์). 
 
 3.4 คอลัมน์ 
  เป็นอุปกรณ์ท่ีเพิ่มเติมเข้าไปในระบบเพ่ือใช้ส าหรับการแยกสารท่ีสนใจจะวิเคราะห์ 
โดยทัว่ไปคอลมัน์แบบลกัษณะอนภุาคขนาดความยาวในชว่ง 10-25 เซนติเมตรมกันิยมน ามาใช้ในการ
วิเคราะห์ในเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู เน่ืองจากคอลมัน์ชนิดนีจ้ะมีแรงดนัย้อนกลบัท่ี
คอ่นข้างสงู จงึต้องใช้ป๊ัมชนิดแรงดนัสงูในการขบัเคล่ือนพาวฏัภาคเคล่ือนท่ีและสารตวัอย่างให้ไหลเข้า
สูค่อลมัน์ได้ แตใ่นเทคนิคโฟลอินเจคชนัอะนาลิซิสมกันิยมใช้ป๊ัมแรงดนัต ่า จึงเหมาะกบัการน าคอลมัน์
ขนาดเล็ก (ความยาว < 5 เซนตเิมตร) มาประยกุต์ใช้ในการแยกสารส าคญั ซึง่คอลมัน์ท่ีใช้ในงานวิจยันี ้
คือคอลมัน์อนภุาคทรงกลมชนิด C18 ท่ีมีความยาวไม่เกิน 1 เซนติเมตร จึงท าให้มีแรงดนัย้อนกลบัต ่า 
สามารถใช้เพอริสตาลติกป๊ัมซึ่งเป็นป๊ัมแรงดนัต ่าในการขบัเคล่ือนวฏัภาคเคล่ือนท่ีและสารตวัอย่างใน
ระบบได้ (แม้น อมรสิทธ์ิ; และคนอ่ืนๆ. 2555: 425) 
 
 3.5 เคร่ืองตรวจวัด 
  เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวัดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพหรือทางเคมีท่ีเกิดขึน้ สามารถ
เลือกใช้ได้ตามความเหมาะสม ขึน้กับลกัษณะของสารท่ีสนใจวิเคราะห์ เช่น เคร่ืองตรวจวดัชนิดสเปก
โทรโฟโตมิเตอร์ สเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ อะตอมมิกแอพซอร์ปชันสเปกโทรมิเตอร์ และโพเทนชิโอ
มิเตอร์ เป็นต้น ในงานวิจยันีส้ารให้ความหวานและคาเฟอีนสามารถดดูกลืนแสงได้ในช่วงความยาว
คล่ืน 200-280 นาโนเมตร จึงท าการตรวจวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลงโดยใช้เคร่ืองยูวี วิซิ
เบลิสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ และบนัทกึสญัญาณด้วยระบบคอมพิวเตอร์ 
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4. งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 จากการค้นคว้างานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง พบว่าการวิเคราะห์ปริมาณกลุ่มสารให้ความหวานและ
คาเฟอีนมีด้วยกันหลากหลายเทคนิค มีทัง้เทคนิคท่ีนิยมวิเคราะห์ครัง้ละ 1 ชนิด เช่น เทคนิคสเปก
โทรโฟโตเมตรี และเทคนิคท่ีสามารถวิเคราะห์ได้หลายชนิดพร้อมกัน เช่น เทคนิคทางโครมาโทกราฟี 
เทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส และเทคนิคโฟลอินเจคชนัอะนาลิซิส เป็นต้น โดยในงานวิจยันีมุ้่งเน้น
เฉพาะเทคนิคท่ีสามารถวิเคราะห์ปริมาณสารพร้อมกนัหลายชนิดเทา่นัน้ รายละเอียดดงันี ้
 4.1 เทคนิคโครมาโทกราฟี 
  4.1.1 เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
   ในปี ค.ศ. 2006 ดีมิราเล และคณะ (Demiralay; Özkan; & Guzel-Seydim. 2006: 
91-96)  ท าการวิเคราะห์ปริมาณวตัถเุจือปนในอาหารแบบพร้อมกนั 6 ชนิด ประกอบด้วยสารให้ความ
หวาน ได้แก่ แอสพาร์แทม อะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน และวัตถุกันเสีย ได้แก่ กรดซอร์บิก 
(sorbic acid) กรดเบนโซอิก (benzoic acid) และสารแตง่กลิ่น ได้แก่ วานิลลิน (vanillin) ในตวัอย่าง
เคร่ืองด่ืมโคล่าและเคร่ืองด่ืมผงด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยใช้คอลมัน์ชนิด 
C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) และสารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์กับสารละลาย
แอมโมเนียมอะซิเตตบฟัเฟอร์เข้มข้น 0.005 โมลาร์ (pH 4.0) ในอตัราส่วนร้อยละ 15:85 โดยปริมาตร
เป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี  ท่ีอตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที ผลการทดลองส่วนของสารให้ความหวาน
ทัง้ 3 ชนิดคือ แอสพาร์แทม อะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม และแซคคาริน ได้ท าการตรวจวดัท่ีความยาว
คล่ืน 203, 230 และ 220 นาโนเมตรตามล าดบัพบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 40 นาที มี
ความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 1.5-75.0 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และมีคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้อยู่
ในช่วง 0.2-3.1 ไมโครกรัมต่อกรัม และสามารถน าวิธีนีไ้ปประยกุต์ใช้วิเคราะห์ตวัอย่างเคร่ืองด่ืมโคล่า
และเคร่ืองดื่มผงได้จริง โดยมีคา่เฉล่ียร้อยละของการคืนกลบัอยูใ่นช่วง 98-105 
   ปี ค.ศ. 2006 ดอสสิ และคณะ (Dossi; et al. 2006: 557-562) ท าการวิเคราะห์กลุ่ม
สารให้ความหวาน ได้แก่ อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แอสพาร์แทม แซคคาริน วตัถกุนัเสีย ได้แก่ โซเดียม
เบนโซเอต (sodium benzoate) กรดซอร์บิก และสีผสมอาหาร ได้แก่ ปองโซ 4 อาร์ (ponceau 4R) ซนั
เซต เยลโลว์ (sunset yellow) ทาร์ทราซีน (tartrazine) ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู ในระบบเกรเดียนต์ โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 10 μm) และ
ใช้สารละลายผสมระหว่างเมทานอลต่อสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เข้มข้น 0.1 โมลาร์ (pH 4.0) ใน
อตัราส่วนร้อยละ 5:95 และ 40:60 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีอตัราการไหล 1.2 มิลลิลิตรตอ่
นาที โดยในส่วนของสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดคือ อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แอสพาร์แทม แซคคา
ริน ได้ท าการตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืนท่ี 235, 210 และ 210 นาโนเมตรตามล าดบั พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลา
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ในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 20 นาที มีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้อยู่ในช่วง 0.1-3.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
และค่าเฉล่ียร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 96.9-103.2 สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในตรวจวัด
ปริมาณสารให้ความหวาน วตัถกุนัเสีย และสีผสมอาหาร ในตวัอยา่งเคร่ืองดื่มได้จริง 
   งานวิจยัของ วาสิก และคณะ (Wasik; McCourt; & Buchgraber. 2007: 187-196) 
ในปี ค.ศ. 2007 ท าการวิเคราะห์ปริมาณกลุ่มสารให้ความหวาน 9 ชนิด ได้แก่ อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม แอสพาร์แทม แซคคาริน อะลิเทม (alitame) กรดไซคลามิก (cyclamic acid) ดลัซิน 
(dulcin) นีโอแทม นีโอเอสเปอริดีนไดไฮโดรซาล์โซน (neohesperidine dihydrochalcone) และซู
คราโลส ในตวัอย่างประเภทตา่งๆ ได้แก่ น า้อดัลม เคร่ืองด่ืมไร้คาร์บอเนต น า้ผลไม้กระป๋อง น า้ผลไม้
บรรจุขวด และโยเกิร์ต ท าการเตรียมตัวอย่างโดยใช้เทคนิคการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง (solid-
phase extraction) และวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยใช้คอลมัน์ชนิด 
C18 (250 mm × 3 mm, 5 μm) ท าการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนท์ท่ีมีสารละลายบฟัเฟอร์ไตรเอตทิ
ลามีนฟอร์เมต (pH 4.5) ผสมกับเมทานอลและอะซิโตน ในอตัราส่วนร้อยละ 24:69:7 โดยปริมาตร
เป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีระบบท่ี 1 และอตัราส่วนร้อยละ 82:11:7 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีระบบท่ี 
2 ท่ีอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที และท าการตรวจวัดด้วยเคร่ืองตรวจวัดการกระเจิงแสง 
(evaporative light scattering detector) พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 25 นาที มีความเป็น
เส้นตรงอยู่ในช่วง 12.5-2000 ไมโครกรัมต่อกรัม (R>0.98) มีร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 93-109  
และมีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ 15 ไมโครกรัมตอ่กรัม 
   ตอ่มาในปี ค.ศ. 2009 หยาง และเฉิน (Yang; & Chen. 2009: 3022-3027) ได้
พัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพ่ือท าการวิเคราะห์ปริมาณกลุ่มสารให้ความ
หวาน 8 ชนิด ได้แก่ แอสพาร์แทม แซคคาริน อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม นีโอแทม ซูคราโลส อะลิเทม ไซ
คลาเมต (cyclamate) และสตีวิโอไซด์ (stevioside) แบบพร้อมกนัหลายชนิด ในตวัอย่างประเภทตา่งๆ 
ได้แก่ ไวน์ เบียร์ น า้ส้ม น า้แอปเปิล้ น า้ชาสมุนไพร ผลไม้กระป๋อง และเค้ก โดยมีคอลมัน์ C18 (250 
mm × 4.5 mm, 5 μm) เป็นวฏัภาคคงท่ี ส่วนวฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็นสารผสมท่ีมีสารละลายบฟัเฟอร์ไตร
เอตทิลามีนฟอร์เมตผสมกับเมทานอลและอะซิโตน ในอตัราส่วนร้อยละ 24:69:7 โดยปริมาตรเป็นวัฏ
ภาคเคล่ือนท่ีระบบท่ี 1 และอตัราส่วนร้อยละ 82:11:7 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีระบบท่ี 2 ท่ี
อตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี ผลการทดลองพบว่ามี
คา่ร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 95.4-104.3 เม่ือสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็นเส้นตรงของ
แอสพาร์แทม แซคคาริน อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม นีโอแทม ซูคราโลส อะลิเทม ไซคลาเมต และสตีวิโอ
ไซด์อยู่ในช่วง 0.20-20.0, 0.05-5.00, 0.10-5.0, 0.10-10.0, 0.30-30.0, 0.08-8.00, 0.05-5.00 และ 
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0.50-15.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (R2>0.998) และมีค่าความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัสาร
ให้ความหวานทัง้ 8 ชนิดได้น้อยกวา่ 0.10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
   ในปี ค.ศ. 2011 กฤตสนุนัท์กลุ และจกัรมณีุ (Kritsunankul; & Jakmunee. 2011: 
1342-1349) ได้ท าการพฒันาวิธีการเตรียมตวัอย่างแบบอตัโนมตัิด้วยการแยกสารผ่านเย่ือ (dialysis) 
และใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงส าหรับวิเคราะห์ปริมาณวตัถุเจือปนในอาหาร 5 
ชนิดแบบพร้อมกนั ได้แก่ อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน คาเฟอีน กรดเบนโซอิก และกรดซอร์บิก 
ในตวัอยา่งเคร่ืองดื่มท่ีไมมี่แอลกอฮอล์และอาหารเหลว โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 
5 μm) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในระบบไอโซเครติกโดยมีวฏัภาคเคล่ือนท่ี คือ สารละลายผสม
ระหว่างแอซีโตไนไตรล์ เมทานอล และสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เข้มข้น 0.025 โมลาร์ (pH 3.75) 
ในอัตราส่วนร้อยละ 5:30:65 โดยปริมาตร ท่ีอัตราการไหล 1.2 มิลลิลิตรต่อนาที ท าการตรวจวัดท่ี
ความยาวคล่ืน 230 นาโนเมตร จากผลการทดลองพบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 14 นาที อะซิ
ซลัเฟม-โพแทสเซียมและแซคคารินมีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 10-100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร กรดเบนโซ
อิกมีความเป็นเส้นตรงอยูใ่นชว่ง 10-250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร คาเฟอีนและกรดซอร์บิกมีความเป็นเส้นตรง

อยู่ในช่วง 10-500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (R2≥0.9979) และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ของอะซิซลัเฟม-
โพแทสเซียม แซคคาริน คาเฟอีน กรดเบนโซอิก และกรดซอร์บิกเท่ากบั 0.1, 0.1, 0.3, 1.8 และ 0.4 
มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั วิธีนีมี้ค่าเฉล่ียร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 80-138 และมีค่าความ
เท่ียงท่ีดีแสดงในรูปของร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) น้อยกว่า 5 วิธีการวิเคราะห์นี ้
สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ในตวัอย่างจริง และใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ 
   ในปี ค.ศ. 2012 ซิค (Sik. 2012: 1443-1452) ได้ท าการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์
ปริมาณอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืม โดยใช้
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงแบบเคมีสีเขียว (green chemistry) ด้วยการใช้ตวัท า
ละลายท่ีเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อม ได้แก่ เอทานอล ในวฏัภาคเคล่ือนท่ี ซึ่งประกอบด้วยสารละลายผสม
ระหวา่งเอทานอลกบัสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เข้มข้น 0.0125 โมลาร์ (pH 3.5) ในอตัราส่วนร้อยละ 
20:80 โดยปริมาตร และใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
ท่ีอตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 225, 217, 217 และ 280 นาโนเมตร
ตามล าดบั วิธีการเตรียมตวัอยา่งคือน าตวัอยา่งมาท าการโซนิเคท และเจือจางด้วยสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์เข้มข้น 0.0125 โมลาร์ (pH 3.5) ก่อนน าไปวิเคราะห์ จากผลการทดลองพบว่าใช้เวลาในการ
วิเคราะห์ทัง้สิน้ 15 นาที สารทัง้ 4 ชนิดมีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงเดียวกันคือ 1.5-24 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร (R2≥0.999) และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้อยู่ในช่วง 0.011-0.024 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยวิธีนี ้
มีคา่เฉล่ียร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 98.40-100.25 และมีคา่ความเท่ียงแสดงในรูปของร้อยละ
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ของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) อยู่ในช่วง 0.44-1.61 เม่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ใน
ตวัอย่างเคร่ืองด่ืมพบว่าปริมาณสารให้ความหวานท่ีพบในตวัอย่างอยู่ในช่วง 25.47-409.92 มิลลิกรัม
ต่อลิตรและปริมาณคาเฟอีนท่ีพบในตัวอย่างอยู่ในช่วง 63.57-127.72 มิลลิกรัมต่อลิตร  เ ม่ือ
เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์กบัวิธีเดมิซึง่ใช้ตวัท าละลายอินทรีย์ชนิดแอซีโตไนไตรล์ในวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
พบว่าไม่มีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั ผู้วิจยัจึงสรุปว่าสามารถน าวิธีท่ีพฒันาขึน้ไปประยกุต์ใช้
ตรวจวดัปริมาณสารให้ความหวาน และคาเฟอีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมได้จริง และเป็นวิธีการวิเคราะห์ท่ี
มีความรวดเร็ว และปลอดภยัอีกด้วย 
   ในปี 2012 เกรมเบคก้า และซีเฟอร์ (Grembecka; & Szefer. 2012: 1010-1017) ได้
ท าการพฒันาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณคาเฟอีนและแอสพาร์แทมแบบพร้อมกนัในตวัอย่างอาหารเสริม 
และเคร่ืองด่ืมท่ีไม่มีแอลกอฮอล์ ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และตรวจวดัด้วย
เคร่ืองตรวจวดัชนิดอลัตร้าไวโอเลต-ไดโอดอาร์เรย์ (ultraviolet-diode array detector: UV-DAD) ท่ี
ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร ใช้คอลมัน์ชนิด C18 (150 mm × 4.6 mm, 5 μm) วฏัภาคเคล่ือนท่ี คือ 
สารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์กบัน า้ ในอตัราส่วนร้อยละ 15:85 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 
1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ 10 นาที คาเฟอีนมีคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้
เท่ากบั 62 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร และแอสพาร์แทมมีคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้เท่ากบั 43 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร วิธีนีมี้ค่าเฉล่ียร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วง 98.3-100.0 และมีค่าความเท่ียง
แสดงในรูปของร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) อยู่ในช่วง 0.09-1.12 วิธีการวิเคราะห์นี ้
สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ในตวัอย่างจริงได้ง่าย และใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ 
   ในปี ค.ศ. 2015 ออร์โดเนซ และคณะ (Ordoñez; et al. 2015: 162-168) ท าการ
พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวานพร้อมกัน 9 ชนิด ได้แก่ อะซิซัลเฟม อะลิเทม 
แอสพาร์แทม ไซคลาเมต นีโอเทม นีโอเอสเปอริดีนไดไฮโดรซาล์โซน แซคคาริน ซูคราโลส และสตีวิโอ
ไซด์ ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืม โดยใช้เทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูแบบเคมีสีเขียว ด้วย
การใช้วัฏภาคเคล่ือนท่ีท่ีเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ได้แก่ น า้และเอทานอล และตรวจวัดด้วยเคร่ือง
แมสสเปกโทรมิเตอร์ กระบวนการแยกเกิดขึน้ในคอลมัน์ชนิด Shodex C18 ขนาด 150 mm × 3.0 
mm, 4 μm (100 Å) ท าการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนท์ ใช้สารละลายผสมระหว่างน า้และ
แอมโมเนียมอะซิเตตบฟัเฟอร์เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ เป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีระบบท่ี 1 และใช้สารละลาย
ผสมระหว่างเอทานอลและแอมโมเนียมอะซิเตตบฟัเฟอร์เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ เป็นวัฏภาคเคล่ือนท่ี
ระบบท่ี 2 ท่ีอตัราการไหล 0.4 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการแยกสารผสม 23 นาที มีค่า
ร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 86-110 มีค่าความเท่ียงแสดงในรูปของร้อยละของส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (%RSD) น้อยกวา่ 12 และมีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ 0.05-10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
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  4.1.2 เทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี 
   ในปี ค.ศ. 2001 เฉิน และหวาง (Chen; & Wang. 2001: 57–64) ท าการวิเคราะห์
ปริมาณสารให้ความหวาน ได้แก่ แซคคาริน แอสพาร์แทม อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม วตัถกุนัเสีย ได้แก่ 
กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก พร้อมกันกับสารจ าพวกคาเฟอีน ทีโอโบรมีน และทีโอฟิลลีน ในตวัอย่าง
อาหาร ได้แก่ น า้อดัลมโคล่า น า้ผลไม้ นมเปรีย้ว ผลไม้หมกัดอง และยาเม็ด ด้วยเทคนิคไอออนโคร
มาโทกราฟี โดยใช้คอลมัน์ชนิดท่ีมีการแลกเปล่ียนไอออนลบ (ย่ีห้อ Shim-pack IC-A3, 150 mm × 4.6 
mm, 5 μm) ท่ีอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส วฏัภาคเคล่ือนท่ีคือสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เข้มข้น 5 
มิลลิโมลาร์ (pH 8.20) ต่อแอซีโตไนไตรล์ ในอตัราส่วนร้อยละ 96:4 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 1.0 
มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 205 และ 227 นาโนเมตร ผลการทดลองพบว่า
ใช้เวลาในการวิเคราะห์ 45 นาที โดยแซคคารินมีความเป็นเส้นตรงในช่วง 0.5-20 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส่วนแอสพาร์แทม อะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม กรดเบนโซอิก และกรดซอร์บิกมีความเป็น
เส้นตรงในช่วง1-40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คาเฟอีน ทีโอโบรมีน และทีโอฟิลลีนมีความเป็นเส้นตรง
ในช่วง 0.25-10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (R2>0.9982) สามารถน าไปประยกุต์ใช้ในตรวจวดัในตวัอย่าง
ได้จริงโดยมีคา่ร้อยละการคืนกลบัอยูใ่นช่วง 85-104 
   ในปี ค.ศ. 2005 จ ู และคณะ (Zhu; et al. 2005: 143-146) ท าการพฒันาเทคนิค
ไอออนโครมาโทกราฟีส าหรับการแยกและตรวจวิเคราะห์หาสารให้ความหวาน 4 ชนิด ได้แก่ แอสพาร์
แทม ไซคลาเมต อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม และแซคคาริน ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมและผลไม้ดอง โดย
ตรวจวดัด้วยการวดัการน าไฟฟ้า (conductivity detection)ใช้สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ ท่ี
อตัราการไหล 0.25 มิลลิลิตรตอ่นาที ท าหน้าท่ีเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีในการชะสารท่ีต้องการวิเคราะห์
ออกจากคอลมัน์ชนิดท่ีมีการแลกเปล่ียนไอออนลบ (ย่ีห้อ Ionpac AS11, 250 mm × 2 mm) ท่ี
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเน่ืองจากโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ให้สญัญาณการน าไฟฟ้าต ่า จึงท า
ให้สามารถเพิ่มความไวในการตรวจวิเคราะห์สารให้ความหวานเหล่านีไ้ด้ อีกทัง้ยังสามารถตรวจ
วิเคราะห์ในตวัอย่างจริงได้ โดยพบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 11 นาที คา่ขีดจ ากดัต ่าสุดท่ี
ตรวจวดัได้ของแอสพาร์แทม ไซคลาเมต อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม และแซคคาริน เท่ากบั 0.87, 0.032, 
0.019 และ 0.045 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ มีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 98.23-105.42, 
99.48-103.57, 97.96-103.23 และ 98.46-102.40 ตามล าดบั 
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 4.2 เทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส 
  ในปี ค.ศ. 2000 หลิน และคณะ (Lin; et al. 2000: 345-352) ท าการพฒันาวิธีวิเคราะห์
ปริมาณสารให้ความหวาน 4 ชนิด ได้แก่ ดลัซิน แอสพาร์แทม แซคคาริน อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม และ
วัตถุกันเสีย 9 ชนิด ได้แก่ กรดซอร์บิก กรดเบนโซอิก โซเดียมดีไฮโดรอะซิเตต (sodium 
dehydroacetate) เมทิลพารา-ไฮดรอกซิ เบนโซเอต (methyl-p-hydroxybenzoate) เอทิลพารา-     
ไฮดรอกซิเบนโซเอต (ethyl-p-hydroxybenzoate) โพรพิลพารา-ไฮดรอกซิเบนโซเอต (propyl-p-
hydroxybenzoate) ไอโซโพรพิลพารา-ไฮดรอกซิเบนโซเอต (isopropyl-p-hydroxybenzoate) บิวทิว
พารา-ไฮดรอกซิเบนโซเอต (butyl-p-hydroxybenzoate) และไอโซบิวทิวพารา-ไฮดรอกซิเบนโซเอต 
(isobutyl-p-hydroxybenzoate) แบบพร้อมกนัในตวัอย่างผลไม้หมกัดอง โดยน าตวัอย่างมาสกดัด้วย
เทคนิคการสกัดด้วยตวัดูดซับของแข็ง จากนัน้น าไปตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคไมเซลลาร์อิเล็กโทร
ไคเนทิคแคปิลลารีโครมาโทกราฟี (micellar electrokinetic capillary chromatography: MEKC) ใช้
คอลมัน์แคปิลลารีความยาว 57 เซนติเมตร และใช้สารละลายบฟัเฟอร์โซเดียมดีออกซีโคเลตเข้มข้น 
0.05 โมลาร์, ฟอสเฟตบฟัเฟอร์เข้มข้น 0.01 โมลาร์, โซเดียมเตตระโบเรตเข้มข้น 0.01 โมลาร์ (pH 8.6) 
และ 5% แอซีโตไนไตรล์ เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 214 นาโนเมตร จากผล
การทดลองพบว่ามีคา่ร้อยละการคืนกลบัประมาณ 90 และมีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวดั
ได้อยูใ่นชว่ง 10-25 ไมโครกรัมตอ่กรัม 

  ในปี ค.ศ. 2011 เบอร์กาโม่ และคณะ (Bergamo; Fracassi da Silva; & de Jesus. 
2011: 1714–1717) ท าการวิเคราะห์ปริมาณแอสพาร์แทม ไซคลาเมต แซคคาริน และอะซิซลัเฟม-
โพแทสเซียม ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมประเภทท่ีไม่มีแอลกอฮอล์และผลิตภัณฑ์สารให้ความหวานปรุงรส
บนโต๊ะอาหาร ด้วยเทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส ท่ีตรวจวดัด้วยการวดัการน าไฟฟ้าแบบไม่สมัผสั 
(contactless conductivity detection: C4D) โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์ทริส–ไฮดรอกซีเมทิลอะมิโน
มีเทน (tris(hydroxymethyl) aminomethane) เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์และสารละลายฮิสทิดีนเข้มข้น 
10 มิลลิโมลาร์ เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์ การแยกเกิดขึน้ภายในคอลัมน์แคปิลลารียาว 70 
เซนติเมตรท่ีศกัย์ไฟฟ้า 30 กิโลโวลต์ จากผลการทดลองพบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 6 นาที 
โดยให้ความเป็นเส้นตรงของแอสพาร์แทม ไซคลาเมต แซคคาริน และอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมในช่วง 
20-100, 40-200, 20-60 และ 20-100 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดบั (R2>0.994) สามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในการตรวจวดัในตวัอย่างได้จริงโดยมีค่าร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 94-108 ค่าความ
เข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้อยู่ในช่วง 1.4-4.2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และมีคา่ความเท่ียงแสดงในรูป
ของร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) เทา่กบั 1.5-6.5 
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 4.3 เทคนิคโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟี 
  จากงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกับการน าเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีมาใช้ส าหรับการ
วิเคราะห์แยกกลุม่สารให้ความหวานและคาเฟอีนแบบพร้อมกนั มีเพียง 2 งานวิจยัเท่านัน้ รายละเอียด
ดงันี ้
  ในปี ค.ศ. 2007 การ์เซีย-จีเมเนส และคณะ (García-Jiménez; Valencia; & Capitán-
Vallvey. 2007: 226-233) ได้พฒันาเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีมีมอโนลิธิกคอลมัน์ชนิด 
C18 (5 mm × 4.6 mm i.d.) ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารต้านอนมุลูอิสระ ได้แก่ โพรพิลแกลเลต 
(propylgallate) บิวทิลไฮดรอกซีอะนีโซล (butylhydroxyanysole) วตัถกุนัเสีย ได้แก่ เมทิลพาราเบน 
(methylparaben) เอทิลพาราเบน (ethylparaben) โพรพิลพาราเบน (propylparaben) บิวทิลพารา
เบน (butylparaben) และกลุ่มสารให้ความหวาน ได้แก่ แอสพาร์แทม อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซค
คาริน ในตวัอยา่งอาหารและเคร่ืองส าอาง การแยกท าภายใต้ระบบเกรเดียนต์โดยใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ี 2 
ชนิดคือ สารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์ตอ่สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 
(pH 6.0)ในอตัราส่วนร้อยละ 4 ตอ่ 96 โดยปริมาตร และสารละลายผสมระหว่างเมทานอลต่อน า้ ใน
อตัราสว่นร้อยละ 30 ตอ่ 70 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 3.5 มิลลิลิตรตอ่นาที ท าการตรวจวดัท่ีความ
ยาวคล่ืน 205 นาโนเมตร จากผลการทดลองพบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 7 นาที มีความเป็น
เส้นตรงอยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.94-45.0, 0.03-45.0 และ 2.43-80.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับ
แอสพาร์แทม อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม และแซคคาริน ตามล าดบั และคา่ขีดจ ากัดต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้
ของแอสพาร์แทม อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม และแซคคารินเท่ากบั 0.32, 0.01 และ 0.73 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร ตามล าดบั โดยวิธีนีมี้คา่เฉล่ียร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 86.5-105.5 เม่ือน าไปประยกุต์ใช้
วิเคราะห์ในตวัอย่างน า้อดัลม พบสารให้ความหวานอยู่ในช่วง 66.0-253.3 มิลลิกรัมต่อลิตร และเม่ือ
เปรียบเทียบผลจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคท่ีพฒันาขึน้กบัเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สงูพบวา่ไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั อยา่งไรก็ตามในงานวิจยันีย้งัคงไม่สามารถแยกสารให้
ความหวานชนิดอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม และแซคคารินออกจากกนัได้อยา่งสมบรูณ์ 

  ในปี ค.ศ. 2012 ซานโตส และเรนเจล (Santos; & Rangel. 2012: 57-63) ท าการพฒันา
วิธีการตรวจวิเคราะห์สารกลุม่เมทิลแซนทีน (methylxanthines) ได้แก่ ทีโอโบรมีน (theobromine) ทีโอ
ฟิลลีน (theophylline) และคาเฟอีนในตวัอย่างกาแฟ ด้วยเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี โดยใช้
คอลมัน์ชนิดมอโนลิธิก ขนาด 10 mm × 4.6 mm วฏัภาคเคล่ือนท่ี คือ สารละลายผสมระหว่างแอซีโต
ไนไตรล์ต่อน า้ในอตัราส่วนร้อยละ 2:98 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.85 มิลลิลิตรต่อนาที ท าการ
ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 273 นาโนเมตร พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 7 นาที โดยสามารถ
แยกสารทัง้ 3 ชนิด ออกจากกนัได้สมบรูณ์ มีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้อยู่ในช่วง 10-6-
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10-5 โมลาร์ สามารถตรวจวิเคราะห์ในตวัอย่างจริงได้และมีค่าเฉล่ียร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 
94.7-102.0 และเม่ือเปรียบเทียบผลจากการวิเคราะห์กบัเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู
พบวา่ไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั 

  ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้งึสนใจพฒันาเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี ท่ีมีการใช้คอลมัน์
ขนาดเล็กท่ีภายในบรรจุวัฏภาคคงท่ีชนิดท่ีเป็นอนุภาคทรงกลม ซึ่งเป็นคอลัมน์ท่ีมีอยู่ทั่วไปใน
ห้องปฏิบตัิการ และมีราคาถูกกว่าคอลัมน์ชนิดมอโนลิธิกมาก ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารให้
ความหวานชนิดท่ีไม่ให้พลงังานและคาเฟอีนแบบพร้อมกนัในผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมน า้อดัลม น า้หวาน
กลิ่นผลไม้ และผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร โดยมุ่งเน้นการแก้ปัญหาจากงานวิจยัของการ์เซีย-จีเมเนส และ
คณะท่ียงัไมส่ามารถแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแซคคารินออกจากกนัได้ เพ่ือให้ได้วิธีวิเคราะห์ท่ี
แยกสารให้ความหวานแบบพร้อมกนัได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมทัง้สามารถตรวจวิเคราะห์คาเฟอีน
พร้อมกนัได้อีกด้วย ซึ่งยงัไม่พบการรายงานวิธีวิเคราะห์สารให้ความหวาน และคาเฟอีนแบบพร้อมกนั
ในระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟี อีกทัง้ยงัได้เทคนิคการวิเคราะห์ท่ีใช้เคร่ืองมือขนาดเล็ก ราคาถกู 
สามารถวิเคราะห์สารได้รวดเร็ว ใช้ปริมาณตวัท าละลายอินทรีย์ในปริมาณน้อย มีความเป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม และประหยดัคา่ใช้จ่ายในการวิเคราะห์ โดยยงัคงความแม่นย า และถกูต้อง ประสิทธิภาพ
การแยกท่ีดี ไม่แตกต่างจากการใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่งเป็นเทคนิคท่ี
ค่าใช้จ่ายสูง โดยเฉพาะราคาของคอลัมน์ อีกทัง้ยังใช้ตัวท าละลายอินทรีย์เป็นวัฏภาคเคล่ือนท่ีใน
ปริมาณมาก ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน เคร่ืองมือมีขนาดใหญ่ ท าให้ไม่เหมาะกับการน าไปตรวจ
วิเคราะห์ภาคสนามอีกด้วย 



 

 

บทที่ 3 
วธีิด าเนินการวจิัย 

 
 ในการวิจยันี ้ผู้วิจยัได้ด าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้
  1. เคร่ืองมือ อปุกรณ์ และสารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 
  2. การพฒันาวิธีวิเคราะห์ส าหรับการแยกสารให้ความหวานและคาเฟอีนแบบพร้อมกัน
ด้วยเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีร่วมกบัการใช้คอลมัน์ขนาดเล็ก 
  3. การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
  4. การวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวาน และคาเฟอีน ในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืม
ประเภทตา่งๆ และเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 
1. เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
 1.1 เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 
  - เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู และตวัตรวจวดัชนิดไดโอดแอร์เรย์  (Diode 
array) พร้อมด้วย sample loop ขนาด 20 ไมโครลิตร รุ่น HPLC-1260 จากบริษัท Agilent 
  - เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV-2450 จากบริษัท Shimadzu 
  - เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV-1000 จากบริษัท Thermo separation 
  - เคร่ืองแปลงสญัญาณ รุ่น PC710 และซอร์ฟแวร์ รุ่น 1.11 จากบริษัท Sanwa 
  - เคร่ืองผลิตน า้ปราศจากไอออน รุ่น Labostar จากบริษัท Siemens 
  - เคร่ืองชัง่อยา่งละเอียด 4 ต าแหนง่ รุ่น MS204S จากบริษัท Mettler Toledo 
  - เคร่ืองวดั pH รุ่น MP 220 pH meter จากบริษัท Mettler Toledo 
  - เคร่ืองอลัตร้าโซนิค รุ่น ME 5.5S จากบริษัท Mettler Electronics corp. 
  - คอลมัน์ชนิด C18 (Security Guard Cartridge, 8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) จากบริษัท 
Phenomenex 
  - คอลมัน์ชนิด C18 (VertiSepTM GES C18, 150 × 4.6 mm i.d., 5 µm) จากบริษัท 
Vertical และการ์ดคอลมัน์ชนิด C18 (Analytical Guard Column, 12.5 × 4.6 mm i.d., 5 µm) จาก
บริษัท Agilent 
  - เข็มฉีดสารตวัอยา่ง ขนาด 100 ไมโครลิตร จากบริษัท Exmire Microsyringe 
  - หลอดฉีดยาพลาสตกิ ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร จากบริษัท Nipro 
  - อปุกรณ์กรองสารตวัอยา่ง ชนิดไนลอน ขนาด 0.22 ไมครอน จากบริษัท Lubitech 
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  - ชดุกรองวฏัภาคเคล่ือนท่ี จากบริษัท Kimble Chase 
  - แผน่กรองวฏัภาคเคล่ือนท่ี ชนิดไนลอน ขนาด 0.45 ไมครอน จากบริษัท Vertical 
  - เพอริสตาลตกิป๊ัม จากบริษัท Ismatec 
  - วาล์วส าหรับเช่ือมตอ่ระบบแบบ 6 ทาง จากบริษัท Upchurch scientific 
  - วาล์วส าหรับเช่ือมตอ่ระบบแบบ 4 ทาง จากบริษัท Upchurch scientific 
  - ทอ่พลาสตกิ ชนิดไทกอน (Tygon) ขนาด 0.95 mm จากบริษัท Ismatec 
  - ทอ่พลาสตกิ ชนิดเทฟลอน (Teflon) ขนาด 1.0 mm จากบริษัท VICI 
 
 1.2 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
  - กรดแอซีตกิ (99.8%) จากบริษัท QRëC 
  - คาเฟอีน จากบริษัท Sigma-Aldrich 
  - แซคคาริน จากบริษัท Sigma-Aldrich 
  - โซเดียมไฮดรอกไซด์ จากบริษัท Carlo Erba 
  - ไทโอยเูรีย จากบริษัท Carlo Erba 
  - เมทานอล (HPLC grade) จากบริษัท Merck 
  - อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม จากบริษัท Sigma-Aldrich 
  - เอทานอล (AR grade) จากบริษัท QRëC 
  - แอซีโตไนไตรล์ (HPLC grade) จากบริษัท Merck 
  - แอมโมเนียมแอซีเตต จากบริษัท Ajax Finechem 
  - แอสพาร์แทม จากบริษัท Sigma-Aldrich 
 
 1.3 ผลิตภัณฑ์ตัวอย่างที่ใช้วิเคราะห์ 
  ตวัอย่างท่ีใช้ในงานวิจยั ได้แก่ ผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมประเภทต่างๆท่ีมีวางจ าหน่ายทัว่ไป
ตามท้องตลาด ประกอบด้วยน า้อดัลม น า้หวานกลิ่นผลไม้ และผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร 
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2. วิธีด าเนินการวิจัย 
 ตอนที่ 1 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ส าหรับการแยกสารให้ความหวานและคาเฟอีนแบบ
พร้อมกันด้วยเทคนิคโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟีร่วมกับการใช้คอลัมน์ขนาดเล็ก 
  1. การศกึษาและออกแบบระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีใช้คอลมัน์ขนาดเล็ก 
   1.1 สร้างระบบโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟีอย่างง่าย ส าหรับใช้ในการแยกสาร
ด้วยวฏัภาคเคล่ือนท่ี 1 ชนิด หรือระบบไอโซเครติก ดงัภาพประกอบ 8 ประกอบด้วยเพอริสตาลติกป๊ัม 
วาล์วส าหรับเช่ือมตอ่ระบบแบบ 6 ทาง (injection valve) ส าหรับฉีดสารตวัอย่าง คอลมัน์ขนาดเล็ก 
ชนิด C18 (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) ส าหรับใช้ในการแยกสาร และเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์
ส าหรับใช้ในการตรวจวัดค่าการดดูกลืนแสง อุปกรณ์ในระบบทัง้หมดเช่ือมต่อด้วยท่อพลาสติกชนิ ด
เทฟลอน โดยการท างานของระบบนีใ้ช้เพอริสตาลติกป๊ัมเป็นตวัขับเคล่ือนพาวัฏภาคเคล่ือนท่ีเข้าสู่
ระบบผ่าน injection valve เพ่ือพาท่อนตวัอย่างเข้าไปท าการแยกในคอลัมน์ และชะสารออกจาก
คอลมัน์เพ่ือเข้าสูต่วัตรวจวดั 
 

 
 

ภาพประกอบ 8 ระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีส าหรับระบบไอโซเครติก 
 

   1.2 สร้างระบบโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟี ส าหรับใช้ในการแยกสารด้วยวฏัภาค
เคล่ือนท่ี 2 ชนิด หรือระบบเกรเดียนต์ ดงัภาพประกอบ 9 ประกอบด้วยเพอริสตาลติกป๊ัม วาล์วส าหรับ
ฉีดสารตวัอยา่ง และวาล์วส าหรับเช่ือมตอ่ระบบแบบ 4 ทาง (selection valve) คอลมัน์ขนาดเล็ก ชนิด 
C18 (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) และเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ โดยอปุกรณ์ในระบบทัง้หมดเช่ือมตอ่
ด้วยท่อพลาสติกชนิดเทฟลอน การท างานของระบบนี ้เพอริสตาลติกป๊ัมท าหน้าท่ีในการขบัเคล่ือน
พาวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด  A เข้าสู่ระบบผ่าน injection valve เพ่ือพาท่อนตวัอย่างเข้าไปท าการแยกใน
คอลัมน์ และชะสารกลุ่มแรกออกจากคอลัมน์เข้าสู่ตัวตรวจวัด จากนัน้ท่ีเวลาท่ีเหมาะสมจึงหมุน 
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selection valve เพ่ือเปล่ียนทิศทางการไหลให้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B เข้าสู่คอลมัน์เพ่ือชะสารท่ีเหลือ
ออกมาจากคอลมัน์แล้วเข้าสูต่วัตรวจวดั 
 

 
 

ภาพประกอบ 9 ระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีส าหรับระบบเกรเดียนต์ 
 

  2. การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารให้ความหวาน 3 ชนิด และคาเฟอีนแบบ
พร้อมกนั 
   2.1 ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการตรวจวดั 
    2.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์
แทม และคาเฟอีน ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยใช้ตวัท าละลายคือน า้ปราศจากไอออน 
    2.1.2 ตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 190 - 800 นาโนเมตร 
ของสารละลายมาตรฐานในข้อ 2.1.1 ด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ และบนัทกึสเปกตรัม 
    2.1.3 เลือกความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม เพ่ือน ามาใช้ในการตรวจวดัสารให้ความ
หวานทัง้ 3 ชนิด และคาเฟอีนแบบพร้อมกนั 
   2.2 ความเข้มข้นและคา่ pH ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
    2.2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
คาเฟอีน ท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และสารละลายแอสพาร์แทมท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร โดยใช้ตวัท าละลายคือสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต 
    2.2.2 ศกึษาความเข้มข้นและคา่ pH ของสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซี
เตตซึ่งใช้เป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ีส าหรับการแยกสารมาตรฐานผสมในข้อ 2.2.1 โดยศึกษาในช่วงความ
เข้มข้น 2-50 มิลลิโมลาร์ และคา่ pH 4-7 บนระบบการแยกแบบเกรเดียนต์ โดยมีวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด 
A คือ สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต และวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B คือ สารละลายผสม
ระหว่างเมทานอลกบัสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตท่ีอตัราส่วนร้อยละ 10:90 โดยปริมาตร 
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ท่ีอตัราการไหล 0.20 มิลลิลิตรตอ่นาที วฏัภาคคงท่ีคือ คอลมัน์ชนิด C18 (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) 
และตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร 
    2.2.3 บนัทึกโครมาโทแกรมและเปรียบเทียบผลการแยกท่ีได้ในแต่ละสภาวะ 
แล้วเลือกความเข้มข้นและคา่ pH ของสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต ท่ีสามารถใช้แยกสาร
ทัง้ 4 ชนิดแบบพร้อมกนัได้ 
   2.3 องค์ประกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
    2.3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
คาเฟอีน ท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และสารละลายแอสพาร์แทม ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) เป็นตวัท า
ละลาย 
    2.3.2 เตรียมสารละลายผสมชนิดต่างๆ เพ่ือใช้ศึกษาวัฏภาคเคล่ือนท่ีชนิด B 
ดงันี ้
     - สารละลายผสมระหวา่งเมทานอลและสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซี
เตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ในชว่งอตัราสว่นร้อยละ 6:94 ถึงร้อยละ 16:84 โดยปริมาตร 
     - สารละลายผสมระหวา่งเอทานอลและสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซี
เตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ในชว่งอตัราสว่นร้อยละ 2:98 ถึงร้อยละ 10:90 โดยปริมาตร 
     - สารละลายผสมระหวา่งแอซีโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียม
แอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ในช่วงอตัราส่วนร้อยละ 4:96 ถึงร้อยละ 10:90 โดย
ปริมาตร 
    2.3.3 น าวัฏภาคเคล่ือนท่ีทัง้หมดมาศึกษาการแยกสารให้ความหวานและ
คาเฟอีน โดยใช้วฏัภาคคงท่ีคือ คอลมัน์ชนิด C18 (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) และใช้วฎัภาคเคล่ือนท่ี
ชนิด A คือสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) และวฎัภาค
เคล่ือนท่ีชนิด B คือสารละลายในข้อ 2.3.2 ท่ีอตัราการไหล 0.20 มิลลิลิตรตอ่นาที และตรวจวดัคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร 
    2.3.4 บนัทึกโครมาโทแกรมท่ีได้จากการใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B ชนิดต่างๆ 
เปรียบเทียบผลการแยกท่ีได้ในแต่ละสภาวะ แล้วเลือกองค์ประกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีสามารถ
แยกอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน พร้อมกันได้อย่างสมบูรณ์ โดย
พิจารณาจากคา่ความสามารถในการแยก (resolution; RS) ซึง่ค านวณได้ดงัสมการ 3.1 
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 RS = 
       

 
 ⁄        

                                         ........ (3.1) 

 
    เม่ือ Rt2และ Rt1 คือ เวลาการคงอยูข่องพีคหลงัและพีคหน้า 
      W1และ W2 คือ ความกว้างท่ีฐานของพีคหน้าและพีคหลงั 
 
   2.4 อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
    2.4.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
คาเฟอีน ท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และสารละลายแอสพาร์แทม ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตร ในสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) 
    2.4.2 เตรียมวฏัภาคเคล่ือนท่ี 2 ชนิด ประกอบด้วย 
     - วฎัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A คือสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความ
เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) 
     - วัฎภาคเคล่ือนท่ีชนิด B คือสารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์และ
สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ท่ีอตัราส่วนร้อยละ 6:94 
โดยปริมาตร 
    2.4.3 ท าการแยกสารมาตรฐานผสมของอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
แอสพาร์แทม และคาเฟอีน ท่ีอตัราการไหลในช่วง 0.20-0.70 มิลลิลิตรตอ่นาที โดยใช้ระบบเกรเดียนต์
ด้วยวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A และ B และตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร 
    2.4.4 บันทึกโครมาโทแกรมท่ีแต่ละอัตราการไหล และเลือกอัตราการไหลท่ี
สามารถวิเคราะห์ได้เร็วท่ีสดุ โดยยงัคงประสิทธิภาพการแยกท่ีดีและไมส่ง่ผลเสียตอ่อุปกรณ์ในระบบ 
 
 ตอนที่ 2 การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้ 
  1. ชว่งความเป็นเส้นตรง 
   1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียมในช่วงความ
เข้มข้น 0.50-200 มิลลิกรัมต่อลิตร แซคคารินในช่วงความเข้มข้น 0.10-80 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แอสพาร์
แทมในช่วงความเข้มข้น 0.50-220 มิลลิกรัมต่อลิตร และคาเฟอีนในช่วงความเข้มข้น 0.10-25 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) 
เป็นตวัท าละลาย 
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   1.2 น าสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แอสพาร์แทม แซคคา
ริน และคาเฟอีน ในช่วงความเข้มข้นท่ีศกึษา มาท าการแยกในสภาวะท่ีเหมาะสม พร้อมบนัทึกโครมา
โทแกรม โดยท าการฉีดซ า้ความเข้มข้นละ 3 ครัง้ 
   1.3 สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นและสัญญาณพืน้ท่ีใต้พีคของสาร
มาตรฐานแตล่ะชนิด 
 
  2. คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ 
   2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แอสพาร์แทม แซคคาริน 
และคาเฟอีน ท่ีความเข้มข้น 1000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แล้วน ามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม
ตอ่ลิตรในขวดวดัปริมาตรโดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 
(pH 4.0) เป็นตวัท าละลาย 
   2.2 น าสารละลายข้อ 2.1 มาเจือจางและทดลองฉีดท่ีความเข้มข้นตา่งๆ พร้อมบนัทึก
โครมาโทแกรมโดยฉีดซ า้ความเข้มข้นละ 3 ครัง้ ท าการวิเคราะห์จนได้ความเข้มข้นท่ีมีสัดส่วนของ
สญัญาณความสงูตอ่สญัญาณรบกวน (noise) เทา่กบั 3 และ 10 ซึง่เป็นคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ 
และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ ตามล าดบั 
 
  3. ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ 
   3.1 ความเท่ียงภายในวนัเดียวกนั (intraday precision) 
    3.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของสารทัง้ 4 ชนิดท่ี 3 ระดบัความเข้มข้น 
คือความเข้มข้นต ่า กลาง และสงู โดยใช้ความเข้มข้นของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมเท่ากบั 1.00, 20.0 
และ 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ความเข้มข้นของแซคคารินเท่ากบั 0.5, 5.0 และ 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ความ
เข้มข้นของแอสพาร์แทมเท่ากบั 1.00, 50.0 และ 150 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และความเข้มข้นของคาเฟอีน
เท่ากับ 0.10, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วปรับปริมาตรในขวดวัดปริมาตรด้วยสารละลาย
บฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) 
    3.1.2 ฉีดสารมาตรฐานผสมท่ีแตล่ะความเข้มข้น พร้อมบนัทึกโครมาโทแกรม ท า
การวิเคราะห์ซ า้ 5 ครัง้ 
    3.1.3 ค านวณคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (relative standard 
deviation; %RSD) ของสญัญาณพืน้ท่ีใต้พีคและเวลาของการคงอยู่ (retention time; Rt) ของสาร
มาตรฐานแตล่ะชนิด 
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   3.2 ความเท่ียงระหวา่งวนั (interday precision) 
    3.2.1 เตรียมสารละลายตามข้อ 3.1.1 แล้วฉีดสารมาตรฐานพร้อมบนัทึกโครมา
โทแกรม เป็นระยะเวลา 5 วนั โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานใหมท่กุวนั 
    3.2.2 ค านวณคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของสญัญาณพืน้ท่ีใต้
พีคและเวลาของการคงอยูใ่นระยะเวลา 5 วนั 
 
  4. ร้อยละของการคืนกลบั 
   4.1 น าตวัอย่างน า้อดัลม น า้หวานกลิ่นผลไม้ และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารแต่ละชนิด
ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร มาเตมิสารละลายมาตรฐานผสมอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์
แทม และคาเฟอีน ให้มีความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
   4.2 น าตวัอยา่งน า้อดัลมและน า้หวานกลิ่นผลไม้ในข้อ 4.1 มาโซนิเคทเป็นระยะเวลา 
10-20 นาที เพ่ือไล่ฟองแก๊ส แล้วน ามาเจือจาง 100 เท่า ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต
ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ส าหรับผลิตภณัฑ์เสริมอาหารในข้อ 4.1 น ามาเจือจาง 100 เท่า
โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) จากนัน้น า
สารละลายตวัอยา่งทัง้หมดไปกรองผา่นแผน่กรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.22 ไมครอน 
   4.3 ฉีดสารตัวอย่าง พร้อมบันทึกโครมาโทแกรมและสัญญาณพืน้ท่ีใต้พีค ท าการ
วิเคราะห์ซ า้ตวัอยา่งละ 3 ครัง้ 
   4.4 ค านวณความเข้มข้นของสารมาตรฐานอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
แอสพาร์แทม และคาเฟอีน ท่ีเติมในตวัอย่างโดยเทียบกบักราฟมาตรฐานในวนัเดียวกนั และค านวณ
คา่ร้อยละของการคืนกลบั 
 
 ตอนที่ 3 การวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวาน และคาเฟอีน ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์
เคร่ืองดื่มประเภทต่างๆ และเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง 
  1. น าตัวอย่างเคร่ืองด่ืมน า้อัดลม และน า้หวานกลิ่นผลไม้แต่ละชนิดปริมาตร 2.00 
มิลลิลิตร มาโซนิเคทเป็นระยะเวลา 10-20 นาที 
  2. น าตวัอยา่งเคร่ืองดื่มท่ีผา่นการโซนิเคทแล้ว และตวัอยา่งผลิตภณัฑ์เสริมอาหารมาเจือ
จาง 100 เท่า ด้วยสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) แล้ว
น าไปกรองผา่นแผน่กรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.22 ไมครอน 
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  3. ฉีดสารตวัอยา่งโดยใช้วิธีท่ีพฒันาขึน้พร้อมบนัทกึโครมาโทแกรมและสญัญาณพืน้ท่ีใต้
พีค โดยท าการวิเคราะห์ซ า้จ านวน 3 ครัง้ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวาน และคาเฟอีนในแต่
ละตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐาน 
  4. น าสารละลายตัวอย่างจากข้อ 2. มาท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้วิธีท่ีอ้างอิงดดัแปลงจากงานวิจัยของดีมิราเล และคณะ (Demiralay; 
Özkan; & Guzel-Seydim. 2006: 91-96) ซึง่มีสภาวะการแยกดงัตอ่ไปนี ้
   - วฏัภาคคงท่ี คือ คอลมัน์ชนิด C18 (VertiSepTM GES C18, 150 × 4.6 mm i.d., 5 
µm) จากบริษัท Vertical และการ์ดคอลมัน์ชนิด C18 (Analytical Guard Column, 12.5 × 4.6 mm 
i.d., 5 µm) จากบริษัท Agilent 
   - วัฏภาคเคล่ือนท่ี คือ สารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์กับสารละลาย
แอมโมเนียมอะซิเตตบฟัเฟอร์เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ในอตัราสว่นร้อยละ 15:85 โดยปริมาตร 
   - อตัราการไหล คือ 0.80 มิลลิลิตรตอ่นาที 
   - ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของแอสพาร์แทม แซคคาริน และอะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม ท่ีความยาวคล่ืน 203, 220 และ 230 นาโนเมตรตามล าดบั และตรวจวดัคาเฟอีนท่ีความ
ยาวคล่ืน 273 นาโนเมตร 
โดยฉีดแต่ละตัวอย่างพร้อมบันทึกโครมาโทแกรมและสัญญาณพืน้ท่ีใต้พีค โดยท าการทดลองซ า้
จ านวน 5 ครัง้ เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิด และคาเฟอีนในตวัอย่างจากกราฟ
มาตรฐาน 
  5. เปรียบเทียบปริมาณของสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิด และคาเฟอีนท่ีวิเคราะห์ได้จาก
การใช้วิธีท่ีพฒันาขึน้ (ข้อ 3.) และวิธีวิเคราะห์อ้างอิง (ข้อ 4.) โดยใช้สถิต ิpaired t-test 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 งานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวาน และคาเฟอีนแบบพร้อมกนั ใน
ตวัอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืม ด้วยการใช้เทคนิคโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟีร่วมกับการใช้คอลัมน์
ขนาดเล็ก โดยผู้วิจยัขอน าเสนอผลการวิจยัดงัหวัข้อตอ่ไปนี ้
 ตอนที่ 1 การพฒันาวิธีวิเคราะห์ส าหรับการแยกสารให้ความหวานและคาเฟอีนแบบพร้อม
กนัด้วยเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีร่วมกบัการใช้คอลมัน์ขนาดเล็ก 
 ตอนที่ 2 การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
 ตอนที่ 3 การวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวาน และคาเฟอีน ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์
เคร่ืองดื่มประเภทตา่งๆ และเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สงู 
 
 ตอนที่ 1 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ส าหรับการแยกสารให้ความหวานและคาเฟอีนแบบ
พร้อมกันด้วยเทคนิคโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟีร่วมกับการใช้คอลัมน์ขนาดเล็ก 
  1. การศกึษาและออกแบบระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีใช้คอลมัน์ขนาดเล็ก 
   จากการศกึษาเบือ้งต้น เม่ือทดลองใช้ระบบไอโซเครติก (ภาพประกอบ 8) ในการแยก
สารมาตรฐานผสมของอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน โดยใช้
สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) เป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี ท่ีอตัรา
การไหล 0.48 มิลลิลิตรตอ่นาที พบวา่สามารถแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม (Rt = 1.11 นาที) และแซค
คาริน (Rt = 2.31 นาที) ออกจากกนัได้อย่างสมบรูณ์ แตไ่ม่สามารถแยกคาเฟอีนและแอสพาร์แทม (Rt 

= 16.97 นาที) ได้ (ภาพประกอบ 10) อีกทัง้ยงัใช้เวลาในการวิเคราะห์นานกว่า 20 นาที  เม่ือท าการ
เพิ่มความแรงของวัฏภาคเคล่ือนท่ี โดยการเพิ่มปริมาณตัวท าละลายอินทรีย์เข้าไปในระบบ เป็น
สารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์ต่อสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโม
ลาร์ (pH 4.0) อตัราส่วนร้อยละ 6:94 โดยปริมาตร ซึ่งเป็นสภาวะท่ีดดัแปลงมาจากงานวิจยัของดีมิ
ราเล และคณะ (Demiralay; Özkan; & Guzel-Seydim. 2006: 91-96) ได้โครมาโทแกรมแสดงดงั
ภาพประกอบ 11 พบวา่เวลาท่ีใช้ในการแยกสารทัง้ 4 ชนิดลดลง และสามารถแยกคาเฟอีน (Rt = 1.69 
นาที) และแอสพาร์แทม (Rt = 2.81 นาที) ออกจากกนัได้ แตไ่ม่สามารถแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม 
(Rt = 0.83 นาที) และแซคคาริน (Rt = 1.10 นาที) ออกจากกนัได้อย่างสมบรูณ์ จึงเห็นได้ว่าระบบไอ
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โซเครติกท่ีใช้วัฏภาคเคล่ือนท่ีชนิดเดียวไม่เหมาะส าหรับการแยกสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและ
คาเฟอีนแบบพร้อมกนั 
 

 
 
ภาพประกอบ 10 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสมของอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 

คาเฟอีนท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และแอสพาร์แทมท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
เม่ือวิเคราะห์ด้วยคอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) และใช้สารละลาย
บฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) เป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี ด้วยอตัราการ
ไหล 0.48 มิลลิลิตรตอ่นาที และตรวจวดัท่ี 210 นาโนเมตร 

 

 
 

ภาพประกอบ 11 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสมของอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
คาเฟอีนท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และแอสพาร์แทมท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
เม่ือใช้สารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์ตอ่สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 
5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) อตัราสว่นร้อยละ 6:94 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี 

อะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

คาเฟอนีและแอสพาร์แทม 
 

อะซิซัลเฟม- 
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
 

คาเฟอนี 
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   ดงันัน้เพ่ือให้สามารถวิเคราะห์สารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีนพร้อมกนัได้ 
และใช้เวลาในการวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้ระบบการแยกเป็นระบบแบบเกรเดียนต์ท่ี
มีการใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ี 2 ชนิด โดยระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีร่วมกับการใช้คอลมัน์ขนาด
เล็กท่ีออกแบบและพฒันาขึน้ แสดงดงัภาพประกอบ 12 ประกอบด้วยอปุกรณ์ตา่งๆ ดงันี ้
    - เพอริสตาลตกิป๊ัม เป็นตวัขบัเคล่ือนพาวฏัภาคเคล่ือนท่ีเข้าสู่ระบบ โดยตอ่กบัท่อ
พลาสตกิชนิดไทกอนท่ีมีความยืดหยุน่ 
    - วาล์วส าหรับเช่ือมตอ่ระบบแบบ 6 ทาง ท าหน้าท่ีเป็น injection valve ส าหรับ
ฉีดสารตวัอยา่ง โดยตอ่กบั sample loop ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 
    - วาล์วส าหรับเช่ือมต่อระบบแบบ 4 ทาง ท าหน้าท่ีเป็น selection valve ใช้
ส าหรับควบคมุทิศทางการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A และ B 
    - คอลมัน์ขนาดเล็ก ชนิด C18 (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) ส าหรับใช้ในการแยก
สารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีน 
    - สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ส าหรับใช้ในการตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสง 

 

 
 

ภาพประกอบ 12 ภาพของระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีพฒันาขึน้ในงานวิจยันี ้
 

Mobile phase A 

Peristaltic pump 

Injection  valve  

Column 

ตัวตรวจวัด 

หลอดฉีดสารตัวอย่าง 

Mobile phase B 

Selection valve 

Waste 

Waste 
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   อุปกรณ์ทัง้หมดท่ีใช้ในระบบเ ช่ือมต่อด้วยท่อพลาสติกชนิดเทฟลอนขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 1.0 มิลลิเมตร โดยการท างานของระบบเกรเดียนต์ท่ีพัฒนาขึน้นี ้เร่ิมต้นเพอริส     
ตาลติกป๊ัมจะขบัเคล่ือนพาวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด  A เข้าสู่ระบบผ่าน injection valve เพ่ือพาท่อน
ตวัอยา่งจาก sample loop เข้าไปท าการแยกสารกลุ่มแรกในคอลมัน์และผ่านเข้าสู่ตวัตรวจวดั จากนัน้
จึงหมนุ selection valve เพ่ือให้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B ขบัเคล่ือนผ่าน selection valve เข้าสู่คอลมัน์
เพ่ือชะสารท่ีเหลือออกมาจากคอลมัน์แล้วเข้าสูต่วัตรวจวดั โดยจากการทดสอบพบว่าระบบโฟลอินเจค
ชนัโครมาโทกราฟีท่ีพฒันาขึน้ในงานวิจยันีส้ามารถใช้งานได้จริง จึงน าระบบท่ีพฒันาขึน้มาศกึษาใน
ล าดบัตอ่ไป 
 
  2. การศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารให้ความหวาน 3 ชนิด และคาเฟอีนแบบ
พร้อมกนั 
   2.1 ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการตรวจวดั 
    จากการทดลองน าสารมาตรฐานสารให้ความหวาน 3 ชนิด ได้แก่ อะซิซลัเฟม-
โพแทสเซียม แซคคาริน และแอสพาร์แทม รวมทัง้คาเฟอีน มาวิ เคราะห์ด้วยเทคนิคยูวี -วิสิ
เบิลสเปกโทรสโกปีเพ่ือเลือกความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจวดัสารให้ความหวานทัง้ 3 
ชนิดและคาเฟอีนแบบพร้อมกนั แสดงผลสเปกตรัมของสารทัง้ 4 ชนิด ดงัภาพประกอบ 13 พบว่าอะซิ
ซลัเฟม-โพแทสเซียมมีความยาวคล่ืนท่ีดดูกลืนแสงสูงสุด 225 นาโนเมตร แอสพาร์แทมมีความยาว
คล่ืนท่ีดดูกลืนแสงสงูสดุ 200 นาโนเมตร แซคคารินมีความยาวคล่ืนท่ีดดูกลืนแสงสงูสดุ 200 นาโน
เมตร และคาเฟอีนมีความยาวคล่ืนท่ีดดูกลืนแสงสงูสดุ 204 นาโนเมตร แตเ่น่ืองจากตวัตรวจวดัท่ีใช้ใน
งานวิจยันีส้ามารถตรวจวดัได้เพียงทีละความยาวคล่ืนเทา่นัน้ ดงันัน้ผู้วิจยัจงึเลือกความยาวคล่ืนท่ี 210 
นาโนเมตร ส าหรับใช้ในการตรวจวดัสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีนได้พร้อมกนั 
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ภาพประกอบ 13 สเปกตรัมการดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคา
ริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

 
   2.2 ความเข้มข้นและคา่ pH ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
    เม่ือน าระบบโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟีแบบเกรเดียนต์ท่ีพัฒนาขึน้มาใช้ใน
การศกึษาคา่ความเข้มข้นและคา่ pH ท่ีเหมาะสมของสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต ส าหรับ
การแยกสารมาตรฐานผสมของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน โดยมี
คอลมัน์ชนิด C18 (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) เป็นวฏัภาคคงท่ี และมีวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A คือ 
สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต และวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B คือ สารละลายผสมระหว่างเม
ทานอลกบัสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตท่ีอตัราส่วนร้อยละ 10:90 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการ
ไหล 0.20 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร โดย
ท าการศกึษาในชว่งความเข้มข้นของสารละลายบฟัเฟอร์เท่ากบั 2-50 มิลลิโมลาร์ และช่วง pH เท่ากบั 
4-7 ซึง่อ้างอิงข้อมลูจากสภาวะการแยกท่ีเคยมีรายงานวิจยัก่อนหน้านี ้(Demiralay; Özkan; & Guzel-
Seydim. 2006: 91-96) ผลการทดลองในภาพประกอบ 14 แสดงผลของการแยกอะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม แซคคาริน คาเฟอีน และแอสพาร์แทมเม่ือใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต 
(pH 4.0) ในชว่งความเข้มข้น 2-10 มิลลิโมลาร์ เห็นได้ว่าการเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายบฟัเฟอร์
แอมโมเนียมแอซีเตตในช่วงความเข้มข้นดังกล่าวไม่ส่งผลต่อค่าเวลาการคงอยู่ของอะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม คาเฟอีน และแอสพาร์แทม แตส่่งผลตอ่คา่เวลาการคงอยู่ของแซคคารินเล็กน้อย โดยการ
ใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ ท าให้ใช้เวลาในการวิเคราะห์
นาน ในขณะท่ีการใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ อะซิ

210 นาโนเมตร 
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ซัลเฟม-โพแทสเซียมและแซคคารินชะออกมาในเวลาใกล้เคียงกัน ท าให้การแยกเกิดขึน้อย่างไม่
สมบรูณ์ และเม่ือใช้สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีความเข้มข้นมากกว่า 10 มิลลิโมลาร์ขึน้ไป พบว่าสญัญาณ 
baseline เกิดการ drift ตลอดเวลา สง่ผลให้ไม่สามารถแยกสารทัง้ 4 ชนิดออกจากกนัได้อย่างสมบรูณ์ 
ดงันัน้ในงานวิจยันี ้ผู้วิจยัเลือกใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 
เป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี เน่ืองจากเป็นสภาวะท่ีสามารถแยกสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีนได้
อยา่งสมบรูณ์ โดยใช้เวลาในการวิเคราะห์ท่ีรวดเร็วท่ีสดุ 
 

 
 

ภาพประกอบ 14 กราฟความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซี
เตต (pH 4.0) ในช่วงความเข้มข้น 2-10 มิลลิโมลาร์ และเวลาของการคงอยู่ของอะซิซลัเฟม-
โพแทสเซียม แซคคาริน คาเฟอีน และแอสพาร์แทม เม่ือใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A คือ สารละลาย
บฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต (pH 4.0) และวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิดท่ี B คือสารละลายผสมระหว่าง
เมทานอลต่อสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต (pH 4.0) อตัราส่วนร้อยละ 10:90 โดย
ปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.20 มิลลิลิตรตอ่นาที 

 
    เม่ือท าการศึกษาค่า pH ของสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตท่ีความ
เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ส าหรับการแยกสารมาตรฐานผสม โดยศกึษาคา่ pH ในช่วง 4-7 พบว่าคา่ pH ท่ี
ท าการศกึษาทกุคา่ สามารถแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน ออก
จากกนัได้อยา่งสมบรูณ์ การเพิ่มคา่ pH มากขึน้ ไมไ่ด้สง่ผลตอ่คา่เวลาการคงอยู่ของสารให้ความหวาน
และคาเฟอีน (ภาพประกอบ 15) ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้งึเลือกท าการวิเคราะห์โดยใช้สารละลายบฟัเฟอร์
แอมโมเนียมแอซีเตต pH 4 
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ภาพประกอบ 15 กราฟความสมัพนัธ์ระหว่างคา่ pH ของสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตท่ี
ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ในช่วง pH 4-7 และเวลาของการคงอยู่ของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม 
แซคคาริน คาเฟอีน และแอสพาร์แทม เม่ือใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A คือ สารละลายบฟัเฟอร์
แอมโมเนียมแอซีเตต และวัฏภาคเคล่ือนท่ีชนิดท่ี B คือสารละลายผสมระหว่างเมทานอลต่อ
สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต อตัราสว่นร้อยละ 10:90 โดยปริมาตร 

 
   2.3 องค์ประกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
    จากการศกึษาเบือ้งต้น พบว่าสามารถใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A เป็นสารละลาย
บฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ร้อยละ 100 โดยปริมาตร ส าหรับแยกอะ
ซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแซคคารินได้ แตย่งัไม่สามารถแยกคาเฟอีนและแอสพาร์แทมออกจากกนัได้ 
ดงัภาพประกอบ 10 ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงท าการศกึษาองค์ประกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B เพ่ือ
ใช้ในการแยกคาเฟอีนและแอสพาร์แทม โดยท าการศกึษาชนิดของตวัท าละลายอินทรีย์เปรียบเทียบกนั 
3 ชนิด ได้แก่ เมทานอล เอทานอล และแอซีโตไนไตรล์ ท่ีอัตราส่วนระหว่างตวัท าละลายอินทรีย์กับ
สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) อตัราสว่นตา่งๆ 
    ผลการศกึษาเม่ือใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B คือสารละลายผสมระหว่างเมทานอล
และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ในช่วงอตัราส่วน
ร้อยละ 6:94 ถึงร้อยละ 16:84 โดยปริมาตร แสดงดงัภาพประกอบ 16 พบว่าเม่ืออตัราส่วนของเมทา
นอลเพิ่มขึน้ ส่งผลให้เวลาการคงอยู่ของคาเฟอีนและแอสพาร์แทมมีค่าลดลง และเม่ือเพิ่มอตัราส่วน
ของเมทานอลมากกว่าร้อยละ 10 โดยปริมาตร (ภาพประกอบ 16 ง-ฉ) พบว่าพีคของคาเฟอีนและ
แอสพาร์แทมเร่ิมเกิดการซ้อนทับกันมากขึน้ (ค่า RS < 1.5) ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการแยกของ
คาเฟอีนและแอสพาร์แทมลดลง  
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ภาพประกอบ 16 โครมาโทแกรมของสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิด และคาเฟอีน เม่ือใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ี

ชนิด A คือ สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) และวฏัภาค
เคล่ือนท่ีชนิด B คือสารละลายผสมระหว่างเมทานอลและสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซี
เตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ท่ีอตัราส่วนร้อยละ (ก) 6:94 โดยปริมาตร (ข) 8:92 โดย
ปริมาตร (ค) 10:90 โดยปริมาตร (ง) 12:88 โดยปริมาตร (จ) 14:86 โดยปริมาตร และ (ฉ) 16:84 
โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.20 มิลลิลิตรตอ่นาที 

 
    ผลการทดลองในภาพประกอบ 17 เป็นการศึกษาองค์ประกอบของวัฏภาค
เคล่ือนท่ีชนิด B โดยการใช้เอทานอลเป็นตวัท าละลายอินทรีย์ เน่ืองจากเอทานอลเป็นตวัท าละลาย
อินทรีย์ท่ีมีความเป็นพิษต ่า จึงนิยมน ามาใช้ในการวิเคราะห์ เพ่ือให้ระบบการวิเคราะห์เป็นระบบเคมีสี
เขียวมากขึน้ (Sik. 2012: 1443-1452) โดยท าการศึกษา ในช่วงอตัราส่วนร้อยละ 2:98 ถึงร้อยละ 
10:90 โดยปริมาตร ซึ่งพบว่าผลการแยกในทกุอตัราส่วนของเอทานอลท่ีท าการศกึษา ไม่สามารถแยก

(ก) (ข) 

คาเฟอีน 
คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 
แอสพาร์แทม 
 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน แอสพาร์แทม 
 

(ค) (ง) 

คาเฟอีน 
คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน แอสพาร์แทม 
 อะซิซัลเฟม-

โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
 

(จ) (ฉ) คาเฟอีน 
คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
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คาเฟอีนและแอสพาร์แทมได้ พีคของคาเฟอีนและแอสพาร์แทมเกิดการซ้อนทับกัน แม้ว่าจะใช้
อตัราส่วนของเอทานอลเพียงร้อยละ 2 โดยปริมาตรเท่านัน้ ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงไม่เลือกใช้เอทานอล
ในระบบของวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B 
 

 

 

 
 
ภาพประกอบ 17 โครมาโทแกรมของสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิด และคาเฟอีน เม่ือใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ี

ชนิด A คือ สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) และวฏัภาค
เคล่ือนท่ีชนิด B คือสารละลายผสมระหว่างเอทานอลและสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซี
เตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ท่ีอตัราส่วนร้อยละ (ก) 2:98 โดยปริมาตร (ข) 4:96 โดย
ปริมาตร (ค) 6:94 โดยปริมาตร (ง) 8:92 โดยปริมาตร และ (จ) 10:90 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการ
ไหล 0.20 มิลลิลิตรตอ่นาที 

 

(ก) (ข) 

คาเฟอีน 

คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 
แอสพาร์แทม 
 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน แอสพาร์แทม 
 

(ค) (ง) 
คาเฟอีน 

คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 
แอสพาร์แทม 
 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
 

(จ) คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
 



42 
  

    ส าหรับการศกึษาองค์ประกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B เม่ือใช้สารละลายผสม
ระหว่างแอซีโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 
4.0) ในช่วงอตัราส่วนร้อยละ 4:96 ถึงร้อยละ 10:90 โดยปริมาตร แสดงดงัภาพประกอบ 18 พบว่า
เวลาของการคงอยู่ของคาเฟอีนและแอสพาร์แทมมีค่าลดลง เม่ืออตัราส่วนของแอซีโตไนไตรล์เพิ่มขึน้ 
เน่ืองจากความแรงของวฏัภาคเคล่ือนท่ีเพิ่มขึน้ แตเ่ม่ือเพิ่มสดัสว่นของแอซีโตไนไตรล์มากกว่าร้อยละ 6 
โดยปริมาตร (ภาพประกอบ 18 ค และ ง) สง่ผลให้ความสามารถในการแยกคาเฟอีนและแอสพาร์แทม 
ลดลง (คา่ Rs น้อยกว่า 1.5) ดงันัน้เม่ือพิจารณาจากโครมาโทแกรม จะเห็นได้ว่าสภาวะท่ีสามารถแยก
สารทัง้สองได้อย่างสมบูรณ์ในระยะเวลาอนัรวดเร็วท่ีสุดคืออตัราส่วนร้อยละ 6 ของแอซีโตไนไตรล์ 
(ภาพประกอบ 18ข) ซึ่งเม่ือพิจารณาเปรียบเทียบกับการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดเมทานอลท่ี
อัตราส่วนร้อยละ 10 (ภาพประกอบ 16ค) ซึ่งเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดพบว่าลักษณะพีคของ
คาเฟอีนและแอสพาร์แทม เม่ือใช้แอซีโตไนไตรล์เป็นตัวท าละลายอินทรีย์ในวัฏภาคเคล่ือนท่ีให้
ลักษณะพีคท่ีแคบกว่าการใช้ตัวท าละลายเมทานอล อีกทัง้ยังใช้ปริมาณตัวท าละลายอินทรีย์ใน
อตัราสว่นท่ีน้อยกวา่ ดงันัน้เพ่ือให้ได้ประสิทธิภาพการแยกท่ีดี ใช้เวลาในการวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว และลด
ปริมาณการใช้ปริมาณตวัท าละลายอินทรีย์ให้น้อยลง ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้สารละลายผสมระหว่าง
แอซีโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ท่ี
อตัราสว่นร้อยละ 6:94 โดยปริมาตร เป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี B ส าหรับใช้ในการแยกคาเฟอีนและแอสพาร์
แทม โดยมีวฏัภาคเคล่ือนท่ี A คือสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 
4.0) ส าหรับแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแซคคาริน  
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ภาพประกอบ 18 โครมาโทแกรมของสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิด และคาเฟอีน เม่ือใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ี

ชนิด A คือ สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) และวฏัภาค
เคล่ือนท่ีชนิดท่ี B คือสารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียม
แอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ท่ีอตัราส่วนร้อยละ (ก) 4:96 โดยปริมาตร (ข) 6:94 
โดยปริมาตร (ค) 8:92 โดยปริมาตร และ (ง) 10:90 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.20 มิลลิลิตร
ตอ่นาที 

 
   2.4 อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
    จากการศกึษาอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีในระบบเกรเดียนต์ในช่วง  0.20 
ถึง 0.70 มิลลิลิตรตอ่นาที ส าหรับการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม 
แซคคาริน คาเฟอีนท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และแอสพาร์แทมท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร โดยใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A คือสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ 
(pH 4.0) และวฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิดท่ี B คือสารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์และสารละลาย
บฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ท่ีอตัราส่วนร้อยละ 6:94 โดย
ปริมาตร สามารถรายงานผลในรูปความสมัพนัธ์ระหว่างอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีและเวลา
ของการคงอยูข่องสารทัง้ 4 ชนิด แสดงดงัภาพประกอบ 19 จากการทดลองพบวา่เม่ือเพิ่มอตัราการไหล
ของวฏัภาคเคล่ือนท่ีท าให้ระยะเวลาท่ีอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน คาเฟอีน และแอสพาร์แทม 
อยูภ่ายในคอลมัน์ลดลง สง่ผลให้เวลาของการคงอยู่ของสารเหล่านีมี้คา่ลดลงตามล าดบั เม่ือพิจารณา

(ก) (ข) 

คาเฟอีน 
คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน แอสพาร์แทม 
 อะซิซัลเฟม-

โพแทสเซียม 

แซคคาริน 
แอสพาร์แทม 
 

(ค) (ง) คาเฟอีน คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
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จากกราฟ เห็นได้ว่าท่ีอัตราการไหลมากกว่า 0.49 มิลลิลิตรต่อนาที เวลาของการคงอยู่ของสารให้
ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีนมีคา่ไมแ่ตกตา่งกนั ดงันัน้เม่ือพิจารณาถึงประสิทธิภาพในการแยกท่ี
ดี และใช้เวลาในการวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้ท่ีอตัราการไหล 0.49 มิลลิลิตรตอ่นาที 
ส าหรับการวิเคราะห์สารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีนแบบพร้อมกัน โดยใช้เวลาในการแยก
เพียง 6.00 นาทีตอ่ครัง้เทา่นัน้ 
 

 
 
ภาพประกอบ 19 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีและเวลาของการคงอยู่

ของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน คาเฟอีน และแอสพาร์แทม เม่ือใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด 
A คือ สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) และวฏัภาค
เคล่ือนท่ีชนิดท่ี B คือสารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียม
แอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ท่ีอตัราสว่นร้อยละ 6:94 โดยปริมาตร 

 
    จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและ
คาเฟอีนแบบพร้อมกันด้วยระบบโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีมีการใช้คอลัมน์ขนาดเล็กชนิด C18 
(8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) ท่ีพฒันาขึน้ พบว่าระบบการแยกท่ีเหมาะสมคือการใช้ระบบเกรเดียนต์ 
โดยสามารถแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแซคคารินได้ด้วยวฎัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A คือสารละลาย
บฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) เป็นเวลา 3.2 นาที จากนัน้จึง
เปล่ียนมาใช้วฎัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B คือสารละลายผสมระหวา่งแอซีโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์
แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ในอตัราส่วนร้อยละ 6:94 โดยปริมาตร เพ่ือ
แยกคาเฟอีนและแอสพาร์แทม โดยควบคมุอตัราการไหลท่ี 0.49 มิลลิลิตรตอ่นาที และตรวจวดัท่ีความ
ยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร ซึ่งได้แสดงตวัอย่างโครมาโทแกรมการวิเคราะห์สารมาตรฐานผสมของอะซิ
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ซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน คาเฟอีน ท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และแอสพาร์แทมท่ีความ
เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมดงัภาพประกอบ 20 พบว่าภายใต้สภาวะการ
แยกท่ีเหมาะสมดงักล่าว สามารถแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม (Rt = 1.02 นาที) แซคคาริน (Rt = 
2.00 นาที) คาเฟอีน (Rt = 4.43 นาที)  และแอสพาร์แทม (Rt = 5.11 นาที) ออกจากกนัได้เป็นอย่างดี 
โดยใช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 6.00 นาที มีคา่ RS ระหว่างอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแซคคาริน
เทา่กบั 1.26 คา่ RS ระหวา่งคาเฟอีนและแอสพาร์แทมเท่ากบั 1.43 อีกทัง้ยงัคงมีประสิทธิภาพการแยก
ท่ีดี เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานขององค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (Food and Drug 
Adiministration, 1994) โดยมีคา่ capacity factor ของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์
แทม และคาเฟอีนเท่ากบั 0.69, 2.33, 7.03 และ 5.97 ตามลำดบั และคา่ tailing factor เท่ากบั 1.75, 
1.67, 0.92 และ 1.00 สำหรับพีคของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน
ตามลำดับ ส าหรับสัญญาณท่ีปรากฏด้านหน้าพีคของคาเฟอีนเป็นสัญญาณท่ีเกิดจากการสับ 
selection valve เพ่ือเปล่ียนมาใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B ซึ่งไม่มีผลต่อความสามารถในการแยกสาร
ให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีน และเม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัก่อนหน้านีท่ี้ใช้ระบบโฟลอินเจค
ชนัโครมาโทกราฟีท่ีมีมอโนลิธิกคอลมัน์ (ความยาว 5 มิลลิเมตร) เป็นวฏัภาคคงท่ี (García-Jiménez; 
Valencia; & Capitán-Vallvey. 2007: 226-233) จะเห็นได้ว่าในงานวิจยัดงักล่าวใช้คอลมัน์ท่ีมีราคา
แพง และยงัคงไม่สามารถแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแซคคารินออกจากกันได้ ในขณะท่ีระบบ
การวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ในงานวิจยันี ้สามารถแยกสารให้ความหวานทัง้ 2 ชนิดได้เป็นอย่างดี และใช้
คอลมัน์ท่ีมีราคาถกูกวา่มาก และถึงแม้วา่จะมีรายงานวิจยัท่ีสามารถวิเคราะห์อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม 
แซคคาริน คาเฟอีน และแอสพาร์แทมได้ แต่ก็พบว่าเป็นระบบการวิเคราะห์ท่ีต้องใช้คอลัมน์ขนาด
มาตรฐาน (ความยาว 25 เซนติเมตร) และวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ซึ่งใช้เวลาในการวิเคราะห์นานกว่า 15 นาที อีกทัง้ยังใช้ปริมาณตวัท าละลายอินทรีย์ในระบบการ
วิเคราะห์มากกว่า (Sik. 2012: 1443-1452) ดงันัน้จะเห็นได้ว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้นีช้่วยลด
ระยะเวลาในการวิเคราะห์ให้น้อยลง สามารถท าได้สะดวกและรวดเร็ว คา่ใช้จ่ายในการวิเคราะห์ต ่า อีก
ทัง้การใช้อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีต ่านีส้ามารถช่วยลดปริมาณการใช้ตวัท าละลายอินทรีย์ 
สง่ผลให้ปริมาณของเสียท่ีเกิดขึน้ในการวิเคราะห์ลดลง จงึเป็นวิธีการวิเคราะห์ท่ีเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อม
มากขึน้อีกด้วย 
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ภาพประกอบ 20 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานผสมของอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
คาเฟอีนท่ีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และแอสพาร์แทมท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
เม่ือวิเคราะห์ด้วยคอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) และสภาวะท่ีเหมาะสม
จากการศกึษาในข้อ 2 

 
 ตอนที่ 2 การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้ 
  1. ชว่งความเป็นเส้นตรง 
   จากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์สารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิด
และคาเฟอีน โดยท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมในช่วงความ
เข้มข้น 0.50-200 มิลลิกรัมต่อลิตร แซคคารินในช่วงความเข้มข้น 0.10-80 มิลลิกรัมตอ่ลิตร แอสพาร์
แทมในช่วงความเข้มข้น 0.50-220 มิลลิกรัมต่อลิตร และคาเฟอีนในช่วงความเข้มข้น 0.10-25 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่ากราฟมาตรฐานของสารทัง้ 4 ชนิด มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงความเข้มข้นท่ี
ศกึษา โดยมีคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) มากกว่า 0.998 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ (R2 มากกว่า 
0.995) ผลการทดลองดงัแสดงในตาราง 1 
 
 
 
 
 
 
 

คาเฟอนี 
 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน 

แอสพาร์แทม 
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ตาราง 1 ผลการศกึษาชว่งความเป็นเส้นตรง 
 

สารท่ีวิเคราะห์ ชว่งความเป็นเส้นตรง 
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

สมการเส้นตรง คา่สมัประสิทธ์ิ
สหสมัพนัธ์ (R2) 

อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม  
แซคคาริน  
แอสพาร์แทม 
คาเฟอีน 

1.00 – 200 
0.50 – 60 
1.00 – 180 
0.10 – 20 

y = 301.88x - 62.334 
y = 1348.3x + 159.86 
y = 429.46x + 181.2 
y = 1334.1x + 41.005 

0.9999 
0.9995 
0.9987 
0.9998 

 
  2. คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ 
   ในงานวิจัยนีไ้ด้ท าการวิเคราะห์ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดท่ีตรวจวัดได้  (LOD) และค่า
ขีดจ ากดัต ่าสุดท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ (LOQ) โดยเลือกจากความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานท่ีมี
สดัส่วนสญัญาณของสารละลายมาตรฐานตอ่สญัญาณรบกวนเท่ากบั 3 และ 10 ตามล าดบั ผลการ
ทดลองพบว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้มีความไวท่ีดี โดยมีค่า LOD และ LOQ ของสารทัง้ 4 ชนิดอยู่
ในชว่งความเข้มข้น 0.03-0.30 และ 0.10-0.90 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั (ตาราง 2) 
 
ตาราง 2 ผลการศกึษาความไวของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
 

สารท่ีวิเคราะห์ LODa (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) LOQ b (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 
อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม  
แซคคาริน  
แอสพาร์แทม 
คาเฟอีน 

0.30 
0.09 
0.20 
0.03 

0.90 
0.30 
0.70 
0.10 

aคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ 
bคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ 
 
  3. ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ 
   จากการศกึษาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ทัง้ความเท่ียงภายในวนัเดียวกันซึ่งท าการ
วิเคราะห์ซ า้จ านวน 5 ครัง้ และความเท่ียงระหว่างวันซึ่งท าการวิเคราะห์ซ า้เป็นระยะเวลา 5 วัน
ตอ่เน่ืองกนั โดยท าการวิเคราะห์กบัสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
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แอสพาร์แทม และคาเฟอีน ท่ีความเข้มข้นต ่า กลาง และสงู ของช่วงความเป็นเส้นตรง ผลการทดลองท่ี
ได้แสดงดงัตาราง 3 ซึ่งรายงานเป็นค่าร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) พบว่าวิธีท่ี
พฒันาขึน้มีความเท่ียงท่ีดี มีค่าร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของพืน้ท่ีใต้พีคและเวลาของ
การคงอยู่ทัง้ภายในวนัเดียวกนัและระหว่างวนัของสารทัง้ 4 ชนิดน้อยกว่า 2.00% ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับ (%RSD น้อยกว่า 5%) (เสาวณีย์ กาญจนชุมพล; ดวงกมล วิรุฬห์อดุมผล; และไพศาล จิต
ธรรม, 2556: ออนไลน์) โดยมีคา่ %RSD ของสญัญาณพืน้ท่ีใต้พีคและเวลาของการคงอยู่ของสารทัง้ 4 
ชนิด ภายในวนัเดียวกนัอยู่ในช่วง 0.23 - 1.91 และ 0.07 - 0.75 ตามล าดบั และระหว่างวนัอยู่ในช่วง 
0.22 - 1.96 และ 0.65 - 1.98 ตามล าดบั  
 
ตาราง 3 ผลการศกึษาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
 

สารท่ีวิเคราะห์ ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

%RSD ในวนัเดียวกนั 
(n=5) 

%RSD ระหวา่งวนั 
(n=5) 

พืน้ท่ีใต้
พีค 

เวลาของ 
การคงอยู่ 

พืน้ท่ีใต้
พีค 

เวลาของ 
การคงอยู่ 

อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม 
 
  

1.0 
20.0 
200.0 

1.64 
0.32 
0.45 

0.73 
0.60 
0.46 

1.96 
1.07 
0.84 

1.43 
0.73 
1.66 

แซคคาริน  
 
 

0.5 
5.0 

50.0 

1.13 
0.54 
0.23 

0.33 
0.55 
0.75 

1.10 
1.33 
1.81 

1.98 
0.68 
0.65 

แอสพาร์แทม 
 
 

1.0 
50.0 
150.0 

1.49 
1.91 
1.53 

0.56 
0.07 
0.18 

0.22 
1.86 
0.67 

1.93 
1.41 
1.56 

คาเฟอีน 
 

0.1 
10.0 
20.0 

1.90 
0.25 
0.41 

0.17 
0.17 
0.17 

1.80 
1.83 
1.75 

1.40 
1.49 
1.36 
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  4. ร้อยละของการคืนกลบั 
   จากการศกึษาคา่ร้อยละของการคืนกลบั โดยการเติมสารมาตรฐานผสมอะซิซลัเฟม-
โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน ให้มีความเข้มข้น 50.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ใน
ตวัอย่างเคร่ืองด่ืมต่างๆ ได้แก่ น า้อดัลม น า้หวานกลิ่นผลไม้ และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร จากนัน้น า
ตวัอย่างมาวิเคราะห์โดยใช้วิธีท่ีพฒันาขึน้ ผลการทดลองพบว่าวิธีท่ีพฒันาขึน้มีคา่ร้อยละของการคืน
กลบัอยูใ่นชว่งร้อยละ 93.52 – 106.79 โดยการวิเคราะห์ในตวัอย่างทกุชนิดมีคา่ร้อยละความเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ์เป็นท่ีน่าพอใจ (อยู่ในช่วงร้อยละ 0.30 - 3.20) แสดงว่าวิธีท่ีพฒันาขึน้สามารถใช้
วิเคราะห์สารให้ความหวานทัง้ 3 ชนิดและคาเฟอีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมประเภทตา่งๆได้เป็นอย่างดี 
โดยแสดงผลการทดลองดงัตาราง 4 
 
ตาราง 4 ผลการศกึษาคา่ร้อยละของการคืนกลบั 
 

ตวัอยา่ง คา่ร้อยละของการคืนกลบั (%RSDa) ของสารท่ีวิเคราะห์ 
อะซิซลัเฟม-
โพแทสเซียม 

แซคคาริน แอสพาร์แทม คาเฟอีน 

น า้อดัลม 
          ตวัอยา่งท่ี 1 
          ตวัอยา่งท่ี 2 
          ตวัอยา่งท่ี 3 

 
106.50 (2.25) 
101.24 (1.55) 
98.63 (0.30) 

 
96.09 (0.58) 
96.20 (2.23) 
104.93 (2.70) 

 
106.79 (1.70) 
100.41 (3.13) 
99.44 (2.59) 

 
96.93 (2.28) 
96.71 (2.06) 
98.49 (2.98) 

น า้หวานกลิ่นผลไม้ 
          ตวัอยา่งท่ี 4 
          ตวัอยา่งท่ี 5 

 
103.57 (2.50) 
101.93 (1.07) 

 
102.19 (2.45) 
106.35 (1.87) 

 
96.51 (1.36) 
102.85 (0.50) 

 
98.27 (0.89) 
97.30 (0.92) 

ผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร 
          ตวัอยา่งท่ี 6 
          ตวัอยา่งท่ี 7 
          ตวัอยา่งท่ี 8 

 
99.14 (2.84) 
99.25 (3.15) 
101.41 (1.52) 

 
103.84 (0.78) 
106.54 (1.21) 
105.15 (1.54) 

 
93.52 (2.23) 
97.98 (1.17) 
97.39 (2.85) 

 
105.10 (3.12) 
101.39 (3.20) 
93.69 (1.68) 

aคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 
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 ตอนที่ 3 การวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวาน และคาเฟอีน ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์
เคร่ืองดื่มประเภทต่างๆ และเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง 
  ในงานวิจยันีไ้ด้น าเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีพฒันาขึน้มาประยกุต์ใช้ในการ
วิเคราะห์สารให้ความหวาน 3 ชนิด ได้แก่ อะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน และแอสพาร์แทม 
รวมทัง้คาเฟอีน ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมตา่งๆจ านวน 8 ตวัอย่าง แบง่เป็น น า้อดัลม 3 ตวัอย่าง น า้หวาน
กลิ่นผลไม้ 2 ตวัอยา่ง และผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร 3 ตวัอย่าง โดยน าตวัอย่างทัง้หมดมาท าการเจือจาง
ในสดัส่วนท่ีเหมาะสมก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธีท่ีพฒันาขึน้ ผลการทดลองในตาราง 5 แสดงปริมาณ
สารให้ความหวานและคาเฟอีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมตา่งๆท่ีมีจ าหน่ายตามท้องตลาดทัว่ไป จ านวน 8 
ตวัอย่าง เห็นได้ว่าในตวัอย่างน า้อดัลมและน า้หวานกลิ่นผลไม้มีการใช้อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและ
แอสพาร์แทมเป็นสารให้ความหวานร่วมกนั เน่ืองจากอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมมีรสชาตขิมติดลิน้ จึงมกั
ใช้ร่วมกบัแอสพาร์แทมเพ่ือลดรสขม และเสริมฤทธ์ิให้มีความหวานเพิ่มขึน้ (กล้าณรงค์ ศรีรอต. 2542: 
85) โดยตรวจพบในปริมาณท่ีแตกต่างกัน ในขณะท่ีตวัอย่างผลิตภัณฑ์เสริมอาหารมีการใช้อะซิ
ซัลเฟม-โพแทสเซียมเป็นสารให้ความหวานเพียงชนิดเดียว ส าหรับคาเฟอีนสามารถตรวจพบใน
ตัวอย่างเคร่ืองด่ืมน า้อัดลมเท่านัน้ โดยพบคาเฟอีนในปริมาณท่ีใกล้เคียงกัน นอกจากนีต้ัวอย่าง
เคร่ืองดื่มทกุตวัอยา่งท่ีท าการตรวจวิเคราะห์ไมพ่บแซคคารินเป็นองค์ประกอบ ซึ่งเป็นไปตามมาตรฐาน
ข้อก าหนดของกระทรวงสาธารณสุขในการห้ามใช้แซคคารินในผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืมและอาหารทัว่ไป 
(กระทรวงสาธารณสขุ. 2544: ออนไลน์) จากผลการวิเคราะห์จะเห็นได้ว่าตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืม
ท่ีน ามาศกึษามีปริมาณอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแอสพาร์แทม อยู่ในช่วงความเข้มข้น 119.75 - 
229.91 และ 29.45 - 166.61 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ส าหรับปริมาณคาเฟอีนท่ีตรวจพบใน
ตวัอยา่งน า้อดัลมอยูใ่นชว่งความเข้มข้น 105.50 - 136.74 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
  เม่ือเปรียบเทียบปริมาณสารให้ความหวานกับเกณฑ์มาตรฐานตามข้อก าหนดของ
องค์การอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกาท่ีอนญุาตให้บริโภคอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแอสพาร์
แทม ไมเ่กิน 15 และ 40-50 มิลลิกรัมตอ่น า้หนกัตวั 1 กิโลกรัมตอ่วนั (วรรณคล เชือ้มงคล. 2551: 161) 
ดงันัน้เม่ือพิจารณาจากบุคคลทัว่ไปท่ีมีน า้หนักตวั 60 กิโลกรัม จะเห็นได้ว่าตวัอย่างเคร่ืองด่ืมทัง้ 8 
ตวัอยา่งท่ีผู้วิจยัน ามาศกึษานีส้ามารถบริโภคได้อยา่งปลอดภยั โดยไม่เป็นอนัตรายตอ่สขุภาพ และเม่ือ
พิจารณาปริมาณของคาเฟอีนนัน้กฎหมายก าหนดให้เคร่ืองด่ืมน า้อัดลมมีคาเฟอีนไ ด้ไม่เกิน 15 
มิลลิกรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร (ปรุฬห์ รุจนธ ารงค์. 2554: ออนไลน์) ซึ่งตวัอย่างน า้อดัลมทัง้ 3 ตวัอย่างก็มี
ปริมาณคาเฟอีนอยูใ่นเกณฑ์ตามท่ีก าหนดไว้เชน่เดียวกนั 
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  เม่ือเปรียบเทียบปริมาณของอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แอสพาร์แทม และคาเฟอีนท่ีพบใน
ตวัอย่างเคร่ืองด่ืมทัง้หมด โดยใช้เทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีพฒันาขึน้กับวิธีอ้างอิงซึ่งเป็น
การวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคท่ีได้รับการยอมรับอย่างเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ร่วมกบัตวัตรวจวดัชนิดไดโอดแอร์เรย์ และใช้คอลมัน์ขนาดมาตรฐานความยาว 150 มิลลิเมตรในการ
แยก (Demiralay; Özkan; & Guzel-Seydim. 2006: 91-96) ผลการเปรียบเทียบแสดงดงัตาราง 5 เม่ือ
ทดสอบความแตกตา่งของปริมาณสารให้ความหวานทัง้ 2 ชนิดและคาเฟอีนในตวัอย่างท่ีวิเคราะห์ได้
จากทัง้ 2 วิธี โดยใช้สถิติแบบ paired t-test พบว่าได้คา่ t stat น้อยกว่าคา่ t critical two-tail จึง
สามารถสรุปได้วา่ปริมาณของสารให้ความหวานทัง้ 2 ชนิดและคาเฟอีนท่ีวิเคราะห์ได้จากทัง้ 2 วิธีนีไ้ม่
แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นถึงผลการวิเคราะห์ท่ีมีความถูกต้องและแม่นย า
ของเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีท่ีพฒันาขึน้ในงานวิจยันีท่ี้สามารถใช้คอลมัน์ขนาดเล็กแบบ
อนภุาคทรงกลม (8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm) แทนการใช้มอโนลิธิกคอลมัน์ ตามท่ีเคยมีการรายงาน
วิจยัก่อนหน้านีไ้ด้ (García-Jiménez; Valencia; & Capitán-Vallvey. 2007: 226-233) 
  ตวัอย่างโครมาโทแกรมการแยกสารให้ความหวานและคาเฟอีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมท่ีมี
จ าหน่ายตามท้องตลาด แสดงดงัภาพประกอบ 21 จะเห็นได้ว่าวิธีท่ีพฒันาขึน้นีส้ามารถใช้ในการ
วิเคราะห์อะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีนแบบพร้อมกันในตวัอย่าง
เคร่ืองดื่มจริงได้ โดยใช้การเตรียมตวัอยา่งเพียงแคก่ารเจือจางด้วยวฏัภาคเคล่ือนท่ีก่อนน าไปวิเคราะห์
เทา่นัน้ ซึง่จากโครมาโทแกรมจะเห็นได้วา่ด้านหน้าของพีคอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมมีสิ่งเจือปนอยู่เพียง
เล็กน้อย ซึง่ไมส่ง่ผลตอ่ประสิทธิภาพในการแยก ท าให้สามารถแยกสญัญาณของสารให้ความหวานทัง้ 
3 ชนิด และคาเฟอีนออกจากสารรบกวนท่ีอยู่ในตวัอย่างได้เป็นอย่างดี ให้ผลการแยกท่ีมีประสิทธิภาพ
เป็นท่ีนา่พอใจ และใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ 
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ภาพประกอบ 21 ตวัอย่างโครมาโทแกรมของการแยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์

แทม และคาเฟอีน ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมประเภทต่างๆ (ก) น า้อดัลมตวัอย่างท่ี 1 (ข) น า้อดัลม
ตวัอยา่งท่ี 2 (ค) น า้หวานกลิ่นผลไม้ตวัอยา่งท่ี 5 และ (ง) ผลิตภณัฑ์เสริมอาหารตวัอยา่งท่ี 8 

 
 

(ก) (ข) 

คาเฟอีน คาเฟอีน 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แอสพาร์แทม 
 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แอสพาร์แทม 
 

(ค) (ง) 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 

แอสพาร์แทม 
 

อะซิซัลเฟม-
โพแทสเซียม 



ตาราง 5 ชนิดและปริมาณของสารให้ความหวานและคาเฟอีนท่ีวิเคราะห์ได้จากวิธีท่ีพฒันาขึน้ในงานวิจยันีแ้ละวิธีอ้างอิง (Demiralay; Özkan; & Guzel-
Seydim. 2006: 91-96) 

 

 
ตวัอยา่ง 

 ปริมาณของสารให้ความหวานและคาเฟอีน (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม  แอสพาร์แทม  คาเฟอีน 

วิธีท่ีพฒันาขึน้ วิธีอ้างอิง วิธีท่ีพฒันาขึน้ วิธีอ้างอิง วิธีท่ีพฒันาขึน้ วิธีอ้างอิง 

น า้อดัลม 
          ตวัอยา่งท่ี 1 
          ตวัอยา่งท่ี 2 
          ตวัอยา่งท่ี 3 

 
193.95 ± 0.07 
180.03 ± 0.27 
145.17 ± 1.18 

 
194.88 ± 0.57 
180.97 ± 1.42 
143.92 ± 0.57 

 
166.61 ± 4.67 
31.68 ± 0.14 
64.66 ± 0.97 

 
162.81 ± 0.28 
29.72 ± 0.73 
63.59 ± 4.88 

 
113.80 ± 0.38 
136.74 ± 0.17 
105.50 ± 0.76 

 
112.14 ± 0.93 
138.18 ± 0.38 
106.07 ± 0.55 

น า้หวานกลิ่นผลไม้ 
          ตวัอยา่งท่ี 4 
          ตวัอยา่งท่ี 5 

 
119.75 ± 0.26 
133.72 ± 3.22 

 
118.28 ± 0.47 
132.94 ± 0.12 

 
29.51 ± 1.27 
29.45 ± 1.33 

 
29.62 ± 4.18 
29.14 ± 0.20 

 
- 
- 

 
- 
- 

ผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร 
          ตวัอยา่งท่ี 6 
          ตวัอยา่งท่ี 7 
          ตวัอยา่งท่ี 8 

 
214.33 ± 0.33 
229.91 ± 1.53 
201.64 ± 1.93 

 
213.61 ± 0.11 
227.75 ± 0.08 
201.63 ± 1.88 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 
- 

t stat 
t critical two-tail 

 1.8823 
2.0739 

 1.5735 
2.1604 

 -0.7150 
2.3646 
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บทที่ 5 
สรุปผล อภปิรายผลการวจิยั และข้อเสนอแนะ 

 
 งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาเทคนิคโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟีร่วมกับการใช้คอลัมน์ขนาดเล็ก
ส าหรับการวิเคราะห์สารให้ความหวาน 3 ชนิด ได้แก่ อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม แอสพาร์แทม และแซค
คาริน รวมทัง้คาเฟอีนแบบพร้อมกนัในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมประเภทตา่งๆ ท่ีมีจ าหน่ายทัว่ไป
ตามท้องตลาด โดยสามารถสรุป อภิปรายผลการวิจยั และข้อเสนอแนะดงันี ้
 จากการพฒันาวิธีวิเคราะห์สารให้ความหวานและคาเฟอีนแบบพร้อมกนัด้วยเทคนิคโฟลอิน
เจคชนัโครมาโทกราฟีร่วมกบัการใช้คอลมัน์ขนาดเล็ก (ความยาวน้อยกว่า 1.0 เซนติเมตร) จึงท าให้ได้
วิธีวิเคราะห์แนวทางใหม่ท่ีสะดวก รวดเร็ว และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากขึน้ เน่ืองจากใช้วัฎภาค
เคล่ือนท่ีและตวัท าละลายอินทรีย์ในปริมาณน้อยกว่า อปุกรณ์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์มีราคาถกูกว่า เม่ือ
เทียบกบัอปุกรณ์ของเทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู จึงเป็นวิธีวิเคราะห์ท่ีมีต้นทนุต ่ากว่า 
จากผลการวิจยัพบว่าเม่ือใช้คอลัมน์ขนาดเล็กชนิด C18 ขนาด 8.0 × 3.0 mm i.d., 3 µm 
(SecurityGuardTM C18 cartridge) ร่วมกับการใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความ
เข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) เป็นวฎัภาคเคล่ือนท่ีชนิด A และใช้วฎัภาคเคล่ือนท่ีชนิด B คือ
สารละลายผสมระหว่างแอซีโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 5 
มิลลิโมลาร์ (pH 4.0) ในอตัราส่วนร้อยละ 6:94 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.49 มิลลิลิตรตอ่นาที 
ตรวจวัดท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร พบว่าสามารถแยกอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน 
แอสพาร์แทม และคาเฟอีนได้พร้อมกัน ภายในเวลาเพียง 6.00 นาทีเท่านัน้ และให้ผลความเป็น
เส้นตรงท่ีดี (R2 มากกว่า 0.998) ในช่วงความเข้มข้นท่ีท าการวิเคราะห์ มีความเท่ียงท่ีดีเป็นท่ีน่าพอใจ
ทัง้ภายในวนัเดียวกนัและระหว่างวนั โดยมีคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของพืน้ท่ีใต้พีค
และเวลาการคงอยูน้่อยกวา่ 2.00 คา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้มีคา่เท่ากบั 0.30, 0.09, 0.20 และ 
0.03 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับอะซิซัลเฟม-โพแทสเซียม แซคคาริน แอสพาร์แทม และคาเฟอีน
ตามล าดบั มีคา่ร้อยละการคืนกลบัของสารทัง้ 4 ชนิดในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมอยู่ในช่วงร้อยละ 93.52 – 
106.79 แสดงให้เห็นว่าวิธีการเตรียมตวัอย่างเพียงแคก่ารเจือจางด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ก่อนน าไป
วิเคราะห์ ก็สามารถแยกสารท่ีวิเคราะห์ออกจากสิ่งรบกวนในตัวอย่างได้ เป็นอย่างดี ส าหรับการ
ประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสารให้ความหวานและคาเฟอีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมต่างๆ ได้แก่ 
น า้อัดลม น า้หวานกลิ่นผลไม้ และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร พบว่ามีการใช้สารให้ความหวานและ
คาเฟอีนในปริมาณท่ีแตกตา่งกนัในแตล่ะผลิตภณัฑ์ โดยปริมาณท่ีพบไม่เกินข้อก าหนดมาตรฐาน และ
ไม่พบการเติมแซคคารินลงในเคร่ืองด่ืมทกุชนิดท่ีน ามาศกึษา ซึ่งเป็นไปตามข้อก าหนดในการห้ามเติม
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แซคคารินลงในผลิตภณัฑ์เคร่ืองดื่ม เม่ือน าผลการวิเคราะห์ท่ีได้จากวิธีท่ีพฒันาขึน้นีม้าเปรียบเทียบกบั
วิธีอ้างอิง พบว่าผลการวิเคราะห์ท่ีได้มีความสอดคล้องกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นถึงผลการวิเคราะห์ท่ีมีความถูกต้องและแม่นย าของ
วิธีการวิเคราะห์พัฒนาขึน้ในงานวิจัยนี ้นอกจากนีย้ังให้ผลการวิจัยท่ีมีข้อดีกว่างานวิจัยอ่ืนๆท่ีเคย
รายงานมาก่อนหน้านี ้ซึ่งใช้เทคนิคโฟลอินเจคชันโครมาโทกราฟีเช่นเดียวกัน (García-Jiménez; 
Valencia; & Capitán-Vallvey. 2007: 226-233; Santos; & Rangel. 2012: 57-63) สรุปผลการ
เปรียบเทียบดงัตาราง 6 
 
ตาราง 6 การเปรียบเทียบผลการวิจยัท่ีได้จากงานวิจยัท่ีพฒันาขึน้ และงานวิจยัท่ีเคยรายงานก่อนหน้า 
      นีส้ าหรับการวิเคราะห์สารให้ความหวาน และคาเฟอีนในผลิตภณัฑ์เคร่ืองดื่มด้วยเทคนิคโฟลอิน 
      เจคชนัโครมาโทกราฟี 
 

พารามิเตอร์ วิธีท่ีพฒันาขึน้ งานวิจยัอ้างอิง 
วิธีการเตรียม
ตวัอยา่ง 

การเจือจาง การสกดัด้วยตวัดดูซบัของแข็งa 

   

เวลาท่ีใช้ในการ
วิเคราะห์ 
(นาที/ตวัอยา่ง) 

7.0 
 

10.0a 
15.0b 

   

ชนิดของวฏัภาค
คงท่ี  

อนภุาคทรงกลมชนิด C18 มอโนลิธิกคอลมัน์ชนิด C18a,b 

   

ปริมาตรของวฏัภาค
เคล่ือนท่ี (มิลลิลิตร/
การวิเคราะห์) 

3.0 
 

4.4a 
5.1b 

   

การแยกอะซิซลัเฟม 
-โพแทสเซียม แซค
คาริน แอสพาร์แทม 
และคาเฟอีน 

แยกสารทัง้ 4 ชนิดได้สมบรูณ์ แยกอะซิซลัเฟม-โพแทสเซียมและแซค
คารินออกจากกนัไมไ่ด้a
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ตาราง 6 (ตอ่) 
 

พารามิเตอร์ วิธีท่ีพฒันาขึน้ งานวิจยัอ้างอิง 
ชว่งความเป็น
เส้นตรง 
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 
 

อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม:1.00-200a 

แซคคาริน : 0.50-60a 

แอสพาร์แทม : 1.00 -180a 

คาเฟอีน : 0.10-20b 

อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม:0.03- 45.0a 

แซคคาริน : 2.43-80.0a 

แอสพาร์แทม : 0.94-45.0a 

คาเฟอีน : 3.88-194.19b 

   

คา่ความเข้มข้น
ต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ 
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม : 0.30a 

แซคคาริน : 0.09a 

แอสพาร์แทม : 0.20a 

คาเฟอีน : 0.03b 

อะซิซลัเฟม-โพแทสเซียม : 0.01a 

แซคคาริน : 0.73a 

แอสพาร์แทม : 0.32a 

คาเฟอีน : 1.94b 
   

ราคาของคอลมัน์ 
(บาท/คอลมัน์) 

1,500 
(8.0 mm) 

> 10,000a,b 

(5.0 - 10 mm) 
aงานวิจยัของการ์เซีย-จีเมเนส และคณะ (García-Jiménez; Valencia; & Capitán-Vallvey. 2007: 
226-233) 
bงานวิจยัของซานโตส และเรนเจล (Santos; & Rangel. 2012: 57-63) 
 
 จากความมุ่งหวงัในงานวิจยันีท่ี้ต้องการพฒันาวิธีวิเคราะห์สารให้ความหวานและคาเฟอีน
แบบพร้อมกนัด้วยเทคนิคโฟลอินเจคชนัโครมาโทกราฟีร่วมกบัการใช้คอลมัน์ขนาดเล็กชนิดอนภุาคทรง
กลม จึงได้วิธีวิเคราะห์ใหม่ท่ีสะดวก รวดเร็ว มีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ และมีการใช้ปริมาตร
ของวฏัภาคเคล่ือนท่ีน้อยกวา่งานวิจยัท่ีเคยมีรายงานมาก่อน ท าให้มีความเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อมมาก
ขึน้ อีกทัง้อุปกรณ์ท่ีใช้ในระบบการวิเคราะห์มีราคาถูก ท าให้ประหยัดค่าใช้จ่าย ซึ่งอาจมีการน าวิธี
วิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้นีไ้ปประยกุต์ใช้กบัผลิตภณัฑ์อาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีหลากหลายมากขึน้ เพ่ือให้ได้
ข้อมลูท่ีเป็นประโยชน์และเป็นทางเลือกส าหรับผู้บริโภคในการเลือกบริโภคผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืมตา่งๆให้
มีความปลอดภัย และอาจน าวิธีวิเคราะห์เหล่านีไ้ปพฒันาต่อยอดส าหรับการวิเคราะห์ในภาคสนาม 
และการวิเคราะห์สารส าคญัชนิดอ่ืนๆตอ่ไป 
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ภาพประกอบ 22 เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) รุ่น HPLC-1260 

 
 

 

 
ภาพประกอบ 23 เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV-2450 

ตัวตรวจวัดชนิดไดโอดแอร์เรย์ 
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ภาพประกอบ 24 เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV-1000 
 

 
 

ภาพประกอบ 25 เปรียบเทียบขนาดของความยาวคอลมัน์ 
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ภาพประกอบ 26 เคร่ืองแปลงสญัญาณ รุ่น PC710 
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