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 ในงานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงท่ีสะดวก รวดเร็ว และ

น่าเช่ือถือส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกัน ในตัวอย่าง

ผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มประเภทตา่งๆ ได้แก่ นมสดยเูอชที นมสดพาสเจอร์ไรส์ และนมปรุงแต่งกลิ่นรส 

โดยน าตวัอย่างมาตกตะกอนโปรตีนด้วยกรดไตรฟลอูอโรแอซิติกความเข้มข้น 1 โมลาร์ แล้วน าไปสกัด

ต่อด้วยเทคนิคการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง (SPE) และท าการชะวิตามินบีทัง้สองชนิดด้วย

สารละลายกรดฟอร์มิกในเมทานอลเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร จากนัน้ท าการแยกโดยใช้คอลมัน์

ขนาดเลก็ชนิด C18 (8.0 x 3.0 mm, i.d.) ในระบบไอโซเครติกท่ีมีวฏัภาคเคลื่อนท่ีเป็นสารละลายผสม

ระหว่างแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบัพเฟอร์แอมโมเนียมแอซิเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 

7.0) ในอตัราส่วนร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร  ท่ีอตัราการไหล 0.10 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวดัค่าการ

ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 232 และ 266 นาโนเมตร ส าหรับวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ตามล าดบั 

ผลการทดลองพบวา่สามารถแยกวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดได้พร้อมกันภายในระยะเวลาไม่เกิน 7.00 นาที 

โดยวิธีท่ีพฒันาขึน้นีใ้ห้กราฟมาตรฐานท่ีมีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.10-100 มิลลิกรัม

ตอ่ลิตร โดยมีคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพทัธ์เชิงเส้นดี (R2 > 0.999) คา่ความเท่ียงของวิธีแสดงในรูปของค่า

ความเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ (RSD) มีค่าน้อยกว่า 2.40 และมีค่าร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 

80.07-102.70 วิธีท่ีพฒันาขึน้นีส้ามารถน าไปใช้วิเคราะห์วิตามินบีทัง้ 2 ชนิดในตวัอย่างผลิตภณัฑ์นม

พร้อมดื่มได้เป็นผลส าเร็จ โดยให้ผลการวิเคราะห์สอดคล้องอย่างดีกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโคร

มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูท่ีมีตวัตรวจวดัชนิดฟลอูอเรสเซนท์ เห็นได้วา่วิธีท่ีพฒันาขึน้นีเ้ป็นวิธีท่ี

มีประสิทธิภาพดี รวดเร็ว ราคาถกู อีกทัง้ยงัเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อมอีกด้วย  
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A simple, fast and reliable high-performance liquid chromatographic method was 

developed in this work for the simultaneous analysis of vitamin B1 and vitamin B2 in milk 
samples including ultra high temperature milks, pasteurized milks and flavoured milks. 
Samples were mixed with 1 M trifluoroacetic acid to precipitate proteins, followed by solid 
phase extraction (SPE). Elution of both vitamins was carried out with 2% (v/v) formic acid in 
methanol. The chromatographic separation was performed on a mini column C18 column 
(8.0 x 3.0 mm, i.d.) under isocratic conditions with a mobile phase consisting of acetronitrile 
and 0.05 M ammonium acetate buffer (pH 7.0) in ratio 7:93 (v/v) at flow rate of 0.10 mL/min. 
Direct UV absorptions at wavelengths of 232 and 266 nm were used for detection of vitamin 
B1 and vitamin B2, respectively. The result showed that both vitamins were separated within 
7.00 min. The linear calibration curves were obtained over the concentration range of 0.10-
100 mg/L for both vitamins with high correlation coefficients   (R2 > 0.999). The precisions 
were measured in terms of relative standard deviation (RSD) value. The RSDs of the 
developed method were less than 2.40%. The percentage recoveries of both vitamins were 
obtained in the range 80.07-102.70. The contents of both vitamins in milk samples were 
successfully determined by using the developed method. The results obtained from the 
developed method compared with HPLC method using fluorescence detection were well 
correlated. Therefore, the developed method was effective, rapid, low cost and 
environmentally friendly. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ภมิูหลัง  

วิตามินเป็นหนึ่งในสารอาหารหลกัท่ีมีความจ าเป็นตอ่ร่างกายมนษุย์ แม้วา่ในแตล่ะวนัร่างกาย
จะต้องการวิตามินในปริมาณไม่มากนัก (ระดบัไมโครกรัม) แต่ก็ไม่สามารถขาดได้ เน่ืองจากวิตามิน
เป็นสารประกอบท่ีมีความส าคญัเก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการเม
แทบอลิซึมของร่างกาย โดยท่ีร่างกายไมส่ามารถผลิตหรือสงัเคราะห์วิตามินขึน้มาเองได้ จึงต้องได้รับ
จากการรับประทานเข้าสูร่่างกายเท่านัน้ ถ้าร่างกายเกิดภาวะขาดวิตามินจะสง่ผลกระทบตอ่สขุภาพใน
ด้านต่างๆได้ เช่น การขาดวิตามินบี 1 ท าให้เกิดโรคเหน็บชา การขาดวิตามินบี 2 ท าให้เกิดเป็นโรค
ปากนกกระจอก โดยเฉพาะการขาดวิตามินบี 2 ในเดก็จะสง่ผลตอ่การเจริญเติบโตของร่างกาย เป็นต้น 
(วิตามินและแร่ธาต.ุ ม.ป.ป.: ออนไลน์) วิตามินสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุม่ คือ กลุม่วิตามินท่ีละลายใน
ไขมัน ได้แก่ วิตามินเอ วิตามินดี วิตามินอี และวิตามินเค และกลุ่มวิตามินท่ีละลายในน า้ ได้แก่ 
วิตามินบีรวม และวิตามินซี (Yin; et al. 2008: 172-177) ถึงแม้ว่าวิตามินเหล่านีจ้ะสามารถพบใน
อาหารประเภทตา่งๆอยู่แล้ว แตปั่จจบุนัพฤติกรรมของผู้บริโภคในสภาวะเร่งรีบท าให้มีพฤติกรรมการ
บริโภคท่ีเปลี่ยนแปลงไป ดงันัน้อตุสาหกรรมด้านอาหารและเคร่ืองดื่มจึงมีการผลิตผลิตภณัฑ์ท่ีมีการ
เติมวิตามินเหล่านีล้งไป เ พ่ือให้สอดคล้องกับพฤติกรรมของผู้ บริโภค โดยผลิตภัณฑ์หนึ่ง ท่ี
ภาคอตุสาหกรรมให้ความสนใจเป็นอย่างมากคือ ผลิตภัณฑ์นมพร้อมดื่มซึ่งมีจ าหน่ายทั่วไปตาม
ท้องตลาด เน่ืองจากเป็นผลิตภณัฑ์เคร่ืองดื่มท่ีมีคณุคา่ทางสารอาหารครบถ้วนตามความต้องการของ
ผู้บริโภคทัง้ในเดก็และผู้ใหญ่ โดยในผลิตภณัฑ์นมสามารถพบวิตามินเอและวิตามินบีในปริมาณสงู ซึ่ง
วิตามินบีท่ีพบในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มสว่นใหญ่ คือ วิตามินบี 1 (ไทเอมีน) และวิตามินบี 2 (ไรโบฟ
ลาวิน) (ณิชชยา ฐิติชญาพัทธ์. 2552: 14) ดงันัน้จึงมีความจ าเป็นอย่างย่ิงท่ีจะต้องท าการวิเคราะห์
ปริมาณของวิตามินท่ีเติมลงไปในผลิตภัณฑ์นมประเภทต่างๆ เพ่ือเป็นการรับรองคุณภาพของ
ผลิตภณัฑ์ให้เป็นท่ียอมรับและน่าเช่ือถือจากผู้บริโภค อีกทัง้เป็นการควบคมุคณุภาพของผลิตภณัฑ์ให้
เป็นไปตามมาตรฐานท่ีก าหนด โดยวิธีวิเคราะห์ท่ีเลือกใช้ต้องมีประสิทธิภาพความถูกต้องและความ
แมน่ย าสงู สามารถวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในปริมาณน้อยๆระดบัไมโครกรัมได้ โดยเฉพาะการเลือก
วิธีท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ซึ่งเป็นสารท่ีไมค่อ่ยเสถียร มีความไวตอ่
แสง เกิดการสลายตวัได้ง่าย และเป็นกลุม่วิตามินท่ีไมส่ามารถสะสมไว้ในร่างกาย จ าเป็นต้องได้รับจาก
การรับประทานทกุวนั (ผิวสวยและสขุภาพแขง็แรงด้วยวิตามิน. ม.ป.ป.: ออนไลน์) 
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ส าหรับเทคนิคท่ีน ามาใช้ในการตรวจวดัวิตามินมีหลากหลายเทคนิค เช่น เทคนิคยูวีวิซิเบิล 
สเปกโทรโฟโตเมตรี (Liu; et al. 2002: 685-694) เทคนิคฟลอูอเรสเซนส์สเปกโทรโฟโตเมตรี (Wu; et 
al. 2003: 95-99) และเทคนิคทางจุลชีววิทยา (Tanner; & Barnett. 1986: 777-785) เป็นต้น ซึ่ง
เทคนิคเหลา่นีไ้มส่ามารถวิเคราะห์วิตามินแบบพร้อมกนัหลายชนิดได้ ตอ่มาจึงมีการน าเทคนิคการแยก
สารประเภทตา่งๆมาพฒันาเพ่ือประยกุต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์วิตามินได้พร้อมกนัหลายชนิด โดยหนึง่
ในเทคนิคการแยกสารท่ีมีความเหมาะสมและเป็นท่ียอมรับตามมาตรฐานสากลส าหรับการวิเคราะห์
วิตามินในกลุม่ท่ีละลายในน า้ ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้กันอย่างกว้างขวาง คือ เทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ี
มีความถูกต้อง ความแม่นย า และมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์สูง สามารถวิเคราะห์สาร
ตัวอย่างได้หลากหลาย โดยอาศัยหลักการกระจายตัวของสารในสองวัฏภาค คือ วัฏภาคคงท่ี 
(stationary phase) และวฏัภาคเคลื่อนท่ี (mobile phase) การแยกสารจะเกิดขึน้โดยอาศยัความ
แตกตา่งของการกระจายตวัของสารแตล่ะชนิดกับวฏัภาคคงท่ีและวฏัภาคเคลื่อนท่ี ดงันัน้สารชนิดใด
สามารถกระจายตวัในวฏัภาคเคลื่อนท่ีได้ดีกว่าวฏัภาคคงท่ี สารนัน้ก็จะถูกแยกออกมาก่อน ในทาง
กลบักนัถ้าสารชนิดใดสามารถกระจายตวัในวฏัภาคคงท่ีได้ดีกว่าวฏัภาคเคลื่อนท่ี สารนัน้ก็จะถูกแยก
ออกมาทีหลัง โดยทั่วไปการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงมกันิยมใช้
คอลมัน์ท่ีมีขนาดความยาวคอลมัน์อยู่ในช่วง 10-25 เซนติเมตร ซึ่งเป็นช่วงความยาวท่ีท าให้เกิดการ
แยกของสารแต่ละชนิดออกจากกันได้อย่างสมบูรณ์ อย่างไรก็ตามการใช้คอลมัน์ในขนาดช่วงความ
ยาวดงักล่าวยังมีข้อเสีย คือ คอลัมน์มีราคาสงู ( ≥ 10,000 บาทต่อคอลมัน์) มีความดันย้อนกลบัท่ี
คอ่นข้างสงู ท าให้ไมส่ามารถใช้อตัราการไหลท่ีสงูได้ ซึ่งการใช้อตัราการไหลต ่า (อตัราการไหล 1.0-2.0 
มิลลิลิตรตอ่นาที) จะสง่ผลตอ่ระยะเวลาท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์ ท าให้ใช้เวลานาน อีกทัง้เมื่อท าการ
วิเคราะห์ในแต่ละครัง้ยังใช้ปริมาณของวัฏภาคเคลื่อนท่ีและตัวท าละลายอินทรีย์ในปริมาณมาก 
ก่อให้เกิดเป็นมลพิษตอ่สิ่งแวดล้อมอีกด้วย 

ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีความสนใจท่ีจะพฒันาวิธีการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบ
พร้อมกันโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงร่วมกับการใช้คอลัมน์ขนาดเล็ก       
(ความยาวน้อยกวา่ 1.0 เซนติเมตร) ส าหรับประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์วิตามินบีทัง้ 2 ชนิดในตวัอย่าง
นมพร้อมดื่มท่ีมีจ าหน่ายทั่วไปตามท้องตลาด โดยเน้นการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ท่ีท าได้สะดวก รวดเร็ว 
ราคาถกู โดยยงัคงประสิทธิภาพการวิเคราะห์ท่ีดี และเป็นวิธีท่ีมีความเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากขึน้ 
อีกทัง้ยงัเป็นวิธีท่ีมีความน่าเช่ือถือเหมาะส าหรับการตรวจวดัปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีพบ
ในตวัอย่างนมพร้อมดื่มท่ีมีจ าหน่ายและได้รับความนิยมในประเทศไทย 
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ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจยั 
1. เพ่ือพัฒนาวิธีการวิเคราะห์โดยการใช้คอลมัน์ขนาดเล็กส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 

และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกนัด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
2. เพ่ือประยกุต์ใช้วิธีท่ีพฒันาขึน้ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ใน

ผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มรสจืดและปรุงแตง่กลิ่นรส 
 
ควำมส ำคัญของกำรวิจยั 

1. ได้วิธีวิเคราะห์วิธีใหมส่ าหรับการตรวจวดัปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกนั
โดยการใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ (ความยาวน้อยกวา่ 1.0 เซนติเมตร) ท่ีมีประสิทธิภาพการแยกสงู 

2. ได้วิธีวิเคราะห์ท่ีมีความรวดเร็ว เป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อม ลดการใช้ตวัท าละลายอินทรีย์ และ
ลดคา่ใช้จ่ายในการวิเคราะห์ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 

3. ได้ข้อมลูเก่ียวกับปริมาณของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีพบในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่ม
ประเภทตา่งๆท่ีจ าหน่ายทัว่ไปในท้องตลาด เพ่ือใช้ในการตรวจสอบและควบคมุคณุภาพของผลิตภณัฑ์
ให้เป็นไปตามมาตรฐานท่ีก าหนด 
 
ขอบเขตของกำรวิจยั 

ส าหรับขอบเขตของงานวิจยันีท้ าการพฒันาวิธีการวิเคราะห์แบบใหมส่ าหรับตรวจวดัวิตามินบี 
1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกนัด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูและน าไปประยกุต์ใช้
ในการวิเคราะห์ในตวัอย่างนมพร้อมดื่ม โดยมีขอบเขตการวิจยั ดงันี ้

1. การศกึษาสภาวะการแยกท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์วิตามินทัง้ 2 ชนิดแบบพร้อมกัน
โดยใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ 

2. การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
3. การประยกุต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มรสจืดและปรุงแตง่กลิ่นรส 
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ขัน้ตอนด ำเนินกำรวิจยั 
ส าหรับขัน้ตอนด าเนินงานวิจยั มีดงันี ้
1. การศกึษาสภาวะการแยกท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์วิตามินทัง้ 2 ชนิดแบบพร้อมกัน

โดยใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ 
1.1 ความยาวคลื่นท่ีใช้ในการตรวจวดัวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 
1.2 องค์ประกอบของวฏัภาคเคลื่อนท่ี 
      1.2.1 ชนิดของตวัท าละลายอินทรีย์ในวฏัภาคเคลื่อนท่ี  
      1.2.2 อตัราสว่นของวฏัภาคเคลื่อนท่ี 
1.3 อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนท่ี 

2. การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
2.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง (linearity range) 
2.2 คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ (limit of detection; LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสดุ

ท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ (limit of quantitation; LOQ) 
2.3 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ (precision) 
2.4 ร้อยละของการคืนกลบั (% recovery) 

3. การประยกุต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มประเภทต่างๆท่ีมีจ าหน่ายใน
ประเทศไทย ได้แก่ นมสดยเูอชที นมสดพาสเจอร์ไรส์ และนมปรุงแตง่กลิ่นรส พร้อมทัง้เปรียบเทียบผล
การวิเคราะห์กับเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูท่ีใช้คอลมัน์ขนาดความยาวมาตรฐาน
และตวัตรวจวดัชนิดฟลอูอเรสเซนท์  



บทที่ 2 
เอกสารและวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
ในงานวิจยัครัง้นี ้ผู้ท าวิจยัได้ท าการศกึษาค้นคว้าเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง และน าเสนอ

ตามหวัข้อตอ่ไปนี ้
     1. นม 
     2. วิตามิน 
     3. เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC)  
     4. งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
1. นม 

นมหรือน า้นม หมายถึง ของเหลวบริสทุธ์ิท่ีผลิตได้จากเต้านมของสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม ซึ่งเป็น
ผลิตภณัฑ์ท่ีมีคณุคา่ทางอาหารและมีความจ าเป็นตอ่ร่างกายมนษุย์ เน่ืองจากช่วยในการเจริญเติบโต 
การซ่อมแซมสว่นท่ีสกึหรอของร่างกาย และท าให้สขุภาพสมบรูณ์แขง็แรง โดยส่วนใหญ่ผลิตภณัฑ์นม
ท่ีมีจ าหน่ายตามท้องตลาดมีส่วนประกอบหลักๆ คือ น า้นมวัวดิบซึ่งเป็นน า้นมบริสุทธ์ิ  และ
สว่นประกอบอ่ืนๆท่ีไมใ่ช่น า้ ซึ่งเรียกวา่ ของแขง็ทัง้หมด (total solid) เมื่อหักปริมาณไขมนัออก ส่วนท่ี
เหลือจึงเรียกว่า ของแข็งปราศจากไขมนั (milk solid not fat; MSNF)(นิติยา รัตนปนนท์. 2557: 1) 
ดังนัน้การจะได้นมสดท่ีมีคุณค่าของสารอาหารครบถ้วน จึงขึน้อยู่กับวิธีการคัดสรรน า้นมดิบท่ีมี
คุณภาพจากแหล่งท่ีได้มาตรฐาน และผ่านกรรมวิธีฆ่าเชือ้โรคด้วยความร้อนเพ่ือน ามาผลิตเป็น
ผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มท่ีมีสารอาหารครบถ้วนและมีปริมาณเพียงพอตอ่ความต้องการของผู้บริโภค  

1.1 ประเภทของนม 
       นมพร้อมดื่มท่ีมีจ าหน่ายตามท้องตลาดทั่วไปสามารถจ าแนกออกเป็นประเภทต่างๆ 

ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์ (pasteurized milk) นมสเตอริไลส์ (sterilized milk) นมยูเอชที (ultra high 
temperature milk) นมปรุงแตง่กลิ่นรส (flavoured milk) และนมเปรีย้วหรือโยเกิร์ต (cultured milk or 
yogurt) (ณิชชยา ฐิติชญาพทัธ์. 2552: 17-26) โดยมีรายละเอียดของนมแตล่ะประเภท ดงันี ้ 

       - นมพาสเจอร์ไรส์ คือ นมสดท่ีผา่นกระบวนการให้ความร้อนท่ีอณุหภมูิในช่วง 60-72 oC 
เป็นระยะเวลา 15-30 วินาที แล้วท าให้เย็นตวัลงท่ีอณุหภมูิ 4.4 oC ก่อนบรรจุลงในขวดพลาสติกขุ่น 
หรือกลอ่งกระดาษลามิเนต นมประเภทนีม้ีคณุคา่ทางอาหารครบถ้วน มีความสดใหม่ และมีกลิ่นหอม 
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กรรมวิธีพาสเจอร์ไรส์นีส้ามารถฆ่าเชือ้จุลินทรีย์ชนิดท่ีท าให้เกิดโรคต่างๆในคนได้ แต่ไม่สามารถฆ่า
เชือ้จลุินทรีย์ท่ีท าให้อาหารบดูเน่าได้ จึงมีอายใุนการเก็บรักษาไมน่าน อยู่ในช่วง 7-14 วนั 

       - นมสเตอริไลส์ คือ นมสดท่ีผา่นกระบวนการฆ่าเชือ้ด้วยความร้อนสงู อณุหภมูิไม่ต ่ากว่า 
100 oC เป็นระยะเวลา 20-30 นาที ซึ่งจะท าให้สามารถฆ่าเชือ้จลุินทรีย์ได้ทกุชนิด เน่ืองจากกรรมวิธีนี ้
ใช้ความร้อนสงูมาก ท าให้ในขัน้ตอนการบรรจจุึงจ าเป็นต้องใช้ภาชนะกระป๋องปิดสนิทท่ีท าจากโลหะ
ในสภาวะปลอดเชือ้ นมประเภทนีม้ีคณุคา่ทางอาหารน้อยกวา่ประเภทพาสเจอร์ไรส์ และมีสี กลิ่น และ
รสชาติเปลี่ยนไป แต่สามารถเก็บได้นานกว่าโดยมีอายุการเก็บรักษาได้ประมาณ 1 ปี อย่างไรก็ตาม
วิธีการผลิตวิธีนีจ้ะท าให้นมมีการสญูเสียปริมาณวิตามินบี 1 วิตามินบี 2 และวิตามินซีในระหว่าง
กรรมวิธีการผลิต ดงันัน้ผู้ผลิตจึงอาจต้องมีการเติมวิตามินเหลา่นีล้งไปก่อนน ามาวางจ าหน่าย เพ่ือให้
ได้ผลิตภณัฑ์นมท่ียงัคงคณุคา่ของสารอาหารครบถ้วน  

       - นมยูเอชที คือ นมสดท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ด้วยความร้อนสูงประมาณ 140 oC เป็น
ระยะเวลา 3 วินาทีเท่านัน้ หลงัจากนัน้ท าให้เย็นลงท่ีอณุหภมูิประมาณ 20 oC ก่อนบรรจุลงในภาชนะ
ปลอดเชือ้ ซึ่งมีลกัษณะเป็นกลอ่งท่ีสามารถป้องกนัอากาศผา่นเข้าไปในผลิตภณัฑ์ นมประเภทนีม้ีกลิ่น
และรสชาติดีกวา่นมสเตอริไลส์ มีอายใุนการเก็บรักษาประมาณ 6-9 เดือน อย่างไรก็ตามการผลิตด้วย
วิธีนีก้็สง่ผลให้วิตามินบี 1 และวิตามินซี ในผลิตภณัฑ์นมสญูเสียไป เน่ืองจากถกูท าลายด้วยความร้อน 
ดงันัน้ผู้ผลิตจึงอาจต้องมีการเติมวิตามินเหลา่นีล้งไปก่อนน ามาวางจ าหน่าย เพ่ือให้ได้ผลิตภณัฑ์นมท่ี
ยงัคงคณุคา่ของสารอาหารครบถ้วน  

       - นมปรุงแตง่กลิ่นรส นมประเภทนี ้คือ นมพาสเจอร์ไรส์หรือนมยเูอชทีซึ่งผา่นกรรมวิธีการ
ให้ความร้อนวิธีเดียวกนั แตม่ีการแต่งกลิ่นและรสชาติต่างๆลงไปร่วมกับการเติมน า้ตาล เช่น นมปรุง
แตง่รสหวาน รสช็อกโกแลต รสกาแฟ เป็นต้น จึงท าให้มีปริมาณนมสดลดลง คณุค่าทางโภชนาการ
ลดลง อย่างไรก็ตามนมประเภทนีม้ยงัคงได้รับความนิยมในหมูผู่้บริโภคทัง้เดก็และผู้ใหญ่ 

       - นมเปรีย้วหรือโยเกิร์ต คือ นมหรือผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากนมท่ีน ามาผ่านกรรมวิธีการหมกั
กบัเชือ้จลุินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ เช่น แลคโตบาซิลสั เอซิโดฟิลลสั (lactobacillus acidophillus) แลคโต
บาซิลสั บลัการิคสั (lactobacillus bulgaricus)  และสเตรปโตคอคคสั เทอร์โมฟิลลสั (streptococcus 
thermophillus) เป็นต้น (โยเกิร์ต นมเปรีย้วมหศัจรรย์. ม.ป.ป.: ออนไลน์) ส่งผลให้น า้ตาลแลกโตสใน
นมถกูเปลี่ยนเป็นกรดแลกติก จึงท าให้นมมีรสเปรีย้ว ซึ่งมีประโยชน์ในการช่วยย่อยอาหาร นอกจากนี ้
สารบางชนิดท่ีสร้างโดยจลุินทรีย์ชนิดนีย้งัสามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรียท่ีท าให้เกิด
โรคได้อีกด้วย โดยนมเปรีย้วสามารถจ าแนกได้ 2 ประเภท คือ นมเปรีย้วท่ีมีลกัษณะเป็นน า้คล้าย
เคร่ืองดื่ม และนมเปรีย้วท่ีมีลกัษณะเหลวข้นท่ีเรียกวา่ โยเกิร์ต 
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1.2 องค์ประกอบในน า้นม 
       องค์ประกอบท่ีส าคญัในผลิตภณัฑ์นม (ณิชชยา ฐิติชญาพทัธ์. 2552: 11-15) มีดงันี ้ 
       - โปรตีน  
              โปรตีนในน า้นมประกอบด้วยโปรตีนเคซีน (casein) โกลบูลิน (globulin) และอลับู

มิน (albumin) โปรตีนเหลา่นีม้ีหน้าท่ีช่วยซ่อมแซมสว่นท่ีสกึหรอ และเสริมสร้างเนือ้เย่ือภายในร่างกาย 
เช่น เลือด ไขกระดูก ผิวหนัง และเส้นผม เป็นต้น โดยโปรตีนนมจะมีกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นต่อการ
เจริญเติบโตของร่างกาย เช่น วาลีน ลิวซีน ไอโซลิวซีน ฟีนิลอะลานีน เมทีโอนีน ทริปโตเฟน อาร์จินีน ฮี
สติดิน ไลซีน และทรีโอนีน เป็นต้น ซึ่งต้องได้รับจากอาหารเท่านัน้ ร่างกายไม่สามารถสงัเคราะห์ขึน้ได้ 
ดงันัน้จึงนิยมเรียกโปรตีนนมวา่ “โปรตีนท่ีสมบรูณ์”  

       - คาร์โบไฮเดรต 
              คาร์โบไฮเดรตในน า้นม คือ น า้ตาลแลกโตส (lactose) เป็นน า้ตาลชนิดเดียวท่ีมีใน

นม ซึ่งเป็นอาหารประเภทท่ีให้พลงังาน อีกทัง้ยงัมีประโยชน์ส าคญัตอ่ร่างกาย คือ ช่วยควบคมุปริมาณ
จลุินทรีย์ในล าไส้เลก็ของมนษุย์ จึงท าให้ระบบขบัถ่ายเป็นปกติ ส าหรับทารกน า้ตาลแลกโตสมีคณุค่า
สงูกวา่น า้ตาลชนิดอ่ืนๆ เพราะช่วยดดูซึมแร่ธาตฟุอสฟอรัสและแคลเซียม 

       - เกลือแร่ 
             น า้นมเป็นแหลง่ของเกลือแร่แคลเซียมและฟอสฟอรัส ซึ่งเป็นแร่ธาตท่ีุส าคญัในการ

สร้างกระดกูและฟันให้แขง็แรง รวมทัง้ยงัป้องกนัโรคกระดกูพรุน และช่วยในการสร้างน า้นมของมารดา 
นอกจากนีใ้นน า้นมยังมีแร่ธาตุท่ีส าคญัชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ โซเดียม โพแทสเซียม แมกนีเซียม คลอไรด์ 
ก ามะถนั เหลก็ ทองแดง แมงกานีส ไอโอดีน สงักะสี โคบอลต์ และเกลือซิเตรทอีกด้วย  

       - วิตามิน 
             วิตามินเป็นสารท่ีใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในร่างกายให้ท างานได้อย่าง

ปกติ ในนมสามารถพบได้ทัง้วิตามินกลุม่ท่ีละลายในไขมนั ได้แก่ วิตามินเอ และวิตามินกลุ่มท่ีละลาย
ในน า้ ได้แก่ วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 และวิตามินซี ซึ่งวิตามินเหล่านีส้ามารถช่วยเสริมสร้างภมูิคุ้มกัน
ของร่างกาย อีกทัง้ยงัช่วยให้ระบบการท างานของร่างกายเป็นปกติ 

จากองค์ประกอบท่ีพบในนมตามท่ีกล่าวมานัน้ จะเห็นได้ว่าวิตามินเป็นหนึ่งในองค์ประกอบ
หลกัท่ีส าคญั ดงันัน้ในปัจจบุนัอตุสาหกรรมอาหารและเคร่ืองดื่มประเภทต่างๆ โดยเฉพาะผลิตภณัฑ์
นมพร้อมดื่ม จึงได้มีการเติมวิตามินเหล่านีล้งไปในผลิตภณัฑ์ เพ่ือให้ผู้บริโภคไม่ว่าทัง้เด็กหรือผู้ ใหญ่
ได้รับปริมาณวิตามินในปริมาณท่ีเพียงพอตอ่ความต้องการของร่างกาย เสริมสร้างระบบภมูิคุ้มกันและ
ระบบการท างานของร่างกายให้เป็นปกติ         
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2. วิตามิน  
วิตามินเป็นหนึ่งในสารอาหารหลกัท่ีมีความส าคญักับร่างกายมนุษย์ เน่ืองจากวิตามินมีส่วน

เก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการเมแทบอลิซึมของร่างกาย  ร่างกายไม่
สามารถสงัเคราะห์หรือผลิตวิตามินขึน้มาเองได้จึงจ าเป็นต้องได้รับจากอาหารหรือเคร่ืองดื่มเท่านัน้ 

 
2.1 ประเภทของวติามิน 
       ประเภทของวิตามินสามารถจ าแนกได้ตามความสามารถในการละลาย ท าให้สามารถ

จ าแนกประเภทของวิตามินได้เป็น 2 ประเภทหลกั ดงันี ้
       2.1.1 วิตามินชนิดท่ีละลายในน า้มนัหรือไขมนั ได้แก่ วิตามินเอ ดี อี และเค (vitamin A, 

D, E, K) วิตามินเหลา่นีส้ามารถถกูกกัเก็บไว้ท่ีกล้ามเนือ้หรือไขมนัตามส่วนต่างๆ ของร่างกายได้ภาย
หลงัจากท่ีรับประทานเข้าไป ดงันัน้ ร่างกายไม่จ าเป็นต้องรับประทานวิตามินกลุ่มนีทุ้กวนัเพราะมี
สะสมอยู่ตามกล้ามเนือ้ส่วนต่างๆ อย่างไรก็ตามถ้ามีการรับประทานวิตามินเหล่านีใ้นปริมาณมาก
เกินไป จะเกิดการสะสมในส่วนต่างๆ ท าให้เป็นพิษจากวิตามินได้ (ผิวสวยและสขุภาพแข็งแรงด้วย
วิตามิน. ม.ป.ป.: ออนไลน์) โดยเฉพาะวิตามินเอหากได้รับในปริมาณมากหรือสะสมอยู่ในร่างกายมาก
เกินไปอาจท าให้เสียชีวิตได้  (อารีกลุ ปญุญาวฒัน์. 2551: 17-19) 

       2.1.2 วิตามินชนิดท่ีละลายในน า้ ได้แก่ วิตามินบีรวม และวิตามินซี (vitamin B 
complex, vitamin C) วิตามินกลุม่นีไ้มส่ามารถสะสมหรือกกัเก็บไว้ภายในร่างกายได้นาน เน่ืองจากมี
คณุสมบัติละลายน า้ได้ดีท าให้ถูกก าจัดออกทางปัสสาวะหรือเหง่ือตลอดเวลา ดงันัน้ร่างกายจึง
จ าเป็นต้องได้รับวิตามินกลุม่นีท้กุวนัจากการรับประทานอาหาร ถ้าหากร่างกายได้รับวิตามินกลุ่มนีใ้น
ปริมาณมากเกินไป ส่วนเกินของวิตามินเหล่านีก้็สามารถถูกขับออกโดยไม่ท าให้เกิดอันตรายต่อ
ร่างกาย (ผิวสวยและสขุภาพแขง็แรงด้วยวิตามิน. ม.ป.ป.: ออนไลน์) 

ถึงแม้วา่ร่างกายมนษุย์จะมีความต้องการวิตามินในปริมาณน้อย (ระดบัมิลลิกรัมต่อวนั) เมื่อ
เทียบกบัสารอาหารหลกัในกลุม่อ่ืนๆ เน่ืองจากวิตามินเป็นสารอาหารท่ีไม่มีแคลอร่ี และไม่สามารถให้
พลงังานโดยตรงกบัร่างกายได้ แตถ้่าหากร่างกายได้รับปริมาณวิตามินไมเ่พียงพอตอ่ความต้องการของ
ร่างกายอาจท าให้ร่างกายเกิดสภาวะขาดแคลนวิตามิน ซึ่งมีผลต่อความผิดปกติของระบบต่างๆใน
ร่างกาย หรือท าให้เกิดโรคต่างๆได้ เช่น ถ้าขาดวิตามินเอ จะส่งผลกับระบบสายตาท าให้มองเห็นได้
ยากในเวลากลางคืน การขาดวิตามินบี 1 ท าให้เกิดโรคเหน็บชา การขาดวิตามินบี 2 ท าให้เกิดเป็นปาก
โรคนกกระจอก และถ้าขาดวิตามินซี ท าให้เกิดเลือดออกตามไรฟัน เป็นต้น (ผิวสวยและสุขภาพ
แขง็แรงด้วยวิตามิน. ม.ป.ป.: ออนไลน์) โดยในงานวิจยัครัง้นีส้นใจศกึษาการวิเคราะห์ปริมาณวิตามิน
ชนิดท่ีละลายในน า้ ได้แก่ วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ซึ่งเป็นวิตามินท่ีพบปริมาณมากในนมและเป็น
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กลุ่มวิตามินท่ีต้องรับประทานเข้าไปทุกวนั เพ่ือให้ร่างกายได้รับปริมาณวิตามินท่ีเพียงพอต่อความ
ต้องการของร่างกาย ส าหรับการน าไปใช้สร้างเนือ้เย่ือและการท างานของระบบอวยัวะต่างๆ เช่น การ
มองเห็น และการท างานของระบบประสาท เป็นต้น (ปรียา หมาดหล;ู และคณะ. 2549: 10-11) 
 

2.2 วติามินบี 1 
       วิตามินบี 1 หรือไทเอมีน จดัอยู่ในวิตามินประเภทท่ีละลายได้ในน า้ มีลกัษณะเป็นผลึกสี

ขาวสามารถละลายในน า้ได้ดี และละลายได้เลก็น้อยในแอลกอฮอลล์ ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีแสดง
ดงัภาพประกอบ 1 ประกอบด้วยวงแหวน 2 วง คือ วงแหวนพิริมิดีน (pyrimidine ring) และวงแหวน
ไทอะโซล (thiazole ring) (วิตามินบี 1. ม.ป.ป.: ออนไลน์) 

 
 
 

  
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 1  โครงสร้างของวิตามินบี 1 หรือไทเอมีน 

 
ดดัแปลงจาก: Márquez-Sillero; Cárdenas; & Valcárcel. 2013: 254 

 
       โดยทั่วไปวิตามินบี 1 ท่ีใช้เสริมลงในอาหารและผลิตภณัฑ์อาหารเสริม ท่ีจ าหน่ายตาม

ท้องตลาดมักอยู่ในรูปวิตามินบี 1 สังเคราะห์ หรือท่ีเรียกว่า ไทเอมีนไฮโดรคลอไรด์ (Thiamine 
hydrochloride) มีโครงสร้างแสดงดงัภาพประกอบ 2 ซึ่งสามารถสกดัได้จากเย่ือหุ้มเมลด็ข้าว ลกัษณะ
เป็นผลกึใส ไมม่ีสี มีกลิ่นเหมือนยีสต์ มีรสเค็ม ละลายน า้ได้ดี หากวิตามินนีอ้ยู่ในสารละลายท่ีมีฤทธ์ิ
เป็นด่างจะสลายตัวได้ง่ายเมื่อถูกความร้อน แต่ถ้าอยู่ในสารละลายท่ีมีฤทธ์ิเป็นกรดวิตามินนีจ้ะ
คอ่นข้างเสถียรและทนความร้อนได้ดี (วิตามินและแร่ธาต.ุ ม.ป.ป.: ออนไลน์) 
 
 

pyrimidine thiazole 
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ภาพประกอบ 2  โครงสร้างวิตามินบี 1 สงัเคราะห์ท่ีมีการผลิตและจ าหน่ายตามท้องตลาด 
 

ดดัแปลงจาก: Márquez-Sillero; Cárdenas; & Valcárcel. 2013: 254 
 

2.2.1 หน้าท่ีของวิตามินบี 1 
         หน้าท่ีของวิตามินบี 1 สามารถสรุปได้ (รักษิตา บญุพนัธ์. 2550: 12-13) ดงันี ้
         1. ช่วยในการท างานของระบบทางเดินอาหาร กระตุ้นความอยากรับประทานอาหาร จึง

ท าให้ระบบการย่อยอาหารและระบบการขบัถ่ายดีขึน้ 
         2. เป็นสว่นประกอบของไทเอมีนไพโรฟอสเฟต (TPP) ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นโคเอนไซม์ในการ

เผาผลาญสารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตให้เป็นน า้ตาล 
         3. ช่วยในการท างานของระบบประสาทและหัวใจ เพราะวิตามินนีจ้ าเป็นส าหรับการ

สงัเคราะห์สารพวกอะซิทิลคลอไรด์ (acetylcholine) ซึ่งควบคุมการท างานของระบบประสาทและ
กล้ามเนือ้ตา่งๆของร่างกายให้เป็นปกติ เพ่ือไมใ่ห้เกิดเป็นโรคเหน็บชาหรือเป็นอมัพาต 

 
2.2.2 ผลของการขาดวิตามินบี 1  
         การขาดวิตามินบี 1 จะสง่ผลโดยตรงตอ่การท างานของระบบตา่งๆ ได้แก่ ระบบทางเดนิ

อาหาร ระบบประสาท และระบบหวัใจ (ปรียา หมาดหล;ู และคณะ. 2549: 64-66) ดงันี ้
         - ระบบทางเดินอาหาร หากร่างกายขาดวิตามินบี 1 จะท าให้เกิดอาการเบ่ืออาหาร 

(anorexia) เน่ืองจากระบบการย่อยอาหารผิดปกติ จึงท าให้การย่อยคาร์โบไฮเดรตเพ่ือให้ได้กลโูคสแก่
ร่างกายลดลง 

         - ระบบประสาท หากร่างกายขาดวิตามินบี 1 จะท าให้ระบบประสาทส่วนกลางท างาน
ผิดปกติ เน่ืองจากได้ปริมาณกลโูคสไมเ่พียงพอตอ่ร่างกาย สง่ผลท าให้มีปฏิกิริยาการตอบสนองลดลง 

Cl- 
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เซ่ืองซึม เหน่ือยล้า และถ้าขาดวิตามินบี 1 ในระยะเวลานาน จะท าให้สารสื่อประสาทถูกท าลายหรือ
เสื่อมไป ซึ่งก่อให้เกิดอาการปวด หรือมีความรู้สกึชา ถ้าขัน้รุนแรงอาจท าให้เกิดเป็นอมัพาตได้  

         - ระบบหวัใจ การขาดวิตามินบี 1 ท าให้การท างานของกล้ามเนือ้หัวใจอ่อนลง มีอาการ
บวมตามแขน ขา และอาจสง่ผลให้เป็นโรคหวัใจวายได้  
 

2.2.3 แหลง่อาหารท่ีพบวิตามินบี 1 

         วิตามินบี 1 ส่วนมากพบในธัญพืช เช่น ข้าวและข้าวสาลีท่ีไม่ผ่านการขดัสี โดยพบใน
สว่นเนือ้เย่ือของเปลือกหุ้มเมลด็ (seed husk) นอกจากนีย้งัพบใน เนือ้หม ูยีสต์ และในนมสด เป็นต้น 
(วิตามินบี 1. ม.ป.ป.: ออนไลน์) 

 
2.3 วติามินบี 2 
       วิตามินบี 2 หรือไรโบฟลาวิน พบครัง้แรกในรูปรงควตัถุเรืองแสงสีเหลือง ซึ่งสกัดได้จาก

นม เรียกรงควตัถชุนิดนีว้า่ ฟลาวิน (flavin) โครงสร้างของวิตามินบี 2 ประกอบไปด้วยสายคาร์บอน 5 
คาร์บอนของหมู่ไรบิทอล (ribitol) ท่ีเกิดจากการรีดิวซ์ของน า้ตาลไรโบส (ribose) เช่ือมกับอะตอม
ไนโตรเจนในโมเลกุลวงแหวนไอโซอัลลอกซาซีน (isoalloxazine ring) โครงสร้างแสดงดังภาพ  
ประกอบ 3 
 
 

 
Isoalloxazine 

 
 
                                                   Ribitol  

 

 
 

ภาพประกอบ 3  โครงสร้างโมเลกลุของวิตามินบี 2 หรือไรโบฟลาวิน 
 
ดดัแปลงจาก: Nishizawa; et al. 2006: 134 
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วิตามินบี 2 หรือไรโบฟลาวิน เป็นวิตามินท่ีถูกท าลายทันทีเมื่อถูกแสง และมีความเสถียรต่อ
ความร้อนในสภาวะท่ีเป็นกรดเท่านัน้  
 

2.3.1 หน้าท่ีของวิตามินบี 2 
         บทบาทของวิตามินบี 2 ท่ีมีความจ าเป็นต่อร่างกาย (อารีกุล ปุญญาวฒัน์. 2551: 42) 

สามารถสรุปได้ ดงันี ้
         1. เป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัในโมเลกลุของโคเอนไซม์ฟลาวินโมโนนิวคลีโอไทด์ (FMN) 

และฟลาวินอะดินินไดนิวคลีโอไทด์ (FAD) ซึ่งท าหน้าท่ีร่วมกับเอนไซม์ในปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
น า้ตาลกลโูคส กรดอะมิโน และกรดไขมนัในกระบวนการเมแทบอลิซึมเพ่ือให้เกิดพลงังานแก่ร่างกาย 

         2. ช่วยในกระบวนการสร้างการเจริญเติบโตและสืบพนัธุ์ 
         3. เพ่ิมประสิทธิภาพในการมองเหน็ ช่วยบรรเทาอาการออ่นล้าของสายตา 
         4. ป้องกนัอาการเจ็บแสบในปาก ริมฝีปากและลิน้ 
         5. ช่วยสง่ออกซิเจนให้กบัเซลล์ทกุเซลล์ภายในร่างกาย ให้มีระบบการท างานเป็นไป

ตามปกติ และท าหน้าท่ีได้อย่างเตม็ประสิทธิภาพ 
 
2.3.2 ผลของการขาดวิตามินบี 2 
         การขาดวิตามินบี 2 มีอาการท่ีสามารถสงัเกตได้ (ปรียา หมาดหล;ู และคณะ. 2549: 

48-49) ดงันี ้
         1. ในเดก็การขาดวิตามินบี 2 จะท าให้การเจริญเติบโตของร่างกายหยดุชะงกั 
         2. ท าให้เกิดแผลท่ีมมุปาก (angular stomatitis) หรือโรคปากนกกระจอก 
         3. เกิดเส้นเลือดขึน้ในดวงตา ถ้าเป็นขัน้รุนแรงอาจท าให้กระจกตาได้รับความเสียหาย 

เพราะได้รับออกซิเจนไมเ่พียงพอ เน่ืองจากร่างกายจะสร้างเส้นเลือดขึน้บริเวณรอบดวงตา เพ่ือทดแทน
การน าพาออกซิเจนจากวิตามินบี 2 หรือไรโบฟลาวิน  

         4. ผิวหนงัอกัเสบ มีผ่ืนแดงขึน้ตามผิวหนงั 
         5. เกิดภาวะโรคโลหิตจาง  
 
2.3.3 แหลง่อาหารท่ีพบวิตามินบี 2 

         วิตามินบี 2 พบมากในเนือ้ววั ปลา ไก่ เคร่ืองในสตัว์ โดยเฉพาะตบัและไต รวมทัง้พืชใบ
เขียวและน า้นม เน่ืองจากวิตามินชนิดนีไ้วตอ่แสงจึงมกัถกูท าลายหรือสญูเสียไปขณะแปรรูปผลิตภณัฑ์ 
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ดงันัน้บรรจุภัณฑ์ของอาหารท่ีมีวิตามินบี 2 จ าเป็นต้องท าการบรรจุในภาชนะทึบแสง (วิตามินบี 2. 
ม.ป.ป.: ออนไลน์) 

ถึงแม้วา่วิตามินบีทัง้ 2 ชนิดจะสามารถพบในอาหารประเภทต่างๆอยู่แล้ว แต่ด้วยพฤติกรรม
ของผู้บริโภคในสภาวะเร่งรีบในปัจจุบันจึงท าให้ผลิตภณัฑ์มากมายท่ีจ าหน่ายตามท้องตลาดมีการ
เสริมวิตามินเหลา่นีล้งไป เช่น เคร่ืองดื่มประเภทตา่งๆ ผลิตภณัฑ์เสริมอาหาร และผลิตภณัฑ์นมพร้อม
ดื่ม เป็นต้น ดงันัน้การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในผลิตภณัฑ์ประเภทต่างๆ จึงมี
ความส าคญัเพ่ือเป็นการรับรองคณุภาพของผลิตภณัฑ์ให้เป็นท่ียอมรับและน่าเช่ือถือจากผู้บริโภค อีก
ทัง้เป็นการควบคมุคณุภาพของผลิตภณัฑ์ให้เป็นไปตามมาตรฐานท่ีก าหนดอีกด้วย 
 

3. เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) 
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูเป็นเทคนิคการวิเคราะห์เทคนิคหนึ่งท่ีได้รับการ

ยอมรับเป็นมาตรฐานสากลใช้ส าหรับการแยกองค์ประกอบของสารโดยอาศยัหลกัการกระจายตวัของ
สารในสองวฎัภาค คือ วฎัภาคคงท่ี (stationary phase) และวฎัภาคเคลื่อนท่ี (mobile phase) โดยวฏั
ภาคคงท่ีเป็นของแขง็หรือของเหลวเคลือบอยู่บนตวัค า้จุนของแข็งซึ่งบรรจุอยู่ในคอลมัน์ ส่วนวฏัภาค
เคลื่อนท่ีเป็นของเหลวซึ่งอาจเรียกว่า สารละลายตวัชะ (eluent) ท่ีไหลผ่านวฏัภาคคงท่ีโดยอาศยัป๊ัม
แรงดนัสูงเป็นตัวพา ท าให้โมเลกุลของสารละลายตัวอย่างมีการกระจายตวัระหว่างสองวัฏภาคท่ี
แตกตา่งกนั จึงสามารถท าให้สารแตล่ะชนิดแยกออกจากกนัได้ (พฒันา เหลา่ไพบลูย์. 2554: 1-3) โดย
สว่นประกอบของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูแสดงดงัภาพประกอบ 4 

 
  
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 4 สว่นประกอบของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

  ท่ีมา: High Performance Liquid Chromatography. ม.ป.ป.: ออนไลน์ 
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การจ าแนกเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูสามารถแบ่งออกตามกลไกการแยก 
เช่น นอร์มอลเฟสโครมาโทกราฟี (normal phase chromatography) รีเวอร์สเฟสโครมาโทกราฟี 
(reverse phase chromatography)   อิออนแพร์โครมาโทกราฟี (ion-pair chromatography) และอิ
ออนเอก็ซ์เชงโครมาโทกราฟี (ion-exchange chromatography) เป็นต้น (พฒันา เหลา่ไพบลูย์. 2554: 
17-28) โดยงานวิจยัสว่นใหญ่มกันิยมใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูท่ีใช้กลไกการแยก
แบบรีเวอร์สเฟสโครมาโทกราฟี ซึ่งมีกลไกในการแยกท่ีอาศยัความแตกต่างของความมีขัว้ระหว่างวฏั
ภาคคงท่ีและวฏัภาคเคลื่อนท่ี โดยวฏัภาคคงท่ีใช้เป็นสารท่ีไม่มีขัว้ (non-polar substrate) ซึ่งเคลือบ
อยู่บนผิวนอกของตวัค า้จุนท่ีเป็นวสัดชุนิดเม็ดทรงกลมขนาดเล็กท่ีไม่มีรูพรุน (non-porous core) ซึ่ง
ปกติจะใช้เป็นเมด็ซิลิกา ในขณะท่ีวฏัภาคเคลื่อนท่ีจะเป็นสารท่ีมีขัว้ (polar substrate) ดงันัน้สารชนิด
ใดสามารถกระจายตวัในวฎัภาคเคลื่อนท่ีได้ดีกวา่วฎัภาคคงท่ี สารนัน้ก็จะถูกแยกออกมาก่อน ในทาง
กลบักนัถ้าสารชนิดใดสามารถกระจายตวัใน วฎัภาคคงท่ีได้ดีกวา่วฎัภาคเคลื่อนท่ี สารนัน้ก็จะถูกแยก
ออกมาทีหลงั โดยประสิทธิภาพการแยก (Resolution; Rs) ของคอลัมน์จะพิจารณาได้ (Snyder; 
Kirkland; &Glajch. 1999: 27-31) ดงัสมการ 

 

Rs = 1/4   
   

 
   N1/2   

 

   
  

 
โดยท่ี α (selectivity) คือ คา่ท่ีบอกถึงลกัษณะการแยกของสารผสมท่ีปรากฏในโครมาโทแกรม 

โดยจะขึน้อยู่กับชนิดของวัฏภาคคงท่ีและชนิดของวัฏภาคเคลื่อนท่ี ซึ่ งถ้าค่า α สูง แสดงว่า
ประสิทธิภาพการแยกของพีคสองพีคท่ีอยู่ติดกนัแยกออกจากกนัได้ดี 

         N (theoretical plate number) คือ จ านวนเพลททางทฤษฎี มีผลกับค่าความกว้างของ
พีค โดยคา่ N จะขึน้กบัความยาวของคอลมัน์และอตัราการไหล ถ้าคอลมัน์มีขนาดความยาวเพ่ิมขึน้
หรืออตัราการไหลลดลงจะสง่ผลให้จ านวนเพลททางทฤษฎีเพ่ิมขึน้ จึงท าให้ประสิทธิภาพการแยกของ
สารผสมดีขึน้ 

         k (retention) คือ คา่การคงอยู่ของสารภายในคอลมัน์ หรือเรียกว่าค่าแฟคเตอร์ความจ ุ
(capacity factor; k’) โดยจะขึน้อยู่กับชนิดของวฏัภาคเคลื่อนท่ีและลกัษณะการบรรจุของอนุภาค
ภายในคอลมัน์ (packing) ซึ่งจะมีผลตอ่ความสามารถในการคงอยู่ของสารภายในคอลมัน์ โดยถ้าค่า
การคงอยู่ของสารภายในคอลมัน์มาก ประสิทธิภาพการแยกของสารละลายจะเพ่ิมมากขึน้ด้วย  

โดยทัว่ไปการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูมกันิยมใช้คอลมัน์ท่ีมี
ขนาดความยาวคอลมัน์อยู่ในช่วง 5-25 เซนติเมตร ซึ่งเป็นช่วงความยาวท่ีท าให้มีประสิทธิภาพการแยก
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ท่ีสมบรูณ์ อย่างไรก็ตามการใช้คอลมัน์ในขนาดช่วงความยาวดงักล่าวยังมีข้อเสีย คือ คอลมัน์มีราคา
สงู มีความดนัย้อนกลบัท่ีค่อนข้างสงู และยังใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน ต่อมาจึงได้มีงานวิจัยท่ีน า
คอลมัน์ขนาดเลก็ซึ่งมีขนาดสัน้กว่ามาประยุกต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ร่วมกับเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู เพ่ือให้ได้ระยะเวลาการวิเคราะห์ท่ีรวดเร็วมากขึน้ โดยยังคงประสิทธิภาพการ
แยกท่ีดี จากการศึกษาค้นคว้างานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง พบว่ามีงานวิจัยท่ีน าคอลัมน์ขนาดเล็กมา
ประยุกต์ใช้ในการแยกสารประเภทต่างๆ ดงัเช่นงานวิจัยของ Le และ Ma (Le; & Ma. 1998: 1926-
1933) ได้ท าการวิเคราะห์อาเซไนท์ อาเซเนต กรดมอนอเมทิลอาโซนิก และกรดไดเมทิลอาซินิก ด้วย
คอลมัน์นาดเล็กชนิด C18 (30 mm x 4.6 mm, 5 μm) ซึ่งใช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้เพียง 3 นาที
เท่านัน้ ต่อมาในปี ค.ศ. 2003 Youngvises และคณะ (Youngvises; et al. 2003: 629-638) ท าการ
วิเคราะห์สารโทลเพอริโซน และลิโดเคอีน ในตวัอย่างยา โดยใช้คอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 (12.5 mm 
x 4.6 mm, 5 μm) ร่วมกบัเทคนิคไมเซลลาร์ลิควิดโครมาโทกราฟี (Micellar liquid chromatography; 
MLC) ซึ่งสามารถวิเคราะห์แยกสารทัง้ 2 ชนิดได้อย่างสมบูรณ์ และในปี ค.ศ. 2013 กลุ่มงานวิจัย
เดียวกนัได้มีการพฒันาเทคนิคการวิเคราะห์โดยน าคอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 (12.5 mm x 4.6 mm, 
5 μm) มาใช้ร่วมกับเทคนิคไมเซลลาร์ลิควิชโครมาโทกราฟี (Youngvises; et al. 2013: 350-359) 
ส าหรับการวิเคราะห์วตัถกุนัเสียกลุม่พาราเบน ได้แก่ เมทิลพาราเบน เอทิลพาราเบน โพรพิลพาราเบน 
และบิวทิลพาราเบน ในผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง โดยท าการตรวจวดัท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
พบวา่ใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 7 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่
ในช่วง 1-100 ไมโครโมลต่อลิตร (R2>0.999) มีค่าความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้อยู่ในช่วง        
0.04-0.10 ไมโครโมลต่อลิตร ค่าความเท่ียงแสดงในรูปของร้อยละของส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานมีค่า
น้อยกว่า 3 และมีค่าร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 92.4-109.2 จากการวิเคราะห์ในตวัอย่างพบว่า
วิธีการวิเคราะห์นีส้ามารถท าได้ง่าย วิเคราะห์ได้รวดเร็ว และยงัเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อม 

ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงสนใจน าคอลมัน์ขนาดเล็ก (ความยาวน้อยกว่า 1.0 เซนติเมตร) มา
พฒันาเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มประเภท
ตา่งๆ เพ่ือให้ได้วิธีการวิเคราะห์ท่ีมีความรวดเร็วมากขึน้  ประหยัดค่าใช้จ่าย เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
โดยยงัคงประสิทธิภาพการแยกท่ีดีเทียบเท่ากบัการใช้คอลมัน์ขนาดยาว 
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4.งานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 
4.1 การวเิคราะห์สารกลุ่มวติามินท่ีละลายในน า้ด้วยเทคนิคสเปกโทโฟโตเมตรี 
      เทคนิคท่ีใช้ในการวิเคราะห์วิตามินและสามารถท าได้ง่ายคือ เทคนิคทางสเปกโทโฟโตเม

ตรี เช่น เทคนิคยูวีวิสิเบิลสเปกโทโฟโตเมตรี (UV-Visible spectrophotometry) และเทคนิคสเปกโท
ฟลอูอโรเมตรี (Spectrofluorimetry) โดยน าวิตามินท่ีสนใจมาท าปฏิกิริยาเพ่ือให้เกิดเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีมี
สีหรือวาวแสงได้ แล้วท าการตรวจวดัค่าการดดูกลืนแสงหรือค่าการวาวแสง ดงัเช่นงานวิจัยของ Liu 
และ คณะ (Liu; et al. 2002: 685-694) ท าการวิเคราะห์วิตามินบี 1 ในตวัอย่างยาด้วยเทคนิคยูวีวิสิ
เบิลสเปกโทโฟโตเมตรี โดยน ามาท าปฏิกิริยากบัสีย้อมชนิดกรดไตรฟีนิลมีเทนทัง้ 6 ชนิดได้แก่ โบรโม
ไทมอลบล ูไทมอลบล ูโบรโมฟีนอลบล ูโบรโมครีซอลกรีน ฟีนอลเรด และครีซอลเรด เมื่อวิตามินบี 1 ท า
ปฏิกิริยากับสีย้อมชนิดโบรโมไทมอลบลู ไทมอลบลู โบรโมฟีนอลบลู และโบรโมครีซอลกรีน ได้
สารประกอบเชิงซ้อนท่ีมีสีภายในเวลา 2 นาที โดยสารประกอบเชิงซ้อนจะเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสี
เหลือง และเมื่อน าวิตามินบี 1 ท าปฏิกิริยากับสีย้อมชนิดฟีนอลเรด และครีซอลเรด ได้สารประกอบ
เชิงซ้อนท่ีมีสีภายในเวลา 10 นาที โดยสารประกอบเชิงซ้อนจะเปลี่ยนจากสีชมพเูป็นสีส้ม จากนัน้น าไป
ตรวจวดัค่าการดดูกลืนแสงในช่วง 420-450 นาโนเมตร เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็น
เส้นตรงอยู่ในช่วง 0.36-0.60 มิลลิกรัมต่อลิตร (R2>0.993) ค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีตรวจวดัได้ของ
วิตามินบี 1 อยู่ในช่วง 24.0-70.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลบัอยู่
ในช่วง 98.8-101.4 ส าหรับตวัอย่างงานวิจยัท่ีท าการวิเคราะห์วิตามินด้วยเทคนิคสเปกโทฟลอูอโรเมตรี 
ดงัเช่นงานวิจยัของ Wu และคณะ (Wu; et al. 2003: 95-99) ได้ท าการวิเคราะห์วิตามินซี โดยน ามาท า
ปฏิกิริยาออกซิเดชันด้วยออร์โทฟีนิลีนไดอะมีน เกิดเป็นสารอนุพันธ์ท่ีวาวแสง และสามารถท าการ
ตรวจวดัคา่การวาวแสงท่ีความยาวคลื่น 430 นาโนเมตร เมื่อใช้ความยาวคลื่นกระตุ้น 360 นาโนเมตร 
ผลการวิเคราะห์พบว่า เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.05-40 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (R2>0.995) เมื่อน าไปวิเคราะห์วิตามินซีในตวัอย่างเม็ดยา พบว่าให้ค่าความ
เข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้เท่ากบั 0.006 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

อย่างไรก็ตามการตรวจวัดด้วยเทคนิคสเปกโทโฟโตเมตรียังมีข้อเสีย คือ ต้องหาสารเคมีท่ี
สามารถท าปฏิกิริยากับวิตามินเพ่ือให้เกิดผลิตภัณฑ์ท่ีมีสีหรือเกิดอนุพันธ์ท่ีวาวแสง อีกทัง้ยังไม่
สามารถท าการวิเคราะห์สารแบบพร้อมกนัหลายชนิดได้ แต่ในการวิเคราะห์วิตามินส่วนใหญ่นิยมท า
การวิเคราะห์แบบพร้อมกนั เพ่ือประหยดัระยะเวลาและลดคา่ใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ โดยยังคงมี
ความแมน่ย า และมีประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์สงู ดงันัน้เทคนิคท่ีนิยมน ามาใช้ในการวิเคราะห์
วิตามินตา่งๆแบบพร้อมกนัอีกเทคนิคหนึ่งท่ีได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก คือ เทคนิคโครมาโทกราฟี
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ของเหลวสมรรถนะสงู และเทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาลิซิส (Sequential Injection Analysis; 
SIA) 
 

4.2 การวเิคราะห์สารกลุ่มวติามินท่ีละลายในน า้ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง 

4.2.1 การวิเคราะห์ในตวัอย่างอาหาร 
     ในปี ค.ศ. 1997 Argoudelis (Argoudelis. 1997: 83-89) ท าการวิเคราะห์ปริมาณวิตามิน

บี 6 ทัง้ 7 รูปแบบ ได้แก่ ไพริดอกซีน ไพริดอกซาล ไพริดอกซามีน ไพริดอกซีน 5’-ฟอสเฟต ไพริดอก
ซาล 5’-ฟอสเฟต ไพริดอกซามีน 5’-ฟอสเฟต และ 4-ไพริดอกซิกแอซิก ในตวัอย่างนม ยีสต์ และไข่แดง 
โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) วฎัภาคเคลื่อนท่ีท่ีใช้คือสารละลายโซเดียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตท่ีความเข้มข้น 0.15 โมลาร์ (pH 2.5) ท่ีอตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และท า
การตรวจวดัคา่การวาวแสงท่ีความยาวคลื่น 389 นาโนเมตร เมื่อใช้ความยาวคลื่นกระตุ้นท่ี 290 นาโน
เมตร โดยมีการใช้ไอโซไพริดอกซาลเป็นสารมาตรฐานภายใน (internal standard) พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลา
ในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 20 นาที และสามารถน าวิธีนีไ้ปประยกุต์ใช้วิเคราะห์ในตวัอย่างนม ยีสต์ และไข่
แดงได้จริง โดยมีคา่เฉล่ียร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 85.1-101.8 

     และในปีเดียวกนักลุ่มงานวิจัยของ Hurtado และคณะ (Hurtado; et al. 1997: 247-253) 
ได้ท าการวิเคราะห์วิตามินท่ีละลายในน า้จ านวน 8 ชนิด ได้แก่ นิโคตินาไมด์ ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน ไพริ
ดอกซีน ไพริดอกซาล ไพริดอกซามีน ไซยาโนโคบาลามิน และกรดฟอริก ในตวัอย่างนมเด็กทารก โดย
ใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) วฎัภาคเคลื่อนท่ีใช้สารละลายผสมระหว่างกรดออก
เทนซัลโฟนิกท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ ท่ีมี 0.5% ไตรเอทิลเอมีน (pH 3.6) กับเมทานอลใน
อตัราสว่นร้อยละ 85:15 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการตรวจวดัท่ีความ
ยาวคลื่นท่ีวิตามินแตล่ะชนิดดดูกลืนแสงได้สงูสดุ พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 55 นาที มี
คา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ของวิตามินทัง้ 8 ชนิดอยู่ในช่วง 0.02-0.01 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
และสามารถน าวิธีนีไ้ปประยกุต์ใช้วิเคราะห์ตวัอย่างนมผงเดก็ทารกและนมทารกชนิดของเหลวได้จริง 
โดยมีคา่เฉล่ียร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 76-96 

     ในปี ค.ศ. 2003 Viñas และคณะ (Viñas; et al. 2003: 77-84) ได้ท าการวิเคราะห์วิตามินท่ี
ละลายในน า้ได้แก่ ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน นิโคตินาไมด์ กรดนิโคตินิก ไพริดอกซีน ไพริดอกซาล กรดฟ
อริก ไซยาโนโคบาลามีน และอินโนซีน ในตวัอย่างอาหารเด็กประเภทต่างๆ ได้แก่ นมผง ซีเรียล และ
ผลไม้  ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  โดยใ ช้คอลัมน์ชนิด AmideC16                
(150 mm × 4.6 mm, 5 μm) เป็นวฏัภาคคงท่ี ท าการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนต์ท่ีมีสารละลาย
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บพัเฟอร์โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 0.10 โมลาร์ เป็นวฎัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 1 และ 
สารละลายผสมระหว่างแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบัพเฟอร์โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต
ความเข้มข้น 0.10 โมลาร์ ท่ีอตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นวฏัภาคเลื่อนท่ีชนิดท่ี 2 ท าการ
ตรวจวดัท่ีความยาวคลื่นท่ีวิตามินแต่ละชนิดดดูกลืนแสงได้สงูสดุ โดยน าตวัอย่างมาท าการย่อยด้วย
กรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ร่วมกับการใช้เอนไซม์ taka-diastase ก่อนวิเคราะห์ด้วย
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 30 นาที เมื่อ
สร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.02-1.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(R2>0.999) มีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัวิตามินทัง้ 9 ชนิดอยู่ในช่วง 0.009-0.038 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร คา่เฉล่ียร้อยละการคืนกลบัในช่วง 96.7-99.7 และมีคา่ความเท่ียงแสดงในรูปของร้อยละของ
สว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน (%RSD) น้อยกวา่ 4.1 จากการวิเคราะห์ในตวัอย่างอาหารเด็กพบว่าสามารถ
ท าการวิเคราะห์วิตามินทัง้ 9 ชนิดได้และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวดัปริมาณวิตามินใน
ตวัอย่างอาหารอ่ืนได้อีกด้วย 

     ในปีเดียวกัน Kall (Kall. 2003: 315-327) ท าการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 6 ทัง้ 3 
รูปแบบ ได้แก่ ไพริดอกซีน ไพริดอกซาล และไพริดอกซามีน ในตวัอย่างเนือ้สตัว์ ผกัสด ขนมปัง และโย
เกิร์ต ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (150 mm × 4.6 mm, 
3 μm) วฎัภาคเคลื่อนท่ี คือ สารละลายผสมระหวา่งอะซิโตไนไตรล์กบัสารละลายกรดออกเทนซลัโฟนิก
ความเข้มข้น 2.2 มิลลิโมลาร์ ท่ีมีสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตความเข้มข้น 81 มิลลิโม
ลาร์ กรดฟอสฟอริกความเข้มข้น 19 มิลลิโมลาร์ และไตรเอทิลเอมีนความเข้มข้น 4 มิลลิโมลาร์ (pH 
2.75) ในอตัราสว่นร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการตรวจวดั
คา่การวาวแสงท่ีความยาวคลื่น 375 นาโนเมตร เมื่อใช้ความยาวคลื่นกระตุ้น 333 นาโนเมตร โดยน า
ตวัอย่างมาท าการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ก่อนวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 12 นาที เมื่อสร้างกราฟ
มาตรฐานพบวา่มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 10-500 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร (R2>0.999) คา่เฉลี่ยร้อย
ละการคืนกลบัในช่วง 90-110 และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในตรวจวดัปริมาณวิตามินในตวัอย่าง
อาหารได้จริง 

     ในปี ค.ศ. 2005 Gatti และ Gioia (Gatti; & Gioia. 2005: 135-141) ได้ท าการวิเคราะห์
วิตามินท่ีละลายในน า้จ านวน 6 ชนิด ได้แก่ ไรโบฟลาวิน ไพริดอกซีน ไพริดอกซาล ไพริดอกซามีน     
ไพริดอกซาล 5’-ฟอสเฟต และ 4-ไพริดอกซิกแอซิก ในตวัอย่างนมและยา ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงูร่วมกบัการใช้คอลมัน์ชนิด C8 (250 mm × 3.0 mm, 5 μm) เป็นวฏัภาคคงท่ี ท า
การวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนต์ท่ีมีวฏัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 1 คือสารละลายโซเดียมเพนเทนซัลโฟเนต
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ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ในสารละลายกรดแอซิติกความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร และมี
สารละลายผสมระหว่างเมทานอลกับสารละลายเตตตระไฮโดรฟิวเรนท่ีอตัราส่วนร้อยละ 98:2 โดย
ปริมาตร เป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 2 ท่ีอตัราการไหล 0.40 มิลลิลิตรต่อนาที และท าการตรวจวดัค่า
การวาวแสงท่ีความยาวคลื่น 524 นาโนเมตร เมื่อใช้ความยาวคลื่นกระตุ้น 370 นาโนเมตร พบว่าวิธีนี ้
ใช้เวลาการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 50 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง    
0.3-1109.8 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (R2>0.999)  มีค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 88-102 
และมีคา่ความเท่ียงแสดงในรูปของร้อยละของสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน (%RSD) น้อยกวา่ 4.4 

     ในปี ค.ศ. 2007 Lebiedzińska และคณะ (Lebiedzińska; et al. 2007: 71-80) ได้ท าการ
วิเคราะห์วิตามินท่ีละลายในน า้จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ ไทเอมีน ไพริดอกซีน ไพริดอกซาล ไพริดอกซามีน 
และโคบาลามิน ในตวัอย่างเนือ้สตัว์และผกัต่างๆ ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู
ร่วมกบัการตรวจวดัทางเคมีไฟฟ้าและการดดูกลืนแสง โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 
5 μm) วฎัภาคเคลื่อนท่ี คือ สารละลายผสมระหวา่งเมทานอลกบัสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ท่ีมีไตร
เมทิลลามีนความเข้มข้น 0.018 โมลาร์ (pH 3.55) ในอตัราสว่นร้อยละ 10:90 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการ
ไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการตรวจวดัไทเอมีนท่ีความยาวคลื่นท่ี 283 นาโนเมตร และตรวจวดั
ไพริดอกซีน ไพริดอกซาล ไพริดอกซามีน และโคบาลามินท่ีศกัย์ไฟฟ้า 0.85 โวลต์ พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลา
การวิเคราะห์ทัง้สิน้ 17 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบวา่มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.1-260 นา
โนกรัมต่อมิลลิลิตร (R2>0.998)  มีค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีตรวจวัดวิตามินทัง้ 5 ชนิดอยู่ในช่วง 
0.0021-9.2 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 92.3-101.3 และมีค่า
ความเท่ียงแสดงในรูปของร้อยละของสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐาน (%RSD) น้อยกวา่ 3.4 อีกทัง้วิธีการนีย้ัง
สามารถน าไปประยุกต์ใช้วิเคราะห์วิตามินทัง้ 5 ชนิดนีแ้บบพร้อมกันในตวัอย่างน า้ผลไม้และอาหาร
ทะเลได้จริง 

     ในปี ค.ศ. 2010 Engel และคณะ (Engel; et al. 2010: 1069-1074) ท าการวิเคราะห์
วิตามินท่ีละลายได้ในน า้จ านวน 7 ชนิด ได้แก่ กรดแอสคอร์บิก ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน นิโคตินาไมด์ กรด
นิโคตินิก ไพริดอกซีน และกรดฟอริก ในตวัอย่างน า้ผลไม้ ซีเรียล และผงโกโก้ โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 
(150 mm × 3.2 mm, 5 μm) ท าการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนต์ โดยใช้สารละลายกรดฟอร์มิกความ
เข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยปริมาตร เป็นวฎัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 1  และสารละลายกรดฟอร์มิกความเข้มข้น
ร้อยละ 0.1 โดยปริมาตรในเมทานอล เป็นวัฎภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 2 ควบคุมอัตราการไหลท่ี 0.5 
มิลลิลิตรต่อนาที ท าการตรวจวดักรดแอสคอร์บิก ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน นิโคตินาไมด์ กรดนิโคตินิก 
และกรดฟอริกท่ีความยาวคลื่น 266 นาโนเมตร ส าหรับไพริดอกซีนตรวจวดัท่ีความยาวคลื่น 290 นาโน
เมตร พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 18 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็น
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เส้นตรงอยู่ในช่วง 0.002-10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (R2>0.999) คา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้อยู่ในช่วง 
2.0-9.0 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร ค่าร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 90-110 และมีค่าความเท่ียงแสดงใน
รูปของร้อยละของสว่นเบ่ียงเบนมาตรฐานอยู่ในช่วง 0.2-1.9  

     ในปี ค.ศ. 2011 Ciulu และคณะ (Ciulu; et al. 2011: 924-929) ได้ท าการวิเคราะห์
ปริมาณวิตามินท่ีละลายในน า้จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ ไรโบฟลาวิน กรดนิโคตินิก กรดแพนโทเทนิก กรด
ฟอร์ริก และกรดแอสคอร์บิก ในตวัอย่างน า้ผึง้ 28 ชนิด โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 
5 μm) ท าการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนต์ โดยใช้สารละลายอะซิโทไนไตรล์ เป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 
1 และสารละลายกรดไตรฟลอูอร์โรแอซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.025 โดยปริมาตร เป็นวัฎภาค
เคลื่อนท่ีชนิดท่ี 2 ใช้อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และท าการตรวจวดักรดนิโคตินิก และกรด
แอสคอร์บิกท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ส่วนไรโบฟลาวิน กรดแพนโทเทนิก และกรดฟอร์ริกท า
การตรวจวดัท่ีความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 20 นาที เมื่อ
สร้างกราฟมาตรฐานพบวา่มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.01-1000 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าร้อยละการ
คืนกลบัอยู่ในช่วง 98-104 และมีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้อยู่ในช่วง 0.10-0.58 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  

     ในปี ค.ศ. 2012 Rodriguez และคณะ (Rodriguez; et al. 2012: 293-299) ท าการ
วิเคราะห์ปริมาณไทเอมีน และไรโบฟลาวิน ในตวัอย่างผลิตภณัฑ์อาหารเสริมธัญพืช โดยใช้คอลมัน์
ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) วฎัภาคเคลื่อนท่ีใช้สารละลายผสมระหว่างโซเดียมอะซิเตตท่ี
ความเข้มข้น 12.5 มิลลิโมลาร์ ท่ีมีสารละลายโซเดียมเฮปเทนซัลโฟเนตความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ 
กบัเมทานอลในอตัราสว่นร้อยละ 75:25 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.9 มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการ
ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 268 นาโนเมตร พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ 20 
นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบวา่มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.05-75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มี
คา่ร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 85.9-109.4 และมีค่าความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ส าหรับไทเอมีน
และไรโบฟลาวินเท่ากบั 6.28 และ 2.19 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั 

     ต่อมาในปี ค.ศ. 2013 León-Ruiz และคณะ (León-Ruiz; et al. 2013: 488-496) ท าการ
วิเคราะห์วิตามินท่ีละลายได้ในน า้ทัง้ 6 ชนิด ได้แก่ กรดแอสคอร์บิก ไทเอมีน นิโคตินาไมด์ กรดนิโคติ
นิก กรดแพนโทเทนิก และไพริดอกซีน ในตวัอย่างน า้ผึง้ โดยใช้วฎัภาคคงท่ีเป็นคอลมัน์ชนิด C18 (150 
mm × 3.9 mm, 10 μm) วฎัภาคเคลื่อนท่ีใช้สารละลายผสมระหว่างเมทานอลกับกรดซัลฟิวริกความ
เข้มข้นร้อยละ 0.01 ท่ีมีเฮกซะเดซิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ (pH 2.8) 
ในอตัราส่วนร้อยละ 2:98 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.9 มิลลิลิตรต่อนาที และท าการตรวจวดัท่ี
ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ 15 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐาน
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พบว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.11-276.70 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (R2>0.998) มีค่าความ
เข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ของกรดแอสคอร์บิก ไทเอมีน นิโคตินาไมด์ กรดนิโคตินิก กรดแพนโทเทนิก 
และไพริดอกซีน เท่ากบั 0.64, 0.055, 0.63, 0.38, 0.037 และ 0.063 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั 

     และในปีเดียวกัน Márquez-Sillero และคณะ (Márquez-Sillero; Cárdenas; & 
Valcárcel. 2013: 253-258) ได้ท าการวิเคราะห์วิตามินท่ีละลายในน า้แบบพร้อมกัน 7 ชนิด ได้แก่ ไท
เอมีน กรดฟอร์ริก กรดนิโคตินิก กรดแอสคอร์บิก กรดเพนโทเทนิก ไพริดอกซีน และไบโอติน ในตวัอย่าง
นมผง และอาหารเสริม โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) วฏัภาคเคลื่อนท่ีใช้
สารละลายผสมระหวา่งเมทานอลกับสารละลายบัพเฟอร์แอมโมเนียมแอซิเตตความเข้มข้น 0.05 โม
ลาร์ ท่ีอตัราสว่นร้อยละ 10:90 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที และท าการตรวจวดั
ด้วยตวัตรวจจับชนิดละอองสารท่ีมีประจุ (Charged aerosol detector: CAD) พบว่าใช้เวลาในการ
วิเคราะห์ประมาณ 15 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.50-200 
มิลลิกรัมตอ่มิลลลิิตร และมีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ของไทเอมีน กรดฟอร์ริก กรดนิโคตินิก 
กรดเพนโทเทนิก ไพริดอกซีน และไบโอตินในตวัอย่างนม เท่ากับ 2.20, 5.80, 6.50, 1.70, 3.00 และ 
4.60 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ส าหรับค่าความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ของไทเอมีน กรดฟอร์ริก 
กรดนิโคตินิก กรดแอสคอร์บิก กรดเพนโทเทนิก ไพริดอกซีน และไบโอตินในตัวอย่างอาหารเสริม 
เท่ากบั 0.26, 0.54, 0.62, 0.17, 0.21, 0.33 และ 0.45 ตามล าดบั    

4.2.2 การวิเคราะห์ในตวัอย่างยา 
     ในปี ค.ศ. 2000 Cho และคณะ ท าการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินท่ีละลายในน า้แบบ

พร้อมกนั 4 ชนิด ได้แก่ ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน ไพริดอกซีน และกรดแอสคอร์บิก ในตวัอย่างปัสสาวะของ
ผู้ป่วยท่ีรับประทานยาวิตามินเกินขนาด (Cho; Ko; & Cheong et al. 2000: 799-806) โดยใช้คอลมัน์
ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) ท าการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนต์ ท่ีมีสารละลายกรดไตร
ฟลูออร์โรแอซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.01 โดยปริมาตร เป็นวัฎภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 1 และ
สารละลายผสมระหวา่งกรดไตรฟลอูอร์โรอะซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.01 โดยปริมาตรกบัเมทานอล 
ในอตัราสว่นร้อยละ 90:10 โดยปริมาตร เป็นวฎัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 2 ท่ีอตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อ
นาที และท าการตรวจวดัท่ีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 15 
นาที มีคา่ร้อยละการคืนกลบัมากกวา่ 90 และมีคา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ของไทเอมีน ไรโบฟ
ลาวิน กรดแอสคอร์บิก และไพริดอกซีน เท่ากับ 0.18, 0.022, 0.042 และ 0.67 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั 
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      ในปี ค.ศ. 2003 HÖller และคณะ (HÖller; et al. 2003: 151-158) ท าการวิเคราะห์ปริมาณ
วิตามินท่ีละลายในน า้จ านวน 7 ชนิด ได้แก่ กรดฟอร์ริก นิโคตินาไมด์ กรดนิโคตินิก ไรโบฟลาวิน ไรโบฟ
ลาวิน -5’- ฟอสเฟต ไพริดอกซีน และไทเอมีน ในตวัอย่างเมด็ยาวิตามิน โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (250 
mm × 4.6 mm, 5 μm) เป็นวฎัภาคคงท่ี สว่นวฏัภาคเคลื่อนท่ีเป็นสารสะลายผสมระหวา่งเมทานอลกบั
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (pH 2.8) ท่ีอตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการตรวจวดัไทเอ
มีนท่ีความยาวคลื่น 245 นาโนเมตร ส าหรับนิโคตินาไมด์ กรดนิโคตินิก และไรโบฟลาวิน -5’- ฟอสเฟต
ตรวจวดัท่ีความยาวคลื่น 264 นาโนเมตร สว่นกรดฟอร์ริก ไรโบฟลาวิน และไพริดอกซีนตรวจวดัท่ีความ
ยาวคลื่นท่ี 280 นาโนเมตร พบวา่ใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 20 นาที มีค่าเฉลี่ยร้อยละการคืน
กลบัอยู่ในช่วง 95.2-103.9 

      ในปีค.ศ. 2005 Heudi และคณะ (Heudi; et al. 2005: 49-56) ท าการแยกวิตามินท่ี
ละลายในน า้จ านวน 9 ชนิด ได้แก่ ไทเอมีน นิโคตินาไมด์ ไพริดอกซีน กรดแอสคอร์บิก แคลเซียมเพน
โททิเนต ไซยาโนโคบอล์เอมีน ไรโบฟลาวิน ไบโอติน และกรดฟอร์ริก ในตวัอย่างเม็ดยาวิตามิน โดยใช้
คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) ท าการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนต์ท่ีมีกรดไตรฟลอูอร์
โรแอซีติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 0.025 โดยปริมาตร (pH 2.6) เป็นวฎัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 1 และแอซิโต
ไนไตรล์เป็นวฎัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 2 ท่ีอตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการตรวจวดัไทเอมีน 
นิโคตินาไมด์ ไพริดอกซีน และกรดแอสคอร์บิกท่ีความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร ส่วนไบโอติน ไซยาโน
โคบอล์เอมีน และแคลเซียมเพนโททิเนตตรวจวดัท่ีความยาวคลื่นท่ี 210 นาโนเมตร พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลา
ในการวิเคราะห์ประมาณ 17 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบวา่มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.125-
500 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิิตร (R2 > 0.995) และสามารถน าวิธีนีไ้ปใช้วิเคราะห์ตวัอย่างยาวิตามินได้จริง 

     ต่อมาในปี ค.ศ. 2012 Jin และคณะ (Jin; et al. 2012: 151-157) ท าการพัฒนาวิธีการ
วิเคราะห์หาปริมาณวิตามินท่ีละลายในน า้จ านวน 7 ชนิด ได้แก่ ไทเอมีน นิโคตินาไมด์ ไพริดอกซีน 
กรดแอสคอร์บิก กรดเพนโทเทนิก ไรโบฟลาวิน และกรดฟอร์ริก ในตัวอย่างเม็ดยาวิตามิน โดยใช้
คอลมัน์ชนิด C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) เป็นวฏัภาคคงท่ี ท าการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนต์ท่ี
มีสารละลายอะซิโตไนไตรล์ เป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 1 และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (pH 3.0) 
เป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ีชนิดท่ี 2 ท่ีอตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการตรวจวดัไทเอมีน นิโคติ
นาไมด์ ไพริดอกซีน และกรดแอสคอร์บิกท่ีความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร ส่วนกรดเพนโทเทนิกตรวจ
วดัท่ีความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร และไรโบฟลาวินกบักรดฟอร์ริกตรวจวดัท่ีความยาวคลื่นท่ี 282 นา
โนเมตร พบวา่วิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 20 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความ
เป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.4102-128.2 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีตรวจวัดได้ในช่วง 
0.010-0.181 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และมีคา่เฉล่ียร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 98.8-100.8  
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4.3 การวเิคราะห์สารกลุ่มวติามินท่ีละลายน า้ด้วยเทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันอะนา
ลิซสิ  

      จากการค้นคว้างานวิจยัท่ีเก่ียวข้องพบว่ามีงานวิจัยเดียวท่ีน าเทคนิคซีเควนเชียลอินเจค
ชนัอะนาลิซิส มาใช้ควบคูก่บัโมโนลิธิกคอลมัน์ (monolithic column) ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณไท
เอมีน ไพริดอกซีน  และไซยาโนโคบาลามินในตวัอย่างเม็ดยา (Fernández; et al. 2008: 817-825) 
โดยใช้โมโนลิธิกคอลมัน์ชนิด C18 (25 mm x 4.6 mm, 5 μm) สว่นวฎัภาคเคลื่อนท่ีใช้สารละลายผสม
ระหวา่งเมทานอลตอ่สารละลายแอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ในอตัราส่วน
ร้อยละ 20:80 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอ่นาที และท าการตรวจวดัท่ีความยาวคลื่น
ท่ี 280, 325 และ 360 นาโนเมตรส าหรับไทเอมีน ไพริดอกซีน และไซยาโนโคบาลามิน ตามล าดบั จาก
ผลการทดลองพบวา่ใช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 9 นาที เมื่อสร้างกราฟมาตรฐานพบว่ามีความเป็น
เส้นตรงอยู่ในช่วง 0.01-0.20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (R2>0.999) มีค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีสามารถ
ตรวจวดัได้อยู่ในช่วง 1.3-2.4 มิลลิกรัมตอ่ลิตร คา่ความเท่ียงแสดงในรูปของร้อยละของส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐานอยู่ในช่วง 0.3-1.8 และมีค่าร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วง 92.8-103.5 จากการวิเคราะห์ใน
ตวัอย่างยาพบว่าสามารถท าการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้ทัง้ 3 ชนิดได้และสามารถ
น าไปประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ในตวัอย่างยาตามท้องตลาดได้จริง  

จะเห็นได้ว่าวิธีการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินแบบพร้อมกันหลายชนิดในงานวิจัยท่ีผ่านมา
ทัง้หมดยงัมีข้อเสียคือ ต้องใช้คอลมัน์ท่ีมีราคาคอ่นข้างสงู (>10,000 บาท) และใช้ตวัท าละลายอินทรีย์
เป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ีในปริมาณมาก ดงันัน้ในงานวิจัยนีผู้้ วิจัยจึงมีความสนใจพัฒนาวิธีการวิเคราะห์
วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ด้วยคอลมัน์ขนาดเลก็ และใช้ปริมาณตวัท าละลายอินทรีย์ในปริมาณน้อย 
ซึ่งยังไม่พบการรายงานวิธีวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกันด้วยคอลมัน์
ขนาดเลก็ (ความยาวน้อยกวา่ 1.0 เซนติเมตร) ร่วมกบัการใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สงูมาก่อน และน าวิธีท่ีพัฒนาขึน้ไปประยุกต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ในผลิตภัณฑ์นมพร้อมดื่มท่ีมี
จ าหน่ายตามท้องตลาด เพ่ือให้ได้วิธีการวิเคราะห์ท่ีมีประสิทธิภาพ รวดเร็ว ประหยดัคา่ใช้จ่าย เป็นมิตร
กบัสิ่งแวดล้อม และสามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ตวัอย่างชนิดอ่ืนๆได้อีกด้วย  



 

บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
ในงานวิจยันี ้ผู้ วิจยัได้ด าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้
      1. อปุกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 
      2. การศกึษาสภาวะการแยกท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 

โดยใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ 
      3. การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
      4. การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มรสจืดและ

ปรุงแตง่กลิ่นรส  
 
1.อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจยั  

1.1 อุปกรณ์ และเคร่ืองมือท่ีใช้ในกำรวจิัย 
       - เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู รุ่น LC-20A ท่ีมีตวัตรวจวดัชนิดไดโอดแอร์

เรย์ (diode array) และตวัตรวจวดัชนิดฟลอูอเรสเซนท์ (fluorescence detector) พร้อมด้วย sample 
loop ขนาด 20 ไมโครลิตร จากบริษัท Shimadzu 

       - เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น UV-2401PC จากบริษัท Shimadzu  
       - เคร่ืองผลิตน า้ปราศจากไอออน (deionized water) รุ่น Labostar จากบริษัท Siemens 
       - เคร่ืองชัง่อย่างละเอียด 4 ต าแหน่ง รุ่น MS204S จากบริษัท Mettler Toledo 
       - เคร่ืองวดัพีเอช (pH meter) รุ่น MP 220 pH meter จากบริษัท Mettler Toledo 
       - เคร่ืองหมนุเหว่ียง รุ่น Zentrifugen EBA 8S จากบริษัท Hettich 
       - เคร่ืองล้างอลัตร้าโซนิค รุ่น ME 5.5S จากบริษัท Mettler Electronics crop. 
       - เคร่ืองเขย่าสาร รุ่น Vortex-genie 2 จากบริษัท Scientific Industries 
       - การ์ดคอลมัน์ชนิด C18 (Security Guard Cartridge, 8.0 x 3.0 mm, i.d.) จากบริษัท 

Phenomenex 
       - เขม็ฉีดสารตวัอย่างขนาด 100 ไมโครลิตร จากบริษัท Exmire Microsyringe 
       - ชดุกรองวฏัภาคเคลื่อนท่ี จากบริษัท Kimble Chase   
       - แผน่กรองวฎัภาคเคลื่อนท่ี ชนิดไนลอน ขนาด 0.45 ไมครอน จากบริษัท Vertical 
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       - อุปกรณ์กรองสารตัวอย่างชนิดไนลอน (nylon) ขนาด 0.22 ไมครอน จากบริษัท 
Lubitech 

       - ตวัดูดซับของแข็ง (Oasis WCX cartridge, 6 mL-150 mg) จากบริษัท Water 
Corporation 

 
1.2 สำรเคมีท่ีใช้ในกำรวจิัย 
       - กรดไตรฟลอูอโรแอซิติก จากบริษัท Sigma-Aldrich 
       - กรดแอซีติก (99.8%) จากบริษัท QRëC 
       - โซเดียมคาร์บอเนต จากบริษัท QRëC 
       - โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมอโนไฮเดรต จากบริษัท Ajax Finechem 
       - โซเดียมไฮดรอกไซด์ จากบริษัท Carlo Erba 
       - ไทเอมีนไฮโดรคลอไรด์ (วิตามินบี 1) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
       - ไทโอยเูรีย จากบริษัท Carlo Erba 
       - เมทานอล (HPLC grade) จากบริษัท Lichrosolv®, Merck KGaA 
       - ไรโบฟลาวิน (วิตามินบี 2) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
       - แอซีโตไนไตรล์ (HPLC grade) จากบริษัท Lichrosolv®, Merck KGaA 
       - แอมโมเนียมแอซีเตต จากบริษัท Ajax Finechem 

 
1.3 ผลิตภัณฑ์ตัวอย่ำงท่ีใช้วเิครำะห์ 
      ตวัอย่างท่ีใช้ในงานวิจยัเป็นตวัอย่างนมพร้อมดื่มประเภทตา่งๆ ได้แก่ นมสดยเูอชที นมสด

พาสเจอร์ไรส์ และปรุงแตง่กลิ่นรสท่ีวางจ าหน่ายทัว่ไปตามท้องตลาด 
 

2. วิธีกำรด ำเนินกำรวิจยั 
ตอนท่ี 1 กำรศึกษำสภำวะกำรแยกท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรวิเครำะห์วิตำมินบี 1 และ

วติำมินบี 2 แบบพร้อมกันโดยใช้คอลัมน์ขนำดเล็ก 
     1.1 ความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการตรวจวดัวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 
           1.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินบี 1 ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร และ

สารละลายมาตรฐานวิตามินบี 2 ท่ีความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้ตัวท าละลายเป็น
สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) 

           1.1.2 ตรวจวดัค่าการดดูกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 200 - 800 นาโนเมตร ของ
สารละลายมาตรฐานทัง้สองชนิดด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ และบนัทึกสเปกตรัม 
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           1.1.3 เลือกความยาวคลื่นท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงมากท่ีสุด (λmax) ส าหรับน ามาใช้
วิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกนั 
 

     1.2 องค์ประกอบของวฎัภาคเคลื่อนท่ี 
           1.2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ความเข้มข้น 

10 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้ตวัท าละลายเป็นสารละลายบัฟเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 
0.05 โมลาร์ (pH 7.0) 

           1.2.2 ศึกษาการใช้สารละลายชนิดต่างๆเป็นวัฎภาคเคลื่อนท่ีส าหรับการแยกสาร
มาตรฐานผสมของวิตามินบีทัง้ 2 ชนิด ดงันี ้
                   - สารละลายผสมระหวา่งเมทานอลและสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต
ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราสว่น 5:95, 10:90, 15:85 และ 20:80 โดยปริมาตร 

                  - สารละลายผสมระหวา่งแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซี
เตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราสว่น 5:95, 7:93 และ 10:90 โดยปริมาตร 
โดยใช้วัฎภาคคงท่ี คือ คอลัมน์ขนาดเล็กชนิด C18 (8.0 x 3.0 mm, i.d.) ท่ีอตัราการไหล 0.10 
มิลลิลิตรตอ่นาที และตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสงของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีความยาวคลื่น 232 
และ 266 นาโนเมตร ตามล าดบั 

           1.2.3 บนัทึกโครมาโทแกรมท่ีได้จากการใช้วฎัภาคเคลื่อนท่ีชนิดตา่งๆ และเปรียบเทียบ
ผลการแยกท่ีได้ในแตล่ะสภาวะ แล้วเลือกองค์ประกอบของวฎัภาคเคลื่อนท่ีท่ีสามารถแยกวิตามินทัง้ 2 
ชนิดได้อย่างสมบรูณ์ 
 

     1.3 อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนท่ี 
           1.3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีความเข้มข้น 

10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ในสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) 
           1.3.2 ท าการแยกสารมาตรฐานผสมวิตามินทัง้ 2 ชนิด ท่ีอตัราการไหลในช่วง 0.10-

0.20 มิลลิลิตรต่อนาที โดยใช้วฎัภาคคงท่ี คือ คอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 (8.0 x 3.0 mm, i.d.) วฎั
ภาคเคลื่อนท่ี คือ สารละลายผสมระหวา่งแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต
ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราส่วน 7:93 โดยปริมาตร และตรวจวดัค่าการดดูกลืนแสง
ของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีความยาวคลื่น 232 และ 266 นาโนเมตร ตามล าดบั 

           1.3.3 บันทึกโครมาโทแกรมท่ีแต่ละอตัราการไหล และเลือกอตัราการไหลท่ีสามารถ
วิเคราะห์ผลได้เร็วท่ีสดุโดยยงัคงประสิทธิภาพการแยกท่ีดี 
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ตอนท่ี 2 กำรศึกษำประสิทธิภำพของวธีิวเิครำะห์ท่ีพัฒนำขึน้ 
     2.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง 
           2.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในช่วงความ

เข้มข้น 0.10-200 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้สารละลายแอซีเตตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์     
(pH 7.0) เป็นตวัท าละลาย 

           2.1.2 น าสารละลายมาตรฐานผสมของวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดในช่วงความเข้มข้นท่ีศึกษา 
มาท าการแยกในสภาวะท่ีเหมาะสม พร้อมบันทึกโครมาโทแกรม โดยท าการฉีดซ า้ความเข้มข้นละ 3 
ครัง้ 

           2.1.3 สร้างกราฟเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นและสัญญาณพืน้ท่ีใต้พีคของสาร
มาตรฐานวิตามินแตล่ะชนิด 

 
     2.2 ค่าขีดจ ากัดต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ (LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ 

(LOQ) 
           2.2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีความเข้มข้น 1000 

มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วน ามาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตรในขวดวัดปริมาตรด้วย
สารละลายแอซีเตตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) 
                       2.2.2 น าสารละลายข้อ 2.2.1 มาเจือจางแล้วน าไปผ่านกระบวนการสกัดด้วยวิธี
เดียวกนักบัตวัอย่าง จากนัน้น าไปวิเคราะห์ด้วยระบบโครมาโทกราฟี โดยท าการวิเคราะห์ซ า้ 3 ครัง้จน
ได้ความเข้มข้นท่ีมีสดัสว่นของสญัญาณความสงูตอ่สญัญาณรบกวน (noise) เท่ากบั 3 และ 10 ซึ่งเป็น
คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ ตามล าดบั 
 

     2.3 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ 
           2.3.1 ความเท่ียงภายในวนัเดียวกนั (intraday precision) 
                    2.3.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ี

ความเข้มข้น 1.0, 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วปรับปริมาตรในขวดวดัปริมาตรด้วยสารละลาย
แอซีเตตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) 

                    2.3.1.2 ฉีดสารมาตรฐานผสมท่ีแต่ละความเข้มข้น พร้อมบันทึกโครมาโทแกรม 
ท าการวิเคราะห์ซ า้ 5 ครัง้ 

                    2.3.1.3 ค านวณคา่ร้อยละความเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ (relative standard 
deviation; %RSD) ของสญัญาณพืน้ท่ีใต้พีคและเวลาของการคงอยู่ (retention time; Rt) 
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         2.3.2 ความเท่ียงระหวา่งวนั (interday precision) 
                  2.3.2.1 เตรียมสารละลายตามข้อ 2.3.1.1 แล้วฉีดสารมาตรฐานพร้อมบันทึกโคร

มาโทแกรม เป็นระยะเวลา 5 วนั โดยเตรียมสารละลายมาตรฐานใหมท่กุวนั 
                  2.3.2.2 ค านวณคา่ร้อยละความเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของสญัญาณพืน้ท่ีใต้

พีคและเวลาของการคงอยู่ในระยะเวลา 5 วนั 
  

     2.4 ร้อยละของการคืนกลบั 
           ในงานวิจัยนีข้ัน้ตอนการเตรียมตวัอย่างส าหรับการศึกษาค่าร้อยละของการคืนกลบั

ดดัแปลงมาจากงานวิจัยของ Gatti และ Gratacós-Cubarśi (Gatti; & Gioia. 2005: 135-141; Gratacós-

Cubarśi et al. 2011: 234-283) โดยมีรายละเอียดดงันี ้
           2.4.1 น าตวัอย่างนมปริมาตร 5.00 มิลลิลิตร มาเติมสารละลายมาตรฐานผสมของ

วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ให้มีความเข้มข้น 5.00 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
           2.4.2 น าตวัอย่างข้อ 2.4.1 มาเติมกรดไตรฟลอูอโรแอซีติกความเข้มข้น 1 โมลาร์ ตัง้ทิง้

ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 30 นาที จากนัน้น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 4000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที น า
สว่นสารละลายใสมาปรับ pH เป็นกลาง ด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้นร้อยละ 5  

           2.4.3 น าสารละลายตวัอย่างมาสกดัอีกครัง้ด้วยเทคนิคการสกัดด้วยตวัดดูซับของแข็ง 
(Solid Phase Extraction) โดยใช้ตวัดดูซับชนิด Oasis WCX cartridge ก่อนท าการสกัดให้ท าการ
เตรียมตัวดูดซับด้วยสารละลายเมทานอลและน า้กลั่นปราศจากไอออนอย่างละ 5.00 มิลลิลิตร
ตามล าดับ จากนัน้ใส่สารละลายตัวอย่างปริมาตร 6.00 มิลลิลิตร แล้วท าการล้างด้วยน า้กลั่น
ปราศจากไอออนและสารละลายเมทานอลเข้มข้นร้อยละ 5 อย่างละ 4.00 มิลลิลิตรตามล าดบั จากนัน้
ท าการชะสารวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดออกจากตวัดดูซบัด้วยสารละลายกรดฟอร์มิกในเมทานอลเข้มข้นร้อย
ละ 2 ปริมาตร 4.00 มิลลิลิตร 

         2.4.4 น าสารละลายท่ีชะได้มาระเหยแห้งท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วน ามาละลายด้วย
สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร 
ก่อนน าไปกรองผา่นแผน่กรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.22 ไมครอน 

           2.4.5 ฉีดสารตวัอย่างแต่ละตวัอย่างเข้าสู่ระบบโครมาโทกราฟีพร้อมบันทึกโครมาโท 
แกรมและสญัญาณพืน้ท่ีใต้พีค โดยท าการทดลองตวัอย่างละ 3 ครัง้ 

           2.4.6 ค านวณความเข้มข้นของสารมาตรฐานวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดท่ีเติมในตวัอย่างโดย
เทียบกบักราฟมาตรฐานในวนัเดียวกนั แล้วน าไปค านวณคา่ร้อยละของการคืนกลบั 
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ตอนท่ี 3 กำรวเิครำะห์ปริมำณวติำมินบี 1 และวติำมินบี 2 ในผลิตภัณฑ์นมพร้อมด่ืม
รสจืดและปรุงแต่งกลิ่นรส  

    ในการวิเคราะห์ใช้ตวัอย่างผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มประเภทตา่งๆ ได้แก่ นมยูเอชที นมพาส
เจอไรซ์ และนมปรุงแต่งกลิ่นรส ท่ีมีจ าหน่ายตามท้องตลาดทั่วไปจ านวน 9 ตัวอย่าง มาผ่าน
กระบวนการสกดัท่ีดดัแปลงมาจากงานวิจัยก่อนหน้านี ้(Gatti & Gioia, 2005; Gratacós-Cubarśi et 
al., 2011) ดงันี ้

      3.1 น าตวัอย่างนมพร้อมดื่มปริมาตร 5.00 มิลลิลิตร มาผสมกับกรดไตรฟลอูอโรแอซีติก
ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น า
สารละลายไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 4000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที 

      3.2 น าสารละลายส่วนใสมาปรับ pH ให้เป็นกลาง ด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต
เข้มข้นร้อยละ 5 

      3.3 น าสารละลายตวัอย่างมาสกดัอีกครัง้ด้วยเทคนิคการสกัดด้วยตวัดดูซับของแข็ง ตาม
วิธีในข้อ 2.4.3 - 2.4.4 

      3.4 ฉีดสารตวัอย่างแต่ละตวัอย่างโดยใช้วิธีท่ีพัฒนาขึน้พร้อมบันทึกโครมาโทแกรมและ
สญัญาณพืน้ท่ีใต้พีค โดยท าการทดลองซ า้จ านวน 3 ครัง้ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามิน
บี 2 ในแตล่ะตวัอย่าง 

      3.5 น าตวัอย่างนมทัง้ 9 ตวัอย่างมาท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงท่ีมีตวัตรวจวดัชนิดฟลูออเรสเซนท์ โดยใช้วิธีอ้างอิงจากงานวิจัยของ Gatti และคณะ 
(Gatti; & Gioia. 2005: 135-141) ซึ่งมีขัน้ตอนการวิเคราะห์ดงันี ้

          3.5.1 การเตรียมตวัอย่าง 
              น าตวัอย่างนมปริมาตร 5.00 มิลลิลิตร มาเติมกรดไตรฟลอูอโรแอซีติกความเข้มข้น 

1 โมลาร์ ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 
3000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายส่วนใสมาปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 5.00 มิลลิลิตร จากนัน้ท าการเจือจางตวัอย่างลง 5 เท่า โดยใช้วฏัภาคเคลื่อนท่ีเป็นตวั
ท าละลาย ก่อนน าไปกรองผา่นแผน่กรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.45 ไมครอน 

           3.5.2 สภาวะของเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
             - วฏัภาคคงท่ี คือ คอลมัน์ชนิด C8 (Phenomenex Luna 250 x 3.0 mm, i.d., 5 μm) 
             - วฏัภาคเคลื่อนท่ี คือ สารละลายผสมระหวา่ง A:B  
             เมื่อ A คือ สาระลายโซเดียมเพนเทนซัลโฟเนตความเข้มข้น 0.01 โมลาร์ ใน

สารละลายกรดแอซิติกความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยปริมาตร 
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              B คือ สารละลายผสมระหว่างเมทานอลและสารละลายเตตตระไฮโดรฟิวเรนท่ี
อตัราสว่นร้อยละ 98:2 โดยปริมาตร 

             - อตัราการไหล 0.40 มิลลิลิตรตอ่นาที 
             - ตรวจวดัค่าการวาวแสงท่ีความยาวคลื่น 524 นาโนเมตร เมื่อใช้ความยาวคลื่นใน

การกระตุ้นเท่ากบั 370 นาโนเมตร 
     โดยฉีดสารตวัอย่างแต่ละตัวอย่างพร้อมบันทึกโครมาโทแกรมและสญัญาณพืน้ท่ีใต้พีค 

โดยฉีดซ า้ตวัอย่างละ 3 ครัง้ เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในแต่ละตวัอย่างจาก
กราฟมาตรฐาน 

     3.6 เปรียบเทียบปริมาณของวิตามินบี 1และวิตามินบี 2 ท่ีวิเคราะห์ได้จากการใช้วิธีท่ี
พฒันาขึน้ในงานวิจยันี ้(ข้อ 3.4) และวิธีวิเคราะห์อ้างอิง (ข้อ 3.5) โดยใช้สถิติ paired t-test 

  



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาวิธีวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกันในตัวอย่าง

ผลิตภณัฑ์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูร่วมกบัการใช้คอลมัน์ขนาดเล็ก โดยผู้ วิจัย
ขอน าเสนอผลการวิจยัดงัหวัข้อตอ่ไปนี ้

ตอนท่ี 1 การศกึษาสภาวะการแยกท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 
2 แบบพร้อมกนัโดยใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ 

ตอนท่ี 2 การศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 
ตอนท่ี 3 การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มรสจืด

และปรุงแตง่กลิ่นรส 
 

ตอนท่ี 1 การศึกษาสภาวะการแยกท่ีเหมาะสมส าหรับการวเิคราะห์วติามินบี 1 และวิตามินบี 
2 แบบพร้อมกันโดยใช้คอลัมน์ขนาดเล็ก 

1. การศกึษาความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการตรวจวดัวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 
      จากการทดลองน าสารมาตรฐานวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคยูวี-วิ

ซิเบิลสเปกโทรสโกปีเพ่ือเลือกความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมส าหรับตรวจวดั สเปกตรัมของวิตามินบี 1 และ
วิตามินบี 2 แสดงดงัภาพประกอบ 5 พบว่าความยาวคลื่นของวิตามินบี 1 ท่ีมีการดดูกลืนแสงสงูสดุ
เท่ากบั 232 นาโนเมตร และวิตามินบี 2 มีคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุท่ีความยาวคลื่นเท่ากับ 266 นาโน
เมตร ดงันัน้ผู้ วิจยัจึงเลือกใช้ความยาวคลื่น 232 และ 266 นาโนเมตร ส าหรับการตรวจวดัวิตามินบี 1 
และวิตามินบี 2 ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 5 สเปกตรัมการดดูกลืนแสงของ (ก) สารละลายมาตรฐานวิตามินบี 1 เข้มข้น 10  

  มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ(ข) สารละลายมาตรฐานวิตามินบี 2 เข้มข้น 25 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 
2. การศกึษาองค์ประกอบของวฎัภาคเคลื่อนท่ี 
       จากการศกึษาเบือ้งต้นเมื่อน าคอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 ขนาด 4.0 x 3.0 mm, i.d. มา

ใช้ในการแยกสารมาตรฐานผสมของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 โดยมีสารละลายผสมระหว่างเมทา
นอลกบัสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราส่วนร้อย
ละ 80:20 โดยปริมาตร เป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ีท่ีอตัราการไหล 0.10 มิลลิลิตรต่อนาที ผลการทดลอง
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แสดงดงัภาพประกอบ 6 จะเห็นได้ว่าไม่สามารถแยกวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ออกจากกันได้ เมื่อ
ท าการปรับอตัราสว่นของวฏัภาคเคลื่อนท่ีให้มีความเข้มข้นของเมทานอลลดลง ก็ยงัคงไมส่ามารถแยก
วิตามินบีทัง้ 2 ชนิดออกจากกนัได้สมบูรณ์ ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงเลือกใช้คอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 
ขนาด 8.0 x 3.0 mm, i.d. เป็นวฏัภาคคงท่ี และใช้สารละลายบัฟเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความ
เข้มข้น  0.05  โมลาร์ (pH 7.0) เป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี ส าหรับการแยกวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดแบบพร้อมกัน 
โดยได้ท าการศกึษาชนิดของตวัท าละลายอินทรีย์เปรียบเทียบระหว่างเมทานอล และแอซิโตไนไตรล์ท่ี
อตัราสว่นระหวา่งตวัท าละลายอินทรีย์กบัสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 
โมลาร์ (pH 7.0)อัตราส่วนต่างๆ จากผลการแยกเมื่อใช้องค์ประกอบของวัฏภาคเคลื่อนท่ีเป็น
สารละลายผสมระหว่างเมทานอลกับสารละลายบัฟเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต ท่ีอัตราส่วนร้อยละ 
5:95, 10:90, 15:85 และ 20:80 โดยปริมาตร (ภาพประกอบ 7) พบว่าในทุกอตัราส่วนท่ีท าการศึกษา
วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 สามารถแยกจากกนัได้อย่างสมบูรณ์ โดยเวลาการคงอยู่ (Rt) ของสารทัง้
สองชนิดมีคา่ลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของเมทานอล เน่ืองจากความแรงของวฏัภาคเคลื่อนท่ีเพ่ิมขึน้ 
ส าหรับผลการศึกษาอตัราส่วนของสารละลายผสมระหว่างแอซิโตไนไตรล์กับสารละลายบัฟเฟอร์
แอมโมเนียมแอซีเตตท่ีร้อยละ 5:95, 7:93 และ 10:90 โดยปริมาตร ให้ผลการทดลองในท านองเดียวกนั 
แสดงดงัภาพประกอบ 8 คือเมื่อเพ่ิมสดัสว่นของแอซิโตไนไตรล์ สง่ผลให้เวลาท่ีใช้ในการวิเคราะห์ลดลง 
เมื่อพิจารณาอตัราสว่นของวฏัภาคเคลื่อนท่ีร้อยละ 5:95 และร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร (ภาพประกอบ 
8a-b) การแยกระหวา่งวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 เกิดขึน้ได้อย่างสมบรูณ์และลกัษณะของพีคมีความ
สมมาตรกัน โดยเวลาการคงอยู่ ของสารทัง้สองชนิดมีค่าลดลงตามความแรงของวฏัภาคเคลื่อนท่ีท่ี
เพ่ิมขึน้ ในขณะท่ีการใช้วฏัภาคเคลื่อนท่ีท่ีอตัราสว่นร้อยละ 10:90 โดยปริมาตร ไมส่ามารถแยกพีคของ
วิตามินบีทัง้ 2 ชนิดออกจากกนัได้ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างการใช้ตวัท าละลายอินทรีย์ท่ีต่างชนิดกัน 
จะเห็นได้ว่าการใช้สารละลายผสมระหว่างเมทานอลกับสารละลายบัฟเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตท่ี
อตัราสว่นร้อยละ 20:80 โดยปริมาตร ใช้เวลาในการวิเคราะห์ไมเ่กิน 10 นาที ซึ่งใกล้เคียงกับการใช้วฏั
ภาคเคลื่อนท่ีท่ีเป็นสารละลายผสมระหวา่งแอซิโตไนไตรล์กบัสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต
ท่ีอตัราส่วนร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร (ภาพประกอบ 7d และ 8b) ดงันัน้เพ่ือให้ได้ประสิทธิภาพการ
แยกท่ีดี ลกัษณะพีคมีความสมมาตร ใช้เวลาในการวิเคราะห์ท่ีรวดเร็ว และลดปริมาณการใช้ปริมาณ
ตวัท าละลายอินทรีย์ให้น้อยลง ในงานวิจัยนีจ้ึงเลือกใช้องค์ประกอบของวฏัภาคเคลื่อนท่ีระหว่าง
สารละลายแอซิโตไนไตรล์กบัสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 
7.0) ท่ีอตัราสว่นร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร 
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ภาพประกอบ 6 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ความเข้มข้น  
        10.0 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เมื่อใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ชนิด C18 (4.0 x 3.0 mm, i.d.) และใช้วฏัภาค 
         เคลื่อนท่ีคือสารละลายผสมระหวา่งเมทานอลและสารละลายบพัเฟอร์แอมโมเนียมแอซิเตต 
         ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราสว่นร้อยละ 20:80 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล  
         0.10 มิลลิลิตรตอ่นาที 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 7 โครมาโทแกรมของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 เมื่อใช้วฏัภาคเคลื่อนท่ีคือสารละลาย 
        ผสมระหวา่งเมทานอลและสารละลายบพัเฟอร์แอมโมเนียมแอซิเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์  
        (pH 7.0) ท่ีอตัราสว่นร้อยละ (a) 5:95 โดยปริมาตร (b) 10:90 โดยปริมาตร (c) 15:85 โดย 
        ปริมาตรและ (d) 20:80 โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.10 มิลลิลิตรตอ่นาที 

วติามินบี 2 วติามินบี 1 

วิตามินบี 2 

(a) 

วิตามินบี 1 

วิตามินบี 2 

(b) 

วิตามินบี 1 

วิตามินบี 2 

(c) 
วิตามินบี 1 

วิตามินบี 2 
วิตามินบี 1 (d) 
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ภาพประกอบ 8 โครมาโมแกรมของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 เมื่อใช้วฏัภาคเคลื่อนท่ีคือสารละลาย 
        ผสมระหวา่งแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบพัเฟอร์แอมโมเนียมแอซิเตตความเข้มข้น 0.05  
        โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราสว่นร้อยละ (a) 5:95 โดยปริมาตร (b) 7:93 โดยปริมาตร และ (c) 10:90  
        โดยปริมาตร ท่ีอตัราการไหล 0.10 มิลลิลิตรตอ่นาที 

(b) 

(c) 

วติามินบี 2 วติามินบี 1 

วติามินบี 2 วติามินบี 1 

วติามินบี 2 
วติามินบี 1 

(a) 
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3. การศกึษาอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนท่ี 
             จากการศึกษาอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนท่ีในระบบไอโซเครติกในช่วง 0.10-0.20 
มิลลิลิตรตอ่นาที ส าหรับการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดท่ีความเข้มข้น 10 
มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้วฏัภาคเคลื่อนท่ีคือสารละลายผสมระหว่างแอซิโตไนไตรล์และสารละลาย
บัพเฟอร์แอมโมเนียมแอซิเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราส่วนร้อยละ 7:93 โดย
ปริมาตร โดยรายงานผลในรูปความสมัพันธ์ระหว่างอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนท่ีและเวลาของ
การคงอยู่ของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แสดงดงัภาพประกอบ 9 จากการทดลองพบวา่เมื่อเพ่ิมอตัรา
การไหลของวฏัภาคเคลื่อนท่ีท าให้ระยะเวลาท่ีสารทัง้สองชนิดอยู่ภายในคอลมัน์ได้ลดลง ส่งผลให้ค่า
เวลาการคงอยู่ของสารทัง้สองชนิดมีคา่ลดลงตามล าดบั โดยในงานวิจยันีเ้ลือกใช้ท่ีอตัราการไหล 0.10 
มิลลิลิตรตอ่นาที ส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกัน เน่ืองจากเป็นสภาวะ
ท่ีเหมาะสมสามารถแยกวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ออกจากสารรบกวนตา่งๆท่ีอยู่ในผลิตภณัฑ์นมได้
เป็นอย่างดี โดยใช้เวลาในการวิเคราะห์ภายใน 7.00 นาที  

 
 
 

 
 
 
 

 

 

ภาพประกอบ 9 กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนท่ีและเวลาของการคงอยู่ 
        ของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีอตัราสว่นร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร ของสารละลายผสม 
        ระหวา่งแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบพัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์  
        (pH 7.0) 
  

จากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อม
กนัโดยใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ชนิด C18 (8.0 x 3.0 mm, i.d.) ในระบบไอโซเครติกท่ีพัฒนาขึน้ พบว่าวฏั
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ภาคเคลื่อนท่ีท่ีเหมาะสมคือ สารละลายผสมระหว่างแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบัพเฟอร์
แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ในอตัราส่วนร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร ท่ี
อตัราการไหล 0.10 มิลลิลิตรตอ่นาที และตรวจวดัท่ีความยาวคลื่น 232 และ 266 นาโนเมตร ส าหรับ
วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ตามล าดบั ซึ่งได้ลกัษณะโครมาโทแกรมการแยกสารมาตรฐานผสมของ
วิตามินบีทัง้ 2 ชนิด ดงัภาพประกอบ 8b จะเห็นได้ว่าภายใต้สภาวะการแยกดังกล่าวสามารถแยก
วิตามินบี 1 (Rt = 1.59 นาที) และวิตามินบี 2 (Rt = 6.76 นาที) ออกจากกันได้เป็นอย่างดี โดยใช้เวลา
ในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 7.00 นาที ในขณะท่ีงานวิจยัก่อนหน้านีท่ี้ใช้คอลมัน์ขนาดมาตรฐาน (ความยาว 
25 เซนติเมตร) ส าหรับการวิเคราะห์วิตามินทัง้สองชนิดในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมใช้เวลาในการ
วิเคราะห์นานกว่า 20 นาที (Hurtado; et al. 1997: 247-253) ดังนัน้จะเห็นได้ว่าวิธีวิเคราะห์ท่ี
พฒันาขึน้นีช้่วยลดระยะเวลาการวิเคราะห์ให้น้อยลง สามารถท าได้สะดวกและรวดเร็ว อีกทัง้ยังช่วย
ลดปริมาณการใช้ของวฏัภาคเคลื่อนท่ีและตวัท าละลายอินทรีย์ จึงเป็นวิธีการวิเคราะห์ท่ีเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อมมากขึน้อีกด้วย 
 
ตอนท่ี 2 การศึกษาประสิทธิภาพของวธีิวเิคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้ 

2.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง 
       จากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์วิตามินทัง้ 2 ชนิด โดยท าการ

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมระหว่างวิตามินบี 1 และสารละลายมาตรฐานวิตามินบี 2 ช่วงความ
เข้มข้น 0.10 - 100 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ากราฟมาตรฐานของสารทัง้สองชนิดมีความเป็นเส้นตรง
ในช่วงความเข้มข้นท่ีศกึษา โดยมีคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพันธ์ (R2) มากกว่า 0.999 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับ (R2 มากกวา่ 0.995) ดงัแสดงในตาราง 1 

2.2 คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้ (LOD) และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ (LOQ) 
      ในงานวิจัยนีไ้ด้ท าการวิเคราะห์ค่าขีดจ ากัดต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้และค่าขีดจ ากัดต ่าสดุท่ี

สามารถวิเคราะห์ได้ โดยเลือกจากความเข้มข้นของของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีมีสัดส่วน
สญัญาณของสารละลายมาตรฐานต่อสญัญาณรบกวนเท่ากับ 3 และ 10 ตามล าดบั ผลการทดลอง
พบว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้มีค่า LOD ของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 เท่ากับ 50.0 และ 0.10 
ไมโครกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ส าหรับคา่ LOQ ของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 มีค่าเท่ากับ 0.10 และ 
0.001 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั 
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ตาราง 1 ผลการศกึษาช่วงความเป็นเส้นตรง  

วิตามิน ช่วงความเป็นเส้นตรง  
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

สมการเส้นตรง R2* 

วิตามินบี 1 0.10 – 100 y=422.02x+2117.2  0.9992 
วิตามินบี 2 0.10 – 100 y=1101.3x+146.73 0.9998 

*คา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 
 

2.3 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ 
 ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์พิจารณาทัง้ในเทอมของความเท่ียงภายในวนัเดียวกันซึ่งท า
การวิเคราะห์ซ า้จ านวน 5 ครัง้ และความเท่ียงระหว่างวนัซึ่งท าการวิเคราะห์ซ า้เป็นระยะเวลา 5 วนั
ต่อเน่ืองกัน โดยใช้สารละลายมาตรฐานผสมของวิตามินบี 1 และสารละลายมาตรฐานวิตามินบี 2 
ความเข้มข้น 1.00, 50.0 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการศึกษาแสดงดงัตาราง 2 พบว่าค่า %RSD 
ของสญัญาณพืน้ท่ีใต้พีคส าหรับการวิเคราะห์ภายในวนัเดียวกนัอยู่ในช่วง 0.43 – 1.82 และส าหรับการ
วิเคราะห์ระหวา่งวนัอยู่ในช่วง 0.34 – 1.90 ส าหรับค่า %RSD ของเวลาการคงอยู่ในการวิเคราะห์วนั
เดียวกนัอยู่ในช่วง 0.09 – 2.40 และส าหรับการวิเคราะห์ระหวา่งวนัอยู่ในช่วง 0.23 – 1.26 จะเห็นได้วา่
วิธีวิเคราะห์ดังกล่าวให้ความเท่ียงของการวิเคราะห์เป็นท่ีน่าพอใจ มีค่าร้อยละความเบ่ียงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) ของพืน้ท่ีใต้พีคและเวลาของการคงอยู่ส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบีทัง้ 2 
ชนิดทัง้ภายในวนัเดียวกนั และการวิเคราะห์ระหวา่งวนัน้อยกวา่ 2.50% 
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ตาราง 2 ผลการศกึษาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 

วิตามิน 
ความเข้มข้น 

(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

%RSD ในวนัเดียวกนัa %RSD ระหวา่งวนัa 
พืน้ท่ีใต้พีค เวลาของการ

คงอยู่ 
พืน้ท่ีใต้พีค เวลาของการ

คงอยู่ 
วิตามินบี 1 1.00 1.72 0.10 1.79 0.23 

 50.0 1.03 0.20 1.01 0.25 
 100.0 0.43 0.09 0.34 0.26 

วิตามินบี 2 1.00 1.82 2.40 1.90 1.26 
 50.0 0.97 1.18 1.01 1.02 
 100.0 0.56 0.38 0.68 0.37 

aค่าร้อยละเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (n = 5 ) 

 

2.4 ร้อยละของการคืนกลบั 
       จากการศึกษาค่าร้อยละของการคืนกลับโดยการเติมสารละลายมาตรฐานผสมของ

วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีความเข้มข้น 5.00 มิลลิกรัมต่อลิตร ในตวัอย่างนมพร้อมดื่มรสจืดและ
นมปรุงแตง่กลิ่นรส แล้วน ามาวิเคราะห์โดยใช้วิธีท่ีพัฒนาขึน้ ผลการทดลองแสดงดงัตาราง 3 พบว่า
ส าหรับตวัอย่างนมจืดพร้อมดื่มวิธีท่ีพัฒนาขึน้ให้ค่าร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วงร้อยละ 88.06-
102.70 ส าหรับวิตามินบี 1 และอยู่ในช่วงร้อยละ 80.07-99.39 ส าหรับวิตามินบี 2 ส าหรับตวัอย่างนม
ปรุงแตง่กลิ่นรสพร้อมดื่มมีคา่ร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วงร้อยละ 96.06-97.41 และ 83.37-87.95 
ส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ตามล าดบั โดยการวิเคราะห์ในตวัอย่างทัง้หมดมีค่า
ร้อยละความเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์อยู่ในช่วงร้อยละ 0.43-4.07 แสดงว่าวิธีท่ีพัฒนาขึน้สามารถ
วิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในตวัอย่างท่ีมีส่ิงเจือปนมากได้  
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ตาราง 3 ผลการศกึษาคา่ร้อยละการคืนกลบั 

ตวัอย่าง 
คา่ร้อยละของการคืนกลบั (%RSDa) ของวิตามินบีท่ีวิเคราะห์ 

วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 
นมจืดยเูอชที   

ตวัอย่างท่ี 1 98.84 (2.05) 99.39 (1.19) 
ตวัอย่างท่ี 2 91.87 (1.76) 97.26 (1.61) 
ตวัอย่างท่ี 3 98.57 (1.55) 82.73 (1.13) 
ตวัอย่างท่ี 4 97.93 (0.48) 80.07 (1.38) 

นมจืดพาสเจอร์ไรส์   
ตวัอย่างท่ี 5 102.70 (2.48) 90.68 (0.66) 
ตวัอย่างท่ี 6   88.06 (2.24) 81.83 (1.20) 

นมปรุงแตง่กลิน่รส   
ตวัอย่างท่ี 7 96.25 (0.43) 83.37 (1.33) 
ตวัอย่างท่ี 8 97.41 (1.30) 86.06 (2.21) 
ตวัอย่างท่ี 9 96.06 (2.48) 87.95 (4.07) 

aคา่ร้อยละเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 
 
ตอนท่ี 3 การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในผลิตภัณฑ์นมพร้อมด่ืมรสจืด
และปรุงแต่งกลิ่นรส  

ในงานวิจยันีไ้ด้น าวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้มาประยกุต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และ
วิตามินบี 2 ในตวัอย่างนมพร้อมดื่มรสจืด 6 ตวัอย่าง และนมพร้อมดื่มปรุงแต่งกลิ่นรส 3 ตวัอย่าง ทัง้
แบบนมยูเอชทีและนมพาสเจอร์ไรส์ ท่ีผลิตจากคนละบริษัท โดยน าตวัอย่างมาท าการตกตะกอน
โปรตีนด้วยกรดจากนัน้น ามาผา่นกระบวนการสกดัแบบตวัดดูซบัของแขง็ในสภาวะท่ีเหมาะสม เพ่ือท า
การลดปริมาณสารรบกวน และช่วยเพ่ิมความเข้มข้นของวิตามินบีทัง้สองชนิด ผลการทดลองในตาราง 
4 แสดงปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพร้อมดื่มประเภทต่างๆท่ีมี
จ าหน่ายตามท้องตลาดทัว่ไป จ านวน 9 ตวัอย่าง เห็นได้วา่ในแตล่ะตวัอย่างท่ีน ามาวิเคราะห์มีปริมาณ
วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ตา่งกนั โดยมีตวัอย่างนมพร้อมดื่มรสจืดยเูอชทีตวัอย่างท่ี 3 เท่านัน้ท่ีตรวจ
พบเฉพาะวิตามินบี 2 เพียงชนิดเดียว โดยพบว่าตวัอย่างผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มท่ีน ามาวิเคราะห์มี
ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 อยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.12-0.85 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 0.65-
1.62 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ซึ่งปริมาณวิตามินบีท่ีพบในตวัอย่างนมแต่ละประเภทจะมีปริมาณ
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แตกตา่งกนั เน่ืองจากนมแต่ละประเภทจะมีกรรมวิธีการให้ความร้อนในการฆ่าเชือ้โรคท่ีแตกต่างกัน 
(ณิชชยา ฐิติชญาพทัธ์. 2552: 17-26) 

 
ตาราง 4 ชนิดและปริมาณของวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ท่ีวิเคราะห์ได้จากวิธีท่ีพฒันาขึน้ในงานวิจยั 
     นีแ้ละวิธีอ้างอิง (Gatti; & Gioia. 2005: 135-141) 

ตวัอย่าง 
 ปริมาณของวิตามินบีแตล่ะชนิด (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) ± SDa 
 วิตามินบี 1  วิตามินบี 2 
 วิธีท่ีพฒันาขึน้ วิธีอ้างอิง  วิธีท่ีพฒันาขึน้ วิธีอ้างอิง 

นมจืดยเูอชที 
ตวัอย่างท่ี 1 

      
 0.51 ± 0.07 0.52 ± 0.05  0.85 ± 0.01 0.87 ± 0.05 

ตวัอย่างท่ี 2  0.85 ± 0.04 0.82 ± 0.05  0.91 ± 0.06 0.91 ± 0.05 
ตวัอย่างท่ี 3  - -  1.62 ± 0.15 1.60 ± 0.05 
ตวัอย่างท่ี 4  0.12 ± 0.01 0.11 ± 0.05  1.01 ± 0.01 1.02 ± 0.05 

นมจืดพาสเจอร์ไรส์       
ตวัอย่างท่ี 5  0.13 ± 0.02 0.15 ± 0.05  1.03 ± 0.10 1.06 ± 0.05 
ตวัอย่างท่ี 6  n.db 0.03 ± 0.05  0.87 ± 0.01 0.85 ± 0.05 

นมปรุงแตง่กลิน่รส       
ตวัอย่างท่ี 7  0.14 ± 0.02 0.15 ± 0.05  0.65 ± 0.06 0.61 ± 0.05 
ตวัอย่างท่ี 8  0.49 ± 0.05 0.52 ± 0.05  0.67 ± 0.02 0.69 ± 0.05 
ตวัอย่างท่ี 9  0.30 ± 0.05 0.29 ± 0.05  1.15 ± 0.14 1.20 ± 0.05 
 t stat  -1.2127  -0.4810 

t critical two-tail  2.0739  2.0595 
aคา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน 
bNot detectable 
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และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณของวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดในตัวอย่างนมพร้อมดื่มโดยใช้วิธีท่ี
พฒันาขึน้กบัวิธีอ้างอิงซึ่งเป็นการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูร่วมกับ
ตวัตรวจวดัชนิดฟลอูอเรสเซนท์และใช้คอลมัน์ขนาดมาตรฐานความยาว 250 mm ในการแยก (Gatti; & 

Gioia. 2005: 135-141) ผลการเปรียบเทียบแสดงดงัตาราง 4 เมื่อทดสอบความแตกต่างของปริมาณ
วิตามินบีทัง้ 2 ชนิดในตวัอย่างท่ีวิเคราะห์ได้จากทัง้ 2 วิธี โดยใช้ทางสถิติแบบ paired t-test พบว่าได้
ค่า t stat น้อยกว่าค่า t critical two-tail จึงสามารถสรุปได้ว่าปริมาณของวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดท่ี
วิเคราะห์ได้จากทัง้ 2 วิธีนีไ้มแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นถึงผลการวิเคราะห์ท่ี
มีความถูกต้องและแม่นย าของวิธี ท่ีพัฒนาขึน้ ในงานวิจัยนี ท่ี้สามารถใช้คอลัมน์ขนาด เล็ก               
(8.0 x 3.0 mm, i.d.) แทนการใช้คอลมัน์ขนาด 150 – 250 mm ตามท่ีเคยมีการรายงานวิจยัก่อนหน้านี ้
ได้ 

ตวัอย่างโครมาโทแกรมการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในตวัอย่างนมพร้อม
ดื่มรสจืด และนมปรุงแต่งกลิ่นรสท่ีมีจ าหน่ายตามท้องตลาด แสดงดังภาพประกอบ 10 และ 11 
ตามล าดบั จะเห็นได้วา่วิธีท่ีพฒันาขึน้นีส้ามารถใช้วิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกัน
ในตวัอย่างจริงท่ีมีส่ิงเจือปนอยู่มากได้อย่างมีประสิทธิภาพ สามารถแยกสญัญาณของสารทัง้สองชนิด
ออกจากสารรบกวนท่ีอยู่ในตวัอย่างได้ดี ให้ผลการแยกเป็นท่ีหน้าพอใจ และใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ 
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ภาพประกอบ 10 โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในตวัอย่างนมพร้อมดื่ม 
        รสจืด (a) ตวัอย่างท่ี 3 และ (b) ตวัอย่างท่ี 5 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 11 โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในตวัอย่างนมพร้อมดื่ม 

       ปรุงแตง่กลิ่นรสตวัอย่างท่ี 9 

 

วติามินบี 2 

วติามินบี 1 

วติามินบี 2 

วติามินบี 1 

(b) 

ตัวอย่างท่ี (9) 

วติามินบี 2 (a) 



บทที่ 5 
สรุปผล อภิปรายผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 งานวิจยันีไ้ด้พฒันาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูร่วมกับการใช้คอลมัน์ขนาด
เล็กส าหรับการวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกันในตวัอย่างนมพร้อมดื่มประเภท
ตา่งๆท่ีมีจ าหน่ายทัว่ไปในท้องตลาด โดยสามารถสรุป อภิปรายผลการวิจยั และข้อเสนอแนะดงันี ้
 จากการพัฒนาวิธีวิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 แบบพร้อมกันด้วยเทคนิคโครมาโท 
กราฟีของเหลวสมรรถนะสงูร่วมกบัการใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ (ความยาวน้อยกวา่ 1.0 เซนติเมตร) จึงท า
ให้ได้วิธีวิเคราะห์แนวทางใหม่ท่ีสามารถท าได้สะดวกและรวดเร็วเน่ืองจากช่วยลดระยะเวลาการ
วิเคราะห์ให้น้อยลงเมื่อเทียบกับงานวิจัยท่ีผ่านมา และมีความเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากขึน้ 
เน่ืองจากช่วยลดปริมาณการใช้ของวฏัภาคเคลื่อนท่ีและตวัท าละลายอินทรีย์ จากผลการวิจัยพบว่า
เมื่อใช้คอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 ขนาด 8.0 x 3.0 mm, i.d. (SecurityGuardTM C18 cartridge) 
ร่วมกบัการใช้สารละลายผสมระหวา่งแอซิโตไนไตรล์และสารละลายแอมโมเนียมแอซิเตตความเข้มข้น 
0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราสว่นร้อยละ 7:93 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคลื่อนท่ี ท่ีอตัราการไหล 0.10 
มิลลิลิตรต่อนาที สามารถแยกวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ออกจากสิ่งรบกวนในตวัอย่างได้ภายใน
เวลาเพียง 7.00 นาทีเท่านัน้ โดยให้ความเป็นเส้นตรงท่ีดี (R2 มากกว่า 0.999) ในช่วงความเข้มข้น 
0.10-100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร มีความเท่ียงท่ีดีเป็นท่ีน่าพอใจทัง้ภายในวนัเดียวกันและระหว่างวนัโดยมี
คา่ร้อยละความเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของพืน้ท่ีใต้พีคและเวลาการคงอยู่น้อยกวา่ 1.90 และ 2.40 
ตามล าดบั คา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีตรวจวดัได้มีค่าเท่ากับ 50.0 ไมโครกรัมต่อลิตร ส าหรับวิตามินบี 1 
และ 0.10 ไมโครกรัมตอ่ลิตร ส าหรับวิตามินบี 2 เมื่อใช้วิธีการเตรียมตวัอย่างด้วยการตกตะกอนโปรตีน
และการสกดัด้วยตวัดดูซับของแข็ง (SPE) พบว่าให้ค่าร้อยละการคืนกลบัของวิตามินทัง้สองชนิดอยู่
ในช่วง 80.07-102.70 ส าหรับการประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดในตวัอย่าง
นมพร้อมดื่มประเภทต่างๆ ได้แก่ นมสดยูเอชที นมสดพาสเจอร์ไรส์ และนมปรุงแต่งกลิ่นรส พบ
ปริมาณวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดมีคา่แตกตา่งกนัในแตล่ะผลิตภณัฑ์ โดยสว่นใหญ่ตรวจพบปริมาณวิตามิน
บี 1 น้อยกวา่วิตามินบี 2 ซึ่งสอดคล้องกบัข้อมลูโภชนาการท่ีระบุข้างผลิตภณัฑ์ และเมื่อเปรียบเทียบ
ผลการวิเคราะห์ท่ีได้จากวิธีท่ีพัฒนาขึน้นีก้ับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงูท่ีมีตวัตรวจวดัป็นฟลอูอเรสเซนต์ พบวา่ได้คา่ไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความ
เช่ือมั่น 95% ซึ่งเป็นการแสดงให้เห็นถึงผลการวิเคราะห์ท่ีมีความถูกต้องแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ 
นอกจากนีวิ้ธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ในงานวิจยันีย้งัให้ผลการวิจยัท่ีดีกวา่งานวิจยัอื่นๆท่ีเคยรายงาน
มาก่อนหน้านี ้(Hurtado; et al. 1997: 247-253; Viñas; et al. 2003: 77-84; Gatti; & Gioia. 2005: 
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135-141; Márquez-Sillero; Cárdenas; & Valcárcel. 2013: 253-258) แสดงการเปรียบเทียบผลการ
วิเคราะห์ดงัตาราง 5 
 
ตาราง 5 การเปรียบเทียบผลการวิจยัท่ีได้จากงานวิจยัและงานวิจยัท่ีเคยรายงานก่อนหน้านีส้ าหรับการ 
      วิเคราะห์วิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่ม 

พารามิเตอร์ วิธีท่ีพฒันาขึน้ งานวิจยัอ้างอิง เอกสารอ้างอิง 

    
เวลาท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 
(นาที/ตวัอย่าง) 

15.0 10.0-60.0 Hurtado; et al. 1997: 247-253. 
Viñas; et al. 2003: 77-84.  
Gatti; & Gioia. 2005: 135-141. 
Márquez-Sillero; Cárdenas; & 
Valcárcel. 2013: 253-258. 

ป ริ ม า ต ร ข อ ง วั ฏ ภ า ค
เคลื่อนท่ี 
(มิลลิลิตร/การวิเคราะห์) 

0.70 5.00-60.0 Hurtado; et al. 1997: 247-253. 
Viñas; et al. 2003: 77-84.  
Gatti; & Gioia. 2005: 135-141. 
Márquez-Sillero; Cárdenas; & 
Valcárcel. 2013: 253-258. 

ช่วงความเป็นเส้นตรง  
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

B1 : 0.10-100 
B2 : 0.10-100 

B1 : 0.05-5.0 
B2 : 0.02-5.0 

Hurtado; et al. 1997: 247-253. 
Viñas; et al. 2003: 77-84. 

    
คา่ความเข้มข้นต ่าสดุท่ี
ตรวจวดัได้  
(ไมโครกรัมตอ่ลิตร) 

  B1 : 50.0 
  B2 : 0.10 

 B1 : 10-2.20 
 B2 : 3.0 

Viñas; et al. 2003: 77-84. 
Márquez-Sillero; Cárdenas; & 
Valcárcel. 2013: 253-258. 

    
ราคาของคอลมัน์  
(บาท/คอลมัน์) 

1,500 
(8.0 mm) 

> 10,000 
(150-250 mm) 
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 จากความมุง่หวงัในงานวิจยันีแ้ละจากการเปรียบเทียบผลการวิจัยกับงานวิจัยท่ีเคยรายงาน
มาก่อนพบว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้ในงานวิจัยนีส้ามารถท าได้สะดวก รวดเร็ว มีประสิทธิภาพ
วิเคราะห์สงู และประหยัด อีกทัง้ยังเป็นวิธีท่ีเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมอีกด้วย ซึ่งอาจน าวิธีวิเคราะห์ท่ี
พฒันาขึน้ไปประยกุต์ใช้กบัผลิตภณัฑ์ประเภทตา่งๆได้มากขึน้ เพ่ือให้ได้ข้อมลูท่ีเป็นประโยชน์ทางด้าน
โภชนาการส าหรับผู้บริโภค 
 

ข้อเสนอแนะ  
1. เน่ืองจากวิตามินบีทัง้ 2 ชนิดเป็นสารท่ีไม่ค่อยเสถียร มีความไวต่อแสง สลายตวัได้ง่าย 

ดงันัน้การเตรียมสารละลายวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 ต้องเก็บรักษาสารละลายมาตรฐานท่ีอณุหภมูิ 
4 oC และไมค่วรเก็บไว้นานเกิน 1 สปัดาห์ เพราะอาจท าให้ผลการวิเคราะห์ผิดพลาดได้ 

2. ในการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบี 1 และวิตามินบี 2 อาจท าการปรับสภาวะการแยกภายใน
ระบบ HPLC โดยการวิเคราะห์ในระบบเกรเดียนต์ ในช่วงการแยกวิตามินบี 2 เพ่ือท าให้ใช้เวลาในการ
วิเคราะห์รวดเร็วมากย่ิงขึน้  
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ภาพประกอบ 12  เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) รุ่น LC-20A 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 13  เปรียบเทียบขนาดของความยาวคอลมัน์ 
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ภาพประกอบ 14  อปุกรณ์การสกดัด้วยตวัดดูซบัของแขง็ (Solid Phase Extraction : SPE) 



 

 

 

 

 

 

 

 

ประวัติย่อของผู้วิจัย 
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