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 งานวิจัยนี มี้จุดประสงค์ เ พ่ือเปรียบเทียบสาร 2 ชนิดคือออร์โท-พทาลอัลดีไฮด์และ            
ฟลูออเรสคามีนท่ีใช้เตรียมเป็นสารอนุพันธ์กับทอรีนถแล้วท าการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในรูปของ    
สารอนพุนัธ์ในตวัอย่างน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูปด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
ด้วยตวัตรวจวัดฟลูออเรสเซนส์ พบว่าออร์โท-พทาลอัลดีไฮด์มีความเหมาะสมท่ีจะใช้ในการเตรียม
อนุพันธ์ของทอรีนเพ่ือวิเคราะห์ ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงมากกว่า            
ฟลูออเรสคามีน โดยมีความยาวคล่ืนของการกระตุ้นและความยาวคล่ืนของการเปล่งแสง 333 และ 
451 นาโนเมตร ตามล าดบั สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์มีวัฏภาคเคล่ือนท่ีคือ สารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (pH 5.4 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์) : อะซิโตไนไตรล์อตัราส่วน 70.30 (v/v)       
อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตร/นาที ท่ีสภาวะนีส้ามารถแยกทอรีนออกจากองค์ประกอบอ่ืนๆ ในน า้นมได้ 
คอลมัน์ท่ีใช้เป็นระบบรีเวิร์สเฟสชนิด C18 ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางและความยาวเท่ากบั 4.6 และ 250 
มลิลิเมตร ขนาดอนภุาค 5 ไมครอน กราฟมาตรฐานอยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.005 - 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
ให้สมการถดถอย  y = 2016.6x + 7.0782 และคา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) เท่ากบั 0.999 ขีดจ ากดั
ต ่าสดุในการตรวจวดัและขีดจ ากดัต ่าสดุในการวิเคราะห์ปริมาณคือ 0.001 และ 0.005 มิลลิกรัม/ลิตร 
ให้ความแม่นของการวิเคราะห์โดยคา่ร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 80.03 ± 1.20 - 94.76 ± 1.36 
ความเท่ียงของการวิเคราะห์ให้คา่ร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 1.26 - 4.71 นอกจากนี ้
ได้ท าการศกึษาผลจากกรดอะมิโน ผลของอณุหภมูิและสภาวะความเป็นกรด-เบส ผลการทดลองพบว่า 
กรดอะมิโนท่ีเก่ียวข้อง คือ ซิสเทอีน เมธไทโอนีนและไลซีน ทัง้ 3 ชนิดไม่มีผลรบกวนตอ่การวิเคราะห์
ปริมาณทอรีนในน า้นม ผลจากการให้ความร้อนด้วยน า้เดือดท่ีเวลา 0-60 นาที ไม่ส่งผลกระทบ        
ตอ่ปริมาณทอรีนและผลการศกึษาสภาวะกรด-เบส ในการเกิดปฏิกิริยาของสารอนพุนัธ์กบัทอรีนจะเกิด
ได้ดีในสภาวะท่ีเป็นกลาง สดุท้ายเม่ือน าวิธีการตรวจสอบไปวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตวัอย่างน า้นม
โคสดและน า้นมแปรรูปจ านวน 15 ชนิด พบว่า  ตวัอย่างน า้นมทุกตวัอย่างมีปริมาณทอรีนในช่วง    
1.87 ± 0.07 - 294.68 ± 2.24 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  
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 This objective of this research was to study the method to analyse taurine        
content using high-performance liquid chromatography by derivatization method.                             
O-phathalaldehyde and fluorescamine were reagents that reacted with taurine to be 
fluorescence products  and detected by fluorescence detector  that measure The result 
presented that O-phathalaldehyde was the optimum reagent for derivatized with taurine.  
The excitation wavelength and emission wavelength was 333 and 451 nm respectively.       
The mobile phase system was 0.02 M phosphate buffer pH 5.4: acetonitrile as 70 : 30 and 
controlled flow rate at 1.0 ml / minutes. Taurine was separated in reversed-phase fortis C-18 
5 µm diameter 4.6 x 250 mm. The linearity range of standard taurine calibration curve was           
in the range of 0.005 to 1.0 mg/L. The regression equation of standard curve was                               
y = 2016.6x + 7.0782 and the correlation coefficient (R2) was 0.999; limit of detection,      
limit of quantitation, %recovery and %RSD was 0.001, 0.005 mg/L, 80.03% ± 1.20 - 94.76% 
± 1.36 and 1.26 - 4.71 % respectively. The effect of other amino acids, heating effect and 
pH were also studied. The result revealed that cysteine, methionine and lysine not effect on 
the analysis, heating of taurine in boiling water 0-60 minutes does not affect on taurine 
content and the reactions between taurine and  O-phathalaldehyde well  performed in 
neutral condition. The method was applied to analyse taurine in 15 types of fresh cow milk 
and processed cow milk samples. The results showed that all milk samples contained 
taurine in the range of 1.87 ± 0.07 to  294.68 ± 2.24 mg/kg. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

 ปริญญานิพนธ์ฉบบันีส้ าเร็จสมบรูณ์ได้ด้วยดี เน่ืองจากผู้วิจยัได้รับค าแนะน า ความอนเุคราะห์
อยา่งยิ่งจากคณาจารย์ในภาควิชาเคมีหลายทา่น ผู้วิจยัขอกราบขอบพระคณุ 
 รองศาสตราจารย์ ดร.พรพิมล ม่วงไทย ประธานควบคมุปริญญานิพนธ์ ท่ีกรุณาให้ค าปรึกษา
และค าชีแ้นะ ตลอดจนแก้ไขข้อบกพร่องตา่งๆ ในการแก้ปัญหาทกุขัน้ตอนอนัเกิดจากการวิจยัและการ
เขียนปริญญานิพนธ์ 
 ขอกราบขอบพระคุณ ดร.วินยั อวงพิพฒัน์ ท่ีให้ความกรุณาในการเป็นประธานกรรมการใน
การสอบปากเปล่าปริญญานิพนธ์ และผู้ ช่วยศาสตราจารย์ ดร.มะยูโซ๊ะ กูโน ท่ีให้ความกรุณาในการ
เป็นกรรมการในการสอบปากเปล่าปริญญานิพนธ์ ตลอดจนให้ค าแนะน าและชีแ้นะข้อบกพร่องตา่งๆ 
เพ่ือให้ปริญญานิพนธ์ฉบับนีส้ าเร็จสมบูรณ์ยิ่งขึน้ ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.สุนิตย์         
สุขส าราญ ประธานกรรมการบริหารหลักสูตร และคณาจารย์ภาควิชาเคมีทุกท่าน ท่ีได้ประสิทธ์ิ
ประสาทวิชาความรู้ และให้ความเมตตาเอาใจใสแ่ก่ผู้วิจยัด้วยดีเสมอมา 
 ขอบพระคณุเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบตักิารภาควิชาเคมี ท่ีให้ค าแนะน า และช่วยเหลือ อ านวยความ
สะดวกแก่ผู้ วิจัยตลอดการศึกษา ผู้ วิจัยรู้สึกซาบซึง้ในความกรุณาของทุกๆ ท่านเป็นอย่างยิ่ง ผู้ วิจัย   
ขอน้อมร าลึกถึงพระคณุบิดา มารดา และญาติสนิททุกท่านท่ีได้อบรมเลีย้งด ูให้ก าลงัใจและให้การ
สนับสนุนในด้านการศึกษาแก่ผู้ วิจัย ขอบพระคุณอาจารย์ รวมถึงผู้ มีพระคุณทุกๆ ท่านท่ีมิได้กล่าว
รายนามไว้ ณ ท่ีนีด้้วย ท่ีมีสว่นช่วยให้งานวิจยัครัง้นีส้ าเร็จลลุว่งไปได้ด้วยดี 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ภูมิหลัง 
  
 ทอรีน (Taurine หรือ 2-Aminoethane Sulfonic Acid) เป็นกรดอะมิโนอิสระท่ีมีคณุสมบตัิเป็น
กลางและไม่ใช่หน่วยย่อยของโปรตีน ภายในโครงสร้างของทอรีนมีก ามะถนัหรือซลัเฟอร์ (Sulfur) เป็น
องค์ประกอบ สัตว์เลีย้งลูกด้วยนมนัน้สามารถสร้างทอรีนได้จากกระบวนการเมตาบอลิซึมโดย            
มีซิสเทอีน (Cysteine) เป็นสารตัง้ต้นและทอรีนจะถกูขบัออกทางปัสสาวะ (Shifen, M.; et al. 2002:  
251-267) ในสตัว์เลีย้งลูกด้วยนมนัน้มกัจะพบทอรีนอยู่บริเวณเนือ้เย่ือต่างๆ อีกทัง้ยงัพบได้ในน า้นม
ของมนษุย์ในระยะให้นมบตุรและในน า้นมววัอีกด้วย ทอรีนนัน้มีบทบาทส าคญัตอ่การเจริญเติบโตของ
มนษุย์ พบวา่เดก็ท่ีมีภาวะขาดทอรีนในระดบัปานกลางจะท าให้เด็กคนนัน้เจริญเติบโตช้า ยิ่งไปกว่านัน้
ถ้ามีอาการขาดทอรีนอย่างรุนแรงอาจท าให้เกิดอาการเซ่ืองซึม ผมเปล่ียนสี ตบัถูกท าลาย สูญเสีย
กล้ามเนือ้และไขมนั ผอม ผิวหนงัอกัเสบหรือแห้ง เหงาหงอยและอ่อนเพลียได้ อีกทัง้ถ้าร่างกายได้รับ
วิตามินบี 6 น้อยเกินไปหรือผู้ ท่ีมีพฤติกรรมบริโภคอาหารประเภทมังสวิรัติโดยไม่รับประทานไข่นัน้
สามารถท าให้ร่างกายเกิดภาวะขาดทอรีนได้เช่นกนั เน่ืองจากวิตามินบี 6 ท าหน้าท่ีเป็นโคแฟคเตอร์ใน
การสร้างทอรีนของร่างกาย (ประสงค์ เทียนบญุ. 2004: 15) นอกจากนีท้อรีนยงัมีคณุสมบตัิในการ
ป้องกนัโรคหลอดเลือดหวัใจได้ ซึง่โรคท่ีเก่ียวกบัหลอดเลือดหวัใจนัน้เป็นสาเหตสุ าคญัอนัดบัต้นๆ ท่ีท า
ให้เกิดการสูญเสียของประชากรในประเทศสหรัฐอเมริกา โดยกลุ่มคนท่ีมีความเส่ียงต่อการเกิดโรค
หลอดเลือดหวัใจนัน้มกัเป็นกลุ่มบคุคลท่ีมีพฤติกรรมการสบูบหุร่ี ผู้ ป่วยโรคความดนัโลหิตสงู ผู้ มีภาวะ
ของไขมนัในร่างกายผิดปกติและบคุคลท่ีเป็นโรคเบาหวาน ส าหรับในมนษุย์สามารถพบทอรีนได้ตาม
ส่วนตา่งๆ ของร่างกาย เช่น สมอง หวัใจ ตบั กล้ามเนือ้ลาย เรตินาและในเลือด จากโรคท่ีเป็นสาเหตุ
ของการเกิดโรคหลอดเลือดหวัใจดงัท่ีกล่าวไว้ข้างต้นนัน้ล้วนเกิดจากการท างานท่ีผิดปกติของอวยัวะ
ดงักล่าวซึ่งทอรีนมีความจ าเป็นตอ่ระบบการท างานของอวยัวะต่างๆ เหล่านีอ้ย่างยิ่ง  ดงันัน้เม่ือทอรีน
ส่งผลให้อวัยวะเหล่านีท้ างานได้ดีจะช่วยลดความเส่ียงต่อการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจได้ด้วย 
(Oktawia, P.; et al. 2010: 19-25) 
 แม้วา่ในปัจจบุนัยงัไมท่ราบบทบาททัง้หมดของทอรีนในร่างกายแต่เน่ืองจากทอรีนมีคณุสมบตัิ
เป็นสารส่ือประสาทท าให้เม่ือร่างกายได้รับแล้วมีผลท าให้ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการท างานของ
มนุษย์ด้วย (Glace, E.; et al. 2012: 569-577) ด้วยเหตุนีจ้ึงท าให้มีการน าทอรีนไปใช้ในทาง
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อุตสาหกรรมอาหารเพ่ือประโยชน์ในเชิงพาณิชย์ โดยการน าทอรีนไปใช้เป็นส่วนผสมในเคร่ืองด่ืม        
ชกู าลงัตา่งๆ ในปริมาณถึง 1000 – 3000 มิลลิกรัม (Oktawia, P.; et al. 2010: 19-25) 
 นอกจากเคร่ืองด่ืมประเภทชูก าลังแล้วในชีวิตประจ าของคนเรานัน้มีโอกาสได้รับทอรีนเข้าสู่
ร่างกายจากการบริโภคอาหารได้อีกมากมายหลายประเภท เช่น เนือ้หมู เนือ้ไก่ (บริเวณหน้าอกและ
สะโพก) เนือ้ววั (บริเวณหน้าอกและสะโพก) ทนู่า กุ้ ง หอยนางรม นมววั โยเกิร์ต นมพาสเจอร์ไรส์ หรือ
แม้แต่ในไอศกรีมวานิลลาล้วนมีทอรีนอยู่เช่นกัน โดยในอาหารแต่ละประเภทแต่ละชนิดจะมีปริมาณ 
ทอรีนอยู่มากน้อยแตกตา่งกนั (Laidlaw, S.; et al. 1990: 183-188) และปริมาณทอรีนจะไม่มีการ
เปล่ียนแปลงแม้อาหารนัน้จะผ่านกระบวนการกรรมวิธีปรุงสกุแล้วก็ตาม ซึ่งถ้าบริโภคอาหารแบบปกติ
ในชีวิตประจ าวนัแล้วปริมาณทอรีนท่ีมนุษย์ได้รับจากอาหารใน 1 วัน (ไม่รวมท่ีได้รับจากผัก) จะมี
ปริมาณถึง 40 – 400 มิลลิกรัม (Stapleton, P.P.; et al. 1997: 103-108) (Finnegan, D.; et al. 2003: 
147-55) 
 ในปัจจุบนัวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณทอรีนนัน้สามารถท าได้หลายวิธีเช่น การเตรียมเป็น
สารอนุพันธ์และตรวจวัดด้วยเคร่ืองฟลูออโรโฟโตมิเตอร์  ยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ หรือใช้      
ตวัตรวจวดัเชิงเคมีไฟฟ้า  วิธีท่ีใช้ในการแยกทอรีนนัน้ก็สามารถท าได้หลายวิธีเช่นกัน เช่น เทคนิครีเวิร์ส
เฟสโครมาโทกราฟี (Reverse Phase Chromatography) หรือแยกโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบ
แลกเปล่ียนประจลุบ (Anion Exchange Chromatography) ทัง้นีพ้บว่าสารท่ีใช้ท าอนพุนัธ์กบัทอรีน
สามารถเลือกใช้ได้หลายชนิด เช่น ออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์ (O-Phathalaldehyde, OPA) 2,4-ไดไนโตร
ฟลูออโรเบนซีน (2,4-Dinitrofluorobenzene) 1-ไดเมทิลอะมิโนแนพทาลีน-5-ซัลโฟนิลคลอไรด์        
(1-Dimethylaminonaphthalene-5-sulfonyl Chloride) ฟลูออเรสคามีน (Fluorescamine) (Shifen, 
M.; et al. 2002: 251-267) (Tommaso, R.I.; et al. 2004: 626-630) (Feng, Q.; et al. 1999:      
161-166) 
 เป็นท่ีทราบกนัดีว่านมมีคณุคา่ทางโภชนาการตอ่มนษุย์มากมาย ในปัจจบุนัผู้คนมีการบริโภค
นมมากขึน้ อีกทัง้ยังมีผลิตภัณฑ์จากนมหลากหลายชนิดโดยผลิตภัณฑ์เหล่านีมี้การปรุงแต่งเพิ่ม
รสชาติให้ได้รับความนิยมจากผู้บริโภคและเป็นการเพิ่มทางเลือกให้ผู้บริโภคอีกด้วย นอกจากนีใ้น
ปัจจุบนัก็มีรายงานเก่ียวกบัปริมาณทอรีนในนมเช่นกัน (Laidlaw, S.; et al. 1990: 183-188) โดย
งานวิจยันีท้ าการเปรียบเทียบการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนโดยการเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์ท่ีแตกตา่งกัน
ระหวา่งสารอนพุนัธ์ท่ีเคยมีรายงานมาก่อนหน้านีแ้ละสารท่ียงัไม่มีรายงานการท าอนพุนัธ์กบัทอรีนเพ่ือ
น าไปใช้ในการศกึษาปริมาณทอรีนในตวัอยา่งนมท่ีผา่นกระบวนการแปรรูปและการปรุงแตง่รสชาติ 
  
 



3 

2. ควำมมุ่งหมำยของงำนวิจัย 
2.1 เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมและปัจจยัท่ีมีผลต่อการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนโดยเทคนิค            

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
2.2 เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตวัอยา่งน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูปแตล่ะประเภท 
 

3. ควำมส ำคัญของงำนวิจัย 
3.1 ได้สภาวะท่ีเหมาะสมตลอดจนปัจจัยท่ีมีผลต่อวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณทอรีนด้วย           

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
3.2 ได้ข้อมลูปริมาณทอรีนท่ีมีในน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูปแตล่ะประเภท 
 

4. ขอบเขตของงำนวิจัย 
4.1 สภาวะท่ีศึกษาในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว          

สมรรถนะสงูได้แก่ 
 4.1.1 คา่ pH ของสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีใช้เป็นสว่นผสมในวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
 4.1.2 อตัราสว่นระหวา่งตวัท าละลายอินทรีย์และสารละลายบฟัเฟอร์ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
 4.1.3 อตัราการไหลของวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
 4.1.4 ระยะเวลาท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาระหวา่งทอรีนและสารอนพุนัธ์ 
4.2 ปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่เทคนิคท่ีใช้ในการวิเคราะห์ ได้แก่ 
 4.2.1 กรดอะมิโน 3 ชนิด ได้แก่ ซิสเตอีน เมธไทโอนีนและไลซีน 

4.2.2 ผลของระยะเวลาในการให้ความร้อนท่ีมีตอ่ปริมาณทอรีน 
4.2.3 สภาวะความเป็นกรด-ดา่งในการเตรียมสารอนพุนัธ์ของทอรีน 

4.3 สารอนพุนัธ์ท่ีใช้ 2 ชนิดได้แก่ ฟลอูอเรสคามีนและออร์โทพทาลอลัดีไฮด์ 
4.4 ตวัอยา่งน า้นมท่ีใช้ในการศกึษาปริมาณทอรีน 
 4.4.1 น า้นมโคสดพร้อมดื่ม ได้แก่ น า้นมโคสดพาสเจอร์ไรส์ ยเูอชที และสเตอริไลส์ 

4.4.2 น า้นมแปรรูปพาสเจอร์ไรส์รสตา่งๆ ได้แก่ รสช็อคโกแลต และรสสตรอเบอร์ร่ี 
4.4.3 น า้นมแปรรูปสเตอริไลส์ปรุงแตง่ผสมมอลต์และชาขาว 
4.4.4 น า้นมแปรรูปยเูอชทีรสตา่งๆ ได้แก่ รสหวาน รสช็อคโกแลต และรสสตรอเบอร์ร่ี 
4.4.5 นมเปรีย้วปรุงแตง่รสชาต ิได้แก่ รสผลไม้รวม และรสสตรอเบอร์ร่ี 
4.4.6 นมผง 
4.4.7 นมข้นหวาน 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

  

 งานวิจัยนีเ้ป็นการเปรียบเทียบวิธีเคราะห์ปริมาณทอรีนโดยการเตรียมเป็นสารอนุพันธ์และ

ตรวจวดัด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูและวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตวัอย่างนม ซึ่ง

ทอรีนเป็นสารในกลุม่ของกรดอะมิโนอิสระ ดงันัน้ผู้วิจยัจะท าการเสนอหวัข้อตา่งๆ ดงันี ้

 1. ทอรีนและกรดอะมิโน 
 2. ความส าคญัและบทบาทของทอรีนตอ่มนษุย์ 
 3. วิธีวิเคราะห์ปริมาณทอรีน 
 4. สารท่ีใช้ในการท าอนพุนัธ์เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณทอรีน 
 5. นมและองค์ประกอบของนม 
 
ทอรีนและกรดอะมิโน 

 ทอรีน (Taurine หรือ 2-aminoethane sulfonic acid) เป็นกรดอะมิโนอิสระชนิดเบตา         
(β-amino acid) ท่ีมีก ามะถันหรือซลัเฟอร์ (Sulphur) อยู่ภายในโมเลกุลเช่นเดียวกันกับกรดอะมิโน        
ซิสเทอีนและเมธไทโอนีน โดยทอรีนนัน้เป็นกรดอะมิโนตวัหนึ่งท่ีมีสตูรโมเลกลุคือ H2N-CH2-CH2-SO3H 
ซึ่งโมเลกุลของทอรีนนัน้มีลักษณะคล้ายคลึงกับกรดอะมิโนตวัหนึ่งช่ือว่าอะลานีน (Alanine) ท่ีมีหมู่
ซลัโฟเนต (Sulphonate) เข้าไปแทนท่ีหมู่คาร์บอกซิลิก (Carboxylic group) ของโมเลกุลอะลานีน
(Stapleton, P.P.; et al. 1997: 103-108)  
 โดยทัว่ไปแล้วกรดอะมิโนเป็นหนว่ยยอ่ยของสารชีวโมเลกลุชนิดหนึ่งคือโปรตีน เม่ือกรดอะมิโน
หลายๆ หนว่ยเรียงตวัตอ่กนัขึน้เป็นสายยาวๆ ท่ีเรียกว่าสายพอลิเปปไทด์จะท าให้เกิดเป็นโปรตีน ซึ่งสิ่ง
นีท่ี้ท าให้เกิดความแตกต่างของโปรตีนแตล่ะชนิดนัน้คือล าดบัการเรียงตวัของกรดอะมิโนแต่ละหน่วย
ภายในสายโปรตีนนัน้ๆ นัน่เอง กรดอะมิโนท่ีเป็นสว่นประกอบหน่วยย่อยของโปรตีนนัน้มีอยู่ด้วยกนั 20 
ชนิดโดยมีสว่นท่ีเป็นโครงสร้างหลกัท่ีเหมือนกนัคือมีไฮโดรเจน (-H) หมู่อะมิโน (-NH2) หมู่คาร์บอกซิลิก 
(-COOH) และหมูท่ี่เป็นโซข้่าง (side chain) ดงั ภาพประกอบ 1 
 กรดอะมิโนท่ีเป็นหน่วยย่อยของโปรตีนทัง้ 20 ชนิดนัน้จะมีความแตกต่างกันท่ีบริเวณโซ่ข้าง  
ซึ่งถ้าจ าแนกกรดอะมิโนออกตามคุณสมบตัิของโซ่ข้างแล้วจะสามารถจ าแนกกรดอะมิโนได้เป็น 4 
ประเภทได้แก่ 
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ภาพประกอบ 1 โครงสร้างหลกัของกรดอะมิโนท่ีเป็นหนว่ยยอ่ยของโปรตีน 

 

 1. กรดอะมิโนท่ีมีโซ่ข้างไม่มีขัว้ ซึ่งกรดอะมิโนกลุ่มนีมี้โซ่ข้างเป็นสารท่ีไม่ละลายน า้หรือมี

ลกัษณะเป็นไฮโดรคาร์บอน 

 2. กรดอะมิโนท่ีมีโซ่ข้างมีขัว้ ซึ่งกรดอะมิโนกลุ่มนีมี้โซ่ข้างละลายน า้ได้และท่ี pH 7 นัน้จะไม่มี

การแตกตวัเกิดเป็นประจจุากสว่นของโซข้่างเลย 

 3. กรดอะมิโนท่ีมีโซข้่างมีสมบตัเิป็นกรด กรดอะมิโนกลุ่มนีท่ี้ pH 7 นัน้ส่วนของโซ่ข้างจะแสดง

สมบตัเิป็นประจลุบ 

 4. กรดอะมิโนท่ีมีโซข้่างมีสมบตัิเป็นเบส กรดอะมิโนกลุ่มนีท่ี้ pH 7 นัน้ส่วนของโซ่ข้างจะแสดง

สมบตัเิป็นประจบุวก (เรืองลกัขณา จามิกรณ์. 2547) 

 นอกจากการแบ่งกรดอะมิโนตามคุณสมบัติของโซ่ข้างในโมเลกุลแล้วยังสามารถแบ่งกรด     

อะมิโนตามลกัษณะโครงสร้างของโซ่ข้างได้อีกด้วย เช่น ลกัษณะโครงสร้างของโซ่ข้างเป็นอะลิฟาติก 

อะโรมาตกิ มีหมูไ่ฮดรอกซีในโครงสร้าง มีก ามะถนัหรือซลัเฟอร์เป็นองค์ประกอบของโซข้่าง เป็นต้น  

 กรดอะมิโนนัน้ไม่เพียงเป็นหน่วยย่อยในโครงสร้างของโปรตีนเท่านัน้ นอกเหนือจากกรด       

อะมิโนท่ีเป็นโครงสร้างของโปรตีนแล้วยังมีกรดอะมิโนอิสระอีกกว่า 200 ชนิดท่ีสามารถพบได้ใน

ธรรมชาติ โดยกรดอะมิโนบางตวัอาจจะไม่ได้เป็นส่วนประกอบของโปรตีนเลยแต่มีหน้าท่ีส าคญัทาง

ชีววิทยาหลายอย่าง เช่น เป็นตวักลางในกระบวนการเมตาบอลิซึมต่างๆ หรือเป็นส่วนประกอบของ   

ชีวโมเลกลุชนิดอ่ืนได้ด้วย ตวัอยา่งกรดอะมิโนเหลา่นีแ้สดงดงัตาราง 1 

โดยปกตแิล้วร่างกายของคนเราจะได้รับกรดอะมิโนจาก 2 แหล่งใหญ่ๆ คือจากอาหารโปรตีนท่ี

รับประทานเข้าไปแล้วถกูย่อยเป็นกรดอะมิโนท่ีล าไส้ และจากโปรตีนท่ีมีอยู่เดิมในร่างกายซึ่งสามารถ

ถกูย่อยเป็นกรดอะมิโนได้เช่นกนั กรดอะมิโนจากทัง้ 2 แหล่งนีจ้ะรวมกนัอยู่ในรูปของอะมิโนแอซิดพลู  

Side chain 
Amino carboxylic 
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(Amino Acid Pool) ซึ่งอยู่บริเวณของเหลวภายนอกเซลล์เม่ือเนือ้เย่ือส่วนใดมีความจ าเป็นในการใช้

กรดอะมิโน ก็จะมาดึงกรดอะมิโนออกไปจากพูลนีต้วัอย่างเช่น น ากรดอะมิโนจากพูลนีไ้ปใช้ในการ

ซ่อมแซมโปรตีนของเนือ้เย่ือหรือถูกน าไปใช้ในการสร้างสารประกอบไนโตรเจนต่างในร่างกาย เช่น      

ยูเรีย (Urea) เพียวรีน (Purine) ไพริมิดีน (Pyrimidine) เป็นต้น (เรืองลักขณา จามิกรณ์. 2547) 

นอกจากนีร่้างกายยังน ากรดอะมิโนท่ีสะสมในพูลนีไ้ปใช้เพ่ือสังเคราะห์เป็นสารอ่ืนท่ีใช้ควบคุม

กระบวนการท างานต่างๆ ในเซลล์และเนือ้เย่ือ เช่น น าไปสังเคราะห์กรดอะมิโนไทโรซีนเป็นฮอร์โมน

อะดรีนาลีนซึ่งท าหน้าท่ีควบคุมกระบวนการสลายและสังเคราะห์สารอาหารคาร์โบไฮเดรต              

(ดาวลัย์  ฉิมภู่. 2555) 
 

ตาราง 1 ตวัอยา่งหน้าท่ีของกรดอะมิโนบางชนิด ท่ีไมใ่ชส่ว่นประกอบโครงสร้างของโปรตีน 
 

กรดอะมิโน หน้าที่ /สถานที่พบ 

4-hyroxyproline พบในโปรตีนคอลลาเจน 

Demosine พบในโปรตีนอิลาสตนิ ท าให้โปรตีนยืดตวัได้ 

3,5-diiodotyrosine เก่ียวข้องกบัเมตาบอลิซมึของไอโอดีนในตอ่มไธรอยด์ 

Canaline  เป็นกรดอะมิโนมีพิษท่ีสกดัได้จากถัว่แจ็คบีน 

β – alanine เป็นสว่นในโครงสร้างของวิตามินตวัหนึง่คือ กรดแพนโตเธนิค 

Ornithine เป็นสารตวักลางท่ีพบในกระบวนการสงัเคราะห์ยเูรีย 

Citrulline เป็นสารตวักลางท่ีพบในกระบวนการสงัเคราะห์ยเูรีย 

Dihydroxyphenylalanine  เป็นสารตวักลางท่ีพบในกระบวนการสงัเคราะห์อะดรีนาลีน 

Homocysteine เป็นสารตวักลางท่ีพบในกระบวนการสงัเคราะห์เมไธโอนีน 

Homoserine  เป็นสารตวักลางท่ีพบในกระบวนการสงัเคราะห์ธรีโอนีน 
  

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก เรืองลกัขณา จามิกรณ์ 2547 
 
 ทอรีนเป็นกรดอะมิโนอีกชนิดหนึ่งท่ีไม่ใช่หน่วยย่อยของโครงสร้างโปรตีนแตท่ าหน้าท่ีอย่างอ่ืน
ภายในร่างกาย ทอรีนมีคณุสมบตัิเป็นกลาง มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 125 มีจดุหลอมเหลวเท่ากบั 300 
องศาเซลเซียส ละลายน า้ได้ดีจนถึงความเข้มข้น 0.84 โมลาร์ (M) (ประสงค์ เทียนบุญ. 2004: 15) 
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ทอรีนมีคณุสมบตัิเป็นกรดอ่อนโดยมีคา่คงท่ีการแตกตวัหรือ pKa เท่ากบั 4.96 และสามารถคงอยู่ใน
อาหารได้แม้จะผา่นกระบวนการปรุงสกุโดยการให้ความร้อนก็ตาม คณุสมบตัิของทอรีนนัน้ไม่สามารถ
ดูดกลืนคล่ืนแสงยูวีได้เน่ืองจากไม่มีหมู่โครโมฟอร์ (Chromophore) อยู่ภายในโมเลกุลแต่สามารถ
อาศัยการเตรียมเป็นสารอนุพันธ์เพ่ือท าให้ดูดกลืนคล่ืนแสงยูวีหรือสามารถเกิดฟลูออเรสเซนต์ได้ 
(Shifen, M.; et al. 2002: 251-267) 
  

 
 

ภาพประกอบ 2 กระบวนการเมตาบอลิซมึของซิสเทอีน 
  

ท่ีมา (John,  A.T.; et al. 1994: 453-462) 
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 ทอรีนนัน้เป็นกรดอะมิโนท่ีถูกสร้างขึน้จากกระบวนการเมตาบอลิซึมของซิสเทอีนภายใน

ร่างกายโดยเกิดจากการท่ีกรดอะมิโนซิสเทอีนเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Oxidation) เกิดเป็นซิสเทอีน

ซลัฟินิกแอซิด (Cysteinesulfinic acid) จากนัน้ซลัฟินิกแอซิดจะเกิดกระบวนการขจดัหมู่คาร์บอกซีหรือ

ดีคาร์บอกซีเลชัน (Decarboxylation) ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เเป็นไฮโปทอรีน (Hypotaurine) ซึ่งเม่ือ        

ไฮโปทอรีนนัน้ เกิดปฏิกิ ริยาออกซิ เดชันแล้วจะท าให้ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นทอรีนเกิดขึ น้             

(Paul, H.; et al. 1998: 599-604) นอกจากนีท้อรีนยงัสามารถเกิดขึน้ได้จากกระบวนการเมตาบอลิซึม

ของซิสเทอีนทางอ่ืนหรือหมายถึงเกิดขึน้ทางอ้อมได้อีก เช่น ซิสเทอีนถกูเปล่ียนไปเป็นซิสเทอีนซลัฟิเนต

แล้วจะถกูเปล่ียนไปเป็นซิสเทอีนซลัโฟเนตก่อนจงึจะเกิดกระบวนการดีคาร์บอกซีเลชนัท าให้เปล่ียนเป็น 

ทอรีน (John, A.T.; et al. 1994: 453-462) ซึ่งกระบวนการเมตาบอลิซึมของซิสเทอีนในร่างกายนัน้

แสดงดงัภาพประกอบ 2 

 จากภาพประกอบ 2 นัน้จะเห็นได้ว่ามีกรดอะมิโนอีกตวัหนึ่งท่ีมีความสมัพนัธ์ตอ่การเกิดทอรีน

ในกระบวนการเมตาบอลิซึมของซิสเทอีนซึ่งนัน้ก็คือเมธไทโอนีน  โดยเมธไทโอนีนสามารถถูก

เปล่ียนเป็นโฮโมซิสเทอีนและถูกเอนไซม์ซิสทาไทโอนีนเบตาซินเทส (Cystathionine β-synthase)

เปล่ียนให้เป็นซิสทาไทโอนีน (Cystathionine) ซึง่ซิสทาไทโอนีนนีจ้ะถกูเปล่ียนให้กลบัไปเป็นซิสเทอีน 

 ซิสเทอีนเป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่งท่ีมีก ามะถนัหรือซลัเฟอร์เป็นองค์ประกอบอยู่ภายในโมเลกลุ 
ซึง่คณุสมบตัท่ีิเดน่ชดัของซิสเทอีนนัน้คือ ซิสเทอีน 2 โมเลกลุสามารถสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ได้โดยอาศยั
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของหมู่ซัลฟ์ไฮดริลเกิดเป็นโมเลกุลท่ีมีลักษณะเป็นไดเมอร์เรียกว่าซิสทีน 
(Cystine) การเกิดพนัธะไดซลัไฟด์ของซิสเทอีน 2 โมเลกลุนัน้พบอยู่ในโปรตีนหลายชนิดท าให้โปรตีนมี
โครงสร้างแข็งแรง นอกจากนีห้มู่ซลัฟ์ไฮดริลท่ีอยู่ในกรดอะมิโนซิสเทอีนยงัสามารถท าปฏิกิริยากบัธาตุ
โลหะ เชน่ ปรอท (Hg2+) และเงิน (Ag2+) ได้สารพวกเมอร์แคปไทด์หรือเอลแมนรีเอเจนต์เกิดเป็นสารท่ีมี
สีได้ท าให้สามารถใช้วดัหาปริมาณของหมู่ซัลฟ์ไฮดริลด้วยวิธีทางสเปคโทรสโกปีได้ (ดาวลัย์ ฉิมภู่. 
2555) นอกจากนีซ้ิสเทอีนยงัเป็นสารตัง้ต้นท่ีส าคญัตวัหนึ่งในกระบวนการสงัเคราะห์ทอรีนภายใน
ร่างกายอีกด้วย (John, A.T.; et al. 1994: 453-462) ซึ่งทอรีนนัน้มีบทบาทส าคญัหลายอย่าง          
ตอ่กระบวนการท างานตา่งๆ ภายในเซลล์ของร่างกายอีกมากมาย 
 
ความส าคัญและบทบาทของทอรีนต่อมนุษย์ 

 ในปัจจบุนันัน้แม้จะยงัไม่ทราบบทบาทและอิทธิพลทัง้หมดของทอรีนตอ่มนษุย์แตก่ารทดสอบ
ในสัตว์บางชนิดนัน้ทอรีนมีบทบาทส าคัญหลายอย่าง เช่น ในปีค.ศ.1986 Gordon และคณะ   
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(Gordon; et al. 1986: 585-600) ท าการทดลองโดยการให้หนแูฮมสเตอร์ได้รับน า้ท่ีมีปริมาณทอรีน
ร้อยละ 0.5 ปรากฏว่าช่วยลดอาการอักเสบของแผลได้ต่อมาในปี 1992 Gordon และคณะ    
(Gordon; et al. 319-328) ท าการทดลองตอ่มาโดยให้หนไูด้รับน า้ท่ีมีปริมาณทอรีนร้อยละ 1 ปรากฏ
วา่ชว่ยลดพยาธิในเนือ้เย่ือปอดของหนแูฮมสเตอร์ได้ 
  

ตาราง 2 ปริมาณทอรีนในอวยัวะตา่งๆ ในคนและสตัว์ 
 

อวัยวะ คน สัตว์ (หนู) 

สมอง (ไมโครโมล/กรัม) 4-20 3 

หวัใจ (ไมโครโมล/กรัม) 6 20 

ตบั (ไมโครโมล/กรัม) 2 3 

กล้ามเนือ้ (ไมโครโมล/กรัม) 5 7 

เรตนิา (ไมโครโมล/กรัม) 30-40 27 

เลือด (ไมโครโมล/กรัม) 50-80 360 
  

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Oktawia, P.; et al. 2010: 19-25 
 

ในมนษุย์เองทอรีนก็มีหน้าท่ีส าคญัหลายประการเช่นกัน โดยทอรีนในกล้ามเนือ้หวัใจนัน้ช่วย

ให้หวัใจใช้แคลเซียมได้อยา่งสมดลุในขณะท่ีมีการหดตวัของหวัใจโดยไมท่ าให้เกิดการใช้แคลเซียมมาก

เกินไปของหัวใจ (calcium overload) แม้ว่าร่างกายจะอยู่ในสภาวะท่ีมีระดับแคลเซียมสูง      

(ประสงค์ เทียนบุญ. 2004: 15) ข้อดีท่ีมีการศึกษากันและเด่นชัดของประโยชน์ของทอรีนนัน้คือ

ความสามารถในการต่อต้านโรคท่ีเก่ียวกับหลอดเลือดหัวใจ ในบางประเทศเช่นสหรัฐอเมริกานัน้        

มีผู้ ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจจ านวนมาก ซึ่งมีการพยายามลดปริมาณผู้ ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจ     

โดยการรณรงค์งดสบูบุหร่ี บ าบดัรักษาผู้ ป่วยโรคหวาน ผู้ ป่วยโรคภาวะไขมนัผิดปกติ และผู้ ป่วยท่ีเป็น

โรคอ้วนนอกจากนัน้ยังมีการศึกษาถึงปัจจยัอ่ืนท่ีคาดว่าน่าจะช่วยลดปริมาณผู้ ป่วยโรคหลอดเลือด

หวัใจได้ ซึ่งในปี 2010 Oktawia และคณะ (Oktawia, P.; et al. 2010: 19-25) ได้รวบรวมข้อมลูเก่ียว

การศึกษาความสามารถในการต่อต้านโรคหลอดหวัใจทัง้ในคนและในสตัว์ไว้และปรากฏว่าทอรีนนัน้

สามารถช่วยลดความเส่ียงตอ่การเป็นโรคหลอดเลือดหวัใจได้เน่ืองจากผู้ ป่วยโรคเบาหวาน ผู้ ป่วยโรค
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ภาวะไขมนัผิดปกต ิและผู้ ป่วยท่ีเป็นโรคอ้วนนัน้ ล้วนเกิดจากการท างานท่ีผิดปกติของอวยัวะท่ีมีทอรีน

ชว่ยควบคมุการท างานอยูท่ัง้สิน้ซึง่ถ้าอวยัวะเหลา่นีท้ างานได้เป็นปกติก็สามารถช่วยลดความเส่ียงของ

การเป็นโรคท่ีเป็นสาเหตนุ าไปสู่การเป็นโรคหลอดเลือดหวัใจได้ อวยัวะตา่งๆ ในร่างกายท่ีส าคญัทัง้ใน

คนและในสัตว์ท่ีมีทอรีนเป็นองค์ประกอบนัน้มีหลายอย่างด้วยกัน ซึ่งอวัยวะแต่ละส่วนก็มีปริมาณ

ทอรีนท่ีแตกตา่งกนัดงัตาราง 2 

 

วิธีวิเคราะห์ปริมาณทอรีน 
 เทคนิคในปัจจบุนันัน้การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนทอรีนสามารถท าได้หลายวิธีซึ่งแตล่ะวิธี

นัน้จะมีข้อดี ข้อเสียแตกตา่งกันไปโดยการวิเคราะห์กรดอะมิโนทอรีนนัน้จะแบง่เป็น 2 ส่วนใหญ่ๆ คือ 

สว่นท่ีใช้ในการแยก (Separation) และสว่นท่ีใช้ในการตรวจวดั (Detection) 

 ส่วนท่ีใช้ในการแยกนัน้ในปัจจุบันมักนิยมใช้เทคนิคทางโครมาโทกราฟีเป็นหลักได้แก่         

โครมาโทกราฟีแบบของเหลว (Liquid Chromatography) โครมาโทกราฟีแผ่นบาง (Thin-layer 

Chromatography) และแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography) 

 เดิมในช่วงก่อนปี 1990 การวิเคราะห์กรดอะมิโนทอรีนนัน้จะใช้การแยกทอรีนออกจากสารอ่ืน

โดยใช้คอลัมน์แก้วและมีวัฏภาคคงท่ี (Stationary Phase) ท่ีมีคุณสมบัติการแยกด้วยกลไกแบบ

แลกเปล่ียนไอออน หลงัจากสารออกจากคอลมัน์แล้วจงึท าการเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์แล้วตรวจวดัด้วย

เคร่ืองตรวจวัดกรดอะมิโน แต่ปัญหาคือมีสารอ่ืนออกมารบกวนการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนด้วย 

(Coelution) อีกทัง้ถ้ามีการวิเคราะห์กรดอะมิโนหลายตวัจะต้องใช้เวลาในการวิเคราะห์ค่อนข้างนาน 

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีใช้ในการตรวจวัดปริมาณ 

กรดอะมิโนทัง้ทอรีนและกรดอะมิโนอ่ืนโดยการเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์แล้วคอ่ยน าสารเข้าสู่คอลมัน์เพ่ือ

ท าการแยกโดยอาศัยกลไกการแยกแบบรีเวิ ร์สเฟส (Reverse-phase) หรือไม่ต้องเตรียมเป็น          

สารอนพุนัธ์แล้วท าการแยกโดยอาศยักลไลการแยกแบบแลกเปล่ียนไอออน (Ion Chromatography)       

ซึง่ตอ่มาเทคนิคนีไ้ด้รับความนิยมเพิ่มมากขึน้ในการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนทอรีน 

 การแยกสารด้วยกลไกการแยกแบบแลกเปล่ียนไอออนนัน้เป็นกลไกการแยกท่ีมีประสิทธิภาพ

ในการแยกสารอนินทรีย์ สารท่ีมีประจุบวกและสารท่ีมีประจุลบได้เป็นอย่างดี ส าหรับสารอินทรีย์ท่ีมี

สมบตัิในการแตกตวัให้ประจุลบหรือประจุบวกจ าพวกกรดอ่อนหรือเบสอ่อนก็สามารถแยกได้ด้วย
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เทคนิคนีเ้ชน่กนั ท านองเดียวกนักบัทอรีนท่ีมีสมบตัใินการแตกตวัให้ประจไุด้โดยคา่คงท่ีการแตกตวัของ

ทอรีนหรือ pKa เท่ากบั 4.96 ส าหรับการแยกทอรีนด้วยการแลกเปล่ียนไอออนนีมี้ข้อได้เปรียบในด้าน

การแยกแบบรีเวิร์สเฟสข้อใหญ่คือ ไม่จ าเป็นต้องมีการเตรียมเป็นสารอนุพันธ์จึงลดขัน้ตอนในการ

วิเคราะห์ไป 1 ขัน้ตอน แตใ่นขณะเดียวกนัสิ่งท่ีท าให้การแยกทอรีนด้วยกลไกการแยกแบบแลกเปล่ียน

ไออนเสียเปรียบการแยกแบบรีเวิร์สเฟสก็คือ เม่ือไม่มีขัน้ตอนการเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์แล้วนัน้จะท า

ให้ไม่สามารถตรวจวดัทอรีนและกรดอะมิโนบางตวัได้ด้วยเคร่ืองตรวจท่ีพบได้ในห้องปฏิบตัิการทัว่ไป

อยา่งเชน่ ยวีู-วิสิเบลิ ดีเทคเตอร์ (UV-vis Detector) 

 เทคนิคโครมาโทกราฟีแผน่บางเป็นเทคนิคท่ีทกุคนรู้จกักนัดีและเป็นเทคนิคท่ีสามารถท าได้ง่าย

ไม่จ าเป็นต้องมีเคร่ืองมือจ าเพาะมากมายนกัแต่ข้อเสียใหญ่ข้อเทคนิคนีคื้อให้ความไวในการตรวจวดั 

(Sensitivity) ท่ีต ่าอีกทัง้การท าการวิเคราะห์ซ า้นัน้ท าได้ยากอีกด้วย 

 อีกเทคนิคหนึง่ท่ีมีการน ามาใช้ในการแยกทอรีนก็คือแก๊สโครมาโทกราฟีซึ่งเทคนิคนีอ้าจจะเป็น

เทคนิคท่ีคอ่นข้างยากส าหรับการวิเคราะห์ทอรีนเน่ืองจากต้องเตรียมสารอนพุนัธ์ให้อยู่ในรูปท่ีสามารถ

ระเหยได้ (Shifen, M.; et al. 2002: 251-267) 

 ตวัตรวจวดัท่ีใช้ในการตรวจวิเคราห์ปริมาณทอรีนนัน้ท่ีนิยมใช้มีหลายชนิดได้แก่  

 1. ตวัตรวจวดัยวีู-วิสิเบลิ (UV-visible Detector)  

 2. ตวัตรวจวดัฟลอูอเรสเซนต์ (Fluorescence)  

 3. ตวัตรวจวดัแอมเพอโรมิเตอร์ (Amperometer) (Ying, Q.; et al.1998: 19-26)   

 4. ตรวจวดัทางเคมีเชิงไฟฟ้า (Electrochemical detector) (Feng, Q.; et al. 1999: 147-55) 

 5. อิเล็กตรอนอิมแพ็คแมสสเปกโทรเมตรี (Electron Impact Mass Spectrometry) 

 เคร่ืองตรวจวดัท่ีเป็นยวีู-วิสิเบิลสเปกโทรมิเตอร์ และสเปกโทรฟลอูอโรโฟโตมิเตอร์เป็นท่ีทราบ
กันดีว่าไม่สามารถตรวจวดัทอรีนและกรดอะมิโนได้ทุกตวัโดยตรงแต่สามารถเตรียมเป็นสารอนุพนัธ์
และท าการตรวจวดัได้แต่ก็ยังเป็นตวัตรวจวดัท่ีสามารถหาได้ง่ายตามห้องปฏิบตัิการทั่วไปมากกว่า
เทคนิคอ่ืน 
 
สารที่ใช้เตรียมเป็นสารอนุพันธ์ในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน 

 เป็นท่ีทราบกนัอยู่แล้วว่าทอรีนนัน้เป็นกรดอะมิโนอิสระตวัหนึ่งแม้ว่าจะไม่ใช่กรดอะมิโนท่ีเป็น

โครงสร้างของโปรตีนแต่คุณสมบตัิในการเกิดอนุพนัธ์กับสารอ่ืนยงัคงคล้ายคลึงกับกรดอะมิโนทัว่ไป  
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ซึ่งสารท่ีใช้ในการเตรียมอนุพันธ์ของทอรีนเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณนัน้มีหลายตวัด้วยกัน  เช่น 

ออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์ (O-phathalaldehyde, OPA) 2,4-ไดไนโตรฟลูออโรเบนซีน (2,4-dinitrofluoro 

Benzene) ฟลูออเรนิลเมธทิลออกซีคาร์บอนิลคลอไรด์ (Fluorenylmethyloxycarbornyl Chloride) 

หรือ 4-ฟลอูอโร-7-ไนโตรเบนโซฟิวราแซน (4-Fluoro-7-Nitrobenzofurazan) ซึ่งอนพุนัธ์แตล่ะตวันัน้ก็มี

ข้อดีข้อเสียแตกตา่งกนัไป ตวัอยา่งลกัษณะการเกิดสารอนพุนัธ์ของทอรีนนัน้แสดงดงัภาพประกอบท่ี 3 

 

 
 

 
   

 
 

ภาพประกอบท่ี 3 การเกิดสารอนพุนัธ์ของทอรีนกบั (ก) ออโท-พทาลอลัดีไฮด์ (ข) ฟลอูอเรสคามีน  

และ (ค) 4-ฟลอูอโร-7-ไนโตรเบนโซฟรูาแซน 

 

 จากภาพประกอบท่ี 3 ได้แสดงลกัษณะของการเกิดสารอนพุนัธ์ของกรดอะมิโนแล้ว โดยออโท-
พทาลอัลดีไฮด์ (ก) เป็นสารท่ีใช้เตรียมอนุพันธ์กับกรดอะมิโนได้ง่ายและรวดเร็ว ซึ่งสารอนุพันธ์ท่ีได้  
นัน้ให้สภาพไวในการตรวจวดัสงูแตส่ารอนพุนัธ์ท่ีได้ยงัขาดความเสถียรอยู่บ้าง 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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ส าหรับฟลอูอเรสคามีน (ข) นัน้เป็นสารท่ีใช้เตรียมอนพุนัธ์กบักรดอะมิโนได้รวดเร็วเช่นเดียวกบั
ออโท-พทาลอัลดีไฮด์และสารอนุพันธ์ท่ีได้มีความเสถียรมากกว่าออโท-พทาลอัลดีไฮด์ แต่เม่ือ
เปรียบเทียบความไวในการตรวจวดัแล้วออโท-พทาลอลัดีไฮด์นัน้ให้ความไวในการตรวจวดัในระดบั
ของความเข้มข้นท่ีต ่ากว่า ในส่วนของ 4-ฟลูออโร-7-ไนโตรเบนโซฟูราแซนนัน้สารอนุพันธ์ท่ีมี        
ความเสถียรเช่นเดียวกบัฟลอูอเรสคามีนแตก็่มีขัน้ตอนในการเตรียมสารอนพุนัธ์ท่ียุ่งยากและซบัซ้อน
กว่าออโท-พทาลอลัดีไฮด์และฟลอูอเรสคามีน (Shifen, M.; et al. 2002: 251-267) (Wang, X.; et al. 
2011: 537-542) 
 
แหล่งที่พบทอรีน 

 ทอรีนนัน้ถกูค้นพบในปีค.ศ. 1827 โดยสกดัได้จากน า้ดีของววั (ประสงค์ เทียนบญุ. 2004: 15) 

โดยมีการศกึษาเก่ียวกบัทอรีนเร่ือยมา แม้ว่าในปัจจบุนันัน้ทอรีนจะถกูจดัอยู่ในกลุ่มของกรดอะมิโนไม่

จ าเป็นแตส่ามารถพบทอรีนได้ในอวยัวะต่างๆ ของร่างกายมนษุย์ อีกทัง้พบว่าทอรีนนัน้มีอิทธิพลและ

เก่ียวข้องกบัประสิทธิภาพการท างานของอวยัวะตา่งๆ เหล่านัน้ด้วย ตวัอย่างอวยัวะในร่างกายของคน

ท่ีพบทอรีนได้แก่ สมองซึ่งสามารถพบทอรีนได้ในสมองทัง้เด็กและผู้ ใหญ่ หัวใจ ตบั กล้ามเนือ้ต่างๆ    

เรตนิา หรือแม้แตใ่นเลือดก็พบวา่มีทอรีนอยูเ่ชน่กนั (Oktawia, P.; et al. 2010: 19-25)  

 ส าหรับคนแล้วนัน้นอกจากการสงัเคราะห์ทอรีนจากภายในร่างกายแล้วยงัสามารถรับทอรีน

จากแหล่งอาหารภายนอกได้มากมายซึ่งถ้าคนมีการบริโภคอาหารแบบปกติใน 1 วนั จะท าให้ร่างกาย

ได้รับทอรีนในปริมาณ 40-400 มิลลิกรัมตอ่วนั (ไม่นบัรวมท่ีได้รับจากผกั) (Stapleton, P.P.; et al. 

1997: 103-108) (Finnegan, D.; et al. 2003: 147-55) เน่ืองจากทอรีนนัน้มีอยู่ในอาหารมากมาย

หลายชนิดซึง่อาหารในชีวิตประจ าวนัท่ีพบทอรีนนัน้แสดงดงัตาราง 3 

 ทอรีนนัน้นอกจากจะพบในอาหารท่ีได้จากธรรมชาติแล้วนัน้สิ่งท่ีน่าสนใจในปัจจบุันนัน้ก็คือใน

อาหารบางชนิดนัน้มีการเตมิทอรีนเข้าเพ่ือให้ร่างกายของผู้บริโภคได้รับทอรีนมากขึน้โดยบางครัง้อาจมี

วัตถุประสงค์ทางการค้าหรือบางครัง้อาจมีวัตถุประสงค์เพ่ือช่วยทางด้านสุขภาพของผู้บริโภคด้วย 

ตวัอยา่งเชน่ ในเคร่ืองดื่มชกู าลงันัน้พบว่ามีการเติมทอรีนลงไปเพ่ือหวงัให้ผู้บริโภคนัน้มีการท างานของ

กล้ามเนือ้หัวใจท่ีสมบูรณ์ ซึ่งเป็นผลประโยชน์ทางการค้าของผลิตภัณฑ์ประเภทชูก าลังแบบนี ้        

โดยพบว่าเคร่ืองด่ืมชูก าลังแต่ละย่ีห้อนัน้มีการเติมทอรีนในปริมาณถึง 1000-3000 มิลลิกรัม  

(Oktawia, P.; et al. 2010: 19-25) ผลิตภณัฑ์อีกประเภทหนึ่งท่ีมีการเติมทอรีนลงไปนัน้คือ นมผง
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ส าหรับทารกเพราะวา่ทารกแรกเกิดนัน้ถ้าเกิดภาวะขาดทอรีนจะสง่ผลท าให้มีการเจริญเติบโตช้า อีกทัง้

ยงัสง่ผลตอ่การเจริญเติบโตของสมองอีกด้วย ส าหรับเด็กทารกท่ีคลอดก่อนก าหนดนัน้ตบัยงัท างานได้

ไม่สมบูรณ์ ท าให้ร่างกายสังเคราะห์ทอรีนได้ในปริมาณท่ีไม่เพียงพอ จึงควรให้ทารกท่ีคลอดก่อน

ก าหนดนัน้รับประทานนมผงท่ีมีการเติมทอรีนเข้าไปเพ่ือให้ร่างกายได้รับทอรีนในปริมาณท่ีเพียงพอ 

(ประสงค์ เทียนบญุ. 2004: 15) 
 

ตาราง 3 ปริมาณทอรีนในอาหารประเภทตา่งๆ 
 

อาหาร ปริมาณทอรีน (มิลลิกรัม/100กรัม) 

เนือ้ววั 43 

เนือ้ไก่ 169 

ไก่งวง 306 

เนือ้หม ู 61 

แฮม 50 

ทนูา่กระป๋อง 42 

หอยแมลงภู่ 655 

นม (มิลลิกรัม/ลิตร)  

Colustrum (1-3 วนั) 70 

Early lactation (15-40 วนั) 12 

Mid lactation (มากกวา่ 100 วนั) 4 

Pasteurized milk 6 

นมคน (มิลลิกรัม/ลิตร) 54 
  

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก (Stapleton, P.P.; et al. 1997: 103-108) และ (ประสงค์ เทียนบญุ. 

2004: 15) 
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 นอกจากประเภทอาหารท่ีกล่าวมาข้างต้นแล้วนัน้ นมเป็นอาหารอีกประเภทหนึ่งท่ีสามารถพบ

ทอรีนได้เชน่กนั ซึง่ทอรีนในน า้นมนัน้มีความนา่สนใจแตกตา่งจากอาหารท่ีได้กลา่วมาข้างต้น เน่ืองจาก

เป็นท่ีทราบกันดีอยู่แล้วว่านมนัน้มีกระบวนการแปรรูปท่ีหลากหลายไม่ว่าจะเป็นพาสเจอร์ไรส์

(Pasteurize) สเตอริไลส์ (Sterilize) ยูเอชที (UHT) นมผง โยเกิร์ต ชีส หรือแม้แต่ไอศกรีมก็ตาม 

(Oktawia, P.; et al. 2010: 19-25) ซึ่งปริมาณทอรีนในน า้นมท่ีผ่านกระบวนการแปรรูปแตล่ะชนิดจะมี

ปริมาณทอรีนท่ีแตกตา่งกนัไป 

 

นมและองค์ประกอบของนม 

 ในทางอตุสาหกรรมนัน้ได้ให้ค าจ ากดัความของค าว่านมดงันี ้นมคือสิ่งท่ีถกูรีดออกมาจนหมด
จากเต้านมของโค กระบือ แพะ และแกะท่ีมีสุขภาพดี ซึ่งโดยปกติแล้วนัน้นมต้องมีลักษณะปกต ิ
สะอาด และสด โดยการรีดนมในช่วงเวลาอย่างน้อย 72 ชม. ภายหลังการคลอดลูกหรือจนกว่า         
จะปราศจากน า้นมเหลือง ไมว่า่สิ่งท่ีถกูขบัออกมานีจ้ะผา่นกระบวนการแปรรูปอย่างไรหรือไมก็่ตาม 
 ค าว่าปกติ สะอาดในค าจ ากดัความของนมนัน้หมายถึง ถ้าการรีดนมนัน้ได้น า้นมท่ีไม่สะอาด 
หรือรีดนมนัน้ท าให้ได้นมท่ีไม่สด จะถือว่าสิ่งท่ีได้นัน้เป็นนม ซึ่งการรีดนมนัน้จะต้องเป็นการรีดให้หมด
จากเต้านมจริงๆ จงึจะได้นมท่ีมีองค์ประกอบครบถ้วนตามท่ีธรรมชาติสร้างมา เพราะในบางครัง้นัน้นม
ท่ีรีดออกมาในช่วงแรกๆ จะมีลักษณะท่ีใสเน่ืองจากมีมันเนยต ่าท าให้ได้องค์ประกอบไม่ครบถ้วน    
โดยทัว่ไปสตัว์ให้นมท่ีจดัวา่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจนัน้มี 4 ชนิด ได้แก่ โค กระบือ แพะ และแกะ 
 ภายในนมนัน้จะประกอบด้วยสภาวะ 3 สภาวะรวมกันอยู่ได้แก่ สารละลายแท้ สารละลาย
แขวนลอย และสารละลายอิมลัชนั สารละลายแท้ท่ีอยู่ในนมคือ สารท่ีละลายเป็นเนือ้เดียวกันกับน า้ 
เชน่ คลอไรด์ โซเดียม โพแทสเซียม แลคโตส และบางสว่นของอลับมูิน สารละลายแขวนลอยท่ีอยู่ในนม
ได้แก่ เคซีนและฟอสเฟต สว่นของสารละลายอิมลัชนัคือ ส่วนท่ีมีสถานะไม่ละลายน า้แตจ่ะแทรกอยู่ใน
น า้เทา่นัน้ เชน่ มนัเนย เม่ือตัง้ภาชนะใสน่มทิง้ไว้สกัระยะหนึง่มนัเนยจะแยกออกมาลอยบนผิวหน้าเป็น
ชัน้ครีม (บวรศกัดิ ์ลีนานนท์. 2535) 
 โดยทัว่ไปน า้นมดิบจะมีจุลินทรีย์อยู่ซึ่งเป็นท่ีทราบกันดีว่าจุลินทรีย์นัน้เป็นเซลล์ของสิ่งมีชีวิต
ชัน้ต ่าท่ีมีขนาดเล็กมากจนมองด้วยตาเปล่าไม่เห็น แม้ว่าอนัท่ีจริงแล้วจลุินทรีย์ในนมส่วนมากจะไม่ได้
เป็นสาเหตขุองโรคทัง้กบัคนและสตัว์ แตจ่ลุินทรีย์เหล่านีก็้ไม่เป็นท่ีถึงประสงค์ของผู้บริโภคนมหรือผู้ ท่ี
ท าธุรกิจเก่ียวกับนม เพราะจุลินทรีย์เหล่านีมี้ส่วนท่ีจะท าให้นมเสียหรือหมดอายุได้ อย่างไรก็ตาม
จลุินทรีย์บางชนิดในนมก็ถือวา่เป็นจลุินทรีย์ท่ีมีประโยชน์เชน่กนั (บวรศกัดิ ์ลีนานนท์. 2535) 
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 กระบวนการแปรรูปอาหารนัน้โดยทัว่ไปสามารถท าได้หลายวิธี การแปรรูปอาหารโดยการใช้
ความร้อนนัน้เป็นหนึง่ในวิธีท่ีมีบทบาทและมีความส าคญัในกระบวนการแปรรูปอาหาร นอกจากนีก้าร
แปรรูปอาหารโดยการให้ความร้อนยงัเป็นวิธีในการถนอมรักษาอาหารได้อีกด้วยเน่ืองจากความร้อน
สามารถยบัยัง้การเนา่เสียของอาหารอนัสืบเน่ืองมาจากการสร้างสารพิษจากจลุินทรีย์ในอาหาร อีกทัง้
ความยงัสามารถฆ่าพยาธิและแมลงตา่งๆ ท่ีอยู่ในอาหารได้อีกด้วย แตอ่ย่างไรก็ตามการให้ความร้อน
สงูเป็นระยะเวลานานเพ่ือท าลายจลุินทรีย์ พยาธิ หรือสิ่งท่ีมองไม่เห็นด้วยตาเปล่าให้หมดจากอาหาร
ไปนัน้ก็ไม่ใช่วิธีท่ีดีท่ีสุดในการถนอมอาหารเน่ืองจากบางครัง้ความร้อนอาจท าลายองค์ประกอบ       
ในอาหารและท าให้คณุคา่ทางโภชนาการลดลงไปได้ด้วย (วิไล รังสาดทอง. 2552) 
 การพาสเจอไรซ์เป็นวิธีหนึ่งในการแปรรูปอาหารประเภทนมและเป็นการยืดระยะเวลาในการ

เน่าเสียของนมได้ โดยกระบวนการนีเ้ป็นการให้ความร้อนท่ีไม่รุนแรงนกัท่ีอุณหภูมิต ่ากว่า 100 องศา

เซลเซียสท าให้นมอยู่ได้นานหลายวันโดยไม่เน่าเสีย การให้ความร้อนในลักษณะนีเ้ป็นการยับยัง้      

การท างานของเอนไซม์และท าลายเชือ้จุลินทรีย์ท่ีมีความทนทานต่อความร้อนต ่า เช่น แบคทีเรีย         

ท่ีไม่สร้างสปอร์ ยีสต์และรา วิธีนีเ้ป็นการให้ความร้อนท่ีมีผลกระทบต่อคณุค่าทางโภชนาการของนม

น้อยท่ีสดุ อย่างไรก็ตามความร้อนปริมาณเท่านีน้ัน้ไม่เพียงพอส าหรับการท าลายเชือ้จลุินทรีย์ทั ง้หมด

ในนมเพราะฉะนัน้การเก็บรักษานมท่ีผ่านกระบวนการนีจ้ะต้องเก็บในสภาวะท่ียบัยัง้การเจริญเติบโต

ของจุลินทรีย์ได้เช่น การเก็บนมพาสเจอร์ไรส์นัน้ต้องท าการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4-10 องศาเซลเซียส            

(วิไล รังสาดทอง. 2552) 

 การสเตอริไลซ์เป็นกระบวนการให้ความร้อนแก่อาหารท่ีอุณหภูมิสูงในระยะเวลาท่ีนาน     

เพียงพอท่ีจะท าลายจุลินทรีย์และเอนไซม์ได้โดยจุดมุ่งหมายหลักของวิธีการนีคื้อ  การท าให้อาหาร

ปราศจากเชือ้โรคท่ีเป็นอันตรายต่อผู้บริโภคท่ีจะเจริญเติบโตในอาหารได้ท่ีอุณหภูมิการเก็บรักษา

ตามปกติเป็นผลท าให้อาหารท่ีผ่านกระบวนการนีมี้อายุในการเก็บรักษาได้อย่างน้อย 6 เดือนท่ี

อณุหภมูิห้องโดยไมต้่องแชเ่ย็น อยา่งไรก็ตามกระบวนการนีจ้ะสง่ผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของคณุคา่

ทางโภชนาการในนมได้เชน่กนั (วิไล รังสาดทอง. 2552) 

 กระบวนการยเูอชที (UHT) ย่อมาจาก Ultra High Temperature ซึ่งหมายถึงการให้ความสงูท่ี
อุณหภูมิไม่ต ่ากว่า 133 องศาเซลเซียสไม่น้อยกว่า 1 วินาทีและบรรจุในภาชนะท่ีปราศจากเชือ้ 
กระบวนการให้ความร้อนลกัษณะนีมี้อยู่ 2 ระบบคือ ระบบการให้ความร้อนโดยตรง และระบบการให้
ความร้อนทางอ้อม การให้ความร้อนโดยตรงนัน้เป็นวิธีท่ีมีการพ่นไอน า้ลงไปในน า้นมท าให้น า้นมผสม
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กบัไอน า้อ่ิมตวัภายใต้ความดนัท าให้น า้นมได้รับความร้อนอย่างรวดเร็ว ส่วนการให้ความทางอ้อมนัน้
เป็นวิธีท่ีอาศยัการถ่ายเทความร้อนจากตวัน าความร้อน (บวรศกัดิ ์ลีนานนท์. 2535) 
 องค์ประกอบทางกายภาพของน า้นมนัน้ประกอบด้วย 2 ส่วนใหญ่ๆ คือ น า้ และส่วนท่ีเป็น

ของแข็งหรือธาตนุ า้นมทัง้หมด โดยในน า้นม 1000 กรัมจะประกอบด้วยน า้อยู่ประมาณ 820-890 กรัม 

หรือประมาณร้อยละ 87.2 ส าหรับส่วนท่ีเป็นของแข็งหรือธาตนุ า้นมทัง้หมดนัน้ก็สามารถแบง่ได้เป็น 2 

สว่นใหญ่ๆ คือ ไขมนัหรือมนัเนย และธาตนุ า้นมท่ีนอกเหนือจากมนัเนย 

 ไขมันหรือมันเนยมีเป็นองค์ประกอบในนมอยู่ประมาณร้อยละ 3.7 ซึ่งมันเนยท่ีมีในน า้นีมี้

ความส าคญัหลายประการ เช่น เป็นส่วนขององค์ประกอบในนมท่ีมีราคาแพงท่ีสดุอีกทัง้ยงัเป็นแหล่ง

อาหารท่ีให้พลงังานสงูท่ีสดุ นอกจากนีม้นัเนยในนมนัน้ยงัมีบทบาทส าคญัท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลง

ทางกายภาพกบัผลิตภณัฑ์นมประเภทตา่งๆ อีกด้วย 

 องค์ประกอบอ่ืนในน า้นมท่ีนอกเหนือจากมนัเนยนัน้มี 2 ส่วนหลกัๆ ด้วยกนัได้ คาร์โบไฮเดรต

และโปรตีน โดยสารในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตท่ีส าคัญท่ีสุดท่ีเก่ียวข้องกับผลิตภัณฑ์นมคือ แลคโตส 

(Lactose) เม่ือแลคโตสถูกย่อยด้วยเอนไซม์แลคเตส (Lactase) จะได้น า้ตาล 2 ชนิดคือกลูโคส 

(Glucose) และกาแลคโตส (Galactose) ดงัสมการ (1) 
 

            Lactase 
C12H22O11 + H2O           C6H12O6   +     C6H12O6  (1) 

   (Lactose)    (Galactose) (Glulose) 
 

 ส าหรับคนไทยท่ีไม่มีการด่ืมนมเป็นประจ าและนานๆ เม่ือด่ืมนม 1-2 แก้วหรือบางครัง้ด่ืมใน

ปริมาณเพียงเล็กน้อยก็สามารถท าให้เกิดอาการท้องร่วงได้ ซึ่งสาเหตเุกิดเน่ืองมาจากการย่อยน า้ตาล

แลคโตสท่ีมีอยู่ในน า้นมไม่ได้ ซึ่งแลคโตสท่ีไม่ถูกย่อยโดยแลคเตสจะไม่สามารถถูกดูดซึมเข้าใน  

กระแสเลือดได้ส่งผลให้แลคโตสจะผ่านไปยงัส าไส้ใหญ่และถูกจุลินทรีย์ในล าไส้ใหญ่ย่อยให้เป็นกรด

แลคติค (Lactic acid) และได้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) โดยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์จะท าให้

รู้สกึอดึอดั ท้องอืด จกุเสียด ส่วนกรดแลคติกจะท าให้เกิดความระคายเคืองแก่ผนงัล าไส้ ท าให้ท้องร่วง           

(บวรศกัดิ ์ลีนานนท์. 2535) 
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โปรตีนในน า้นมท่ีส าคัญแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ  เคซีน (Casein)  และโปรตีนเว ย์            

(Whey Protien) ซึ่งเคซีนสามารถแยกออกจากน า้นมได้โดยการตกตะกอนท่ี pH 4.6 ท่ีอุณหภูมิ 20 

องศาเซลเซียส นอกจากนัน้ยังสามารถแยกได้โดยการตกตะกอนด้วยเกลือ (salting out) โดยการเติม

แอมโมเนียมซลัเฟสประมาณ 26.4 กรัม ในน า้นม 100 มิลลิลิตรท่ีอุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียสแต่วิธีนี ้

อาจท าให้โปรตีนเวย์ปนออกมาด้วย (บวรศกัดิ ์ลีนานนท์. 2535) 

 แม้วา่ในนมจะมีองค์ประกอบหลกัๆ ตามท่ีได้กลา่วมาข้างต้นแล้วในบางครัง้ก็มีปัจจยัอ่ืนท่ีอาจ
ท าให้องค์ประกอบของนมมีการเปล่ียนแปลงเกิดขึน้ได้เช่น ช่วงระยะเวลาในการให้น า้นมตวัอย่างเช่น
ววัท่ีมีการตกลกูในชว่งเดือนธันวาคม ถ้ามีการเก็บน า้นมช่วงเดือนมกราคม เมษายน และมิถนุายนนัน้
มีอิทธิพลท าให้องค์ประกอบตา่งๆ ในน า้นมมีความแตกตา่งกนัออกไปได้เช่นกนั (Mapekula, M.; et al. 
2011: 529-536) ซึ่งความแตกต่างกนัขององค์ประกอบในน า้นมเม่ือเก็บน า้นมท่ีช่วงเวลาตา่งกันนัน้
แสดงดงัตาราง 4 
 

ตาราง 4 ปริมาณขององค์ประกอบหลกัในนมท่ีมีการเก็บน า้นมในชว่งเวลาท่ีแตกตา่ง 
 

องค์ประกอบ 
(กรัม/กิโลกรัม) 

ช่วงเวลาที่เก็บน า้นม 
มกราคม เมษายน มิถนุายน 

โปรตีน  32.2 35.1 37.8 
มนัเนย  29.8 31.1 32.5 
แลคโตส  47.7 48.8 35.1 
  

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Mapekula, M.; et al. 2011: 529-536 
 

 นอกจากนีใ้นปัจจบุนัน า้นมท่ีได้รับความนิยมมากขึน้อีกประเภทหนึ่งคือน า้นมแพะและน า้นม

แกะซึ่งทัง้แพะและแกะนัน้ให้นมท่ีมีคณุค่าทางโภชนการและองค์ประกอบท่ีคล้ายคลึงกับน า้นมท่ีได้

จากโค เชน่กนัอีกทัง้ในนมแพะและแกะนัน้ยงัมีแร่ธาตตุา่งๆ และวิตามินอีกมากมายอาทิเช่น แคลเซียม 

ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม เหล็ก เรตนิอล ไนอะซิน เป็นต้น ซึ่งแร่ธาตแุละวิตามินเหล่านีล้้วนมีคณุคา่ทาง

โภชนาการและมีประโยชน์ตอ่ร่างกายทัง้สิน้ ซึง่องค์ประกอบหลกัของน า้นมแพและน า้นมแกะนัน้แสดง

ดงัตาราง 5 (Raynal-Ljutovac, K.; et al. 2008: 57–72) 
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ดงัท่ีได้กลา่วมาข้างต้นวา่องค์ประกอบหลกัของน า้นมประกอบด้วยโปรตีน ไขมนั และแลคโตส
เป็นองค์ประกอบหลกัแตก็่ยงัมีองค์ประกอบอ่ืนๆ อีกมากมายเช่นแร่ธาตตุา่งๆ (Mapekula, M.; et al. 
2011: 529-536) และกรดอะมิโนอิสระทัง้กรดอะมิโนท่ีเป็นโครงสร้างของโปรตีนและกรดอะมิโนท่ีไม่ใช่
หน่วยย่อยของโครงสร้างโปรตีน (Tripaldi, C.; et al. 1998: 127-136) ซึ่งองค์ประกอบเหล่านีไ้ม่
เพียงแต่พบในน า้นมเท่านัน้แตผ่ลิตภัณฑ์แปรรูปท่ีใช้นมเป็นสารตัง้ต้นในกระบวนการผลิตเช่นชีสนัน้
พบว่ามีองค์ประกอบของกรดอะมิโนคล้ายคลึงกบักรดอะมิโนท่ีพบในน า้นมเช่นกัน โดยองค์ประกอบ
ของชีสนัน้พบว่ามีกรดอะมิโนท่ีเป็นหน่วยโครงสร้างของโปรตีนและกรดอะมิโนอิสระเช่น แกมมา -      

อะมิโนบิวทีริคแอซิด (γ-aminobutyric acid) ทอรีน ซิทรูลีน (Citrulline) อีกด้วย (Izco, J.M.; et al. 
2000: 7-11) 

 

ตาราง 5 แสดงปริมาณองค์ประกอบหลกัในน า้นมแพะและน า้นมแกะ 
 

องค์ประกอบ 
แหล่งน า้นม 

แพะ แกะ 

ไขมนั (ร้อยละ) 3.48 6.82 

โปรตีน (ร้อยละ) 2.61 5.59 

เคซีน (ร้อยละ) 2.30 4.23 

แลคโตส (ร้อยละ) 4.30 4.88 

แคลเซียม (มิลลิกรัม) 1260 1950-2000 

ฟอสฟอรัส (มิลลิกรัม) 970 1240-1580 

โพแทสเซียม (มิลลิกรัม) 1900 1360-1400 

แมกนีเซียม (มิลลิกรัม) 130 180-210 

เหล็ก (มิลลิกรัม) 550 720-1222 

เรตนิอล (มิลลิกรัม) 0.04 0.08 

ไนอะซิน (มิลลิกรัม) 0.20 0.42 

ไบโอตนิ (มิลลิกรัม) 2.00 - 
  

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Raynal-Ljutovac, K.; et al. 2008: 57-72 
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งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน 

 ในปีค.ศ. 1995 Helen L. Rowley และคณะ (Helen, L.; et al. 1995: 93-99) ท าการศกึษา

การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโน 7 ชนิดได้แก่ ซีรีน (Serine) ไกลซีน (Glycine) ทอรีน กลูตาเมท 

(Glutamate) อาร์จินีน (Arginine) อะลานีน (Alanine) และกาบา (γ-aminobutyric acid, GABA) 

โดยการเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์กบัออโท-พทาลอลัดีไฮด์ ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ

สงูโดยใช้กลไกการแยกแบบรีเวิร์สเฟสและใช้ตวัตรวจวดัด้วยเคมีเชิงไฟฟ้า (Electrochemical) โดยมี

ขัว้ไฟฟ้าใช้งานของตวัตรวจคือแกลสซีคาร์บอน (glassy carbon) และใช้ขัว้ไฟฟ้าอ้างอิงเป็นขัว้        

ซิลเวอร์-ซิลเวอร์คลอไรด์ (Ag/AgCl) ใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็น 1 M มอนอโซเดียมฟอสเฟต และ 0.5 M 

EDTA ใน 25% เอทานอล ควบคุมคา่ pH เท่ากบั 4.5 ปรากฏว่าสามารถวิเคราะห์กรดอะมิโนทัง้ 7 ได้

ในเวลา 25 นาทีและสารอนพุนัธ์คงความเสถียรอยูเ่ป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

 ในปีค.ศ. 1996 Dorresteijn R.C. และคณะ (Dorresteijn, R.C.; et al. 1996: 159-167) ได้

ท าการศึกษาปัจจัยต่างๆ ท่ีมีผลกระทบต่อการเกิดสารอนุพันธ์ระหว่างออโท-พทาลอัลดีไฮด์กับ  

กรดอะมิโน 4 ชนิด ได้แก่แอสพาราจีน (Asparagines) ซีรีน (Serine) ไกลซีน (Glycine) และอะลานีน 

(Alanine) ตวัอยา่งปัจจยัท่ีมีผลกระทบตอ่สญัญาณของสารอนพุนัธ์เช่น ความเข้มข้นของ 2-เมอร์แคป

โตเอทานอล (2-Mercaptoethanol) ซึ่งถ้ามีความเข้มข้นมากเกินไปจะท าให้สญัญาณของสารอนพุนัธ์

ลดลง และค่า pH และความเป็นบฟัเฟอร์ของสารละลายนัน้มีผลต่อความเสถียรของสารอนพุนัธ์อีก

ด้วย 

 ในปีค.ศ. 1996 Rizzo V. และคณะ (Rizzo, V.; et al. 1996: 181-188) ได้น าเสนอวิธีวิเคราะห์

ปริมาณกรดอะมิโนท่ีมีบทบาทต่อระบบประสาทส่วนกลาง 4 ชนิด ได้แก่ แอสพาเตต (Aspartate) 

กลตูาเมต (Glutamate) กาบา และทอรีนด้วยเทคนิคโครมาโตของเหลวสมรรถนะสงูโดยใช้ตวัตรวจวดั

ทางเคมีเชิงไฟฟ้าโดยการให้ศกัย์ไฟฟ้าท่ีขัว้หนึ่ง + 0.15 โวลต์ และอีกขัว้หนึ่ง + 0.45 โวลต์ปรากฏว่า

สามารถวิเคราะห์กรดอะมิโนอิสระทัง้ 4 ชนิดได้ในเวลา 55 นาที 

 ในปีค.ศ. 1996 Gillian P. และคณะ (Gillian, P.; et al. 1996: 1287-1294) น าเสนอวิธี

วิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตวัอย่างเลือดด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรนะสงูโดยการเตรียม

เป็นสารอนพุนัธ์กบัฟลอูอเรสคามีน (Fluorescamine) และใช้ตวัตรวจวดัยวีู-วิสิเบิล สเปกโตรมิเตอร์ซึ่ง

วิธีท่ีเสนอนีใ้ห้ขีดจ ากดัต ่าสดุในการวิเคราะห์ปริมาณ (LOQ) เทา่กบั 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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 ในปีค.ศ. 1998 Ying Q. และคณะ (Ying, Q.; et al. 1998: 19-26) ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณ

กรดอะมิโนแอสพาเตต (Aspartate) กลตูาเมต (Glutamate) ไกลซีน (Glycine) กาบา และทอรีนโดย

ใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงขนาดไมโคร (Microbore-HPLC) และใช้ตวัตรวจวัด

ทางเคมีเชิงไฟฟ้า ในตวัอย่างสมองส่วนควบคมุการมองเห็นของแมว โดยคอลมัน์ท่ีใช้มีความยาวและ

เส้นผ่านศนูย์กลาง 100 และ 1 มิลลิเมตร ขนาดของอนภุาค 3 ไมโครเมตร ชนิด C8 ซึ่งจากการท า     

แกรเดียนโปรแกรม (Gradient) ท าให้สามารถวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนทัง้หมดได้ในเวลา 25 นาที 

 ในปีค.ศ. 1998 Tripaldi C. และคณะ (Tripaldi, C.; et al 1998: 127-136) ได้รายงาน

เก่ียวกับปริมาณทอรีนและกรดอะมิโนชนิดอ่ืนอีก 26 ชนิดในน า้นมแพะและแกะท่ีท าการรีดนม

หลงัจากแพะและแกะคลอดลกูในชว่งเวลาท่ีตา่งกนั 3 ชว่ง ปรากฏว่าเม่ือมีการรีดนมท่ีช่วงเวลาตา่งกนั

นัน้ให้   ความแตกตา่งของปริมาณกรดอะมิโนแตล่ะชนิด ในน า้นมแพะและแกะนัน้มีปริมาณทอรีนสงู

ท่ีสดุในบรรดากรดอะมิโนอิสระท่ีวิเคราะห์ทัง้หมด 27 ชนิด 

 ในปีค.ศ. 1999 Feng Q. และคณะ (Feng, Q.; et al 1999: 161-166) น าเสนอการวิเคราะห์

ปริมาณทอรีนในยาเม็ด ยาบรรจแุคปซูล และในปัสสาวะโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียน

ประจุลบและใช้ตวัตรวจวดัเป็นแอมเพอโรมิเตอร์ในโหมดพลัส์แอมเพอโรเมตริค ซึ่งการเคราะห์ทอรีน

ด้วยวิธีนีมี้ความสามารถในวิเคราะห์วิเคราะห์ปริมาณทอรีนได้ในช่วงความเข้มข้น 0.1-20 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร และขีดจ ากดัต ่าสดุในการวิเคราะห์ (LOD) เทา่กบั 0.034 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 ในปีค.ศ. 2000 Izco J.M. และคณะ (Izco, J.M.; et al 2000: 7-11) ได้น าเสนอสาร       

อนุพันธ์ ท่ีใช้เตรียมกับกรดอะมิโนทัง้หมด 26 ชนิดคือ ไตรไนโตรเบนซีนซัลโฟนิคแอซิด 

(Trinitrobenzenesulfonic Acid) ซึ่งเม่ือเตรียมเป็นสารอนุพันธ์แล้วสามารถตรวจวัดได้โดยเคร่ือง 

สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร 

 ในปีค.ศ. 2003 Hirofumi I. และคณะ (Hirofumi, I.; et al 2003: 138-142) ได้ศกึษาและท า

การวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตัวอย่างพลาสมา (plasma) ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูงด้วยการเตรียมเป็นสารอนุพันธ์กับ 4-(5,6-ไดเมทอกซี-2-พทาลิมิดินิล)-2-เมทอกซีฟีนิล

ซลัโฟนิล คลอไรด์ (4-(5,6-dimethoxy-2-phthalimidinyl)-2-methoxyphenylsulfonylchloride) และ

ตรวจวดัด้วยเคร่ืองฟลูออโรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืนของดดูกลืน 318 นาโนเมตร และความยาว

คล่ืนของการเปลง่แสง 392 นาโนเมตร  
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 ในปีค.ศ. 2004 Tommaso R.I. Cataldi และคณะ (Tommaso, R.I.; et al. 2004: 626-630) 

ท าการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในไข่ขาว ไข่แดง น า้เหลือง ปัสสาวะและในเคร่ืองด่ืมชกู าลงัด้วยเทคนิค

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงชนิดแลกเปล่ียนประจุลบและตรวจวัดด้วยแอมเพอโรมิเตอร์   

จากการศึกษาพบว่าในปัสสาวะและไข่แดงมีปริมาณทอรีน 1200 และ 750 ไมโครกรัม/100 กรัม 

ตามล าดบั 

 ในปีค.ศ. 2008 Raynal-Ljutovac K. และคณะ (Raynal-Ljutovac, K.; et al.2008: 57-72)   

ได้ท าการศึกษาเก่ียวกับองค์ประกอบต่างๆ ในน า้นมแพะและแกะเช่น ไขมนั โปรตีน แลคโตส และ     

เคซีน อีกทัง้แร่ธาตตุา่งๆ ในแพะและแกะท่ีตา่งถ่ินตา่งสายพนัธุ์พบว่าแพะและแกะท่ีให้น า้นมนัน้เม่ือมี

ความแตกต่างทางด้านถ่ินท่ีอยู่อาศยัและสายพนัธุ์นัน้มีผลท าให้องค์ประกอบของน า้นมท่ีได้มีความ

แตกตา่งกนัด้วยเชน่กนั 

 ในปีค.ศ. 2011 Wang X. และคณะ (Wang, X.; et al. 2011 537-542) ท าการศกึษาการ

วิเคราะห์ปริมาณทอรีนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูและใช้ฟลอูอโรโฟโตมิเตอร์เป็น

ตัวตรวจวัด โดยการเตรียมเป็นสารอนุพันธ์กับ 4-ฟลูออโร-7-ไนโตรเบนโซฟูราแซน (4-Fluoro-7-

Nitrobenzofurazan) พบว่าเม่ือวิเคราะห์โดยการเตรียมอนุพนัธ์ของทอรีนกับสารนีส้ามารถวิเคราะห์

ปริมาณทอรีนได้ในชว่งความเข้มข้น 0.1-30 ไมโครโมลาร์ (µM) 

 



บทที่ 3 

วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 
อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 
 1. อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรวิจัย 

- เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูท่ีใช้ตวัตรวจวดัแบบเปล่งแสง (Fluorescence 

รุ่น HP 1100) จากบริษัท Hewlett-Packard โดยใช้คอลมัน์ C18 (5 ไมครอน, 4.6x250 mm) จาก

บริษัท Fortis 

- เคร่ืองฟลอูอเรสเซนต์สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น JASCO FP-6200 

- ปิเปตต์ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 

- ไมโครปิเปตต์ขนาด 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร 

- เคร่ืองชัง่อยา่งละเอียด 4 ต าแหนง่ (รุ่น AB204s) จากบริษัท METTLER TOLEDO 

- เคร่ืองผลิตน า้ปราศจากไอออน (รุ่น LaboStar) จากบริษัท SIEMENS 

- เคร่ืองพีเอชมิเตอร์ (pH meter รุ่น Cyberscan 500) 

- เคร่ืองเขยา่ (รุ่น Vortex-genie 2) จากบริษัท Scientific 

- เคร่ืองหมนุเหว่ียงหนีศนูย์ (Centrifuge, รุ่น Zentrifugen EBA 8S) 

- ไซริงค์กรอง ชนิดไนลอน ขนาด 0.45 ไมครอน 

 2.สำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 

-  อะซิโตไนไตรล์ (HPLC Grade) จากบริษัท CARLO ERBA 

- เมทานอล (HPLC Grade) จากบริษัท MERCK 

- ออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์ (AR Grade ) จากบริษัท ACROS 

- 2-เมอร์แคปโตเอทานอล (AR Grade ) จากบริษัท MERCK 

- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (AR Grade) จากบริษัท CARLO ERBA 

- กรดอะมิโนทอรีน (AR Grade) จากบริษัท SIGMA 

- กรดอะมิโนซิสเทอีน (AR Grade) จากบริษัท SIGMA 

- กรดอะมิโนเมธไทโอนีน (AR Grade) จากบริษัท SIGMA 
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- กรดอะมิโนไลซีน (AR Grade) จากบริษัท ACROSS 

- กรดไตรคลอโรแอซิตกิ (AR Grade) จากบริษัท CARLO ERBA 

- บอแรก (AR Grade) จากบริษัท APS Finechem 

- ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (AR Grade) จากบริษัท QREC 

- โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (AR Grade) จากบริษัท QREC 

 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
ตอนที่ 1 เปรียบเทียบผลกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนเม่ือใช้สำรอนุพันธ์ต่ำงกัน 

 1.1 กำรวิเครำะห์ทอรีนโดยใช้สำรอนุพันธ์เป็นออร์โท-พทำลอัลดีไฮด์ 

1.1.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

  - เตรียมสารละลายมาตรฐานออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์ 

 ชัง่สารมาตรฐานออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์มา 0.25 กรัมละลายด้วยเมทานอล 1.0 มิลลิลิตร เติม 

200 ไมโครลิตรของ 2-เมอร์แคปโตเอทานอล และปรับปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตรด้วย สารละลายบอเรต

บฟัเฟอร์เข้มข้น 0.4 M (pH 9.5 ปรับ pH ด้วย 1.0 M โซเดียมไฮดรอกไซด์) 

  - เตรียมสารละลายมาตรฐานทอรีน 

 ชัง่สารมาตรฐานทอรีน 0.10 กรัมละลายด้วยน า้ปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตรด้วยน า้ปราศจากไอออน เก็บใสใ่นขวดท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

1.1.2 การหาความยาวคล่ืนของการกระตุ้น (Excitation Wavelength) และความยาว

คล่ืนของการเปลง่แสง (Emission Wavelength) 

- ปิเปตต์สารละลายมาตรฐานทอร์รีนเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร ใส่หลอดทดลอง 1 

มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐานออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วย

เคร่ืองเขย่า ตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืด 3 นาทีจากนัน้น าไปสแกนหาความยาวคล่ืนของการกระตุ้นและความยาว

คล่ืนของการเปลง่แสงด้วยเคร่ืองสเปกโทรฟลอูอโรมิเตอร์ และเก็บคา่ท่ีได้เพ่ือใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป 
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1.1.3 การสร้างกราฟมาตรฐานของทอรีนด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

- ปิเปตสารละลายมาตรฐานทอรีนเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่

ในหลอดพลาสตกิแล้วเตมิสารละลายออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ 20 ไมโครลิตรเขย่าให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง

เขย่าและเก็บในท่ีมืดเป็นเวลา 3 นาทีและน าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ

สงู 

- ท าซ า้การทดลองข้างต้นโดยเปล่ียนความเข้มข้นของสารมาตรฐานทอรีนจาก        

0.1 มิลลิกรัม/ลิตร เป็น 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร จนครบ 

สภำวะท่ีทดลองในระบบของเคร่ืองโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงมีดังนี ้

- ใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 5.4 เข้มข้น 0.02 M : เมทานอล 

ในอตัราสว่น 60 : 40 (v/v) (Ferreira; et al. 1997: 1269-1278) 

-  คอลมัน์เป็น C18 เส้นผ่านศนูย์กลางและความยาวเท่ากบั 4.6 x 250 มิลลิเมตรขนาด

อนภุาคเทา่กบั 5 ไมครอน 

- ควบคมุอตัราการไหลเทา่กบั 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที 

- ใช้ฟลูออเรสเซนต์ดีเทคเตอร์เป็นตวัตรวจวดัโดยใช้ความยาวคล่ืนของการกระตุ้นและ 

ความยาวคล่ืนของการเปลง่แสง ท่ีได้จากขัน้ตอน 1.1.2 

- ปริมาตรตอ่หนึง่ตวัอยา่งวิเคราะห์ คือ 20 ไมโครลิตร 

1.2 กำรวิเครำะห์ทอรีนโดยใช้สำรอนุพันธ์เป็นฟลูออเรสคำมีน 

1.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน   

- เตรียมสารละลายมาตรฐานทอรีน 

เตรียมสารละลายมาตรฐานทอรีนเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร จากนัน้ปิเปตต์ 10 มิลลิลิตรและ

ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร ด้วยสารละลาย 25 mM บอเรตบฟัเฟอร์ pH 9.2 จ าได้สารละลาย

ทอรีนมาตรฐานเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/ลิตร เก็บในขวดสีชาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

- เตรียมสารละลายบอเรตบฟัเฟอร์ pH 9.2 

เตรียมสารละลาย A 25 mM โซเดียมเตตระบอเรต โดยชัง่ 0.95 กรัม ละลายในน า้ 100 

มิลลิลิตร และเตรียมสารละลาย B 0.1 M โซเดียมไฮดรอกไซด์ โดยชัง่ 0.1 กรัม ละลายในน า้ 25 

มิลลิลิตร จากนัน้เตมิสารละลาย B ลงในสารละลาย A 1.8 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้ได้ 9.2 
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- เตรียมสารละลายฟลอูอเรสคามีน 5 mM 

 ชัง่ฟลอูอเรสคามีน 0.07 กรัม ละลายในอะซิโตไนไตรล์ และปรับปริมาตรให้ได้ 25 มิลลิลิตร

จากนัน้เก็บใสข่วดสีชาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

1.2.2 หาความยาวคล่ืนของการกระตุ้นและความยาวคล่ืนของการเปลง่แสง 

- ปิเปิตต์สารละลายมาตรฐานทอรีน 5 มิลลิกรัม/ลิตร ใน borate buffer ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองแล้วเติมสารละลายฟลอูอเรสคามีน 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง

เขย่า ตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืด 3 นาที จากนัน้น าไปสแกนหาความยาวคล่ืนของการกระตุ้นและความยาวคล่ืน

ของ            การเปล่งแสงด้วยเคร่ืองสเปกโทรฟลอูอโรมิเตอร์ และเก็บคา่ท่ีได้เพ่ือใช้ในการทดลองขัน้

ตอ่ไป 

1.2.3 สร้างกราฟมาตรฐานของทอรีนด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

- ปิเปตสารละลายมาตรฐานทอรีนเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร

ใสใ่นหลอดพลาสตกิแล้วเตมิสารละลายฟลอูอเรสคามีน 100 ไมโครลิตรเขย่าให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองเขย่า

และตัง้ทิง้ไว้ในท่ีมืด 3 นาที จากนัน้น าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

- ท าซ า้การทดลองข้างต้นโดยเปล่ียนความเข้มข้นของสารมาตรฐานทอรีนจาก 1 

มิลลิกรัม/ลิตร เป็น 2 4 6 8 และ 10 มิลลิกรัม/ลิตร จนครบ 

ระบบของเคร่ืองโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงมีดังนี ้

- ใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 2.6 ความเข้มข้น 0.025 M       

: อะซิโตไนไตรล์อตัราสว่น 65 : 35 (V/V) 

- คอลมัน์เป็น C18 เส้นผ่านศนูย์กลางและความยาวเท่ากบั 4.6 x 250 มิลลิเมตรขนาด

อนภุาคเทา่กบั 5 ไมครอน 

- อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีเทา่กบั 0.6 มิลลิลิตรตอ่นาที 

- ใช้ฟลูออเรสเซนต์ดีเทคเตอร์เป็นตวัตรวจวดัโดยใช้ความยาวคล่ืนของการกระตุ้นและ

ความยาวคล่ืนของการเปลง่แสงท่ีได้จากขัน้ตอน 1.2.2 

- ปริมาตรตอ่หนึง่ตวัอยา่งวิเคราะห์ 20 ไมโครลิตร 
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ตอนที่ 2 ศึกษำสภำวะที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนในตัวอย่ำงนมด้วย

เทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

 2.1 กำรศึกษำหำอัตรำส่วนของวัฏภำคเคล่ือนที่ที่เหมำะสม 

2.1.1 เลือกใช้สารอนพุนัธ์ท่ีได้จากตอนท่ี 1 ตามความเหมาะสมจากนัน้วิเคราะห์ปริมาณ

ทอรีนในสารละลายตัวอย่างนมควบคู่กับสารละลายมาตรฐานทอรีนด้วยเทคนิค โครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสงูโดยใช้สภาวะตา่งๆ ดงันี ้

- คอลมัน์เป็น C18 เส้นผ่านศนูย์กลางและความยาวเท่ากบั 4.6 x 250 มิลลิเมตรขนาด

อนภุาคเทา่กบั 5 ไมครอน 

- อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีเทา่กบั 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที 

- ใช้ฟลอูอเรสเซนต์ดีเทคเตอร์เป็นตวัตรวจวดั 

- ปริมาตรตอ่หนึง่ตวัอยา่งวิเคราะห์อยูท่ี่ 20 ไมโครลิตร 

- ใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เข้มข้น 0.02 M : อะซิโตไนไตรล์ 

- ใช้ pH ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ในวฏัภาคเคล่ือนท่ีเท่ากบัท่ีใช้ในหวัข้อ 1.1.3 

หรือ 1.2.3 ตามแตส่ารอนพุนัธ์ท่ีเลือกใช้ 

2.1.2 ปรับอตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีโดยการเพิ่มปริมาณของสารละลายฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ครัง้ละ 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร โดยเร่ิมตัง้แตร้่อยละ 65 โดยปริมาตร จนกระทัง่ถึงร้อยละ 

80 โดยปริมาตร 

2.1.3 บนัทึกโครมาโทแกรมท่ีได้เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี

และคา่ pH ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ในวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมท่ีสดุโดยดผูลจากสัญญาณ

การวิเคราะห์และระยะเวลารีเทนชนั (Retention Time) 

 2.2 กำรศึกษำหำอัตรำกำรไหลของวัฏภำคเคล่ือนท่ีที่เหมำะสม 

2.2.1 ท าการทดลองซ า้และใช้สภาวะตามข้อ 2.1.1 โดยใช้อตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ี

ตามท่ีได้จากหวัข้อ 2.1 

2.2.2 ปรับอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีเพิ่มขึน้ครัง้ละ 0.2 มิลลิลิตร/นาที โดยให้

อตัราการไหลเร่ิมต้นท่ี 0.4 มิลลิลิตรตอ่นาที จนกระทัง่ถึงอตัราการไหลท่ี 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที 

2.2.3 บนัทึกโครมาโทแกรมท่ีได้เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาอัตราการไหลวัฏภาคเคล่ือนท่ี       

ท่ีเหมาะสมท่ีสดุโดยดผูลจากสญัญาณการวิเคราะห์และระยะเวลารีเทนชนั 
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2.3 กำรศึกษำหำ pH ที่เหมำะสมของวัฏภำคเคล่ือนท่ี 

2.3.1 ท าการทดลองซ า้และใช้สภาวะตามข้อ 2.1.1 โดยใช้อตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ี

ตามท่ีได้จากหวัข้อ 2.1 และใช้อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีตามท่ีได้จากหวัข้อ 2.2 

2.3.2 เปล่ียนคา่ pH ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ให้มีความแตกตา่งอยู่ในช่วง ± 1 

โดยให้มีระยะหา่งของความแตกตา่งเทา่กบัหน่วยละ 0.2 

2.3.3 บนัทึกโครมาโทแกรมท่ีได้และรวบรวมข้อมลูเพ่ือน าสภาวะท่ีเหมาะสมไปใช้ในการ

ท ากราฟมาตรฐานและวิเคราะห์ปริมาณทอรีนตอ่ไป 

 2.4 ศึกษำผลกระทบของเวลำที่ใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำ 

2.4.1 เตรียมสารมาตรฐานทอรีน ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร 1 มิลลิลิตร จากนัน้

เตรียมเป็นสารอนุพันธ์ตามท่ีเลือกใช้จากตอนท่ี 1 จากนัน้น าไปวิเคราะห์ปริมาณทอรีนด้วยเคร่ือง    

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูทนัที โดยใช้ความยาวคล่ืนของการกระตุ้นและความยาวคล่ืนของ

การเปลง่แสง ท่ีได้จากขัน้ตอนท่ี 1 

 2.4.2 ท าการลองซ า้ข้อ 2.4.1 โดยทิง้ไว้ให้เกิดปฏิกิริยาแล้ววิเคราะห์ปริมาณทอรีนทุกๆ   

1 นาทีเป็นเวลา 8 นาทีด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูและน าข้อมลูท่ีได้มาสร้างกราฟ

ความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลากบัพืน้ท่ีใต้พีค เพ่ือหาเวลาในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม 

 

ตอนที่ 3 ศึกษำปัจจัยท่ีมีผลกระทบต่อกำรวิเครำะห์ทอรีนในนม 

 3.1 ศึกษำผลกระทบของกรดอะมิโนซิสเทอีน เมธไทโอนีน และไลซีน 

3.1.1 ปิเปตต์สารละลายมาตรฐานทอรีนและกรดอะมิโนซิสเทอีนความเข้มข้น 1 

มิลลิกรัม/ลิตร ใส่หลอดพลาสติกผสมให้เข้ากนัจากนัน้เตรียมเป็นสารอนุพนัธ์ตามท่ีได้จากตอนท่ี 1 

และน าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูโดยใช้สภาวะท่ีได้จากตอนท่ี 2  

3.1.2 ท าการทดลองเช่นเดียวกบัข้อ 3.1.1 แตเ่ปล่ียนชนิดของกรดอะมิโนจากกรดอะมิโน

ซิสเทอีน เป็นกรดอะมิโนเมธไทโอนีน กรดอะมิโนไลซีน   

3.1.3 ในขณะเดียวกันท าการทดลองเช่นเดียวกบัข้อ 3.1.1 แต่ท าทดลองโดยใช้สารผสม

ของสารละลายมาตรฐานทอรีน กรดอะมิโนซิสเทอีนและเมธไทโอนีน 1 ชดุ สารผสมของสารละลาย

มาตรฐานทอรีน กรดอะมิโนซิสเทอีนและไลซีน 1 ชุด และสารละลายมาตรฐานทอรีน กรดอะมิโน    

เมธไทโอนีนและไลซีนอีก 1 ชดุ  
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3.1.4 ท าการทดลองเช่นเดียวกบัข้อ 3.1.1 โดยเตรียมสารผสมของสารละลายมาตรฐาน

ทอรีน กรดอะมิโนซิสเทอีน เมธไทโอนีนและไลซีน  

3.2 ผลกระทบของระยะเวลำในกำรให้ควำมร้อนต่อทอรีน 

3.2.1 ปิเปตต์ตวัอย่างน า้นม 2 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลอง และเติมสารละลายมาตรฐาน

ทอรีนให้ได้ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัม/ลิตร จากนัน้น าไปต้มในอา่งน า้เดือดท่ีอณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส 

3.2.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานทอรีนความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตรใส่หลอดทดลอง 

จากนัน้น าไปต้มในอา่งน า้เดือดท่ีอณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส 

3.2.3 น าสารละลายในข้อ 3.2.1 เติมสารละลาย 5% กรดไตรคลอโรอะซิติกและน าไป

เหว่ียงด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียงหนีศนูย์ท่ีความเร็ว 4500 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้เก็บส่วน

สารละลายใสมาปรับ pH ให้ได้ 7 และปรับปริมาตรให้ได้ 10 มิลลิลิตรด้วยน า้กลัน่ 

3.2.4 ท าการทดลองตามขัน้ตอนท่ี 3.2.1 - 3.2.3 โดยให้ระยะในการให้ความร้อนแก่สาร

มาตรฐานทอรีน 0 5 10 20 30 40 50 และ 60 นาที จากนัน้น าออกจากอ่างน า้ร้อนทิง้ไว้ให้เย็นท่ี

อณุหภมูิห้อง 

3.2.5 น าสารละลายทัง้หมดเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์ของทอรีนด้วยออโท-พทาลอลัดีไฮด์ 

กรองด้วยไซริงค์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน และน าไปวดัสญัญาณท่ีเปล่ียนแปลงไปด้วย       

เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูเม่ือใช้ระยะเวลาในการให้ความร้อนท่ีแตกตา่งกนั 

3.3 ผลกระทบของควำมเป็นกรด-ด่ำง ที่ใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำ 

3.3.1 เตรียมสารละมาตรฐานทอรีนความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร ใส่หลอดทดลองโดย

ขัน้แรกเตรียมในสภาวะท่ีเป็นกลางโดยใช้น า้กลัน่เป็นตวัท าละลาย 

3.3.2 ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 3.3.1 แต่ท าการเติมกรดไฮโดรคลอริคเพ่ือปรับสภาวะของ

สารละลายให้เป็นกรดก่อนท าการปรับปริมาตร 

3.3.3 ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 3.3.1 แตท่ าการเตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เพ่ือปรับสภาวะ

ของสารละลายให้เป็นดา่งก่อนท าการปรับปริมาตร 

3.3.4 น าสารละลายข้างต้นทัง้  3 สภาวะไปทดสอบสัญญาณท่ีได้ด้วยเคร่ือง               

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์กบัออโท-พทาลอลัดีไฮด์ 
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ตอนที่ 4 กำรทวนสอบวิธีวิเครำะห์ 

4.1 กำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรอนุพันธ์ของทอรีน 

 สารละลายมาตรฐานทอรีนท่ีใช้ในการสร้างกราฟมาตรฐานนัน้เตรียมทัง้หมด 9     

ความเข้มข้นได้แก่ 0.005 0.01 0.05 0.10 0.20 0.40 0.60 0.80 และ 1.00 มิลลิกรัม/ลิตร โดยมี

ขัน้ตอนการเตรียมดงันี ้

 4.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานทอรีนเป็นสารละลายตัง้ต้นให้มีความเข้มข้น 1000 

มิลลิกรัม/ลิตร 

 4.1.2 ท าการเจือจางสารละลายมาตรฐานทอรีนตัง้ต้น ให้ได้ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/

ลิตร โดยการปิเปตต์สารละลายตัง้ต้นมา 100 ไมโครลิตร/ลิตร และท าการปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จน

ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 4.1.3 เตรียมสารมาตรฐานทอรีนความเข้มข้น 0.005 0.01 0.05 0.10 0.20 0.40 0.60 

และ 0.80 มิลลิกรัม/ลิตร โดยการปิเปตต์สารละลายในข้อ 4.1.2 มา 0.05 0.1 0.5 1.0 2.0 4.0 6.0 และ 

8.0 มิลลิลิตร จากนัน้ท าการปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 4.1.4 น าสารละลายท่ีได้ดงัข้อ 4.1.3 มาเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์กบัออโท-พทาลอลัดีไฮด์ 

จากนัน้น ามากรองด้วยไซริงค์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน  

 4.1.5 น าสารละลายท่ีผ่านการกรองแล้วดงัข้อท่ี 4.1.4 ไปวดัสญัญาณท่ีเกิดขึน้ด้วย

เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู จากนัน้สร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของ

ทอรีนและพืน้ท่ีใต้พีค 

 4.2 ศึกษำขีดจ ำกัดของกำรตรวจวัด (Limit Of Detection, LOD) และขีดจ ำกัดของ

กำรวิเครำะห์เชิงปริมำณ (Limit Of Quantitation, LOQ) 

  4.2.1 น าสารละลายมาตรฐานทอรีนเข้มข้น 0.10 มิลลิกรัม/ลิตรเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์

กับออโท-พทาลอลัดีไฮด์จากนัน้กรองด้วยไซริงค์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน และน าไปวัด

สญัญาณด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

  4.2.2 ท าการทดลองซ า้ข้อ 4.2.1 แต่เปล่ียนจากสารมาตรฐานทอรีนเข้มข้น 0.10 

มิลลิกรัม/ลิตร เจือจางลงจนกระทัง่สญัญาณท่ีวดัได้มีความสงูเหลือ 3 เท่าและ 10 เท่าของสญัญาณ

ของสารละลายแบลงค ์(blank) เป็นความเข้มข้นของคา่ LOD และ LOQ ตามล าดบั 
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 4.3 ศึกษำควำมแม่นของกำรวิเครำะห์ (Accuracy) 

  การศึกษาความแม่นของการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนนัน้ท าโดยการหาร้อยละของการ 

คืนกลบั (%recovery) โดยท าการทดลองดงันี ้

  4.3.1 ชัง่ตวัอยา่งน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูปมาตวัอย่างละ 2.xxxx กรัมท าการบนัทึก

น า้หนกัท่ีแนน่อน จากนัน้เติมสารละลายมาตรฐานทอรีนความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาตร 80 

ไมโครลิตร และท าการตกตะกอนโปรตีนด้วยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก  เหว่ียงด้วยเคร่ืองหมุน

เหว่ียงความเร็ว 4500 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้ท าการเก็บส่วนสารละลายมาปรับคา่ pH 

ด้วยสารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตจนได้ pH 7 จงึน าไปปรับปริมาตรให้ได้ 10 มิลลิลิตร 

  4.3.2 น าสารละลายท่ีได้จากข้อ 4.3.1 ไปวดัหาปริมาณทอรีนด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง โดยท าตวัอย่างละ 5 ซ า้ (n=5) จากนัน้ค านวณร้อยละของการคืนกลับ           

ดงัสมการ 2 

 

  ร้อยละการกลบัคืน = ((Cin sample + Cadded) - Cin sample) x 100   .............. (2) 

         Cadded 

    

   เม่ือ  Cin sample คือ ความเข้มข้นของสารท่ีวิเคราะห์ 

     Cadded  คือ ความเข้มข้นท่ีเตมิลงในตวัอยา่ง 

 

 4.4 ศึกษำควำมเที่ยงของกำรวิเครำะห์ (Precision) 

  ในการศึกษาความเท่ียงของการวิเคราะห์ท าโดยการหาค่าร้อยละของส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) โดยท าการทดลองดงันี ้

  4.4.1 ชัง่ตวัอยา่งน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูปมาตวัอย่างละ 2.xxxx กรัมท าการบนัทึก

น า้หนกัท่ีแน่นอน จากนัน้ท าการตกตะกอนโปรตีนด้วยสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก  น าไปเหว่ียง

ด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 4500 รอบ/นาที และท าการเก็บส่วนสารละลายใสมาปรับค่า pH 

ด้วยสารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตจนได้ pH 7 จงึน าไปปรับปริมาตรให้ได้ 10 มิลลิลิตร 
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  4.4.2 ท าการทดลองซ า้ข้อ 4.4.1 ในทกุตวัอย่างน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูปโดยท าซ า้

ตวัอยา่งละ 5 ซ า้ (n=5) จากนัน้น าไปวดัปริมาณทอรีนด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

 

ตอนที่ 5 วิเครำะห์ปริมำณทอรีนในผลิตภัณฑ์นมท่ีผ่ำนกระบวนกำรแปรรูปแตกต่ำงกัน 

วิเคราะห์ปริมาณทอรีนนมท่ีผ่านกระบวนการแปรรูปท่ีแตกต่างด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูงโดยการเตรียมเป็นสารอนุพนัธ์กับสารอนุพนัธ์ท่ีได้จากตอนท่ี1 ใช้สภาวะของ

เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูตามท่ีได้จากตอนท่ี 2 โดยเตรียมตวัอยา่งตามขัน้ตอนดงันี ้

5.1 ชัง่ตวัอย่างน า้นมโคสดและตวัอย่างน า้นมแปรรูปตวัอย่างละ 2.xxxx กรัม ท าการบนัทึก

น า้หนกัท่ีแนน่อน เตมิ 5% สารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติก 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองเขย่า 

และน าไปเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมนุเหว่ียงความเร็ว 4500 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที 

 5.2 เก็บส่วนสารละลายใสมาท าการปรับค่า pH ด้วยสารละลายไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟตจนกระทัง่ได้ pH 7 และท าการปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนได้ 10 มิลลิลิตร 

 5.3 ปิเปตต์สารละลายข้อ 5.2 มา 1 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลองและเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์ของ

ทอรีนโดยการเติมสารละลายออโท-พทาลอลัดีไฮด์ 20 ไมโครลิตรและกรองด้วยไซริงค์ฟิลเตอร์ไนลอน

ขนาดอนภุาค 0.45 ไมครอน 

5.4 วิเคราะห์ปริมาณทอรีนด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

ตวัอย่างผลิตภณัฑ์น า้นมโคสดพร้อมด่ืมและน า้นมท่ีผ่านกระบวนการแปรรูปทัง้หมด 15 ชนิด

ได้แก่ 

- นมโคสดพาสเจอไรส์พร้อมด่ืม 

- นมพาสเจอไรส์รสช็อคโกแลต 

- นมพาสเจอไรส์รสสตรอเบอร์ร่ี 

- นมโคสดสเตอริไลส์ 

- นมสเตอริไลส์ผสมชาขาว 

- นมสเตอริไลส์ผสมมอลต์ 

- นมโคสด UHT พร้อมดื่ม 

- นมยเูอชทีรสหวาน 
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- นมยเูอชทีรสช็อคโกแลต 

- นมยเูอชทีรสสตรอเบอร์ร่ี 

- นมเปรีย้วรสผลไม้รวม 

- นมเปรีย้วรสสตรอเบอร์ร่ี 

- นมข้นหวาน 

- นมผงย่ีห้อ A ซึง่ไมมี่การระบปุริมาณทอรีนบนฉลาก 

- นมผงย่ีห้อ B ซึง่มีการระบปุริมาณทอรีนบนฉลาก 

 

หมำยเหตุ  ท ำกำรทดลองตัวอย่ำงละ 5 ซ ำ้ 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
ส ำหรับกำรศกึษำวิจยัในครัง้นี ้ผู้วิจยัขอเสนอล ำดบัของผลกำรทดลองดงันี ้

1. ผลกำรเปรียบเทียบสำรท่ีใช้ท ำสำรอนพุนัธ์ของทอรีน 2 ชนิดได้แก่ ออร์โท-พทำลอลัดีไฮด์ 
และฟลอูอเรสคำมีน 

2. ผลกำรศกึษำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู 

3. ผลกำรศกึษำปัจจยัท่ีมีผลตอ่กำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนในนม 
4. กำรทวนสอบวิธีวิเครำะห์ 
5. ผลกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนในน ำ้นมท่ีผำ่นกระบวนกำรแปรรูปท่ีแตกตำ่งกนั 

 
ตอนที่ 1 ผลการเปรียบเทยีบสารที่ใช้ท าสารอนุพันธ์ของทอรีน 
 จำกผลกำรวิจยัก่อนหน้ำนีพ้บว่ำมีกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนโดยกำรเตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์

ของกรดอะมิโนรวมถึงทอรีนด้วยสำรอนพุนัธ์ชนิดตำ่งๆ เชน่ ใช้ออร์โท-พทำลอลัดีไฮด์ในกำรท ำเป็นสำร

อนพุนัธ์ของกรดอะมิโน 4 ชนิด (Dorresteijn, R.C.; et al. 1996: 159-167) หรือ ใช้ฟลอูอเรสคำมีนใน

กำรท ำเป็นสำรอนพุนัธ์ของทอรีนและตรวจวดัด้วยตวัตรวจวดัแบบยวีู-วิสิเบิล (Gillian, P.; et al. 1996: 

1287-1294) ซึง่สงัเกตได้วำ่ทอรีนเป็นกรดอะมิโนอิสระชนิดหนึ่งซึ่งคำดว่ำสำมำรถเกิดเป็นสำรอนพุนัธ์

กบัออร์โท-พทำลอลัดีไฮด์ได้และจำกโครงสร้ำงของฟลูคำมีนนัน้มีหมู่ฟลูออโรฟลอซึ่งคำดว่ำสำมำรถ

ตรวจวดัได้ด้วยตวัตรวจวดัแบบฟลอูอเรสเซนต์ 

 จำกเหตผุลข้ำงต้นท่ีได้กล่ำวมำดงันัน้ในงำนวิจยันีจ้ึงได้ท ำกำรเปรียบสำรท่ีใช้ท ำสำรอนุพนัธ์
ของทอรีนท่ีแตกตำ่งกนั 2 ชนิดได้แก่ ออร์โท-พทำลอลัดีไฮด์และฟลอูอเรสคำมีน 

 1.1 การวิเคราะห์ทอรีนโดยใช้สารอนุพันธ์เป็นออร์โท-พทาลอัลดีไฮด์ 
 จำกกำรหำควำมยำวคล่ืนของกำรเปล่งแสงโดยใช้ออร์โท-พทำลอัลดีไฮด์เตรียมเป็นสำร

อนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร ในตอนแรกตัง้คำ่ควำมยำวคล่ืนของกำร

กระตุ้นท่ี 350 นำโนเมตรตำมรำยงำนจำกงำนวิจยัก่อนหน้ำนี ้(Shifen, M; et al. 2002: 251-267) 

พบวำ่ให้ควำมยำวคล่ืนของกำรเปล่งแสงท่ี 451 นำโนเมตร ตอ่มำท ำกำรหำคำ่ควำมยำวคล่ืนของกำร
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กระตุ้นโดยตัง้ค่ำควำมยำวคล่ืนของกำรเปล่งแสงท่ี 451 นำโนเมตรพบว่ำให้ควำมยำวคล่ืนของกำร

กระตุ้นท่ี 333 นำโนเมตร 

 เม่ือท ำกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรอนุพนัธ์ทอรีนกับออร์โท-พทำลอลัดีไฮด์ด้วยเคร่ือง  
โครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสงูโดยใช้ควำมเข้มข้น 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
ซึ่งในขัน้ตอนนีใ้ช้อตัรำส่วนของวฏัภำคเคล่ือนท่ีตำมท่ีเคยมีรำยงำนท่ีพบ (Ferreira; et al. 1997: 
1269-1278) พบสญัญำณของสำรมำตรฐำนเกิดขึน้ท่ีเวลำ 23.5 นำที ซึ่งแสดงภำพของโครมำโทแกรม
ท่ีได้ดงัประกอบ 4 และเม่ือท ำกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของพืน้ท่ีใต้พีคต่อควำมเข้มข้นของสำร
มำตรฐำนทอรีนจะได้กรำฟท่ีให้สมกำรถดถอย y = 1558.6x – 21.881 และคำ่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 
(R2) เทำ่กบั 0.999 ดงัภำพประกอบ 5 
 

 
 

ภำพประกอบ 4 โครมำโทแกรมสำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 0.1 – 1.0 มิลลิกรัม/
 ลิตร โดยใช้ออร์โท-พทำลอลัดีไฮด์ เตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์ของทอรีน 
  ก    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
  ข    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัม/ลิตร 
  ค    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 0.6 มิลลิกรัม/ลิตร 
  ง    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 0.4 มิลลิกรัม/ลิตร 
  จ    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัม/ลิตร 
  ฉ    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร 

LU 

ระยะเวลำรีเทนชนั 

(นำที) 
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ภำพประกอบ 5 แสดงควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นตอ่พืน้ท่ีใต้พีคของสำรมำตรฐำนทอรีนเม่ือใช้
 ออร์โท-พทำลอลัดีไฮด์เตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์ 

 
1.2 การวิเคราะห์ทอรีนโดยใช้สารอนุพันธ์เป็นฟลูออเรสคามีน 
จำกกำรหำควำมยำวคล่ืนของกำรเปล่งแสงโดยใช้ฟลูออเรสคำมีนเตรียมเป็นสำรอนุพนัธ์ของ

สำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร โดยในตอนแรกใช้ควำมยำวคล่ืนของกำรกระตุ้นท่ี 
385 นำโนเมตรและสแกนหำควำมยำวคล่ืนของกำรเปล่งแสงนัน้พบควำมยำวคล่ืนของกำรเปล่งแสง ท่ี 
487 นำโนเมตร จำกนัน้เม่ือตัง้ค่ำควำมยำวคล่ืนของกำรเปล่งแสงท่ีได้เพ่ือหำควำมยำวคล่ืนของ     
กำรกระตุ้นปรำกฏวำ่พบคำ่ควำมยำวคล่ืนของกำรกระตุ้นท่ี 393 นำโนเมตร 

เม่ือท ำกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของสำรอนุพันธ์ทอรีนกับฟลูออเรสคำมีนด้วยเคร่ือง           
โครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้ควำมเข้มข้น 1 2 4 6 8 และ 10 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้
อตัรำส่วนของวฏัภำคเคล่ือนท่ีตำมรำยงำนของ Gillian P. และคณะ ในปี 1996 (Gillian, P.; et al. 
1996: 1287-1294) พบสญัญำณของสำรมำตรฐำนท่ีเวลำ 10.2 นำที ซึ่งแสดงภำพของโครมำโทแกรม
ท่ีได้ดังภำพประกอบ 6 และเม่ือท ำกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของพืน้ท่ีใต้พีคต่อควำมเข้มข้นของ       
สำรมำตรฐำนทอรีนจะได้กรำฟท่ีให้สมกำรถดถอย y = 591.9x + 50.62 และคำ่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 
(R2) เทำ่กบั 0.999 ดงัภำพประกอบ 7 
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ภำพประกอบ 6 โครมำโทแกรมสำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 1.0 – 10.0  มิลลิกรัม/
 ลิตร โดยใช้ฟลอูอเรสคำมีน เตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์ของทอรีน 
 ก    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 10.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
 ข    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 8.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
 ค    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 6.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
 ง    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
 จ    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 2.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
 ฉ    แทน  สำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
 

จำกกำรเปรียบเทียบสำร 2 ชนิดท่ีเตรียมเป็นสำรอนุพนัธ์กบัทอรีนนัน้ในเบือ้งต้นจะเห็นได้ว่ำ
สำมำรถสร้ำงกรำฟมำตรฐำนท่ีมีควำมเป็นเส้นตรงได้ใกล้เคียงกันและดงัสภำวะข้ำงต้นดงัท่ีได้กล่ำว
มำแล้วนัน้สำรอนุพนัธ์ของทอรีนกับฟลอูอเรสคำมีนมีคำ่ระยะเวลำรีเทนชนัท่ีน้อยกว่ำสำรอนพุนัธ์ของ
ทอรีนกับออโท-พทำลอัลดีไฮด์ท ำให้เกิดอันตรกิริยำกับวัฏภำคคงท่ีน้อยกว่ำอีกทัง้ยังท ำให้เกิดกำร
เคล่ือนท่ีแบบลำมินำร์ (Laminar flow) น้อยกว่ำท ำให้สัญญำณท่ีได้มีลักษณะผอมและสูงกว่ำสำร
อนุพนัธ์ของทอรีนกับออโท-พทำลอลัดีไฮด์ซึ่งสญัญำณท่ีได้มีลักษณะอ้วนและเตีย้ แต่ถึงอย่ำงไรนัน้
สำรอนพุนัธ์ของทอรีนกับออโท-พทำลอลัดีไฮด์นัน้ให้คำ่พืน้ท่ีใต้พีคมำกกว่ำสำรอนุพนัธ์ของทอรีนกับ 
ฟลูออเรสคำมีนเม่ือใช้ควำมเข้มข้นเท่ำกนัท่ี 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร โดยพืน้ท่ีใต้พีคของสำรอนพุนัธ์ทอรีน
กับออโท-พทำลอลัดีไฮด์และสำรอนุพันธ์ของทอรีนกับฟลูออเรสคำมีนท่ีควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/
ลิตร มีคำ่เทำ่กบั 1513.50 และ 637.58 ตำมล ำดบั 
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ภำพประกอบ 7 ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นต่อพืน้ท่ีใต้พีคของสำรมำตรฐำนทอรีนเม่ือใช้
 ฟลอูอเรสคำมีนเตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์ 
  
 ดงันัน้ผู้วิจยัจงึทดลองปรับระบบของวฏัภำคเคล่ือนท่ีในอีก 2 ระบบ เพ่ือท ำกำรเปรียบเทียบใน
เบือ้งต้น รวมเป็น 4 ระบบ ได้แก่ 

1. สำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 5.4 เข้มข้น 0.02 M : เมทำนอลอตัรำส่วน 60 : 40 (v/v) 
โดยใช้ออโท-พทำลอลัดีไฮด์เตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์กบัทอรีน ให้เป็นระบบท่ี 1 

2. สำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 5.4 เข้มข้น 0.02 M : อะซิโตไนไตรล์อตัรำส่วน 65 : 35 
(v/v) โดยใช้ออโท-พทำลอลัดีไฮด์เตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์กบัทอรีน ให้เป็นระบบท่ี 2 

3. สำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 2.6 เข้มข้น 0.015 M : อะซิโตไนไตรล์อตัรำส่วน 65 : 35 
(V/V) โดยใช้ฟลอูอเรสคำมีนเตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์กบัทอรีน ให้เป็นระบบท่ี 3 

4. สำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 5.4 เข้มข้น 0.02 M : อะซิโตไนไตรล์อตัรำส่วน 65 : 35 
(V/V) โดยใช้ฟลอูอเรสคำมีนเตรียมเป็นสำรอนพุนัธ์กบัทอรีน ให้เป็นระบบท่ี 4 
 จำกกำรทดลองสร้ำงกรำฟมำตรฐำนโดยใช้สำรท่ีท ำอนุพันธ์คือออร์โท -พทำลอัลดีไฮด์        
โดยใช้วฏัภำคเคล่ือนท่ีตำมดงัท่ีแสดงในระบบท่ี 1 และระบบท่ี 2 ในช่วงควำมเข้มข้น 0.1 – 1.0 
มิลลิกรัม/ลิตร ให้สมกำรถดถอยคือ y = 1558.6x – 21.881 (R2 = 0.999) และ y = 816.4x + 17.49 
(R2 = 0.998) ตำมล ำดบั โครมำโทแกรมของสำรมำตรฐำนทอรีนท่ีควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
แสดงดงั ภำพประกอบ 8 ก และ ภำพประกอบ 8 ข 
 เม่ือท ำกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนทอรีนโดยใช้สำรท่ีท ำอนุพันธ์คือฟลูออเรสคำมีนโดยใช้ใช้    
วัฏภำคเคล่ือนท่ีตำมดงัแสดงไว้ในระบบท่ี 3 และระบบท่ี 4 ในช่วงควำมเข้มข้น 1.0 – 10.0      
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มิลลิกรัม/ลิตร ให้สมกำรถดถอยคือ y = 591.9x + 50.62 (R2 = 0.999) และ y = 245.7x – 33.22    
(R2 = 0.986) ตำมล ำดบั โครมำโทแกรมของสำรมำตรฐำนทอรีนท่ีควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
แสดงดงั ภำพประกอบ 8 ค และ ภำพประกอบ 8 ง 
 

 

 

 

 
 

ภำพประกอบ 8 โครมำโทแกรมของสำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร 
 ก  วฏัภำคเคล่ือนท่ีดงัท่ีแสดงในระบบท่ี 1  
 ข  วฏัภำคเคล่ือนท่ีดงัท่ีแสดงในระบบท่ี 2 

 ค  วฏัภำคเคล่ือนท่ีดงัท่ีแสดงในระบบท่ี 3 

 ง  วฏัภำคเคล่ือนท่ีดงัท่ีแสดงในระบบท่ี 4 
 

ก 

ข 

ค 

ง 
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 จำกภำพประกอบ 8 นัน้จะสงัเกตควำมแตกต่ำงได้ชดัเจนมำกยิ่งขึน้ โดยสญัญำณของสำร
อนุพันธ์ของทอรีนกับออร์โท-พทำลอัลดีไฮด์นัน้ดีกว่ำในแง่ของสภำพไวในกำรตรวจวดั (Sensitivity) 
และในแง่ของประสิทธิภำพในกำรแยกซึ่งดูได้จำกควำมกว้ำงของพีคท่ีมีค่ำค่อนข้ำงน้อย อีกทัง้เม่ือ
พิจำรณำปัจจยัอ่ืนประกอบด้วย เช่น รำคำ ปริมำณสำรท่ีใช้แล้วนัน้ออร์โท-พทำลอลัดีไฮด์เหมำะสม
ส ำหรับใช้ในกำรเตรียมสำรอนุพันธ์ของทอรีนเพ่ือกำรวิเครำะห์ปริมำณด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟี
ของเหลวสมรรถนะสงูมำกกวำ่ฟลอูอเรสคำมีน ข้อมลูในแง่ของปัจจยัอ่ืนท่ีใช้เปรียบเทียบระหว่ำงสำรท่ี
ใช้เตรียมอนพุนัธ์ของทอรีน 2 ชนิดท่ีสภำวะแตกตำ่งกนัแสดงดงัตำรำง 6 
 
ตำรำง 6 เปรียบเทียบผลกำรทดลองภำยใต้สภำวะท่ีแตกตำ่งกนัและสำรอนพุนัธ์ท่ีแตกตำ่งกนั 
 

ค่าที่เปรียบเทียบ ระบบที่ 1 ระบบที่ 2 ระบบที่ 3 ระบบที่ 4 

1. ระยะเวลำรีเทนชนั 23.5 min 4.9 min 10.3 min 2.4 min 
2. ปริมำตรของสำร 20 µL 20 µL 100 µL 100 µL 
3. linearity range 0.1 – 1.0 

มิลลิกรัม/ลิตร 
0.1 – 1.0 

มิลลิกรัม/ลิตร 
1.0 – 10.0 
มิลลิกรัม/ลิตร 

1.0 – 10.0 
มิลลิกรัม/ลิตร 

4. พืน้ท่ีใต้พีค 1 
มิลลิกรัม/ลิตร 

1513.50 2021.72 637.58 282.30 

5. ควำมสงูของพีคท่ี 1 
มิลลิกรัม/ลิตร 

26.6 175.6 31.6 15.3 

6. คำ่สมัประสิทธ์ิ
สหสมัพนัธ์ 

0.999 
 

0.998 
 

0.999 
 

0.986 
 

7. ควำมกว้ำงของพีค 0.83 0.18 0.30 0.28 

 
 จำกตำรำง 6 แสดงให้เห็นได้ว่ำในระบบท่ี 2 ซึ่งใช้ออร์โท-พทำลอัลดีไฮด์เป็นสำรท่ีใช้ท ำ
อนุพนัธ์กับทอรีนและใช้วัฏภำคเคล่ือนท่ีเป็นสำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 5.4 เข้มข้น 0.02 M        
: อะซิโตไนไตรล์อตัรำส่วน 65 : 35 (v/v) สำมำรถวิเครำะห์ทอรีนได้ในช่วงควำมเข้มข้น 0.1 – 1.0 
มิลลิกรัม/ลิตร และให้คำ่ของพืน้ท่ีใต้พีคและควำมสงูของพีคท่ีควำมเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร สงูท่ีสุด
เม่ือเทียบกบัระบบอ่ืนๆ แสดงถึงสภำพไวในกำรตรวจวดัท่ีดี ในแง่ของควำมเป็นเส้นตรงของสมกำรท่ีได้
จำกกรำฟมำตรฐำนนัน้ระบบท่ี 4 แสดงค่ำสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ท่ีต ่ำกว่ำระบบอ่ืน และในแง่ของ
ประสิทธิภำพในกำรแยกนัน้ในระบบท่ี 2 มีค่ำควำมกว้ำงของพีคต ่ำท่ีสุด ส่งผลให้เม่ือใช้ในกำร
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วิเครำะห์ในตวัอย่ำงท่ีมีสำรอ่ืนรบกวนนัน้จะท ำให้มองเห็นกำรแยกของสญัญำณของทอรีนได้ชดัเจน
กว่ำอีก 3 ระบบท่ีเหลือ ดงันัน้ออร์โท-พทำลอัลดีไฮด์เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรเตรียมสำรอนุพันธ์   
ของทอรีนเพ่ือกำรวิเครำะห์ปริมำณด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงมำกกว่ำ            
ฟลอูอเรสคำมีน 
 
ตอนที่ 2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน ด้วยเทคนิค     

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 กำรแยกสำรผสมโดยเทคนิคโครมำโทกรำฟีนัน้อำศยัควำมสำมำรถของกำรเกิดอนัตรกิริยำของ
สำรกับวฏัภำคคงท่ีและควำมสำมำรถของกำรละลำยในวฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีแตกต่ำงกันของสำรแต่ละ
ชนิดเป็นหลกั และเน่ืองด้วยทอรีนเป็นกรดอะมิโนอิสระซึ่งคณุสมบตัินัน้สำมำรถแตกตวัได้ในค่ำ  pH 
ตำ่งๆ เพ่ือป้องกนักำรเกิดกำรแตกตวัของทอรีนในระหว่ำงกำรวิเครำะห์ในระบบของวฏัภำคเคล่ือนนัน้
จะต้องควบคมุค่ำ pH ได้ด้วยระบบของสำรละลำยบฟัเฟอร์ด้วย ดงันัน้ในกำรวิเครำะห์ทอรีนด้วย
เทคนิคนีจ้ึงต้องอำศัยอัตรำส่วนของวัฏภำคเคล่ือนท่ีท่ีเหมำะสม อีกทัง้ปัจจัยอ่ืนๆ ร่วมด้วย เช่น     
อตัรำกำรไหลและคำ่ pH ของวฏัภำคเคล่ือนท่ี 
 ดังนัน้หลังจำกเลือกสำรท่ีใช้ท ำอนุพันธ์กับทอรีนท่ีเหมำะสมได้แล้วผู้ วิจัยได้ท ำกำรปรับ
อตัรำส่วน อตัรำกำรไหล และค่ำ pH ของวฏัภำคเคล่ือนท่ี เพ่ือหำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรวิเครำะห์
ปริมำณทอรีนในตวัอย่ำงน ำ้นมด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงซึ่งให้ผลกำรทดลอง
ดงันี ้
 2.1 การศึกษาหาอัตราส่วนของวัฏภาคเคล่ือนท่ีที่เหมาะสม 
 จำกกำรศกึษำอตัรำสว่นของวฏัภำคเคล่ือนท่ีใช้อตัรำสว่นของสำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 
5.4 เข้มข้น 0.02 M : อะซิโตไนไตรล์ 80:20 75:25 70:30 และ 65:35 โดยใช้สำรมำตรฐำนทอรีน  
ควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร และตวัอย่ำงสำรสกัดทอรีนจำกนมผงเตรียมเป็นสำรอนุพันธ์กับ             
ออร์โท-พทำลอัลดีไฮด์ ซึ่งโครมำโทแกรมท่ีได้จำกกำรวิเครำะห์ด้วยเคร่ืองโครมำโทกรำฟีของเหลว
สมรรถนะสงูของสำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร และตวัอย่ำงสำรสกดัทอรีนจำก
นมผงนัน้ให้ผลดงัแสดงในภำพประกอบ 9 และภำพประกอบ 10 ตำมล ำดบั 
 จำกภำพประกอบ 9 นัน้แสดงให้เห็นได้ว่ำเม่ือใช้วัฏภำคเคล่ือนท่ีท่ีมีอัตรำส่วนของ               
อะซิโตไนไตรล์ในปริมำณท่ีมำกขึน้นัน้ส่งผลให้สำรอนุพันธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนถูกชะออกจำก
คอลัมน์ได้เร็วขึน้ เน่ืองจำกหลักกำรทำงโครมำโทกรำฟีในระบบรีเวิร์สเฟสนัน้วัฏภำคคงท่ีนัน้แสดง
คณุสมบตัท่ีิไมมี่ขัว้จงึท ำให้เกิดอนัตรกิริยำกบัทอรีนและวฏัภำคเคล่ือนท่ีใช้สำรท่ีแสดงคณุสมบตัิท่ีมีขัว้
สงูกวำ่วฏัภำคคงท่ี ดงันัน้กำรเพิ่มปริมำณอตัรำส่วนของอะซิโตไนไตรล์ในวฏัภำคเคล่ือนท่ีนัน้ส่งผลท ำ
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ให้สภำพควำมมีขัว้ของวฏัภำคเคล่ือนท่ีลดลง จึงท ำให้ทอรีนละลำยในวฏัภำคเคล่ือนท่ีได้ดีขึน้และถูก
ชะออกจำกคอลมัน์ได้เร็วขึน้ โดยสำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ตอ่อะซิโตไนไตรล์ อตัรำส่วน 65:35 นัน้ 
เป็นอัตรำส่วนท่ีสำมำรถชะสำรอนุพันธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีนออกจำกคอลัมน์ได้เร็วท่ีสุดและให้
สัญญำณท่ีมีลักษณะดีและสูงท่ีสุด แต่ในกำรกลับกันสำรท่ีถูกชะออกจำกคอลัมน์อย่ำงรวดเร็วนัน้
แสดงถึงกำรเกิดอนัตรกิริยำกับวัฏภำคคงท่ีน้อยลงเช่นกัน ระยะเวลำรีเทนชนัของสัญญำณท่ีเกิดขึน้
จำกสำรมำตรฐำนทอรีนโดยใช้อตัรำสว่นของวฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีแตกตำ่งกนันัน้แสดงดงัตำรำง 7 
 

 
 
ภำพประกอบ 9 โครมำโทแกรมของสำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตรโดยใช้

อตัรำสว่นของวฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีแตกตำ่งกนั 
 
ตำรำง 7 คำ่ระยะเวลำรีเทนชนัและคำ่พืน้ท่ีใต้พีคของสำรมำตรฐำนทอรีน 
 

อัตราส่วนของวัฎภาคเคล่ือนท่ี 
(ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ : อะซิโตไนไตรล์) 

ระยะเวลา   
รีเทนชัน 
(นาที) 

พืน้ท่ีใต้พีคของ
สารมาตรฐาน 

(LU) 

พืน้ท่ีใต้พีคของ
สารตัวอย่างนมผง 

(LU) 
80 : 20 20.3 1437.16 667.23 
75 : 25 9.6 1554.37 785.30 
70 : 30 5.5 1613.15 1072.62 
65 : 35 3.9 1633.13 1199.80 

65:35 

70:30 

75:25 

80:20 
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ภำพประกอบ 10 โครมำโทแกรมของสำรสกดัจำกน ำ้นมแปรรูปเม่ือใช้อตัรำส่วนของวฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ี
แตกตำ่งกนั 

 
 จำกตำรำง 7 และภำพประกอบ 10 จะเห็นได้ว่ำแม้ว่ำกำรเพิ่มปริมำณของอะซิโตไนไตรล์ใน

อตัรำสว่นท่ีมำกขึน้นัน้ จะสง่ผลให้กำรชะทอรีนออกจำกคอลมัน์ท ำได้รวดเร็วและให้สญัญำณท่ีมีควำม

สูงของพีคและพืน้ท่ีใต้พีคท่ีสูงขึน้จริง แต่อย่ำงนัน้มิได้หมำยควำมว่ำจะเกิดกำรแยกของสำรท่ีดีขึน้

เน่ืองจำกสำรท่ีถกูชะออกจำกคอลมัน์ได้เร็วแสดงถึงกำรเกิดอนัตรกิริยำของสำรกบัวฏัภำคคงท่ีเกิดขึน้

ได้น้อยเช่นกัน ซึ่งจำกภำพประกอบ 10 นัน้จะเห็นได้ว่ำกำรแยกของสำรจะเกิดขึน้ได้ดีก็ตอ่เม่ือสำรอยู่

ในคอลัมน์ได้นำนเพ่ือให้เกิดอันตรกิริยำกับวัฏภำคคงท่ีได้มำกขึน้ แต่เม่ือสำรเกิดอันตรกิริยำกับ        

ทอรีน 

ทอรีน 

ทอรีน 

ทอรีน 

(65:35) 

(70:30) 

(75:35) 

(80:20) 
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วัฏภำคคงท่ีได้มำกก็ยิ่งส่งผลให้สัญญำณท่ีได้มีลักษณะท่ีกว้ำงและไม่สูงเกิดขึ น้ด้วย จะเห็นได้ว่ำ

อตัรำส่วนของวัฏภำคเคล่ือนท่ีท่ีเกิดกำรแยกได้ดีและให้สญัญำณท่ีเหมำะสมท่ีสุดคืออตัรำส่วนของ

สำรละลำยฟอสเฟตบฟัเฟอร์ : อะซิโตไนไตรล์ อตัรำสว่น 70 : 30 โดยปริมำตร 

 2.2 การศึกษาหาอัตราการไหลของวัฏภาคเคล่ือนท่ีที่เหมาะสม 
 เน่ืองจำกในกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนหรือสำรใดๆ ด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลว

สมรรถนะสงูแตล่ะครัง้นัน้ต้องใช้เวลำในกำรวิเครำะห์ เน่ืองจำกต้องใช้เวลำให้สำรท่ีเข้ำสู่คอลมัน์ถกูชะ

ออกจำกคอลมัน์เข้ำสู่ตวัตรวจวดัโดยวฏัภำคเคล่ือนท่ี อีกทัง้ต้องใช้เวลำในกำรให้วฏัภำคเคล่ือนท่ีชะ

สำรอ่ืนท่ียงัคงค้ำงอยู่ในคอลมัน์ออกเพ่ือให้ระบบพร้อมส ำหรับกำรวิเครำะห์ในครัง้ตอ่ไป ดงันัน้เวลำท่ี

ใช้ในกำรวิเครำะห์ในแตล่ะครัง้นัน้จะมำกน้อยเพียงใดจึงขึน้อยู่กบัอตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคล่ือนท่ี

ด้วย แต่ถ้ำใช้อัตรำกำรไหลของวัฏภำคเคล่ือนท่ีมำกเกินไปจะท ำให้เ กิดควำมดันผันกลับ             

(back pressure) ในปริมำณท่ีสูงตำมมำเน่ืองจำกภำยในคอลมัน์ท่ีใช้ในเทคนิคโครมำโทรกรำฟีของ

สมรรถนะสูงนัน้มีลกัษณะเป็นอนภุำคขนำดเล็กอดัอยู่ภำยในแน่นมำก (packed column) ดงันัน้ใน

วิเครำะห์ปริมำณสำรด้วยเทคนิคนีจ้ึงต้องหำอตัรำกำรไหลท่ีเหมำะสม เพ่ือให้ได้กำรวิเครำะห์ท่ีรวดเร็ว

และไมเ่ป็นอนัตรำยตอ่คอลมัน์จำกควำมดนัผนักลบัท่ีสงูเกินไปด้วย 

 นอกจำกส่วนของควำมดันผันกลับท่ีจะเกิดขึน้แล้วนัน้ อัตรำกำรไหลยังส่งผลโดยตรงต่อ

ลักษณะของสัญญำณท่ีเกิดขึน้ด้วย เพรำะกำรไหลของวัฏภำคเคล่ือนท่ีและกำรเคล่ือนท่ีของสำร

ภำยในคอลัมน์ของเคร่ืองโครมำโทกรำฟของเหลวสมรรถนะสูงนัน้มีลักษณะของกำรไหลแบบ           

ลำมินำร์โฟล (Laminar flow) ซึ่งเม่ือสำรใดใช้เวลำอยู่ในคอลมัน์นำนจะเกิดอนัตรกิริงเม่ือสำรใดใช้

เวลำอยู่ในคอลัมน์นำนจะเกิดอันตรกิริยำกับวัฏภำคคงท่ีมำกขึน้และส่งผลให้เกิดกำรเคล่ือนท่ีแบบ   

ลำมินำร์โฟลเพิ่มมำกขึน้อีกด้วย สง่ผลให้เกิดสญัญำณท่ีได้มีลกัษณะกว้ำงขึน้ (band broadening) 

 จำกเหตผุลข้ำงต้นดงันัน้ผู้วิจยัจึงท ำกำรศกึษำอตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคล่ือนท่ี 0.4 0.6 0.8 

และ 1.0 มิลลิลิตร/นำที โดยทดสอบโดยกำรวดัด้วยสำรมำตรฐำนทอรีนและสำรสกดัตวัอย่ำงนมผง ซึ่ง

ให้ผลดงันี ้

 จำกภำพประกอบ 11 จะเห็นได้ว่ำเม่ือใช้อตัรำกำรไหลท่ีเร็วขึน้นัน้ส่งผลให้สำรถกูชะออกจำก

คอลมัน์ได้รวดเร็วขึน้ โดยเม่ือใช้อตัรำกำรไหลท่ีช้ำจะส่งผลให้สญัญำณท่ีได้มีลกัษณะกว้ำงกว่ำกำรใช้

อตัรำกำรไหลท่ีเร็วกวำ่ เน่ืองจำกในเทคนิคโครมำโทกรำฟีนัน้มีคำ่ท่ีใช้อธิบำยประสิทธิภำพของคอลมัน์ 

คือค่ำ Height equivalent to a theoretical plates (HETP, H) ซึ่งเม่ือค่ำ H ต ่ำนัน้แสดงถึง
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ประสิทธิภำพท่ีดีกว่ำค่ำ H ท่ีสูง (แม้น อมรสิทธ์ิ. 2555) โดยมีควำมสมัพนัธ์ดงัแสดงสมกำร (3) ซึ่ง

ปัจจยัหนึง่ท่ีสง่ผลตอ่คำ่ H คือกำรแพร่ตำมแนวยำว (longitudinal diffusion) และกำรเกิดกำรแพร่ตำม

แนวยำวนีเ้ป็นผลโดยตรงจำกอตัรำกำรไหล ซึ่งเป็นปัจจยัท่ีส่งผลโดยตรงตอ่กำรท ำให้สญัญำณท่ีได้มี

ลกัษณะกว้ำงขึน้ กำรเปรียบเทียบโดยท ำกำรวดัด้วยสำรมำตรฐำนทอรีนนัน้จะเห็นภำพในแง่ของเวลำ

ท่ีใช้ในกำรวิเครำะห์แต่ละครัง้จำกค่ำระยะเวลำรีเทนชันและลักษณะของพีคท่ีมีควำมผอมและ     

ควำมกว้ำงท่ีแตกต่ำงกัน ส ำหรับกำรทดสอบโดยใช้สำรสกัดตวัอย่ำงนมแปรรูปนัน้แสดงให้เห็นดัง

ภำพประกอบ 12 

 
 

 
 

ภำพประกอบ 11 โครมำโทแกรมของสำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตรโดยใช้
 อตัรำกำรไหลของวฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีแตกตำ่งกนั 
 

………………………….(3)  
   เม่ือ L คือ ควำมยำวของคอลมัน์ 
    N คือ จ ำนวน Theoretical plates 
 
  

0.4 0.6 0.8 1.0 

H = L/N 
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ภำพประกอบ 12 โครมำโทแกรมของสำรสกัดตัวอย่ำงน ำ้นมแปรรูปโดยใช้อัตรำกำรไหลของ    
 วฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีแตกตำ่งกนั 
  
 จำกภำพประกอบ 12 แล้วจะเห็นได้ว่ำกำรปรับอตัรำกำรไหลท่ีแตกต่ำงกนันัน้ไม่ได้ส่งผลต่อ
กำรแยกของสำรแตจ่ะสง่ผลโดยตรงกำรเวลำท่ีใช้ในกำรวิเครำะห์ ควำมดนัของคอลมัน์และควำมกว้ำง
ของพีคซึ่งถ้ำใช้อตัรำกำรไหลท่ี 0.4 มิลลิลิตร/นำที จะต้องใช้เวลำจนทอรีนออกจำกคอลมัน์ 13.5 นำที
ตอ่หนึ่งรอบกำรวิเครำะห์ อีกทัง้ต้องใช้เวลำนำนเพ่ือรอให้ระบบพร้อมเพ่ือท ำกำรวิเครำะห์สำรในครัง้
ต่อไปท ำให้เสียเวลำมำก แต่หำกใช้อตัรำกำรไหลท่ี 1.0 มิลลิลิตร/นำที นัน้ใช้เวลำท่ีทอรีน ออกจำก
คอลมัน์เพียง 5.5 นำที ตอ่หนึ่งรอบกำรวิเครำะห์และยงัสำมำรถชะสำรรบกวนออกจำกคอลมัน์ได้ใน
เวลำอนัรวดเร็วด้วย นอกจำกนีเ้ม่ือใช้อตัรำกำรไหลท่ี 1.0 มิลลิลิตร/นำที นัน้ส่งผลให้ควำมกว้ำงของ
พีคมีคำ่ 0.16 นำที ในขณะท่ีหำกให้อตัรำกำรไหลท่ี 0.4 0.6 และ 0.8 มิลลิลิตร/นำที นัน้พีคท่ีได้จะมี

0.4 มิลลลิติร/นำที 

0.6 มิลลลิติร/นำที 

0.8 มิลลลิติร/นำที 

1.0 มิลลลิติร/นำที 
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ควำมกว้ำง 0.39 0.26 และ 0.20 นำที ตำมล ำดบั และเม่ือน ำคำ่ท่ีได้มำค ำนวณคำ่ H ด้วยสมกำร 3 
แล้วนัน้พบว่ำอตัรำกำรไหล 1.0 มิลลิลิตร/นำที ให้ค่ำ H ต ่ำท่ีสุด แสดงถึงประสิทธิภำพท่ีดีท่ีสุด จึง
เลือกใช้อตัรำกำรไหลท่ี 1.0 มิลลิลิตร/นำที 
 2.3 การศึกษาหา pH ที่เหมาะสมของวัฏภาคเคล่ือนท่ี 

 เน่ืองด้วยทอรีนนัน้เป็นกรดอะมิโนอิสระ ซึ่งโดยคณุสมบตัิทำงโครงสร้ำงของกรดอะมิโนนัน้

สำมำรถแตกตวัได้สำรละลำยได้เน่ืองจำกภำยในโครงสร้ำงมีหมู่แทนท่ีท่ีแสดงสมบตัิเป็นกรดและหมู่

แทนท่ีท่ีแสดงสมบตัิเป็นเบสอยู่ในโครงสร้ำง ดงันัน้คำ่ pH ในระบบจึงมีอิทธิพลโดยตรงตอ่กำรแตกตวั

ของทอรีน ซึ่งหำกมีกำรแตกตวัของทอรีนในระหว่ำงกำรวิเครำะห์แล้วนัน้จะท ำให้คณุสมบตัิในกำร

ละลำยในตัวท ำละลำยหรือวัฏภำคเคล่ือนท่ีและคุณสมบัติในกำรเกิดอันตรกิริยำกับวัฏภำคคงท่ี

เปล่ียนไปด้วย ซึง่อำจะเป็นเหตใุห้กำรวิเครำะห์เกิดควำมคลำดเคล่ือนได้ ดงันัน้วฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีใช้ใน

ระบบของกำรวิเครำะห์จงึต้องควบคมุคำ่ pH ด้วยกำรใช้สำรละลำยบฟัเฟอร์ ซึง่ผู้วิจยัได้ท ำกำรทดสอบ

คำ่ pH ของสำรละลำยบฟัเฟอร์ท่ีใช้ท่ีแตกตำ่งกนัตัง้แต ่4.8 – 5.8 นัน้ คำ่ระยะเวลำรีเทนชนัของสำร

มำตรฐำนทอรีนท่ีได้จำกโครมำโทแกรมนัน้มีค่ำแตกต่ำงกันเล็กน้อย โดยค่ำระยะเวลำรีเทนชันของ             

สำมำตรฐำนทอรีนเม่ือใช้วฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีมีคำ่ pH 4.8 5.0 5.2 5.4 5.6 และ 5.8 นัน้มีคำ่ 5.9 5.8 5.8 

5.6 และ 5.5 นำที ตำมล ำดบั โครมำโทรแกรมของสำรมำตรฐำนทอรีนควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร 

และสำรสกัดตัวอย่ำงน ำ้นมเม่ือใช้ค่ำ pH ของวัฏภำคเคล่ือนท่ี ท่ีแตกต่ำงกันนัน้แสดงดัง    

ภำพประกอบ 13 และภำพประกอบ 14 ตำมล ำดบั ซึ่งเม่ือสงัเกตจำกโครมำโทแกรมของสำรสกดันม

แปรรูปแล้วนัน้จะเห็นได้ว่ำค่ำ pH ของสำรละลำยบฟัเฟอร์ในวฏัภำคเคล่ือนท่ีส่งผลตอ่กำรแยกของ

ทอรีนกับสำรรบกวนเล็กน้อย โดยเม่ือคำ่ pH สูงขึน้นัน้ท ำให้เกิดกำรแยกของทอรีนกบัสำรรบกวนได้

น้อยลงโดยดจูำกคำ่ระยะเวลำรีเทนชนั แตอ่ยำ่งไรก็ตำมทอรีนนัน้เป็นกรดอะมิโนท่ีมีคำ่คงท่ีกำรแตกตวั

หรือคำ่ pKa อยู่ท่ี 4.96 ดงันัน้หำกสำรละลำยบฟัเฟอร์ในวฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีมีคำ่ pH ต ่ำเกินไปจะส่งผล

ให้กรดอะมิโนเกิดกำรแตกตัวและมีควำมคลำดเคล่ือนต่อกำรวิเครำะห์ได้ และหำกใช้สำรละลำย

บฟัเฟอร์ท่ีมีค่ำ pH สูงเกินไปก็จะส่งผลให้ประสิทธิภำพของกำรแยกทอรีนกบัสำรรบกวนต ่ำลงดงันัน้

ผู้วิจยัจงึเลือกใช้สำรละลำยบฟัเฟอร์ท่ีมีคำ่ pH 5.4 เป็นสว่นผสมในวฏัภำคเคล่ือนท่ี 
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ภำพประกอบ 13 โครมำโทแกรมของสำรมำตรฐำนทอรีนเม่ือใช้วฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีมีคำ่ pH แตกตำ่งกนั 
 

 
 

ภำพประกอบ 14 โครมำโทแกรมของสำรสกดัตวัอยำ่งนมเม่ือใช้วฏัภำคเคล่ือนท่ีท่ีมีคำ่ pH แตกตำ่งกนั 

pH 4.8 

pH 5.2 

pH 5.6 pH 5.8 

pH 5.4 

pH 5.0 

pH 4.8 

pH 5.2 

pH 5.6 pH 5.8 

pH 5.4 

pH 5.0 
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 2.4 ศึกษาผลกระทบของเวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 
  จำกภำพประกอบ 15 (Dorresteijn R.C.; et al. 1996: 159-167) อธิบำยกำรเกิดปฏิกิริยำ

ระหวำ่งออโท-พทำลอลัดีไฮด์กบักรดอะมิโน ซึง่จะเห็นได้ปฏิกิริยำท่ีเกิดนัน้ท ำให้เกิดผลิตภณัฑ์ท่ีจะเกิด

กำรสลำยตวัได้ ซึง่กำรสลำยตวัของผลิตภณัฑ์ท่ีได้นัน้จะช้ำหรือเร็วขึน้อยู่กบัเวลำโดยตรง ดงันัน้จึงต้อง

หำช่วงเวลำท่ีเหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำ เพ่ือให้ปฏิกิริยำท่ีเกิดนัน้ได้ผลิตภัณฑ์ในปริมำณมำกท่ีสุด

และในขณะเดียวกันก็ต้องไม่ให้ผลิตภัณฑ์ท่ีในนัน้สลำยตวัเสียก่อนท่ีจะน ำไปวิเครำะห์ปริมำณด้วย

เทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

  

 
 
 

ภำพประกอบ 15 ปฏิกิริยำระหวำ่งออโท-พทำลอลัดีไฮด์กบักรดอะมิโน 
 
 จำกกำรทดลองเปรียบเทียบกำรใช้เวลำในกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงออโท-พทำลอลัดีไฮด์กับ
ทอรีนเพ่ือให้เกิดเป็นสำรอนุพนัธ์นัน้ผู้ วิจยัได้ท ำกำรทิง้ให้เกิดปฏิกิริยำในท่ีมืดตัง้แต่ 0-10 นำที เม่ือ
เปรียบเทียบคำ่ของพืน้ท่ีใต้พีคจำกโครมำโทแกรมท่ีได้จำกเคร่ืองโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสงู
แล้วนัน้ให้ผลกำรทดลองดงัภำพประกอบ 16 
 จำกภำพประกอบ 16 นัน้จะเห็นได้ว่ำเม่ือใช้เวลำในกำรท ำปฏิกิริยำโดยกำรทิง้ไว้ในท่ีมืดนำน
ขึน้นัน้สง่ผลให้คำ่พืน้ท่ีใต้พีคของสำรอนพุนัธ์ของทอรีนมีคำ่ลดลง เน่ืองจำกสำรอนพุนัธ์ท่ีเกิดขึน้นัน้เกิด
กำรสลำยตวัดงัปฏิกิริยำท่ีแสดงดงัภำพประกอบ 14 ซึ่งกำรลดลงของคำ่พืน้ท่ีใต้พีคนัน้ส่งผลโดยตรง
กับสภำพไวในกำรตรวจวัดดงันัน้ในกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนโดยกำรเตรียมเป็นสำรอนุพันธ์ด้วย

Decomposition 

Decomposition 
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เทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสงูนัน้จงึท ำกำรเตรียมสำรอนพุนัธ์ของทอรีนแล้วตรวจวดัด้วย
เคร่ืองโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงในทนัที ซึ่งกำรลดลงของสญัญำณของสำรอนุพนัธ์ของ
ทอรีนกับออโท-พทำลอัลดีไฮด์นัน้สอดคล้องกับบทควำมท่ีเคยมีกำรกล่ำวถึงก่อนหน้ำนีว้่ำเม่ือใช้                 
ออโท-พทำลอลัดีไฮด์กบัทอรีนแล้วนัน้ข้อเสียคือสำรอนุพนัธ์ท่ีได้มีควำมเสถียรต ่ำ แตเ่ตรียมได้ง่ำยและ
สำมำรถเตรียมซ ำ้ได้ดี (Shifen M.; et al. 2002: 251-267) 
 

 
 

ภำพประกอบ 16 ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงค่ำพืน้ท่ีใต้พีคของสำรอนุพันธ์ของทอรีนกับออโท-พทำล      
 อลัดีไฮด์เม่ือใช้เวลำในกำรท ำปฏิกิริยำท่ีแตกตำ่งกนั 
 
ตอนที่ 3 ศึกษาปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการวิเคราะห์ทอรีนในนม 
 ในกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูงนัน้นอกจำก
สภำวะท่ีใช้ในระบบของกำรวิเครำะห์แล้วนัน้ยังมีปัจจัยอ่ืนท่ีอำจจะส่งผลต่อกำรวิเครำะห์ปริมำณ
ทอรีนได้ เน่ืองจำกในตวัอย่ำงน ำ้นมท่ีใช้ในกำรวิเครำะห์นัน้มีองค์ประกอบอ่ืนปะปนอยู่มำกมำยเช่น 
กรดอะมิโนอ่ืนท่ีมีควำมสมัพนัธ์กบัทอรีน สภำวะควำมเป็นกรด-ดำ่งในกำรท ำปฏิกิริยำ หรือระยะเวลำ
ในกำรท ำปฏิกิริยำของทอรีนกับออโท-พทำลอลัดีไฮด์ อีกทัง้ในกำรแปรรูปผลิตภัณฑ์จำกน ำ้นมในแต่
ละประเภทนัน้ยงัมีกำรใช้ควำมร้อนในกำรแปรรูปท่ีแตกตำ่งกนั ซึ่งแตล่ะปัจจยัเหล่ำนีล้้วนอำจส่งผลตอ่
กำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนในนมได้ทัง้สิน้ 
 ดังนัน้ผู้ วิจัยจึงได้ท ำกำรศึกษำปัจจัยต่ำงๆ ท่ีอำจส่งผลต่อกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนใน
ตวัอยำ่งน ำ้นมแปรรูปดงันี ้
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 3.1 ศึกษาผลกระทบของกรดอะมิโนซิสเทอีน เมธไทโอนีน และไลซีน 
 ดงัท่ีกล่ำวมำแล้วในบทท่ี 2 เร่ืองของกระบวนกำรเกิดทอรีนภำยในร่ำยกำย ซึ่งมีกรดอะมิโนท่ี

เก่ียวข้องในกระบวนกำรนีคื้อกรดอะมิโนซิสเทอีนและเมธไทโอนีนเป็นกรดอะมิโนหลกัในกำรสงัเครำะห์

ทอรีนในร่ำงกำย อีกทัง้ไลซีนนัน้ยงัเป็นกรดอะมิโนท่ีส ำคญัในนมอีกด้วย ดงันัน้ในกำรศกึษำผลกระทบ

ของกรดอะมิโนท่ีมีต่อกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนนัน้จึงเลือกใช้กรดอะมิโนซิสเทอีน เมธไทโอนีนและ  

ไลซีนในกำรทดลอง ซึง่จำกกำรวิเครำะห์ด้วยเคร่ืองโครมำโทรกรำฟีของเหลวสมรรถนะสงูนัน้ให้ผลดงันี ้

 จำกผลกำรทดลองนัน้กรดอะมิโนไลซีนและซิสเทอีนท่ีควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร นัน้ไม่ให้

สัญญำณบนโครมำโทแกรม มีเพียงสำรอนุพันธ์ของทอรีนกับเมธไทโอนีนเท่ำนัน้ โดยจำก                

โครมำโทแกรมนัน้มีพีคของสำรอนพุนัธ์ของทอรีนและเมธไทโอนีนท่ีเวลำ 5.5 และ 9.3 นำที ตำมล ำดบั 

ซึง่ส ำหรับกรดอะมิโนไลซีนไมใ่ห้สญัญำณเกิดขึน้บนโครมำโทแกรม ส ำหรับกรดอะมิโนซิสเทอีนนัน้ต้อง

ใช้ควำมเข้มข้นสูงถึง 200 มิลลิกรัม/ลิตรจึงจะเกิดสัญญำณท่ีมีควำมสูงพีคประมำณคร่ึงหนึ่งของ

สญัญำณของทอรีนท่ีควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งควำมเข้มของสญัญำณท่ีเกิดจำกสำรอนพุนัธ์

ของทอรีนท่ีควำมเข้มข้นเท่ำกันนัน้สงูกว่ำอย่ำงเห็นได้ชดั โครมำโทแกรมของสำรผสมของกรดอะมิโน

ทอรีน เมธไทโอนีน ซิสเทอีน และไลซีนท่ีควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร นัน้แสดงดงัภำพประกอบ 17 

 

 
 

ภำพประกอบ 17 โครมำโทแกรมสำรอนพุนัธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีน เมธไทโอนีน ซิสเทอีน และไลซีน 
ควำมเข้มข้น 1.0 มลิลิกรัม/ลิตร 

 

ระยะเวลำรีเทนชนั  

(นำที) 

LU ทอรีน 

เมธไทโอนีน 
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 จำกลกัษณะกำรแยกของสำรมำตรฐำนทอรีนและเมธไทโอนีนดงัภำพประกอบ 17 นัน้แสดงให้

เห็นได้ว่ำเมธไทโอนีนไม่มีส่วนรบกวนในกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนด้วยเทคนิคโครมำโทกรำฟี

ของเหลวสมรรถนะสงู สว่นกรดอะมิโนซิสเทอีนและไลซีนนัน้ไม่ให้สญัญำณในช่วงท่ีใช้ในกำรวิเครำะห์

ทอรีน นอกจำกกรดอะมิโนซิสเทอีน เมธไทโอนีน และไลซีน จะไมส่ง่ผลกระทบในกำรแยกของทอรีนบน

โครมำโทแกรมแล้วยงัไม่ส่งผลตอ่กำรวิเครำะห์เชิงปริมำณของทอรีนอีกด้วยจำกพืน้ท่ีใต้พีคของทอรีน

ในสำรละลำยท่ีมีกรดอะมิโนทัง้ 3 ชนิดผสมอยูน่ัน้ไมมี่ควำมแตกตำ่งจำกพืน้ท่ีใต้พีคของสำรละลำยท่ีมี

กรดอะมิโนทอรีนเพียงชนิดเดียว 

 3.2 ผลกระทบของระยะเวลาในการให้ความร้อนต่อทอรีน 
 ในกระบวนกำรถนอมอำหำรประเภทนมและกระบวนกำรแปรรูปน ำ้นมดิบแต่ละกระบวนกำร

นัน้ มีปัจจัยหนึ่งท่ีส ำคัญคือกำรให้ควำมร้อน ไม่ว่ำจะเป็นกระบวนกำรพำสเจอไรส์ ยูเอชที หรือ       

สเตอริไลส์ก็ตำม ซึ่งแต่ละกระบวนกำรแปรรูปนัน้มีอุณหภูมิและระยะเวลำในกำรให้ควำมร้อนท่ี

แตกตำ่งกนั ดงันัน้ผู้วิจยัจึงท ำกำรทดสอบระยะเวลำท่ีให้ควำมร้อนเพ่ือเปรียบเทียบควำมแตกตำ่งของ

ปริมำณทอรีนท่ีผ่ำนกำรให้ควำมร้อนในระยะเวลำท่ีแตกต่ำงกัน และผลจำกกำรทดสอบแสดงดัง    

ภำพประกอบ 18 

 

 
 

ภำพประกอบ 18 ค่ำของพืน้ท่ีใต้พีคของสัญญำณทอรีนควำมเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร เม่ือผ่ำน
 กำรให้ควำมร้อนท่ีระยะเวลำท่ีแตกตำ่งกนั  
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 จะเห็นได้ว่ำเม่ือทอรีนผ่ำนกำรให้ควำมร้อนท่ีระยะเวลำแตกต่ำงกันแล้วนัน้ มีค่ำพืน้ท่ีใต้พีค

แตกตำ่งกนัเล็กน้อย แตจ่ำกกำรค ำนวณคำ่ทำงสถิติแล้วนัน้คำ่พืน้ท่ีใต้พีคของสำรมำตรฐำนทอรีนและ

ตวัอยำ่งน ำ้นมท่ีเตมิสำรมำตรฐำนทอรีนลงไป เม่ือผำ่นกำรให้ควำมร้อนท่ีระยะเวลำแตกตำ่งกนัแล้วนัน้ 

ค่ำของข้อมูลในแต่ละชุดนัน้สำมำรถอธิบำยได้ด้วยค่ำร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพัทธ์ 

(%RSD) โดยร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพนัธ์ของข้อมลูในชดุของสำรมำตรฐำนทอรีนและ

ข้อมูลในชุดของตวัอย่ำงน ำ้นมท่ีเติมสำรมำตรฐำนทอรีน มีค่ำเท่ำกับ 0.02 และ 0.01 ตำมล ำดับ       

ซึ่งบง่บอกได้ว่ำควำมแตกตำ่งท่ีเกิดขึน้ในข้อมูลแตล่ะชดุนัน้ถือว่ำไม่มีควำมแตกตำ่งอย่ำงมีนยัส ำคัญ 

ซึง่จำกผลกำรทดลองท่ีได้นัน้สอดคล้องกบับทควำมท่ีมีกำรกล่ำวถึงก่อนหน้ำนีว้่ำทอรีนนัน้สำมำรถอยู่

ในอำหำรได้แม้อำหำรนัน้จะผ่ำนกระบวนกำรปรุงสกุด้วยควำมร้อนก็ตำม ดงัเช่นเดียวกบักระบวนกำร

ถนอมอำหำรประเภทนมด้วยควำมร้อนเชน่กนั (Shifen, M.; et al. 2002: 251-267) 

 3.3 ผลกระทบของความเป็นกรด-ด่าง ที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 

 เน่ืองจำกคณุสมบตัิของกรดอะมิโนนัน้สำมำรถแตกตวัได้เม่ืออยู่ในสำรละลำย ส ำหรับทอรีนก็

เช่นกันเม่ืออยู่ในกำรละลำยท่ีเป็นกลำงนัน้หมู่ซัลโฟนิคจะแสดงสมบตัิเป็นกรดอ่อนโดยแตกตัวให้

โปรตอน (H+) และหมู่อะมิโนจะรับโปรตอนเกิดแอมโมเนียมไอออน (NH3 ) ท ำให้ในสำรละลำยท่ีเป็น

กลำงนัน้กรดอะมิโนแสดงสมบตัิเป็นสวิทเทอร์ไอออน (Switter-ion) เม่ือทดสอบสภำวะของตวัท ำ

ละลำยท่ีใช้ให้มีสภำวะเป็นกรด เป็นกลำง หรือเป็นด่ำงนัน้ ปรำกฏว่ำเม่ือสภำวะของสำรละลำยเป็น

กรดและเป็นดำ่งท่ีคำ่ pH ต ่ำกวำ่ 3.0 และสงูกวำ่ 9.0 นัน้ไม่พบสญัญำณของสำรอนพุนัธ์ของทอรีนบน

โครมำโทแกรม แตเ่ม่ือใช้สำรละลำยท่ีมีคำ่ pH เป็นกลำงนัน้พบสญัญำณของสำรอนพุนัธ์ของทอรีนได้

ชดัเจนดงัภำพประกอบ 19 

 จะเห็นได้ว่ำมีเพียงสำรละลำยท่ีมีสภำวะเป็นกลำงเท่ำนัน้ท่ีให้สญัญำณของสำรอนุพนัธ์ของ

ทอรีนบนโครมำโทแกรม เน่ืองจำกเม่ือกรดอะมิโนอยู่ในสภำวะท่ีเป็นกรดจะท ำให้โมเลกลุเกิดกำรแตก

ตวั และเม่ืออยู่ในสภำวะท่ีเป็นด่ำงกรดอะมิโนจะมีกำรรับโปรตอน (H+) จึงท ำให้โมลกุลของทอรีน

สญูเสียหมู่ฟังก์ชนัท่ีจะเข้ำจบัหรือหมู่ท่ีจะเกิดปฏิกิริยำกับออโท-พทำลอลัดีไฮด์ ท ำให้ไม่สำมำรถเกิด

เป็นสำรอนพุนัธ์ท่ีให้สญัญำณฟลอูอเรสเซนต์ได้ 

+
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ภำพประกอบ 19 โครมำโทแกรมสำรอนุพันธ์ของสำรมำตรฐำนทอรีน เม่ือเตรียมในสำรละลำยท่ีมี

สภำวะควำมเป็นกรด-ดำ่งท่ีแตกตำ่งกนั 
 
ตอนที่ 4 การทวนสอบวิธีวิเคราะห์ 
 4.1 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารอนุพันธ์ของทอรีน 

 จำกกำรทดลองตอนท่ี 2 และตอนท่ี 3 นัน้เม่ือน ำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรวิเครำะห์ปริมำณ

ทอรีนมำสร้ำงกรำฟมำตรฐำนของทอรีนในช่วงควำมเข้มข้น 0.005 – 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร โดยให้แกน x 

แทนควำมเข้มข้นของสำมำตรฐำนทอรีน (มิลลิกรัม/ลิตร) และแกน y แทนคำ่พืน้ท่ีใต้พีค (Peak Area) 

แล้วนัน้ให้สมกำรถดถอยคือ y = 2016.6x + 7.0782 และคำ่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) เท่ำกบั 0.999 

ดงัภำพประกอบ 20 

 4.2 ศึกษาขีดจ ากัดของการตรวจวัด (Limit Of Detection, LOD) และขีดจ ากัดของการ
วิเคราะห์เชิงปริมาณ (Limit Of Quantitation, LOQ) 
 ส ำหรับกำรศึกษำขีดจ ำกัดต ่ำสุดของกำรตรวจวัดและขีดจ ำกัดต ่ำสุดของกำรวิเครำะห์เชิง

ปริมำณนัน้ในงำนวิจัยนีท้ ำกำรทดสอบโดยกำรวัดสำรมำตรฐำนทอรีนท่ีต ่ำมำกๆ โดยกำรเจือจำง

สำรละลำยมำตรฐำนจนกระทัง่สญัญำณท่ีเกิดขึน้มีควำมสงูเป็น 3 เท่ำของสญัญำณรบกวน (3 S/N) 

เป็นควำมเข้มข้นของค่ำ LOD และ 10 เท่ำของสญัญำณรบกวน (10 S/N) เป็นควำมเข้มข้นของค่ำ 

กรด ดำ่ง 

กลำง 
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LOQ ซึ่งจำกกำรทดลองนัน้คำ่ LOD และ LOQ นัน้มีค่ำเท่ำกบั 0.001 และ 0.005 มิลลิกรัม/ลิตร 

ตำมล ำดบั 

 

 
 

ภำพประกอบ 20 กรำฟมำตรฐำนแสดงควำมสมัพนัธ์ระหวำ่งควำมเข้มข้นของสำรมำตรฐำนทอรีนและ
 พืน้ท่ีใต้พีค 
 
 4.3 ศึกษาความแม่นของการวิเคราะห์ (Accuracy) 
 กำรตรวจสอบควำมแม่นของกำรวิเครำะห์ในงำนวิจยันีน้ัน้แสดงผลโดยกำรใช้ค่ำร้อยละของ

กำรคืนกลับ (%recovery) จำกกำรเติมสำรมำตรฐำนทอรีนลงในสำรตวัอย่ำงจนได้ควำมเข้มข้น 4.0 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึ่งค่ำร้อยละของกำรคืนกลับจำกกำรทดสอบในสำรตัวอย่ำงนัน้พบว่ำอยู่ในช่วง 

80.03 ± 1.20 ถึง 94.76 ± 1.36 แสดงดงัตำรำง 8 ส ำหรับตวัอย่ำงนมผงทัง้ 2 ชนิดนัน้พบว่ำมีทอรีนอยู่

ในปริมำณท่ีสงูซึ่งในกำรหำร้อยละกำรคืนกลบันัน้เกิดควำมคลำดเคล่ือนได้สงูง่ำยมำก อย่ำงไรก็ตำม

ตัวอย่ำงนมผง B นัน้มีกำรระบุปริมำณทอรีนอยู่ในฉลำกจึงใช้ปริมำณท่ีระบุดังฉลำกเป็นตัว

เปรียบเทียบเพ่ือหำร้อยละกำรคืนกลบัแทนกำรเตมิสำรมำตรฐำนทอรีนลงในตวัอยำ่งนมผง B 

 4.4 ศึกษาความเที่ยงของการวิเคราะห์ (Precision) 
 กำรทดสอบควำมเท่ียงของกำรวิเครำะห์ในงำนวิจัยนีส้ำมำรถอธิบำยได้โดยกำรท ำซ ำ้เพ่ือดู

ควำมแม่นย ำของค่ำท่ีวัดได้ของข้อมูลในแต่ละครัง้ว่ำมีควำมใกล้เคียงกันเพียงใด โดยในงำนวิจัยนี ้

รำยงำนในรูปของร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ (%RSD) ซึ่งจำกกำรทดลองเป็นกำรวดั
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ปริมำณทอรีนในตวัอย่ำงน ำ้นมตวัอย่ำงละ 5 ซ ำ้ ซึ่งตวัอย่ำงนมท่ีมีปริมำณทอรีนสงูท่ีสุดคือนมผง B 

นัน้มีปริมำณทอรีนสงูถึง 294.68 ± 2.24 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีคำ่ %RSD เท่ำกบั 0.76 ส่วนตวัอย่ำงนม

ท่ีมีปริมำณทอรีนไม่ถึง 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม นัน้ให้คำ่ %RSD อยู่ในช่วง 1.26 – 4.71 เม่ือ n = 5 ดงั

คำ่ท่ีแสดงในตำรำง 8 

 
ตอนที่ 5 วิเคราะห์ปริมาณทอรีนในน า้นมโคสดและผลิตภัณฑ์นมแปรรูป 
 จำกกำรทดลองในตอนท่ี 2 และตอนท่ี 3 นัน้เป็นกำรปรับสภำวะและศกึษำผลกระทบตำ่งๆ ท่ี
จะส่งผลต่อกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนในนม ซึ่งหลงัจำกกำรปรับสภำวะต่ำงๆ แล้วนัน้ท ำกำรสร้ำง
กรำฟมำตรฐำนของสำรอนพุนัธ์ของทอรีนโดยใช้ควำมเข้มข้น 0.005 – 1.0 มิลลิกรัม/ลิตร ได้สมกำร
เส้นตรงคือ y = 2016.6x + 7.0782 และคำ่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) เท่ำกบั 0.999 ซึ่งในขัน้ตอน
กำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนในตวัอย่ำงน ำ้นมโคสดและน ำ้นมแปรรูปนัน้จะใช้สภำวะข้ำงต้นดงัท่ีหำได้
จำกตอนท่ี 2 และตอนท่ี 3  
 เน่ืองจำกในน ำ้นมเต็มไปด้วยองค์ประกอบต่ำงๆ มำกมำย เช่น โปรตีน ไขมนั คำร์โบไฮเดรต 
แร่ธำตแุละวิตำมินตำ่งๆ แตใ่นองค์ประกอบเหลำ่นัน้ มีอีกสิ่งหนึ่งท่ีส ำคญัคือ จลุินทรีย์ท่ีมีฤทธ์ิแตกตำ่ง
กันไปซึ่งจุลินทรีย์แต่ละชนิดนัน้ส่งผลต่อกำรเน่ำเสียของนม ท ำให้ค่ำ pH เปล่ียนแปลงไป เป็นต้น 
ดงันัน้น ำ้นมโคสดท่ีเก็บได้จำกแมว่วันัน้จงึต้องท ำกำรฆำ่เชือ้จลุินทรีย์เหลำ่นีก้่อนในระดบัหนึ่งเพ่ือไม่ให้
เกิดกำรเน่ำเสียท่ีเร็วเกินไปกว่ำจะน ำ้มำบริโภคได้โดยในงำนวิจัยนีผู้้ วิจัยได้ท ำกำรเก็บตัวอย่ำง       
น ำ้นมโคสดท่ีผำ่นกระบวนกำรฆำ่เชือ้ด้วยกระบวนกำรท่ีแตกตำ่งกนั 3 กระบวนกำรได้แก่ กระบวนกำร
พำสเจอไรส์ ยเูอชที และสเตอริไลส์ และน ำ้นมโคท่ีผ่ำนกระบวนกำรแปรรูปได้แก่ นมข้นหวำน นมผง 
น ำ้นมผสมและน ำ้นมแต่งกลิ่นและรสชำติต่ำงๆ ซึ่งปริมำณทอรีนในน ำ้นมประเภทต่ำงๆ แสดง          
ดงัตำรำง 8 
 จำกตำรำง 8 นัน้จะเห็นได้ว่ำน ำ้นมโคสดท่ีผ่ำนกระบวนกำรฆ่ำเชือ้จุลินทรีย์ด้วยควำมร้อน     
ยูเอชที และสเตอริไลส์นัน้พบปริมำณทอรีนมำกกว่ำน ำ้นมโคสดพำสเจอไรส์ โดยจำกกำรฆ่ำ
เชือ้จลุินทรีย์ด้วยกระบวนกำรพำสเจอไรส์นัน้เป็นกำรฆ่ำเชือ้จุลินทรีย์ท่ีก่อโรคแต่ไม่ได้ท ำให้จุลินทรีย์
ตำยทัง้หมด ดงันัน้จุลินทรีย์ท่ีเหลืออยู่ยังคงมีกระบวนกำรเจริญเติบโตอยู่ ซึ่งอำจส่งผลต่อปริมำณ
ทอรีนในน ำ้นมได้ โดยจะเห็นวำ่น ำ้นมโคสดท่ีผำ่นกำรฆำ่เชือ้ด้วยกระบวนกำรสเตอริไลส์นัน้พบปริมำณ
ทอรีนสงูกวำ่น ำ้นมโคสด ยเูอชที และพำสเจอไรส์ อีกทัง้เม่ือเทียบกบัน ำ้นมท่ีผ่ำนกำรปรุงแตง่กลิ่นและ
รสชำตินัน้จะเห็นได้ว่ำน ำ้นมปรุงแต่งรสมอลต์ท่ีผ่ำนกระบวนกำรสเตอริไลส์นัน้พบปริมำณทอรีนสูง
ท่ีสดุเชน่กนั ในสว่นของน ำ้นมแปรรูปนัน้ท่ีน่ำสนใจคือนมผงส ำหรับเด็กอำย ุ3 – 6 เดือน (นมผง B) นัน้
พบปริมำณทอรีนท่ีสูงมำก เน่ืองเด็กทำรกในวัยนีท้อรีนมีควำมจ ำเป็นต่อกำรเจริญเติบโต ดังนัน้
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ผู้ประกอบกำรตำ่งๆ จึงมีกำรเติมทอรีนลงในผลิตภณัฑ์นมผงส ำหรับเด็กทำรกด้วยเช่นกนั ซึ่งบนฉลำก
ของผลิตภณัฑ์มีกำรระบปุริมำณทอรีนในปริมำณ 350 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
 

ตำรำง 8 ปริมำณทอรีนในตวัอยำ่งน ำ้นมโคสดและน ำ้นมแปรรูป 
 

ตัวอย่าง 
ปริมาณทอรีน 

(มิลลิกรัม/กิโลกรัม±SD) 
ร้อยละการคืนกลับ 
(% ± SD) n =5 

%RSD 
n=5 

พำสเจอไรส์    
น ำ้นมโคสด 2.34 ± 0.07 82.42 ± 4.35 3.08 
น ำ้นมปรุงแตง่รสสตรอเบอร์ร่ี 1.87 ± 0.07 83.91 ± 1.59 3.68 
น ำ้นมปรุงแตง่รสช็อคโกแลต 2.60 ± 0.10 80.03 ± 1.20 3.77 

ยเูอชที    
น ำ้นมโคสด 3.09 ± 0.08 89.06 ± 2.58 2.74 
น ำ้นมปรุงแตง่รสหวำน 3.14 ± 0.11 84.59 ± 2.60 3.46 
น ำ้นมปรุงแตง่รสสตรอเบอร์ร่ี 3.00 ± 0.06 82.87 ± 1.26 1.98 

น ำ้นมปรุงแตง่รสช็อคโกแลต 4.12 ± 0.19 82.74 ± 1.05 4.71 
สเตอริไลส์    

น ำ้นมโคสด 5.93 ± 0.11 92.52 ± 2.41 1.86 
น ำ้นมปรุงแตง่ผสมชำขำว 5.86 ± 0.23 93.12 ± 2.01 3.95 
น ำ้นมปรุงแตง่ผสมมอลต์ 9.03 ± 0.27 92.14 ± 1.62 3.02 

น ำ้นมแปรรูป    
นมเปรีย้วรสผลไม้รวม 4.58 ± 0.10 85.19 ± 0.65 2.17 
นมเปรีย้วรสสตรอเบอร์ร่ี 3.58 ± 0.07 94.76 ± 1.36 1.85 
นมข้นหวำน 9.01 ± 0.28 93.29 ± 1.68 3.06 
นมผง A 35.33 ± 0.45 - 1.26 
นมผง B 294.68 ± 2.24 84.19* 0.76 

 

หมายเหตุ * ค ำนวณเทียบจำกปริมำณทอรีนท่ีระบไุว้ในฉลำกของตวัอย่ำงนมผง 



บทที่ 5 
สรุปผล อภปิรายผลการวจิยั และข้อเสนอแนะ 

 
 การวิ เคราะห์ปริมาณทอรีนในตัวอย่างน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูปด้วยเทคนิค               
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง จากตัวอย่างน า้นมโคสดและน า้แปรรูปได้แก่ น า้นมโคสด      
พาสเจอไรส์ น า้นมโคสดยูเอชที น า้นมโคสดสเตอริไลส์ น า้นมแปรรูปรสหวาน รสช็อคโกแลต            
รสสตรอเบอร์ร่ี นมข้นหวาน และนมผงส าหรับเด็กทารก โดยท าการศึกษาสารท่ีใช้เตรียมเป็นสาร
อนุพนัธ์ของทอรีนเพ่ือตรวจวดัเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้ฟลูออโรโฟโตมิเตอร์
เป็นตวัตรวจวดั และศึกษาผลกระทบของตวัแปรตา่งๆ ท่ีส่งผลตอ่ปริมาณทอรีนในนมตลอดจนศึกษา
สภาวะต่างๆ ในการตรวจวดัปริมาณทอรีนด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู เพ่ือให้ได้
สภาวะท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพในการตรวจวดัปริมาณทอรีนเพ่ือทราบถึงความแตกต่างของ
ปริมาณทอรีนในน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูปแตล่ะชนิด 
  
สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 
 จากการศกึษาและการทดลองในงานวิจยันี ้สรุปผลได้ดงันี ้
 1. สารที่ เหมาะสมในการใช้เตรียมเป็นสารอนุพันธ์ของทอรีนในการวิเคราะห์
ปริมาณทอรีนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 1.1 ทดสอบการใช้ฟลอูอเรสคามีนเป็นสารท่ีใช้เตรียมเป็นสารอนพุนัธ์ของทอรีน 
 1.2 ทดสอบการใช้ออโท-พทาลอลัดีไฮด์เป็นสารท่ีใช้เตรียมเป็นสารอนพุนัธ์ของทอรีน 
 จากการเปรียบเทียบสารท่ีใช้เตรียมเป็นสารอนุพันธ์ของทอรีนแล้วท าการวัดด้วยเคร่ือง     
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงนัน้ปรากฏว่าสารทัง้ 2 ชนิดนัน้สามารถเตรียมเป็นสารอนุพนัธ์
ของทอรีนและสร้างกราฟมาตรฐานได้ แม้ว่าสารอนุพันธ์ของทอรีนกับฟลูออเรสคามีนนัน้จะมี       
ความเสถียรกว่าสารอนุพันธ์ของทอรีนกับออโท-พทาลอัลดีไฮด์ แต่สารอนุพันธ์ของทอรีนกับ            
ออโท-พทาลอัลดีไฮด์นัน้ให้สภาพไวในการตรวจวัดท่ีดีกว่า ใช้เวลาในการท าปฏิกิริยาน้อยกว่า ใช้
ปริมาณของสารท่ีใช้เตรียมอนุพนัธ์น้อยกว่า อีกทัง้ยงัมีราคาถูกกว่าจึงเหมาะท่ีจะน ามาใช้เตรียมเป็น
สารอนพุนัธ์ของทอรีนเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตวัอย่างน า้นมด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงู 
 2. การหาสภาวะที่ เหมาะสมในการวัดปริมาณทอรีนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงซึ่งสภาวะท่ีใช้ในการศึกษามีดังนี ้
  2.1 อตัราสว่นของวฏัภาคเคล่ือนท่ี (สารละลายบฟัเฟอร์ : อะซิโตไนไตรล์) 
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  2.2 อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
  2.3 คา่ pH ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
  2.4 เวลาท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาระหวา่งออโท-พทาลอลัดีไฮด์กบัทอรีน 
 จากสภาวะข้างต้นนัน้พบว่าอตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีระหว่างสารละลายบฟัเฟอร์ต่อ 
อะซิโตไนไตรล์ท่ีเหมาะสมในการแยกสารรบกวนในตัวอย่างน า้นมได้ดีคือ สารละลายบัฟเฟอร์              
: อะซิโตไนไตรล์ 70.30 (v/v) โดยมีคา่ระยะเวลารีเทนชนัคือ 5.5 นาที โดยมีอตัราการไหลของวฏัภาค
เคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมคือ 1.0 มิลลิลิตร/นาที ในแง่ของคา่ pH ของวฏัภาคเคล่ือนท่ีนัน้ส่งผลตอ่การแยก
เล็กน้อยจะเห็นได้เม่ือคา่ pH สงูขึน้จะท าให้สารอนพุนัธ์ของทอรีนมีคา่ระยะเวลารีเทนชนัมากขึน้ท าให้
การแยกทอรีนออกจากสารรบกวนได้ดีขึน้เพียงเล็กน้อยแตอ่ย่างไรก็ตามเม่ือคา่ระยะเวลารีเทนชนัมาก
ขึน้นัน้จะส่งผลต่อสภาพไวในการตรวจวัดลดลงจากค่าพืน้ท่ีใต้พีคท่ีลดลงด้วยเช่นกัน ดงันัน้ค่า pH 
ของวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมจึงเลือกใช้ pH เท่ากบั 5.4 และเวลาท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาของสาร
อนุพันธ์นัน้หลังจากเติมออโท-พทาลอัลดีไฮด์เพ่ือท าปฏิกิริยาแล้วท าการกรองด้วยไซริงค์ฟิลเตอร์
ไนลอนแล้วท าการวดัปริมาณทนัที 
 3. การศึกษาปัจจัยท่ีส่งผลต่อการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตัวอย่างน า้นม 
  3.1 กรดอะมิโนซิสเทอีน เมธไทโอนีน และไลซีน 
  3.2 ระยะเวลาของการให้ความร้อนตอ่ปริมาณทอรีน 
  3.3 สภาวะความเป็นกรด-ดา่งของสารละลาย 
 จากการศกึษาพบว่ากรดอะมิโนซิสเทอีนนัน้ไม่ให้สญัญาณบนโครมาโทแกรมท่ีความเข้มข้น 
1 มิลลิกรัม/ลิตร ซึ่งจากการทดสอบพบว่ากรดอะมิโนซิสเทอีนต้องมีความเข้มข้นอย่างน้อย 100 
มิลลิกรัม/ลิตร จึงสามารถเห็นสญัญาณของซิสเทอีนท่ีความยาวคล่ืนของการกระตุ้น 333 และความ
ยาวคล่ืนของการเปล่งแสง 451 นาโนเมตร แตอ่ย่างไรก็ตามสญัญาณท่ีได้จากซิสเทอีนความเข้มข้น 
100 มิลลิกรัม/ลิตร ก็ยังมีค่าไม่มากไปกว่าสัญญาณของทอรีนท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร          
ระยะเวลารีเทนชนัของซิสเทอีน ทอรีนและเมธไทโอนีนนัน้มีค่าเท่ากับ 2.4 5.5 และ 9.3 นาที ซึ่ง      
กรดอะนิโมทัง้ 2 ชนิดนัน้ไม่รบกวนต่อการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน ส าหรับกรดอะมิโนไลซีนนัน้ไม่ให้
สญัญาณบนโครมาโทแกรม การให้ความร้อนด้วยน า้เดือดในระยะเวลา 60 นาทีไม่ส่งผลกระทบต่อ
การปริมาณทอรีน และการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนโดยเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์กบัออโท-พทาลอลัดีไฮด์
นัน้เกิดเป็นสารอนพุนัธ์กบัทอรีนได้ในสภาวะของสารละลายท่ีเป็นกลาง (pH = 7) และไม่สามารถเกิด
เป็นสารอนพุนัธ์ได้เม่ือสภาวะของสารละลายเป็นกรดและเป็นดา่ง 
 4. การศึกษาคุณภาพของการวิเคราะห์ ดังนี ้
  4.1 การสร้างกราฟมาตรฐานของสารอนพุนัธ์ของทอรีน 
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  4.2 ศกึษาขีดจ ากดัของการตรวจพบ และขีดจ ากดัของการวดัเชิงปริมาณ  
  4.3 ศกึษาความแมน่ของการวิเคราะห์ 
  4.4 ศกึษาความเท่ียงของการวิเคราะห์  
 จากการศกึษาคณุภาพของการวิเคราะห์ พบวา่กราฟมาตรฐานของสารอนพุนัธ์ของทอรีนนัน้
อยู่ของความเข้มข้น 0.005 – 1.00 มิลลิกรัม/ลิตร ได้สมการถดถอยคือ y = 2016.6x + 7.0782 โดยมี
คา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) เทา่กบั 0.999 คา่ขีดจ ากดัของการตรวจพบ และคา่ขีดจ ากดัของการวดั
เชิงปริมาณ เท่ากับ 0.001 และ 0.005 มิลลิกรัม/ลิตร ตามล าดบั และให้ค่าร้อยละของการกลบัคืน  
ของตวัอยา่งน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูป อยู่ในช่วง 80.03 ± 1.20 ถึง 94.76 ± 1.36 มีความเท่ียงของ
การวิเคราะห์โดยให้คา่ร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) อยูใ่นชว่ง 1.26 – 4.71 
 5. การวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตัวอย่างน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูป ดังนี ้
  จากการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตวัอย่างน า้นมโคสดพร้อมด่ืมพาสเจอไรส์ ยูเอชที    
สเตอริไลส์และตวัอย่างน า้นมแปรรูปแต่งกลิ่นรสช็อคโกแลต รสสตรอเบอร์ร่ี นมเปรีย้วรสผลไม้รวม   
นมเปรีย้วรสสตรอเบอร์ร่ี นมข้นหวาน และนมผงนัน้ น า้นมโคสดสเตอริไลส์มีปริมาณทอรีนโดยเฉล่ียสงู
ท่ีสดุเม่ือเทียบกบัน า้นมโคสดพาสเจอไรส์และ ยเูอชที เม่ือเปรียบเทียบน า้นมโคสดและน า้นมแปรรูป
แต่งกลิ่นนัน้ปรากฏว่าน า้นมแปรรูปแต่งกลิ่นช็อคโกแลตพบว่ามีปริมาณทอรีนสงูท่ีสุด สุดท้ายเม่ือท า
การเปรียบเทียบปริมาณทอรีนในน า้นมแปรรูปทัง้หมดแล้วนัน้พบว่า นมผงส าหรับเด็กทารกมีปริมาณ
ทอรีนสงูมากตามท่ีระบไุว้ในฉลากของผลิตภณัฑ์โดยตวัอย่างน า้นมท่ีมีปริมาณทอรีนต ่าท่ีสดุคือน า้นม
พาสเจอไรส์แต่งกลิ่นรสสตรอเบอร์ร่ีพบทอรีน 1.87 ± 0.07 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และตวัอย่างนมท่ีมี
ปริมาณทอรีนสงูท่ีสดุคือนมผงส าหรับเดก็ทารกมีปริมาณทอรีน 294.68 ± 2.24 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
 
ข้อเสนอแนะ 
 1. จากสภาวะท่ีใช้ในการหาปริมาณทอรีนในตวัอย่างน า้นมโคสดและนมแปรรูปในงานนี ้
สามารถน าไปประยกุต์วิเคราะห์ปริมาณทอรีนและเมธไทโอนีนพร้อมกนัได้ 
 2. การวิเคราะห์ปริมาณทอรีนดงัท่ีกล่าวมานัน้สามารถน าไปใช้วิเคราะห์ปริมาณทอรีนในนม
แปรรูปและตวัอยา่งอาหารประเภทอ่ืนได้ 
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ภาคผนวก ก 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและสารตัวอย่าง 
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ภาพประกอบ 21 โครมาโทแกรมของสารอนุพันธ์ของสารมาตรฐานทอรีนความเข้มข้น 1.0      
 มิลลิกรัม/ลิตร 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 22 โครมาโทแกรมสารอนพุนัธ์ของทอรีนในสารสกดัจากตวัอยา่งน า้นมท่ีมีการเตมิสาร
 มาตรฐานทอรีนเข้มข้น 4.0 มิลลิกรัม/ลิตร 
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ภาพประกอบ 23 โครมาโทแกรมสารอนพุนัธ์ของทอรีนในสารสกดัจากตวัอยา่งน า้นม 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 24 โครมาโทแกรมของสารละลายแบงค์ (blank) 
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ภาพประกอบ 25 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอนพุนัธ์ของทอรีนความเข้มข้น 0.001 มิลลิกรัม/ลิตร 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 26 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอนพุนัธ์ของทอรีนความเข้มข้น 0.005 มิลลิกรัม/ลิตร 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน และสารละลายต่างๆ 
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 1. สารละลายมาตรฐานทอรีนความเข้มข้น 0.05 0.10 0.20 0.40 0.60 0.80 และ 1.00 
มิลลิกรัม/ลิตร 
 1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานตัง้ต้นท่ีมีความเข้มข้น 1000 มิลลิกรัม/ลิตร โดยการชัง่
สารทอรีน 0.1 กรัม ละลายในน า้กลัน่จากนัน้ปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
 1.2 เจือจางสารละลายมาตรฐานทอรีนจากความเข้มข้น 1000 มิลลิกรัม/ลิตร ให้เหลือ 1 
มิลลิกรัม/ลิตร โดยการปิเปิตต์สารละลายในข้อ 1.1 มา 100 ไมโครลิตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตรแล้วท าการปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ 
 1.3 ปิเปตต์สารละลายในข้อ 1.2 มา 0.5 1.0 2.0 4.0 6.0 และ 8.0 มิลลิลิตร จากนัน้ท า
การปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียมสารมาตรฐานทอรีนเข้มข้น 0.05 
0.10 0.20 0.40 0.60 และ 0.80 มิลลิกรัม/ลิตร ตามล าดบั 
 2. สารละลายออโท-พทาลอลัดีไฮด์ 
 ชั่งสารออโทร์-พทาลไดอัลดีไฮด์ 0.25 กรัมละลายด้วยเมทานอล 1 มิลลิลิตร เติม
สารละลาย 2-เมอร์แคปโตเอทานอล 200 ไมโครลิตร จากนัน้ปรับปริมาตรให้ได้ 5 มิลลิลิตรด้วย
สารละลายบอเรตบฟัเฟอร์เข้มข้น 0.04 M (pH 9.5 ปรับ pH ด้วย 1M โซเดียมไฮดรอกไซด์) 
 3. สารละลายโซเดียมเตเตระบอเรตเข้มข้น 0.04 M 
 ชัง่โซเดียมเตตระบอเรต 0.75 กรัมละลายในน า้กลัน่และปรับปริมาตรให้ได้ 50 มิลลิลิตร 
 4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 M 
 ชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.2 กรัมละลายในน า้กลัน่และปรับปริมาตรให้ได้ 50 มิลลิลิตร 
 5. สารละลายฟลอูอเรสคามีน 5 มิลลิโมลาร์ 
 ชัง่สารฟลอูอเรสคามี 0.07 กรัม ละลายในอะซิโตไนไตรล์ 5 มิลลิลิตรและปรับปริมาตรให้
ได้ 25 มิลลิลิตรด้วยน า้กลัน่ 
 6. สารละลาย 25 มิลลิโมลาร์ บอเรตบฟัเฟอร์ pH 9.2 
 6.1 เตรียมสารละลาย A 25 มิลลิโมลาร์ โซเดียมเตตระบอเรต โดยการชัง่สารมา 0.95 
กรัม ละลายในน า้ 100 มิลลิลิตร 
 6.2 เตรียมสารละลาย B 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์โดยการชัง่สารมา 0.1 กรัม 
ละลายในน า้ 25 มิลลิลิตร 
 เตมิสารละลาย B ลงในสารละลาย A 1.8 มิลลิลิตร ปรับคา่ pH ให้ได้ 9.2 
 7. สารละลาย 0.02 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 5.4 เพ่ือใช้เป็นสว่นผสมในวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
 7.1 ชัง่ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.07 กรัม ละลายในน า้และเติมสารละลาย 
0.02   โมลาร์ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
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 7.2 เตรียมสารละลาย 0.02 โมลาร์ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต โดยการชัง่มา 
1.36 กรัม ละลายในน า้ผสมกบัสารละลายในข้อ 7.1 และปรับปริมาตรให้ได้ 500 มิลลิลิตร 
 8. สารละลาย 5% กรดไตรคลอโรอะซีตกิ 
 ชัง่กรดไตรคลอโรอะซีติก 5 กรัม น ามาละลายในน า้กลัน่และท าการปรับปริมาตรให้ได้ 
100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
รูปเคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
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ภาพประกอบ 27 เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

 
 

 
 

ภาพประกอบ 28 เคร่ืองกรองน า้ปราศจากไอออน 
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ภาพประกอบ 29 อา่งน า้ร้อนท่ีใช้ศกึษาผลของระยะเวลาในการเวลาให้ความร้อนด้วยน า้เดือด 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 30 เคร่ืองหมนุเหว่ียงหนีศนูย์ (Centrifuge) 
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ภาพประกอบ 31 เคร่ืองฟลอูอเรสเซนต์สเปกโทรมิเตอร์ (Fluoresence Spectrometer) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ประวัตย่ิอผู้วจิัย 
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ประวัตย่ิอผู้วจิัย 
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