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 ในงานวิจยันีไ้ด้ท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนพร้อมกันในตวัอย่างปลา
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยเตรียมเป็นสารอนุพนัธ์ทอรีนและฮีสตามีนด้วย
ออร์โท-พทาลอัลดีไฮด์ก่อนท าการตรวจวัดด้วยฟลูออเรสเซนซ์ ในขัน้ตอนการเตรียมตัวอย่างน า
ตัวอย่างปลาตกตะกอนโปรตีนด้วยกรดไตรคลอโรแอซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลต่อ
ปริมาตร แล้วน าไปสกัดด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสูงก่อนน าไปตรวจวิเคราะห์ จากนัน้ท าการแยกสารทัง้
สองด้วยคอลมัน์ระบบรีเวิร์สเฟสชนิด C18 ใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 4.8 
เข้มข้น 0.02 โมลาร์ ต่ออะซิโตไนไตรล์ในอตัราส่วนร้อยละ 65 ต่อ 35 โดยปริมาตร อตัราการไหล 0.8 
มิลลิลิตรตอ่นาที และตรวจวดัด้วยความยาวคล่ืนของการกระตุ้นและความยาวคล่ืนของการเปล่งแสง 
333 และ 451 นาโนเมตร ตามล าดับ วิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้นีส้ามารถแยกสารทัง้สองได้พร้อมกัน
ภายในเวลา 10 นาที โดยกราฟมาตรฐานของทอรีน และฮีสตามีนมีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วงความ
เข้มข้น 0.0005 ถึง 10 และ 0.03 ถึง 10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ให้คา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์  
(R2> 0.9975) มีคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ (LOD) และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ) ของทอรีน เท่ากับ 0.0001 และ 0.0005 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
ส าหรับฮีสตามีนมีคา่ LOD และ LOQ เท่ากบั 0.01 และ 0.03 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ความเท่ียง
ของวิธีวิเคราะห์ให้คา่ร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์มีคา่น้อยกว่า 1.35 และความแม่นย า
ของวิธีวิเคราะห์ให้ค่าร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 75.83 ถึง 98.45 แสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์นี ้
สามารถแยกทอรีนและฮีสตามีนได้อย่างมีประสิทธิภาพ มีความไวในการตรวจวดัสูง มีความจ าเพาะ
เจาะจง และสามารถน าไปวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีนพร้อมกันในตัวอย่างปลาสดได้  
โดยพบปริมาณทอรีนอยู่ในช่วง 1074.05±8.91 ถึง 1648.45±1.33 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม และมีปริมาณ
ฮีสตามีนในช่วง 6.60±0.30 ถึง 8.01±0.26 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม นอกจากนีไ้ด้ท าการศึกษาปัจจัย
วิธีการปรุงตัวอย่างด้วยวิธีต้ม นึ่ง และทอด พบว่า วิธีการปรุงอาหารส่งผลต่อปริมาณทอรีนและ   
ฮีสตามีนในเนือ้ปลา และได้ศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาปลาท่ีอุณหภูมิห้องและการแช่แข็ง 
พบว่า ไม่ส่งผลต่อปริมาณทอรีน แต่ปริมาณฮีสตามีนมีแนวโน้มท่ีเพิ่มขึน้ในระยะเวลาการเก็บรักษา
ปลาท่ีอณุหภมูิห้องมากกวา่ การเก็บรักษาปลาในท่ีเย็น  
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 This research presented a method for the quantitative analysis of the taurine and 
histamine contents in fish samples by using high-performance liquid chromatography coupled 
with fluorescence detection (HPLC-FLD) in order to determine the o-phthalaldehyde derivatives 
of taurine and histamine. The fish samples were homogenised with 10% trichloroacetic acid, 
followed by ultrasonication. The taurine and histamine were separated in reversed-phase C-18 
column under the optimized HPLC conditions, with a mobile phase system at 0.02 M phosphate 
buffer pH 4.8 : acetonitrile as 65:35 and a controlled flow rate of 0.8 mL/min. The excitation 
wavelength and emission wavelengths for the detection of fluorescence were at 333 and 451 
nm, respectively. The results showed that both taurine and histamine could be separated within 
ten minutes. This method of analysis was also validated. The calibration curve showed a linearity 
range of 0.0005 - 10 and 0.03 - 10 mg/L for taurine and histamine, respectively, with good 
correlation coefficients (R2 > 0.9975). The limits of detection (LOD) and limits of quantitation 
(LOQ) of taurine were 0.0001 and 0.0005 mg/L, respectively and histamine were 0.01 and 0.03 
mg/L, respectively. The relative standard deviation (RSD) of the developed method was less 
than 1.35%. The percentage recoveries were in the range of 75.83 to 98.45%. The approach 
showed an effective separation of both taurine and histamine with high sensitivity and selectivity. 
The method was applied to the simultaneous analysis of taurine and histamine in fish samples. 
The results revealed that taurine and histamine in fish were detected at the levels of 
1074.05±8.91 - 1648.45±1.33 and 6.60±0.30 - 8.01±0.26 mg/kg, respectively. The effects of 
processing the fish samples, such as boiling, steaming and frying, were studied and the results 
revealed that the levels of taurine and histamine contents depended on the processing method. 
The storage of fish samples at room and freezing temperatures were also studied, but there was 
no effect on the taurine content in any of the samples stored in experimental periods. However, 
the samples stored at room temperature had an increased histamine content compared to the 
samples stored in freezing conditions. 
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ประกาศคุณูปการ 
 

 ปริญญานิพนธ์ฉบบันีเ้สร็จสมบูรณ์ได้ด้วยดี เน่ืองจากผู้ วิจัยได้รับความกรุณาอย่างยิ่งจาก   
รองศาสตราจารย์ ดร.พรพิมล ม่วงไทย ประธานควบคุมปริญญานิพนธ์ ท่ีกรุณาให้ค าปรึกษาและ     
ค าชีแ้นะ ตลอดจนแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ ในการแก้ปัญหาทุกขัน้ตอนในการท างานวิจัยและให้
ค าแนะน าในการเขียนปริญญานิพนธ์ ผู้วิจยัรู้สกึซาบซึง้ และขอกราบขอบพระคณุเป็นอยา่งสงู 
 ขอกราบขอบพระคณุ ดร.วินยั อวงพิพัฒน์ ท่ีให้ความกรุณาในการเป็นประธานกรรมการใน
การสอบปากเปลา่ปริญญานิพนธ์ และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เกรียงศกัดิ์ ส่งศรีโรจน์ ท่ีให้ความกรุณา
ในการเป็นกรรมการในการสอบปากเปล่าปริญญานิพนธ์ ตลอดจนให้ค าแนะน าและชีแ้นะข้อบกพร่อง 
เพ่ือให้ปริญญานิพนธ์ฉบับนีส้ าเร็จสมบูรณ์ยิ่งขึน้ ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร .สุนิตย์         
สขุส าราญ ประธานกรรมการบริหารหลกัสตูร และคณาจารย์ภาควิชาเคมีทกุท่าน ท่ีได้ถ่ายทอดความรู้ 
และให้ความเมตตาเอาใจใสแ่ก่ผู้วิจยัด้วยดีเสมอมา 
 ขอขอบคณุภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒท่ีให้การสนบัสนุน
ทางด้านอปุกรณ์ เคร่ืองมือ และสถานท่ี ตลอดจนเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบตัิการภาควิชาเคมี ท่ีให้ค าแนะน า 
และช่วยเหลือ อ านวยความสะดวกแก่ผู้ วิจัยตลอดการศึกษา ผู้ วิจัยรู้สึกซาบซึง้ในความกรุณาและ
ขอขอบพระคณุทกุๆทา่นไว้ ณ โอกาสนี ้
 ผู้ วิจัยขอน้อมร าลึกถึงพระคุณบิดา มารดา และครอบครัวของผู้ วิจัยท่ีได้อบรมเลีย้งดู ให้
ก าลงัใจและให้การสนบัสนนุในด้านการศกึษาแก่ผู้วิจยั ขอบพระคณุอาจารย์ รวมถึงผู้ มีพระคณุทุกๆ 
ทา่นท่ีมิได้กลา่วรายนามไว้ ณ ท่ีนีด้้วย ท่ีมีสว่นชว่ยให้งานวิจยัครัง้นีส้ าเร็จลลุว่งไปได้ด้วยดี 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ภูมิหลัง 
 ทอรีน (taurine หรือ 2-aminoethane sulfonic acid) เป็นกรดอะมิโนอิสระชนิดเบตา 
(β-amino acid) ท่ีมีซลัเฟอร์เป็นองค์ประกอบ และเป็นกรดอะมิโนท่ีไม่ได้เป็นส่วนประกอบของโปรตีน 
(non protein amino acid) ทอรีนนัน้เป็นกรดอะมิโนท่ีร่างกายสามารถสงัเคราะห์ขึน้เองได้ โดยเกิด
จากกระบวนการเมตาบอลิซึมของซีสเทอีน (cysteine) และเมธไทโอนีน (methionine) ทอรีนมีบทบาท
ส าคญัตอ่ร่างกายมนษุย์โดยเป็นหนึง่ในสารท่ีสง่ผลตอ่การพฒันาระบบประสาทและสมอง ช่วยส่งเสริม
การเจริญเติบโตของมนุษย์ ช่วยลดความดนัโลหิต ช่วยควบคมุระดบัโคเลสเตอรอลในเลือด และท า
หน้าท่ีเป็นแอนตีอ้อกซิแดนท์ในการก าจดัอนมุลูอิสระได้อีกด้วย (ประสงค์ เทียนบญุ. 2004: 15) ทอรีน
เป็นสารท่ีพบมากในปลา ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึได้มีความสนใจท่ีจะวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในปลา 
 ปลาเป็นแหล่งสารอาหารโปรตีนท่ีมีประโยชน์ในทางโภชนาการ โปรตีนในเนือ้ปลานอกจาก
จะยอ่ยง่าย ยงัมีคณุคา่ในด้านการบ ารุงสมอง การพฒันาสมองของเด็ก ปลาส่วนใหญ่มีไขมนัน้อย จึง
เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย ท าให้ไม่เกิดการสะสมไขมันในผนังหลอดเลือด ลดความเส่ียงในการเป็น
โรคหวัใจ ในปลายงัมีกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัท่ีส าคญัต่อร่างกายในกลุ่มโอเมกา-3 และโอเมกา-6 อีกด้วย 
ส าหรับปลาทะเลนอกจากจะมีโปรตีนแล้วยงัมีธาตไุอโอดีนท่ีมีบทบาทในการพฒันาสมอง และป้องกนั
การเกิดโรคคอพอกได้ด้วย ส่วนของเคร่ืองใน เช่น ตบัปลา จะมีน า้มนัและวิตามินในกลุ่มท่ีละลายได้ดี
ในไขมนั ได้แก่ วิตามิน A, D, E และ K (ประพนัธ์ โนระดี: การบริโภคสตัว์น า้ของไทย) 
 ถึงแม้ว่าการบริโภคปลาจะให้คณุคา่ทางอาหารมากกว่าการบริโภคเนือ้สตัว์ชนิดอ่ืน แตป่ลา
เป็นสตัว์น า้ท่ีเส่ือมสภาพเร็วและเน่าเสียได้ง่าย เน่ืองจากเกิดการย่อยสลายของกรดอะมิโนฮีสติดีนใน
เนือ้ปลากลายเป็นฮีสตามีน โดยเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส (decarboxylase) และจลุินทรีย์ท่ีปนเปือ้นใน
ปลา ซึ่งปริมาณฮีสตามีนท่ีพบในปลาจะบง่บอกถึงความสดของปลา อีกทัง้ฮีสตามีนยงัเป็นสารพิษท่ี
เรียกวา่ สคอมโบรท็อกซิน (scombrotoxin) ท่ีสง่ผลให้เกิดอาการแพ้ 
 ฮีสตามีน (histamine หรือ β-aminoethylimidazole) เป็นสารในกลุ่มไบโอจีนิกเอมีน 
(biogenic amines) ท่ีมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ ปกติแล้วสารฮีสตามีนพบในร่างกายมนษุย์ โดย
เกิดจากปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลชันของกรดอะมิโนฮีสติดีน ด้วยเอนไซม์ฮีสติดีน ดีคาร์บอกซิเลส 
(histidine decarboxylase) เกิดการสลายเป็นฮีสตามีน และร่างกายสามารถรับสารฮีสตามีนได้จาก
อาหารท่ีมีการปนเปื้อนฮีสตามีน โดยเฉพาะ ปลา ผลิตภัณฑ์จากปลา และอาหารทะเล เป็นต้น  
เม่ือในร่างกายมีปริมาณฮีสตามีนมากเกินไป ฮีสตามีนจะส่งผลตอ่ระบบหลอดเลือด ท าให้หลอดเลือด
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เกิดการขยายตวั เกิดการบวมน า้ ก่อให้เกิดอาการแพ้ มีผ่ืนคนั แสบร้อนบริเวณปาก และส่งผลตอ่ระบบ
หวัใจ ท าให้เกิดภาวะหวัใจเต้นผิดจงัหวะได้ (ยพุิน สงัวรินทะ; และคณะ. 2537: 262) จึงท าให้หลาย
ประเทศให้ความส าคัญกับปริมาณฮีสตามีนในอาหาร โดยใช้เป็นข้อก าหนดตัวบ่งชีท่ี้บ่งบอกถึง
คณุภาพของปลาและผลิตภัณฑ์จากปลา เน่ืองจากปลา และผลิตภัณฑ์ปลาจะมีปริมาณฮีสตามีน
เพิ่มขึน้จากการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ท่ีปนเปือ้นหลงัจากปลาตาย โดยส่วนใหญ่ก าหนดให้ไม่เกิน 
100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 จากความส าคัญของสารทัง้สองชนิด พบว่าในการบริโภคปลา ผู้ บริโภคจะได้รับสารท่ีมี
ประโยชน์คือทอรีน แต่เน่ืองจากข้อมูลผลการเส่ือมเสียของปลาจะเกิดเป็นสารฮีสตามีนข้างต้น จึงท า
ให้การบริโภคปลาของบางคน สามารถเกิดการแพ้จากปลาเน่ืองจากสารฮีสตามีน นอกจากนีย้งัไม่พบ
การรายงานการตรวจวิเคราะห์สารทอรีน และฮีสตามีนแบบพร้อมกนั ดงันัน้ผู้ท าวิจยัจึงได้มีแนวคิดท่ี
จะน าเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์มาใช้ในการตรวจวดัปริมาณสารทอรีน และฮีสตามีนในตวัอย่างปลา
พร้อมกัน และท าการศึกษาผลของระยะเวลาในการเก็บรักษา ผลของกระบวนการแปรรูปปลาต่อ
ปริมาณทอรีน และฮีสตามีนในตวัอย่างปลาเพ่ือน าผลท่ีได้จากการวิเคราะห์มาประเมินความสมัพนัธ์
เชิงประจกัษ์ โดยความสมัพนัธ์ท่ีได้นีส้ามารถใช้เป็นประโยชน์ในการชีน้ าให้ผู้บริโภคระมดัระวงัในการ
บริโภคปลา และเป็นข้อมลูแนะน าให้กบัผู้ประกอบการทางด้านอาหารทะเลได้ 
 
ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจัย 
 1. เพ่ือศกึษาหาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนพร้อมกนั โดยใช้เทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 2. เพ่ือศกึษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ 
 3. เพ่ือประยกุต์ใช้วิธีวิเคราะห์ในการตรวจสอบปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลา 
 
ควำมส ำคัญของกำรวิจัย 
 1. เพ่ือทราบถึงวิธีวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนพร้อมกัน โดยใช้เทคนิคโครมาโท  
กราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 2. เพ่ือทราบถึงประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ 
 3. เพ่ือทราบถึงปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลา 
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ขอบเขตของกำรวิจัย 
 1. ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีน ด้วยเทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ได้แก่ 
  1.1 ศกึษาความเหมาะสมของวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
  1.2 ศกึษาผลของอตัราการไหลของวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
  1.3 ศกึษาหา pH ท่ีเหมาะสมของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
  1.4 ศกึษาผลของกรดอะมิโนทีเก่ียวข้อง ได้แก่ ซิสเตอีน เมธไทโอนีน ไลซีน และฮีสตดีิน 
 2. ศกึษาวิธีการเตรียมตวัอยา่งท่ีเหมาะสม 
  2.1 ศกึษาหาวิธีการสกดัสารทอรีนและฮีสตามีนด้วยวิธีทางเคมี  
   2.1.1 ศกึษาชนิดตวัท าละลายในการสกดั ได้แก่ กรดไตรคลอโรแอซิตกิ   
กรดเปอร์คลอริก เมทานอล และอะซิโตไนไตรล์ 

   2.1.2 ศกึษาความเข้มข้นของตวัท าละลายท่ีเหมาะสม 
   2.1.3 ศกึษาปริมาตรของตวัท าละลายท่ีเหมาะสม 
  2.2 ศกึษาหาวิธีการสกดัสารทอรีนและฮีสตามีนด้วยวิธีทางกลจะใช้เทคนิคการสกดัด้วย
คล่ืนเสียงความถ่ีสงู (ultrasonic extraction)  
 3. ศกึษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ 
  3.1 ชว่งความเป็นเส้นตรงของวิธีท่ีท าการวิเคราะห์ 
  3.2 คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ (LOD) 
  3.3 คา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ) 
  3.4 คา่ความถกูต้อง รายงานในคา่ร้อยละการคืนกลบั (%recovery) 
  3.5 ความแม่นย าของวิธีการตรวจวิเคราะห์ (precision) รายงานในค่าร้อยละของส่วน
เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) 
 4. วิเคราะห์หาปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลา ได้แก่ ปลาทบัทิม ปลาชอ่น 
ปลาท ูและปลาโอ 
 5. ศกึษาปัจจยัท่ีมีผลตอ่การเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีน 
  5.1 ศกึษาผลระยะเวลาในการเก็บปลาท่ีอณุหภมูิห้อง 0, 1, 2 และ 4 ชัว่โมง 
  5.2 ศกึษาผลระยะเวลาการเก็บรักษาปลาแช่เย็นในห้องแช่แข็งเป็นเวลา 0, 5, 10 และ 
15 วนั 
  5.3 ศกึษาปัจจยัจากรูปแบบการปรุงอาหาร ได้แก่ การต้ม นึง่ และทอด 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
 ในการวิจยัครัง้นีเ้ก่ียวข้องกับการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนพร้อมกันในตวัอย่าง
ปลา ผู้วิจยัได้ท าการศกึษาค้นคว้าเอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง และขอน าเสนอดงัตอ่ไปนี ้
 - ปลา 
 - ทอรีน 
 - ฮีสตามีน 
 - งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัการวิเคราะห์ทอรีน และฮีสตามีน  

 
ปลา 

 ปลาเป็นแหล่งของโปรตีนท่ีมีประโยชน์มากในทางโภชนาการ ซึ่งโปรตีนในเนือ้ปลาจะเป็น
โปรตีนท่ีย่อยง่าย มีกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นต่อร่างกายหลายชนิด โดยเฉพาะไลซีน ทรีโอนิน และทอรีน     
ท่ีมีผลต่อพัฒนาการสมองและการเจริญเติบโตในวัย เด็ก ทัง้ยังเป็นส่วนประกอบส าคัญในการ       
สร้างภูมิคุ้มกันโรค ปลามีไขมนัมากหรือน้อยขึน้อยู่กบัประเภทและชนิด ของปลา นอกจากนีป้ลายงัมี
กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัท่ีส าคญัตอ่ร่างกายในกลุ่มโอเมกา-3 และโอเมกา-6 ท่ีช่วยป้องกนัการสะสมตวัของ
ไขมนัอ่ิมตวั หรือคลอเรสเตอรอล อนัเป็นสาเหตใุห้เกิดการอุดตนัขึน้ในเส้นเลือด ในส่วนของเคร่ืองใน
ปลา โดยเฉพาะตบัปลา จะมีน า้มนัและวิตามินในกลุ่มท่ีละลายได้ดีในไขมนั ได้แก่ วิตามิน A ,D, E, K 
และแร่ธาต ุตวัปลาบางชนิดท่ีสามารถรับประทานทัง้ตวั (ก้าง ครีบ และหวัปลา) จะท าให้ผู้บริโภคได้รับ
แคลเซียมเพิ่มขึน้อีกด้วย  ปลาทะเลนอกจากจะมีโปรตีนแล้ว ยังมีธาตุไอโอดีนท่ีมีบทบาทในการ
พฒันาสมอง และป้องกนัการเกิดโรคคอพอกได้อีกด้วย  
 จากข้อมูลการส ารวจการบริโภคสตัว์น า้ พบว่าการบริโภคสตัว์น า้ของไทยเฉล่ียอยู่ท่ี 28-30 
กิโลกรัมต่อคนต่อปี แสดงให้เห็นว่าคนส่วนใหญ่นิยมบริโภคอาหารทะเล และสัตว์น า้จืด (ประพันธ์    
โนระดี. 2558. การบริโภคสตัว์น ้าของไทย.: ออนไลน์)  ในงานวิจยันีส้นใจท่ีจะท าการตรวจวิเคราะห์
ปลาทะเลและปลาน า้จืด ท่ีหาซือ้ได้จากตลาดสดเพ่ือเป็นประโยชน์ต่อผู้บริโภคในการเลือกซือ้ปลา  
โดยท าการสุ่มตวัอย่างปลาท่ีได้รับความนิยมบริโภคของคนไทยและหาซือ้ง่าย ได้แก่ ปลาโอ ปลาท ู
ปลาทับทิม และปลาช่อน นอกจากนี ้ปลาทู และปลาโอเป็นปลาทะเลท่ีจัดอยู่ในวงศ์ Scombridae     
ท่ีสง่ผลให้เกิดอาการแพ้อาหารทะเลได้ ซึง่ข้อมลูของปลาแตล่ะชนิดจะกลา่วตอ่ไป 
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 ปลาทะเล (Seafish) 
  ปลาโอ 
   ช่ืออ่ืนๆ             ปลาโอแถบ 

   ช่ือวิทยาศาสตร์ Katsuwonus pelamis 
   ช่ือสามัญ Skipjack tuna 
   ลักษณะทั่วไป เป็นปลาผิวน า้ รูปร่างกลมและยาวเพรียว บริเวณเส้นข้างล าตวัมีแถบ
สีด าประมาณ 4-6 แถบ อยูร่วมกนัเป็นฝงูใหญ่หลายพนัตวั สว่นมากพบในทะเลอนัดามนั 
   ประโยชน์ ปลาโอมีโปรตีนสูง โคเลสเตอรอลต ่า และมีโอเมกา 3 ท่ีมีกรดไขมนั EPA 
จะช่วยกระตุ้นระบบไหลเวียนของโลหิตในร่างกายให้ท างานอย่างมีประสิทธิภาพ ลดภาวะเส่ียงเป็น
โรคหวัใจ และกรดไขมนั DHA มีประโยชน์โดยตรงตอ่สมอง เชน่ ป้องกนัโรคอลัไซเมอร์ เสริมสร้างระบบ
ความจ า  ซึง่กรดไขมนัทัง้ 2 ตวันีจ้ะชว่ยพฒันาระบบสมองให้ท างานได้อย่างเต็มท่ี บ ารุงประสาท และ
ยงัชว่ยลดคอเลสเตอรอล และไตรกลีเซอร์ไรด์ (กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 2530: 124) 
  ปลาทู 
   ช่ืออ่ืนๆ ปลาทตูวัสัน้ หรือ ปลาทสูัน้ 
   ช่ือวิทยาศาสตร์ Rastrelliger brachysoma 
   ช่ือสามัญ Short-bodied mackerel 
   ลักษณะทั่วไป มีลกัษณะล าตวักว้าง รูปร่างป้อมแบน ปากแหลมมน ด้านบนล าตวัมี
สีน า้เงินแกมเขียว มีจดุสีด าเรียงเป็นแถวตามสนัหลงั ท้องมีสีขาวเงิน เนือ้ปลาละเอียดและนุม่ 

   ประโยชน์ เนือ้ปลาทปูระกอบด้วยกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่ร่างกาย โดยเฉพาะ ไลซีน 
และทรีโอนีนซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของเด็ก มีปริมาณกรดไขมันท่ีจ าเป็นต่อร่างกายโดยเฉพาะ
กรดไลโนเลอิคซึ่งช่วยในการควบคมุระดบัของโคเลสเตอรอล และไตรกลีเซอไรด์ในเลือด (กรมประมง 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 2530: 88) 
 

 ปลาน า้จืด (Freshwater fish) 
   ปลาทับทมิ 

   ช่ือวิทยาศาสตร์ Oreochromis niloticus 
   ช่ือสามัญ  Nile tilapia 
   ลักษณะทั่วไป ลกัษณะของปลาทบัทิมเนือ้ผนงัช่องท้องสีขาวสะอาด ผิวหนงัเป็น    
สีแดงมีล าตวัหนาท าให้มีเนือ้มาก และมีสว่นหวัเล็ก 
   ประโยชน์ เนือ้ปลาทับทิมมีปริมาณไขมันต ่ากว่าเนือ้สตัว์ชนิดอ่ืนๆ โดยมีปริมาณ
ไขมันเพียง 0.9 เปอร์เซ็นต์ ท าให้ไม่เกิดการสะสมไขมันในผนังหลอดเลือด ลดความเส่ียงโรคหัวใจ   
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โรคความดนัโลหิต และมีโอเมกา-3 มากถึง 4.0 เปอร์เซ็นต์ ซึง่มีปริมาณสงูกว่าปลาน า้จืด ปลาน า้กร่อย
ตามธรรมชาติทัว่ไปถึง 4 เท่า ในขณะท่ีเนือ้สัตว์อ่ืนๆไม่พบหรือพบน้อยมาก (กรมประมง กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์. 2530: 164) 
  ปลาช่อน 
   ช่ือวิทยาศาสตร์ Channa  striatus 
   ช่ือสามัญ  Stripped snake-head fish 
   ลักษณะท่ัวไป ปลาชอ่นล าตวัคอ่นข้างกลมและเรียวยาว หวัมีลกัษณะคอ่นข้างแบน
ปลาชอ่นมีความอดทนตอ่สภาพแวดล้อมได้ดี 
   ประโยชน์ เนือ้ปลาช่อนมีปริมาณโปรตีนสูง มกัจะถูกน าไปใช้ในการรักษาผู้ ป่วยท่ี
ได้รับบาดเจ็บจากอบุตัิเหตนุอกจากนี ้เนือ้ปลาช่อนยงัมีไขมนั และมีโอเมกา 3 สงูกว่าเนือ้ปลาชนิดอ่ืน 
(กรมประมง กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 2530: 148) 
  
 นอกจากเนือ้ปลาเป็นแหล่งโปรตีน ท่ีมีกรดอะมิโนครบถ้วนแล้ว ปลาก็มีสารส าคญัคือ ทอรีน     
ซึ่งทอรีนเป็นสารท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกายมนุษย์ เป็นหนึ่งในสารท่ีส่งผลต่อการพฒันาระบบประสาท
และสมองท่ีพบมากในปลา  จงึขอกลา่วถึงทอรีนพอสงัเขปดงันี ้
 
ทอรีน 
 ทอรีนเป็นกรดอะมิโนอิสระชนิดเบตาท่ีมีซลัเฟอร์เป็นองค์ประกอบ มีคาร์บอนสองอะตอมอยู่
ระหว่างหมู่อะมิโนกับหมู่ซัลโฟเนต (sulphonate) มีสูตรโมเลกุลคือ H2N-CH2-CH2-SO3H ดงัภาพ 
ประกอบ 1  

 
 

ภาพประกอบ 1 โครงสร้างของทอรีน 

 

 จากภาพประกอบ 1 จะเห็นว่าภายในโครงสร้างของทอรีนมีหมู่ซลัโฟเนต เข้าไปแทนท่ีหมู่ 
คาร์บอกซิลิก (carboxylic group) ของกรดอะมิโน ด้วยเหตนีุจ้ึงท าให้ทอรีนเป็นกรดอะมิโนท่ีไม่ได้เป็น
สว่นประกอบของโปรตีน  
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 ทอรีนถูกค้นพบในปี ค.ศ. 1827 โดยสกัดได้จากน า้ดีของววั (bos taurus) ทอรีนนัน้เป็น
กรดอะมิโนท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของซีสเทอีนในร่างกาย โดยซีสเทอีนจะเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันกับเอนไซม์ซีสเตอีนดีออกซิจีเนส (cysteine dioxygenase) เกิดเป็นซีสเทอีน ซัลฟิเนต 
(cysteine sulfinate) จากนัน้ซีสเทอีน ซลัฟิเนตเกิดกระบวนการขจัดหมู่คาร์บอกซี หรือดีคาร์บอก       
ซีเลชัน (decarboxylation) ด้วยเอนไซม์ซีสเตอีน ซัลฟิเนต ดีคาร์บอกซีเลส (cysteine sulfinate 
decarboxylase; CSAD) ท่ีมี pyridoxal-5'-phosphate หรือวิตามินบี 6 (vitamin B6) เป็นโคเอนไซม์ 
ท าให้เกิดเป็นไฮโปทอรีน (hypotaurine) และเม่ือไฮโปทอรีนเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัต่อด้วยเอนไซม์  
ไฮโปทอรีน ดีไฮโดรจีเนส (hypotaurine dehydrogenase) ท าให้เกิดผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นทอรีน 
(Redmond; et al. 1998: 599–604) ดงัภาพประกอบ 2  
 

 
 

ภาพประกอบ 2 กระบวนการเมตาบอลิซมึของซีสเทอีน 
 
 ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Stipanuk; et al. (2002: 3369–3378). 
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 ร่างกายสามารถสังเคราะห์ทอรีนได้จากกรดอะมิโนเมธไทโอนีน ซึ่งเป็นกรดอะมิโนจ าเป็น   
โดยกรดอะมิโนเมธไทโอนีนสามารถเปล่ียนเป็นโฮโมซีสเทอีน (homocysteine) ได้  จากนัน้                
โฮโมซีสเทอีนจะถกูเปล่ียนเป็นซีสทาไทโอนีน (cystathionine) ด้วยเอนไซม์ซีสทาไทโอนีนเบตาซินเทส 
(cystathionine β-synthase) และซีสทาไทโอนีนนีส้ามารถเปล่ียนกลบัไปเป็นซีสเทอีนได้ด้วยเอนไซม์
ซีสเทอีนไทโอเนส (cystathionase) และเกิดผลิตภณัฑ์สดุท้ายเป็นทอรีนได้เชน่กนั 
 
คุณสมบัตทิอรีน 
 ทอรีนมีลกัษณะเป็นผงผลกึใส ไมมี่สี สามารถละลายในน า้ได้ดี มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 125  
มีจดุหลอมเหลว 300 องศาเซลเซียส ทอรีนมีคณุสมบตัิเป็นกรดอ่อน มีคา่การแตกตวั pKa= 4.96 และ
ทอรีนสามารถสกดัออกมาได้โดยตรงด้วยน า้ ทอรีนมีความเสถียรภาพทัง้ในสภาวะกรด เบส และยงัทน
ต่อความร้อนสูง แต่ภายในโมเลกุลทอรีนไม่มีหมู่โครโมฟอร์ (chromophore) จึงไม่สามารถดูดกลืน
คล่ืนแสงอลัตราไวโอเลตหรือเกิดฟลูออเรสเซนต์ได้ ดงันัน้จึงต้องมีการท าอนพุนัธ์ก่อนท าการตรวจวดั
ด้วยอลัตราไวโอเลต-วิสิเบลิ และฟลอูอเรสเซนต์ (Shifen; et al. 2002: 251-267) 
 
ความส าคัญของทอรีนในร่างกาย 
 ทอรีนเป็นกรดอะมิโนท่ีร่างกายสามารถสังเคราะห์ได้ แต่อย่างไรก็ตามปริมาณทอรีนท่ี
ร่างกายสงัเคราะห์ได้นัน้ไมเ่พียงพอตอ่การใช้งาน จึงจ าเป็นต้องรับทอรีนเพิ่มจากการบริโภคอาหารท่ีมี
ทอรีน โดยในร่างกายสามารถพบทอรีนได้มากในเนือ้เย่ือหวัใจ กล้ามเนือ้ลาย ระบบประสาทส่วนกลาง 
และทอรีนยงัเป็นส่วนประกอบของน า้ดี อีกทัง้ยงัพบทอรีนปริมาณสงูได้ในน า้นมของแม่ในระยะให้นม
บุตร ดงันัน้ทอรีนจึงมีบทบาทส าคญัต่อร่างกายมนุษย์ เช่น ทอรีนช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
ร่างกาย พฒันาการของระบบประสาท โดยเฉพาะสมองของทารกแรกเกิด และในวยัทารกมีปริมาณ
ทอรีนมากกว่าผู้ ใหญ่ แสดงให้เห็นได้ว่า ในช่วงวัยเจริญเติบโตร่างกายจ าเป็นต้องได้รับทอรีนใน
ปริมาณมาก ทอรีนช่วยควบคุมการท างานของกล้ามเนือ้หัวใจ โดยจะช่วยให้กล้ามเนือ้หัวใจใช้
แคลเซียมในการหดตวัได้อย่างสมดลุ โดยไม่ท าให้เกิดการใช้แคลเซียมมากเกินไปของหวัใจ (calcium 
overload) ในสภาวะท่ีมีระดบัแคลเซียมสูง ซึ่งท าให้ทอรีนอาจช่วยในการรักษาภาวะหัวใจวายได้  
นอกจากนีท้อรีนยงัชว่ยลดความดนัโลหิต ช่วยควบคมุระดบัโคเลสเตอรอลในเลือดได้ และยงัท าหน้าท่ี
เป็นแอนตีอ้อกซิแดนท์ชว่ยต้านอนมุลูอิสระได้อีกด้วย โดยปกติปริมาณทอรีนท่ีร่างกายได้รับตอ่วนัอยู่ท่ี
ประมาณ 40 ถึง 400 มิลลิกรัม ซึง่หากร่างกายมนษุย์เกิดภาวะขาดทอรีน พบว่าการขาดทอรีนในระดบั
ปานกลางร่างกายจะมีระดบัโปรตีนท่ีส าคญัในเลือดต ่า ส่งผลให้เด็กมีการเจริญเติบโตช้า แต่ถ้าขาด 
ทอรีนอย่างรุนแรงอาจท าให้เกิดอาการเซ่ืองซึม อ่อนเพลีย ตวัผอม ผิวหนังแห้ง หรืออักเสบ เส้นผม
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เปล่ียนสี ตับอาจถูกท าลาย และเกิดการสูญเสียกล้ามเนือ้และไขมัน อีกทัง้ผู้ ท่ีมีพฤติกรรมบริโภค
อาหารประเภทมังสวิรัติโดยไม่รับประทานไข่ จะส่งผลให้ร่างกายได้รับวิตามินบี 6 น้อยเกินไป 
เน่ืองจากวิตามินบี 6 ท าหน้าท่ีเป็นโคแฟคเตอร์ในการสร้างทอรีนในร่างกาย และเม่ือสภาพร่างกายขาด
วิตามินบี 6 จะเกิดการยบัยัง้การสร้างกรดอะมิโนทอรีนของร่างกาย ท าให้ร่างกายเกิดภาวะขาดทอรีน
ได้เชน่กนั (ประสงค์ เทียนบญุ. 2004: 15)  
 
แหล่งท่ีพบทอรีน 
 มนุษย์สามารถสังเคราะห์ทอรีนได้จากกรดอะมิโนท่ีมีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ คือ      
กรดอะมิโนเมธไทโอนีน และซีสเตอีน ตราบใดท่ีมีวิตามิน บี 6 เพียงพอ ถึงแม้ว่าร่างกายสามารถ
สงัเคราะห์ทอรีนขึน้มาเองได้ แตจ่ าเป็นท่ีต้องได้รับทอรีนจากแหล่งอาหารภายนอกโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ส าหรับเด็กทารก ในอาหารทะเล เช่น หอยแมลงภู่ หอยนางรม และในเนือ้สตัว์จะมีปริมาณทอรีนสูง 
แม้ว่าปริมาณทอรีนในสตัว์จะมีมากกว่าปริมาณทอรีนในพืชมาก แตก็่มีรายงาน พบทอรีนในสาหร่าย
ทะเล เห็ด และพืชอ่ืนๆ (Kataoka; & Ohnishi. 1986: 1887-1888) นอกจากนีย้งัพบทอรีนได้ในอาหาร
หลายชนิดแสดงดงัตาราง 1 
 
ตาราง 1 ปริมาณทอรีนในอาหาร 
 

อาหาร ปริมาณทอรีน (มิลลิกรัม/100กรัม) 
เนือ้ววั 43 

เนือ้ไก่ 169 

ไก่งวง 306 

เนือ้หม ู 61 

แฮม 50 

ทนูา่กระป๋อง 

ปลา 

กุ้ง 

42 

1130 

39.4 

หอยแมลงภู่ 

หอยนางรม 

655 

70 

นมววั  7 
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ตาราง 1 (ตอ่) 
 

อาหาร ปริมาณทอรีน (มิลลิกรัม/100กรัม) 
นมแปรรูปพาสเจอร์ไรส์ 

โยเกิร์ต 

6 

3.3 

ไอศกรีมนิลา 1.9 

 
 ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Stapleton; et al. (1997: 103-108); และ Wójcik; et al. (2010: 19-25). 

 
 ปี ค.ศ. 1993 นกัวิจยัในหลายประเทศได้มีการสงัเคราะห์และสกดัทอรีนจากธรรมชาติ เพ่ือ
น าไปใช้ในการผลิตอาหารสตัว์ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ และอีก 50 เปอร์เซ็นต์ ได้น าไปประยุกต์ใช้ทางยา 
(Salze; & Davis. 2000: 215-229) แต่ในปัจจุบนัได้มีการสงัเคราะห์ทอรีนเพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหาร เพ่ือเป็นประโยชน์ทางการค้าเชิงพาณิชย์ เช่น ในกระบวนการผลิตอาหารแมว 
อาหารเสริม นมผงส าหรับทารกแรกเกิด และเคร่ืองด่ืมชกู าลงั แตจ่ากงานวิจยัพบว่า  การบริโภคทอรีน
กับสารบางชนิดในปริมาณท่ีมากเกินไป จะส่งผลข้างเคียงต่อร่างกาย เช่น ในเคร่ืองด่ืมชูก าลงัจะมี
สว่นผสมของคาเฟอีน (cafeine) กวัรานา (guarana) และทอรีน ซึ่งการได้รับปริมาณทอรีนมากเกินไป
จะสง่ผลให้เกิดผลข้างเคียง โดยท าให้อตัราการเต้นของหวัใจลดลงในขณะท่ีความดนัโลหิตสงูขึน้ ภาวะ
น า้ตาลในเลือดต ่า เวียนศีรษะ ระบบประสาทและสมองถกูท าลาย (Pencheva, I. P.; & Todorova, K. 
A. 2015: 1-8) ดงันัน้จึงจ าเป็นต้องควบคมุปริมาณทอรีนในเคร่ืองด่ืม โดยองค์กร European Food 
Safety Authority ก าหนดให้ เคร่ืองด่ืมชกู าลงัแตล่ะย่ีห้อนัน้มีปริมาณทอรีนได้ 1000-3000 มิลลิกรัม 
ในปี ค.ศ. 1979 และ 1981 องค์กรมาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ International Food Standards 
of the CODEX Alimentarius (FAO และ WHO) ได้ก าหนดให้ทอรีนเป็นสารอาหารท่ีสามารถเติมลง
ในอาหารส าหรับทารกและอาหารส าหรับเด็กเล็กได้ และได้มีการปรับมาตรฐานปริมาณทอรีนในของ
นมผงส าหรับทารก โดยอนุญาตให้มีทอรีนได้สูงสุดท่ี 12 มิลลิกรัมต่อ 100 กิโลแคลอรี แต่ยงัไม่มีการ
ระบขีุดจ ากดัความเป็นพิษของทอรีน (Salze; & Davis. 2000: 215-229) 
 ถึงแม้ว่าการบริโภคปลาจะให้คณุคา่ทางอาหารมากกว่าการบริโภคเนือ้สตัว์ชนิดอ่ืน แตป่ลา
เป็นสัตว์น า้ท่ีเส่ือมสภาพเร็วและเน่าเสียได้ง่าย เน่ืองจากโปรตีนในตัวปลาเกิดการย่อยสลายเป็น 
เปปไทด์ (peptide) กรดอะมิโน เอมีน อลัดีไฮด์ และแอมโมเนียด้วยเอนไซม์ในตวัปลาและจุลินทรีย์ท่ี
ปนเปือ้น ซึ่งเป็นสารเหล่านีท่ี้ท าให้ปลาเกิดการเน่าเสียง่าย กลิ่นเหม็น ไม่เป็นท่ียอมรับของผู้บริโภค 
ปลาบางชนิดท่ีมีกรดอะมิโนฮิสติดีนเป็นองค์ประกอบในปริมาณสูงจะมีโอกาสเกิดสารฮีสตามีนได้
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มากกว่าปลาชนิดอ่ืนๆ ซึ่งปริมาณฮีสตามีนท่ีพบในอาหารทะเลจะบ่งบอกถึงคุณภาพของอาหาร 
เน่ืองจากปริมาณท่ีพบจะสมัพนัธ์กับปริมาณของแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส นอกจากนี ้
ฮีสตามีนยงัเป็นสารพิษในกลุ่มท่ีเรียกว่า Scombroid poisoning ท่ีส่งผลให้เกิดอาการแพ้อาหารทะเล 
โดยจะพบมากในปลาวงศ์ Scombridae และ Scomberesocidae ปลาอ่ืนๆ เช่น ปลาซาร์ดีน ปลาทู
น่า และปลาแฮริง เป็นต้น  (จิรวฒัน์ ยงสวัสดิกุล และคณะ. 2546) โดยอาหารท่ีมีการปนเปื้อนสาร
ฮีสตามีน สง่ผลให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษจากฮีสตามีน  ผู้วิจยัจงึขอน าเสนอข้อมลูของสารฮีสตามีนดงันี ้
 
ฮีสตามีน 
 ฮีสตามีน หรือ β-aminoethylimidazole เป็นสารในกลุ่มไบโอจีนิกเอมีนท่ีมีไนโตรเจนเป็น
องค์ประกอบ มีบทบาทส าคญัในการตอบสนองในการเกิดโรคภูมิแพ้และการอกัเสบ การหลัง่กรดใน
กระเพาะอาหาร และท าหน้าท่ีเป็นสารส่ือประสาทในบริเวณสมอง ฮีสตามีนเป็นเฮเทอโรไซคลิกเอมีนท่ี
มีสูตรโครงสร้างประกอบด้วยวงแหวนอิมิดาโซล (imidazole) 1 วง และมีหมู่อะมิโนเช่ือมต่อกับหมู่  
เมธิลีน (methylene) มีน า้หนักโมเลกุลต ่า สามารถละลายในน า้ได้ ทนความร้อนได้สูง มีค่า pKa 

เท่ากับ 6.04 ของวง imidazole และ 9.75 ของปลาย NH2 แสดงโครงสร้างดงัภาพประกอบ 3       
(ยพุิน สงัวรินทะ; และคณะ. 2537: 262) 
 

 
 

ภาพประกอบ 3 โครงสร้างของฮีสตามีน 
 
 ฮีสตามีนถกูค้นพบในปี ค.ศ. 1910 ฮีสตามีนท่ีมีอยู่ในร่างกายเกิดจากปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเล
ชนัของกรดอะมิโนฮีสติดีน ด้วยเอนไซม์ฮีสติดีน ดีคาร์บอกซิเลส (histidine decarboxylase; HDC)    
ท่ีมี pyridoxal-5'-phosphate หรือวิตามินบี 6 เป็นโคเอนไซม์ ใน mast cell และเกิดการสลาย 
ฮีสตามีนโดยปฏิกิริยาเมทีลเลชัน ด้วยเอนไซม์ฮีสตามีนเอน-เมธิลทรานสเฟอเรส (histamine N-
methyltransferase; HNMT) ได้เป็นเอน-เมธิลฮีสตามีน (N-methyl-histamine) และเกิดปฏิกิริยา 
oxidative deamination ด้วยเอนไซม์ไดเอมีน ออกซิเดส (diamine oxidase; DAO) ได้เป็นกรด 
imidazole acetic acid ดงัภาพประกอบ 4 นอกจากนีย้งัสามารถรับสารฮีสตามีนได้จากอาหารท่ีมี 
การปนเปือ้นฮีสตามีน โดยเฉพาะ ปลา ผลิตภัณฑ์จากปลา และอาหารทะเล เป็นต้น โดยฮีสตามีน    
ในปลาหรืออาหารทะเล จะมีปริมาณเพิ่มสงูขึน้เม่ือปลาหรืออาหารทะเลเกิดการเน่าเสียจากจลุินทรีย์ท่ี
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ปนเปือ้น ถ้าร่างกายได้รับฮีสตามีนมากเกินพอ จนเอนไซม์ DAO หรือ HMNT ไม่สามารถสลาย      
หรือก าจดัฮีสตามีนได้หมด จึงท าให้ฮีสตามีนในร่างกายเกิดการสะสมมากขึน้จนเกิดการเป็นพิษของ
ฮีสตามีน (Laura; & Natalija. 2007:1185-1196) 
 

 
 

ภาพประกอบ 4 กระบวนการเมตาบอลิซมึของฮีสตามีนในร่างกาย 
 

 ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Laura; & Natalija. (2007: 1185-1196). 
 
 ฮีสตามีนท าหน้าท่ีเป็นสารส่ือประสาทส่วนกลาง สามารถพบฮีสตามีนได้ใน thalamus 
hypothalamus และบางบริเวณของ cerebellum และ forebrain โดยมีบทบาทในการตอบสนองของ
แอนตีบ้อดีท่ี้ส าคัญในการเกิดภาวะภูมิแพ้ และกระตุ้ นปลายประสาทรับความรู้สึกท่ีท าให้เกิด
ความรู้สกึเจ็บปวดและคนั 
 เม่ือฮีสตามีนในร่างกายมีปริมาณมากเกินไป ฮีสตามีนจะกระจายเข้าสู่ร่างกายตามระบบ
ไหลเวียนเลือด ส่งผลให้หลอดเลือดเกิดการขยายตวั เกิดการบวมน า้ ซึ่งถ้าอาการเหล่านีเ้กิดขึน้กับ
หลอดเลือดบริเวณผิวหนงัจะแสดงอาการเกิดรอยแดง (flush) เกิดผ่ืนแดง(flare) และเกิดเป็นผ่ืนนูน
(wheal) นอกจากนีย้งัส่งผลให้ความดนัโลหิตต ่า เกิดลมพิษ จนถึงขัน้ช็อกจากภาวะความดนัโลหิตต ่า
มาก (histamine shock)  
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 ฮีสตามีนมีฤทธ์ิโดยตรงต่อหัวใจ เพิ่มแรงในการบีบตัวและอัตราการเต้นของหัวใจ             
เม่ือร่างกายได้รับฮีสตามีนในปริมาณมากเกินไปท าให้เกิดภาวะหัวใจเต้นเสียจังหวะได้ ซึ่งอาการ
เหลา่นีเ้ป็นอาการท่ีจะเกิดขึน้กบัคนท่ีมีอาการแพ้อาหารทะเล (ยพุิน สงัวรินทะ; และคณะ. 2537: 262-
268) 
 
แหล่งท่ีพบฮีสตามีน 
 สารฮีสตามีนสามรถพบได้มากในผลิตภัณฑ์ปลา น า้ปลา และอาหารทะเล นอกจากนีมี้
รายงานพบฮีสตามีนในอาหารหมกัดองหลายชนิด เช่น เนยแข็ง (cheese) ไวน์ (wine) และกะหล ่าปลี
ดอง (sauerkraut) เป็นต้น ซึ่งมีรายงานว่า จลุินทรีย์ในกลุ่ม lactic acid bacteria และจลุินทรีย์ทนเค็ม
บางชนิดในอาหารหมกัดอง เป็นสาเหตทุ าให้เกิดการปนเปือ้นของฮีสตามีนในอาหารมีปริมาณมากขึน้  
จากรายงานของ Visciano, P. และคณะ แสดงให้เห็นว่าในปลาชนิดต่างๆมีการปนเปือ้นฮีสตามีน     
ดงัตาราง 2 
 
ตาราง 2 ปริมาณฮีสตามีนในปลาสด 
 

ปลา ปริมาณฮีสตามีน (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 
ปลาทนูา่ 
ปลาแมกเคอเรล 
ปลาซาร์ดีน 
ปลาแซลมอน 

114 
2123 
1106 
255 

ปลากะตกั 1465 

 
 ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Visciano; et al. (2012: 188). 
 
 ปัจจบุนัหลายประเทศให้ความส าคญักบัปริมาณฮีสตามีนในอาหาร โดยใช้เป็นข้อก าหนดตวั
บง่ชีท่ี้บง่บอกถึงคณุภาพของปลาและผลิตภณัฑ์จากปลา การก าหนดปริมาณสารฮีสตามีนในปลาและ
ผลิตภัณฑ์จากปลาท่ียอมรับได้จะมีความแตกต่างกันตามชนิดของปลา และในแต่ละประเทศมีการ
ก าหนดให้มีปริมาณฮีสตามีนได้ในปริมาณท่ีแตกตา่งกนั แตไ่มเ่กิน 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
ข้อก าหนดบง่ชีค้ณุภาพของปลาและผลิตภณัฑ์จากปลาแตล่ะชนิด มีดงันี ้
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 1. ปลาทูน่า สคอมบริดี (Scombridae) ปลาทู ปลาหลังเขียว และปลาซาบะ ในประเทศ
ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ และอิสราเอล ก าหนดให้สามารถตรวจพบปริมาณสารฮีสตามีนได้ไม่เกิน 200 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร ประเทศแคนาดา และประเทศในเครือสหภาพยโุรป ก าหนดให้สามารถตรวจพบได้ไม่
เกิน 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ประเทศสหรัฐอเมริกา ก าหนดให้สามารถตรวจพบได้ไม่เกิน 50 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร 
 2. ปลาทนู่า ปลาแซลมอน ปลาท ูและปลาเฮอร์ริง ในประเทศญ่ีปุ่ นก าหนดให้สามารถตรวจ
พบได้ไมเ่กิน 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 3. ปลากะตกัตากแห้ง และปลาทนูา่ตากแห้ง ทกุประเทศก าหนดให้สามารถตรวจพบได้ไม่
เกิน 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 4. น า้ปลา ทกุประเทศก าหนดให้สามารถตรวจพบได้ไมเ่กิน 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
 5. ปลานึง่ ทกุประเทศก าหนดให้สามารถตรวจพบได้ไมเ่กิน 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
(อ าพรรณ ชยักลุเสรีวฒัน์. 2556: 1-8) 
 การบริโภคปลาจะได้รับสารทอรีนท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกาย แต่ในขณะเดียวกันอาจได้รับ
สารพิษฮีสตามีนเข้าไปพร้อมกนั ซึ่งการวิเคราะห์สารทอรีน และฮีสตามีนพร้อมกนั ต้องท าการเตรียม
เป็น สารอนพุนัธ์เพ่ือให้สามารถน าไปตรวจวดัด้วยอลัตราไวโอเลต-วิสิเบิล (UV-visible detector) หรือ
ตรวจวดัฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescence detector) ได้  ดงันัน้ขัน้ตอนการเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์จึงเป็น
ขัน้ตอนส าคญัในการวิเคราะห์ปริมาณ  เน่ืองจากส่งผลให้ความไวในการตรวจวดั (sensitivity) สูงขึน้ 
ความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) สูงขึน้ เวลาในการวิเคราะห์ลดลง และความสามารถในการแยก
สารดีขึน้ 
 สารท่ีใช้เตรียมอนุพันธ์ในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีน เช่น ออร์โท-พทาล       
อลัดีไฮด์ (o-phathalaldehyde; OPA) แดนซิลคลอไรด์ (dansyl chloride; DNS-Cl) และฟลอูอเรสคา
มีน (fluorescamine) เป็นต้น พบว่าสารอนุพนัธ์แต่ละชนิดมีคณุสมบตัิตา่งกัน และท าปฏิกิริยาได้กับ
กรดอะมิโน เอมีน ลักษณะการเกิดสารอนุพันธ์ของแดนซิลคลอไรด์ ออโท-พทาลอัลดีไฮด์ และ     
ฟลอูอเรสคามีน แสดงดงัภาพประกอบ 5  
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ภาพประกอบ 5 การเกิดสารอนพุนัธ์ของกรดอะมิโนกบั (1) DNS-Cl (2) Fluorescamine 
       (3) OPA 
 
 จากลักษณะการเกิดสารอนุพันธ์ของกรดอะมิโน พบว่าสารอนุพันธ์แต่ละชนิดมีข้อดีและ
ข้อเสียท่ีแตกตา่งกนั โดยแดนซิลคลอไรด์ มีข้อเสียคือ สารอนพุนัธ์ท่ีได้ไม่มีความเสถียร และการเตรียม
อนุพนัธ์ต้องใช้ความร้อนและใช้เวลานาน และฟลอูอเรสคามีนเป็นสารท่ีใช้เตรียมอนุพนัธ์กับเอมีนได้
ง่าย ใช้เวลาในการท าอนุพนัธ์น้อยเช่นเดียวกับออโท-พทาลอลัดีไฮด์ แต่สารอนุพนัธ์ท่ีได้จะให้ความ
ว่องไวในการตรวจวดั และความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ท่ีต ่า ส าหรับออโท-พทาลอลัดีไฮด์เป็นสารท่ีใช้
เตรียมอนพุนัธ์กบัเอมีนได้ง่าย ใช้เวลาในการท าอนพุนัธ์น้อย และสารอนพุนัธ์ท่ีได้จะให้ความว่องไวใน
การตรวจวดัสงู (Shifen; et al. 2002: 251-267) แสดงดงัตาราง 3 
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ตาราง 3 เปรียบเทียบสารท่ีใช้เตรียมอนพุนัธ์ 
 

 OPA  Dansyl-Cl  Fluorescamine  

เวลาในการท าอนพุนัธ์ (นาที)  < 1  30  ทนัที  

ขัน้ตอนการเตรียมสารอนพุนัธ์  ง่าย  ซบัซ้อน  ซบัซ้อน  

การตรวจวดั  ฟลอูอเรสเซนต์ ฟลอูอเรสเซนต์ ฟลอูอเรสเซนต์ 

ความไวในการตรวจวดั  เฟมโตโมล  พิโคโมล  พิโคโมล 

ความแมน่ย า  สงูมาก  สงู สงู 

 
 ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Shifen; et al. (2002: 251-267) 
 
งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน 
 ในปี ค.ศ. 1957 โซกะ และ อาโอโนะ (Soga; & Aono. 1957) ได้พฒันาวิธีวิเคราะห์ทอรีนใน 
ผลิตภณัฑ์เสริมอาหารด้วยเทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตรี ซึ่งวิธีวิเคราะห์นีเ้ป็นการตรวจวดัทอรีนโดยท า
การเตรียมอนพุนัธ์กบัสาร 2,4-ไดไนโตรฟลอูอโรเบนซีน (2, 4-dinitrofluorobenzene; 2, 4-DNFB) ให้
คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงสุด 358 นาโนเมตร โดยพบว่าวิธีท่ีพฒันาขึน้มีความไวในการ
ตรวจวดัท่ีสงู และมีคา่ร้อยละการคืนกลบัอยูท่ี่ 94.7–100.4 
 ในปี ค.ศ. 1994 โพลานแวร์ และคณะ (Polanuer; et al. 1994: 81-85) ได้พฒันาวิธีวิเคราะห์
ปริมาณทอรีนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  เพ่ือน าไปตรวจวัดในตวัอย่างปลา   
โดยเตรียมทอรีนเป็นสารอนพุนัธ์ด้วยไดไนโตรฟีนิล (dinitrophenyl; DNP) และตรวจวดัด้วยยวีู-วิสิเบิล 
พบว่า วิธีวิเคราะห์นีมี้ค่าของขีดจ ากดัต ่าสุดท่ีสามารถตรวจวดัได้ 10 พิโคโมล และในตวัอย่างปลามี
ปริมาณทอรีน 1350 มิลลิกรัมตอ่ลิตร มีคา่ร้อยละการคืนกลบัอยูท่ี่ 100  
 ในปี ค.ศ. 1994 วอเตอร์ฟิลด์ (Waterfield. 1994: 37-45.) ได้ท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
ทอรีนในตวัอย่างทางชีวภาพ ได้แก่ ปัสสาวะ น า้เหลือง เนือ้เย่ือ และตบั ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงโดยใช้กลไกการแยกแบบรีเวิร์สเฟส ใช้วัฏภาคเคล่ือนท่ีเป็นสารละลาย
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟสบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ pH 5.4 ในเมทานอลและน า้ 
อตัราส่วน 43:57 โดยปริมาตร ขัน้ตอนการเตรียมตวัอย่างได้ท าการสกดัทอรีนออกจากตวัอย่างทาง
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ชีวภาพด้วย Ion-exchange resins จากนัน้เตรียมทอรีนเป็นสารอนุพนัธ์ด้วยสารออร์โท-พทาลอลัดี
ไฮด์/2-เมอร์แคปโตเอทานอล (o-phthalaldehyde/2-mercaptoethanol; OPA/2-ME) แล้วท าการ
ตรวจวดัด้วยฟลอูอโรโฟโตมิเตอร์ พบวา่วิธีวิเคราะห์นีส้ามารถตรวจวดัปริมาณทอรีนได้ถึง 0.5 พิโคโมล 
มีคา่ร้อยละการคืนกลบัอยูท่ี่ 99.59 
 ในปีค.ศ. 2002 ชิเฟน และคณะ (Shifen; et al. 2002: 251–267) ได้ท าการเปรียบเทียบสาร
ท่ีใช้เตรียมอนพุนัธ์กบัทอรีน ก่อนน าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิดโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ได้แก่ 
ออโท-พทาลอลัดีไฮด์ แดนซิลคลอไรด์ และฟลอูอเรสคามีน ซึ่งสารอนพุนัธ์แตล่ะตวัมีคณุสมบตัิตา่งกนั 
โดยแดนซิลคลอไรด์มีข้อเสีย เน่ืองจากแดนซิลคลอไรด์เป็นรีเอเจนต์ท่ีไม่มีความจ าเพาะ สามารถท า
ปฏิกิริยากบักรดอะมิโนได้ทุกตวั เช่น เอมีน แอมโมเนีย และกรดอะมิโนอิสระ รวมทัง้สารอนุพนัธ์ท่ีได้  
ไม่มีความเสถียร มีความไวตอ่แสง อีกทัง้การเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์ต้องใช้ความร้อนและใช้เวลานาน 
ส าหรับฟลอูอเรสคามีน และออโท-พทาลอลัดีไฮด์เป็นสารท่ีใช้เตรียมอนพุนัธ์กบัทอรีน และเอมีนได้ง่าย 
ใช้เวลาในการท าอนพุนัธ์น้อย  แต่สารอนพุนัธ์ของออโท-พทาลอลัดีไฮด์ท่ีได้จะให้ความว่องไวในการ
ตรวจวดัสงูกวา่ฟลอูอเรสคามีน และให้คา่ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ท่ีดีกวา่ 
 ในปีค.ศ. 2004 คาตาล์ดิ และคณะ (Cataldi; et al. 2004: 626-630) ได้ท าการวิเคราะห์
ปริมาณทอรีนในไข่ขาว ไข่แดง น า้เหลือง ปัสสาวะและในเคร่ืองด่ืมชูก าลงัด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงูชนิดแลกเปล่ียนประจลุบและตรวจวดัด้วยแอมเพอโรมิเตอร์ พบว่าในไข่ขาวและ
ไขแ่ดงมีปริมาณทอรีน 98 และ 750 ไมโครกรัมตอ่100 กรัม น า้เหลืองและ ปัสสาวะมีปริมาณทอรีน 98 
และ 1200 ไมโครโมลต่อลิตร และในเคร่ืองด่ืมชูก าลังมีปริมาณทอรีน 4.06 กรัมต่อลิตร  อีกทัง้วิธี
วิเคราะห์นีมี้ข้อดีคือ สามารถวิเคราะห์ปริมาณทอรีนได้อย่างถกูต้อง รวดเร็ว โดยไม่ต้องเตรียมเป็นสาร
อนพุนัธ์ 
 ในปี ค.ศ. 2006 เชน และคณะ (Chen; et al. 2006: 169-175) ได้พฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ
ทอรีนและวิตามินละลายน า้ 10 ชนิด พร้อมกันในตัวอย่างอาหารเสริม โดยใช้เทคนิค high 
performance liquid chromatography/electrospray ionization-mass spectrometry (HPLC/ESI-
MS) พบว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้สามารถวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและวิตามินละลายน า้ได้อย่างมี
ความจ าเพาะเจาะจง และมีความไวสูง มีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดในการตรวจวดัอยู่ท่ี  1.00 ไมโครกรัมต่อ
ลิตร มีคา่ของขีดจ ากดัต ่าสดุในการวิเคราะห์ปริมาณอยู่ท่ี 5.00 ไมโครกรัมตอ่ลิตร มีคา่ร้อยละการคืน
กลบัอยูท่ี่ 98.3–102 และความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ (%RSD) อยูท่ี่ 1.13 
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 ในปีค.ศ. 2007 กอร์มเลย์ และคณะ (Gormley; et al. 2007: 837–842) ได้ศึกษาปริมาณ
ทอรีนในเนือ้ปลาสด และปลาท่ีผ่านกระบวนแปรรูป โดยศกึษาผลของอณุหภูมิในการเก็บปลา พบว่า
ทอรีนสามารถถกูย่อยได้ด้วยเอนไซม์ และแบคทีเรียในปลาระหว่างการเก็บ แตก่ารเก็บปลาท่ีอณุหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสจะไมเ่กิดการยอ่ยสลายของทอรีนในปลา และจากการศกึษาปริมาณทอรีนในเนือ้ปลา
ท่ีผ่านกระบวนแปรรูป พบว่ากระบวนการแปรรูปเนือ้ปลาท่ีส่งผลต่อปริมาณทอรีนน้อยท่ีสุดคือ
กระบวนการยา่ง ให้ความร้อนจากไมโครเวฟ และนึง่ ตามล าดบั 
 ในปีค.ศ. 2008 แป็บป้า และคณะ (Pappa-Louisi; et al.  2008: 1434-1447) ได้ศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์สารมาตรฐานของ กรดอะมิโนทอรีน อาร์จินีน (arginine) 
แอสพาราจีน (asparagine) กลูตามีน (glutamine) เซอรีน (serine) แอสปาติก (aspartic) กลูตามิค 
(glutamic)   ทรีโอนีน (threonine) อะลานีน (alanine) กาบา (GABA) เมทไทโอนีน   วาลีน (valine) 
ทริปโตแฟน (tryptophan) ฟีนิลอะลานีน (phenylanine) ไอโซลิวซีน (isoleucine) ลิวซีน (leucine) 
ไกลซีน (glycine) และโดปามีน (dopamine) ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง       
โดยเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์กบั OPA/2-ME แล้วท าการตรวจวดัด้วยฟลอูอโรโฟโตมิเตอร์ และตรวจวัด
ทางเคมีเชิงไฟฟ้า (electrochemical detector) พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกทอรีนออกจาก
กรดอะมิโนตวัอ่ืนๆ เป็นดงันี ้ใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ี pH 5 ตอ่อะซิโตไน
ไตรล์ในอตัราสว่น 80:20 โดยปริมาตร อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที ภายใต้
ระบบเกรเดียนท์ (gradient) และใช้อุณหภูมิของคอลัมน์ท่ี 30 องศาเซลเซียส ซึ่งจากการตรวจ
วิเคราะห์ด้วยสภาวะดงักลา่วสามารถแยกกรดอะมิโนทัง้หมดได้ภายในเวลา 20 นาที 
 ในปีค.ศ. 2008 ซาวาบี ้และคณะ (Sawabe; Tagami; & Katsuhiro. 2008: 661–664) ได้ท า
การพฒันาวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในเคร่ืองดื่มชกู าลงั ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
โดย เต รียมทอ รีน เ ป็นสารอนุพัน ธ์ ด้วย  4-ฟลูออ โร -7-ไน โตร เบน โซฟู ราแซน  ( 4-fluoro-7-
nitrobenzofurazan; NBD-F) ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ก่อนเข้าสู่คอลมัน์   
ออกตะเดซิล ไซเลน (octadecyl silane; ODS) ท่ีใช้เตตระบิวทิลแอมโมเนียม โบรไมด์ 
(tetrabutylammonium bromide) เป็นเคาเตอร์ไอออน (counter ion) ท าหน้าท่ีแลกเปล่ียนไอออน 
โดยท่ีไมจ่ าเป็นต้องใช้คอลมัน์แลกเปล่ียนไอออน (Ion-exchange column) ท่ีมีราคาแพง และตรวจวดั
ด้วยยวีู-วิสิเบิลท่ีความยาวคล่ืน 470 นาโนเมตร พบว่า วิธีท่ีพฒันาขึน้สามารถวิเคราะห์ปริมาณทอรีน
ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมชูก าลงั 5 ชนิดได้ ซึ่งตรวจพบมีปริมาณทอรีน 932-3153 มิลลิกรัมต่อ 100 
มิลลิลิตร มีคา่ร้อยละการคืนกลบัอยู่ท่ี 98.2–99.9 และความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ (%RSD) อยู่ท่ี 0.3-
0.5 

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%97%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1


19 

 ในปีค.ศ. 2011 แวงและคณะ (Wang; et al. 2011: 537-542) ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณ
ทอรีนในตวัอยา่งทางชีวภาพ เชน่ พลาสมา (plasma) ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู
และตรวจวดัด้วยฟลูออโรโฟโตมิเตอร์ โดยเตรียมเป็นสารอนุพนัธ์กับ 4-ฟลูออโร-7-ไนโตรเบนโซฟูรา
แซน พบว่าในตวัอย่างพลาสมาของคนและหนูมีปริมาณทอรีน 37.6 และ 263 ไมโครโมลต่อลิตร 
ตามล าดบั อีกทัง้ยงัสามารถน าวิธีวิเคราะห์นีไ้ปประยกุต์ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตวัอย่าง
ทางชีวภาพอ่ืนๆอีกได้ 
 ในปีค.ศ. 2013 ลูคสั และคณะ (Lukas; et al. 2013: 363–373) ได้ศึกษาการเกิดเป็น
สารประกอบเชิงซ้อนของทอรีนท่ีเกิดจากสารอนุพนัธ์ของทอรีนกับฟีนอลและโซเดียม ไฮโปคลอไรท์ 
และสารอนุพันธ์ของทอรีนกับโซเดียม ไฮโปโบรไมท์ แล้วตรวจวัดด้วยเทคนิคสเปกโทรโฟโตเมตรี       
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี พบว่าสารประกอบ
เชิงซ้อนของทอรีน-โบรมามีน เกิดเป็นสารสีเหลือง ให้ค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงสุด 332  
นาโนเมตร และสารประกอบเชิงซ้อนของทอรีน-ฟีนอล-ไฮโปคลอไรท์ เกิดเป็นสารสีน า้เงิน ให้ค่าการ
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนสูงสุด 630 นาโนเมตร ซึ่งเหมาะสมส าหรับในการน าไปตรวจวิเคราะห์ 
ทอรีน 
 ในปี ค.ศ. 2014 ดราแกนอฟ์ และคณะ (Draganov; et al. 2014: 123-126) ได้พฒันาวิธี
วิเคราะห์ปริมาณทอรีนและประเมินประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ในเคร่ืองด่ืมชูก าลังด้วยเทคนิค 
สเปกโทรโฟโตเมตรี โดยท าอนพุนัธ์กบัสารนินไฮดริน (ninhydrin) เกิดเป็นสารท่ีให้สีฟ้าหรือสีม่วง และ
ตรวจวดัด้วยอลัตราไวโอเลต-วิสิเบิลท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร พบว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้
สามารถวิเคราะห์ปริมาณทอรีนได้อยา่งมีประสิทธิภาพและมีความจ าเพาะเจาะจง มีคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุ
ในการตรวจวัดอยู่ท่ี 140 ไมโครกรัม มีค่าของขีดจ ากัดต ่าสุดในการวิเคราะห์ปริมาณอยู่ท่ี 1400 
ไมโครกรัม  มีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ ท่ี 98.3–102 และความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ (%RSD)           
อยูท่ี่ 1.44 
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ตาราง 4 การวิเคราะห์ปริมาณทอรีนในตวัอยา่ง 
 

ตัวอย่าง ตัวท าละลายใน

การสกัด

ตัวอย่าง 

สารที่ใช้เตรียม

อนุพันธ์ 

วิธีวิเคราะห์ ผู้วิเคราะห์ 

ผลิตภณัฑ์อาหาร
เสริม 

น า้ 2, 4-DNFB UV-Visible Soga; & Aono 

ปลา น า้ร้อน DNP HPLC Polanuer; et al. 
ปัสสาวะ 
น า้เหลือง ตบั 
เนือ้เย่ือ 

- OPA/2-ME 
Ion 
chromatography 

Waterfield. 

อาหารเสริม น า้ - HPLC/ESI-MS Chen; et al. 

เคร่ืองด่ืมชกู าลงั น า้ NBD-F HPLC 
Sawabe; 
Tagami; & 
Katsuhiro. 

พลาสมา อะซิโตไนไตรล์ NBD-F HPLC Wang; et al. 
 
งานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับการวิเคราะห์ปริมาณฮีสตามีน 
 ในปี ค.ศ. 1998 วาเลอเรีย และ  คลาวเดีย (Valeria; & Claudia.1998: 241–245.) ได้ท าการ
ตรวจวิเคราะห์ฮีสตามีน และฮีสติดีนพร้อมกันในตวัอย่างทูน่ากระป๋อง โดยท าการสกัดตวัอย่างทูน่า
ด้วยสารละลายกรดไตรคลอโรแอซิติก (trichloroacetic acid; TCA) แล้วท าการตรวจวดัด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูโดยใช้วิธี 2 วิธี วิธีแรกท าการตรวจวดัด้วยอลัตราไวโอเลต-วิสิเบิล 
ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร พบว่าเป็นวิธีวิเคราะห์ท่ีง่ายและใช้เวลาในการวิเคราะห์รวดเร็ว          
วิธีท่ีสองท าการเตรียมฮีสตามีน และฮีสติดีนเป็นสารอนุพันธ์ด้วยออโท-พทาลอลัดีไฮด์ แล้วท าการ
ตรวจวัดด้วยฟลูออโรโฟโตมิเตอร์ พบว่าขัน้ตอนการเตรียมเป็นสารอนุพันธ์จะมีผลต่อช่วงความมี
เส้นตรง (linearity) และความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ในการท าซ า้ (reproducibility) เน่ืองจากอนุพันธ์
ของสารออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์นัน้ไม่เสถียร แต่การเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์มีข้อดีคือ ช่วยท าให้การแยก
ฮีสตามีน และ  ฮีสตดีินได้ดี สารอนพุนัธ์ท่ีได้จะให้ความวอ่งไวในการตรวจวดัสงู 
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 ในปี ค.ศ. 2001 ชาคิลา และ คณะ (Shakila; et al. 2001: 255–259) ได้ท าการตรวจ
วิเคราะห์สารกลุ่มไบโอจีนิกเอมีนในปลาและผลิตภัณฑ์จากปลา โดยท าการเปรียบเทียบระหว่าง        
2 เทคนิค ดงันี ้เทคนิคทางโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (TLC) โดยใช้สารละลายผสมคลอโรฟอร์มและ
ไตรเอทิลลามีนเป็นวฏัภาคเคล่ือนท่ี ซึ่งใช้เวลาในการแยกตวัอย่างทัง้หมด 24 ตวัอย่างในเวลา 30-40 
นาที และเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยเตรียมเป็นสารอนพุนัธ์ด้วยแดนซิลคลอไรด์ 
แล้วท าการตรวจวัดด้วยยูวี-วิสิเบิลท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร ซึ่งใช้เวลาในการแยก 30 นาที 
พบว่า เทคนิค TLC สามารถตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างหลายชนิดพร้อมกันได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งสามารถ
น ามาใช้ในอุตสาหกรรมปลาในการตรวจสอบสารกลุ่มไบโอจีนิกเอมีนได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
โดยเฉพาะสารพิษฮีสตามีน  พิวเทรสซีน (putrescine) และคาร์ดาเวรีน (cadaverine) 
 ในปี ค.ศ. 2003 ดวัอ์เบล และ คณะ (Douabalé; et al. 2003: 581-590) ได้ท าการศึกษา
ปฏิกิริยาของฮีสตามีนกับออโท-พทาลอัลดีไฮด์ โดยศึกษาการดูดกลืนแสง และการวาวแสงจาก
สเปกตรัมการดดูกลืนแสง พบว่าฮีสตามีนท าปฏิกิริยากบัออโท-พทาลอลัดีไฮด์ ในอตัราส่วน 1:1 จาก
สเปกตรัมการคายแสง พบวา่การวาวแสงของสารอนพุนัธ์จะลดลงในสภาวะกรด และจะเพิ่มมากขึน้ใน
สภาวะเบสแต่สารอนุพันธ์ท่ีได้ไม่มีความเสถียร แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาจลนศาสตร์ของสาร
อนุพนัธ์ฮีสตามีนกับออโท-พทาลอลัดีไฮด์ในสภาวะเบสกับค่าการวาวแสง พบว่าให้คา่ความสมัพนัธ์
เชิงเส้นท่ีดี 
 ในปี ค.ศ. 2008 โครอส และคณะ (Koros; et al. 2007: 46–55) ได้ท าการตรวจวดักรด     
อะมิโน และไบโอจีนิกเอมีนในเนยแข็ง ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ระบบ          
เกรเดียนท์ โดยท าการสกัดด้วยสารละลายกรดเปอร์คลอริก (HClO4) แล้วท าการเตรียมเป็นสาร
อนุพัน ธ์ ด้วยสารออร์โท-พทาลอัลดีไฮด์  อี เธนไทออล 9-ฟลูออรีนิล เมทิล  คลอโรฟอร์ เมต                    
(o-phthalaldehyde-ethanethiol-9-fluorenylmethyl chloroformate; OPA/ET/FMOC) จากนัน้ท า
การตรวจวดัด้วยฟลอูอโรโฟโตมิเตอร์ และยวีู-วิสิเบิล พบว่าสามารถตรวจวดักรดอะมิโน 21 ชนิด และ
สารไบโอจีนิกเอมีน 9 ชนิด ได้พร้อมกนั และมีความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ (%RSD) น้อยกวา่ 3.49 
 ในปี ค.ศ. 2011 เซล์ฟ และ คณะ (Self; et al. 2011: 5906–5913) ได้ท าการตรวจวิเคราะห์
ปริมาณสารไบโอจีนิกเอมีน 8 ชนิด ฮีสตามีน คาร์ดาเวรีน ฟีนิลเอทิลลามีน (phenylethylamine)      
พิวเทรสซีน ทริปตามีน (tryptamine) ไทรามีน (tyramine) แอกมาทีน (agmatine) และ กรดยโูรคานิค 
(urocanic acid) ในทนู่ากระป๋อง และปลาทนู่าแช่แข็ง โดยท าการสกัดด้วยวิธี matrix solid-phase 
dispersion ซึ่งใช้ CN-silica เป็นวฏัภาคของแข็งในการดดูซบั และใช้สารละลายแอมโมเนีย ฟอร์เมต
บัฟเฟอร์ และอะซิโตไนไตรล์เป็นตัวชะ แล้วท าการแยกสารด้วยเทคนิค ultrahigh-performance 
hydrophilic interaction chromatography (UHPLC-HILIC) และท าการตรวจวดัด้วยแมสสเปกโทร 
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เมตรี พบวา่วิธีท่ีพฒันาขึน้มีความเหมาะสมส าหรับในการน าไปวิเคราะห์ปริมาณสารไบโอจีนิกเอมีนใน
ตวัอยา่งอาหารท่ีมีสารรบกวนมาก 
 ในปี ค.ศ. 2011 ทาเมาซิ และ คณะ (Tahmouzi; et al. 2011: 756–761) ได้ท าการพฒันาและ
ทดสอบประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ปริมาณฮีสตามีนในปลาทูน่า ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู โดยท าการเตรียมฮีสตามีนเป็นสารอนพุนัธ์ด้วยออโท-พทาลอลัดีไฮด์แล้วท าการ
ตรวจวัดด้วยฟลูออโรโฟโตมิเตอร์ พบว่าวิธีท่ีพัฒนาขึน้สามารถวิเคราะห์ปริมาณฮีสตามีนได้อย่าง
รวดเร็ว มีความไวสงูในการตรวจวดั และมีความจ าเพาะเจาะจง โดยมีคา่ของขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถ
ตรวจวดัได้ และคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุท่ีสามารถวิเคราะห์ได้ มีคา่เท่ากบั 1.5 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม และ 4.5 
มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม ตามล าดบั และมีคา่ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์ (%RSD) เทา่กบั 1.35  
 ในปี ค.ศ. 2012 ซากราตินี และคณะ (Sagratini; et al. 2012: 537-543) ได้ท าการตรวจวดั
สารกลุ่มไบโอจีนิกเอมีพร้อมกันในปลา โดยมีขัน้ตอนการเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิคการสกัดด้วย     
ตัวดูดซับของแข็ง และท าการตรวจวัดด้วยเทคนิค liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry พบว่าวิธีวิเคราะห์นีมี้ข้อดีคือ ไม่ต้องท าการเตรียมเป็นสารอนุพนัธ์ สามารถวิเคราะห์
ปริมาณสารกลุ่มไบโอจีนิกเอมีน 8 ชนิดได้พร้อมกัน มีความไวสูงในการตรวจวัด มีความจ าเพาะ
เจาะจง มีคา่ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์สงู 
 ในปี ค.ศ. 2013 เยซูดฮาสัน และ คณะ (Yesudhason; et al. 2013: 777-783) ได้ท าการ
ตรวจวดัฮีสตามีนในปลาวงศ์ Scombroid และปลาอ่ืนๆ ประเภทสด และผลิตภัณฑ์จากปลา ได้แก่ 
ปลาแช่แข็ง ปลากระป๋อง และปลาแห้ง ในประเทศโอมาน ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง ท าการเตรียมฮีสตามีนเป็นสารอนุพนัธ์ด้วยออโท-พทาลอัลดีไฮด์ แล้วท าการตรวจวัด 
ด้วยฟลูออโรโฟโตมิเตอร์ พบว่าในตวัอย่างปลาสด ปลาแช่แข็ง ปลากระป๋อง และปลาแห้งมีปริมาณ
ฮีสตามีน ดงันี ้2.6, 5.8, 3.1 และ 104 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั ซึ่งในปลาแห้งมีปริมาณ   
ฮีสตามีนมากกว่าท่ีองค์กร The United States Food and Drug Administration (FDA) และ 
European Union (EU) ได้ก าหนดไว้ 
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ตาราง 5 การวิเคราะห์ปริมาณฮีสตามีนในตวัอยา่ง 
 

ตัวอย่าง ตัวท าละลายใน

การสกัด

ตัวอย่าง 

สารที่ใช้เตรียม

อนุพันธ์ 

วิธีวิเคราะห์ ผู้วิเคราะห์ 

ทนูา่กระป๋อง TCA OPA HPLC 
Valeria; & 
Claudia 

ปลา และปลา 
แปรรูป 

TCA DSN-Cl TLC/HPLC Shakila; et al. 

เนยแข็ง HClO4 OPA/ET/FMOC HPLC Koros; et al. 

ทนูา่กระป๋อง และ
ปลาทนูา่แชแ่ข็ง 

matrix solid-
phase 
dispersion 

- UHPLC-HILIC Self; et al. 

ปลาทนูา่ TCA OPA HPLC Tahmouzi; et al. 
ปลาวงศ์
Scombroid และ
ผลิตภณัฑ์จาก
ปลา 

TCA OPA HPLC 
Yesudhason; et 
al. 

 
 เน่ืองจากยงัไมพ่บการรายงานวิจยัเก่ียวกบัการตรวจวดัสารทอรีนท่ีมีประโยชน์ และฮีสตามีนท่ี
เป็นตวับง่บอกความสดในตวัอยา่งปลาพร้อมกนั ดงันัน้ในงานวิจยันีผู้้ท าวิจยัจึงมีความสนใจน าเทคนิค
ทางเคมีวิเคราะห์มาใช้ในการตรวจวดัปริมาณสารทอรีน และฮีสตามีนพร้อมกนัในตวัอยา่งปลา 
 
 



บทที่ 3 
วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 
อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 
 1. อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในกำรวิจัย 
  - เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูและใช้ตวัตรวจวดัแบบเปลง่แสง  
  - (Fluorescence รุ่น HP 1100) จากบริษัท Hewlett-Packard 
  - คอลมัน์ C18 (SphereClone 5 µm ODS, ขนาด 250 x 4.60 mm) จากบริษัท Fortis 
  - เคร่ืองวดัฟลอูอเรสเซนต์ (Spectrofluorometer) รุ่น FP-6200 จากบริษัท JASCO 
  - เคร่ืองชัง่อยา่งละเอียด 4 ต าแหนง่ (Mettier Toledo รุ่น AB104S) จากบริษัท Mettler 
  - เคร่ืองผลิตน า้ปราศจากไอออนรุ่น LaboStar จากบริษัท Siemens 
  - เคร่ืองอลัตราโซนิค (Ultrasonic) จากบริษัท Mettler electronic  
  - เคร่ืองเขยา่ (Vortex) รุ่น Vortex-genie 2 จากบริษัท Scientific Industries 
  - เคร่ืองหมนุเหว่ียง (Centrifuge) รุ่น Zentrifugen EBA 8S จากบริษัท Hettich 
  - อา่งควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) จากบริษัท Memmert 
  - เคร่ือง pH meter จากบริษัท Mettier Toledo 
  - ไมโครปิเปตขนาด 10 100 และ 1000 ไมโครลิตร จากบริษัท Socorex 
  - ไซรินจ์ฟิลเตอร์ (Syringe filters) ชนิด PTFE (Polytetrafluoroethylene)  
ขนาด 0.45 ไมครอน จากบริษัท International Scientific 

 
 2. สำรเคมีที่ใช้ในกำรวิจัย 
  - กรดอะมิโนทอรีน (AR Grade) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
  - กรดอะมิโนซิสเทอีน (AR Grade) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
  - กรดอะมิโนเมธไทโอนีน (AR Grade) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
  - กรดอะมิโนไลซีน (AR Grade) จากบริษัท ACROSS 
  - ฮีสตามีนไดไฮโดรคลอไรด์ (AR Grade) จากบริษัท Fluka 
  - อะซิโตไนไตรล์ (HPLC Grade) จากบริษัท Carlo Erba 
  - เมทานอล (HPLC Grade) จากบริษัท Merck 
  - ออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์ (AR Grade ) จากบริษัท ACROS 
  - 2-เมอร์แคปโตเอทานอล (AR Grade ) จากบริษัท Merck  



25 

  - โซเดียมไฮดรอกไซด์ (AR Grade) จากบริษัท CARLO ERBA 
   - บอแรก (AR Grade) จากบริษัท APS Finechem 
  - โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (potassium di-hydrogen phosphate 
anhydrous) จากบริษัท Quality Reagent Chemical Product  
  - ไตรคลอโรแอซิตกิ (trichloroacetic acid) จากบริษัท CARLO ERBA  
  - โซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate anhydrous) จากบริษัท Quality Reagent 
Chemical Product 
 
 3. ตัวอย่ำงปลำ 
  ตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัยแบ่งเป็นตัวอย่างปลาทะเลและปลาน า้จืดท่ีมีขายทั่วไปตาม
ท้องตลาด ดงันี ้ 
  ตลาดห้วยขวาง 
   A1  ปลาโอ (Katsuwonus pelamis) 
   B1  ปลาท ู(Rastrelliger brachysoma) 
   C1  ปลาทบัทิม (Oreochromis niloticus) 
   D1  ปลาชอ่น (Channa striatus) 
  ตลาดปากน า้ 
   A2  ปลาโอ (Katsuwonus pelamis) 
   B2 ปลาท ู(Rastrelliger brachysoma) 
   C2  ปลาทบัทิม (Oreochromis niloticus) 
   D2  ปลาชอ่น (Channa striatus) 
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วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
กำรเตรียมสำรละลำย 
 1. เตรียมสารละลายมาตรฐานทอรีนเข้มข้น 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
   ชัง่สารมาตรฐานทอรีน 0.0100 กรัม ละลายด้วยน า้ปราศจากไอออน แล้วปรับปริมาตร
เป็น 100 มิลลิลิตรด้วยน า้ปราศจากไอออน เก็บใสใ่นขวดท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

 2. เตรียมสารละลายมาตรฐานฮีสตามีนเข้มข้น 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
  ชัง่สารมาตรฐานฮีสตามีน 0.0100 กรัม ละลายด้วยน า้ปราศจากไอออน แล้วปรับ
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรด้วยน า้ปราศจากไอออน เก็บใสใ่นขวดท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 3. เตรียมสารละลายมาตรฐานออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ 
  ชัง่ออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ 0.0500 กรัม ละลายด้วยเมทานอล 2.0 มิลลิลิตร เตมิ        
2-เมอร์แคปโตเอทานอล 40 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรด้วยสารละลายบอเรต
บฟัเฟอร์เข้มข้น 0.04 M (pH 9.5) เก็บในท่ีมืดท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ตอนที่ 1 กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมในกำรวิเครำะห์ปริมำณทอรีนและฮีสตำมีนโดยใช้
เทคนิคโครมำโทกรำฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

 1.1 ศึกษำควำมยำวคล่ืนของกำรกระตุ้น (ex) และควำมยำวคล่ืนของกำรเปล่งแสง 

(em) ที่เหมำะสมในกำรตรวจวัดทอรีนและฮีสตำมีนโดยเคร่ืองสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ 
  1.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานทอรีน ฮีสตามีน และสารละลายผสมทอรีน และ 
ฮีสตามีนท่ีความเข้มข้นละ 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
  1.1.2 ปิเปตสารละลายมาตรฐานทอรีน ฮีสตามีน และสารละลายผสมทอรีน และ  
ฮีสตามีน ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ปริมาตร 4.00 มิลลิลิตร ลงในแตล่ะหลอดทดลอง เตมิ
สารละลายมาตรฐานออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนัน้ผสมให้สารละลายเข้า
กนัด้วยเคร่ืองเขยา่ vortex เป็นเวลา 10 วินาที 
  1.1.3 น าสารอนพุนัธ์ท่ีเตรียมได้สแกนหาความยาวคล่ืนของการกระตุ้น และความยาว
คล่ืนของการเปลง่แสงด้วยเคร่ืองสเปกโทรฟลอูอโรมิเตอร์ บนัทกึคา่ท่ีได้ 
  1.1.4 เลือกความยาวคล่ืนของการกระตุ้น และความยาวคล่ืนของการเปลง่แสงท่ีเหมาะ 
สมในการตรวจวดัทอรีน ฮีสตามีน และสารละลายผสมทอรีน และฮีสตามีน 
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 1.2 ศึกษำอัตรำส่วนของวัฏภำคเคล่ือนท่ีที่เหมำะสม 
  1.2.1 ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสมทอรีน และฮีสตามีน ท่ีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลายมาตรฐานออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้สารละลายเข้ากนัด้วยเคร่ืองเขย่า Vortex เป็นเวลา 10 วินาที แล้วฉีด
เข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  
  ท าการศกึษาสภาวะโดยระบบของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ดดัแปลง
มาจากงานวิจยัของ Pappa-Louisi และคณะ (Pappa-Louisi; et al. 2008: 1434-1447) มีดงันี ้ 
  - คอลมัน์ C18 (250 mm×4.6 mm,.5 µm)  
  - ใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีเป็นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 4.8 เข้มข้น 0.02 โมลาร์ :  
อะซิโตไนไตรล์ 
  - อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที... 
  - ปริมาตรตอ่หนึง่ตวัอยา่งวิเคราะห์ท่ี 20 ไมโครลิตร 

  - ตรวจวดัสญัญาณโดยใช้ฟลอูอเรสเซนต์ดีเทคเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน ex 

และ em จากข้อ 1.1 

  1.2.2 ปรับอตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 4.8 เข้มข้น 
0.02 โมลาร์ : อะซิโตไนไตรล์ในชว่ง 65:35 ถึง 75:25 โดยปริมาตร 
   1.2.3 บนัทกึโครมาโทแกรมท่ีได้เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาอตัราสว่นวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะ 
สม 
 
 1.3 ศึกษำอัตรำกำรไหลของวัฏภำคเคล่ือนที่ที่เหมำะสม 
  1.3.1 ท าการทดลองซ า้ โดยใช้สภาวะของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูท่ี
ได้จากข้อ 1.2  

  1.3.2 ปรับอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีในชว่ง 0.6 มิลลิลิตรตอ่นาที จนถึง 1.2
มิลลิลิตรตอ่นาที 

  1.3.3 บนัทกึโครมาโทแกรมท่ีได้เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาอตัราการไหลวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ี
เหมาะสม 
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 1.4 ศึกษำหำ pH ที่เหมำะสมของวัฏภำคเคล่ือนท่ี 
  1.4.1 ท าการทดลองซ า้ โดยใช้สภาวะของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
ตามข้อ 1.3 
  1.4.2 เปล่ียนคา่ pH ของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ให้อยูใ่นชว่ง 4.6-5.8 

  1.4.3 บนัทกึโครมาโทแกรมท่ีได้ เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสร้าง
กราฟมาตรฐาน และวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีน 
 
 1.5 ศึกษำผลของกรดอะมิโนที่เก่ียวข้อง ได้แก่ ซิสเตอีน เมธไทโอนีน ไลซีน และ    
ฮีสตดิีน 
  1.5.1 เตรียมสารละลายผสมทอรีน ฮีสตามีน ซิสเตอีน เมธไทโอนีน ไลซีน และฮีสตดีิน 
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนัน้เตรียมเป็นสารอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้า
สูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
  1.5.2 ท าการทดลองซ า้ดงัข้อ 1.5.1 แตท่ าการเติมกรดอะมิโนลงในสารสกดัตวัอย่างปลา 
และบนัทึกโครมาโทแกรมท่ีได้จากการทดลองเพ่ือศึกษาผลรบกวนของกรดอะมิโนท่ีเก่ียวข้องต่อการ
วิเคราะห์ทอรีนและฮีสตามีน 

 
ตอนที่ 2 กำรศึกษำวิธีกำรเตรียมตัวอย่ำงปลำ 

 2.1 กำรศึกษำหำวิธีกำรสกัดสำรทอรีนและฮีสตำมีนด้วยวิธีทำงเคมี  
  โดยเลือกสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมตวัอย่างปลา ด้วยวิธีการเปรียบเทียบคา่ร้อยละ
การคืนกลบั 
  2.1.1 ศึกษำชนิดตัวท ำละลำยในกำรสกัดสำรทอรีนและฮีสตำมีน 
   โดยท าการศึกษาชนิดตวัท าละลาย ได้แก่ กรดไตรคลอโรแอซิติก กรดเปอร์คลอริก   
เมทานอล และอะซิโตไนไตรล์  
   2.1.1.1 สบัตวัอยา่งเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอยา่ง 1.xxxx กรัม เตมิสารละลาย
มาตรฐานผสมทอรีน และฮีสตามีน ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตรลงในตวัอยา่ง 
   2.1.1.2 เตมิสารละลาย 5% กรดไตรคลอโรแอซิติก ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปสกดั
ด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสงูเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้กรอง และเก็บสว่นสารละลายใสมาปรับให้มีสภาวะ
เป็นกลางด้วยโซเดียมคาร์บอเนต  
   2.1.1.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน 
แล้วท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสู่เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
บนัทกึโครมาโทแกรมแล้วค านวณหาคา่ร้อยละการคืนกลบั 
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   2.1.1.4 ท าการทดลองซ า้ แตเ่ปล่ียนสารละลายกรดเป็นกรดเปอร์คลอริก เมทานอล 
และอะซิโตไนไตรล์ 
 
  2.1.2 ศึกษำควำมเข้มข้นของตัวท ำละลำยที่เหมำะสม 
   เม่ือได้ตวัท าละลายท่ีเหมาะสมจากข้อ 2.1.1 แล้วท าการศกึษาหาความเข้มข้นของ
ตวัท าละลาย ท่ีความเข้มข้น 5%, 10% และ 15% โดยมวลตอ่ปริมาตร 
   2.1.2.1 สบัตวัอยา่งเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอยา่ง 1.xxxx กรัม เตมิสารละลาย
มาตรฐานผสมทอรีน และฮีสตามีน ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตรลงในตวัอยา่ง  
   2.1.2.2 เติมสารละลาย 5% กรดไตรคลอโรแอซิติก ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปสกดั
ด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสงูเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้กรอง และเก็บส่วนสารละลายใสมาปรับให้มีสภาวะ
เป็นกลางด้วยโซเดียมคาร์บอเนต  
   2.1.2.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน 
แล้วท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
บนัทกึโครมาโทแกรมแล้วค านวณหาคา่ร้อยละการคืนกลบั 
   2.1.2.4 ท าการทดลองซ า้ แต่เปล่ียนความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีความเข้มข้น  
10% และ 15% โดยมวลตอ่ปริมาตร 
  2.1.3 ศึกษำปริมำตรของตัวท ำละลำยที่เหมำะสม 
   เม่ือได้สภาวะของตวัท าละลายท่ีเหมาะสมจากข้อ 2.1.1 และ 2.1.2 แล้วท าการ 
ศกึษาหาปริมาตรของตวัท าละลายท่ี 10, 20 และ 30 มิลลิลิตร 
   2.1.3.1 สบัตวัอยา่งเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอยา่ง 1.xxxx กรัม เตมิสารละลาย
มาตรฐานผสมทอรีน และฮีสตามีน ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตรลงในตวัอยา่ง 
   2.1.3.2 เติมสารละลาย 10% กรดไตรคลอโรแอซิติก ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไป
สกดัด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสูงเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้กรอง และเก็บส่วนสารละลายใสมาปรับให้มี
สภาวะเป็นกลางด้วยโซเดียมคาร์บอเนต  
   2.1.3.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน 
แล้วท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
บนัทกึโครมาโทแกรมแล้วค านวณหาคา่ร้อยละการคืนกลบั 
   2.1.3.4 ท าการทดลองซ า้ แตเ่ปล่ียนปริมาตรของตวัท าละลายท่ีปริมาตร 20 และ 30 
มิลลิลิตร 
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 2.2 กำรศึกษำหำวิธีกำรสกัดสำรทอรีนและฮีสตำมีนด้วยวิธีทำงกล 
  ศึกษาวิ ธีการสกัดด้วยวิธีทางกลโดยใช้เทคนิคการสกัดด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสูง 
(Ultrasonic extraction) โดยท าการศกึษาเวลาท่ีใช้ในการสกดั 10, 15, 20 และ 30 นาที  
  2.2.1 สบัตวัอย่างเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอย่าง1.xxxx กรัม เติมสารละลายมาตรฐาน
ผสมทอรีน และฮีสตามีน ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตรลงในตวัอยา่ง 
  2.2.2 เติมสารละลาย 10% กรดไตรคลอโรแอซิติก ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปสกดัด้วย
คล่ืนเสียงความถ่ีสงูเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้กรอง และเก็บส่วนสารละลายใสมาปรับให้มีสภาวะเป็น
กลางด้วยโซเดียมคาร์บอเนต  
  2.2.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน แล้ว
ท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  
บนัทกึโครมาโทแกรมแล้วค านวณหาคา่ร้อยละการคืนกลบั 
  2.2.4 ท าการทดลองซ า้ แตเ่ปล่ียนเวลาท่ีใช้ในการสกดัเป็น 15, 20 และ 30 นาที 

 
ตอนที่ 3 กำรศึกษำประสิทธิภำพของวิธีกำรวิเครำะห์   
 3.1 ศึกษำช่วงควำมเป็นเส้นตรงของวิธีกำรวิเครำะห์ 
  3.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของทอรีน และฮีสตามีน ท่ีความเข้มข้น 0.1 ถึง 
10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จากนัน้กรองสารละลายด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน 

  3.1.2 น าสารละลายท่ีเตรียมได้ ท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร 
  3.1.3 ฉีดสารอนพุนัธ์ทอรีน และฮีสตามีนทกุความเข้มข้นเข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมดงัตอนท่ี 1  
  3.1.4 บนัทกึโครมาโทแกรมและคา่พืน้ท่ีใต้พีค เพ่ือน าไปสร้างกราฟมาตรฐานทอรีน 
และฮีสตามีน โดยสร้างความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่สญัญาณพืน้ท่ีใต้พีค (แกน Y) กบัคา่ความเข้มข้นของ
ทอรีน และฮีสตามีน (แกน X) 
 
 3.2 กำรหำค่ำขีดจ ำกัดต ่ำสุดที่สำมำรถตรวจวัดได้ (LOD) และค่ำขีดจ ำกัดต ่ำสุดที่
สำมำรถตรวจวิเครำะห์ปริมำณได้ (LOQ) 
  3.2.1 น าสารละลายมาตรฐานทอรีน และฮีสตามีน ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลิตรท า
อนุพนัธ์กับออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และฉีดสารอนุพนัธ์ทอรีน และฮีสตามีน
เข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
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  3.2.2 ท าการทดลองซ า้ตามข้อ 3.2.1 แตล่ดความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานทอรีน 
และฮีสตามีน จนกระทัง่สญัญาณท่ีวดัได้มีความสงูเป็น 3 เท่าและ 10 เท่าของสญัญาณรบกวนของ 
วฏัภาคเคล่ือนท่ี โดยจะได้ความเข้มข้นของคา่ LOD และ LOQ ตามล าดบั  
 
 3.3 กำรหำค่ำร้อยละกำรคืนกลับ  
  3.3.1 สบัตวัอย่างเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอย่าง 1.xxxx กรัม เติมสารละลายมาตรฐาน   
ผสมทอรีน และฮีสตามีน ท่ีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตรลงในตวัอยา่ง 
  3.3.2 เติมสารละลาย 10% กรดไตรคลอโรแอซิติก ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปสกดัด้วย
คล่ืนเสียงความถ่ีสงูเป็นเวลา 20 นาที จากนัน้กรองสารสกดั เก็บส่วนสารละลายใสมาปรับให้มีสภาวะ
เป็นกลางด้วยโซเดียมคาร์บอเนต  
  3.3.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน แล้ว
ท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  
  3.3.4 บนัทกึโครมาโทแกรม และค านวณหาคา่ร้อยละการคืนกลบัดงัสมการท่ี 1 
 

         ร้อยละการกลบัคืน = ((Cin sample + Cadded) - Cin sample) x 100   .............. (1) 
                          Cadded 

เม่ือ  Cin sample คือ ความเข้มข้นของสารท่ีวิเคราะห์ 
 Cadded คือ ความเข้มข้นท่ีเตมิลงในตวัอยา่ง 
 
 3.4 ควำมเที่ยงของวิธีกำรตรวจวิเครำะห์  
  3.4.1 ความเท่ียงภายในวนัเดียวกนั (intraday precision)  
   3.4.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมทอรีนและฮีสตามีนท่ีความเข้มข้น 0.5, 5 
และ 10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
   3.4.1.2 น าสารละลายมาตรฐานผสมท่ีแตล่ะความเข้มข้น กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์
ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน แล้วท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสู่เคร่ืองโครมาโท 
กราฟีของเหลวสมรรถนะสงู และท าการวิเคราะห์ซ า้ 5 ซ า้ 
   3.4.1.3 บนัทกึโครมาโทแกรม และค านวณคา่ร้อยละคา่เบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 
(relative standard deviation; %RSD) ของสญัญาณพืน้ท่ีใต้พีค 
  3.4.2 ความเท่ียงระหวา่งวนั (interday precision)  
   3.4.2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมทอรีนและฮีสตามีนท่ีความเข้มข้น 0.5, 5 
และ 10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร  
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   3.4.2.2 น าสารละลายมาตรฐานผสมท่ีแตล่ะความเข้มข้น กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์
ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน แล้วท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสู่เคร่ืองโครมาโท 
กราฟีของเหลวสมรรถนะสงู และท าการวิเคราะห์ซ า้ 5 ซ า้ เป็นระยะเวลา 5 วนั 
   3.4.2.3 บนัทึกโครมาโทแกรม และค านวณคา่ร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 
ของสญัญาณพืน้ท่ีใต้พีค 

 
ตอนที่ 4 วิเครำะห์หำปริมำณทอรีน และฮีสตำมีนในตัวอย่ำงปลำ 
 ท าการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีนในตวัอย่างปลา ได้แก่ ปลาโอ ปลาท ูปลาทบัทิม 
และปลาช่อน ท่ีได้จากการสุ่มตวัอย่างจากตลาดสด ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
โดยท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ และใช้สภาวะของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สงูตามท่ีได้จากตอนท่ี 1  
 ขัน้ตอนการเตรียมตวัอยา่ง ดงันี ้

  4.1 สบัตวัอยา่งเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอยา่ง 1.xxxx กรัม 

  4.2 สกดัตวัอยา่งปลาด้วยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมจากตอนท่ี 2 

  4.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน แล้วท า
อนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  
  4.4 บนัทกึโครมาโทแกรมและวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีน 

  4.5 ท าการทดลองซ า้ตวัอยา่งละ 5 ซ า้ 
 
ตอนที่ 5 ศึกษำปัจจัยท่ีมีผลต่อกำรเปล่ียนแปลงปริมำณทอรีนและฮีสตำมีน 

 5.1 ศึกษำผลของระยะเวลำในกำรเก็บรักษำ 
   5.1.1 ผลในกำรเก็บปลำท่ีอุณหภูมิห้อง    
   ท าโดยน าตวัอยา่งปลาสดใส่ภาชนะวางตัง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องประมาณ 30-35  
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 0, 1, 2 และ 4 ชัว่โมง แล้วท าการเตรียมตวัอยา่งเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณดงันี ้
    5.1.1.1 สบัตวัอยา่งเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอยา่ง 1.xxxx กรัม 

    5.1.1.2 สกดัตวัอยา่งปลาด้วยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมจากตอนท่ี 2 

    5.1.1.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 
ไมครอน แล้วท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงู  
    5.1.1.4 บนัทกึโครมาโทแกรมและวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีน 

    5.1.1.5 ท าการทดลองซ า้ตวัอยา่งละ 5 ซ า้ 
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   5.1.2 ผลในกำรเก็บรักษำปลำในท่ีเยน็  
   ท าโดยน าตัวอย่างปลาสดแช่เย็นในห้องแช่แข็งท่ีอุณหภูมิประมาณ -20 องศา
เซลเซียส ระยะเวลา 0, 5, 10 และ 15 วนั แล้วท าการเตรียมตวัอยา่งเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณดงันี ้
    5.1.2.1 สบัตวัอยา่งเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอยา่ง 1.xxxx กรัม 

    5.1.2.2 สกดัตวัอยา่งปลาด้วยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมจากตอนท่ี 2 

    5.1.2.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 
ไมครอน แล้วท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสูเ่คร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงู  
    5.1.2.4 บนัทกึโครมาโทแกรมและวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีน 

    5.1.2.5 ท าการทดลองซ า้ตวัอยา่งละ 5 ซ า้ 
 
 5.2 ศึกษำปัจจัยจำกรูปแบบกำรปรุงอำหำร  
 ท าโดยน าตวัอยา่งปลาสดมาผา่นปรุงอาหารด้วยวิธีตา่งๆ ได้แก่ การต้ม นึง่ และทอด แล้วท า
การเตรียมตวัอย่างเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณดงันี ้
  5.2.1 ท าการต้มปลา และสบัตวัอยา่งเนือ้ปลาให้ละเอียด ชัง่ตวัอย่าง 1.xxxx กรัม 

  5.2.2 สกดัตวัอย่างปลาด้วยตวัท าละลายท่ีเหมาะสมจากตอนท่ี 2 

  5.2.3 น าสารสกดัท่ีเตรียมได้กรองด้วยไซรินจ์ฟิลเตอร์ไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน  
แล้วท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนฉีดเข้าสู่เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  
  5.2.4 บนัทกึโครมาโทแกรมและวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีน 

  5.2.5 ท าการทดลองซ า้ตวัอยา่งละ 5 ซ า้ 
  5.2.6 ท าการทดลองซ า้ แตเ่ปล่ียนเป็นการปรุงอาหารด้วยวิธีนึง่ และทอด 
 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
ในการศกึษาวิจยัครัง้นี ้ผู้วิจยัเสนอผลการทดลองดงันี ้
 1. ผลการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีน ด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 2. ผลการศกึษาวิธีการเตรียมตวัอยา่งท่ีเหมาะสม 
 3. ผลการศกึษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ 
 4. ผลการวิเคราะห์หาปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลา ได้แก่ ปลาทบัทิม ปลาชอ่น 
ปลาท ูและปลาโอ 
 5. ผลการศกึษาปัจจยัท่ีมีผลตอ่การเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีน 
 
ตอนที่ 1 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและ    
ฮีสตามีนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 1.1 ศึกษาความยาวคล่ืนของการกระตุ้น (ex) และความยาวคล่ืนของการเปล่งแสง 

(em) ที่เหมาะสมในการตรวจวัดทอรีนและฮีสตามีนโดยเคร่ืองสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ 
 ผลการศึกษาช่วงความยาวคล่ืนของการกระตุ้น ท่ีมีความเข้มแสงสูงสุดและช่วงความยาว
คล่ืนของการเปล่งแสงท่ีมีความเข้มแสงสูงสุดของทอรีน ฮีสตามีน และสารละลายผสมทอรีน 
และฮีสตามีนด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยใช้ออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์เตรียมเป็นสาร
อนพุนัธ์ของสารมาตรฐานของทอรีน ฮีสตามีน สารละลายผสมทอรีน และฮีสตามีน พบว่า ความยาว
คล่ืนของสารอนพุนัธ์ของสารมาตรฐานผสมของทอรีน และฮีสตามีน ให้ความเข้มแสงของการเปล่งแสง
สูงสุด โดยมีความยาวคล่ืนของการเปล่งแสงท่ี 451 นาโนเมตร ความยาวคล่ืนของการกระตุ้นท่ี 333 
นาโนเมตร ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้ความยาวคล่ืนของการเปล่งแสงท่ี 451 นาโนเมตร และความ
ยาวคล่ืนของการกระตุ้นท่ี 333 นาโนเมตร ในการตรวจวิเคราะห์ทอรีนและฮีสตามีน 
 
 1.2 ศึกษาหาอัตราส่วนของวัฏภาคเคล่ือนท่ีที่เหมาะสม 

 การวิเคราะห์สารหลายชนิดพร้อมกันโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
องค์ประกอบของวฏัภาคเคล่ือนท่ี และวฏัภาคคงท่ีเป็นปัจจยัส าคญั ซึ่งจะส่งผลตอ่ลกัษณะพีคของสาร
ท่ีท าการวิเคราะห์ เช่น รูปร่างของพีค การแยกของพีค และเวลาท่ีใช้ในการแยก ดงันัน้การศึกษาหา
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อตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีท่ีเหมะสมจึงมีความส าคญัต่อการแยกสารด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู  
 งานวิจยันีท้ าการศึกษาอตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 
4.8 เข้มข้น 0.02 โมลาร์ ตอ่อะซิโตไนไตรล์ (Pappa-Louisi; et al. 2008: 1434-1447) ในช่วงร้อยละ 
65 ตอ่ 35 ถึง 75 ต่อ 25 โดยปริมาตร โดยใช้สารมาตรฐานผสมทอรีนและฮีสตามีนความเข้มข้น 1.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมเป็นสารอนุพันธ์กับออร์โท-พทาลอัลดีไฮด์ก่อนท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค   
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู พบว่าเม่ือเพิ่มอตัราส่วนของอะซิโตไนไตล์จะส่งผลให้สามารถ
แยกสารทัง้สองชนิดออกจากคอลมัน์ได้อยา่งรวดเร็ว แตก่ารท่ีสารแยกออกจากคอลมัน์ได้อย่างรวดเร็ว
แสดงว่าสารดังกล่าวเกิดอันตรกิริยากับวัฏภาคคงท่ีได้น้อย ท าให้สารเกิดการแยกท่ีไม่สมบูรณ์         
แตอ่ยา่งไรก็ตามการท่ีสารเกิดอนัตรกิริยากบัวฏัภาคคงท่ีมากเกินไปจะส่งผลให้สญัญาณของพีคต ่าลง
และพีคมีลักษณะกว้าง (Band broadening) ดังภาพประกอบ 6 นอกจากนีก้ารใช้อัตราส่วนของ      
ตวัท าละลายอินทรีย์มากเกินไปจะส่งผลให้ความสามารถในการละลายน า้ของฟอสเฟตบฟัเฟอร์ลดลง
จนเกิดการตกตะกอนของฟอสเฟสบฟัเฟอร์ในคอลมัน์และเกิดความเสียหายต่อคอลมัน์ได้ ดงันัน้ใน
งานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้อตัราส่วนของวฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 4.8 เข้มข้น 
0.02 โมลาร์ ต่ออะซิโตไนไตรล์ในอตัราส่วนร้อยละ 65 ตอ่ 35 โดยปริมาตร ซึ่งสามารถแยกทอรีน
และฮีสตามีนออกจากคอลมัน์โดยให้คา่ระยะเวลารีเทนชนัเทา่กบั 4.340 และ 6.406 นาที ตามล าดบั  
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ภาพประกอบ 6 โครมาโทแกรมผลการศกึษาอตัราสว่นของวฎัภาคเคล่ือนท่ี เม่ือใช้อตัราการไหล     
       ของวฏัภาคเคล่ือนท่ีเทา่กบั 1.0 มิลลิลิตรตอ่นาที 
หมายเหต ุ   1 แทน พีค ทอรีน     2 แทน พีค ฮีสตามีน 
 
 1.3 ศึกษาอัตราการไหลของวัฏภาคเคล่ือนท่ีที่เหมาะสม 

 อัตราการไหลของวัฏภาคเคล่ือนท่ีจะส่งผลต่อการเกิดอันตรกิริยาของสารทัง้ทอรีนและ   
ฮีสตามีนต่อวัฏภาคคงท่ี โดยถ้าใช้อัตราการไหลของวัฏภาคเคล่ือนท่ีเร็วเกินไปจะท าให้สารเกิด    
อนัตรกิริยากบัวฏัภาคเคล่ือนท่ีได้น้อย และเกิดการแยกท่ีไมส่มบรูณ์ ถึงแม้ว่าการควบคมุอตัราการไหล
ของวัฏภาคเคล่ือนท่ีช้าเกินไปท าให้สารเกิดอันตรกิริยากับวัฏภาคคงท่ีได้ดีขึน้ และเกิดการแยกท่ี
สมบูรณ์ แต่จะใช้เวลาในการแยกท่ีนานมากขึน้ พีคจึงมีลักษณะกว้าง ดังนัน้ในงานวิจัยนีจ้ึง
ท าการศึกษาอัตราการไหลท่ีเหมาะสมของวฏัภาคเคล่ือนท่ีส าหรับการแยกสารทอรีนและฮีสตามีน  
โดยใช้วฏัภาคเคล่ือนท่ีคือสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 4.8 เข้มข้น 0.02 โมลาร์ ตอ่อะซิโตไนไตรล์
อตัราสว่นร้อยละ 65 ตอ่ 35 โดยปริมาตร ในชว่ง 0.6 ถึง 1.2 มิลลิลิตรตอ่นาที  
 
 

65:35 

70:30 

75:25 

1 
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 ผลการศกึษาอตัราการไหลท่ีเหมาะสม ดงัแสดงในภาพประกอบ 7 และกราฟความสมัพนัธ์
ระหว่างอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี (มิลลิลิตรต่อนาที) กับระยะเวลาการรีเทนชนั (นาที) และ
กราฟความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการไหลของวัฏภาคเคล่ือนท่ี (มิลลิลิตรต่อนาที) กับพืน้ท่ีใต้พีค        
ดงัภาพประกอบ 8  
 

 
 
ภาพประกอบ 7 โครมาโทแกรมผลการศกึษาอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีสารละลายฟอสเฟต  
       บฟัเฟอร์ pH 4.8 ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ ตอ่อะซิโตไนไตรล์อตัราส่วนร้อยละ 65 ตอ่ 35  
       โดยปริมาตร 
หมายเหต ุ   1 แทน พีค ทอรีน     2 แทน พีค ฮีสตามีน 
 

0.6 mL/min 

0.8 mL/min 

1.0 mL/min 

1.2 mL/min 

1 

2 
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ภาพประกอบ 8 ผลของอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 
        ก  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีกบัเวลาการรีเทนชนั  
        ข  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีกบัพืน้ท่ีใต้พีค 
 
 จากการทดลองพบว่าเม่ือใช้อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีมากจะส่งผลให้สามารถแยก
สารทอรีนและฮีสตามีนได้ในเวลารวดเร็ว แตจ่ะท าให้สารเกิดอนัตรกิริยากบัวฏัภาคคงท่ีได้น้อยเกิดการ
แยกท่ีไม่สมบูรณ์ ส่งผลให้สญัญาณของพีคมีความไม่สมมาตร และท าให้แรงดนัภายในระบบสูงขึน้
ส่งผลต่อคอลมัน์และปัม้ ส าหรับการใช้อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีน้อยสารจะเกิดอนัตรกิริยา
กบัวฏัภาคคงท่ีได้มากขึน้ ส่งผลให้ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน ท าให้สญัญาณของพีคมีลกัษณะกว้าง
จงึสง่ผลให้พืน้ท่ีใต้พีคของสารอนพุนัธ์ทอรีน และฮีสตามีนมากขึน้ ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้อตัราการ
ไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีเทา่กบั 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที  
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 1.4 ศึกษาหา pH ที่เหมาะสมของวัฏภาคเคล่ือนท่ี 
 เน่ืองจากคณุสมบตัทิางโครงสร้างของทอรีนและฮีสตามีนนัน้สามารถแตกตวัได้ในสารละลาย
เม่ือค่า pH ของสารละลายมีการเปล่ียนแปลง ซึ่งจะส่งผลต่อความเสถียรของอนุพันธ์ของทอรีน
และฮีสตามีนกบัออร์โท-พทาลอลัดีไฮด์ และส่งผลตอ่การเกิดอนัตรกิริยาระหว่างสารอนพุนัธ์ของทอรีน
และฮีสตามีนกบัวฏัภาคคงท่ี ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงท าการศกึษาหา pH ท่ีเหมาะสมของวฏัภาคเคล่ือนท่ี
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เ พ่ือควบคุมความเสถียรของสารอนุพันธ์ทอรีนและฮีสตามีน               
โดยท าการศึกษาในช่วง pH 4.8 ถึง 5.8 ผลของการศึกษาค่า pH ของวฏัภาคเคล่ือนท่ี แสดงดงั
ภาพประกอบ 9 
 

 
 
ภาพประกอบ 9 โครมาโทแกรมผลการศกึษา pH ของวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
หมายเหต ุ   1 แทน พีคทอรีน     2 แทน พีคฮีสตามีน 

pH 4.6 

pH 4.8 

2 

1 

pH 5.0 

pH 5.4 

pH 5.8 
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 จากการทดลอง พบวา่คา่ pH ของวฎัภาคเคล่ือนท่ีมีผลตอ่ระยะเวลารีเทนชนัของสารอนุพนัธ์
ฮีสตามีน เม่ือใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ี pH สงูจะส่งผลให้ระยะเวลารีเทนชนัของสารอนพุนัธ์
ฮีสตามีนใช้เวลานาน ส่งผลให้สญัญาณมีความสูงของพีคต ่า และกว้างขึน้ ในทางตรงกันข้ามเม่ือใช้
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ี pH ต ่า จะท าให้สารอนพุนัธ์ฮีสตามีนเกิดการรับโปรตอน หรือเกิดการ
โปรโตเนต (protonate) ท่ีหมู่เอมีนจึงส่งผลให้สารอนุพันธ์ฮีสตามีนเกิดอันตรกิริยากับวฏัภาคคงท่ีได้
ลดลง ท าให้สารอนพุนัธ์ฮีสตามีนถกูชะออกจากคอลมัน์ได้เร็วขึน้ และการปรับให้คา่ pH ต ่ายงัส่งผลให้
สญัญาณพีคของสารอนพุนัธ์ทอรีนมีลกัษณะกว้างขึน้ นอกจากนีก้ารใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ี 
pH 5.0 ส่งผลให้กรดอะมิโนเมธไทโอนีนเกิดการรบกวนการวิเคราะห์ตอ่ฮีสตามีน ดงัภาพประกอบ 10
ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ี pH 4.8 ส าหรับความเข้มข้นของฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ในงานวิจยันีเ้ป็นการวิเคราะห์สารท่ีความเข้มข้นต ่า ดงันัน้จึงเลือกใช้ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีความ
เข้มข้น 0.02 โมลาร์ก็สามารถควบคมุ pH ของระบบท่ีวิเคราะห์ได้ นอกจากนีก้ารใช้ความเข้มข้นของ
สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีสงูเกินไปจะสง่ผลให้เกิดการตกตะกอนเกลือของบฟัเฟอร์ในคอลมัน์อีกด้วย 
 

 
 

ภาพประกอบ 10 โครมาโทแกรมผลการรบกวนของกรดอะมิโนเมธไทโอนีนตอ่ฮีสตามีนท่ี pH 5.0 
หมายเหต ุ   1 แทน พีคฮีสติดีน    2 แทน พีคทอรีน    3 แทน พีคฮีสตามีน    4 แทน เมธไทโอนีน 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 

1 
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 จากผลการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีน ด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู แสดงดงัตาราง 6  
 
ตาราง 6 ผลสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีน 
 

พารามิเตอร์ สภาวะท่ีเหมาะสม 

ระบบของวฏัภาคเคล่ือนท่ี สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 4.8 เข้มข้น 0.02 โมลาร์ ตอ่ 
อะซิโตไนไตรล์ 

อตัราสว่นของวฏัภาคเคล่ือนท่ี อตัราสว่นร้อยละ 65 ตอ่ 35 โดยปริมาตร 

อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ี 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที 
ความยาวคล่ืนตรวจวดั ความยาวคล่ืนของการเปลง่แสงท่ี 451 นาโนเมตร  

ความยาวคล่ืนของการกระตุ้นท่ี 333 นาโนเมตร 

 
 ซึ่งจะเห็นได้ว่าระบบสภาวะท่ีพัฒนาขึน้สามารถวิเคราะห์ทอรีนและฮีสตามีนได้พร้อมกัน
ภายในเวลา 10 นาที โดยให้คา่ระยะเวลารีเทนชนัเท่ากบั 5.415 และ 8.483 นาที ตามล าดบั แสดง   
ดงัภาพประกอบ 11 
 

 
 
ภาพประกอบ 11 โครมาโทแกรมท่ีได้จากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ทอรีน      
        และฮีสตามีนพร้อมกนั 
หมายเหต ุ   1 แทน พีคทอรีน     2 แทน พีคฮีสตามีน 
 
 
 
 

1 

2 
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 1.5 ศึกษาผลของกรดอะมิโนท่ีเก่ียวข้อง ได้แก่ ซิสเตอีน เมธไทโอนีน ไลซีน  
และฮีสตดิีน 
 ในงายวิจยันีท้ าการตรวจวิเคราะห์สารทอรีนและฮีสตามีนในตวัอย่างปลา ซึ่งปลาเป็นแหล่ง
ของโปรตีนและกรดอะมิโนจ านวนมาก โดยกรดอะมิโนท่ีพบมากในปลาได้แก่ ฮีสติดีน ไลซีน           
เมธไทโอนีน และซิสเตอีน เป็นต้น เน่ืองจากกรดอะมิโนเหล่านีอ้าจส่งผลรบกวนตอ่การตรวจวิเคราะห์
ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอย่างปลาได้ ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีความส าคญัท่ีจะต้องท าการศกึษา
ผลการรบกวนของกรดอะมิโนท่ีอยู่ในปลา โดยท าการเติมสารรบกวนทัง้ 4 ชนิดลงในตวัอย่างแล้วท า
การตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงเพ่ือยืนยันผลการรบกวนของ
กรดอะมิโนดงักลา่ว แสดงผลดงัภาพประกอบ 12 และ 13 

 

 
 
ภาพประกอบ 12 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมทอรีนและฮีสตามีนท่ีเตมิสารละลาย 
       ผสมของสารรบกวนทัง้ 4 ชนิด  
หมายเหต ุ   1 แทน พีคฮีสติดีน    2 แทน พีคทอรีน    3 แทน พีคฮีสตามีน    4 แทน เมธไทโอนีน 
 

 
 
ภาพประกอบ 13 โครมาโทแกรมของตวัอย่างปลาโอท่ีเติมสารละลายผสมของทอรีน ฮีสตามีน  
       และสารรบกวนทัง้ 4 ชนิด  
หมายเหต ุ   1 แทน พีคฮีสติดีน    2 แทน พีคทอรีน    3 แทน พีคฮีสตามีน    4 แทน เมธไทโอนีน 

2 

1 
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1 

2 
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 จากผลการทดลองพบว่ากรดอะมิโนทัง้ 4 ชนิดไม่รบกวนการตรวจวิเคราะห์ปริมาณทอรีน
และฮีสตามีนในตวัอยา่งปลา โดยกรดอะมิโนซิสเตอีน และไลซีนไมใ่ห้สญัญาณบนโครมาโทแกรม ส่วน
กรดอะมิโนฮีสติดีน และเมธไทโอนีนให้สญัญาณบนโครมาโทแกรมท่ีระยะเวลารีเทนชนัเท่ากบั 4.629 
และ 10.725 นาที ตามล าดบั ซึ่งไม่ส่งผลกระทบตอ่การแยกของทอรีนและฮีสตามีน ดงันัน้พบว่าสาร
ทัง้ 4 ชนิดไมส่ง่ผลรบกวนตอ่การตรวจวิเคราะห์ทอรีนและฮีสตามีน  
 
ตอนที่ 2 การศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย่างปลา 

 2.1 การศึกษาหาวิธีการสกัดสารทอรีนและฮีสตามีนด้วยวิธีทางเคมี 
  2.1.1 ศึกษาชนิดตัวท าละลายในการสกัดสารทอรีนและฮีสตามีน 
   ตวัท าละลายท่ีใช้ในการสกดัมีความส าคญัเป็นอยา่งมากตอ่การวิเคราะห์ปริมาณสาร
ท่ีเราสนใจวิเคราะห์ในตัวอย่าง เน่ืองจากเป็นตัวแปรส าคัญท่ีจะส่งผลต่อปริมาณสารท่ีเราสนใจ
วิเคราะห์ ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงท าการศกึษาหาตวัท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกดักรดอะมิโนทอรีน 
และฮีสตามีนออกจากตัวอย่างปลา โดยเลือกพิจารณาตัวท าละลายท่ีมีประสิทธิภาพช่วยในการ
ตกตะกอนโปรตีน ได้แก่ กรดไตรคลอโรแอซิติก กรดเปอร์คลอริก เมทานอล และ อะซิโตไนไตรล์  
โดยในสภาวะท่ีเป็นกรด โปรตีนบางชนิดจะเกิดการเปล่ียนแปลงประจุบนโครงสร้าง ท าให้ประจุสุทธิ
เป็นศนูย์ จึงท าให้เกิดการจบัตวักันของโปรตีนแล้วตกตะกอนในสารละลายกรด (นิธิยา รัตนาปนนท์. 
2557: 254) ส าหรับการสกัดด้วยตวัท าละลายอินทรีย์ ตวัท าละลายอินทรีย์จะไปลดความสามารถใน
การท าหน้าท่ีเป็นตวัท าละลายของน า้ ท าให้ความสามารถในการละลายน า้ของโปรตีนลดลงจึงเกิดการ
ตกตะกอนของโปรตีน ผลการสกัดสารทอรีนและฮีสตามีนในตวัอย่างปลา แสดงดงัภาพประกอบ 14 
พบว่ากรดไตรคลอโรแอซิติกสามารถสกดัทอรีนและฮีสตามีนได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยให้คา่ร้อยละ
การคืนกลบัของสารละลายทอรีนและฮีสตามีนเทา่กบัร้อยละ 79.94 และ 58.49 ตามล าดบั  
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ภาพประกอบ 14 ผลการศกึษาชนิดตวัท าละลายท่ีเหมาะสม 
 
  2.1.2 ศึกษาความเข้มข้นของตัวท าละลายที่เหมาะสม 
    การศึกษาความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีใช้ในการสกัด โดยท าการศึกษาความ
เข้มข้นของกรดไตรคลอโรแอซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 5, 10, 15 และ 20 โดยมวลต่อปริมาตร 
ตามล าดบั พบว่าเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของกรดไตรคลอโรแอซิติกจะท าให้สามารถสกดัปริมาณทอรีน
และฮีสตามีนได้มากขึน้ แตเ่ม่ือเพิ่มความเข้มข้นของกรดไตรคลอโรแอซิตกิมากกว่าร้อยละ 10 โดยมวล
ตอ่ปริมาตร ความเข้มข้นของสารละลายจะถึงจดุอ่ิมตวัท าให้ความสามารถในการละลายของทอรีน
และฮีสตามีนในสารละลายกรดลดลง ดงันัน้ความเข้มข้นของกรดไตรคลอโรแอซิติกท่ีเหมาะสมคือ  
ร้อยละ 10 โดยมวลตอ่ปริมาตร ซึ่งสามารถสกัดทอรีนและฮีสตามีนให้ค่าร้อยละการคืนกลบัเท่ากับ
ร้อยละ 88.44 และ 65.07  ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 15 
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ภาพประกอบ 15 ผลการศกึษาความเข้มข้นของตวัท าละลาย 
 

  2.1.3 ศึกษาปริมาตรของตัวท าละลายที่เหมาะสม 
   การศึกษาปริมาตรของตัวท าละลายท่ีเหมาะสมในการสกัดทอรีนและฮีสตามีน     
โดยท าการศกึษากรดไตรคลอโรแอซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลตอ่ปริมาตร ในปริมาตร 10, 
20 และ 30 มิลลิลิตร พบว่า เม่ือเพิ่มปริมาตรของกรดไตรคลอโรแอซิติกจะส่งผลให้ปริมาณการสกัด
ทอรีนลดลง สว่นฮีสตามีนมีปริมาณคงท่ี ดงันัน้ปริมาตรกรดไตรคลอโรแอซิติกท่ีเหมาะสม คือ ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร ซึ่งสามารถสกดัทอรีนและฮีสตามีนให้คา่ร้อยละการคืนกลบัเท่ากับร้อยละ 88.44 และ 
65.07 ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 16 
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ภาพประกอบ 16 ผลการศกึษาปริมาตรของตวัท าละลายท่ีเหมาะสม 
 

 จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีการสกัดสารทอรีนและฮีสตามีนด้วยวิธีทางเคมี 
พบว่า กรดไตรคลอโรแอซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยมวลตอ่ปริมาตร ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร   
มีความเหมาะสมท่ีน าไปใช้ในการสกดัปริมาณทอรีนและฮีสตามีนออกจากตวัอยา่งปลา  
 
 2.2 การศึกษาหาวิธีการสกัดสารทอรีนและฮีสตามีนด้วยวิธีทางกล 
  การศึกษาวิธีการสกัดด้วยวิธีทางกลโดยใช้เทคนิคการสกัดด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสูง 
(Ultrasonic extraction) โดยท าการศึกษาเวลาท่ีใช้ในการสกัด 10, 15, 20 และ 30 นาที พบว่า      
เม่ือเพิ่มเวลาในการสกัดด้วยคล่ืนความถ่ีสูงจะส่งผลให้สามารถสกัดทอรีนและฮีสตามีนออกจาก
ตวัอย่างได้มากขึน้ โดยท่ีเวลา 20 นาทีสามารถสกัดปริมาณทอรีนและฮีสตามีนได้สงูสดุ แต่เม่ือเพิ่ม
เวลาในการสกดัมากกว่า 20 นาที พบว่าปริมาณทอรีนและฮีสตามีนท่ีสกดัได้ไม่แตกตา่งกนั ดงันัน้จึง
เลือกใช้เวลาในการสกัดทอรีนและฮีสตามีนออกจากตวัอย่างปลาท่ี 20 นาที ซึ่งสามารถสกัดทอรีน
และฮีสตามีนให้คา่ร้อยละการคืนกลบัเท่ากบัร้อยละ 100.95 และ 86.22  ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 
17 
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ภาพประกอบ 17 ผลการศกึษาของเวลาท่ีใช้ในการสกดัด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสงู 
 
 จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับขัน้ตอนการเตรียมตัวอย่างในการสกัดทอรีน
และฮีสตามีนด้วยวิธีการสกดัทางเคมีร่วมกบัวิธีทางกลได้สภาวะท่ีเหมาะสมดงันี ้ 
 วิธีการสกัดด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้ตวัท าละลายกรดไตรคลอโรแอซิติกท่ีความเข้มข้นร้อยละ 
10 โดยมวลตอ่ปริมาตร ในปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 วิธีการสกดัทางกลด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสงู เวลาท่ีใช้ในการสกดั 20 นาที 
 
ตอนที่ 3 การศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์   
 3.1 ศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีการวิเคราะห์ 
  จากการศกึษาชว่งความเป็นเส้นตรงของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีนโดย
สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานทอ รีน 
และฮีสตามีน (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) กบัพืน้ท่ีใต้พีค (LU) พบว่ากราฟมาตรฐานของทอรีน และฮีสตามีนมี
ชว่งความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.0005 ถึง 10 และ 0.03 ถึง 10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั
และให้ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (R2) ของทอรีน และฮีสตามีน เท่ากับ 0.9975 และ 0.9980 
ตามล าดบั ซึง่มีคา่เข้าใกล้ 1 ดงัแสดงในตาราง 7 และภาพประกอบ 18 แสดงให้เห็นว่าวิธีการวิเคราะห์
นีเ้ป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ (EURACHEM Guide. 1998) 
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ตาราง 7 ผลการศกึษาชว่งความเป็นเส้นตรงของวิธีการวิเคราะห์ 
 

สารละลาย
มาตรฐาน 

ชว่งความเป็นเส้นตรง 
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

สมการเส้นตรง 
 

คา่สมัประสิทธ์ิ
สหสมัพนัธ์ (R2) 

ทอรีน 0.0005 - 10 y = 2199.7x + 388.68 0.9975 
ฮีสตามีน 0.03 - 10 y = 1482.3x - 299.65 0.9980 

 

 
 
ภาพประกอบ 18 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารมาตรฐานทอรีน 
       และฮีสตามีนกบัพืน้ท่ีใต้พีค 
 
 3.2 การหาค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่สามารถตรวจวัดได้ (LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดที่
สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ) 
  งานวิจัยนีไ้ด้ท าการศึกษาหาค่าขีดจ ากัดต ่าสุดท่ีสามารถตรวจวัดได้ และค่าขีดจ ากัด
ต ่าสดุท่ีตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ โดยเลือกความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานทอรีน และฮีสตามีน
ท่ีมีสดัส่วนสญัญาณเป็น 3 เท่าของสญัญาณรบกวนของวฏัภาคเคล่ือนท่ี (3 S/N) และ 10 เท่าของ
สญัญาณรบกวนของวฏัภาคเคล่ือนท่ี (10 S/N) ตามล าดบั ผลการทดลอง พบว่าวิธีวิเคราะห์นีมี้ค่า 
LOD และ LOQ ของทอรีน เท่ากบั 0.0001 และ 0.0005 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ส าหรับฮีสตามีน 
มีคา่ LOD และ LOQ เทา่กบั 0.01 และ 0.03 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั 
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 3.3 การหาค่าร้อยละการคืนกลับ  
  จากการศึกษาค่าร้อยละการคืนกลับของสารทอรีนและฮีสตามีนในตวัอย่างปลา เพ่ือ
ตรวจสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์ ท าโดยเติมสารละลายมาตรฐานผสมของทอรีนและฮีสตามีนท่ี
ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตรลงในตวัอย่างปลา แล้วน ามาสกัดด้วยวิธีสกดัท่ีได้จากตอนท่ี 2 และ
วิเคราะห์ปริมาณด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง พบว่า วิธีวิเคราะห์ทอรีนและ   
ฮีสตามีนในตวัอย่างปลาให้ค่าร้อยละการคืนกลบัอยู่ในช่วงร้อยละ 80.56-98.45 และ 75.83-83.57 
ตามล าดบั ดงัตาราง 8 ซึง่มีคา่อยู่ในเกณฑ์การยอมรับของ AOAC ท่ีระดบัความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร ท่ีอยู่ในช่วงร้อยละ 75-120 แสดงให้เห็นว่าวิธีการตรวจวิเคราะห์นีใ้ห้ผลการตรวจวิเคราะห์ท่ี
ถกูต้อง (EURACHEM Guide. 1998) 

 
ตาราง 8 คา่ร้อยละการคืนกลบัของทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลา 
 

ตวัอยา่งปลา คา่ร้อยละการคืนกลบั 

 

ทอรีน ฮีสตามีน 

ปลา A 98.19 82.98 

ปลา B 80.56 75.83 

ปลา C 98.45 83.57 

ปลา D 93.92 76.00 

 
 3.4 ความเที่ยงของวิธีการตรวจวิเคราะห์  
  งานวิจยันีไ้ด้ท าการศึกษาความเท่ียงของวิธีการตรวจวิเคราะห์ เพ่ือประเมินความเท่ียง
ของวิธีตรวจวิเคราะห์ โดยท าการศึกษาความเท่ียงภายในวนัเดียวกัน (intra-day precision) และ 
ความเท่ียงระหว่างวนั (inter-day precision) โดยใช้สารละลายมาตรฐานผสมทอรีน และฮีสตามีนท่ี
ความเข้มข้น 0.5, 5 และ 10 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ผลการศกึษาความเท่ียงของวิธีการตรวจวิเคราะห์แสดง
ดังตาราง 9 พบว่า ค่าร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ภายในวันเดียวกันของทอรีน 
และฮีสตามีนอยู่ในช่วง 0.14-1.35 และ 0.16-0.63 ตามล าดบั และ คา่ร้อยละของเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์ระหว่างวนัของทอรีน และฮีสตามีนอยู่ในช่วง 0.18-0.71 และ 0.20-1.18 ตามล าดบั โดยค่า
ร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ท่ีได้จากการศกึษามีคา่น้อยกว่ากว่า 2 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับของ AOAC แสดงให้เห็นว่าวิธีการตรวจวิเคราะห์นีมี้ความเท่ียงท่ีดี (EURACHEM Guide. 
1998)  
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ตาราง 9 ผลการศกึษาความเท่ียงของวิธีการตรวจวิเคราะห์ 
 

สารมาตรฐาน 

 
 

ความเข้มข้น
(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

 

%RSD ในวนัเดียวกนัa
 

 

%RSD ระหวา่งวนัa
 

 

พืน้ท่ีใต้พีค พืน้ท่ีใต้พีค 

ทอรีน 0.50 1.35 0.71 

  5.00 0.22 0.19 

  10.00 0.14 0.18 

ฮีสตามีน 0.50 0.63 1.18 

  5.00 0.25 0.20 

  10.00 0.16 0.51 

aคา่ร้อยละเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (n=5) 
 
ตอนที่ 4 วิเคราะห์หาปริมาณทอรีน และฮีสตามีนในตัวอย่างปลาสด 
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีนในตวัอย่างปลา ได้ท าการสุ่มตวัอย่างปลาจาก
ตลาดสด ได้แก่ ปลาโอ A ปลาท ูB ปลาทบัทิม C และปลาช่อน D โดยใช้กรดไตรคลอโรแอซิติกในการ
สกดั และท าอนพุนัธ์กบัออร์โท-พทาลไดอลัดีไฮด์ก่อนตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง พบว่าในตัวอย่างปลามีปริมาณทอรีนอยู่ในช่วง 1074.05±8.91 ถึง 1648.45±1.33 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และมีปริมาณฮีสตามีนในช่วง 6.60±0.30 ถึง 8.01±0.26 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
ดงัแสดงในตาราง 10 และภาพประกอบ 19 และ 20 
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ตาราง 10 ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลาสด 
 

ตวัอยา่งปลา 
ปริมาณทอรีน 

(มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม±SD) 

ปริมาณฮีสตามีน 

(มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม±SD) 

ห้วยขวาง 

 

 

ปลา A1  1411.17±9.90 8.01±0.26 
ปลา B1  1362.46±1.81 7.50±0.28 
ปลา C1 1648.45±1.33 6.78±0.17 
ปลา D1  1156.32±8.17 6.93±0.05 

ปากน า้ 
 

 

ปลา A2  1424.55±9.72 7.78±0.15 
ปลา B2  1324.85±7.91 7.29±0.03 
ปลา C2  1599.42±5.50 6.60±0.30 
ปลา D2  1074.05±8.91 7.03±0.22 

 

 
 

ภาพประกอบ 19 ปริมาณทอรีนท่ีตรวจพบในปลาสด 
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ภาพประกอบ 20 ปริมาณฮีสตามีนท่ีตรวจพบในปลาสด 
 
 จากผลการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอย่างปลาสดท่ีนิยมบริโภคในประเทศ
ไทยแต่ละชนิด  พบว่ า ในปลาทับทิม มีป ริมาณทอรีนสูง ท่ีสุดอยู่ ในช่วง  1599.42±5.50 ถึ ง 
1648.45±1.33 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม ท าให้ทราบวา่นอกจากทอรีนจะสามารถพบได้ในปลาทะเลซึ่งเป็น
แหล่งของทอรีนแล้วยังพบว่าในปลาน า้จืดก็มีทอรีนสูงท่ีเป็นแหล่งของทอรีนเช่นกัน นอกจากนีเ้ม่ือ
เปรียบเทียบปริมาณทอรีนในปลาสดจากตลาด 2 ตลาด พบว่าปริมาณทอรีนในปลาไม่แตกต่างกัน
อย่างมีนยัส าคญั ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณฮีสตามีนในปลาน า้จืดและปลาทะเล พบว่าในปลาโอมี
ปริมาณฮีสตามีนสูงท่ีสุดในช่วง 7.78±0.15 ถึง 8.01±0.26 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จะเห็นได้ว่าในปลา
ทะเลมีปริมาณฮีสตามีนสงูกว่าปลาน า้จืด  จากการรายงานของ Silva และคณะ (Silva C.; et al. 
1998: 644-647) พบว่าปลาแต่ละชนิดจะมีปริมาณฮีสติดีนท่ีแตกต่างกัน โดยปลาทะเลในตระกูล 
scombroid เช่น ปลาโอ (Skipjack) มีปริมาณฮีสติดีนในเนือ้ปลาสูง จึงส่งผลให้เม่ือปลาเกิดการ
ปนเปื้อนของจุลินทรีย์กรดอะมิโนฮีสติดีนในปลาจะถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์ฮีสติดีน ดีคาร์บอก
ซิเลสไปเป็นฮีสตามีน ดังนัน้จึงส่งผลให้ตรวจพบปริมาณฮีสตามีนในปลาทะเลมากกว่าปลาน า้จืด 
นอกจากนีเ้ม่ือเปรียบเทียบปริมาณฮีสตามีนในปลาทะเลสดจากตลาด 2 ตลาดจะพบว่าปลาทะเลท่ีซือ้
มาจากตลาดท่ีอยู่ใกล้ทะเล (ตลาดปากน า้) จะมีปริมาณฮีสตามีนน้อยกว่าตลาดท่ีอยู่ใจกลางเมือง 
(ตลาดห้วยขวาง) เป็นผลมาจากการปนเปือ้นจลุินทรีย์ในกระบวนการขนส่งปลาโดยจลุินทรีย์จะสร้าง
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เอนไซม์ฮีสติดีนดีคาร์บอกซิเลสย่อยสลายกรดอะมิโนฮีสติดีนในเนือ้ปลาไปเป็นฮีสตามีน ส่งผลให้
ปริมาณฮีสตามีนในปลาท่ีซือ้จากตลาดในเมืองมีมากกว่าตลาดท่ีใกล้ทะเล นอกจากนีป้ลาน า้จืดยัง
สามารถตรวจพบฮีสตามีนได้ เน่ืองจากฮีสติดีนเป็นกรดอะมิโนสารตัง้ต้นในกระบวนการเมตาบอลิซึม
ของฮีสตามีนท่ีสามารถพบได้ในปลาทกุชนิด 
 
ตอนที่ 5 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีน 
 งานวิจยันีส้นใจท าการศึกษาการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในปลาท่ีซือ้จาก
ตลาดสด เพ่ือใช้เป็นตวับง่บอกถึงคณุภาพของปลา เน่ืองจากปลาเป็นอาหารท่ีเส่ือมสภาพและเน่าเสีย
ได้ง่าย โดยการเนา่เสียของปลาเกิดจากการสลายตวัของกรดอะมิโนด้วยเอนไซม์ท่ีมีอยู่ในตวัปลา และ
การยอ่ยสลายกรดอะมิโนในตวัปลาจากการปนเปือ้นของเชือ้จลุินทรีย์ ซึ่งการย่อยสลายกรดอะมิโนใน
ตวัปลาจะขึน้อยู่กับวิธีและระยะเวลาในการเก็บรักษาหลงัจากท่ีปลาตาย ในงานวิจยันีแ้บ่งหัวข้อใน
การศกึษาการเก็บรักษาปลาดงันี ้
 
 5.1 ศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาปลา 
  5.1.1 ผลในการเก็บปลาท่ีอุณหภูมิห้อง 
   ศกึษาการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีนเม่ือเก็บไว้ท่ีท่ีอณุหภูมิห้อง โดยน า
ปลามาวางตัง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องประมาณ 33.2 องศาเซลเซียส แล้วท าการศกึษาท่ีเวลา 0 1 2 และ 4 
ชัว่โมง  ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีน แสดงดงัภาพประกอบ 21 และ 22 
 

 
 

ภาพประกอบ 21 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนในการเก็บรักษาปลาท่ีอณุหภมูิห้อง 
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ภาพประกอบ 22 ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณฮีสตามีนในการเก็บรักษาปลาท่ีอณุหภมูิห้อง 
 
 จากผลการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอย่างปลาท่ีเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิห้องพบว่า
การเก็บปลาไว้ท่ีอณุหภมูิห้องไมส่ง่ผลตอ่ปริมาณทอรีนในตวัอย่างปลาโอเน่ืองจากทอรีนมีความเสถียร
สงูและไมมี่กระบวนการยอ่ยสลายทอรีนหลงัจากปลาตายแล้ว ส าหรับฮีสตามีน พบว่าการเก็บปลาไว้ท่ี
อุณหภูมิห้องส่งผลให้ปริมาณฮีสตามีนในตัวอย่างปลาโอเพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว เน่ืองจากปริมาณ   
ฮีสตามีนสมัพนัธ์กบัปริมาณของจลุินทรีย์ท่ีสร้างเอนไซม์ฮีสติดีนดีคาร์บอกซิเลส ซึ่งส่วนใหญ่จลุินทรีย์
สามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ีอณุหภูมิประมาณ 20-30 องศาเซลเซียสจึงส่งผลให้เกิดกระบวนการย่อย
สลายฮีสตดีินเป็นฮีสตามีนในตวัอย่างปลาโอได้อยา่งรวดเร็ว 
  5.1.2 ผลในการเก็บรักษาปลาในที่เยน็ 
   ศกึษาการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีนเม่ือเก็บไว้ในท่ีเย็น โดยน าปลามา
แชแ่ข็งไว้ท่ีอณุหภมูิประมาณ -20 องศาเซลเซียส แล้วท าการศกึษาระยะเวลาในการเก็บรักษาปลาดงันี ้
0 5 10 และ 15 วนั ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีนแสดงดงัภาพประกอบ 23 และ 24 
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ภาพประกอบ 23 การเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนในการเก็บรักษาปลาท่ีเย็น 
 

 
 

ภาพประกอบ 24 การเปล่ียนแปลงปริมาณฮีสตามีนในการเก็บรักษาปลาท่ีเย็น 
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 จากผลการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอย่างปลาท่ีเก็บรักษาไว้ในท่ีเย็น แสดง
ให้เห็นว่าการเก็บรักษาปลาในท่ีเย็นไม่ส่งผลต่อต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีน แต่จะเกิดการ
สญูเสียปริมาณทอรีนในปลา เน่ืองจากการละลาย Freeze-thaw คือเม่ือน าปลาไปแช่แข็ง (Freeze)      
จะส่งผลให้น า้ในตวัปลาจบัตวักันเป็นผลึกน า้แข็ง หลังจากนัน้เม่ือน าปลาแช่แข็งมาละลาย (thaw)    
จะส่งผลให้เนือ้สมัผสัของปลานิ่ม และมีน า้ไหลออกมาจากเนือ้ปลา (ชยัรัตน์ ตัง้ดวงดี. 2555: 33) ซึ่ง
ทอรีนมีคณุสมบตัิในการละลายน า้ได้ดี ส่งผลให้ทอรีนละลายในน า้ท่ีไหลออกมาจากเนือ้ปลา จึงเป็น
สาเหตท่ีุท าให้ปริมาณทอรีนลดลง ส าหรับฮีสตามีนพบวา่การเก็บรักษาปลาไว้ในท่ีเย็นเป็นเวลานานจะ
ส่งผลให้ปริมาณฮีสตามีนเพิ่มขึน้เล็กน้อย เม่ือเทียบกับการเก็บรักษาปลาไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเพียงไม่ก่ี
ชัว่โมง โดยผลการทดลองท่ีได้สอดคล้องกบังานวิจยัของ Rossano R. และคณะ รายงานว่า การท่ีเก็บ
ปลาไว้ท่ีอณุหภมูิต ่าสามารถยบัยัง้หรือชะลอการเกิดสารพิษฮีสตามีนได้ เน่ืองจากการเก็บรักษาปลาใน
ท่ีเย็นจะสง่ผลให้จลุินทรีย์ในเนือ้ปลาชะลอกระบวนการยอ่ยสลายฮีสตดีินไปเป็นฮีสตามีนได้ ดงันัน้การ
เก็บรักษาปลาไว้ท่ีอุณหภูมิประมาณ -20 องศาเซลเซียสเป็นวิธีถนอมปลาท่ีดีส าหรับผู้บริโภคท่ี
จ าเป็นต้องเก็บปลาไว้เป็นเวลานาน (Rossano R.; et al. 2006: 161-164) 
 
 5.2 ศึกษาปัจจัยจากรูปแบบการปรุงอาหาร 
  ศกึษาการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีนเม่ือน าตวัอย่างปลาสดไปปรุงอาหาร
ด้วยวิธีต่างๆ ได้แก่ ต้ม นึ่ง และทอด ผลการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีนแสดง               
ดงัภาพประกอบ 25 และ 26 

 

 
 

ภาพประกอบ 25 ปริมาณทอรีนในตวัอย่างปลาท่ีผ่านกระบวนการปรุงอาหาร 
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ภาพประกอบ 26 ปริมาณฮีสตามีนในตวัอยา่งปลาท่ีผา่นกระบวนการปรุงอาหาร 
 
 จากผลการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอย่างปลาท่ีผ่านการปรุงอาหาร แสดง
ให้เห็นว่าการปรุงอาหารด้วยวิธีการต้ม นึ่ง และทอด ส่งผลต่อปริมาณทอรีนในเนือ้ปลาท่ีแตกตา่งกัน 
โดยการปรุงอาหารด้วยวิธีการทอดสามารถเก็บรักษาปริมาณทอรีนในเนือ้ปลาไว้ได้ดีท่ีสดุเม่ือเทียบกบั
วิธีปรุงอาหารวิธีอ่ืน เน่ืองจากทอรีนสามารถละลายน า้ได้ดีซึ่งการปรุงอาหารด้วยวิธีการต้มและนึ่ง     
จะใช้น า้ในการปรุงอาหารจึงท าให้ทอรีนละลายออกมากบัน า้จากกระบวนต้มและนึ่ง นอกจากนีค้วาม
ร้อนจากกระบวนการปรุงอาหารจะท าให้ทอรีนเกิดการสลายตวัจึงส่งผลให้เนือ้ปลาสูญเสียปริมาณ  
ทอรีน ซึ่งให้ผลการทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยของพรพิมลและกาญจนา (Muangthai P. และ 
Klongnganchui K. 2015: 11-19) ส าหรับฮีสตามีนพบว่าการปรุงอาหารด้วยวิธีการต้ม นึ่ง และทอด 
จะสง่ผลตอ่ปริมาณฮีสตามีนในเนือ้ปลาเชน่เดียวกนัทอรีน แตฮี่สตามีนเป็นสารท่ีสามารถทนความร้อน
ได้ ท าให้ความร้อนจากกระบวนการปรุงอาหารไม่ส่งผลให้ฮีสตามีนสลายตัว แต่ความร้อนจาก
กระบวนการปรุงอาหารจะฆา่เชือ้จลุินทรีย์ท่ีท าหน้าท่ียอ่ยสลายฮีสตดีินไปเป็นฮีสตามีนได้  
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บทที่ 5 
สรุปผล อภปิรายผลการวจิยั และข้อเสนอแนะ 

 
 งานวิจยันีท้ าการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนพร้อมกันในตวัอย่างปลาด้วยเทคนิค

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยท าการสุ่มตวัอย่างปลาจากตลาดสด ได้แก่ ปลาโอ ปลาทู

ปลาทบัทิม และปลาช่อน ในงานวิจยันีท้ าการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน

และฮีสตามีนพร้อมกนั วิธีการเตรียมตวัอย่างปลา และการศึกษาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์เพ่ือให้

ได้สภาวะท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพท่ีดีท่ีสดุในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารทัง้สอง นอกจากนี ้

ศกึษาผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาปลา และผลของปัจจยัจากรูปแบบการปรุงอาหารท่ีมีผลต่อ

ปริมาณทอรีน และฮีสตามีนในตวัอยา่งปลา เพ่ือดผูลการเปล่ียนแปลงของปริมาณสารทัง้สองหลงัจาก

การเก็บรักษาและผา่นกระบวนการปรุงอาหาร 

 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 
 จากการศึกษาปัจจยัตา่งๆท่ีมีผลต่อการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนด้วยเทคนิคโคร

มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู สรุปผลได้ดงันี ้

 1. ผลการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีน ด้วยเทคนิค

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ได้สภาวะท่ีเหมาะสมดงันี ้

 1.1 ความยาวคล่ืนท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์ทอรีนและฮีสตามีน ความยาวคล่ืนของการ
เปลง่แสงท่ี 451 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนของการกระตุ้นท่ี 333 นาโนเมตร  
  1.2 วฏัภาคเคล่ือนท่ีของสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 4.8 เข้มข้น 0.02 โมลาร์       
ตอ่อะซิโตไนไตรล์ ในอตัราส่วนร้อยละ 65 ตอ่ 35 โดยปริมาตร 
  1.3 อตัราการไหลของวฏัภาคเคล่ือนท่ีเทา่กบั 0.8 มิลลิลิตรตอ่นาที 
  1.4 คา่ pH วฏัภาคเคล่ือนท่ีสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ เทา่กบั 4.8 

 จากผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีน พบว่า

สภาวะท่ีพฒันาขึน้สามารถวิเคราะห์ทอรีนและฮีสตามีนได้พร้อมกันภายในเวลา 10 นาที โดยให้ค่า

ระยะเวลารีเทนชนัของทอรีนและฮีสตามีนเทา่กบั 5.415 และ 8.483 นาที ตามล าดบั ส าหรับการศกึษา
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ผลของกรดอะมิโนท่ีเก่ียวข้อง ได้แก่ ซิสเตอีน เมธไทโอนีน ไลซีน และฮีสติดีน พบว่ากรดอะมิโนทัง้ 4 

ชนิดไมส่ง่ผลรบกวนการตรวจวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลา 

 2. ผลการศกึษาวิธีการเตรียมตวัอย่างปลา โดยศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการสกดัสาร

ทอรีนและฮีสตามีนออกจากตวัอยา่งปลาด้วยวิธีทางเคมีร่วมกบัวิธีทางกล ได้สภาวะท่ีเหมาะสมดงันี ้

 2.1 วิธีการสกดัด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้ตวัท าละลายกรดไตรคลอโรแอซิติกท่ีความเข้มข้น
ร้อยละ 10 โดยมวลตอ่ปริมาตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในการสกดัสารทอรีนและฮีสตามีนออกจากปลา 
 2.2 วิธีการสกดัทางกลโดยใช้เทคนิคการสกดัด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสงู โดยท่ีเวลา 20 
นาทีสามารถสกดัปริมาณทอรีนและฮีสตามีนได้สงูสดุ 
 จากสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเตรียมตัวอย่างปลาดังกล่าวสามารถสกัดสารทอรีน

และฮีสตามีนในตวัอย่างปลาให้ค่าร้อยละการคืนกลบัเท่ากับร้อยละ 100.95 และ 86.22 ตามล าดบั 

แสดงให้เห็นวา่วิธีการสกดันัน้มีประสิทธิภาพท่ีดีและอยูใ่นชว่งท่ีสามารถยอมรับได้ จึงเหมาะสมส าหรับ

การเตรียมตวัอยา่งปลาก่อนท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร  

 3. ผลของการศกึษาประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์ท่ีได้พฒันาขึน้ในการวิเคราะห์ปริมาณ

ทอรีนและฮีสตามีน จากการทดลองพบวา่กราฟมาตรฐานของทอรีนและฮีสตามีนมีความเป็นเส้นตรงท่ี

ดีในช่วงความเข้มข้น 0.0005-10 และ 0.03-10 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยให้ค่าสมัประสิทธ์ิ

สหสมัพนัธ์ (R2) ของทอรีน และฮีสตามีน เท่ากบั 0.9975 และ 0.9980 ตามล าดบั มีคา่ขีดจ ากดัต ่าสดุ

ท่ีสามารถตรวจวดัได้ (LOD) และคา่ขีดจ ากดัต ่าสุดท่ีสามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ) ของ  

ทอรีนเทา่กบั 0.0001 และ 0.0005 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ส าหรับฮีสตามีน มีคา่ LOD และ LOQ 

เทา่กบั 0.01 และ 0.03 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ส าหรับวิธีการวิเคราะห์นีมี้ความเท่ียงท่ีดีทัง้ภายใน

วนัเดียวกนัและระหวา่งวนัโดยให้คา่ร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ภายในวนัเดียวกนัของ

ทอรีน และฮีสตามีนอยู่ในช่วง 0.14-1.35 และ 0.16-0.63 ตามล าดบั และร้อยละของค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐานสมัพทัธ์ระหว่างวนัของทอรีน และฮีสตามีนอยู่ในช่วง 0.18-0.71 และ 0.20-1.18 ตามล าดบั 

และให้คา่ร้อยละการคืนกลบัทอรีนและฮีสตามีนของตวัอย่างปลาอยู่ในช่วงร้อยละ 80.56-98.45 และ 

75.83-83.57 ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าวิธีการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนพร้อมกันใน

งานวิจยันีมี้ประสิทธิภาพท่ีดี สามารถน าไปประยกุต์ในการตรวจวิเคราะห์ในตวัอยา่งปลาได้ 

 4. ผลการวิเคราะห์ปริมาณทอรีน และฮีสตามีนในตวัอยา่งปลาสดท่ีได้ท าการสุม่ตวัอย่าง

ปลาจากตลาดสด ได้แก่ ปลาโอ ปลาทปูลาทบัทิม และปลาชอ่น พบวา่มีปริมาณทอรีนอยูใ่นช่วง 
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1074.05±8.91 ถึง 1648.45±1.33 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม และมีปริมาณฮีสตามีนในชว่ง 6.60±0.30 ถึง 

8.01±0.26 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม จากการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารทัง้ 2 ชนิดในตวัอยา่งปลาแสดงให้

เห็นวา่สามารถพบทอรีนได้ทัง้ในปลาทะเลและปลาน า้จืด ส าหรับฮีสตามีนพบวา่ปริมาณฮีสตามีนใน

ปลาทะเลมีมากกวา่ปลาน า้จืด เน่ืองจากปลาโอ ปลาทเูป็นปลาทะเลในตระกลู scombroid ซึง่จะมี

ปริมาณฮีสติดีนสงูกวา่ในกลุ่มปลาน า้จืดสง่ผลให้ในปลาทะเลมีปริมาณฮีสตามีนมาก จากข้อมลูผล

การวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลาข้างต้นสามารถน าไปใช้เป็นแนวทางในการ

เลือกบริโภคปลาส าหรับผู้ ท่ีแพ้อาหารทะเลได้ 

 5. ผลการศกึษาปัจจยัท่ีมีผลตอ่การเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีน  

  จากการศกึษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาปลาพบวา่ ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาปลา

ในท่ีอุณหภูมิห้อง และในท่ีเย็นไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีน เน่ืองจากทอรีนมีความ

เสถียรภาพสงู ส าหรับฮีสตามีนการเก็บปลาไว้ท่ีอณุหภูมิห้องส่งผลให้ปริมาณฮีสตามีนในตวัอย่างปลา

เพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว เน่ืองจากท่ีอณุหภูมิประมาณ 20-30 องศาเซลเซียสเป็นอณุหภูมิท่ีเหมาะสมต่อ

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์จึงส่งผลให้เกิดกระบวนการย่อยสลายฮีสติ ดีนไปเป็นฮีสตามีนได้มาก 

สว่นการเก็บรักษาปลาไว้ในท่ีเย็นเป็นเวลานานจะส่งผลให้ปริมาณฮีสตามีนเพิ่มขึน้เล็กน้อย เม่ือเทียบ

กับการเก็บรักษาปลาไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เน่ืองจากการเก็บปลาไว้ท่ีอุณหภูมิต ่าจะช่วยชะลอการ

เจริญเติบโตของจลุินทรีย์ในเนือ้ปลาจึงส่งผลให้เกิดกระบวนการย่อยสลายฮีสติดีนไปเป็นฮีสตามีนได้

น้อย  

  จากการศึกษาผลของการเปล่ียนแปลงปริมาณทอรีนและฮีสตามีนเม่ือน าตัวอย่างปลา       
ไปปรุงอาหารด้วยวิธีต่างๆ พบว่า การปรุงอาหารด้วยวิธีการต้ม นึ่ง และทอด ส่งผลต่อปริมาณทอรีน
และฮีสตามีนในเนือ้ปลาเป็นแนวโน้มไปทางเดียวกนั โดยการปรุงอาหารด้วยวิธีการทอดสามารถเก็บ
รักษาปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในเนือ้ปลาไว้ได้ดีท่ีสุดเม่ือเทียบกบัวิธีปรุงอาหารวิธีอ่ืน นอกจากนี ้
ความร้อนจากกระบวนการปรุงอาหารจะท าให้ทอรีนเกิดการสลายตวัจึงส่งผลให้เนือ้ปลาสูญเสีย
ปริมาณทอรีนได้ แต่ฮีสตามีนเป็นสารท่ีทนความร้อน ท าให้ความร้อนจากกระบวนการปรุงอาหารไม่
ส่งผลให้ฮีสตามีนสลายตัว แต่ความร้อนจากกระบวนการปรุงอาหารสามารถฆ่าเชือ้จุลินทรีย์ท่ี         
ท าหน้าท่ีย่อยสลายฮีสติดีนเป็นฮีสตามีนในปลาได้ และถึงแม้ว่าจลุินทรีย์จะถูกท าลายด้วยความร้อน 
แตส่ารพิษฮีสตามีนยงัคงสภาพอยูใ่นเนือ้ปลาจงึท าให้ผู้บริโภคท่ีทานปลาท่ีมีสารฮีสตามีนปนเปือ้นเกิด
อาการการแพ้ได้ 
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ข้อเสนอแนะ 
 1. การวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนพร้อมกนัในตวัอย่างปลาในงานวิจยันี  ้พบว่าจาก

สภาวะท่ีเหมาะของวิธีวิเคราะห์นีส้ามารถน าไปประยกุต์วิเคราะห์พร้อมกบัสารเมธไทโอนีนได้ 

 2. วิธีการวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนพร้อมกนัท่ีได้พฒันาขึน้สามารถน าไป

ประยกุต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งชนิดอ่ืน และตวัอยา่งท่ีผ่าน

กระบวนการแปรรูปได้ 
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ภาคผนวก ก 
โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานและสารตัวอย่าง 
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ภาพประกอบ 27 ชว่งความยาวคล่ืนการเปลง่แสงของสารอนพุนัธ์ผสมทอรีน และฮีสตามีน 
 

 
 

ภาพประกอบ 28 โครมาโทแกรมสารละลายรบกวนของทอรีน 
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ภาพประกอบ 29 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอนพุนัธ์ของทอรีนความเข้มข้น 0.0001            
       มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

 

 
 

ภาพประกอบ 30 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอนพุนัธ์ของทอรีนความเข้มข้น 0.0005  
       มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
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ภาพประกอบ 31 โครมาโทแกรมสารละลายรบกวนของฮีสตามีน 
 

 
 

ภาพประกอบ 32 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอนพุนัธ์ของฮีสตามีนความเข้มข้น 0.01  
       มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
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ภาพประกอบ 33 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานอนพุนัธ์ของฮีสตามีนความเข้มข้น 0.03  
       มิลลิกรัมตอ่ลิตร 

 

 
 
ภาพประกอบ 34 โครมาโทแกรมสารอนพุนัธ์ของทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งโอ 
       หมายเหต ุ   1 แทน พีค ทอรีน     2 แทน พีค ฮีสตามีน 
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ภาพประกอบ 35 โครมาโทแกรมสารอนพุนัธ์ของทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลาท ู
       หมายเหต ุ   1 แทน พีค ทอรีน     2 แทน พีค ฮีสตามีน 
 

 

 
 
ภาพประกอบ 36 โครมาโทแกรมสารอนพุนัธ์ของทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลาทบัทิม 
       หมายเหต ุ   1 แทน พีค ทอรีน     2 แทน พีค ฮีสตามีน 
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ภาพประกอบ 37 โครมาโทแกรมสารอนพุนัธ์ของทอรีนและฮีสตามีนในตวัอยา่งปลาชอ่น 
       หมายเหต ุ   1 แทน พีค ทอรีน     2 แทน พีค ฮีสตามีน 
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ภาคผนวก ข 
รูปตัวอย่างปลา และวิธีการเตรียมตัวอย่างปลาด้วยวิธีการสกัดทางเคมี 

ร่วมกับวิธีทางกล 
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ภาพประกอบ 38 ตวัอยา่งปลาโอสด ภาพประกอบ 39 ตวัอยา่งปลาทสูด 

  
ภาพประกอบ 40 ตวัอยา่งปลาทบัทิมสด ภาพประกอบ 41 ตวัอยา่งปลาชอ่นสด 

  
ภาพประกอบ 42 ตวัอยา่งปลาทบัทิมต้ม ภาพประกอบ 43 ตวัอยา่งปลาทบัทิมนึง่ 
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ภาพประกอบ 44 ตวัอยา่งปลาทบัทิมทอด 

 

 
 

ภาพประกอบ 45 วิธีการสกดัตวัอยา่งปลาด้วยวิธีทางเคมีโดยใช้ตวัท าละลายกรดไตรคลอโรแอซิติก 
 

 
 

ภาพประกอบ 46 วิธีการสกดัตวัอยา่งปลาด้วยวิธีทางทางกลด้วยคล่ืนเสียงความถ่ีสงู 
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ภาคผนวก ค 
รูปเคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
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ภาพประกอบ 47 เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
 

 
 

ภาพประกอบ 48 เคร่ืองฟลอูอเรสเซนซ์สเปกโทรมิเตอร์ (Fluoresence spectrometer) 
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ภาพประกอบ 49 เคร่ืองกรองน า้ปราศจากไอออน 
 

 
 

ภาพประกอบ 50 เคร่ีองชัง่อยา่งละเอียด 4 ต าแหนง่ 
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ภาพประกอบ 51 เคร่ืองเขยา่ Vortex 

 

 
 

ภาพประกอบ 52 เคร่ืองอลัตราโซนิค 
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