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 ยาลกูกลอนไทยเปนยาท่ีไดรบัความนิยมประเภทหน่ึง เพราะผลติจากสมุนไพร ปจจุบนัมี

ผูบริโภคลดลง เพราะมีขาววามีสารประเภทสเตยีรอยด และสาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอรฟวราลดี

ไฮด (HMF) มีผลทําใหยาลูกกลอนมีสีดําคล้ํา ท้ังน้ีเพราะในยาลูกกลอนมีนํ้าผึ้งเปนตัวประสานผงยา 

ในนํ้าผึ้งท่ัวไปจะตองมีการควบคุมปริมาณ HMF ใหมีปริมาณไมเกิน 15 ppm ดังน้ันงานวิจัยน้ีได

ทําการศึกษาปจจัยท่ีสงผลตอปริมาณการเกิดสารประกอบ HMFในระบบตนแบบ(model system) 

และในนํ้าผึ้ง ซ่ึงไดแก ชนิดของกรดอะมิโน ชนิดของนํ้าตาล อุณหภูมิท่ีใหความรอน เวลาท่ีใหความ

รอนและระยะเวลาในการเกบ็รักษา รวมท้ังพฒันาวธิวิเิคราะหหาปริมาณ HMF ในยาลกูกกลอนดวย

เทคนิคโครมาโทรกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสงูชนิดรีเวอรสเฟส โดยทําการศกึษาองคประกอบ

ของวัฏภาคเคลื่อนท่ีเปรียบเทียบ 3 สภาวะ สภาวะท่ี 1 ใชนํ้าและอะซีโตไนทริลในอตัราสวนรอยละ  

90:10  โดยปริมาตร สภาวะท่ี 2 ใช นํ้าและอะซิโตไนทริลในอตัราสวนรอยละ  97:3  โดยปริมาตร 

และสภาวะท่ี 3 ใชนํ้าและเมทานอลในอตัราสวนรอยละ  90:10   โดยปริมาตร จากผลการศึกษา

พบวา สภาวะท่ี 2 เปนสภาวะท่ีดีท่ีสุดท่ีใชในการวิเคราะห  ผลการวิเคราะหปริมาณ HMF จากการ

แปรผนัอณุหภูมิและเวลาในการใหความรอนกบันํ้าผึง้และเวลาในการเกบ็รักษานํ้าผึง้พบวา ปริมาณ

ของ HMFแปรผันตามอุณหภูมิและเวลาในการใหความรอนและเวลาในการเกบ็รักษานํ้าผึง้ และผล

จากการวเิคราะหปริมาณ HMF ในยาลกูกลอน พบวา ในตวัอยางยาลกูกลอนท่ีนาํมาวเิคราะห

จํานวน 28 ตัวอยางมีปริมาณ HMF อยูในชวง 1.30-44.94 ppm และมีคาขีดความสามารถต่ําสุดใน

การตรวจวดัเทากบั 0.65 ppm 
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 An herb pill is one of the popular drugs in Thailand. The consumption of Thai herb 

pills are currently decreased due to carcinogenic 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF) in 

honey used as a binder in the pills.  HMF is formed during heating honey and attributed to 

darkening of colour in honey.  The quality of honey is controlled by the HMF content which 

should be less than 15 ppm.  In this work, we studied influential factors on HMF 

accumulation in a model system and in honey.  The effects of types of amino acids and 

sugars, temperature, heating time and shelf life on HMF accumulation were investigated.  In 

addition, we developed an analysis method of HMF content in the pills using RP-HPLC with 

3 different mobile phase systems for comparison, including water-acetronitrile  90:10 (v/v) 

water-acetronitrile 97:3 (v/v) and water-methanol 90:10 (v/v).  Results showed that the use 

of water-acetronitrile 97:3 (v/v) as the mobile phase gave the best analysis.  The content of 

HMF in 28 herb pill samples was in a range of 1.30 - 44.94 ppm and the limit of detection 

was 0.65 ppm.  Moreover, the HMF accumulation increased with increasing temperature, 

heating time and shelf life.   
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 ปริญญานิพนธฉบับน้ีสําเร็จไดดวยดี เน่ืองจากผูวิจัยไ ดรับคาํแนะนํา ความชวยเหลอืความ

อนุเคราะหจาก รองศาสตราจารย ดร.พรพิมล  มวงไทย ประธานควบคมุปริญญานิพนธ และดร.ปยะ

ดา  จิตรตั้งประเสริฐ  คณะกรรมการควบคมุปริ ญญานิพนธ ท่ีกรุณาใหคาํปรึกษา และช้ีแนะ

ขอบกพรองตางๆ ตลอดจนการแกปญหาอันเกิดจากการวิจัยและการเขียนปริญญานิพนธน้ีแกผูวิจัย

เปนอยางดี 

ขอขอบพระคณุ ดร.วินัย อวงพิพั ฒน ท่ีใหความกรุณาในการเปนประธานกรรมการในการ

สอบปากเปลาปริญญานิพนธ ผูชวยศาสตราจารย ดร . สิริธร สโมสร  ท่ีใหความกรุณาในการเปน

กรรมการสอบปากเปลาปริญญานิพนธ ตลอดจนใหคาํแนะนําและช้ีแนะขอบกพรองตางๆ  เพื่อให

ปริญญานิพนธฉบับน้ีสมบูรณย่ิงข้ึน และขอขอบพระ คุณคณาจารยภาควิชาเคมีทุกทาน ท่ีได

ถายทอดความรูและใหความเมตตาเอาใจใสแกผูวิจัยดวยดีเสมอมา  

ขอขอบคณุคณะวทิยาศาสตร  มหาวทิยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ ท่ีใหทุนสนับสนุนการทํา

ปริญญานิพนธสาํหรับนิสติในระดบับัณฑิตศกึษาจากงบประมาณเงนิรายได คณะวทิยาศาสตร

ประจําป พ .ศ.2553และขอบคุณเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการภาควิชาเคมี ท่ีใหคําแนะนํา ชวยเหลือ 

อาํนวยความสะดวก แกผูวิจัยตลอดการศึกษาและทําวิจัย ผูวิจัยรูสึกซาบซ้ึงในความกรุณาและ

ขอขอบพระคณุทุกๆ ทานไว ณ โอกาสน้ี 
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สนับสนุนในดานการศึกษาแกผูวิจัยตลอดมา และขอบพระคุณครู อาจารย รวมถึงผูมีพระคุณ

ท้ังหลายท่ีมิไดเอยนามมา ณ ท่ีน้ี ท่ีมีสวนชวยใหงานวิจัยคร้ังน้ีสําเร็จลุลวงไปได 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ภูมิหลัง 

ยาลูกกลอนเป็นยาสมุนไพรไทยประเภทหน่ึงมีรูปร่างเป็นเม็ดกลม จัดเป็นยาแผนโบราณที่
ต้องขออนุญาตผลิตหรือน าเข้า และ ต้องได้รับใบส าคัญการขึ้นทะเบียนต ารับยาก่อนจึงจะจ าหน่าย
ได้ จ าหน่ายในร้านขายยาที่มีใบอนุญาตเท่าน้ัน (ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวง
สาธารณสุข.  2541: 7) ในเม็ดยาลูกกลอนท่ัวไปประกอบไปด้วยผงยาที่อาจเป็นสมุนไพรชนิดเดียว
หรือ หลายชนิดก็ได้ขึ้นกับประเภทของยา นอกจากนี้ยังมีตัวประสานผงยาซึ่งมีหน้าที่ท าให้ผงยาจับ
ตัวกันเป็นเม็ดหรือก้อน ซึ่ง นิยมใช้น้ าผึ้งเนื่องจากน้ าผึ้งมีสรรพคุณทางยาและท าให้เม็ดยามีสี กลิ่น 
รส ที่ชวนรับประทาน จึงเรียกยาที่ได้ว่ายาลูกกลอนน้ าผึ้ง  

ยาลูกกลอนเป็นรูปแบบยาสมุนไพรที่ได้รับความนิยมสูง นิยมใช้เป็นยารักษาโรคเรื้อรังและ
ใช้เป็นยาบ ารุงร่างกาย เนื่องจากสามารถรับประทานได้ง่ายและพกพาได้สะดวก รวมท้ังยังสามารถ
เก็บรักษาได้เป็นเวลานานกว่ายาสมุนไพรรูปแบบอื่น ๆ   

น้ าผึ้งเป็นผลผลิตที่ได้จากการเก็บน้ าหวานจากเกสรดอกไม้ของผึ้ง ในน้ าผึ้งจะมีน้ าตาลเป็น
องค์ประกอบหลัก นอกจากนี้ยังมีกรดอะมิโนและสารอาหารต่าง ๆ อีกมากมายอยู่ด้วย(แสนนัด หงษ์
ทรงเกียรติ .  2531: 223) ด้วยสาเหตุที่องค์ประกอบ หลักของน้ าผึ้งคือน้ าตาล และยังมีกรดอะมิโน 
ท าให้น้ าผึ้งสามารถเกิดปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาลแบบไม่ใช้เอนไซม์หรือที่รู้จักกันดีในนามของ 
“ปฏิกิริยาเมลลาร์ด” (Maillard reaction)  

ปฏิกิริยาเมลลาร์ดมีทั้งประโยชน์และโทษ ผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่ได้จากปฏิกิริยาเมลลาร์ดเป็น
สารสีน้ าตาลที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบเรียกว่า “เมลานอยดิน” (melanoidins) ท าให้ปฏิกิริยานี้
มีความส าคัญต่ออาหารบางประเภทเช่น ขนมอบ คาราเมล ทอฟฟี่ เป็นต้น ทั้งนี้เพราะท าให้เกิดสี
น้ าตาลในอาหารดังกล่าวและชวนให้บริโภค แต่อย่างไรก็ตามปฏิกิริยานี้ก็มีข้อเสียคือท าให้คุณค่า
ทางโภชนาการลดลง ถ้าอาหารนั้นมีโปรตีนสูงและได้รับความร้อนสูงด้วยผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นเป็น
สารก่อมะเร็ง สารผลิตภัณฑ์ชนิดหนี่งที่ส าคัญและเป็นสารพิษดังกล่าวคือ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์
ฟิวราลดีไฮด์ (5-hydroxymethyl-2-furfuraldehyde หรือ HMF) (นิธิยา รัตนาปนนท์.  2549: 324)  

ในปัจจุบันแม้ว่าจะมีการควบคุมคุณภาพของยาลูกกลอนอย่างเข้มงวด แต่ก็ยังมีการวาง
จ าหน่ายยาลูกกลอนท่ีไม่ได้รับใบส าคัญการขึ้นทะเบียนต ารับยาโดยท่ัวไปและยังได้รับความนิยม
อย่างมากในหมู่ผู้บริโภค โดยท่ีผู้บริโภคส่วนใหญ่มิได้ตระหนักถึงอันตรายจากการ เกิดสารก่อมะเร็ง
ที่เป็นผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาลจากน้ าผึ้ง ซึ่งเป็นองค์ประกอบส าคัญของยาลูกกลอน  
รวมท้ังสารปนเปื้อนต่าง ๆ จากกระบวนการผลิตที่ไม่ได้รับการควบคุมให้ถูกต้องตามมาตรฐาน 

ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษากระบวนการเกิดสารก่อมะเร็งจากปฏิกิ ริยาการเกิดสารสี
น้ าตาล และท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์สาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
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ซึ่งเป็นสารที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาลได้ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง เพื่อน าไปใช้วิเคราะห์ปริมาณสาร HMF ในตัวอย่างยาลูกกลอน โดยท่ีปริมาณของ HMF จะเป็น
ดัชนีชี้วัดการสูญเสียน้ าตาลและกรดอะมิโนจากปฏิกิริยาเมลลาร์ด 

 
 

ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจัย 
1. เพื่อท าการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณสาร HMF ในยาลูกกลอน 
2. เพื่อศึกษาปัจจัยแปรผันที่มีผลต่อการเกิดสาร HMF ในระบบต้นแบบ โดยศึกษาปัจจัย

แปรผัน ต่าง ๆ ดังนี้  
2.1 ชนิดของกรดอะมิโน โดยเลือกกรดอะมิโนที่พบปริมาณมากในน้ าผึ้งมาท าการศึกษา 

3 ชนิดคือ กรดอะมิโนโพรลีน กรดอะมิโนกลูตามิคและกรดอะมิโนไลซีน 
2.2 ชนิดของน้ าตาล โดยเลือกน้ าตาลที่พบปริมาณมากในน้ าผึ้งมาท าการศึกษา 3 ชนิด

คือ กลูโคสและฟรักโทส 
2.3 อุณหภูมิในการให้ความร้อน โดยท าการแปรผันอุณหภูมิในการให้ความร้อนดังน้ี 

อุณหภูมิห้อง 40  60  80  100 และ120 องศาเซลเซียส 
2.4 เวลาในการให้ความร้อน โดยท าการแปรผันเวลาในการให้ความร้อนดังน้ี ไม่ผ่าน

การให้ความร้อน 10 20 30 60 และ120นาที 
3. เพื่อศึกษาปัจจัยแปรผันที่มีผลต่อการเกิดสาร HMF ในน้ าผึ้ง โดยศึกษาปัจจัยแปรผัน 
ต่าง ๆ ดังนี้ 

3.1 อุณหภูมิในการให้ความร้อน โดยท าการแปรผันอุณหภูมิในการให้ความร้อนดังน้ี 
อุณหภูมิห้อง 40 60 80 และ100 องศาเซลเซียส 

3.2 เวลาในการให้ความร้อน โดยท าการแปรผันเวลาในการให้ความร้อนดังน้ี ไม่ผ่าน
การให้ความร้อน 20 40 60 80 100 และ120นาที 
  3.3 ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง ท าการแปรผันระยะเวลาในการเก็บรักษา ดังนี้  

 1 2 3 4 5 6 12 และ 24 เดือน 
 
 

ควำมส ำคัญของกำรวิจัย 
1. ทราบวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณสาร HMF ที่มีอยู่ในยาลูกกลอน 
2. ทราบปัจจัยท่ีมีผลต่อกระบวนการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในน้ าผึ้งและยาลูกกลอน 
3. ทราบผลการแปรผันของชนิดของกรดอะมิโนที่มีผลต่อการเกิดสาร HMF  
4. ทราบผลการแปรผันของชนิดของน้ าตาลที่มีผลต่อการเกิดสาร HMF 
5. ทราบผลการแปรผันของอุณหภูมิในการให้ความร้อนที่มีผลต่อการเกิดสาร HMF  
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6. ทราบผลการแปรผันของระยะเวลาในการให้ความร้อนที่มีผลต่อการเกิดสาร HMF 
7. ทราบผลการแปรผันของระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้งที่มีผลต่อการเกิดสาร HMF 

 
 
ขอบเขตของกำรวิจัย 

1. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์สาร HMF ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง 

2. ศึกษาความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด โดยศึกษาด้วยการใช้กรดอะมิโน 3 
ชนิด  ได้แก่ โพรลีน, กรดกลูตามิค และไลซีน น้ าตาล 2 ชนิด  ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส และน้ าตาล
ฟรักโทสและท าการศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาในการให้ความร้อน  

3. ศึกษาปัจจัยแปรผันในการเกิดสาร HMF ในน้ าผึ้ง ได้แก่ 
3.1 อุณหภูมิในการให้ความร้อน 
3.2 ระยะเวลาในการให้ความร้อน 
3.3 ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง 

4. ท าการวิเคราะห์ปริมาณสาร HMF ในตัวอย่างยาลูกกลอนท่ีซื้อจากแหล่งตลาด 
ท่าช้างและท่าพระจันทร์ 
 

ขั้นตอนกำรด ำเนินงำนวิจัย 
1. ศึกษาและหาข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับการเกิดสาร HMF ในยาลูกกลอน 
2. จัดเก็บตัวอย่างน้ าผึ้ง และยาลูกกลอน 
3. เตรียมอุปกรณ์ สารเคมี วัตถุดิบอื่น ๆ ที่ใช้ในการทดลอง 
4. วางแผนการทดลองและท าการทดลองเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์สาร 

HMF ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
5. ท าการศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในระบบต้นแบบ ได้แก่ 

5.1 ชนิดของกรดอะมิโน 
5.2 ชนิดของน้ าตาล 
5.3 อุณหภูมิในการให้ความร้อน 
5.4 ระยะเวลาในการให้ความร้อน 

6. ท าการศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในน้ าผึ้ง ได้แก่  
6.1 อุณหภูมิในการให้ความร้อน 
6.2 ระยะเวลาในการให้ความร้อน 
6.3 ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง 

7. ท าการวิเคราะห์ ปริมาณสาร HMF ในตัวอย่างยาลูกกลอน  



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง ซึ่งจะน าเสนอตามหัวข้อต่อไปนี้ 

1. ยาลูกกลอน 
2. น้ าผึ้ง 
3. ปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
4. งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการวิเคราะห์สาร HMF ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

 
ยาลูกกลอน 

เป็นยาสมุนไพรรูปแบบหน่ึงมีลักษณะเป็นเม็ดกลม ท าจากผงยาสมุนไพรตากแห้งซึ่งอาจ
เป็นชนิดเดียวหรือหลายชนิดรวมกันก็ได้ จากนั้ นน ามาผสมกับตัวประสานผงยา ส าหรับตัวประสาน
ผงยาที่ส าคัญและนิยมน ามาใช้มากคือน้ าผึ้ง แล้วจึงน ามาปั้นเป็นเม็ด เหมาะส าหรับสมุนไพรท่ีมี
สารส าคญัละลายในน ้ายาก ท าให้ใช้วิธีต้มหรื อชงไม่ได้หรือใช้กับยาที่มีกลิ่น รสไม่ชวนรับประทาน  
(ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวงสาธารณสุข .  2541: 7)  

ยาลูกกลอนอาจเตรียมไว้ใช้ได้นานถึง 1 เดือน หรอืนานกว่าน้ัน แต่อย่างไรก็ตาม ควรหม่ัน
ตรวจอยู่เสมอว่ายาลูกกลอนยังใช้ได้ ต้องเป็นลูกกลอนท่ีแห้งสนิท ไม่แตกร่วนหรือเยิ้มติดกันหรือ มี
ราขึ้น  

จากส่วนผสมและกระบวนการผลิตของยาลูกกลอน ท าให้มีน้ า เป็นส่วนประกอบอยู่น้อยจึงให้
การแตกตัวของเม็ดยาเกิดได้ช้า ตัวยาจึงออกฤทธิ์ได้นาน น้ าผึ้งที่ใช้ผสมช่วยปรับรสและช่วยบ ารุง
ร่างกายด้วย ยานี้มักใช้เป็นยารักษาโรคเรื้อรังและโรคที่ต้องการบ ารุงร่างกายด้วย เนื่องจากมี
ลักษณะที่รับประทานง่าย พกพาได้สะดวกและเก็บรักษาได้นาน จึงได้รับความนิยมสูงในหมู่ผู้ใช้ยา
สมุนไพรไทย แต่มีข้อเสียอยู่ท่ียาลูกกลอนจะต้องใช้น้ าผึ้งเป็นปริมาณมากราคาต้นทุนจึงสูงกว่าปกติ  

ขั้นตอนการท ายาลูกกลอนน้ าผึ้ง (ภานุทรรศน์.  2545: 85-92) 
1. การเคี่ยวน้ าผึ้ง เพื่อไล่น้ าออกจากน้ าผึ้ง ท าให้เหนียว เม็ดยาจับกันแน่น 
    1.1 ตวงน้ าผึ้งหนักเท่ากับน้ าหนักของยาผงที่จะใช้ท าลูกกลอนโดยประมาณใส่ลงในหม้อ  
    1.2 น าหม้อน้ าผึ้งไปตั้งไฟเคี่ยวด้วยไฟแรง คนไปเรื่อยๆจนฟองเดือดเล็กลง ใช้เวลาประมาณ 
10-15 นาที ทดลองน าน้ าผึ้งมาหยดลงในน้ า ถ้าน้ าผึ้งรวมเป็นก้อนแข็งจึงจะใช้ได้ ถ้ายังเหนียวไม่
แข็ง ก็เคี่ยวต่อไป ทดลองท าใหม่จนได้ที่ดี  
    1.3 เติมน้ าสะอาดปริมาณเท่ากับน้ าผึ้งในตอนแรกลงไปเคี่ยวต่อ แล้วลองหยดน้ าผึ้งลงในน้ า  
ถ้าน้ าผึ้งจับตัวแข็งเป็นก้อนก็ยกลงจากเตา 
    1.4 กรองน้ าผึ้งที่เคี่ยวแล้วด้วยผ้ากรอง ในขณะท่ียังร้อนอยู่ และคนต่อไปจนกว่าน้ าผึ้งจะเย็น 
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2. การผสมน้ าผึ้งกับผงยา 
    2.1 ชั่งผงยาที่จะท าเม็ดเทลงในภาชนะท่ีแห้งสะอาด  
    2.2 ตักน้ าผึ้งที่เคี่ยวแล้วเทราดลงบนผงยาทีละน้อย คลุกเคล้าให้เข้ากับน้ าผึ้งไปเร่ือยๆ จนเน้ือยา
เข้ากันดี ทดลองปั้นเม็ดด้วยมือ หากได้ที่ดี ยาจะไม่ติดมือ บีบเม็ดยาดูจะไม่แตกร่วน การคลุกเคล้า
ยาท าด้วยมือ ควรสวมถุงมือ ถ้ามือไม่แห้ง จะท าให้ยาเกิดเชื้อราได้ง่าย  
 
น้้าผึ้ง 
 คือน้ าหวานทีผ่ึ้งเก็บมาจากต่อมน้ าหวานของดอกไม้ (nectar) โดยผึ้งจะกลืนน้ าหวานลงสู่
กระเพาะน้ าหวาน ซึ่งจะมีเอนไซม์ช่วยย่อยน้ าหวานแล้วน ามาเก็บไว้ใน หลอดรวงผึ้ง จากนั้นน้ าผึ้ง
ค่อยๆบ่มตัวเองโดยการระเหยน้ าออกไป จนกระทั่งน้ าผึ้งมีปริมาณน้ าตาลที่เข้มข้นขึ้นจนได้ระดับท่ี
เหมาะสมกับการเก็บรักษา ผึ้งงานก็จะปิดฝาหลอดรวง เราเรียกน้ าผึ้งนี้ว่า “น้ าผึ้งสุก” เป็นน้ าผึ้งที่ได้
มาตรฐาน จะมีน้ าอยู่ไม่เกิน 20-21 เปอร์เซ็นต์ 
 มนุษย์รู้จักน าน้ าผึ้งมาใช้ในการอุปโภคบริโภคเป็นเวลายาวนานมาก มีการพบหลักฐาน
ยืนยันเป็นภาพวาดบนผนังถ้ าในประเทศสเปนเป็นภาพวาดรูปคนก าลังตีผึ้งเพื่อเอาน้ าผึ้ง ภาพวาด
นั้นมีอายุยาวนานกว่า 7,000 ปีก่อนคริสตศักราช นอกจากเป็นอาหารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูง
แล้วน้ าผึ้งยังมีคุณสมบัติพิเศษอีกมากมาย เช่น สามารถเก็บไว้ได้นานโดยไม่เน่าเสีย เพราะมีความ
เข้มข้นสูง มีคุณสมบัติในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ ท าให้ชุ่มคอ แก้ไอ ใช้รักษาแผลสดและแผลไฟไหม้ 

น้ าผึ้งประกอบด้วยน้ าประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ น้ าตาลชนิดต่างๆ เช่น กลูโคส ฟรักโทส 
และเลวูโรส ประมาณ 79 เปอร์เซ็นต์ โดยมีปริมาณน้ าตาลฟรักโทส มากกว่าน้ าตาลกลูโคสเล็กน้อย 
ท าให้น้ าผึ้งไม่ตกผลึก และมีรสหวานกว่าน้ าตาลชนิดอื่นๆ กรดชนิดต่างๆ ประมาณ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
ท าให้น้ าผึ้งมีรสเปร้ียวเล็กน้อยโดยกรดที่พบมาก คือ กรดกลูโคนิก วิตามิน (ไรโบเฟลวิน, ไนอะซิน) 
เอนไซม์ และแร่ธาตุ (แคลเซียม, แมกนีเซียม, โปตัสเซียม, ฟอสฟอรัส) ประมาณ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
โดยน้ าผึ้งที่มีสีเข้ม จะมีปริมาณแร่ธาตุสูงกว่าน้ าผึ้งที่มีสีอ่อน ซึ่งจะเห็นได้ว่า องค์ประกอบหลักของ
น้ าผึ้ง คือน้ าตาล และเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ ยวเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งสามารถดูดซึมเข้าสู่ร่างกายและ
น าไปใช้ประโยชน์ได้ง่าย โดยน้ าผึ้ง 100 กรัม จะให้พลังงาน 303 แคลอรี ่ องค์ประกอบหลักของ
น้ าผึ้งแสดงดังตารางที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%AB%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9C%E0%B8%B6%E0%B9%89%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%95%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%AB%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%89&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%B8%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%A7%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%AA
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%9A%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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ตาราง 1  องค์ประกอบของน้ าผึ้ง 
 

องค์ประกอบ ปริมาณ (%) 
น้ า 
ฟรักโทส 
กลูโคส 
ซูโครส 
น้ าตาลอื่น ๆ  
กรดอะมิโน 
เกลือแร่ 
ไนโตรเจน 
สารไม่ทราบชนิด 

17.20 
38.19 
31.29 
  1.31 
  8.80 
  0.57 
  0.17 
  0.04 
  2.43 

 
ทีม่า:   ดัดแปลงจาก สมนึก บุญเกิด.  (2544).  ผึ้ง.  หน้า 109. 

 
น ้าผึ้งที่ดีต้องมีลักษณะเป็นของเหลวข้น เป็นเน้ือเดียวกัน ปราศจากสิ่งแปลกปลอม มีสีตาม

ธรรมชาติตั้งแต่สีเหลืองอ่อนถึงสีน ้าตาล มีกลิ่นรสตามธรรมชาติ ปราศจากกลิ่นรสที่น่ารังเกียจอื่นใด 
และกลิ่นต้องไม่บูดเปร้ียวหรือมีฟอง องค์ประกอบของน้ าผึ้งจะมีความแตกต่างกันบ้างเล็กน้อยจาก
ปัจจัยหลาย ๆ ด้าน เช่น ชนิดของผึ้ง สภาวะอากาศ พืชที่เป็นแหล่งน้ าหวานในการผลิตน้ าผึ้ง ฯลฯ  

แพทย์ไทยแผนโบราณนิยมใช้น้ าผึ้งช่วยในการแต่งรสยา เนื่องจากน้ าผึ้งมีรสหวานฝาด 
ร้อนเล็กน้อย มี สรรพคุณช่วยบ ารุงก าลัง บ ารุง ธาตุ แก้ปวดหลัง ปวดเอว ใช้ท ายาอายุวัฒนะ จึงใช้
น้ าผึ้งแต่งรสยาบางชนิด เช่น ยาแก้ไข้ที่มีรสขมมาก จนคนไข้กินไม่ได้ เราต้อง ใช้น้ าผึ้งผสมให้มีรส
หวานขึ้น ท าให้ยารับประทานง่ายขึ้น นอกจากนี้ยังมีการใช้น้ าผึ้งเป็นน้ ากระสายยาช่วยให้ตัวยาออก
ฤทธิ์ได้เร็วขึ้น เนื่องจากไปท าให้ตัวยาดูดซึมเร็วขึ้น ช่วยกระตุ้นการท างานของไต และกระจายเลือด 
ซึ่งท าให้ผู้ป่วยมีก าลังมากขึ้น หรือบางครั้งน าน้ าผึ้งมาผสมกับยาปั้นเป็นลูกกลอน แต่ผู้ปรุงยาควรน า
น้ าผึ้งไปเคี่ยวให้เดือดเพื่อฆ่าเชื้อโรค มิฉะนั้น ยาลูกกลอนจะขึ้นราภายหลัง 

ในบางครั้งน้ าผึ้งถูกใช้เป็นยาฆ่าเชื้อเพราะน้ าผึ้งมีความเข้มข้นของน้ าตาลสูง       ซึ่งความ
เข้มข้นของน้ าตาลที่สูงนี้เองจะเป็นการลดปริมาณน้ าที่แบคทีเรียใช้ในการเจริญเติบโต นอกจากนี้
น้ าผึ้งยังมีความเป็นกรดสูงและมีปริมาณโปรตีนต่ า ซึ่งท าให้แบ คทีเรียไม่ได้รับไนโตรเจนที่จ าเป็น 
แต่อย่างไรก็ตามในน้ าผึ้งยังมีสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และสารแอนตี้ออกซิแดนท์ซึ่งมีคุณสมบัติ 
ในการช่วยยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอีกด้วย ดังนั้นเม่ือเราใช้น้ าผึ้งทาบาดแผลจึงสามารถ
ฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้และท าให้แผลไม่เกิดการอักเสบ (แสนนัด หงษ์ทรงเกียรติ.  2531: 221-240) 
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โดยท่ัวไปน้ าผึ้งเป็นผลิตภัณฑ์ที่ต้องควบคุมคุณภาพ ดังนั้นการตรวจสอบคุณภาพน้ าผึ้งใน
ต่างประเทศนิยมใช้ การตรวจสอบหาปริมาณสารตกค้างประเภทไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์  
(HMF) เพื่อเป็นดัชนีบ่งบอกคุณภาพของน้ าผึ้ง โดยในน้ าผึ้งธรรมชาติที่เป็นน้ าผึ้งใหม่ไม่ควรมี
สารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ แต่ถ้ามีก็ไม่ควรเกิน 1 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (Codex 
Alimantarius.  1993: 23) แต่สารประกอบไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์จะตรวจพบได้มากใน
กรณีเก็บน้ าผึ้งเป็นเวลานาน ซึ่งในประเทศแถบทวีปยุโรป เช่น ประเทศเยอรมัน เบลเยี่ยม อิตาลี 
ออสเตรีย สเปน จะมีกฏหมายควบคุมโดยมีเกณฑ์ก าหนดว่าน้ าผึ้งควรมีปริมาณสารประกอบไฮดร
อกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ได้สูงสุดไม่เกิน 15 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (AOAC.  2000: 44) 
 
ปฏิกิริยาการเกิดสารสีน้้าตาล (Brownning reaction) 
 เป็นปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้กับอาหารหลากหลายชนิด เช่น การปอกเปลือกแอ๊ปเปิ้ลหรือมัน
ฝรั่งทิ้งไว้ หรือการที่เห็ดบางชนิดเปลี่ยนสีไป ปฏิกิริยาการเกิดสารสีน้ าตาลเป็นปฏิกิริยาทางเคมีที่
ค่อนข้างสลับซับซ้อนเน่ืองจากเกิดจากหลาย ๆ ปฏิกิริยารวมกัน โดยจะแตกต่างกันออกไปตามชนิด
ของอาหาร แต่สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท คือ การเกิดสีน้ าตาลที่เร่งด้วยเอนไซม์  
(enzymatic browning)  และการเกิดสีน้ าตาลที่ไม่อาศัยเอนไซม์ (non- enzymatic browning)  
 
การเกิดสีน้้าตาลที่เร่งด้วยเอนไซม์  
 การเกิดสีน้ าตาลประเภทนี้ พบมากในผัก ผลไม้สด  และน้ าผลไม ้ โดยเกิดกับผลไม้ท่ีช้ า มี
รอยแตก ผลไมถู้กปอกเปลือกหรือหั่น สารประกอบฟีนอลีกในเซลล์ซึ่งเป็นสับสเตรท (substrate) จะ
ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์พอลฟิีนอลออกซิเดส(polyphenoloxidase, PPO) ซึง่จะเริ่มจากการเกิด  
ไฮดรอกซิเลชันของสารประกอบโมโนฟีนอลิกไปเป็นออโท-ไดฟีนอล (O-diphenol) และ      
ถูกออกซิเดชันต่อไปเป็นออโท-ควิโนน (O–quinone) จากนั้นจะท าปฏิกิริยาแบบไม่มีเอนไซม์
เกี่ยวข้องกับสารประกอบต่าง ๆ รวมท้ังสารประกอบฟีนอลิกและกรดอะมิโน ท าให้เกิด ผลิตภัณฑ์
เป็นรงควัตถุประเภทต่าง ๆ   
 
การเกิดสีน้้าตาลที่ไม่อาศัยเอนไซม์  
 เป็นปฏิกิริยาที่ไม่มีเอนไซม์เข้ามาเกี่ยวข้อง สามารถแบ่งได้เป็นสองประเภทคือ ปฏิกิริยา 
คาราเมลไลเซชัน (caramelization) และปฏิกิริยาเมลลาร์ด (maillard reaction) 
 
คาราเมลไลเซชนั 
 เป็นปฏิกิริยาที่อาศัยความร้อนในการแยกสลายโมเลกุล (thermolysis) และเกิดพอลิเมอร์
ของสารประกอบคาร์บอน ได้เป็นสารสีน้ าตาล โดยมีน้ าตาลเท่านั้นที่เป็นสารตั้งต้นของปฏิกิริยา 
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ปฏิกิริยาเมลลาร์ด 
 เป็นปฏิกิริยาการเกิดสีน้ าตาลแบบไม่ใช้เอนไซม์แบบหนึ่ง โดยที่ การเปลี่ยนสีเป็นผลมาจาก
ปฏิกิริยาของหมู่คาร์บอนิล (carbonyl group) และหมู่อะมิโนท่ีเป็นอิสระซ่ึงน าไปสู่การเกิดเม็ดสี
น้ าตาลของเมลานอยดิน (melanoidin) การเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดเป็นการจ ากัดอายุการเก็บของน้ า
ผักและผลไม ้ผักและผลไม้แห้งหลายชนิด และผลิตภัณฑ์จากส้ม การเกิดสีน้ าตาลแบบไม่ใช้เอนไซม์
ในอาหารนั้นจะเกิดได้มากน้อยขึ้นอยู่กับสารตั้งต้นของการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด (maillard 
precursor) หรือวิตามินซี pH ออกซิเจน เวลาและอุณหภูมิในการเก็บรักษา  (Wong.  1989: 285-
293) 
 การเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดเกิดขึ้นตามขั้นตอนดังน้ี น้ าตาลรีดิวก์ทั้งคีโตสและแอลโดสจะรวม
กับหมู่อะมิโนได้เป็นไกลโคซิลเอมีน (N-substituted glycosylamine) เกิดปฏิกิริยาดีไฮเดรชันได้
เป็นอิมีน (imine) จากนั้นมีการจัดเรียงตัวใหม่ เรียกว่า Amadori rearrangement ได้เป็นแอลโดซา
มีน(aldosamine) หรือ คีโตสเอมีน (ketosamine) เรียกว่า Amadori product เกิดปฏิกิริยา 
enolization ของ Amadori products แล้วได้เป็นคีโตสเอมีนหรือไดอะมิโนซูการ์ ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยา
ดีไฮเดรชันต่อไปได้เป็นอนุพันธ์ของฟูแรน (furan) ถ้าเป็นน้ าตาลเฮกโซส อนุพันธ์ฟูแรนที่ได้มีชื่อว่า 
5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอรัลดีไฮด์ (5-hydroxymethyl-2-furaldehyde หรือ (HMF) (นิธิยา รัตนา
ปนนท์.  2549. 324) กระบวนการเกิดปฏิกิริยาแสดงดังภาพประกอบ 1และ 2 
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ภาพประกอบ 1 ปฏิกิริยาเมลลาร์ดเบื้องต้นแสดงการเกิดไกลโคซิลเอมีน และสารประกอบอะมาโดริ 

 
ที่มา: วรรณา ตุลยธัญ.  (2549).  เคมีอาหารของคาร์โบไฮเดรต.  หน้า 57 
 



 10 

 
 
 
ภาพประกอบ 2 วิถีของปฏิกิริยาแสดงการสลายตัวของสารประกอบอะมาโดริให้ได้สาร HMF 

 
ที่มา: วรรณา ตุลยธัญ.  (2549).  เคมีอาหารของคาร์โบไฮเดรต.  หน้า 58 
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อนุพันธ์วงแหวนฟูแรน เช่น HMF จะเกิดพอลิเมอไรซ์อย่างรวดเร็วได้เป็นสารสีน้ าตาล ที่มี
ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย และไม่ละลายน้ า ซึ่งต่างจากการเกิดคาราเมลไลเซซันท่ีมีน้ าตาล
เพียงอย่างเดียวพบได้ในอาหารท่ีมีน้ าตาลรีดิวส์ซิง กรดอะมิโน โปรตีน หรือสารประกอบไนโตรเจน 
สารสีน้ าตาลที่เกิดขึ้นน้ีเรียกว่า เมลานอยดิน (นิธิยา รัตนาปนนท์.  2549: 324) 

ปฏิกิริยาเมลลาร์ดท าให้เกิดสารสีน้ าตาล ซึ่งเป็นการเพิ่มรสชาติและกลิ่นกับผลิตภัณฑ์บาง
ชนิด เช่น ขนมอบ คาราเมล ทอฟฟี่ เป็นต้น นอกจากนี้ยังได้มีการน าสาร HMF มาเปลี่ยนเป็น
หน่วยย่อยของโปรตีนของพอลเิอสเตอร์ซ่ึงอาจน าไปสู่การผลิตพลาสติกได้ และยังได้มีการน า HMF 
มาผลิตเป็นพลังงานทดแทนเพื่อใช้แทนน้ ามันดีเซลอีกด้วย แต่ปฏิกิริยาเมลลาร์ด ท าให้เกิดการ
สูญเสียคุณค่าทางอาหาร เนื่องจากใช้น้ าตาลและกรดอะมิโนในการเกิดปฏิกิริยา นอกจากนั้นหาก
เป็นอาหารท่ีมีโปรตีนสูงและได้รับความร้อนสูงด้วย ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจะเป็นสาร heterocyclic 
amine ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง (นิธิยา รัตนาปนนท์.  2549: 326) 

ปริมาณของสาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอรัลดีไฮด์หรือ HMF นั้นจะใช้เป็นดัชนีวัดอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด เนื่องจากเป็นสารมัธยันต์ซึ่งเกิดขึ้นในขั้นตอนหน่ึงของปฏิกิริยาเมลลาร์ด ซึ่ง
ค่าที่ได้สามารถแสดงถึงการสูญเสียคุณค่าทางโภชนาการของอาหารที่เกิดขึ้นได้ นอกจากนี้ยังมีการ
รายงานผลการวิจัยออกมาว่าสาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอรัลดีไฮด์ และอนุพันธ์ของมัน (5-
chloromethyl and 5-sulphidemethylfurfural) มีความเป็นพิษต่อเซลล์และสารพันธุกรรมของ
สิ่งมีชีวิต รวมท้ังยังมีความเกี่ยวพันกับการเกิดโรคมะเร็ งในล าไส้ ตับ  และผิวหนังอีกด้วย (Spano, 
Nadia.; et al.  2006: 1390-1395) 
 
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 เป็นเทคนิคการวิเคราะห์สารเชิงคุณภาพวิเคราะห์และปริมาณวิเคราะห์ ที่นิยมใช้มากวิธี
หนึ่ง โดยสามารถใช้กับงานด้านต่าง ๆ อย่างกว้างขวาง เช่นในการวิเครา ะห์ทางอาหารและยา 
ทางด้านการแพทย์ สมุนไพร และทางด้านสิ่งแวดล้อม เป็นต้น  สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณต่ าๆ
ได้ในระดับไมโครกรัม (µg) ถึงพิโคกรัม (pg) เมื่อเลือกใช้เครื่องตรวจวัดที่เหมาะสม 

เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงท างานโดยใช้เครื่องสูบแรงดันสูง สูบตัวท า
ละลายซึ่งท าหน้าที่เป็นวัฏภาคเคลื่อนท่ี (mobile phase) พาสารตัวอย่างที่ถูกฉีดเข้าทางช่องฉีดสาร 
ผ่านอนุภาคที่เป็นวัฏภาคคงที่ (stationary phase) ซึ่งบรรจุอยู่ในคอลัมน์ สารตัวอย่างจะเคลื่อนท่ี
ผ่านคอลัมน์และถูกแยกออกมา ผ่านเข้าสู่เครื่องตรวจวัด ในเวลาที่ต่างกัน  สัญญาณที่วัดได้จะอยู่ใน
รูปสัญญาณไฟฟ้าตามเวลาและปริมาณของสารแต่ละตัวที่ตรวจวัดได้ จากนั้นสัญญาณจะถูกส่งไปยัง
เครื่องบันทึกสัญญาณ เพื่อแสดงผลออกมาเป็นโครมาโทแกรม 

กระบวนการแยกจะเกิดขึ้นระหว่างวัฏภาค 2 วัฏภาค คือ สารละลายถูกฉีดเข้าไปยังวัฏภาค
เคลื่อนท่ี ที่ไหลผ่านช่องฉีดสาร สารตัวอย่างจะไหลไปพร้อมวัฏภาคเคลื่อนท่ี องค์ประกอบสารที่แพร่
ไป จะเกิดอันตรกิริยากับวัฏภาคคงที่ท าให้เกิดการแยกตัวขององค์ประกอบในตัวอย่าง 
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ส่วนประกอบที่ส าคัญของเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ได้แก่ ขวดบรรจุ วัฏ
ภาคเคลื่อนท่ี (mobile phase reservoir) ระบบก าจัดฟองก๊าซ (degasser) เครื่องสูบแรงดันสูง (high 
pressure pump) ระบบฉีดสาร (sample injection) คอลัมน์ (column)และตัวตรวจวัด (detector) 

1. ขวดบรรจุวัฏภาคเคลื่อนท่ี - เป็นภาชนะใช้บรรจุวัฏภาคเคลื่อนท่ี  
2. ระบบก าจัดฟองก๊าซ- เป็นอุปกรณ์ในการก าจัดฟองอากาศในสารละลาย  
3. เครื่องสูบแรงดันสูง เนื่องจากในการแยกสารผสมในเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง จะอาศัยหลักการไหลของวัฏภาคเคลื่อนท่ีผ่านวัฏภาคคงที่ ที่มีขนาดอนุภาค
เล็กมาก จึงท าให้เกิดความต้านทานการไหล ระบบเครื่องสูบแรงดันสูงจึงมีความส าคัญมาก
ในการที่จะท าให้เกิดความดันสูงเพื่อที่จะเอาชนะแรงต้านทาน  
4. ระบบฉีดสาร เป็นอุปกรณ์ในการฉีดสารตัวอย่างมีทั้งแบบแมนัล (manual) และแบบ
อัตโนมัติ (automate) 

5. คอลัมน์ มี 2 ชนิดคือ  

คอลัมน์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ มีความยาวประมาณ 10-30 เซนติเมตร เส้นผ่าน
ศูนย์กลางอยู่ในช่วง 4-10 มิลลิเมตร วัสดุที่ใช้ท าภาชนะบรรจุ เช่น เหล็กไร้สนิม (stainless 
steel) พอลีเอทิลีน (polyethylene) หรือแก้ว PEEK เป็นต้น ส าหรับส่วนที่เป็นสารที่บรรจุ
ภายในคอลัมน์ (packing material) ที่บรรจุอยู่ภายใน ได้แก่ silica-based resins gels 
bonded-phases เป็นต้น  

การ์ดคอลัมน์ นิยมต่อระหว่างส่วนระบบฉีดสารและส่วนของคอลัมนซ์ึ่งจะท าหน้าที่
กรองอนุภาคหรือสิ่งสกปรกที่ปนเปื้อนมากับสารตัวอย่างรวมท้ังตัวท าละลาย เพื่อช่วยยืด
อายุการใช้งานของคอลัมน์ โดยส่วนท่ีเป็นสารท่ีบรรจุภายใน จะคล้ายคลึงกับที่บรรจุอยู่ใน
คอลัมน ์

6. ตัวตรวจวัด เป็นเครื่องตรวจวัดสัญญาณส าหรับเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง เครื่องตรวจวัดที่นิยมใช้ ได้แก่ 

6.1 อัลตราไวโอเลต-วิสิเบิล ดีเทคเตอร์ (Ultraviolet-Visible detector): เช่น ไดโอดอาร์เรย์ด
เทคเตอร์ (diode array detector) เป็นตัวตรวจวัดที่วัดค่าการดูดกลืนแสงของสาร 
สามารถวัดได้ทีละหลายความยาวคลื่นในเวลาเดียวกัน และวัดได้ตั้งแต่ 190-900 นาโน
เมตร ระบบการเดินทางของแสงจะเป็นแบบย้อนแสง แสงจากแหล่งก าเนิดแสงจะผ่าน
ไปยัง flow cell ก่อนท่ีจะผ่านไปยัง โมโนโครเมเตอร์ (monochromator) คือ สลิท (slit) 
และเกรตติง (grating) เมือ่แสงตกกกระทบบนเกรตติง แสงจะกระจายออกเป็นความ
ยาวคลื่นต่างๆ แล้วไปตกกระทบบนแผงของไดโอดอาร์เรย์ ตรวจวัดสัญญาณออกมา
เป็นโครมาโทแกรม ตัวตรวจวัดชนิดนี้สามารถเก็บข้อมูลสเปกตรัมของ พีกต่างๆ ของ
โครมาโทแกรมและสามารถน าออกมาใช้งานได้ตลอดเวลา  



 13 

6.2 ฟลูออเรสเซนซ์ ดีเทคเตอร์ (Fluorescence detector): เป็นตัวตรวจวัดที่มีความไวและ
ความเฉพาะเจาะจง (selective) สูง โดยจะวัดแสงฟลูออเรสเซนซ์ ที่ได้ออกมาจาก
ตัวอย่าง ที่ถูกกระตุ้น (excited) ด้วยแสงยูวี โดยท่ีแสงยูวีจากแหล่งก าเนิดแสงผ่าน
โมโนโครเมเตอร์ เพื่อให้แสงที่มีความยาวคลื่นตามต้องการแล้วเข้าไปยังโฟลเซลล์ (flow 
cell) ที่มีสารตัวอย่างที่ออกมาจากคอลัมน์ เมื่อตัวอย่างถูกกระตุ้นจะปล่อยแสงออกมา
ทุกทิศทาง แต่จะมีแสงที่ท ามุม 90 องศาเท่าน้ันซ่ึงเป็นความยาวคลื่นเฉพาะผ่านไปยัง 
ฟิลเตอร์ ตัดแสงที่ไม่ต้องการออกจากนั้นจึงผ่านเข้าไปยัง โฟโตเซลล์ (photo cell) 
ตรวจวัดสัญญาณออกมาเป็นโครมาโทแกรม ดังนั้นทั้งความยาวคลื่นในการกระตุ้น 
(excitation) และการคายแสง (emission) จึงเป็นความยาวคลื่นท่ีเป็นลักษณะจ าเพาะ
กับตัวอย่างนั้นๆเท่านั้น  

6.3 รีแฟรกทีฟอินเด็กซ์ ดีเทคเตอร์ (Refractive index detectors) (RI detector): ใช้วัด
ปริมาณสารใดก็ตามที่มีค่าดรรชนีหักเหแตกต่างจากวัฎภาคเคลื่อนท่ี นั่นคือจะเกิดความ
แตกต่างกันระหว่างเซลล์อ้างอิง (reference cell) (มีวัฎภาคเคลื่อนท่ีไหลผ่าน) และ
เซลล์ตัวอย่าง (sample cell) (มีสารตัวอย่าง) ภายในตัวตรวจวัด จึงท าให้ได้ค่าดรรชนี
หักเหที่ต่างกัน ท าให้ตรวจวัดสัญญาณได้  

6.4 อิเล็กโทรเคมีคอล ดีเทคเตอร์ (Electrochemical detectors): ใช้วัดการสูญเสียหรือได้รับ
อิเล็กตรอนของสารที่ออกมาจากคอลัมน์ 

6.5 คอนดักติวิตี้ ดีเทคเตอร์ (Conductivity detectors): ใช้วัดความสามารถในการน าไฟฟ้า
ของสารท่ีต้องการวิเคราะห์ 

 
งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้องกับการวิเคราะห์ HMF  

คาริล และคนอื่น ๆ (Khalil; et al.  2010: 2388-2392)  ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบ HMF ในน้ าผึ้งที่จ าหน่ายในประเทศมาเลเซีย 9 ตัวอย่างโดยผ่านการเก็บรักษาเป็น
ระยะเวลาต่าง ๆ กัน ด้วยวิธีการวิ เคราะห์ 3 วิธีคือ 1. ใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง 2. ใช้เทคนิคสเปกโทรโฟโตเมทรี  และ 3. ใช้วิธีของวิงเคอร์ (Wrinkler method) พบว่าน้ าผึ้งที่
ผ่านการเก็บรักษาเป็นเวลา 3-6 เดือนมีปริมาณสารประกอบ HMF อยู่ในช่วง 2.80–24.87 mg/kg 
(ค่ามาตรฐานสากลก าหนดไว้ที่ 80 mg/kg ) แต่น้ าผึ้งที่ผ่านการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 12-24 
เดือนให้ค่าปริมาณสารประกอบ HMF เกินค่ามาตรฐานก าหนดคืออยู่ในช่วง 128.19–1131.76 
mg/kg  

ดัวร์แมส และกู๊กเมน (Durmas; & Gokmen  2010: 912-916)  ท าการสกัดน้ ามันจากพืชที่
มีเมล็ดให้น้ ามัน 7 ชนิด ด้วยเทคนิคการสกัดของเหลว-ของเหลว (liquid–liquid extraction) โดยใช้
สารละลายเมทานอลร้อยละ 70เป็นตัวท าละลาย น าไปผ่านความร้อนที่ 180 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ HMF และ 2-เฟอร์ฟิวราล(2-furfural) 
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ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้ สารละลายกรดฟอร์มิก 10 มิลลิโมล่าห์ กับ 
อะซิโตไนทริล ในอัตราส่วนร้อยละ 90:10 โดยปริมาตร และตรวจวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
285 นาโนเมตร พบว่ามีปริมาณสารประกอบ HMF อยู่ในช่วง 0.8-13.8 mg/kg และพบ 2-เฟอร์ฟิว
ราล อยู่ในช่วง 1.4-8.7 mg/kg 

ลาโอควี และคนอื่น ๆ (Laroque; et al.  2008: 1032-1042) ได้ท าการศึกษาอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาเมลล์ลาร์ดท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส pH 6.5 โดยใช้ชนิดของน้ าตาลเป็นปัจจัยแปร
ผันซ่ึงใช้น้ าตาล 5 ชนิดในการทดลองคือ ไรโบส ไซโลส อะราบิโนส กลูโคส และฟรักโทส โดยท า
ปฏิกิริยาที่สภาวะข้างต้นเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และน ามาวิเคราะห์ปริมาณสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นด้วย
เทคนิค size-exclusion chromatography และท าการตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
294 นาโนเมตร พบว่าน้ าตาลทั้ง 5 ชนิดมีความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยาเป็นล าดับดังนี้ ฟรักโทส ~ 
กลูโคส <อะราบิโนส < ไซโลส < ไรโบส  

สุธาสินี และคนอื่นๆ (Suthasinee; et al.  2550: ไม่ปรากฏเลขหน้า) ได้ศึกษาสารไฮดรอก
ซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ในน้ าผึ้งด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และศึกษาปัจจัย
ที่มีผลต่อการเกิดไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟูรอลซึ่งเป็นสารมัธยันต์ของปฏิกิริยาเมลลาร์ดในน้ าผึ้งได้แก่ 
แสงสว่าง เวลา และอุณหภูมิ นอกจากนี้ยังได้ท าการศึกษาปริมาณของน้ าตาลและกรดอะมิโนซ่ึงเป็น
สารตั้งต้นของปฏิกิริยาเมลลาร์ดโดยการวิเคราะห์น้ าตาลใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูงแบบแลกเปลี่ยนไอออน และ การวิเคราะห์กรดอะมิโนหลังการท าอนุพันธ์ด้วย 9-ฟลูออรี
นิลเมทิล คลอโรฟอร์เมท (FMOC-Cl) โดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง พบว่าสีและ
ปริมาณของไฮดรอกซีเมทิลเฟอฟูราลของตัวอย่างน้ าผึ้งเพิ่มข้ึนเม่ือเก็บไว้นาน และเพิ่มข้ึนตาม
อุณหภูมิที่เก็บ ในขณะท่ีน้ าตาลรีดิวซ์ซ่ิง(กลูโคสและ ฟรกัโทส) และกรดอะมิโนมีปริมาณลดลง 

สปาโน่ และคนอื่นๆ (Spano; et al.  2006: 1390-1395) ได้ท าการวิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซี
เมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ในตัวอย่างน้ าผึ้งที่ได้จากต้นสตรอเบอรีด่้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง พบว่าในน้ าผึ้งตัวอย่างมีปริมาณ HMF อยู่ในช่วง 5-140 mg/kg โดยมีค่า
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้อยู่ท่ี 1.9 mg/kg 

อัลเคเซอร ์ และคนอื่นๆ (Alcazar; et al.  2006: 22-28) ได้ท าการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์
สารประกอบ 2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด ์ และ5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ในเครื่องดื่มท่ีมี
แอลกอฮอล์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้คอลัมน์แบบ  C-18 และท าการ
ชะสารด้วยสารละลายผสมของน้ ากับอะซิโตไนทริล พบว่าวิธีการน้ีมีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ในช่วง 
98-103%  โดยมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวัดได้อยู่ท่ี 0.005 µg/ml 

เอเมอร์ และคนอื่น ๆ (Ameur; et al.  2006: 790-796)  สนใจการเกิดสารประกอบ HMF ที่
เกิดขึ้นจากกระบวนการให้ความร้อนอาหาร เนื่องจากมีรายงานการวิจัยอื่น ๆ ว่าเป็นสารก่อมะเร็ง 
จึงได้ท าการวิเคราะปริมาณสารประกอบ HMF ในผลิตภัณฑ์อาหารจากธัญพืช (cereal) ด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยตรวจวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 284 นาโนเมตร 
ผู้วิจัยใช้สารละลายโซเดียมอะซิเตตต่อสารละลายเมทานอลในอัตราส่วนร้อยละ 80:20 โดยปริมาตร
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เป็นวัฎภาคเคลื่อนท่ี พบว่าปริมาณ HMF มีความสัมพันธ์เชิงเส้นแบบเอ็กโพเนนเชียลกับอุณหภูมิ
ในการให้ความร้อน และปริมาณ HMF ที่ตรวจพบในตัวอย่างอาหารอยู่ในช่วง 0.5-74.6 ppm  

 
 ฮีนาเรส และคนอื่น ๆ (Henares; et al.  2006: 63-69)  ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบ HMF furfural และ glucosylisomaltol (GIM) ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารเช้าจาก
ธัญพืช 60 ชนิดด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยท าการตรวจวัดการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และใช้น้ าต่ออะซิโตไนทริลในอัตราส่วนร้อยละ 95:5 โดย
ปริมาตรเป็นวัฎภาคเคลื่อนท่ี   
 โทซิ และคนอื่น ๆ (Tosi; et al.  2002: 71-74)  ท าการศึกษาผลของอุณหภูมิกับเวลาใน
การให้ความร้อนน้ าผึ้งต่อปริมาณสารประกอบ HMF โดยให้อุณหภูมิในการให้ความร้อนอยู่ในช่วง 
100-160 องศาเซลเซียส และเวลาในการให้ความร้อนที่ 0-90 วินาที พบว่าระยะเวลาในการให้ความ
ร้อนกับน้ าผึ้งมีความสัมพันธ์เชิงเส้นแบบเอ็กโพเนนเชียลกับปริมาณสาร HMF แต่ที่อุณหภูมิต่ า ๆ 
ความชันของกราฟจะน้อยกว่าที่อุณหภูมิสูง ๆ แสดงว่าที่อุณหภูมิต่ าการเกิดสารประกอบ HMF จะมี
ปริมาณน้อยกว่าที่อุณหภูมิสูงและมีอัตราการเพิ่มปริมาณต่ ากว่า  
 เฟอร์เซอร์ และคนอื่น ๆ (Ferrer; et al.  2002: 85-95) ได้ท าการวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบเฟอร์ฟิวราลที่เปลี่ยนแปลงไปในกระบวนการให้ความร้อนและการเก็บรักษาน้ านมด้วย
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง จากการศึกษาพบว่าปริมาณสารประกอบ 5-ไฮดรอกซี
เมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ (HMF), 2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ (F) และ HMF+F มีการเปลี่ยนแปลงเพียง
เล็กน้อยอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ โดยผู้วิจัยให้เหตุผลว่ามีสาเหตุมาจากความแตกต่างของ
โปรตีนและธาตุเหล็กในน้ านม 

พรพิมล และ คนอื่นๆ (Pornpimol; et al.  2547: 811-817) ได้ศึกษาการเกิดปฏิกิริยา
เมลลาร์ดที่เกิดขึ้นในระบบต้นแบบโดยใช้น้ าตาลมาตรฐานกลูโคส แลคโทส ซูโครส กับ กรดอะมิโน
มาตรฐาน ไลซีน ซิสเตอีน ที่น ามาให้ความร้อนที่อุณห ภูมิต่างๆ เพื่อศึกษาความไวในการ
เกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด โดยวิเคราะห์หาปริมาณ 5–ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอฟิวราลดีไฮด์ด้วยเทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง พบว่ากรดอะมิโนซิสเตอีนมีความไวในการท าปฏิกิริยากับ
น้ าตาลทั้ง 3 ชนิดมากกว่า กรดอะมิโนไลซีน ที่สภาวะเดียวกัน 

โนเซล และคนอื่นๆ (Nozal; et al.  2001: 95-103) ท าการพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์
สารประกอบ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์, 2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์, ฟิวแรน-2-คาร์บอกซิลิก
แอซิค, ฟิวแรน-3-คาร์บอกซิลิคแอซิค, ฟิวแรน-3-คาร์บอกซาลดีไฮด์ และ 2-อะมิโนเบนโซอิคแอซิค
เมทิลเอสเทอร์ในน้ าผึ้งด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยได้ท าการก าจัด
สิ่งรบกวนและสารปนเปื้อนทิ้งด้วยวิธีการสกัดแบบของแข็งแบบย่อส่วน จากนั้นจึงน าไปวิเคราะห์
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่ง ท าการชะสารด้วยสารละลายผสม A คือ 1% 
สารละลายกรดอะซิติกต่ออะซิโตไนทริลในอัตราส่วนร้อยละ 97:3 โดยปริมาตร และสารละลายผสม 
B คือ อะซิโตไนทริลต่อ น้ าในอัตราส่วนร้อยละ 50:50 โดยปริมาตร ท าการตรวจวิเคราะห์ด้วยตัว
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ตรวจวัดแบบอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 250 นาโนเมตร และยังได้น าไปประยุกต์ใช้กับ
ตัวอย่างยาที่ได้จากพืชอีกด้วย 

กู๊กเมนและเอคาร์ (Gokmen; & Acar  1999: 69-74) ได้ท าการตรวจวิเคราะห์สารประกอบ
5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ และพาทูลีนในน้ าแอ๊ปเปิ้ลด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของ 
เหลวสมรรถนะสูง โดย ตัวตรวจวัดแบบไดโอดอะเรย์ ท าการชะสารด้วยสารละลายผสมของ น้ าต่ออะ
ซิโตไนทริลในอัตราส่วนร้อยละ 99:1 โดยปริมาตร ด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ได้ค่าร้อย
ละการกลับคืนของ HMF อยูใ่นช่วง 86-100 โดยมีค่าเฉลี่ยท่ีร้อยละ 94 และมีค่าร้อยละการกลับคืน
ของพาทูลีนอยู่ในช่วง 94-125 โดยมีค่าเฉลี่ยท่ีร้อยละ 103 วิธีนี้ให้ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ตรวจวัด
ได้ น้อยกว่า 0.01มิลลิกรัมต่อลิตรของสาร HMF และน้อยกว่า 5 ไมโครกรัมต่อลิตรของสารพาทูลีน
ในตัวอย่างน้ าแอ๊ปเปิ้ล 
 ส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณสาร HMF ในยาต่าง ๆ ยังไม่มีรายงาน โดยเฉพาะในยา
ลูกกลอนแบบไทย ซึ่งคนไทยยังมีการบริโภคยาประเภทนี้อยู่มาก แต่ยาลูกกลอนส่วนใหญ่มักไม่ได้
รับการควบคุมคุณภาพ โดยเฉพาะอย่างยิ่งการศึกษาหาปริมาณ HMF ที่อาจเป็นผลจากน้ าผึ้งที่เป็น
ตัวประสานผงยาสมุนไพรเป็นสิ่งที่น่าสนใจเน่ืองจากอาจเป็นข้อมูลที่ส าคัญเกี่ยวกับระดับสาร
อันตรายท่ีอาจตรวจพบได้ในยาลูกกลอน 
  



บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
อุปกรณ์  เครื่องมือ และสารเคม ี

- เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง จากบริษัท Hewlett-Packard  
รุ่น HP 1100 โดยใชค้อลัมน์ C18 (Bondclone 10 µm  ขนาด 300 x 3.90 mm) 
และใช้ตัวตรวจวัดแบบไดโอดอาร์เรย์  

- เครื่องผลิตน้้าปราศจากไอออน จากบริษัท Millipore รุ่น Milli-Q 
- เครื่องชั่งอย่างละเอียด จากบริษัท PRECISA รุ่น 220A 
- เครื่องอังไอน้้า ยี่ห้อ Buchii 
- เยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตและเยื่อกรองไนลอนขนาด 0.45 ไมครอน 
- สารมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ ( จากบริษัท Fuka  

เกรดโครมาโทกราฟี ) 
- K4Fe(CN)6 . 3H2O (AR grade จากบริษัท Fuka) 
- Zn(OAc)2 . 2H2O (AR grade จากบริษัท Fuka) 
- อะซิโตไนทริล (acetonitrile)  (HPLC grade) 
- ตัวอย่างน้้าผึ้ง ยี่ห้อ จิตรลดา 
- ตัวอย่างยาลูกกลอนจากตลาดท่าช้างและท่าพระจันทร์จ้านวน 28 ตัวอย่าง 

ดังนี้ 
1.ยาคลายเส้นวัดโพธิ์ เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร 
มีสรรพคุณรักษาโรคปวดเมื่อย อัมพฤกษ์ 
2.ยาเหงือกปลาหมอ  เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร 
รักษาอาการปวดเม่ือย  
3.ยาทานตะวัน เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร บ้ารุง
ก้าลัง แก้อ่อนเพลีย 
4.ยาสมุนไพรกระชายด้า   เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 
มิลลิเมตร บ้ารุงร่างกาย แก้ท้องอืดท้องเฟ้อ ขับลม 
5.ยาอมรสฟ้าทลายโจร เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 มิลลิเมตร 
บรรเทาอากการไอ แก้เจ็บคอ 
6.ยาฟ้าทะลายโจร เบอร์ 51   เม็ดกลมสีเขียวขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 
มิลลิเมตร รักษาอาการเจ็บคอ ไอ  
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7.ยาพยัพเมฆ เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร รักษา
อาการปวดเม่ือย บ้ารุงก้าลัง  
8.ยาสมุนไพรขม้ินชัน เม็ดกลมสีน้้าตาลแดงขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 
มิลลิเมตร ช่วยย่อยอาหาร บ้ารุงตับ 
9.ยาสมุนไพรแฮ้ม เม็ดกลมสีเขียวปนด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 
มิลลิเมตร รักษาอาการอัมพฤกษ์ อัมพาต 
10.ยาสมุนไพรหญ้าใต้ใบ เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 7
มิลลิเมตร แก้พิษไข้ นอนไม่หลับ 
11.ยาแก้ปวดข้อเบอร์ 7 เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 
มิลลิเมตร รักษาอาการปวดเม่ือยตามข้อ 
12.ยาแก้เส้นเอ็น กล้ามเนื้อ กระดูก เบอร์ 23 เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 10 มิลลิเมตร รักษาอาการปวดเม่ือย คลายเส้น คลายกล้ามเนื้อ 
13.ยาเก้าทิพย์ แก้ริดสีดวงทวาร เบอร์ 27 เม็ดกลมสีน้้าตาลขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร รักษาอาการริดสีดวงทวาร 
14.ยาเหงือกปลาหมอขนานพิเศษ เบอร์ 23 เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 10 มิลลิเมตร รักษาอาการปวดเม่ือย 
15.ยาอมเบญจรส เม็ดกลมสีน้้าตาลขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 มิลลิเมตร 
รักษาอาการเจ็บคอ บรรเทาอาการไอ 
16.ยาแก้ไอมะขามป้อมเม็ดกลมสีน้้าตาลขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 
มิลลิเมตร แก้ไอ แก้เจ็บคอ 
17.ยาอมสมุนไพรรสส้มเม็ดกลมสีส้มขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 มิลลิเมตร 
แก้ไอ แก้เจ็บคอ 
18.ยาอมมะแว้งเม็ดกลมด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 มิลลิเมตร แก้ไอ 
แก้เจ็บคอ 
19.ยาพิมานทิพย์ เม็ดกลมสีส้มขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร 
บ้ารุงก้าลัง แก้อัมพฤกษ์ อัมพาต 
20.ยาฟ้าฟื้น เม็ดกลมสีส้มขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร บ้ารุง
ก้าลัง แก้อัมพฤกษ์ อัมพาต  
21.ยาแก้ปวดเมื่อย เบอร์ 19 เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 
มิลลิเมตร รักษาอาการปวดเม่ือย 
22.ยาขับลม 108 เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร 
ช่วยขับลม แก้จุกเสียด 
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23.ยาขมชนิดเม็ด เม็ดกลมแบนสีเขียวขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3
มิลลิเมตร แก้ไข้ตัวร้อน เป็นยาระบายอ่อน ๆ  
24.ยาบ้ารุงธาตุ เบอร์ 5 เม็ดกลมสีด้าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 
มิลลิเมตร บ้ารุงร่างกาย บ้ารุงก้าลัง 
25.ยาอมรสบ๊วย เม็ดกลมน้้าตาลขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 มิลลิเมตร แก้
ไอ แก้เจ็บคอ 
26.ยาคลายเส้น เม็ดกลมสีส้มขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร บ้ารุง
ก้าลัง แก้อัมพฤกษ์ อัมพาต 
27.ยาขมชนิดเม็ด เม็ดกลมแบนสีน้้าตาลเขียวขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 7 
มิลลิเมตร แก้ร้อนใน ลดไข้ เป็นยาระบาย 
28.ยาประดง เม็ดกลมสีส้มขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 มิลลิเมตร บ้ารุง
ธาตุ แก้ผื่นคัน 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 

ตอนที่ 1  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราล
ดีไฮด์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน HMF 
ชั่งสารมาตรฐาน HMF 0.5000 กรัม น้ามาเติมน้้ากลั่นจนครบปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมจนได้

สารละลายท่ีเป็นเน้ือเดียวกัน จะได้สารละลายมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้น 1,000 ppm น้าไปเก็บไว้ใน
ตู้เย็นที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส ก่อนท่ีจะน้าไปใช้เป็นสารละลายมาตรฐานตั้งต้น 
          
          วิธีการทดลอง 

เตรียมสารละลายมาตรฐานไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟิวราลดีไฮด์เข้มข้น 100 ppm จากสารละลาย
มาตรฐานตั้งต้น น้าสารละลายไปกรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 ไมครอน ก่อนท่ี
จะฉีดเข้าคอลัมน์ โดยท้าการปรับปริมาตรการฉีดเป็นครั้งละ 20 ไมโครลิตร แล้วท้าการชะสารด้วย
ระบบวัฏภาคเคลื่อนท่ี 3 สภาวะ ดังนี้ 

 
สภาวะท่ี 1 ใช้ น้้า  : อะซีโตไนทริล  ในอัตราส่วนร้อยละ  95 : 5  โดยปริมาตร 
สภาวะท่ี 2 ใช้ น้้า  : อะซิโตไนทริล  ในอัตราส่วนร้อยละ  97 : 3  โดยปริมาตร 
สภาวะท่ี 3 ใช้ น้้า  : เมทานอล ในอัตราส่วนร้อยละ  90 : 10 โดยปริมาตร 
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ท้าการชะสาร ทีอ่ัตราการไหลของวัฏภาคเคลื่อนท่ี 1 มิลลิลิตรต่อนาท ี โดยติดตามการ
เปลี่ยนแปลงสัญญาณด้วยตัวตรวจวัดชนิดไดโอดอะเรย์ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร บันทึกโคร
มาโทแกรมของสารมาตรฐานและท้าการสร้างกราฟมาตรฐาน  

 
 ตอนที่ 2 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเกิดสาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
ในระบบต้นแบบ (model system) 

 การเตรียมสารละลาย 
1. สารละลายมาตรฐานกรดอะมิโน 3 ชนิดคือ โพรลีน (Proline), กรดกลูตามิค (Glutamic 
acid) และไลซีน (Lysine) เข้มข้น 1,000 ppm  
โดยช่ังสารมาตรฐานของกรดอะมิโน 0.5000 กรัม น้ามาเติมน้้ากลั่นจนครบปริมาตร 500 
มิลลิลิตร ผสมจนได้สารละลายท่ีเป็นเน้ือเดียวกัน น้าไปเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิประมาณ 
4 องศาเซลเซียส ก่อนท่ีจะน้าไปใช้เป็นสารละลายมาตรฐานตั้งต้น 
2. สารละลายมาตรฐานน้้าตาล 2 ชนิด คือ กลูโคสและฟรักโทส เข้มข้น 1,000 ppm โดย
ชั่งสารมาตรฐานของน้้าตาล 0.5000 กรัม น้ามาเติมน้้ากลั่นจนครบปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
ผสมจนได้สารละลายท่ีเป็นเน้ือเดียวกัน น้าไปเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศา
เซลเซยีส ก่อนท่ีจะน้าไปใช้เป็นสารละลายมาตรฐานตั้งต้น 

 2.1  การศึกษาผลของชนิดของกรดอะมิโนต่อการเกิดสาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล- 
2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์  

วิธีการทดลอง 
  ปิเปตสารละลายกรดอะมิโนโพรลีนเข้มข้น 500 ppm ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงใน
หลอดทดลองแบบมีฝาปิด ผสมกับสารละลายน้้าตาลกลูโคสเข้นข้น 500 ppm 10 มิลลิลิตรเขย่า
ให้เข้ากัน น้าไปให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น้าสารละลายท่ีได้ไป
กรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 ไมครอน จากนั้นน้าไปฉีดเข้าระบบโครมาโทก
ราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ HMF ท้าการบันทึกโครมาโทแกรม และน้าค่า
พื้นที่ใต้พีคที่ไดไ้ปค้านวณความเข้มข้นของสาร HMF โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน ท้าซ้้า
ขั้นตอนข้างต้น แต่เปลี่ยนสารละลายกรดอะมิโนเป็นกรดกลูตามิคและกรดอะมิโนไลซีนตาม
ล้าดับ 
หมายเหตุ ท้าการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้้าอีก 2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ  
        2.2 การศึกษาผลของชนิดน้ าตาลต่อการเกิดสาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล- 
2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์  

วิธีการทดลอง 
ปิเปตสารละลายกรดอะมิโนโพรลีนเข้มข้น 500 ppm ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงใน

หลอดทดลองแบบมีฝาปิด ให้เติมสารละลายน้้าตาลกลูโคสเข้มข้น 500 ppm 10 มิลลิลิตร เขย่า
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ให้เข้ากัน น้าไปให้ความร้อนที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น้าสารละลายท่ีได้ไป
กรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 ไมครอน จากนั้นน้าไปฉีดเข้าระบบโครมาโท 
กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ HMF ท้าการบันทึกโครมาโทแกรม และน้าค่า
พื้นที่ใต้พีคที่ไดไ้ปค้านวณความเข้มข้นของสาร HMF โดยเทียบกับ กราฟมาตรฐาน ท้าซ้้า
ขั้นตอนข้างต้นแต่เปลี่ยนชนิดสารละลายน้้าตาลเป็นสารละลายฟรักโทสเข้มข้น 500 ppm 10 
มิลลิลิตร 
หมายเหตุ ท้าการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้้าอีก 2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ 

2.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อนกับระบบต้นแบบต่อการเกิดสาร 
5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 

วิธีการทดลอง 
ปิเปตสารละลายกรดอะมิโนโพรลีนเข้มข้น 500 ppm ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงใน

หลอดทดลองแบบมีฝาปิด 12 หลอด หลอดที่ 1-6 ให้เติมสารละลายน้้าตาลกลูโคสเข้มข้น 500 
ppm 10 มิลลิลิตร และหลอด ที่ 7-12 เติมสารละลายน้้าตาลฟรักโทสเข้มข้น 500 ppm 10 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน น้าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 40 60 80 100 และ 120 องศาเซลเซียส 
ตามล้าดับ เป็นเวลา  30 นาที น้าสารละลายท่ีได้ไปกรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 
0.45 ไมครอน จากนั้นน้าไปฉีดเข้าระบบโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อวิเคราะห์
ปริมาณ HMF ท้าการบันทึกโครมาโทแกรม และน้าค่าพื้นท่ีใต้พีคที่ไดไ้ปค้านวณความเข้นข้น
ของสาร HMF โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน ท้าซ้้าขั้นตอนข้างต้นแต่เปลี่ยนสารละลายกรดอะมิ
โนเป็นกรดกลูตามิคและไลซีน ตามล้าดับ 
หมายเหตุ ท้าการทดลองตามวิธิการข้างต้นซ้้าอีก 2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ 
 
ดังนั้น ระบบต้นแบบที่ท้าการศึกษา ประกอบด้วย 6 ระบบ ดังนี้ 
ระบบ A เกิดจากกรดอะมิโนโพรลีนท้าปฏิกิริยากับน้้าตาลกลูโคส 
ระบบ B เกิดจากกรดอะมิโนกลูตามิคท้าปฏิกิริยากับน้้าตาลกลูโคส 
ระบบ C เกิดจากกรดอะมิโนไลซีนท้าปฏิกิริยากับน้้าตาลกลูโคส 
ระบบ D เกิดจากกรดอะมิโนโพรลีนท้าปฏิกิริยากับน้้าตาลฟรักโทส 
ระบบ E เกิดจากกรดอะมิโนกลูตามิคท้าปฏิกิริยากับน้้าตาลฟรักโทส 
ระบบ F เกิดจากกรดอะมิโนไลซีนท้าปฏิกิริยากับน้้าตาลฟรักโทส 
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2.4 การศึกษาผลของเวลาในการให้ความร้อนกับระบบต้นแบบต่อปริมาณสาร  
5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 

วิธีการทดลอง 
เติมสารละลายกรดอะมิโนโพรลีนเข้มข้น 500 ppm ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงใน

หลอดทดลองแบบมีฝาปิด 12 หลอด หลอดที่ 1-6 ให้เติมสารละลายน้้าตาลกลูโคสเข้นข้น 500 
ppm 10 มิลลิลิตร และหลอดที่ 7-12 เติมสารละลายน้้าตาลฟรักโทสเข้มข้น 500 ppm 10 
มิลลิลิตรเขย่าให้เข้ากัน น้าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 10 20 30 
60 และ120 นาที ตามล้าดับ น้าสารละลายท่ีได้ไปกรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 
0.45 ไมครอน จากนั้นน้าไปฉีดเข้าระบบโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อวิเคราะห์
ปริมาณ HMF ท้าการบันทึกโครมาโทแกรม และน้าค่าพื้นท่ีใต้พีคที่ไดไ้ปค้านวณความเข้มข้น
ของสาร HMF โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน ท้าซ้้าขั้นตอนข้างต้นแต่เปลี่ยนสารละลายกรดอะมิ
โนเป็นกรดกลูตามิคและไลซีนตามล้าดับ 
หมายเหตุ ท้าการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้้าอีก 2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ 

 
ตอนที่ 3 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อปริมาณ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ใน

น้ าผึ้ง 
การเตรียมสารละลาย 

1. สารละลาย Carrez I 
ชั่งสาร K4Fe(CN)6 . 3H2O 15 กรัม ละลายในน้้ากลั่นและปรับปริมาตรให้ครบ 100 
มิลลิลิตร 

2. สารละลาย Carrez II 
ชั่งสาร Zn(OAc)2 . 2H2O 15 กรัม ละลายในน้้ากลั่นและปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร 
3.1 ผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อนน้ าผึ้งต่อปริมาณ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์

ฟิวราลดีไฮด์  
วิธีการทดลอง 

  ชั่งน้้าผึ้ง 5 กรัม ใส่ในหลอดทดลองแต่ละหลอด จ้านวน 5 หลอด โดยหลอดที่1 เก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิห้องส่วนหลอดที่ 2-5 น้าไปผ่านการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 40  60  80 และ 100 
องศาเซลเซียส ตามล้าดับเป็นเวลานาน 30 นาที น้าไปท้าให้เย็นทันทีด้วยการแช่ในอ่างน้้าแข็ง 
น้าน้้าผึ้งที่ผ่านการให้ความร้อนมาเติมน้้ากลั่น 25 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Carrez I 0.5 
มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติมสารละลาย Carrez II 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ปรับปริมาตร
สารละลายให้ครบ 50 มิลลิลิตร น้าสารละลายท่ีได้ไปกรองด้วยกระดาษกรอง และน้าไป กรอง
ผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 ไมครอน จากนั้นน้าสารละลายท่ีได้ไปฉีดเข้าระบบ
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โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ HMF ท้าการบันทึกโครมาโทแกรม 
และน้าค่าพื้นท่ีใต้พีคที่ได้ไปค้านวณความเข้มข้นของสาร HMF โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
หมายเหตุ ท้าการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้้าอีก 2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ 

 3.2 ผลของเวลาในการให้ความร้อนน้ าผึ้งต่อปริมาณ 5-ไฮดรอกซีเมทิล- 
2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 

วิธีการทดลอง 
  ชั่งน้้าผึ้ง 5 กรัม ใส่ในหลอดทดลองแต่ละหลอด จ้านวน 7 หลอด โดยหลอดที่ 1 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องส่วนหลอดที่ 2-7 น้าไปผ่านการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เป็นเวลานาน 20  40  60  80  100 และ 120 นาทีตามล้าดับ น้าไปท้าให้เย็นทันที
ด้วยการแช่ในอ่างน้้าแข็ง จากนั้น น้าน้้าผึ้งที่ผ่านการให้ความร้อนมาเติมน้้ากลั่น 25 มิลลิลิตร 
เติมสารละลาย Carrez I จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติมสารละลาย Carrez II จ้านวน 
0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ปรับปริมาตรสารละลายให้ ครบปริมาตร  50 มิลลิลิตร น้า
สารละลายท่ีได้ไปกรองด้วยกระดาษกรอง และน้าไปกรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิ เตตขนาด 
0.45 ไมครอน จากนั้นน้าสารละลายท่ีได้ไปฉีดเข้าระบบโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ HMF ท้าการบันทึกโครมาโทแกรม และน้าค่าพื้นท่ีใต้พีคทีไ่ด้ไปค้านวณ
ความเข้มข้นของสาร HMF โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
หมายเหตุ ท้าการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้้าอีก 2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ 

            3.3 ผลของเวลาเก็บรักษาน้ าผึ้งต่อปริมาณ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
วิธีการทดลอง 

  ชั่งน้้าผึ้ง 5 กรัม ใส่ในหลอดทดลอง โดยน้้าผึ้งที่น้ามาใช้เป็นน้้าผึ้งที่ผ่านการเก็บ
รักษาเป็นเวลา 1  2  3 4  5  6 12 และ 24 เดือน ตามล้าดับ   น้าน้้าผึ้งมาเติมน้้ากลั่น 25 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย Carrez I  จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติมสารละลาย Carrez 
II จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ปรับปริมาตรสารละลายให้ครบ 50 มิลลิลิตร น้า
สารละลายท่ีได้ไปกรองด้วยกระดาษกรอง และน้าไป กรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 
0.45 ไมครอน จากนั้นน้าสารละลายท่ีได้ไปฉีดเข้าระบบโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ HMF ท้าการบันทึกโครมาโทแกรม และน้าค่าพื้นท่ีใต้พีคที่ได้ไปค้านวณ
ความเข้มข้นของสาร HMF โดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
หมายเหตุ ท้าการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้้าอีก 2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ 
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ตอนที่ 4 วิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ในตัวอย่างยาลูกกลอน
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

วิธีการทดลอง 
น้าตัวอย่างยาลูกกลอนมาบดให้ละเอียดด้วยโกร่งบดยา ชั่งตัวอย่างยาลูกกลอนแต่

ละชนิดมาชนิดละ 5 กรัม เติมน้้ากลั่น 50 มิลลิลิตร คนจนเม็ดยาละลาย เติมสารละลาย Carrez 
I  จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน เติมสารละลาย Carrez II จ้านวน 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้
เข้ากัน ปรับปริมาตรสารละลายให้ครบ 50 มิลลิลิตร น้าสารละลายท่ีได้ไปกรองด้วยกระดาษ
กรอง และน้าไปกรองผ่านเยื่อกรองเซลลูโลสอะซิเตตขนาด 0.45 ไมครอน จากนั้นน้าสารละลาย
ที่ได้ไปฉีดเข้าระบบโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ HMFท้าการ
บันทกึโครมาโทแกรม และน้าค่าพื้นท่ีใต้พีคที่ได้ไปค้านวณความเข้มข้นของสาร HMF โดย
เทียบกับกราฟมาตรฐาน 
หมายเหตุ ท้าการทดลองตามวิธีการข้างต้นซ้้าอีก 2 ครั้ง เพื่อเก็บข้อมูลทางสถิติ 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
ในการวิจัยครั้งน้ีได้ท าการศึกษาการเกิดสารประกอบ HMF โดยศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อปริมาณ

การเกิดสาร HMF ในระบบต้นแบบ และตัวอย่างน้ าผึ้ง รวมท้ังน าวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโท 
กราฟีของเหลวสมรรถนะสูงมาใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ HMF ในตัวอย่างยาลูกกลอน 
ผู้วิจัยได้แสดงผลการทดลองดังนี้  

1.  ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ด้วย
เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

2. ท าการศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในระบบต้นแบบ ได้แก่  
2.1 ชนิดของกรดอะมิโน 
2.2 ชนิดของน้ าตาล 
2.3 อุณหภูมิในการให้ความร้อน 
2.4 ระยะเวลาในการให้ความร้อน 

3. ท าการศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในน้ าผึ้ง ได้แก่  
3.1 อุณหภูมิในการให้ความร้อน 
3.2 ระยะเวลาในการให้ความร้อน 
3.3 ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง 

4.   ท าการวิเคราะห์ ปริมาณสาร HMF ในตัวอย่างยาลูกกลอน 
  

ตอนที่ 1  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์
ฟิวราลดีไฮด์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

1.1 ผลการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ 
จากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ โดยท าการเปลี่ยนแปลงวัฎภาค

เคลื่อนท่ี 3 สภาวะ ซึ่งทุกสภาวะใช้คอลัมน์ชนิดเดียวกันคือ C-18 (Bondclone 10 µm  ขนาด300 x 
3.90 mm) อัตราการไหลของวัฎภาคเคลื่อนท่ี 1 มิลลิลิตรต่อนาที และท าการตรวจวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร โดยแต่ละสภาวะใช้วัฎภาคเคลื่อนท่ี ดังนี้  

 
สภาวะท่ี 1 ใช้น้ า:อะซีโตไนทริลในอัตราส่วนร้อยละ 90:10 โดยปริมาตร 
สภาวะท่ี 2 ใช้ น้ า:อะซิโตไนทริล ในอัตราส่วนร้อยละ 97:3 โดยปริมาตร 
สภาวะท่ี 3 ใช้ น้ า:เมทานอล ในอัตราส่วนร้อยละ 90:10 โดยปริมาตร 

ผลการทดลองเกี่ยวกับเวลาในการคงอยู่บนคอลัมน์ (retention time)ของสารละลาย
มาตรฐาน HMF ดังแสดงในตารางที่ 2  



 26 

ตาราง 2 ค่าระยะเวลารีเทนชันของ HMF ณ สภาวะต่าง ๆ ของวัฎภาคเคลื่อนท่ีที่ใช้ในการศึกษา 
  

สภาวะท่ีทดสอบ เวลาในการคงอยู่บนคอลัมน์ ( นาที ) 

1 
2 
3 

5.16 ± 0.01 
8.53 ± 0.07 
7.21 ± 0.01 

 
จากผลการทดลองในตารางที่ 2 พบว่าระยะเวลาในการคงอยู่บนคอลัมน์ ที่เกิดพีคของสาร

HMF แตกต่างกัน โดยในสภาวะท่ี 1 จะเกิดพีคของสาร HMF เร็วที่สุด  แต่เมื่อน าไปประยุกต์ใช้กับ
ตัวอย่างน้ าผึ้งพบว่าการใช้สภาวะท่ี 1 โครมาโทแกรมที่ได้จะมีการซ้อนทับระหว่างพีคของสาร HMF 
กับพีคอื่นๆ ที่อยู่ในตัวอย่าง ดังภาพประกอบ 3 แสดงว่า ไม่ใช่สภาวะท่ีเหมาะสมในการทดลอง   

 

 
 

ภาพประกอบ 3 โครมาโทแกรมการวิเคราะห์สารHMFในน้ าผึ้งโดยทดลองด้วยสภาวะท่ี 1 
      แตเ่มื่อท าการทดลองด้วยสภาวะท่ี 2 จะได้ผลดังแสดงในตัวอย่างโครมาโทแกรมของสาร

มาตรฐาน HMF ในภาพประกอบ 4   
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ภาพประกอบ 4  โครมาโทแกรมแสดงผลการวิเคราะห์สารมาตรฐานHMFโดยใช้สภาวะท่ี 2 
 

แม้จะใช้เวลาในการวิเคราะห์นานกว่า แต่เกิดการแยกได้อย่างสมบูรณ์จากพีคอื่น เมื่อ
ทดลองกับการวิเคราะห์ในน้ าผึ้งจริง ดังแสดงในภาพประกอบ 5 จึงเลือกใช้สภาวะน้ีในการวิเคราะห์
ต่อไป  

 
 

 

 
 
 

ภาพประกอบ 5 โครมาโทแกรมแสดงผลการวิเคราะหต์ัวอย่างน้ าผึ้งโดยใช้สภาวะท่ี 2 
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ส าหรับผลการทดลองด้วยสภาวะท่ี 3 คือใช้น้ าและเมทานอล ในอัตราส่วนร้อยละ 90:10 
โดยปริมาตร เป็นวัฏภาคเคลื่อนท่ี พบว่าได้พีคที่มีฐานพีคกว้างมาก เนื่องจากอาจเกิดจากการ
แยกทีไ่ม่สมบูรณ์ ดังแสดงในภาพประกอบ 6 

 

 
 

ภาพประกอบ 6 โครมาโทแกรมการวิเคราะห์สารHMFในน้ าผึ้งโดยทดลองด้วยสภาวะท่ี 3 
 
 

ตอนที่ 2 การศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในระบบต้นแบบ 
2.1 - 2.2  ผลของชนิดของกรดอะมิโนและน้้าตาลในระบบต้นแบบ 
ผลการทดลอง  การศึกษาปัจจัยชนิด ของกรดอะมิโน และน้ าตาล ต่อการเกิด สารประกอบ 

HMF ในระบบต้นแบบ พบว่ามีปริมาณสาร HMF ดังแสดงผลไว้ในตาราง 3 
 
ตาราง 3 ปริมาณของสารประกอบ HMF เมื่อศึกษาปัจจัยชนิดของกรดอะมิโนและน้ าตาล 
 

ระบบต้นแบบ ปริมาณสารประกอบ HMF 
(ppm) 

A 
B 
C 
D 
E 
F 

- 
- 
- 

1.02 
1.03 
1.02 
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จากผลในตารางที่ 3 พบว่า ในระบบต้นแบบที่มีน้ าตาลกลูโคส กับกรดอะ มิโนท้ัง 3 ชนิด 

(ระบบ A-C) จะไม่สามารถตรวจพบสารประกอบ HMF ได้ ในขณะท่ีน้ าตาลฟรักโทสสามารถท า
ปฏิกิริยากับกรดอะมิโนทุกชนิด (ระบบ D-F) เนื่องจากตรวจพบปริมาณสาร HMF แต่อย่างไรก็ตาม
ปริมาณ HMF ที่เกิดขึ้นมีปริมาณน้อยมาก แสดงว่า ชนิด ของน้ าตาลเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญอย่าง
มากในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด โดยข้อน่าสังเกตคือ ในน้ าผึ้งจริงจะมีน้ าตาลฟรักโทสเป็น
องค์ประกอบหลัก ท าให้คาดว่าน่าจะเกิดสารประกอบ HMF นี้ได้ง่าย 

 
2.3 ผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบ  
ผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบต่อการเกิดสารประกอบ HMF ให้ผลดัง

แสดงในตารางที่ 4  
 

ตาราง 4 ปริมาณของสารประกอบ HMF ที่เกิดขึ้นจากการแปรผันอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่     
ระบบต้นแบบ  

 
อุณหภูมิในการให้ความร้อน 

(องศาเซลเซียส) 
ปริมาณสารประกอบ HMF(ppm) 

ในระบบ 
A         B          C          D          E           F  

อุณหภูมิห้อง 
40 
60 
80 
100 
120 

0          0          0      0.82        0.82       0.82 
0          0          0      0.82        0.82       0.82 
0          0          0      0.82        0.82       0.82 
0          0          0      0.82        0.82       0.82 
0          0          0      0.82        0.82       0.82 
0          0          0      0.82        0.82       0.82 

 
จากผลในตาราง 4 พบว่า อุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบมีผลต่อการ

เกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด  แต่ยังไม่ชัดเจน ทั้งนี้เน่ืองจากความเข้มข้ นของสารตั้งต้นท้ังสองชนิด
น้อยเกินไป จึงอาจเกิดการสลายตัวของสารHMF ที่เกิดขึ้น 
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2.4   ผลของเวลาในการให้ความร้อนกับระบบต้นแบบ 
ผลของเวลาในการให้ความร้อนต่อปริมาณสารประกอบ HMF ในระบบต้นแบบให้ ผลดัง

แสดงในตาราง 5 
 

ตาราง 5 ปริมาณของสารประกอบ HMF ของการแปรผันเวลาในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบ 
 

ระยะเวลาในการให้ความร้อน 
(นาที) 

ปริมาณสารประกอบ HMF(ppm) 
ในระบบ 

A         B          C          D          E           F  
0 
10 
20 
30 
60 
120 

0          0          0      0.82      0.82       0.82         
0          0          0      0.82      0.82       0.82 
0          0          0      0.82      0.82       0.82 
0          0          0      0.82      0.82       0.82 
0          0          0      0.83      0.84       0.84 
0          0          0      0.87      0.88       0.88 

. 
จากผลที่แสดงในตารางที่ 5 พบว่า ระยะเวลาในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบมีผลต่อ 

การเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ด อย่าง ชัดเจน โดยเม่ือให้ความร้อนแก่ระบบนานถึง 120 นาทีจะ
เกิดปฏิกิริยาได้สาร HMF สูงสุด   แต่อย่างไรก็ตามปริมาณที่พบอาจไม่มากนัก ซึ่งเป็นผลจ ากการที่
ความเข้มข้นของสารตั้งต้นท้ังสองชนิดน้อยเกินไป จึงอาจเกิดการสลายตัวของสาร HMF ที่เกิดขึ้น 
 

ตอนที่ 3 การศึกษาปัจจัยในการเกิดสารประกอบ HMF ในน้้าผึ้ง  
3.1 ผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อน 
เมื่อท าการศึกษาในระบบของ ตัวอย่างน้ าผึ้ง  โดยศึกษาผลของอุณหภูมิในการใ ห้ความร้อน

แก่น้ าผึ้ง  ที่อุณหภูมิต่างๆตั้งแต่ 40 – 100 องศาเซลเซียส แล้ว น าไปวิเคราะห์หาปริมาณสาร HMF 
ตามวิธีเดียวกับการทดลองตอนท่ี 1-2  ผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 6 

 
 
 
 
 
 
 



 31 

ตาราง 6 ปริมาณสารประกอบ HMF ในน้ าผึ้งที่ได้รับความร้อนทีอุ่ณหภูมิต่างๆ  
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ปริมาณสารประกอบ HMF 
(ppm) 

อุณหภูมิห้อง 
40 
60 
80 
100 

0.45 
0.47 
0.48 
0.49 
0.84 

 
              จากการให้ความร้อนแก่น้ าผึ้งที่อุณหภูมิต่างๆ พบว่า ในขณะเริ่มต้นท่ียังไม่ให้ความร้อน 
ก็สามารถตรวจพบสาร HMF แต่เมื่อให้ความร้อนสูงขึ้น สาร HMF ก็เกิดมากขึ้น โดยจะเกิดใน
ปริมาณมากกว่าเดิมเป็นสองเท่าเม่ือให้ความร้อนสูงถึง 100 องศาเซลเซียส  แสดงว่าเมื่อน าน้ าผึ้งมา
เคี่ยวให้ความร้อนจะมีโอกาสตรวจพบสาร HMF มากขึ้น 
 

3.2 ผลของเวลาในการให้ความร้อนน้้าผึ้ง 
ผลของเวลาในการให้ความร้อนแก่น้ าผึ้งต่อปริมาณสารประกอบ HMF ให้ผลดังแสดงใน

ตาราง 7 
 
ตาราง 7 ปริมาณสารประกอบ HMF ในน้ าผึ้งที่ได้รับความร้อนที่ อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ณ 

เวลาต่างๆ  
 

เวลา 
(นาท)ี 

ปริมาณสารประกอบ HMF 
(ppm) 

20 
40 
60 
80 
100 
120 

0.59 
1.60 
1.49 
2.16 
2.97 
4.20 
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จากกา รให้ความร้อนแก่น้ าผึ้งที่เวลาต่างๆ พบว่า มี การเปลี่ยนแปลงกับน้ าผึ้งคล้ายกับการ
ทดลองตอน 3.1 โดยสามารถตรวจพบสาร HMF แต่เมื่อให้ความร้อนเป็นเวลานานมากขึ้น โดยจะ
เกิดในปริมาณมากกว่าเดิมเป็นสองเท่าเม่ือให้ความร้อนนาน 120 นาที แสดงว่า เมื่อน าน้ าผึ้งมา
เคี่ยวให้ความร้อนเป็นเวลานานๆ จะมีโอกาสตรวจพบสาร HMF มากขึ้น 

3.3 ผลของเวลาในการเก็บรักษาน้้าผึ้ง  
ในการศึกษาผลของเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้งนั้น จากการน าน้ าผึ้งตัวอย่างมาจัดเก็บไว้ 

ที่อุณหภูมิห้อง และสุ่มตัวอย่างวิเคราะห์หาปริมาณสาร HMF ตามระยะเวลาต่างๆ พบว่าได้ผลตาม
ตารางที่ 8 

 
ตาราง 8  ปริมาณของสารประกอบ HMF ในน้ าผึ้งทีก่ารเก็บรักษาที่ระยะเวลาต่างๆ 

 
ระยะเวลาในการเก็บรักษา 

(เดือน) 
ปริมาณสารประกอบ HMF 

(ppm) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
12 
24 

1.30 
1.91 
2.77 
3.29 
4.70 
5.52 
18.30 
50.73 

 
จากการเก็บรักษาน้ าผึ้งนาน 24 เดือน โดยท าการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสาร HMF เป็นระยะ 

พบว่ามีการเกิดปฏิกิรยิาเมลลาร์ดมากขึ้น จึงสามารถตรวจหา สารHMF ในปริมาณที่มากขึ้นซ่ึงการเก็บ
นานเป็นปีย่ิงมีสาร HMF มาก โดยสอดคล้องกับลักษณะทางกายภาพของน้ าผึ้งที่เก็บไว้เป็นเวลานานจะ
มีสีด าคล้ ามาก  ๆจนไม่น่าบริโภค 

 
ตอนที่ 4 การวิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ในตัวอย่างยา

ลูกกลอนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
เมื่อน าเทคนิคที่ได้พัฒนาขึ้นมาท าการวิเคราะห์สารมาตรฐาน HMF พบว่าได้กราฟ

มาตรฐานท่ีเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1-80 ppm โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์อยู่ในเกณฑ์
การยอมรับ (r2 › 0.999) โดยตัวอย่างกราฟมาตรฐานแสดงดังภาพประกอบ 7 
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ภาพประกอบ 7 กราฟมาตรฐานของสารประกอบ HMF โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว 

สมรรถนะสูง 
 
 จากกราฟมาตรฐาน เมื่อท าการค านวณหาค่าขีดความสามารถต่ าสุดในการตรวจวัด (LOD) 
และค่าขีดความสามารถต่ าสุดในการวิเคราะห์ (LOQ) โดยค านวณจากสามเท่าและสิบเท่าของความ
เบี่ยงเบนของค่าจุดตัดแกน y ของกราฟมาตรฐานตามล าดับ (Skoog;  et al.  1992)  พบว่าได้ค่า 
LOD เท่ากับ 0.65 ppm และค่า LOQ เท่ากับ 2.17 ppm 

เมื่อน าเทคนิคนี้มาวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบ HMF ในตัวอย่างยาลูกกลอน โดยสุ่ม 
จัดซื้อตัวอย่างยาลูกกลอน 28 ชนิด แล้วน ามาวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ HMF ให้ผลดังแสดงใน
ตาราง 9 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

กราฟมาตรฐาน  HMF 

y  =  130 . 66 x  -  34 . 619 

R 
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ตาราง 9 ปริมาณของสารประกอบ HMF ในตัวอย่างยาลูกกลอน  
 

ตัวอย่างที ่ ปริมาณสารประกอบ HMF 
(ppm) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 

22.28 
44.92 
5.07 
3.87 
1.84 
1.30 
4.36 
5.87 
6.35 
9.50 
2.55 
5.11 
17.52 
4.82 
6.97 
8.17 
3.12 
4.78 
7.71 
3.39 
15.99 
9.73 
1.47 
6.28 
6.84 
28.76 
3.78 
4.65 
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จากผลการวิเคราะห์ พบว่ามักพบปริมาณสารประกอบ HMF ในปริมาณสูงในเม็ดยาที่มีลักษณะ
สีด าคล้ ามาก ๆ ทั้งน้ีอาจมีสาเหตมุาจากการเก็บรักษาไว้เป็นเวลายาวนานท าให้ปริมาณสารประกอบ 
HMF มีปริมาณสะสมมากขึ้นเร่ือย ๆ เนื่องจากตัวยาบางตัวที่ฉลากไม่ระบุวันที่ผลิตและหมดอายุ ท าให้
ผู้บริโภคไม่มีข้อมูลในเร่ืองของอายุยา 

 



บทที่ 5 
สรุปผล อภิปรายผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

  
งานวิจัยน้ีได้ท าการศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการเกิดสารประกอบ HMF ด้วยระบบต้นแบบกับ

น้ าผึ้งและพัฒนาวิธีการวิเคราะห์สารประกอบ HMF ในยาลูกกลอนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
สมรรถนะสูง ซึ่งจะสรุปผล อภิปรายผลการวิจัยและให้ข้อเสนอแนะตามหัวข้อต่างๆ ดังนี้ 

1. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์
ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

2. การศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในระบบต้นแบบ ได้แก่  
2.2 ชนิดของกรดอะมิโน 
2.2 ชนิดของน้ าตาล 
2.3 อุณหภูมิในการให้ความร้อน 
2.3 ระยะเวลาในการให้ความร้อน 

3.  การศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในน้ าผึ้ง ได้แก่  
3.1 อุณหภูมิในการให้ความร้อน 
3.2 ระยะเวลาในการให้ความร้อน 
3.3 ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง 

4.  การวิเคราะห์ ปริมาณสาร HMF ในตัวอย่างยาลูกกลอน 
 

ตอนที่ 1  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิว 
              ราลดีไฮด์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

จากผลการทดลอง โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนท่ี ที่ต่างกัน 3 สภาวะในการวิเคราะห์สารมาตรฐาน 
HMF พบว่า สภาวะท่ี 1 (น้ าและอะซีโตไนทริลอัตราส่วนร้อยละ 90:10) สารถูกหน่วงในคอลัมน์ด้วย
เวลาน้อยที่สุดส่วนสภาวะท่ี 2 ใช้ (น้ าและอะซีโตไนทริลอัตราส่วนร้อยละ 97:3) พบว่าสารถูกหน่วง
ในคอลัมน์นานท่ีสุด และเม่ือน าสภาวะท้ัง 3 สภาวะมาทดสอบในการวิเคราะห์ตัวอย่างน้ าผึ้ง พบว่า  

การใช้สภาวะท่ี 1 เป็นวัฏภาคเคลื่อนท่ี    จะให้เวลาในการคงอยู่บนคอลัมน์ แต่พีคเกิดการ
ซ้อนทับกับพีคอื่น ตามที่แสดงในภาพ 3 

ในการใช้สภาวะท่ี 2 เป็นวัฏภาคเคลื่อนท่ี แม้ ว่าจะใช้เวลาในการวิเคราะห์นานกว่า แต่เมือ่
วิเคราะห์กับตัวอย่างน้ าผึ้งกลับเป็นสภาวะท่ีเกิดการแยกสาร HMF ออกจากพีคอื่นๆ ได้อย่าง
สมบูรณ์ ตามที่แสดงในภาพ 5 จึงเลือกใช้สภาวะน้ีในการวิเคราะห์ 
      ส าหรับสภาวะท่ี 3 จะให้พีคที่มีฐานพีคกว้างมากตามที่แสดงในภาพ 6 อาจเป็นผลมาจาก
การแยกเกิดขึ้นไม่สมบูรณ์ 
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จากเหตุผลดังกล่าวข้างต้น ผู้วิจัย จึงได้เลือกใช้สภาวะท่ี 2 ซึ่งมีน้ าและอะซิโตไนทริลใน
อัตราส่วนร้อยละ 97:3 โดยปริมาตรเป็นวัฏภาคเคลื่อนท่ี โดยใช้คอลัมน์ชนิด C18 ควบคุมอัตราการ
ไหลของวัฏภาคเคลื่อนท่ีเป็น 1 มิลลิลิตรต่อนาที และติดตามการเปลี่ยนแปลงสัญญาณด้วยตัว
ตรวจวัดชนิดไดโอดอะเรย์ที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ซึ่งเป็นค่าความยาวคลื่นท่ีสารมีการ
ดูดกลืนพลังงานมากที่สุด  
 
ตอนที่ 2 การศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในระบบต้นแบบ ได้แก่ 

2.1 ผลของชนิดของกรดอะมิโนในระบบต้นแบบต่อปริมาณสาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล-
2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 

ในหัวข้อนี้ผู้วิจัยได้ท าการแปรผันชนิดของกรดอะมิโนในระบบต้นแบบเพื่อสังเกตความ
เปลี่ยนแปลงของปริมาณก ารเกิดสารประกอบ HMF เนื่องจากกรดอะมิโนแต่ละชนิดจะมีโครงสร้างทาง
เคมีที่แตกต่างกัน โดยกรดอะมิโนที่เลือกใช้ทั้ง 3 ชนิดนี้มีรายงานว่าพบในปริมาณสูงในน้ าผึ้ง จากผลการ
ทดลองที่ได้พบว่า ในระบบต้นแบบที่ใช้น้ าตาลชนิดเดียวกันแต่ใช้กรดอะมิโนต่างชนิดกันจะก่อให้เกิด
สารประกอบ HMF ในปริมาณที่แตกต่างกันเพียงเล็กน้อย 

2.2  ผลของชนิดของน้้าตาลในระบบต้นแบบต่อปริมาณสาร 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-
เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 

 ผู้วิจัยได้ท าการแปรผันชนิดของน้ าตาลในระบบต้นแบบเพื่อสังเกตความเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณการเกิดสารประกอบ HMF เนื่องจากน้ าตาลแต่ละชนิดจะมีโครงสร้างทางเคมีที่แตกต่างกัน โดย
น้ าตาลที่เลือกใช้ทั้ง 2 ชนิดนี้มีรายงานว่าพบในปริมาณสูงในน้ าผึ้ง จากผลการทดลองที่ได้พบว่า ในระบบ
ต้นแบบที่ใช้กรดอะมิโนชนิดเดียวกันแต่น้ าตาลต่างชนิดกันจะก่อให้เกิดผลที่แตกต่างกันโดยระบบที่ใช้
น้ าตาลฟรักโทสจะเกิดสารประกอบ HMF ส่วนน้ าตาลกลูโคสจะไม่เกิดสารประกอบ HMF  

2.3 ผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบต่อ ปริมาณสาร  
5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
เมื่อท าการแปรผันอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบเพื่อสังเกตการเปลี่ยนแปลงของ

ปริมาณการเกิดสารประกอบ HMF โดยให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบที่อุณหภูมิต่าง ๆ พบว่าระบบ
ต้นแบบที่เกิดสารประกอบ HMF จะมีปริมาณ HMF ที่แตกต่างกันเพียงเล็กน้อย ทั้งน้ีอาจมีสาเหตุมา
จากปริมาณของสารตั้งต้นท่ีค่อนข้างน้อย จึงท าให้เกิดสารผลิตภัณฑ์ในระดับที่ค่อนข้างสมบูรณ์ จึง
เห็นความแตกต่างได้ไม่มากนัก 

 2.4 ผลของเวลาในการให้ความร้อนกับระบบต้นแบบต่อปริมาณสาร  
5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ 
 เมื่อท าการแปรผันเวลาในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบเพื่อสังเกตการเปลี่ยนแปลงของ

ปริมาณการเกิดสารประกอบ HMF โดยให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบท่ีเวลาต่าง ๆ พบว่าระบบ
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ต้นแบบที่เกิดสารประกอบ HMF จะมีปริมาณ HMF ที่แตกต่างกัน โดยสารประกอบ HMF จะเพิ่มข้ึน
เมื่อเวลาในการให้ความร้อนนานข้ึน  
 

ตอนที่ 3 การศึกษาปัจจัยในการเกิดปฏิกิริยาเมลลาร์ดในน้้าผึ้ง  
3.1 ผลของอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่น้้าผึ้ง  
     เมื่อท าการศึกษาโดยท าการแปรผันอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่น้ าผึ้ง ที่อุณหภูมิ 40, 60, 

80, 100 องศาเซลเซียส และไม่ให้ความร้อนแก่น้ าผึ้ง เป็นเวลา 30 นาทีพบว่าอุณหภูมิที่ให้ความ
ร้อนแก่น้ าผึ้งมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบ HMF ดังแสดงในตารางที่ 10  

  
ตาราง 10 ความสัมพันธ์ของอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่น้ าผึ้งกับปริมาณ HMF 

 
อุณหภูมิในการให้

ความร้อน 
(องศาเซลเซียส ) 

ปริมาณ HMF 
(ppm) 

%RSD 
( n = 6 ) 

อุณหภูมิห้อง 
40 
60 
80 
100 

0.45±0.02 
0.47±0.02 
0.48±0.02 
0.49±0.02 
0.83±0.01 

3.90 
4.86 
5.41 
3.11 
2.43 

 
จากตาราง 10 จะพบว่าเมื่ออุณหภูมิในการให้ความร้อนต่อน้ าผึ้งมากขึ้น ปริมาณ 

สารประกอบ HMF จะเพิ่มมากขึ้นตามไปด้วย จึงสามารถสรุปได้ว่าปริมาณสารประกอบ HMF   
แปรผันโดยตรงกับอุณหภูมิในการให้ความร้อน ดังแสดงในภาพ 8 
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ภาพประกอบ 8 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสาร HMFกับอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่
น้ าผึ้ง 

3.2 ผลของเวลาในการให้ความร้อนน้้าผึ้ง 

    เมื่อท าการศึกษาโดยท าการแปรผันอุณหภูมิในการให้ความร้อนแก่น้ าผึ้ง ที่เวลา 20, 40, 60, 
80, 100, 120 นาที โดยให้ความร้อนแก่น้ าผึ้งที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส พบว่าเวลาที่ให้ความ
ร้อนแก่น้ าผึ้งมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารประกอบ HMF ดังตารางที่ 11    

 
ตาราง 11 ความสัมพันธ์ของระยะเวลาในการให้ความร้อนแก่น้ าผึ้งกับปริมาณ HMF 
 

ระยะเวลา 
( นาที ) 

 

ปริมาณสารประกอบ 
HMF 
(ppm) 

%RSD 
( n = 6 ) 

20 
40 
60 
80 
100 
120 

0.59 ± 0.03 
1.06 ± 0.07 
1.46 ± 0.07 
2.16 ± 0.13 
2.97 ± 0.15 
4.20 ± 0.13 

4.51 
6.68 
4.60 
6.14 
4.88 
3.10 
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จากตาราง 11 จะพบว่าเมื่อเวลาในการให้ความร้อนต่อน้ าผึ้งมากขึ้น ปริมาณสารประกอบ 
HMF จะเพิ่มมากขึ้นตามไปด้วย จึงสามารถสรุปได้ว่าปริมาณสารประกอบ HMFมีความสัมพันธ์
แบบแปรผันโดยตรงกับระยะเวลาในการให้ความร้อนแก่น้ าผึ้ง ตามแสดงในภาพ 9 
 
 

 
 

 
ภาพประกอบ 9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ HMFกับระยะเวลาในการให้ความร้อน

แก่น้ าผึ้ง 
3.3 ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าผึ้ง  

  เมื่อท าการศึกษาปัจจัยด้านเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง โดยท าการตรวจวัดปริมาณ  
สารประกอบ HMF ในน้ าผึ้งที่ผ่านเวลาในการเก็บรักษาต่าง ๆ กันดังน้ี 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24  
เดือน พบว่า เมื่อระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้งมากขึ้น ปริมาณสารประกอบ HMF ที่ตรวจพบมี 
มากขึ้นตามไปด้วย ดังตาราง 12 
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ตาราง 12 ความสัมพันธ์ของปริมาณ HMFกับระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง 
 

เวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง 
(เดือน) 

ปริมาณสารประกอบ HMF 
(ppm) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
12 
24 

1.31 
1.91 
2.77 
3.29 
4.70 
5.51 
18.30 
50.73 

 
 
      เมือ่สร้างกราฟเพื่อพิจารณาหาความสัมพันธ์ของปริมาณสารประกอบ HMF กับ

ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้ าผึ้ง จะได้ผลตามแสดงในภาพ 10 
 
 

 
  
 
ภาพประกอบ 10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ HMFกับระยะเวลาในการเก็บรักษา

น้ าผึ้ง 
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     จากภาพ 10 พบว่าแนวโน้มที่จะตรวจพบสารประกอบ HMF ในน้ าผึ้งมีการเปลี่ยนแปลง
แบบเชิงเส้น หรืออาจเป็นเอกซ์โพเนนเชียล 
 

ตอนที่ 4 การวิเคราะห์ 5-ไฮดรอกซีเมทิล-2-เฟอร์ฟิวราลดีไฮด์ในตัวอย่างยา
ลูกกลอนด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

ผู้วิจัยได้ท าการเก็บตัวอย่างยาลูกกลอนจ านวน 28 ตัวอย่าง มาท าการวิเคราะห์ปริมาณ
สารประกอบHMF พบว่า ตัวอย่างยาลูกกลอนท่ีน ามาวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบ HMF นั้นมี
ปริมาณสารประกอบ HMF อยู่ในช่วง 1.30  - 44.94 ppm โดยมีค่าขีดความสามารถต่ าสุดในการ
วิเคราะห์ (LOD) เท่ากับ 0.65 ppm   แสดงให้เห็นว่าในยาลูกกลอนท่ีมีวางจ าหน่ายสามารถตรวจ
พบสารประกอบ HMF ในทุกตัวอย่าง และจัดว่ามีปริมาณมาก เนื่องจากตรวจพบสารประกอบ HMF 
ในปริมาณมากกว่าการทดลองในระบบต้นแบบ ทั้งนี้เพ ราะการทดลองในระบบต้นแบบได้จ าลอง
ระบบของสารตั้งต้นด้วยความเข้มข้นต่ า จึงตรวจพบน้อย  แต่ในความจริงจากผลการ ทดลองในตอน
ที่ 2 และ 3 พบว่าในน้ าผึ้งเองสามารถจะถูกตรวจพบสารน้ีในระดับหนึ่ง  แต่เมื่อถูกน ามาเป็นตัว
ประสานผงยาในขบวนการผลิตยาลูกกลอนและเก็บรักษาไว้ระยะหนึ่งก่อนจะจ าหน่ายได้ ซึ่งถ้ายา
ถูกเก็บรักษาไว้นานมากๆ ก็มีโอกาสที่จะพบสารประกอบ HMF ได้ในปริมาณสูง 

 
5.  ข้อเสนอแนะ 

1. ควรมีการปรับปริมาณและอัตราส่วนของกรดอะมิโนและน้ าตาล ในระบบต้นแบบเพื่อ
ศึกษาตัวแปรอื่น ๆ ที่เป็นปัจจัยในการแปรผันของปริมาณสารประกอบ HMF 

2. ควรมีการทดสอบสภาวะการเก็บรักษาตัวอย่างน้ าผึ้ง เช่น เก็บในที่มืด ในที่โดนแสงแดด 
และ/หรือ อุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษา เพื่อสังเกตตัวแปรอื่น ๆ ที่เป็นปัจจัยในการแปรผันของ
ปริมาณสารประกอบ HMF 

3. ควรมีการแยกลักษณะบรรจุภัณฑ์ของยาลูกกลอน เช่น แบบซองทึบ-ใส แบบขวดทึบ-
ใส หรือวัสดุที่เป็นบรรจุภัณฑ์ ในการวิเคราะห์เพื่อดูผลของปัจจัยจากบรรจุภัณฑ์ที่ใช้เก็บยาลูกกลอน  

4. ควรมีการศึกษาตัวอย่างในวงกว้างมากขึ้น เพื่อประโยชน์ทางด้านสุขภาพของผู้บริโภค 
โดยศึกษาจากตัวอย่างยาประเภทอื่น ๆ  
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ภาคผนวก ก 

เครื่องมือ  อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
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ภาพประกอบ 11  เครื่องอังไอน ้าที่สามารถควบคุมอุณภูมิได้ใช้ในการให้ความร้อนแก่ระบบต้นแบบ  

และตัวอย่างน ้าผึ ง 
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ภาพประกอบ  12  ชุดกรองที่ใช้ในการกรองสารมาตรฐานและสารตัวอย่างก่อนน้าไปฉีดเข้าสู่ระบบ
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



52 
 

 

       
 

ภาพประกอบ  13  เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง(high performance liquid      
chromatography)  
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ภาพประกอบ  14  เครื่องกรองน ้าเพื่อน้าใช้กับระบบโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
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ภาพประกอบ  15  ตัวอย่างน ้าผึ งที่ใช้ในงานวิจัย 
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ภาพประกอบ  16  ตัวอย่างยาลูกกลอนท่ีใช้ในงานวิจัย 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์ผลทางสถิติ และค่าพารามิเตอร์ในการวิเคราะห์  
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์ผลทางสถิติ และค่าพารามิเตอร์ในการวิเคราะห ์

 
 พารามิเตอร์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์ผลทางสถิติของงานวิจัยนี  ได้แก่ ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่สามารถตรวจหาสัญญาณได้และ
ความเข้มข้นต่้าสุดที่ใช้ในการท้าปริมาณวิเคราะห์ได้ มีสูตรการค้านวณดังนี  
 
1.  ค่าเฉลี่ย (mean; X )  
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เมื่อ X   แทนค่าเฉลี่ย 
 iX   แทนค่าที่ได้จากการทดลองในแต่ละครั ง 
 N  แทนจ้านวนครั งในการทดลอง 
 
 
2.  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) 
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เมื่อ SD  แทนค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 X   แทนค่าเฉลี่ย 
 iX   แทนค่าที่ได้จากการทดลองในแต่ละครั ง 
 N  แทนจ้านวนครั งในการทดลอง 
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3.  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative of standard deviation; %RSD) 
 

% 100
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เมื่อ RSD  แทนค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
 SD  แทนค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 X   แทนค่าเฉลี่ย 
 

4. ค่าขีดความสามารถต่้าสุดในการตรวจวัด(LOD) และขีดความสามารถต่้าสุดในการวิเคราะห์ 
(LOQ) 

 
 

Sxx = 
2

2

( )i

i

X

X
N




  

 
2

2

( )i

yy i

y

S y
N

 


  

 

i i

xy i i

x y

S x y
N

 
 

  

 
2

2

yy xx

r

S m S
S

N




  

 

2 2

1

( ) /
b r

i i

S S

N X X



  
 

 



59 
 

 

  
3 bS

LOD
m
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10 bS

LOQ
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เมื่อ rS   แทนค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการถดถอย (Regression)  
 bS   แทนค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของส่วนตัด (Intercept) หรือแบลงค์ 
 m  แทนความชันของกราฟมาตรฐาน 
 LOD  แทนความเข้มข้นต่้าสุดที่สามารถตรวจหาได้ 
 LOQ  แทนค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่ใช้ในการท้าปริมาณวิเคราะห์  
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ภาคผนวก ค 
คุณสมบัติของสารประกอบ 5-hydroxymethyl-2-furfuraldehyde 
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ภาคผนวก ค 
คุณสมบัติของสารประกอบ 5-hydroxymethyl-2-furfuraldehyde 

 
 
IUPAC name   5-(hydroxymethyl) -2-furaldehyde 
 
CAS number   67-47-0 
 
Molecular formula  C6H6O3 

 
 

Structural Formula   
 
 
Molar mass   126.11 g/mol 
 
Density    1.29 g/cm3 

 
Melting point   30-34 0C 
 
Boiling point   114-116 0C (1 mbar) 
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