การหาปริมาณสีสังเคราะห์ โดยมอนอลิท C18 HPLC
Determination of synthetic dye by monolithic C18 HPLC
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ในการศึกษาวิธีการหาปริมาณสีสังเคราะห์ 3 ชนิด ทาร์ทราซีน อะมาร์เรนทร์ และอินดิโกคาร์มีน ด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี เฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วยเมทานอลต่อ 20 มิลลิโมลาร์แอมโมเนียม-        อะซีเตรด (pH 5.0) อัตราส่วน 15:85 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร คอลัมน์วิเคราะห์คือมอนอลิท C18 (4.6 mm x 100 mm) ขีดจำกัดของการตรวจวัดอยู่ในช่วง 0.01 ถึง 0.20 มิลลิกรัมต่อลิตร และขีดจำกัดในการหาปริมาณอยู่ในช่วง 0.04 ถึง 0.60 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเป็นเส้นตรงและกราฟมาตรฐานมีสัมประสิทธิ์สหสัมพัทธ์มากกว่า 0.9986 ร้อยละการได้กลับคืนอยู่ในช่วง 99.27– 106.09
คำสำคัญ :  ไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี / ทาร์ทราซีน / อะมาร์เรนทร์ / อินดิโกคาร์มีน   

Abstract


Method for determination of three synthetic dyes: Tartrazine, Amaranth and Indigo carmine by high-performance liquid chromatography was studied. The mobile phase was methanol: 20 mM ammonium acetate (pH 5.0) (15:85 v/v). The analytical column was a monolithic C18 (4.6 mm x 100 mm). The limits of detection (LOD) were in the range of 0.01 to 0.20 mg/L, and limit of quantification (LOQ) were in the range of 0.04 to 0.60 mg/L. The linearity and calibration curves with a correlation coefficient (R2) better than 0.9986 were obtained. Recoveries were in the range of 99.27–106.09 %.
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1. บทนำ

สีสังเคราะห์ (Synthetic dyes) ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี  ซึ่งใช้แทนสีที่ได้จากธรรมชาติ ให้สีสันที่สวยงาม สีเหล่านี้ถูกนำมาใช้ผสมลงในอาหาร และใช้กันอย่างแพร่หลาย หาซื้อได้ง่าย ราคาถูก และมีความคงทนกว่าสีที่ได้จากธรรมชาติ ไม่ทำให้อาหารบูดเน่าง่าย นอกจากประโยชน์เหล่านี้แล้วยังต้องคำนึงถึงอันตรายจากสีสังเคราะห์แม้จะเป็นสีสังเคราะห์ที่อนุญาตให้ใช้ในอาหารได้ แต่หากบริโภคในปริมาณมากหรือบ่อยครั้งจะเกิดอันตรายต่อผู้บริโภค คือ สีจะไปเคลือบเยื่อบุกระเพาะอาหารและลำไส้ ทำให้น้ำย่อยออกมาไม่สะดวก อาหารย่อยยาก เกิดอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ และขัดขวางการดูดซึมอาหาร ทำให้ท้องเดิน น้ำหนักลด อ่อนเพลีย อาจมีอาการของตับ และไตอักเสบ ซึ่งอาจเป็นสาเหตุของโรคมะเร็งในอนาคตได้1 ดังนั้นจึงมีการกำหนดปริมาณของสีสังเคราะห์ในอาหารที่สามารถใช้ได้อย่างปลอดภัย          
การหาปริมาณสีสังเคราะห์ที่ผสมลงในผลิตภัณฑ์จึงมีความสำคัญและจำเป็นในกระบวนการผลิตทางอุตสาหกรรม เช่น อาหาร เครื่องสำอางค์ และยา เพราะต้องมีการควบคุมปริมาณที่ใช้ในผลิตภัณฑ์ และเพื่อความปลอดภัยต่อสุขภาพของผู้บริโภค ปัจจุบันมีรายงานการวิเคราะห์สีสังเคราะห์ด้วยกันหลายเทคนิค เช่น เทคนิคทางสเปคโทรสโกปี2 (Spectroscopy) แคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส3 (Capillary Electrophoresis) และไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี4-12 (High-performance Liquid Chromatography)

งานวิจัยนี้ได้มีการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์สีสังเคราะห์ในตัวอย่างเครื่องดื่ม โดยใช้เทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี โดยใช้คอลัมน์มอนอลิท C18 และตัวตรวจวัดชนิดยูวี-วิสิเบิล ซึ่งสามารถใช้ในการหาปริมาณสีสังเคราะห์ในผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มต่างๆ เพื่อเป็นการควบคุมคุณภาพ โดยตัวแปรที่ศึกษา ได้แก่ ผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคลื่อนที่และผลของพีเอชของเฟสเคลื่อนที่ และศึกษาความถูกต้องและความน่าเชื่อถือของวิธี (method validation) ในเทอมขีดจำกัดของการตรวจวัด (limit of detection, LOD) ขีดจำกัดของการหาปริมาณ (limit of quantification, LOQ) ความเป็นเส้นตรง (linearity) และร้อยละการได้กลับคืน (%recovery) โครงสร้างของสารที่ศึกษาแสดงดังรูปที่ 1 
[image: image1.emf]N N S

S

S HO

O

O

NaO

O

O

ONa

O

O

ONa


[image: image2.emf]N

N

N

N

NaO

3

S

NaOOC

OH

SO

3

Na


[image: image3.emf]N

N

O

O

S

S

O

O

O

O

ONa

NaO

H

H


            










  
                   Tartrazine





               Amaranth  







    











          Indigo carmine

รูปที่ 1 โครงสร้างโมเลกุลของ ทราทาร์ซีน (TAR)  อะมาร์เรนทร์ (AMA)  และอินดิโกคาร์มีน (IND)
2. วิธีการ
2.1 อุปกรณ์ เครื่องมือและสารเคมี

สารเคมีทุกตัวเป็นเกรดวิเคราะห์ ทาร์ทราซีน (tratrazine, C16H9N4Na3O9S2) อะมาร์เรนทร์ (amaranth, C20H11N2Na3O10S3) และอินดิโกคาร์มีน (indigo carmine, C16H8N2Na2O8S2) จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา เมทานอล (methanol, CH3OH) จากบริษัท OREC ประเทศมาเลเซีย แอมโมเนียมอะซีเตรด (ammonium acetrate, C2H7NO2) จากบริษัท Ajex Chemical ประเทศออสเตรเลีย น้ำปราศจาคไอออนจากเครื่อง Water Purification System รุ่น EASYpure LF ของบริษัท Barnstead ประเทศเยอรมัน เครื่องไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟรุ่น 1050 Series ของบริษัท Hewlett Packard ประเทศเยอรมัน ประกอบด้วยปั๊มรุ่น HP 1050 Seriesเครื่องตรวจวัดชนิด UV-Visible รุ่น HP 1050 Series คอลัมน์วิเคราะห์คือ Monolith C18 (4.6 mm x 100 mm) ของบริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมริกา
2.2 วิธีการทดลอง

ฉีดสารผสมของทั้ง 3 ชนิด ได้แก่ ทาร์ทราซีน อะมาร์เรนทร์ และอินดิโกคาร์มีนเข้าสู่เครื่องไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ ซึ่งตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร เฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วย เมทานอลและ 20 มิลลิโมลาร์แอมโมเนียมอะซีเตรด ที่อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที สภาวะที่ศึกษาได้แก่ ผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ ผลของพีเอชของเฟสเคลื่อนที่ และทดสอบความเชื่อถือได้ของวิธีการวิเคราะห์โดยการศึกษาขีดจำกัดของการตรวจวัด ขีดจำกัดในการหาปริมาณ ช่วงความเป็นเส้นตรง กราฟมาตรฐาน และความเที่ยงของการวิเคราะห์   
3. ผลและอภิปราย
3.1 ผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคลื่อนที่
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การศึกษาผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ ทำโดยการเตรียมเฟสเคลื่อนที่ที่มีเปอร์เซ็นต์เมทานอล ตั้งแต่ 12 ถึง 18 เปอร์เซ็นต์  ผลการศึกษาแสดงดังรูปที่ 2 ซึ่งจะเห็นว่าเปอร์เซ็นต์เมทานอลที่เพิ่มขึ้นส่งผลต่อค่าการแยก (resolution) โดยค่าการแยกของสารลดลง และเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์เร็วขึ้น เมื่อเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคลื่อนที่เพิ่มขึ้นสารจึงออกมาจากคอลัมน์ได้เร็วขึ้น เหตุที่เป็นเช่นนี้เพราะ การเกิดอันตรกิริยาแบบไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interaction) กล่าวคือ สารมีความสามารถในการละลายกับเฟสเคลื่อนที่มากขึ้นเมื่อมีเปอร์เซ็นต์เมทานอลมากขึ้น สารจึงออกจากคอลลัมน์ได้เร็วขึ้น จึงเลือกที่ 15 เปอร์เซนต์เมทานอลเป็นสภาวะที่เหมาะสม
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รูปที่ 2 ผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ต่อโครมาโทแกรมของทาร์ทราซีน (TAR)  อะมาร์เรนทร์ (AMA) และ อินดิโกคาร์มีน (IND)
            เฟสเคลื่อนที่ คือ เมทานอลต่อ 20 มิลลิโมลาร์ แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 4.5)
3.2. ผลของพีเอชของสารละลายแอมโมเนียมอะซีเตรดในเฟสเคลื่อนที่

การศึกษาผลของพีเอชของสารละลาย 20 มิลลิโมลาร์แอมโมเนียมอะซีเตรดที่พีเอชต่างๆ (4.0, 4.5, 5.0 และ 5.5) ผลแสดง         ดังรูปที่ 3 เห็นได้ว่า พีเอชไม่มีผลต่อเวลาในการวิเคราะห์แต่มีผลต่อสภาพไวของสาร กล่าวคือ เมื่อพีเอชเพิ่มขึ้นสภาพไวของสารเพิ่มขึ้น และสภาพไวคงที่ในช่วงพีเอช 4.5 ถึง 5.5 ดังนั้นจึงเลือกพีเอช 5.0 เป็นสภาวะที่เหมาะสม
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รูปที่ 3 ผลของพีเอชของสารละลายแอมโมเนียมอะซีเตรดในเฟสเคลื่อนที่ต่อโครมาโทแกรมของทราทราซีน (TAR) อะมาร์เรนทร์ (AMA) และ
            อินดิโกคาร์มีน (IND) เฟสเคลื่อนที่ คือ เมทานอลต่อ 20 มิลลิโมลาร์ แอมโมเนียมอะซีเตรด อัตราส่วน 15 : 85 เปอร์เซนต์โดยปริมาตร 
3.3 การทดสอบความถูกต้องและความน่าเชื่อถือได้ของวิธีการวิเคราะห์

ตัวแปรที่ใช้ทดสอบความถูกต้องและความน่าเชื่อถือของวิธีวิเคราะห์แสดงดังตารางที่ 1 พบว่าความเป็นเส้นตรงของความเข้มข้นของสารกับสัญญาณที่ได้จากการวิเคราะห์ให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพัทธ์ (R2) มากกว่า 0.9986 ขีดจำกัดของการตรวจวัดที่อัตราส่วนของสัญญาณต่อสัญญาณรบกวนเท่ากับ 3 อยู่ในช่วง 0.01 ถึง 0.20 mg/L และขีดจำกัดในการหาปริมาณที่อัตราส่วนของสัญญาณต่อสัญญาณรบกวนเท่ากับ 10 อยู่ในช่วง 0.04 ถึง 0.60 mg/L โดยการวิเคราะห์สารซ้ำ 5 ครั้ง ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของรีเทนชันไทม์และพื้นที่พีคของสารน้อยกว่า 3 เปอร์เซ็นต์ ร้อยละการได้กลับคืนของสารทุกตัวอยู่ในช่วง 99.27 ถึง 106.09 เปอร์เซ็นต์ 
ตารางที่ 1 ผลการทดสอบความถูกต้องและความน่าเชื่อถือได้ของวิธีการวิเคราะห์

	parameter
	Tartrazine
	Amaranth
	Indigo carmine

	Linear calibration curve (mg/L)
	0.04 – 2.00
	0.25 – 2.00
	0.60 – 2.00

	Correlation coefficient (R2)
	0.9986
	0.9986
	0.9997

	Limit of detection (mg/L)
	0.01
	0.08
	0.20

	Limit of quantification (mg/L)
	0.04
	0.25
	0.60

	ความเที่ยงภายในวัน (intra-day)
	
	
	

	Retention time, RSD(%) (n=5)
	
	
	

	ที่ความเข้มข้น 0.8 mg/L
	0.00
	0.00
	0.00

	ที่ความเข้มข้น 1.2 mg/L
	0.00
	0.00
	0.00

	ที่ความเข้มข้น 1.8 mg/L
	0.00
	0.00
	0.00

	Peak area, RSD(%) (n=5)
	
	
	

	ที่ความเข้มข้น 0.8 mg/L
	1.04
	1.74
	0.63

	ที่ความเข้มข้น 1.2 mg/L
	0.30
	1.70
	1.69

	ที่ความเข้มข้น 1.8 mg/L
	0.70
	1.81
	1.26

	ความเที่ยงระหว่างวัน (inter-day)
	
	
	

	Retention time, RSD(%) (n=5)
	
	
	

	ที่ความเข้มข้น 0.8 mg/L
	0.48
	0.36
	0.61

	ที่ความเข้มข้น 1.2 mg/L
	0.39
	0.36
	0.21

	ที่ความเข้มข้น 1.8 mg/L
	0.39
	0.30
	0.33

	Peak area, RSD(%) (n=5)
	
	
	

	ที่ความเข้มข้น 0.8 mg/L
	0.74
	2.85
	2.14

	ที่ความเข้มข้น 1.2 mg/L
	1.38
	0.84
	1.23

	ที่ความเข้มข้น 1.8 mg/L
	1.11
	1.19
	1.75

	%Recovery
	
	
	

	ที่ความเข้มข้น 0.4 mg/L
	103.46 + 0.54
	-
	-

	ที่ความเข้มข้น 0.8 mg/L
	99.27 + 0.43
	-
	-

	ที่ความเข้มข้น 1.2 mg/L
	106.09 + 0.25
	-
	-


3.4 การวิเคราะห์สารตัวอย่าง
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เมื่อนำสภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองมาวิเคราะห์สารทาร์ทราซีนในตัวอย่างเครื่องดื่มที่เจือจาง 25 เท่าจำนวน 2 ตัวอย่าง     โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ตัวอย่างเครื่องดื่มแสดงดังรูปที่ 4
                                             เครื่องดื่มชนิด A                                                                    เครื่องดื่มชนิด B
รูปที่ 4 โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ตัวอย่างเครื่องดื่ม  2 ตัวอย่างภายใต้สภาวะที่เหมาะสม เฟสเคลื่อนที่คือเมทานอลต่อ 20 มิลลิโมลาร์ 
            แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 5.0) อัตราส่วน 15:85 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัด 440 นาโนเมตร 
จากการศึกษาวิเคราะห์ตัวอย่างภายใต้สภาวะที่เหมาะสม คือ  เฟสเคลื่อนที่เมทานอลต่อ 20 มิลลิโมลาร์แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 5.0) อัตราส่วน 15:85 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ตัวอย่างเครื่องดื่ม 2 ตัวอย่าง แสดงดังรูปที่ 4 จะเห็นว่าพีคของสารสนใจไม่มีสัญญาณรบกวนจากสารอื่น จากการวิเคราะห์ตัวอย่างเครื่องดื่มสองชนิดคือ ชนิด A และ ชนิด B พบปริมาณของสารทาร์ทราซีนเท่ากับ 29.02 mg/L และ 14.04 mg/L ตามลำดับ และไม่พบสัญญาณของสารอะมาร์เรนทร์ และสารอินดิโกคาร์มีนในตัวอย่างเครื่องดื่ม
4. บทสรุป

เทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟีสามารถตรวจวัด ทาร์ทราซีน, อะมาร์เรนทร์ และอินดิโกคาร์มีนในตัวอย่างเครื่องดื่มได้พร้อมกัน เพื่อใช้ในการควบคุมคุณภาพและปริมาณที่เหมาะสมได้เป็นอย่างดี อีกทั้งสามารถประยุกต์ใช้ในตัวอย่างอื่นๆได้ เช่น ยา และเครื่องสำอาง เป็นต้น เทคนิคที่นำเสนอนี้ สามารถวิเคราะห์สารโดยใช้เวลาประมาณ 2 นาที ให้สภาพไวสูง การแยกจชัดเจน ไม่มีสัญญาณรบกวนจากสารอื่น และไม่จำเป็นต้องมีการเตรียมตัวอย่างนอกจากการเจือจางเท่านั้น
5. กิตติกรรมประกาศ
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