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บทคัดย่อ 
 ในการศกึษาวิธีการหาปริมาณสีสงัเคราะห์ 3 ชนิด ทาร์ทราซีน อะมาร์เรนทร์ และอินดิโกคาร์มีน 
ด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี เฟสเคล่ือนท่ีประกอบด้วยเมทานอลตอ่  20 มิลลิโมลาร์
แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 5.0) อตัราส่วน 15:85 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร  คอลมัน์วิเคราะห์คือมอนอลิท 
C18 (4.6 mm x 100 mm) ขีดจ ากัดของการตรวจวดัอยู่ในช่วง  0.01 ถึง  0.20 มิลลิกรัมต่อลิตร             
และขีดจ ากัดในการหาปริมาณอยู่ในช่วง  0.04 ถึง  0.60 มิลลิกรัมต่อลิตร ความเป็นเส้นตรงและกราฟ
มาตรฐานมีสมัประสิทธ์ิสหสมัพทัธ์มากกวา่  0.9986  ร้อยละการได้กลบัคืนอยูใ่นชว่ง 99.27– 106.09 
 
ค าส าคัญ :  ไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี / ทาร์ทราซีน / อะมาร์เรนทร์ / อินดโิกคาร์มีน    
 

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 limits 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 %. 
  
Keywords: High-performance liquid chromatography / Tartrazine  / Amaranth / Indigo carmine 
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บทน า 
 สีสงัเคราะห์ (Synthetic dyes) ได้จากการสงัเคราะห์ทางเคมี  ซึ่งใช้แทนสีท่ีได้จากธรรมชาติ               
ให้สีสนัท่ีสวยงาม สีเหล่านีถ้กูน ามาใช้ผสมลงในอาหาร และใช้กนัอย่างแพร่หลาย หาซือ้ได้ง่าย ราคาถูก 
และมีความคงทนกวา่สีท่ีได้จากธรรมชาติ ไม่ท าให้อาหารบดูเน่าง่าย นอกจากประโยชน์เหล่านีแ้ล้วยงัต้อง
ค านึงถึงอันตรายจากสีสังเคราะห์แม้จะเป็นสีสังเคราะห์ท่ีอนุญาตให้ใช้ในอาหารได้  แต่หากบริโภค             
ในปริมาณมากหรือบอ่ยครัง้จะเกิดอนัตรายตอ่ผู้บริโภค คือ สีจะไปเคลือบเย่ือบกุระเพาะอาหารและล าไส้ 
ท าให้น า้ย่อยออกมาไม่สะดวก อาหารย่อยยาก เกิดอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ และขดัขวางการดดูซึมอาหาร 
ท าให้ท้องเดิน น า้หนกัลด อ่อนเพลีย อาจมีอาการของตบั และไตอกัเสบ ซึ่งอาจเป็นสาเหตขุองโรคมะเร็ง    
ในอนาคตได้   ดงันัน้จึงมีการก าหนดปริมาณของสีสงัเคราะห์ในอาหารท่ีสามารถใช้ได้อย่างปลอดภัย          
 การหาปริมาณสีสงัเคราะห์ท่ีผสมลงในผลิตภณัฑ์จึงมีความส าคญัและจ าเป็นในกระบวนการผลิต
ทางอุตสาหกรรม เช่น อาหาร เคร่ืองส าอางค์ และยา เพราะต้องมีการควบคุมปริมาณท่ีใช้ในผลิตภัณฑ์ 
และเพ่ือความปลอดภัยต่อสขุภาพของผู้บริโภค ปัจจุบนัมีรายงานการวิเคราะห์สีสงัเคราะห์ด้วยกนัหลาย
เทคนิค เช่น เทคนิคทางสเปคโทรสโกปี (Spectroscopy) (Amjad et al., 2013) แคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส 
(Capillary Electrophoresis) (Liu et al., 1995) และไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี  (High-
performance Liquid Chromatography) (Zou et al., 2013; Alves et al., 2008; Yahya 2009; Garcia 
et al., 2005; Kucharska et al., 2010; Zatar 2007; Kiseleva et al., 2003; Long et al., 2009;                
Ma et al., 2006;) 
 งานวิจยันีไ้ด้มีการพฒันาวิธีการวิเคราะห์สีสงัเคราะห์ในตวัอย่างเคร่ืองด่ืม โดยใช้เทคนิคไฮเพอร์
ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี โดยใช้คอลมัน์มอนอลิท C18 และตวัตรวจวดัชนิดยวีู-วิสิเบิล ซึ่งสามารถใช้
ในการหาปริมาณสีสงัเคราะห์ในผลิตภณัฑ์เคร่ืองดื่มตา่งๆ เพ่ือเป็นการควบคมุคณุภาพ โดยตวัแปรท่ีศกึษา 
ได้แก่ ผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ีและผลของพีเอชของเฟสเคล่ือนท่ี และศึกษาความ
ถูกต้องและความน่าเช่ือถือของวิธี (method validation) ในเทอมขีดจ ากัดของการตรวจวดั (limit of 
detection, LOD) ขีดจ ากัดของการหาปริมาณ (limit of quantification, LOQ) ความเป็นเส้นตรง 
(linearity) และร้อยละการได้กลบัคืน (%recovery) โครงสร้างของสารท่ีศกึษาแสดงดงัภาพท่ี 1  
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ภาพท่ี 1 โครงสร้างโมเลกลุของ ทราทาร์ซีน (TAR)  อะมาร์เรนทร์ (AMA)  และอินดโิกคาร์มีน (IND) 
 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
1. อุปกรณ์ เคร่ืองมือและสารเคมี 
 สารเคมีทุกตวัเป็นเกรดวิเคราะห์ ทาร์ทราซีน (tratrazine, C16H9N4Na3O9S2) อะมาร์เรนทร์ 
(amaranth, C20H11N2Na3O10S3) และอินดิโกคาร์มีน (indigo carmine, C16H8N2Na2O8S2) จากบริษัท 
Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา เมทานอล (methanol, CH3OH) จากบริษัท OREC ประเทศ
มาเลเซีย แอมโมเนียมอะซีเตรด (ammonium acetrate, C2H7NO2) จากบริษัท Ajex Chemical ประเทศ
ออสเตรเลีย น า้ปราศจาคไอออนจากเคร่ือง Water Purification System รุ่น EASYpure LF ของบริษัท 
Barnstead ประเทศเยอรมนั เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟรุ่น 1050 Series ของบริษัท 
Hewlett Packard ประเทศเยอรมนั ประกอบด้วยป๊ัมรุ่น HP 1050 Seriesเคร่ืองตรวจวดัชนิด UV-Visible 
รุ่น HP 1050 Series คอลมัน์วิเคราะห์คือ Monolith C18 (4.6 mm x 100 mm) ของบริษัท Merck ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 
 
2. วิธีการทดลอง 
 ฉีดสารผสมของทัง้ 3 ชนิด ได้แก่ ทาร์ทราซีน อะมาร์เรนทร์ และอินดิโกคาร์มีนเข้าสู่เคร่ืองไฮเพอร์
ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟ ซึ่งตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 440 นาโนเมตร เฟสเคล่ือนท่ีประกอบด้วย             
เมทานอลและ 20 มิลลิโมลาร์แอมโมเนียมอะซีเตรด ท่ีอตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตรตอ่นาที สภาวะท่ีศกึษา
ได้แก่ ผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ี ผลของพีเอชของเฟสเคล่ือนท่ี และทดสอบความเช่ือถือ
ได้ของวิธีการวิเคราะห์โดยการศกึษาขีดจ ากดัของการตรวจวดั ขีดจ ากดัในการหาปริมาณ ช่วงความเป็น
เส้นตรง กราฟมาตรฐาน และความเท่ียงของการวิเคราะห์    
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
1. ผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคล่ือนที่  
 การศกึษาผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ี ท าโดยการเตรียมเฟสเคล่ือนท่ีท่ีมีเปอร์เซ็นต์
เมทานอล ตัง้แต ่12 ถึง 18 เปอร์เซ็นต์  ผลการศกึษาแสดงดงัภาพท่ี 2 ซึ่งจะเห็นว่าเปอร์เซ็นต์เมทานอล           
ท่ีเพิ่มขึน้ส่งผลตอ่คา่การแยก (resolution) โดยคา่การแยกของสารลดลง และเวลาท่ีใช้ในการวิเคราะห์เร็ว
ขึน้ เม่ือเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ีเพิ่มขึน้สารจึงออกมาจากคอลัมน์ได้เร็วขึน้ เหตุท่ีเป็นเช่นนี ้
เพราะ การเกิดอนัตรกิริยาแบบไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interaction) กล่าวคือ สารมีความสามารถ             
ในการละลายกบัเฟสเคล่ือนท่ีมากขึน้เม่ือมีเปอร์เซ็นต์เมทานอลมากขึน้ สารจึงออกจากคอลลมัน์ได้เร็วขึน้                 
จงึเลือกท่ี 15 เปอร์เซนต์เมทานอลเป็นสภาวะท่ีเหมาะสม 
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ภาพที่ 2 ผลของเปอร์เซ็นต์เมทานอลในเฟสเคล่ือนท่ีตอ่โครมาโทแกรมของทาร์ทราซีน (TAR)  อะมาร์
เรนทร์ (AMA) และ อินดิโกคาร์มีน (IND) เฟสเคล่ือนท่ี คือ เมทานอลตอ่ 20 มิลลิโมลาร์ แอมโมเนียมอะซี
เตรด (pH 4.5) 
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2. ผลของพีเอชของสารละลายแอมโมเนียมอะซีเตรดในเฟสเคล่ือนท่ี 
 การศึกษาผลของพีเอชของสารละลาย 20 มิลลิโมลาร์แอมโมเนียมอะซีเตรดท่ีพีเอชต่างๆ (4.0, 
4.5, 5.0 และ 5.5) ผลแสดงดงัภาพท่ี 3 เห็นได้ว่า พีเอชไม่มีผลตอ่เวลาในการวิเคราะห์แตมี่ผลตอ่สภาพไว
ของสาร กล่าวคือ เม่ือพีเอชเพิ่มขึน้สภาพไวของสารเพิ่มขึน้ และสภาพไวคงท่ีในช่วงพีเอช 4.5 ถึง 5.5 
ดงันัน้  จงึเลือกพีเอช 5.0 เป็นสภาวะท่ีเหมาะสม 
  
 
                                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3 ผลของพีเอชของสารละลายแอมโมเนียมอะซีเตรดในเฟสเคล่ือนท่ีตอ่โครมาโทแกรมของทราทรา
ซีน (TAR) อะมาร์เรนทร์ (AMA) และอินดิโกคาร์มีน (IND) เฟสเคล่ือนท่ี คือ เมทานอลตอ่ 20 มิลลิโมลาร์ 
แอมโมเนียมอะซีเตรด อตัราสว่น 15 : 85 เปอร์เซนต์โดยปริมาตร  
 
3. การทดสอบความถูกต้องและความน่าเช่ือถือได้ของวิธีการวิเคราะห์ 
 ตวัแปรท่ีใช้ทดสอบความถูกต้องและความน่าเช่ือถือของวิธีวิเคราะห์แสดงดงัตารางท่ี 1 พบว่า
ความเป็นเส้นตรงของความเข้มข้นของสารกบัสัญญาณท่ีได้จากการวิเคราะห์ให้คา่สมัประสิทธ์ิสหสมัพทัธ์ 
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(R2) มากกว่า 0.9986 ขีดจ ากัดของการตรวจวดัท่ีอตัราส่วนของสัญญาณต่อสัญญาณรบกวนเท่ากับ 3            
อยู่ในช่วง 0.01 ถึง 0.20 mg/L และขีดจ ากัดในการหาปริมาณท่ีอตัราส่วนของสญัญาณต่อสญัญาณ
รบกวนเท่ากบั 10 อยู่ในช่วง 0.04 ถึง 0.60 mg/L โดยการวิเคราะห์สารซ า้ 5 ครัง้ คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์ของรีเทนชนัไทม์และพืน้ท่ีพีคของสารน้อยกว่า 3 เปอร์เซ็นต์  ร้อยละการได้กลบัคืนของสารทกุตวั
อยูใ่นชว่ง 99.27 ถึง 106.09 เปอร์เซ็นต์  
 
ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบความถกูต้องและความน่าเช่ือถือได้ของวิธีการวิเคราะห์ 

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 
ความเท่ียงภายในวัน (intra-day)    
Retention time, RSD(%) (n=5)    

ท่ีความเข้มข้น 0.8 mg/L 0.00 0.00 0.00 
ท่ีความเข้มข้น 1.2 mg/L 0.00 0.00 0.00 
ท่ีความเข้มข้น 1.8 mg/L 0.00 0.00 0.00 

Peak area, RSD(%) (n=5)    
ท่ีความเข้มข้น 0.8 mg/L 1.04 1.74 0.63 
ท่ีความเข้มข้น 1.2 mg/L 0.30 1.70 1.69 
ท่ีความเข้มข้น 1.8 mg/L 0.70 1.81 1.26 

ความเท่ียงระหว่างวัน (inter-day)    
Retention time, RSD(%) (n=5)    

ท่ีความเข้มข้น 0.8 mg/L 0.48 0.36 0.61 
ท่ีความเข้มข้น 1.2 mg/L 0.39 0.36 0.21 
ท่ีความเข้มข้น 1.8 mg/L 0.39 0.30 0.33 

Peak area, RSD(%) (n=5)    
ท่ีความเข้มข้น 0.8 mg/L 0.74 2.85 2.14 
ท่ีความเข้มข้น 1.2 mg/L 1.38 0.84 1.23 
ท่ีความเข้มข้น 1.8 mg/L 1.11 1.19 1.75 

%Recovery    
ท่ีความเข้มข้น 0.4 mg/L 103.46 + 0.54 - - 
ท่ีความเข้มข้น 0.8 mg/L 99.27 + 0.43 - - 
ท่ีความเข้มข้น 1.2 mg/L 106.09 + 0.25 - - 

     
 

4. การวิเคราะห์สารตัวอย่าง 
 เม่ือน าสภาวะท่ีเหมาะสมจากการทดลองมาวิเคราะห์สารทาร์ทราซีนในตวัอยา่งเคร่ืองด่ืมท่ีเจือจาง 
25 เทา่จ านวน 2 ตวัอยา่ง  โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ตวัอย่างเคร่ืองดื่มแสดงดงัภาพท่ี 4 
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ภาพที่  4 โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ตวัอย่างเคร่ืองด่ืม  2 ตวัอย่างภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม           
เฟสเคล่ือนท่ีคือเมทานอลตอ่ 20 มิลลิโมลาร์ แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 5.0) อตัราส่วน 15:85 เปอร์เซ็นต์
โดยปริมาตร อตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตรตอ่นาที ตรวจวดั 440 นาโนเมตร  
 
     จากการศกึษาวิเคราะห์ตวัอย่างภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม คือ  เฟสเคล่ือนท่ีเมทานอลต่อ 20 มิลลิโม
ลาร์แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 5.0) อตัราส่วน 15:85 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร อตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตร
ตอ่นาที โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ตวัอย่างเคร่ืองด่ืม  2 ตวัอย่าง แสดงดงัภาพท่ี 4 จะเห็นว่าพีคของ
สารสนใจไม่มีสญัญาณรบกวนจากสารอ่ืน จากการวิเคราะห์ตวัอย่างเคร่ืองด่ืมสองชนิดคือ ชนิด A และ 
ชนิด B พบปริมาณของสารทาร์ทราซีนเท่ากับ 29.02 mg/L และ 14.04 mg/L ตามล าดบั และไม่พบ
สญัญาณของสารอะมาร์เรนทร์ และสารอินดโิกคาร์มีนในตวัอยา่งเคร่ืองด่ืม 
 
 
 
 
 

เคร่ืองดื่มชนดิ  A 

เคร่ืองดื่มชนดิ  B 
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สรุปผลการวิจัย 
 เทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟีสามารถตรวจวดั ทาร์ทราซีน  อะมาร์เรนทร์ และ
อินดิโกคาร์มีนในตวัอย่างเคร่ืองด่ืมได้พร้อมกนั  เพ่ือใช้ในการควบคมุคณุภาพและปริมาณท่ีเหมาะสมได้
เป็นอย่างดี  อีกทัง้สามารถประยุกต์ใช้ในตวัอย่างอ่ืนๆ ได้ เช่น ยา และเคร่ืองส าอาง เป็นต้น เทคนิค          
ท่ีน าเสนอนี ้สามารถวิเคราะห์สารโดยใช้เวลาประมาณ 2 นาที ให้สภาพไวสูง การแยกชัดเจน ไม่มี
สัญญาณรบกวนจากสารอ่ืน และไม่จ าเป็นต้องมีการเตรียมตัวอย่างนอกจากการเจือจางเท่านัน้                 
เม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัท่ีได้รายงานก่อนหน้านี ้(Alves et al., 2008; Kiseleva et al., 2003;             
Liu et al., 1995) พบวา่วิธีท่ีน าเสนอ  สามารถวิเคราะห์สารได้เร็วกวา่ 2-14 เทา่  
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