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บทคัดย่อ 

ในงานวิจยันี ้ ได้พฒันาวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูที่สะดวก รวดเร็ว และน่าเช่ือถือ
ส าหรับการวิเคราะห์ไทเอมีนและไรโบฟลาวินแบบพร้อมกนั โดยใช้สภาวะการแยกด้วยคอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 (8.0 x 3.0 
mm, length x I.D.) วฏัภาคเคลื่อนที่คือสารละลายผสมระหว่างแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตต
ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ตรวจวดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 232 และ 266 นาโนเมตรส าหรับไทเอมีนและ
ไรโบฟลาวิน ตามล าดบั ผลการวิจยัพบวา่สามารถแยกวิตามินทัง้สองชนิดได้พร้อมกนัภายในระยะเวลาไมเ่กิน 8.0 นาที ท่ีอตัรา
การไหล 0.10 มิลลลิติรตอ่นาที วิธีที่พฒันาขึน้นีม้ีความเป็นเส้นตรงอยูใ่นช่วงความเข้มข้น 0.10 - 100 มิลลิกรัมต่อลิตรส าหรับ
ไทเอมีน และในช่วงความเข้มข้น   0.25 - 100 มิลลกิรัมตอ่ลติรส าหรับไรโบฟลาวิน โดยมีค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์เชิงเส้นที่ดี 
(r2 > 0.999)  ค่าความเที่ยงของวิธีแสดงในรูปของค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (RSD) มีค่าอยู่ในช่วง 0. 34-1.90 %  
และมีค่าร้อยละการคืนกลบัของวิตามินทัง้สองชนิดอยู่ในช่วง 81.83 – 102.70 วิธีที่พฒันาขึน้นีส้ามารถน าไปใช้วิเคราะห์            
ไทเอมีนและไรโบฟลาวินในตัวอย่างผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มได้เป็นผลส าเร็จ  จะเห็นได้ว่าวิธีที่พฒันาขึน้นีเ้ป็นวิธีวิเคราะห์          
ที่มีความรวดเร็ว ราคาถูก   และเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อมมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกบัวิธีวิเคราะห์ที่ใช้เทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงูแบบทัว่ไป  
 
ค าส าคัญ  :  ไทเอมีน   ไรโบฟลาวิน   ผลติภณัฑ์นม   คอลมัน์ขนาดเลก็   โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
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Abstract 
 A fast, simple and reliable high-performance liquid chromatographic method has been developed for      
the simultaneous analysis of thiamine and riboflavin. The chromatographic separation was performed on a mini 
C18 column (8.0 x 3.0 mm, length x I.D.) with isocratic elution using acetronitrile and 0.05 M acetate buffer (pH 
7.0). Direct UV absorptions at wavelength of 232 and 266 nm were used for detection of thiamine and riboflavin, 
respectively. Both vitamins were separated in less than 8.0 min at flow rate of 0.10 ml/min. The linear calibration 
curves were obtained over the concentration range of 0.10 - 100 mg/L for thiamine and 0.25 - 100 mg/L for 
riboflavin with good correlation coefficients (r2 > 0.999). The precisions were measured in term of relative standard 
deviation (RSD) value. The RSDs of the method were in the range 0.34 – 1.90%. The percentage recoveries of 
both vitamins were obtained in the range of 81.83 - 102.70. The contents of both vitamins in milk samples were 
successfully determined by using the developed method. Compared with the conventional HPLC method,           
the proposed method has the advantage of being rapid, low cost and environmentally friendly.   
 
Keywords :  Thiamine,  Riboflavin,  Dairy Products, short column,  High Performance Liquid Chromatography 
 
บทน า  

วิตามินเป็นหนึ่งในสารอาหารหลกัที่มีความจ าเป็นต่อมนุษย์ซึ่งร่างกายไม่สามารถขาดได้ เนื่องจากวิตามินเป็น
สารประกอบที่ท าหน้าที่ร่วมกับสารอาหารอื่นๆ เพื่อควบคุมกระบวนการทางเคมีต่างๆภายในร่างกายให้เป็นไปตามปกติ  
วิตามินสามารถแบง่ได้เป็น  2 กลุม่คือ กลุม่วิตามินที่ละลายในไขมนั และกลุม่วิตามินที่ละลายในน า้ โดยกลุม่วิตามินที่ละลาย
ในน า้ได้แก่ วิตามินซี และกลุม่วิตามินบีรวม (Yin et al., 2008) ซึง่วิตามินกลุม่นีแ้ม้ว่าจะบริโภคเกินความต้องการในแต่ละวนั   
ก็จะไม่มีอนัตราย เนื่องจากวิตามินกลุ่มนีม้ีคณุสมบตัิละลายในน า้ ดงันัน้เมื่อร่างกายได้รับในปริมาณมากเกินไปก็จะถูกขบั
ออกมาได้เอง จึงไม่มีการสะสมภายในร่างกาย ถึงแม้ว่าวิตามินเหลา่นีจ้ะสามารถพบในอาหารประเภทต่างๆอยู่แล้ว แต่ด้วย
พฤติกรรมของผู้บริโภคในสภาวะเร่งรีบในปัจจบุนั ท าให้อตุสาหกรรมด้านอาหารและเคร่ืองดื่มมีการผลิตผลิตภณัฑ์ที่มีการเติม
วิตามินเหลา่นีเ้สริมลงไปเพื่อให้สอดคล้องกบัพฤติกรรมของผู้บริโภค โดยผลิตภณัฑ์หนึ่งที่ภาคอตุสาหกรรมให้ความสนใจเป็น
อย่างมากคือ ผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่ม เนื่องจากเป็นผลิตภณัฑ์เคร่ืองดื่มที่มีคณุค่าทางสารอาหารครบถ้วนตามความต้องการ
ของผู้บริโภคทัง้ในเด็กและผู้ ใหญ่ โดยในผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มสว่นใหญ่สามารถพบได้ทัง้วิตามินเอ ไทเอมีน (วิตามินบี 1) 
และไรโบฟลาวิน (วิตามินบี 2) (Márquez-Sillero et al., 2013) ดงันัน้จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องท าการวิเคราะห์ปริมาณ
ของวิตามินที่เติมลงไปในผลิตภณัฑ์นมต่างๆ เพื่อเป็นการรับรองคุณภาพของผลิตภณัฑ์ให้เป็นที่ยอมรับและน่าเช่ือถือจาก
ผู้บริโภค และเป็นการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ให้เป็นไปตามมาตรฐานที่ก าหนด  โดยวิธีวิเคราะห์ที่เลือกใช้ต้องมี
ประสทิธิภาพ ความถกูต้องและความแมน่ย าสงู สามารถวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในระดบัปริมาณน้อยๆ (ระดบัไมโครกรัม)ได้ 
โดยเฉพาะการเลอืกวิธีส าหรับการวิเคราะห์วิตามินในกลุม่ที่ละลายในน า้ ซึง่เป็นกลุม่สารที่ไมค่อ่ยเสถียร มีความไวต่อแสงและ
เกิดการสลายตวัได้ง่าย (Rodriguez et al., 2012) 
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ส าหรับเทคนิคที่น ามาใช้ในการตรวจวัดวิตามินมีหลากหลายเทคนิค เช่น  เทคนิคยูวีวิซิเบิลสเปกโทรโฟโตเมตรี      
(Liu et al., 2002) เทคนิคฟลอูอเรสเซนส์สเปกโทรโฟโตเมตรี (Wu et al., 2003) และเทคนิคทางจุลชีววิทยา (Tanner & 
Barnett, 1986) เป็นต้น ซึ่งเทคนิคเหล่านีไ้ม่สามารถวิเคราะห์วิตามินแบบพร้อมกันหลายๆชนิดได้  จึงมีการน าเทคนิคการ         
แยกสารมาพฒันาเพื่อประยุกต์ใช้ส าหรับการวิเคราะห์วิตามินได้พร้อมกันหลายชนิด  โดยหนึ่งในเทคนิคการแยกที่มีความ
เหมาะสมและเป็นท่ียอมรับตามมาตรฐานสากลส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินกลุม่ที่ละลายในน า้ในตวัอย่างผลิตภณัฑ์
อาหารและเคร่ืองดื่มประเภทต่างๆ คือ เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography; HPLC) ซึง่จากรายงานวิจยัที่เก่ียวข้องพบว่างานวิจยัโดยสว่นใหญ่ยงันิยมใช้คอลมัน์ในการแยกที่มีความ
ยาวในช่วง 15-25 เซนติเมตร (Hurtado et al., 1997; Kall, 2003; Engel et al., 2010; Rodriguez et al., 2012) จึงท าให้ใช้
ระยะเวลาในการวิเคราะห์นาน ใช้วฏัภาคเคลื่อนที่และตวัท าละลายอินทรีย์ในปริมาณมากก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม            
อีกทัง้คอลัมน์ยังมีราคาสูงอีกด้วย  ต่อมาจึงเร่ิมมีงานวิจัยที่น าคอลัมน์ขนาดเล็ก (ความยาวไม่เกิน 1.5 เซนติเมตร)                
มาประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญกลุ่มต่างๆ เช่น            
การวิเคราะห์ปริมาณอาซินิกในรูปฟอร์มต่างๆ (Le & Ma, 1998) การวิเคราะห์สารโทลเพอริโซนและลิโดเคอีนในตวัอย่างยา 
(Youngvises et al., 2003) และการวิเคราะห์วตัถกุนัเสยีกลุม่พาราเบนในผลติภณัฑ์เคร่ืองส าอาง (Youngvises et al., 2013) 
เป็นต้น ซึ่งผลการวิจัยพบว่าการน าคอลมัน์ขนาดเล็กมาประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูนี ้
สามารถช่วยลดระยะเวลาของการวิเคราะห์ท าให้มีความรวดเร็วมากยิ่งขึน้ โดยยงัคงประสิทธิภาพการแยกที่ดีไม่แตกต่าง           
จากการใช้คอลมัน์ขนาดยาว อีกทัง้คอลมัน์ขนาดเล็กยงัมีราคาถกูกว่า และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมอีกด้วยเนื่องจากการใช้
ปริมาณของวัฏภาคเคลื่อนที่และตวัท าละลายอินทรีย์ที่ลดลง อย่างไรก็ตามยังไม่พบรายงานวิจัยที่น าคอลมัน์ขนาดเล็กนี ้           
มาประยุกต์ใช้ในการแยกวิตามินกลุ่มที่ละลายในน า้ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นม  โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว                    
สมรรถนะสงู  

ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อพฒันาวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูโดยการ
ใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ (ความยาวไมเ่กิน 1.0 เซนติเมตร) ส าหรับประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ไทเอมีนและไรโบฟลาวิน (โครงสร้าง
แสดงดงัภาพที่ 1) ในตวัอย่างผลิตภณัฑ์นมประเภทต่างๆที่มีจ าหน่ายและได้รับความนิยมในประเทศไทย ซึ่งเป็นผลิตภณัฑ์            
ที่โดยทัว่ไปสามารถตรวจพบไทเอมีนและไรโบฟลาวินในระดบัปริมาณต ่า คือ 0.5 และ 2.5 มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดบั เพื่อให้
ได้วิธีการวิเคราะห์ที่มีความรวดเร็ว ถกูต้อง แมน่ย า และมีประสทิธิภาพ อีกทัง้ยงัเป็นเทคนิคที่เป็นมิตรตอ่สิง่แวดล้อมอีกด้วย 
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ภาพที่ 1 โครงสร้างของไทเอมีนและไรโบฟลาวิน 
 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 สารเคมี 

    สารละลายมาตรฐานไทเอมีนและสารละลายมาตรฐานไรโบฟลาวินเข้มข้น 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมได้จาก
การชัง่น า้หนกัที่ทราบคา่ละเอียดของสารมาตรฐาน 10 มิลลกิรัม น ามาละลายพร้อมปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ปราศจากไอออน
ในขวดปรับปริมาตรขนาด 10.00 มิลลิลิตร สารละลายมาตรฐานนีใ้ช้ส าหรับการเตรียมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น
ต่างๆต่อไปโดยใช้ตัวท าละลายเป็นสารละลายบัฟเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0)                          
โดยสารละลายมาตรฐานที่เตรียมต้องเก็บไว้ในขวดสีชาเพื่อป้องกนัแสง และสารละลายมาตรฐานทกุความเข้มข้นถกูกรอง  
ผา่นแผน่กรองขนาด 0.2 ไมครอน ก่อนน าไปวิเคราะห์  

    สารเคมีที่ใช้ในงานวิจยันีท้ัง้หมดเป็นประเภทส าหรับงานวิเคราะห์ทางเคมี (AR grade) จากบริษัท Sigma-Aldrich 
ยกเว้นตวัท าละลายแอซีโตไนไตรท์และเมทานอลเป็นประเภทส าหรับงานโครมาโทรกราฟี (HPLC grade) จากบริษัท Merck 
และใช้น า้กลัน่ปราศจากไอออนส าหรับการเตรียมสารละลายทกุครัง้ 

  
การเตรียมตวัอยา่ง 

     ในการวิเคราะห์ใช้ตวัอยา่งผลติภณัฑ์นมพร้อมดื่มประเภทต่างๆ ได้แก่ นมสดย ูเอช ที นมสดพาสเจอไรซ์ และนม
ปรุงแตง่กลิ่นรส ที่มีจ าหน่ายตามท้องตลาดทัว่ไปจ านวน 5 ตวัอย่าง มาผ่านกระบวนการสกดัที่ดดัแปลงมาจากงานวิจยัก่อน
หน้านี ้(Gatti & Gioia, 2005; Gratacós-Cubarśi et al., 2011) ดงันี ้ขัน้แรกน าตวัอย่างปริมาตร 5.00 มิลลิลิตรมาผสมกบั
กรดไตรฟลอูอโรอะซิติกเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 3.00 มิลลลิติร ตัง้ทิง้ไว้ที่อณุหภมูิห้อง 30 นาที น าสารละลายไปหมนุเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้น าสารละลายสว่นใสมาปรับ pH ให้เป็นกลางโดยใช้สารละลาย
โซเดียมคาร์บอนเนตเข้มข้นร้อยละ 5 แล้วน าไปสกัดอีกครัง้ด้วยเทคนิคการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็ง (Solid Phase 

ไรโบฟลาวิน 
(Riboflavin; Vitamin B2) 

ไทเอมีน 
 (Thiamine; Vitamin B1) 
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Extraction) โดยใช้ตวัดดูซบัชนิด Oasis WCX cartridge (6 cc, 150 mg sorbent) ก่อนท าการสกดัให้ท าการเตรียมตวัดดูซบั
ด้วยสารละลายเมทานอลและน า้กลัน่ปราศจากไอออนอย่างละ 5 มิลลิลิตรตามล าดบั จากนัน้ใสส่ารละลายตวัอย่างปริมาตร 
5.00 มิลลลิติร แล้วท าการชะไทเอมีนและไรโบฟลาวินออกจากตวัดดูซบัด้วยสารละลายกรดฟอร์มิกในเมทานอลเข้มข้นร้อยละ 
2 ปริมาตร 4.00 มิลลลิติร จากนัน้น าสารละลายที่ชะได้มาระเหยแห้งที่อณุหภมูิห้อง แล้วน ามาละลายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์
แอมโมเนียมแอซีเตตเข้มข้น 0.05  โมลาร์ (pH 7.0) ปริมาตร 0.50 มิลลลิติร ก่อนน าไปกรองผา่นแผน่กรองขนาด 0.2  ไมครอน 
แล้วท าการฉีดตวัอยา่งเข้าสูร่ะบบโครมาโทกราฟีเพื่อท าการวิเคราะห์ตอ่ไป 

 
สภาวะของเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
    ในการวิเคราะห์ใช้เคร่ืองลคิวิดโครมาโทกราฟีของบริษัท Shimadzu รุ่น LC-20A สภาวะการแยกใช้คอลมัน์ขนาด

เล็กชนิด C18 (Security Guard Cartridge, 8.0 x 3.0 mm, length x I.D.) ของบริษัท Phenomenex วฏัภาคเคลื่อนที่          
คือสารละลายผสมระหว่างแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05  โมลาร์ (pH 7.0)  
ในอตัราสว่นร้อยละ 7: 93 โดยปริมาตร ที่อตัราการไหล 0.10 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรของสารที่ฉีดเท่ากบั 20 ไมโครลิตร    
และตรวจวดัสญัญาณคา่การดดูกลนืแสงด้วยตวัตรวจวดัชนิดไดโอดแอร์เรย์ที่ความยาวคลืน่ 232 และ 266 นาโนเมตร ส าหรับ
ไทเอมีนและไรโบฟลาวิน ตามล าดบั 

 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

การศกึษาสภาวะการแยกที่เหมาะสม  
      ในงานวิจัยนีไ้ด้ท าการศึกษาผลขององค์ประกอบของวฏัภาคเคลื่อนที่ที่ใช้ในการวิเคราะห์ และอตัราการไหลของ        
วฏัภาคเคลื่อนที่ที่ส่งผลต่อสภาวะการแยกของสารละลายมาตรฐานผสมของไทเอมีนและไรโบฟลาวินที่ความเข้มข้น 10.00 
มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้คอลมัน์ขนาดเล็กชนิด C18 (8.0 x 3.0 mm, length x I.D.) และใช้สารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียม           
แอซีเตตความเข้มข้น  0.05  โมลาร์ (pH 7.0) เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ ซึ่งเป็นสภาวะที่ไทเอมีนจะอยู่ในรูปของไอออนประจุ +1     
และไรโบฟลาวินจะอยู่ในรูปที่ไม่มีประจุ จึงสามารถแยกพร้อมกันได้โดยใช้คอลมัน์ชนิด C18 (Dwivedi et al., 1973; 
Maslowska et al., 1984) และตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของไทเอมีนและไรโบฟลาวินที่ความยาวคลื่น 232 และ 266             
นาโนเมตร ตามล าดบั  

ผลการศกึษาองค์ประกอบของวฏัภาคเคลือ่นท่ีเมื่อใช้สารละลายผสมระหวา่งแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบพัเฟอร์
แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ท่ีอตัราสว่นร้อยละ 5:95, 7:93 และ10:90 โดยปริมาตร แสดงดงัภาพ
ที่ 2 ผลการทดลองพบว่าที่อตัราสว่นของวฏัภาคเคลื่อนที่ร้อยละ 5:95 และร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร (ภาพที่ 2a-b) การแยก
ระหว่างไทเอมีนและไรโบฟลาวินเกิดขึน้ได้อย่างสมบูรณ์และลกัษณะของพีคมีความสมมาตรกัน โดยเวลาการคงอยู่ (Rt)           
ของสารทัง้สองชนิดมีคา่ลดลงตามความแรงของวฏัภาคเคลือ่นท่ีที่เพิ่มขึน้ ในขณะที่การใช้วฏัภาคเคลื่อนที่ที่อตัราสว่นร้อยละ 
10:90 โดยปริมาตร ไมส่ามารถแยกพีคของไทเอมีนและไรโบฟลาวินออกจากกนัได้ (ภาพที่ 2c)  ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้
อตัราสว่นระหว่างแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบพัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ที่ร้อยละ 
7:93 โดยปริมาตรเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ เนื่องจากเป็นสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ไทเอมีนและไรโบฟลาวิน             
แบบพร้อมกนัทัง้ในด้านความสมมาตรของพีคและเวลาที่ใช้ในการแยก 
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ภาพที่ 2  โครมาโทแกรมของไทเอมีนและไรโบฟลาวิน เมื่อใช้วฏัภาคเคลือ่นท่ีคือสารละลายผสมระหวา่งแอซิโตไนไตรล์ 
               และสารละลายบพัเฟอร์แอมโมเนียมแอซิเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ที่อตัราสว่นร้อยละ (a) 5:95  
               โดยปริมาตร (b) 7:93 โดยปริมาตร และ (c) 10:90 โดยปริมาตร ที่อตัราการไหล 0.10 มิลลลิติรตอ่นาที  
 

ภาพที่ 3 แสดงผลของการศึกษาอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ในช่วง 0.10 - 0.20 มิลลิลิตรต่อนาทีส าหรับการ
วิเคราะห์สารละลายมาตรฐานผสมของไทเอมีนและไรโบฟลาวิน โดยใช้วฏัภาคเคลื่อนที่เป็นสารละลายผสมระหว่างแอซิโต           
ไนไตรล์และสารละลายบพัเฟอร์แอมโมเนียมแอซิเตตที่ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) อตัราสว่นร้อยละ 7:93 โดยปริมาตร 
จะเห็นได้ว่าเมื่อลดอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ท าให้สารทัง้สองชนิดอยู่ภายในคอลมัน์ได้ระยะเวลานานขึน้ สง่ผลให้         
ค่าเวลาการคงอยู่ของสารทัง้สองชนิดมีค่าเพิ่มขึน้ตามล าดบั โดยในงานวิจยันีเ้ลือกใช้ที่อตัราการไหล 0.10 มิลลิลิตรต่อนาที 
เนื่องจากเป็นสภาวะที่สามารถแยกไทเอมีนและไรโบฟลาวินออกจากสารรบกวนตา่งๆที่อยูใ่นผลติภณัฑ์นมได้เป็นอยา่งดี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3   โครมาโทแกรมของไทเอมีนและไรโบฟลาวิน เมื่อใช้วฏัภาคเคลือ่นท่ีที่อตัราการไหล (a) 0.20 มิลลลิติรตอ่นาที   
                (b) 0.18 มิลลลิติรตอ่นาที (c) 0.15 มิลลลิติรตอ่นาที และ (d) 0.10 มิลลลิติรตอ่นาที  

ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน 

ไทเอมีน 
ไรโบฟลาวิน 
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จากการศกึษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ไทเอมีนและไรโบฟลาวินแบบพร้อมกนัโดยใช้คอลมัน์ขนาดเล็ก

ชนิด C18 (8.0 x 3.0 mm, length x I.D.) ในระบบไอโซเครติกที่พฒันาขึน้ พบว่าวฏัภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมคือสารละลาย
ผสมระหวา่งแอซิโตไนไตรล์และสารละลายบพัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) ในอตัราสว่นร้อย
ละ 7:93 โดยปริมาตร ที่อตัราการไหล 0.10 มิลลิลิตรต่อนาที ซึ่งได้ลกัษณะโครมาโทแกรมการแยกสารมาตรฐานผสมของ
วิตามินบีทัง้ 2 ชนิด ดงัภาพประกอบ  3d จะเห็นได้ว่าภายใต้สภาวะการแยกดงักลา่วสามารถแยกไทเอมีน  (Rt = 1.71 นาที) 
และไรโบฟลาวิน (Rt =  4.36 นาที) ออกจากกนัได้เป็นอย่างดี (ค่า Rs = 2. 1) โดยใช้เวลาในการแยกไม่เกิน  8.00 นาที อีกทัง้
ยงัคงมีประสทิธิภาพการแยกทีด่ีไมแ่ตกตา่งจากคอลมัน์ขนาดยาวและเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานขององค์การอาหารและยา
ของประเทศสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration, 1994)  โดยมีค่า capacity factor ของไทเอมีนและไรโบฟลาวิน
เท่ากับ  0.8 และ 3.3 ตามล าดบั และค่า tailing factor เท่ากับ 1.75 และ 1.25  ส าหรับพีคของไทเอมีนและไรโบฟลาวิน
ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบังานวิจยักอ่นหน้านีท้ี่ใช้คอลมัน์ขนาดมาตรฐาน (ความยาว 15-25 เซนติเมตร) (Hurtado et al., 
1997; Engel et al., 2010; Rodriguez et al., 2012) ส าหรับการวิเคราะห์วิตามินทัง้สองชนิดในตวัอย่างผลิตภณัฑ์อาหาร
พบวา่ใช้เวลาในการแยกนานกวา่ 15 นาที จึงเห็นได้วา่วิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้นีท้ าได้สะดวกและรวดเร็วมากขึน้เนื่องจากช่วย
ลดระยะเวลาการวิเคราะห์ให้น้อยลง (ใช้เวลาในการวิเคราะห์ทัง้สิน้ 15 นาที/ตวัอย่าง) อีกทัง้ยงัช่วยลดปริมาณการใช้วฏัภาค
เคลือ่นท่ีและตวัท าละลายอินทรีย์ จึงเป็นวิธีการวิเคราะห์ที่เป็นมิตรตอ่สิง่แวดล้อมมากขึน้อีกด้วย  

การศกึษาประสทิธิภาพของวิธีที่พฒันาขึน้ 
    ช่วงความเป็นเส้นตรง 
        จากการเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของไทเอมีนที่ช่วงความเข้มข้น 0.10 - 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ             

ไรโบฟลาวินที่ช่วงความเข้มข้น 0.25 - 100 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วฉีดเข้าระบบการวิเคราะห์ เมื่อน าสญัญาณพืน้ที่ใต้พีคกับ           
ค่าความเข้มข้นมาสร้างกราฟมาตรฐาน พบว่ากราฟมาตรฐานของสารทัง้สองชนิดมีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น           
ท่ีศกึษา โดยมีคา่สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ (r2) เทา่กบั 0.999 ซึง่อยูใ่นเกณฑ์การยอมรับ (r2 มากกวา่ 0.995) 

    ความไวของวิธีวิเคราะห์ 
        ค่าความไวในการวิเคราะห์ศึกษาในเทอมของค่าขีดจ ากดัต ่าสดุที่ตรวจวดัได้ (LOD) และค่าขีดจ ากดัต ่าสดุ           

ที่สามารถวิเคราะห์ได้ (LOQ) โดยน าสารละลายมาตรฐานผสมของไทเอมีนและไรโบฟลาวินมาท าการศึกษาด้วยวิธีเดียวกบั
การวิเคราะห์ในตวัอย่างผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่ม แล้วเลือกความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานที่มีสดัส่วนสัญญาณของ          
ไทเอมีนและไรโบฟลาวินตอ่สญัญาณรบกวนเทา่กบั 3 และ 10 ตามล าดบั ผลการวิจยัพบวา่วิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้มีค่า LOD 
ของไทเอมีนและไรโบฟลาวิน เท่ากับ 50.0 และ 0.10 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามล าดับ ส าหรับค่า LOQ ของไทเอมีนและ                
ไรโบฟลาวินมีคา่เทา่กบั 0.10 และ 0.001 มิลลกิรัมตอ่ลติร ตามล าดบั  

    ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ 
        ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์พิจารณาทัง้ในเทอมของความเที่ยงภายในวนัเดียวกนัซึง่ท าการวิเคราะห์ซ า้จ านวน 

5 ครัง้ และความเที่ยงระหว่างวนัซึ่งท าการวิเคราะห์ซ า้เป็นระยะเวลา 5 วนัต่อเนื่องกนั โดยใช้สารละลายมาตรฐานผสมของ         
ไทเอมีนและไรโบฟลาวินท่ีความเข้มข้น 3 ระดบั (ระดบัต ่า กลาง และสงู) ผลการศกึษารายงานโดยใช้คา่ร้อยละความเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ์ หรือ %RSD แสดงดงัตารางที่ 1 พบว่าค่า %RSD ของสญัญาณพืน้ที่ใต้พีคส าหรับการวิเคราะห์ภายใน           
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วันเดียวกันอยู่ในช่วง 0.43-1.82 และส าหรับการวิเคราะห์ระหว่างวันอยู่ในช่วง 0.34-1.90 จะเห็นได้ว่าวิธีวิเคราะห์                         
ที่พฒันาขึน้นีใ้ห้ความเที่ยงของการวิเคราะห์เป็นที่น่าพอใจ โดยมีค่าร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของสารทัง้สอง
ชนิดน้อยกวา่ 2.00 

 
ตารางที่ 1   ผลการศกึษาความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้ส าหรับการวิเคราะห์ไทเอมีนและไรโบฟลาวิน 
  

สารละลายมาตรฐาน 
ความเข้มข้น 

(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 

คา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) 

ความเที่ยงภายในวนัเดยีวกนั* ความเที่ยงระหวา่งวนั* 

ไทเอมีน 0.10 1.72 1.79 
 10.00 1.03 1.01 
 100.0 0.43 0.34 

ไรโบฟลาวิน 0. 25 1.82 1.90 
 25.00 0.97 1.01 
 100.0 0.56 0.68 

* n = 5    
 
 การวิเคราะห์ปริมาณไทเอมีนและไรโบฟลาวินในตวัอยา่งผลติภณัฑ์นมพร้อมดื่ม 

        ผลการทดลองในตารางที่ 2  แสดงปริมาณไทเอมีนและไรโบฟลาวินในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพร้อมดื่ม               
ประเภทต่างๆ ที่มีจ าหน่ายตามท้องตลาดทัว่ไป จ านวน 5 ตวัอย่าง พบว่าตวัอย่างผลิตภณัฑ์นมพร้อมดื่มที่น ามาวิเคราะห์          
มีปริมาณไทเอมีนและไรโบฟลาวินอยู่ในช่วงความเข้มข้น 0.49 – 1.29 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 0.67 – 1.03 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามล าดบัส าหรับการศึกษาค่าร้อยละของการคืนกลบัท าโดยการเติมสารละลายมาตรฐานผสมของไทเอมีนและไรโบฟลาวิน  
ลงในตวัอยา่งผลติภณัฑ์นมพร้อมดื่มให้มีความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการทดลองพบว่าวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้มีค่า
ร้อยละของการคืนกลบัอยู่ในช่วง 88.06 - 102.70 ส าหรับการวิเคราะห์ไทเอมีน และ 81.83 – 99.39 ส าหรับการวิเคราะห์         
ไรโบฟลาวิน โดยการวิเคราะห์ในตวัอย่างทกุชนิดมีค่าร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์เป็นที่น่าพอใจ (มีค่าน้อยกว่า 
2.50) แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึน้สามารถใช้วิเคราะห์ไทเอมีนและไรโบฟลาวินในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นม ซึ่งเป็นตัวอย่าง                    
ที่มีสิง่เจือปนมากได้เป็นอยา่งดี 
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ตารางที่ 2   ปริมาณไทเอมีนและไรโบฟลาวินที่วิเคราะห์ได้และคา่ร้อยละการคืนกลบัในตวัอยา่งผลติภณัฑ์นมพร้อมดื่ม 
 

ตวัอยา่งนมพร้อมดื่ม 
ปริมาณไทเอมีน ± SDa 
(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 

ปริมาณไรโบฟลาวิน ± SDa 
(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 

ร้อยละของการคืนกลบั (%RSDb) 

ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน 

ตวัอยา่งที่ 1 0.51 ± 0.07 0.85 ± 0.01 98.84 (2. 04) 99.39 (1. 18) 
ตวัอยา่งที่ 2 0.49 ± 0.03 0.67 ± 0.02 97.41 (1.30) 86.87 (2.21) 
ตวัอยา่งที่ 3 1.29 ± 0.08 1.03 ± 0.10 102.70(2.48) 90.68 (0.65) 
ตวัอยา่งที่ 4 0.97 ± 0.07 0.87 ± 0.01 88.06 (1.23) 81.83 (1.19) 
ตวัอยา่งที่ 5 0.85 ± 0.06 0.91 ± 0.06 91.87 (1.75) 97.26 (1.60) 

aปริมาณ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
bคา่ร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 

         
จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าวิธีที่พฒันาขึน้สามารถวิเคราะห์ปริมาณไทเอมีนและไรโบฟลาวินในตวัอย่างจริงได้

อยา่งมีประสทิธิภาพ สามารถแยกสญัญาณของสารทัง้สองชนิดออกจากสารรบกวนที่อยู่ในตวัอย่างได้ดี ให้ผลการแยกเป็นที่
นา่พอใจ และใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้ ดงัแสดงให้เห็นในตวัอยา่งโครมาโทแกรมของผลติภณัฑ์นมพร้อมดื่มในภาพที่ 4 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 4  ตวัอยา่งโครมาโทแกรมของการวเิคราะห์ไทเอมีนและไรโบฟลาวินในตวัอยา่งผลติภณัฑ์นมพร้อมดื่มตวัอยา่งที่ 3 
 

สรุปผลการวิจัย 
ในการพฒันาวิธีการวิเคราะห์ไทอามีนและไรโบฟลาวินในผลติภณัฑ์นมพร้อมดื่มด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสงูร่วมกบัการใช้คอลมัน์ขนาดเลก็ (ความยาว < 1.00 เซนติเมตร) และมีวฏัภาคเคลื่อนที่คือสารละลายผสมระหว่าง
แอซิโตไนไตรล์และสารละลายบฟัเฟอร์แอมโมเนียมแอซีเตตความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ (pH 7.0) อตัราสว่นร้อยละ 7 : 93 โดย
ปริมาตร ที่อัตราการไหล 0.10 มิลลิลิตรต่อนาที ท าให้ได้วิธีวิเคราะห์ปริมาณไทเอมีนและไรโบฟลาวินที่มีประสิทธิภาพดี 

ไรโบฟลาวิน 

ไทเอมีน 
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รวดเร็ว ราคาถูก อีกทัง้ยงัได้วิธีวิเคราะห์ทางเลือกใหม่ที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม เนื่องจากใช้ปริมาณตัวท าละลายอินทรีย์            
น้อยมากเมื่อเทียบกบัเทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูแบบทัว่ไป นอกจากนีว้ิธีที่พฒันาขึน้ยงัให้ผลการวิเคราะห์ 
ที่มีความถูกต้องและน่าเช่ือถือ   สามารถน าไปประยุกต์ใช้วิเคราะห์ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์นมพร้อมดื่มซึ่งเป็นตัวอย่าง           
ประเภทหนึง่ที่มีสิง่เจือปนสงูได้เป็นอยา่งดี   

 
กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนีไ้ด้รับทนุอดุหนนุการวิจยัจากงบประมาณเงินรายได้ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ประจ าปีงบประมาณ 2558 
 
เอกสารอ้างอิง 
Dwivedi, B.K., Arnold, R.G. (1973). Chemistry of Thiamine Degradation on Food Products and Model Systems. 

Review. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 21, 54-60. 
Engel, R., Stefanovit-Bányai, E., & Abrankó, L. (2010). LC Simultaneous Determination of the Free Forms of B  

Group Vitamins and Vitamin C in Various Fortified Food Products. Chomatographia, 71, 1069–1074. 
Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Research. (1994). Validation of Chromatographic 

Methods. Retrieved December 3, 2015, from http://www.fda.gov/downloads/Drugs/Guidances/ 
UCM134409.pdf 

Gatti, R., Gioia, M.G. (2005). Liquid Chromatography Determination with Fluorescence Detection of 
B6 Vitamers and Riboflavin in Milk and Pharmaceuticals. Analytica Chimica Acta, 538, 135-141. 

Gratacós-Cubarśi, M., Sárraga, C., Clariana, M., Garćia Regueiro, J.A., Castellari, M. (2011). 
Analysis of Vitamin B1 in Dry-Cured Sausages by Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography 
(HILIC) and Array Detection. Meat Science, 87, 234-238. 

Hurtado, S.A., Nogués, M.T.V., Pulido, M.I., & Font, A.M. (1997). Determination of water-soluble vitamins in infant 
milk by high-performance liquid chromatography. Journal of chromatography A, 778,  247-253. 

Kall, M.A. (2003). Determination of total vitamin B6 in foods by isocratic HPLC: a comparison with microbiological 
analysis. Food Chemistry, 82, 315-327. 

Le, X.C., Ma, M. (1998). Short-Column Liquid Chromatography with Hydride Generation Atomic Fluorescence 
Detection for the Speciation of Arsenic. Analytical Chemistry, 70, 1926-1933. 

Liu, S., Zhang, Z., Liu, Q., Luo, H., & Zheng, W. (2002). Spectrophotometric determination of vitamin B1 in                    
               a pharmaceutical formulation using triphenylmethane acid dyes. Journal of Pharmaceutical and  

Biomedical Analysis, 30, 685-694. 
Márquez-Sillero, I., Cárdenas, S., & Valcárcel, M. (2013). Determination of Water-Soluble Vitamins in Infant Milk 

and Dietary Supplement Using a Liquid Chromatography on-line Coupled to a Corona-charged Aerosol 
Detector. Journal of Chromatography A, 1313, 253– 258. 

http://www.fda.gov/


บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา  ปีที่  21  (ฉบบัที่ 1)  มกราคม – เมษายน   พ.ศ. 2559  36  

 

Maslowska, J., Malicka, M. (1984). Potentiometric and Spectrophotometric Studies on Acidic-Basic Properties of 
Riboflavin. Polish Journal of Chemistry. 58, 503-510. 

Rodriguez, R.S.J, Fernández-Ruiz, V., Cámara, M., Sánchez-Mata, M.C. (2012). Simultanous Determination of 
Vitamin B1 and B2 in Complex Cereal Foods, by Reverse phase Isocratic HPLC-UV. Journal of Cereal 
Science, 55, 293-299. 

Tanner J.T., Barnett S.A. (1986). Methods of Analysis for Infant Formula: Food and Drug Administration and Infant 
Formula Council Collaborative Study, Phase III. Journal-Association of Official Analytical Chemists, 
69, 777-785. 

Wu, X., Diao, Y., Sun, C., Yang, J., Wang, Y., & Sun, S. (2003). Fluorimetric determination of ascorbic acid with  
o-phenylenediamine. Talanta, 59, 95-99. 

Yin,C., Cao,Y., Ding,S., Wang,Y. (2008). Rapid Determination of Water- and Fat-Soluble Vitamins with 
Microemulsion Electrokinetic Chromatography. Journal of Chromatography A, 1193, 172-177. 

Youngvises, N., Chaida, T., Khonyoung, S., Kuppithayanant, N., Tiyapongpattana, W., Itharat, A., Jakmunee, J. 
(2013). Greener Liquid Chromatography Using a Guard Column with Micellar Mobile Phase for 
Separation of Some Pharmaceuticals and Determination of Parabens. Talnata, 106, 350-359. 

Youngvises, N., Liawruangrath, B., Liawruangrath, S. (2003). Simultaneous Micellar LC Determination of 
 Lidocaine and Tolperisone. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 31, 629-638. 
 
 
 


