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เน่ืองด้วยในปัจจบุนัยงัไมพ่บวิธีการวิเคราะห์เพ่ือแยกวิตามินท่ีละลายน า้ในน า้ผกัและ

ผลไม้ส าเร็จรูปโดยประกอบด้วย วิตามิน B1, B2 และ C ซึง่วิธีการวิเคราะห์มาตรฐานของวิตามินท่ี

ละลายในน า้ผกัและผลไม้ ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน มีหลายขัน้ตอน ไมเ่ฉพาะเจาะจง และสาร

ท่ีใช้ในการวิเคราะห์บางชนิดเป็นพิษตอ่มนษุย์และสิ่งแวดล้อม คณะผู้วิจยัจงึสนใจท่ีจะพฒันาวิธี

วิเคราะห์เพ่ือแยกวิตามิน B1, B2 และ C และท าการตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ ได้แก่ 

specificity, linearity and range, accuracy, precision, limit of detection, limit of 

quantitation, robustness, system suitability testing เพ่ือยืนยนัวา่วิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้มี
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บทคดัย่อ 
 

เน่ืองด้วยปัจจบุนัยงัไม่มีวิธีท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์แยกวิตามินท่ีละลายน า้ในน า้
ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป ซึง่ประกอบด้วย วิตามิน B1, B2 และ C จงึได้ท าการพฒันาวิธีการวิเคราะห์
ด้วย reversed phase high performance liquid (RP-HPLC) ในการแยกวิตามินทัง้ 3 ชนิดออก
จากกัน วิธีการท่ีพฒันาขึน้ได้มีการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ ได้แก่ ความจ าเพาะ
ของวิธีวิเคราะห์ ความสมัพนัธ์อยา่งเป็นเส้นตรงและชว่งความเข้มข้น ความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ 
ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจพบได้ ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจวดัเชิงปริมาณได้ 
ความคงทนของวิธีวิเคราะห์ และความเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ น ามาวิเคราะห์ปริมาณวิตามินใน
น า้ผกัและผลไม้ โดยเลือกน า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปท่ีวางขายในร้านสะดวกซือ้ทัง้หมด 3 บริษัท 
ส าหรับสภาวะการวิเคราะห์ท่ีเหมาะสมได้แก่ การใช้วฏัภาคคงท่ี C18, ความยาวคอลมัน์ 250 mm, 
เส้นผ่านศนูย์กลางคอลมัน์ 4.6 mm, วฏัภาคเคล่ือนท่ี คือ 0.01% Trifluoroacetic acid (TFA) ใน
น า้กลั่น และเมทานอล ในอัตราส่วน 98:2-10:90 ซึ่งผลการวิเคราะห์วิธีท่ีพัฒนาขึน้ พบว่าผ่าน

เกณฑ์มาตรฐานมีคา่ R2≥0.995, LOQ ของวิตามิน B1, B2 และ C เท่ากบั 0.2863, 0.5825 และ 
1.3539 µg/mL ตามล าดบั วิธีการวิเคราะห์ท่ีได้มีความสะดวกรวดเร็ว และสารเคมีท่ีใช้มีความเป็น
พิษตอ่สิ่งแวดล้อมน้อยลง 

อาจารย์ท่ีปรึกษาหลกั ภญ.อ.ดร. สมาวดี  เปล่ียนวงษ์ 
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ABSTRACT 
 

 There are no suitable methods for analyzing and separating the water soluble 
vitamins in fruit and vegetable juice products. The water soluble vitamins in this study are 
of vitamin B1, B2 and C. So, the reversed phase high performance liquid chromatography 
( RP-HPLC) is developed to separate these vitamins. The developed methods was 
validated for specificity, linearity and range, accuracy, precision, limit of detection, limit of 
quantitation, robustness and also system suitability testing. The fruit and vegetable juice 
products were selected from 3 companies in a convenience store. The optimal condition 
was performed with HPLC column C18, 250x4.5 mm id, mobile phase is 0.01% 
Trifluoroacetic acid ( TFA)  in DI water ( solvent A)  and Methanol ( solvent B)  in linear 
gradient profile (A:B) started from 98:2-10:90. The linearity of the developed method was 

R2 ≥ 0.995. LOQ of vitamin B1, B2 and C were 0.2863, 0.5825, 1.3539 µg/mL respectively. 
Thus, This developed method is convenient for juice product analysis. In addition, the 
chemicals are less toxic to the environment. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

ความส าคญัและท่ีมาของปัญหา 

 ปัจจบุนัประชากรได้ให้ความส าคญักบัการดแูลรักษาสขุภาพของตนเองมากยิ่งขึน้ โดยให้
ความสนใจในการบริโภคผกัและผลไม้ในอตัราท่ีสูง เน่ืองจากในผกัและผลไม้มีใยอาหาร แร่ธาต ุ
และวิตามินท่ีจ าเป็นต่อร่างกาย นอกจากนีใ้นประชนชนบางกลุ่มยงันิยมการรับประทานอาหาร
เสริม เพ่ือเสริมสร้างให้ร่างกายแข็งแรงและมีสุขภาพโดยรวมท่ีดีขึน้ จากข้อมูลของวิทยาลัย
วิทยาศาสตร์การเกษตร มหาวิทยาลยัโคโลราโดสเตท (Colorado State University) เมืองฟอร์ด 
คอลลินส์ รัฐโคโลราโด ประเทศสหรัฐอเมริกา ได้กล่าวถึงประโยชน์ของวิตามินต่างๆ(1) ดงันี ้
วิตามิน B1 หรือ Thiamine มีประโยชน์คือ ชว่ยกระตุ้นความอยากอาหาร และบ ารุงระบบประสาท 
วิตามิน B2 หรือ Riboflavin มีประโยชน์คือ บ ารุงสายตา และท าให้ผิวพรรณสขุภาพดี ช่วยเปล่ียน 
Tryptophan เป็น Niacin วิตามิน B3 หรือ Niacin มีประโยชน์คือ ช่วยกระตุ้ นการท างานของ 
enzyme ต่างๆ และท าให้ผิวพรรณสุขภาพดี วิตามิน B5 หรือ Pantothenic acid มีประโยชน์คือ 
ช่วยในการสร้างฮอร์โมนและเป็นหนึ่งในกระบวนการเมทาบอลิซึมของไขมัน โปรตีน และ
คาร์โบไฮเดรตจากอาหาร เช่นเดียวกนักบั วิตามิน B7 หรือ Biotin ท่ีเป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการ
เมทาบอลิซึมจากอาหาร วิตามิน B6 หรือ Pyridoxine มีประโยชน์ คือ ช่วยในการสร้างเม็ดเลือด
แดงและมีผลในการสร้าง insulin และ hemoglobin วิตามิน B9 หรือ Folate มีประโยชน์คือ ช่วย
ในการสร้างเม็ดเลือดแดง ควบคมุระดบัฮอร์โมน และช่วยลดความเส่ียงของการเกิดโรคทางระบบ
ประสาทและหลอดเลือดหัวใจ วิตามิน B12 หรือ Cobalamine มีประโยชน์คือ เป็นตัวช่วยใน
กระบวนการสร้างเม็ดเลือดแดง บ ารุงประสาท และเป็นตวัช่วยในกระบวนการสร้างส่วนประกอบ
ต่างๆ ของระบบพันธุกรรม และวิตามิน C หรือ Ascorbic acid มีประโยชน์คือ ช่วยในการ
เสริมสร้างคอลลาเจน ทัง้ในกล้ามเนือ้และกระดกู ช่วยซ่อมแซมกระดกูและฟัน ช่วยท าให้หลอด
เลือดแข็งแรง ช่วยกระตุ้ นระบบภูมิคุ้ มกันของร่างกายและเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ  เราจึง
จ าเป็นต้องได้รับวิตามินอย่างเพียงพอ ไม่ว่าจะเป็นในรูปแบบผกัสด ผลไม้สด แคปซูลอาหารเสริม 
หรือในรูปแบบของผลิตภัณฑ์น า้ผกัและน า้ผลไม้ส าเร็จรูป เพ่ือให้เพียงพอต่อการได้รับวิตามินใน
แตล่ะวนั อ้างอิงจากแผนงาน วิจยันโยบายอาหารและโภชนาการ เพ่ือการสร้างเสริมสขุภาพ (Food
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and Nutrition Policy for Health Promotion) ได้ระบุปริมาณวิตามินแต่ละชนิดท่ีเราควรได้รับใน
แตล่ะวนัส าหรับคนไทย (Thai Recommended Daily Intakes : Thai RDI) (1, 2) ดงันี ้วิตามิน 

B1 ปริมาณท่ีควรได้รับในแต่ละวนั คือ 1.5 มิลลิกรัม, วิตามิน B2 ปริมาณท่ีควรได้รับในแต่ละวนั 

คือ 1.7 มิลลิกรัม, วิตามิน B3 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 20 มิลลิกรัม เอ็น อี1, วิตามิน B5 

ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 6 มิลลิกรัม, วิตามิน B6 ปริมาณท่ีควรได้รับในแต่ละวนั คือ 2 

มิลลิกรัม, วิตามิน B7 ปริมาณท่ีควรได้รับในแต่ละวนั คือ 150 ไมโครกรัม, วิตามิน B9 ปริมาณท่ี

ควรได้รับในแต่ละวัน คือ 200 ไมโครกรัม, วิตามิน B12 ปริมาณท่ีควร ได้รับในแต่ละวัน คือ 2 

ไมโครกรัม และวิตามิน C ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 60 มิลลิกรัม 

เน่ืองด้วยการด ารงชีวิตในปัจจุบนัซึ่งมีเทคโนโลยีท่ีก าลงัพฒันาและความเร่งรีบท่ีมากขึน้ 

ท าให้คนเรา ต้องการความสะดวกสบายในการบริโภค จงึมีหนึง่ในผลิตภณัฑ์ท่ีได้รับความสนใจคือ 

น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปตา่งๆ ท่ีมีการวางขายกนัอย่างแพร่หลายในร้านสะดวกซือ้ เน่ืองจากเป็น

ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความสะดวกรวดเร็วในการรับประทาน และยังมีรสชาติท่ีอร่อยด่ืมได้ง่าย โดยใน

ผลิตภณัฑ์น า้ผกัและน า้ผลไม้ท่ีวางขายนัน้มกัระบุในฉลากว่า ประกอบไปด้วยวิตามินหลายชนิด

ทัง้วิตามินท่ีละลายน า้ ได้แก่ วิตามิน B วิตามิน C และวิตามินท่ีละลายในไขมนั ได้แก่ วิตามิน A 

เป็นต้น โดยในงานวิจัยนีผู้้ วิจัยมีความสนใจในการพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธี

วิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้บางชนิดในผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป 

จากการศกึษาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้นัน้ พบวา่ มีวิธีวิเคราะห์หา

ปริมาณวิตามินท่ีสามารถละลายน า้ (water soluble vitamins) ในผลิตภณัฑ์น า้ผกัและน า้ผลไม้

ส าเร็จรูป (3-5) เชน่ titration, High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ UV-

VIS spectrophotometry เป็นต้น เพ่ือให้วิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้มีความถกูต้องและแมน่ย า

เหมาะสมในการวิเคราะห์ จงึต้องท าการตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ โดยดจูาก 

parameter ตา่งๆ ได้แก่ specificity, linearity, range, accuracy, precision, detection limited, 

quantitation limited, robustness, system suitability testing (6) 

 ส าหรับวิธีการวิเคราะห์โดยการอ้างอิงวิธีตาม AOAC official methods of analysis ได้

ระบวุิธีการ ตรวจหาปริมาณสารวิตามินแตล่ะชนิดเอาไว้ ดงันี ้ 

                                                
1 เอ็น อี (NE) = Niacin Equivalent 
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 วิตามิน B1 ตรวจโดยใช้วิธี Chromatographic method, Fluorometric 

method 

 วิตามิน B2 ตรวจโดยใช้วิธี Fluorometric method 

 วิตามิน B3 ตรวจโดยใช้วิธี Microbiological method 

 วิตามิน B6 ตรวจโดยใช้วิธี Ion-exchange chromatography 

 วิตามิน B12 ตรวจโดยใช้วิธี Titrimetric method 

 วิตามิน C ตรวจโดยใช้วิธี Titrimetric method 

จากการค้นหาวิธีการวิเคราะห์วิตามินท่ีละลายในน า้ผลไม้จาก AOAC พบว่า วิธีการ

มาตรฐานท่ีนิยมใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน มีหลายขัน้ตอน ไมเ่ฉพาะเจาะจง และสารท่ีใช้ในการ

วิเคราะห์บางชนิดเป็นพิษต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม เช่น ammonia, acetronitrile และจาก

งานวิจยัท่ีศกึษาได้มีการค้นคว้าวิธีการวิเคราะห์วิตามินท่ีละลายในน า้วิธีใหม่หลายวิธี  แตย่งัไม่มี

วิธีการท่ีเหมาะสมท่ีสามารถแยกวิตามินท่ีเราสนใจได้ครบทุกตวัและใช้สารละลายท่ีมีความเป็น

พิษตอ่มนษุย์และสิ่งแวดล้อมน้อยลง 

ซึ่งหนึ่งในบทบาทของเภสชักรท่ีส าคญั คือ การคุ้มครองผู้บริโภค โดยท าหน้าท่ีตรวจสอบ

ปริมาณสารส าคญัท่ีอยู่ในผลิตภัณฑ์ท่ีเก่ียวข้องกับสุขภาพให้ตรงตามปริมาณท่ีระบุไว้ในฉลาก

บรรจุภัณฑ์ เพ่ือให้เกิดความปลอดภัยและเกิดประโยชน์สูงสุดต่อผู้บริโภค จึงได้สนใจในการท า

วิจยันีข้ึน้เพ่ือพฒันาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้บางชนิดในผลิตภณัฑ์น า้ผกัและ

ผลไม้ส าเร็จรูป ให้มีความสะดวกรวดเร็วและเหมาะสม โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง  (high performance liquid chromatography : HPLC) ซึ่ งจะน าวิ ธีวิ เคราะห์ ท่ี

พฒันาขึน้มาตรวจสอบปริมาณวิตามินในผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปท่ีวางขายอยู่ในร้าน

สะดวกซือ้วา่มีปริมาณท่ีตรงตามปริมาณท่ีระบไุว้ในฉลากบรรจภุณัฑ์หรือไม่ 

 

 



4 
 

 
 

วตัถปุระสงค์ 

1. เพ่ือพฒันาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้บางชนิดในผลิตภณัฑ์น า้ผกัและ
ผลไม้ส าเร็จรูป  

2. เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องแมน่ย าของวิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 

3. เพ่ือหาปริมาณวิตามินท่ีอยูใ่นผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปวา่มีปริมาณท่ีถกูต้อง

ตรงตามท่ีระบบุนฉลากบรรจภุณัฑ์ 

สมมติฐาน  

1. ปริมาณวิตามินในผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปท่ีวิเคราะห์ได้ มีปริมาณตรงตามท่ี
ระบบุนฉลากบรรจภุณัฑ์ 

2. วิธีวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป มีความเหมาะสม เชน่ 
มีวิธีการวิเคราะห์ท่ีสะดวกรวดเร็ว และสารท่ีใช้มีพิษตอ่มนษุย์และสิ่งแวดล้อมน้อยกว่า
วิธีการวิเคราะห์ท่ีมีอยู ่สามารถหาปริมาณวิตามินได้ถกูต้องแมน่ย า 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1. วิธีวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป มีความเหมาะสม เชน่ 
มีวิธีการวิเคราะห์ท่ีสะดวกรวดเร็ว และสารท่ีใช้มีพิษตอ่มนษุย์และสิ่งแวดล้อมน้อยกว่า
วิธีการวิเคราะห์ท่ีมีอยู่ 

2. วิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้มีความถกูต้องและแมน่ย า 
3. ทราบปริมาณวิตามินท่ีอยูใ่นผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปวา่มีปริมาณท่ีถกูต้องตรง

ตามท่ีระบบุนฉลากบรรจภุณัฑ์ 
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กรอบแนวคิด  

 ตวัแปรต้น          ตวัแปรตาม 

        ตวัแปรควบคมุ 
 
   1.เคร่ืองมือท่ีใช้ในการ
วิเคราะห์ 
   2.อณุหภมูิในการวิเคราะห์ 

   3.Column ท่ีใช้ในการ
วิเคราะห์ 
  4.คณุภาพของสารมาตรฐาน
และสารเคมี 
                                                   
 
 

นิยามศพัท์  

ผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป 

ผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ท่ีน ามาใช้ในการศกึษา เป็นน า้ผกัหรือน า้ผลไม้ล้วน และน า้ผกั

ผลไม้รวม โดยไม่จ ากดัชนิดน า้ผกัหรือผลไม้ ซึ่งผลิตภณัฑ์ท่ีเลือกใช้เป็นแบบกล่องพร้อมด่ืมและมี

ปริมาณสทุธิ 200 ml ท่ีสามารถหาได้ง่ายในร้านสะดวกซือ้ 

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (High performance liquid chromatography) 

เป็น chromatography ท่ีมีความแตกต่างจากปกติคือ วัฏภาคคงท่ี (Stationary phase) 

จะบรรจุด้วยอนุภาคขนาดเล็กมาก (ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 1-5 µm) และใช้ป๊ัมท าให้วัฏภาค

เคล่ือนท่ี (Mobile phase) เคล่ือนท่ี และใช้ตวัอยา่งปริมาณน้อยมากในการฉีดลงไปในคอลมัน์เพ่ือ

แยกสาร สารท่ีถกูวฏัภาคเคล่ือนท่ี (Mobile phase) ชะออกไปจะถกูตรวจวดัได้หลายวิธี เช่น UV 

absorption, refractive index, fluorescence, molecular mass and fragmentation in a mass 

spectrometer หรือเคร่ืองมืออ่ืนๆ และสดุท้ายเคร่ืองจะวดัออกมาเป็น chromatogram ออกมาใน

รูปของ retention time ของสารแยกออกมาได้ ณ เวลาท่ีแตกตา่งกนั 

1. ผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้
ส าเร็จรูปท่ีขายในร้านสะดวกซือ้ 

2. ชนิดและอตัราส่วนของ mobile 
phase 

3. อตัราการไหล (Flow rate) ของ 
mobile phase 

4. pH ของ Mobile phase 

5. เวลาท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 
(Time) 

 

1. ปริมาณวิตามินในผลิตภณัฑ์
น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป 

2. Retention time 

3. Analysis time 

4. Peak area 

5. Parameter ท่ีเก่ียวข้องกบัการ
ตรวจสอบวิธีวิเคราะห์ เชน่ 
linearity and range, 
accuracy, precision, LOD 
และ LOQ 
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การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีการวิเคราะห์ (Method validation) 

เป็นกระบวนการยืนยันความถูกต้อง ความเหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์ท่ีศึกษา เพ่ือ

น ามาใช้วิเคราะห์ ตวัอย่างในห้องปฏิบตัิการ ช่วยให้ทราบถึงคณุสมบตัิ เง่ือนไข หรือข้อจ ากดัของ

วิธีการวิเคราะห์นัน้ๆ  

อ้างอิงจาก ICH Harmonised Tripartite Guideline ของ International Conference on 

Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human 

Use วา่ด้วยการตรวจสอบวิธีการวิเคราะห์ (Validation of Analytical Procedures) (7) มีดงันี ้

- ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีการวิเคราะห์ (Specificity)  

- ความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง (Linearity) 

- ชว่งความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ (Range) 

- ความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy) 

- ความเท่ียงตรงของวิธีการวิเคราะห์ (Precision) 

- ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจพบได้ (Detection Limit) 

- ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจพบได้ในเชิงปริมาณ (Quantitation Limit) 

- ความคงทนของวิธีการทดสอบ (Robustness) 

- ความเหมาะสอบของวิธีการทดสอบ (System Suitability Testing) 
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บทท่ี 2 

วรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง 

วิตามิน 

ความหมาย 

จากพจนานกุรม ฉบบัราชบณัฑิตยสถาน พ.ศ.2554 (8) ได้ก าหนดความหมายของวิตามิน 

คือ กลุม่สารอินทรีย์ซึง่เป็นสารอาหารจ าเป็นท่ีร่างกายต้องการแตเ่พียงจ านวนน้อย ๆ แตข่าดไม่ได้ 

หากขาดจะท าให้อวยัวะภายในร่างกายท างานผิดปกตแิละอาจเกิดโรคได้ โดยสารกลุม่นีมี้สว่นช่วย

ในการเจริญเติบโตของร่างกาย ชว่ยต้านทานโรคตา่งๆ บ ารุงผิวพรรณ เหงือก ผม และตา แบง่เป็น 

2 ชนิด คือ ชนิดท่ีละลายได้ในไขมนั เช่น วิตามิน A วิตามิน D เป็นต้น และชนิดท่ีละลายได้ในน า้ 

เชน่ วิตามิน B วิตามิน C เป็นต้น 

และจากวิทยาลยัวิทยาศาสตร์การเกษตร มหาวิทยาลยัโคโลราโดสเตท (Colorado State 

University) เมืองฟอร์ดคอลลินส์ รัฐโคโลราโด ประเทศสหรัฐอเมริกาได้ให้ความหมายของวิตามิน

(1) คือ สารอาหารท่ีจ าเป็นสามารถพบได้ในอาหาร ท าหน้าท่ีเฉพาะ มีความส าคญัตอ่ระบบต่างๆ

ของร่างกาย และมีความส าคญัในสิ่งท่ีชว่ยท าให้มีสขุภาพท่ีดี  

ชนิดของวิตามิน  

วิตามินมีความแตกตา่งกนั โดยสามารถแบง่ออกเป็น 2 ชนิด (9) คือ 

1. วิตามินท่ีละลายในไขมนั (Fat-soluble vitamins) 

2. วิตามินท่ีละลายในน า้ (Water-soluble vitamins) 

1.วิตามินท่ีละลายในไขมนั (Fat-soluble vitamins) 

ได้แก่ วิตามิน A วิตามิน D วิตามิน E และวิตามิน K โดยจะละลายในไขมนัก่อนท่ีจะถกู

ดดูซมึเข้าสู่กระแสเลือดก่อนท่ีจะน าไปใช้ โดยวิตามินส่วนเกินจะถกูกกัเก็บไว้ในตบั และไม่จ าเป็น

ท่ีจะต้องได้รับในทกุวนั
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2.วิตามินท่ีละลายในน า้ (Water-soluble vitamins) 

ได้แก่ วิตามิน B และ วิตามิน C จะไมถ่กูกกัเก็บไว้ในร่างกาย เน่ืองจากสามารถขบัออกได้

ทางปัสสาวะ เราจึงจ าเป็นท่ีต้องได้รับวิตามินเหล่านีใ้นทุกๆวัน โดยวิตามินท่ีละลายในน า้ มี

ประโยชน์ตา่งๆ ดงันี ้  

 วิตามิน B1 (Thiamine) มีประโยชน์คือ ชว่ยกระตุ้นความอยากอาหาร และบ ารุง

ระบบประสาท  

 วิตามิน B2 (Riboflavin) มีประโยชน์คือ บ ารุงสายตา และท าให้ผิวพรรณสขุภาพดี 

ชว่ยเปล่ียน Tryptophan เป็น Niacin  

 วิตามิน B3 (Niacin) มีประโยชน์คือ ชว่ยกระตุ้นการท างานของ enzyme ตา่งๆ และ

ท าให้ผิวพรรณสขุภาพดี  

 วิตามิน B5 (Pantothenic acid) มีประโยชน์คือ ช่วยในการสร้างฮอร์โมน และเป็น

หนึง่ในกระบวนการเมทาบอลิซมึของไขมนั,โปรตีน และคาร์โบไฮเดรตจากอาหาร  

 วิตามิน B7 (Biotin) เป็นสว่นหนึง่ของกระบวนการเมทาบอลิซมึจากอาหาร  

 วิตามิน B6 (Pyridoxine) มีประโยชน์ คือ  ช่วยในการสร้างเม็ดเลือดแดง และมีผลใน

การสร้าง insulin และ hemoglobin  

 วิตามิน B9 (Folate) มีประโยชน์คือ ชว่ยในการสร้างเม็ดเลือดแดง ควบคมุระดบั

ฮอร์โมน และชว่ยลดความเส่ียงของการเกิดโรคทางระบบประสาท และหลอดเลือด

หวัใจ  

 วิตามิน B12 (Cobalamine) มีประโยชน์คือ เป็นตวัชว่ยในกระบวนการสร้างเม็ดเลือด

แดง บ ารุงประสาท และเป็นตวัชว่ยในกระบวนการสร้างสว่นประกอบตา่งๆของระบบ

พนัธุกรรม 

 วิตามิน C (Ascorbic acid) มีประโยชน์คือ ชว่ยในการเสริมสร้างคอลลาเจน ทัง้ใน

กล้ามเนือ้และกระดกู ชว่ยซ่อมแซมกระดกูและฟัน ชว่ยท าให้หลอดเลือดแข็งแรง ชว่ย

กระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนัของร่างกาย และยงัเป็นสารต้านอนมุลูอิสระอีกด้วย  
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เราจึงจ าเป็นท่ีจะต้องได้รับวิตามินเหล่านีใ้นแตล่ะวนั โดยปริมาณท่ีควรได้รับในแต่ละวนั 

จากแผนงานวิจยันโยบายอาหารและโภชนาการ เพ่ือการสร้างเสริมสขุภาพ (Food and Nutrition 

Policy for Health Promotion) ได้ระบุว่า ปริมาณวิตามินแต่ละชนิดท่ีเราควรได้รับในแต่ละวัน 

ส าหรับคนไทย (Thai Recommended Daily Intakes : Thai RDI) (2) มีดงันี ้ 

 วิตามิน B1 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 1.5 มิลลิกรัม  

 วิตามิน B2 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 1.7 มิลลิกรัม  

 วิตามิน B3 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 20 มิลลิกรัม เอ็น อี2  

 วิตามิน B5 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 6 มิลลิกรัม   

 วิตามิน B6 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 2 มิลลิกรัม  

 วิตามิน B7 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 150 ไมโครกรัม  

 วิตามิน B9 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 200 ไมโครกรัม  

 วิตามิน B12 ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 2 ไมโครกรัม   

 วิตามิน C ปริมาณท่ีควรได้รับในแตล่ะวนั คือ 60 มิลลิกรัม 

ตามการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามิน มาตรฐานของ AOAC official method of analysis ได้

มีการระบวิุธีการวิเคราะห์หาปริมาณวิตามินต่างๆไว้ ดงันี ้

Vitamin B และ Vitamin B2 (10) 

       ใช้ fluorometric method โดยอาศยัหลกัการวาวแสงของคณุสมบตัิของตวัมนัเอง หลกัการ

ของเคร่ืองคือ เม่ือสารได้รับพลงังานแสงท่ีความยาวคล่ืนสัน้ ท าให้อิเล็กตรอนเดี่ยวมีพลงังานสงูขึน้

และกระโดดไปอยู่ในออร์บิทัล (orbital) ท่ีสูงขึน้ตามระดับของพลังงานท่ีได้รับและเม่ือกลับสู่

สถานะพืน้จะเปล่งแสงฟลอูอเรสเซนต์ท่ีมีความยาวคล่ืนเท่ากบัความยาวคล่ืนท่ีดดูกลืนเข้าไป แต่

เน่ืองจากการกลับเข้าสู่สถานะพืน้ของอิเล็กตรอนในอะตอม มีการสูญเสียพลังงานไปส่วนหนึ่ง

เน่ืองจากการชนและการสัน่ของอะตอม จึงท าให้แสงท่ีเปล่งออกมาขณะกลบัสู่สถานะพืน้มีความ

                                                
2 เอ็น อี (NE) = Niacin Equivalent 
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ยาวคล่ืนมากกวา่ความยาวคล่ืนแสงท่ีได้รับไป จากนัน้เคร่ืองจะตรวจวดัความยาวคล่ืนท่ีออกมาซึ่ง

เป็นสมบตัเิฉพาะของสารแตล่ะตวั (11) 

Vitamin B3 (10)   

       ใช้วิธี calorimetric method โดยใช้เคร่ือง Bomb calorimeter ใช้หลักการของ direct 

calorimetry ซึ่งเป็นการวดัปริมาณความร้อนท่ีปลดปล่อยออกมาเม่ือมีการเผาผลาญเกิดขึน้อย่าง

สมบรูณ์ ตวัอย่างจะถกูบรรจใุน chamber และ charged ด้วยออกซิเจนภายใต้ความดนัสงู (high 

pressure) จากนัน้ให้กระแสไฟฟ้าเคล่ือนท่ีผ่าน fuse และท าให้เกิดการจุดระเบิด (ignites) 

เชือ้เพลิงคือส่วนผสมของตวัอย่างและออกซิเจน (food-oxygen mixture) โดยเคร่ือง calorimeter 

จะถกูหุ้มด้วยฉนวนเพ่ือป้องกนัไมใ่ห้ความร้อนถ่ายเทออกไปสูส่ภาวะแวดล้อม สามารถวดัโดยการ

เพิ่มขึน้ของอณุหภมูิของน า้ ท าให้ทราบปริมาณความร้อนท่ีปลดปล่อยจากสารตวัอย่างแตล่ะชนิด

(7) 

Vitamin C (10) 

       ใช้วิธี 2,6-dichloindophenol trimetric method หลักการทั่วไปของการไทเทรต คือ วัด

ปริมาตรของสารละลาย ซึ่งปริมาตรของสารละลายจะมีความสัมพันธ์กับปริมาณสาร โดยท า

ปฏิกิริยากบัสารท่ีทราบปริมาณหรือความเข้มข้นท่ีแน่นอน สารท่ีไม่ทราบความเข้มข้นจะบรรจุใน

ขวดรูปชมพู่เรียกว่าไทแทรนด์ (titrand) โดยสมมติให้สาร A ส่วนเป็นสารท่ีทราบความเข้มข้นท่ี

แนน่อนหรือเรียกวา่สารมาตรฐาน จะถกูบรรจใุนบิวเรตต์เรียกว่าไทแทรนต์ (titrant) จดุสารท่ีน ามา

ไทเทรตท าปฏิกิริยากันพอดี เรียกว่าจุดสมมูลหรือจุดสะเทิน (equivalence point) จุดท่ีกรดท า

ปฏิกิริยากนัพอดีหรือสะเทินพอดีกบัเบส สว่นจดุท่ีอินดเิคเตอร์เปล่ียนสี เรียกวา่จดุยตุ ิ(end point) 

ซึ่งเป็นจุดท่ีจะหยุดการไทเทรต ถ้าใช้อินดิเคเตอร์ท่ีเหมาะสมจะท าให้จุดยตุิตรงกบัจุดสมมลูหรือ

ใกล้เคียงกับจุดสมมูล แต่ถ้าใช้อินดิเคเตอร์ไม่เหมาะสมอาจจะท าให้จุดยุติอยู่ห่างจากจุดสมมูล

มาก ท าให้ผลการทดลองคลาดเคล่ือนได้ (12) 
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HPLC 

Chromatography 

เป็นเทคนิคการวิเคราะห์ท่ีใช้ในการแยกโมเลกลุของสารท่ีผสมกนัอยู่ เป็นวิธีท่ีใช้กนัอย่าง

แพร่หลายทัง้ในห้องทดลองและโรงงานอุตสาหกรรม ส าหรับการแยกสารจะใช้สารท่ีต้องการแยก

ไหลในวฏัภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase) โดยผ่านวฏัภาคคงท่ี (stationary phase) ท่ีเหมาะสมใน

การแยก โดยถ้าสารตวัอย่างเป็นของเหลว วฏัภาคเคล่ือนท่ีจะเป็นของเหลว ถ้าสารตวัอย่างเป็น

แก๊ส วฏัภาคเคล่ือนท่ีจะเป็นแก๊ส 

High performance liquid chromatography 

เป็นหนึ่งในการท า chromatography แตกต่างจากปกติคือ วัฏภาคคงท่ี (stationary 

phase) จะบรรจุด้วยอนุภาคขนาดเล็กมาก (ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 1-5 µm) และใช้ป๊ัมในการ

ท าให้วฏัภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase) เคล่ือนท่ี และใช้ตวัอย่างปริมาณน้อยในการฉีดลงไปใน

คอลัมน์เพ่ือแยกสาร สารท่ีถูกวัฏภาคเคล่ือนท่ีชะออกไปจะถูกตรวจวัดได้หลายวิธี เช่น UV 

absorption, refractive index, fluorescence, molecular mass and fragmentation in a mass 

spectrometer โดยเคร่ืองจะวดัออกมาเป็น chromatogram ออกมาในรูปของ retention time ของ

สารแยกออกมาได้ ณ เวลาท่ีแตกตา่งกนั 

รูปท่ี 1 การฉีดสารเข้าไปในคอลมัน์ก่อนเปิดและปิดป๊๊ัม 
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รูปท่ี 2 ตวัอยา่ง chromatogram 

 

ซึ่งแต่ละพีคก็จะเป็นสารคนละตวักัน และความสูงท่ีแตกต่างกันของแต่ละพีคขึน้อยู่กับ

ปัจจยัต่างๆ เช่น ปริมารสารท่ีอยู่ในตวัอย่าง ปริมาณสารท่ีฉีด ความไวของเคร่ืองท่ีใช้ในการวัด 

และพืน้ท่ีใต้กราฟของพีคขึน้อยู่กับปริมาณสารในตวัอย่าง ซึ่งวิธีการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

สามารถน าไปใช้ในการควบคมุคณุภาพเชิงปริมาณของสารหลงัการเปรียบเทียบความถกูต้อง (13) 

เทคนิคการวิเคราะห์ด้วย HPLC สามารถน าไปใช้ในงานวิเคราะห์ได้หลายวตัถุประสงค์ 

เชน่ เพ่ือแยกสารออกจากสารผสม หรือเพ่ือตรวจสอบและวดัปริมาณสารในสารผสม โดยสามารถ

ประยกุต์ใช้คณุสมบตัิในการแยกสารจากสารผสมเพ่ือใช้ในการเตรียมวตัถดุิบก่อนการผลิตในขัน้

ตอ่ไป ซึ่งรูปแบบการแยกสารในเทคนิค HPLC ท่ีใช้ทัว่ไปมี 2 ประเภท แบง่ตามความมีขัว้ของวฏั

ภาคคงท่ีและวฏัภาคเคล่ือนท่ี ได้แก่ Normal phase และ Reverse phase (14) 
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 ตารางท่ี 1 ความแตกตา่งของ normal phase และ reverse phase 

ส่วนประกอบของของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 

1.  สารละลาย (mobile phase) 

สารละลาย หรือ solvent เป็นตวัแปรท่ีมีความส าคัญในการแยกสารตัวอย่างออกเป็น
องค์ประกอบย่อยต่างๆ มีความจ าเพาะแตกต่างกันขึน้อยู่กับชนิดของสารท่ีต้องการแยก โดย
สารละลายส่วนใหญ่ท่ีใช้เป็น mobile phase ใน HPLC ได้แก่ organic solvent หรือ aqueous 
solution ของเกลือชนิดต่างๆ ซึ่งสารละลายตวัอย่างทุกชนิดก่อนการวิเคราะห์ด้วย HPLC ควร
กรองผ่านกระดาษกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.45 µm ใช้ ultrasonic bath เพ่ือก าจดัแก๊สท่ีละลายใน
สารละลายทัง้หมด คุณสมบัติพืน้ฐานท่ีส าคัญบางประการของ mobile phase ท่ีใช้ใน HPLC 
ได้แก่ 

       1.  ไมท่ าปฏิกิริยากบั column หรือ packing material  

       2.  สามารถละลายสารตวัอยา่งได้ 

       3.  ปราศจากตะกอนและ dissolved gas (อาจท าให้เกิดการอดุตนัใน column)  

       4.  สารละลายปราศจากสิ่งเจือปนซึง่รวมถึงพวก preservative และ stabilizer ตา่งๆ 
ส าหรับน า้กลัน่จะต้องปราศจากสารอินทรีย์และแบคทีเรียตา่งๆ 

       5. เหมาะสมกบัชนิดของ detector ท่ีใช้ 
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การใช้สารละลายชะสารตา่งๆ ออกจากคอลมัน์อาจพบได้ใน 2 ลกัษณะคือ  

1.1 Isocratic elution เป็นการใช้อัตราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ีคงท่ีตลอดการ

วิเคราะห์เหมาะกบัการวิเคราะห์สาร 1 ชนิดหรือสารผสม  

1.2 Gradient elution เป็นการเปล่ียนแปลงอัตราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ีระหว่าง

การวิเคราะห์ โดยใช้ชนิดสารละลายมากกว่า 1 ชนิด หรือใช้สารละลายชนิดเดียวท่ีมีความเข้มข้น

ตา่งกนัชะสารออกจากคอลมัน์ (15) 

 

ความไมเ่ข้ากนัของสารละลาย (miscibility) 

 ความไม่เข้ากันของสารละลายส่วนใหญ่เกิดเม่ือใช้การชะสารชนิด gradient elution คือ 

การใช้สารละลายมากกว่า 1 ชนิด แตเ่พ่ือให้ pump HPLC สามารถชะสารออกไปได้ สารละลาย

จงึจ าเป็นต้องมีคณุสมบตัิท่ีดีในการละลายในสารละลายอ่ืนๆ (13) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3 ความเข้ากนัของสารละลายอินทรีย์ตา่งๆ ในสารละลายบฟัเฟอร์อนินทรีย์ที่สามารถละลายน า้ได้ 
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2. Pump 

ท าหน้าท่ีสูบ mobile phase เพ่ือส่งเข้าสู่ column ในอัตราเร็วท่ีก าหนด ความดันของ
ระบบจะขึน้อยู่กับอัตราการเคล่ือนท่ีของ mobile phase นอกจากนีย้ังขึน้อยู่กับ viscosity ของ  
mobile phase, ขนาดของ packing material และความยาวของ column โดยปกติความดนัท่ีใช้
มกัไมเ่กิน  4,000 psi pump สามารถแบง่ออกได้เป็น 2 ชนิด ได้แก่ 

1. Isocratic pump ใช้อตัราสว่นของ mobile phase ได้คงท่ีตลอดเวลา 

2. Gradient Pump เป็น pump ท่ีสามารถควบคมุการเปล่ียนแปลงอตัราส่วนของ 
mobile phase ได้ตามเวลาท่ีก าหนด 

3. Injector 

เป็นเคร่ืองมือท่ีฉีดสารเข้าสู ่column มี 2 ชนิด ได้แก่ 

        1.  Manual injector 

        2.  Auto samples injector นิยมใช้ 

4.  Column 

ตัว column ท าจาก Stainless Steel, แก้ว หรือ Teflon มีขนาดเล็ก เส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 1-25 mm ในงานวิเคราะห์ใช้ขนาด 1-5 mm โดยอาจใช้ขนาดใหญ่กว่าปกติกับการ
วิเคราะห์ preparative separation และ Steric Exclusion Chromatography ส าหรับ analysis 
column เป็น column ท่ีนิยมใช้ในการแยกสารเพ่ือการวิเคราะห์และควบคุมคณุภาพ  นอกจาก 
analytical column แล้ว มี column ชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ 

Guard column จะอยู่ก่อน analytical column ภายในบรรจุ material ท่ีมักเป็นชนิด
เดียวกบั analytical column ท าหน้าท่ีป้องกันอนัตรายซึ่งจะเกิดแก่ column ได้แก่ particle ตา่งๆ 
ชว่ยให้ column มีอายกุารใช้งานนานขึน้ 

5.  Detector ท่ีนิยมใช้ เชน่ 

1. UV detector ซึง่สารท่ีต้องการวิเคราะห์ต้องสามารถดดูกลืนแสง UV ได้ หรือเตรียมสาร 
derivative ของสารประกอบท่ีวิเคราะห์เพ่ือให้ได้สารซึง่ดดูกลืนคล่ืนแสง UV 

2. RI detector ใช้เม่ือต้องการเปรียบเทียบความแตกต่างของ refractive index ของสาร
ตวัอยา่งและสารมาตรฐาน 

3. Fluorescence detector ใช้ได้กับสารท่ีเม่ือดูดกลืนคล่ืนแสง UV จากแหล่งแสงใน 
detector แล้วสามารถเปลง่แสง Fluorescence ได้ (16) 
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4. Diode array detector ( DAD ) วดัคา่การดดูกลืนแสงของสาร โดยสามารถวดัได้ทีละ

หลายความยาวคล่ืนในเวลาเดียวกัน วดัได้ตัง้แต ่190-850 nm ระบบการเดินทางของแสงจะเป็น

แบบย้อนแสง (reverse optics) คือ แสงจากแหล่งก าเนิดแสง (light source) จะผ่านไปยัง flow 

cell แล้วผ่านไปยงั monochromator คือ slit และ grating เม่ือแสงตกกกระทบบน rating แสงจะ

กระจายออกเป็นความยาวคล่ืนต่างๆ แล้วไปตกกระทบบนแผงของ diode array ตรวจวัด

สัญญาณออกมาเป็น chromatogram สารตัวอย่างท่ีเหมาะกับ detector ต้องเป็นตัวอย่างท่ี

สามารถดดูกลืนแสงได้ (17) 

 

รูปท่ี 4 เคร่ืองตรวจวดัสญัญาณชนิด Diode array detector (DAD) (18) 
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การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีการวิเคราะห์ (Method validation) 

ความหมาย 

เป็นกระบวนการยืนยนัความถกูต้อง ความเหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์ท่ีศกึษา เพ่ือ

น ามาใช้วิเคราะห์ตวัอยา่งในห้องปฏิบตักิาร ชว่ยให้ทราบถึงคณุสมบตั ิเง่ือนไข หรือข้อจ ากดัของ

วิธีการวิเคราะห์นัน้ๆ 

พารามิเตอร์ท่ีใช้ในการตรวจสอบความถกูต้องของวิธีการวิเคราะห์ 

พารามิเตอร์ส าคญัท่ีใช้ในการศกึษา อ้างอิงจาก United State of Pharmacopoeia 2014 

(19) ได้แก่ 

1. Specificity 

2. Accuracy 

3. Precision 

4. Linearity and Range 

5. Limit of detection 

6. Limit of quantitation 

 

1. ความจ าเพาะเจาะจงของวิธีการวิเคราะห์ (Specificity) 

เพ่ือแสดงวา่วิธีวิเคราะห์นัน้สามารถตรวจสอบได้อยา่งจ าเพาะเจาะจงส าหรับสารท่ี

ต้องการศกึษา โดยปราศจากสารรบกวนอ่ืนๆ เชน่ diluent , placebo และ degradation product 

อ่ืนๆ (20) 

2. ความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy)   

 เป็นการตรวจสอบความถกูต้องของวิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ ว่ามีคา่ใกล้เคียงความจริง

หรือไม ่โดยอาจมีการสร้างตวัอยา่งเพื่อใช้เป็นการเปรียบเทียบ และควรตัง้คา่ความถกูต้องในชว่งท่ี

ระบขุองวิธีการวิเคราะห์ (21) 
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3. ความเท่ียงตรงของวิธีการวิเคราะห์ (Precision) 

เป็นความสามารถของวิธีการทดสอบท่ีให้ผลการทดสอบหรือผลวิเคราะห์มีคา่ใกล้เคียงกนั 

โดยทดสอบซ า้ๆหลายครัง้ แบง่ออกเป็น 

3.1 Repeatability วิธีการทดสอบคือ การทดสอบสารตวัอยา่งซ า้ๆหลายตวัอยา่ง 

ในชว่งระยะเวลาสัน้ๆ 

3.2 Intermediate precision วิธีการทดสอบคือ การวิเคราะห์สารตวัอย่างใน

ห้องปฏิบตักิารเดียวกนั แตว่ิเคราะห์ในวนัตา่งกนัหรือมีการเปล่ียนผู้วิเคราะห์  

3.3 Reproducibility คือ การทดสอบซ า้โดยใช้วิธีการเดมิ แตเ่ปล่ียนสถานท่ีท่ีใช้

ในการทดสอบ เพ่ือสงัเกตวา่วิธีการเดมิสามารถให้ผลเหมือนกนัในสถานท่ีอ่ืนหรือไม่ 

4. ความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง และชว่งความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ (Linearity and 

Range) 

  4.1 Linearity คือ ความสามารถของวิธีทดสอบท่ีให้ผลทดสอบเป็นสดัสว่น

โดยตรงกบัความเข้มข้นของสารท่ีมีอยูจ่ริงในช่วงความเข้มข้นท่ีก าหนด วิธีการทดสอบ คือเตรียม

อยา่งน้อย 5 ความเข้มข้น ในชว่ง 25-120% (20) 

  4.2 Range คือ ชว่งความเข้มข้นระหวา่งคา่สงูและคา่ต ่าของสารท่ีต้องการ

ทดสอบท่ีเป็นเส้นตรง และสามารถวิเคราะห์ปริมาณของสาร ในชว่งดงักลา่วได้อย่างถกูต้องและ

แมน่ย า 

ส าหรับเกณฑ์ท่ีใช้ในการยอมรับ ประเมินได้จากคา่ Correlation coefficient ของ 

Regression line โดยคา่ท่ีได้ควรมากกวา่ 0.995 (20) 

5. ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจพบได้ (Limit of detection) 

คือ ปริมาณท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถตรวจพบได้และไมข่ึน้กบัปริมาณ โดยมีวิธีตา่งๆ ดงันี(้21) 

 5.1 Visual evaluation  

 5.2 Signal to noise ratio 

5.3 Standard deviation of the response and the slope 

5.4 Standard deviation of the blank 
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5.5 Calibration curve  

6. ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจพบได้ในเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation) 

 คือ ความเข้มข้นต ่าสดุท่ีสามารถตรวจพบได้ โดยวิธีการวิเคราะห์จะต้องเป็นการวิเคราะห์

ท่ีถกูต้อง และเท่ียงตรง โดยมีวิธีตา่งๆ ดงันี ้(21) 

 6.1 Visual evaluation  

 6.2 Signal to noise ratio 

6.3 Standard deviation of the response and the slope 

6.4 Standard deviation of the blank 

6.5 Calibration curve 

งานวิจยัท่ีเก่ียวข้องในการพฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีสามารถละลายน า้ได้โดย

ใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC)  

 อ้างอิงจากงานวิจัย Rapid determination of main constituents of packed juices by 

reverse phase-high performance liquid chromatography: an insight in to commercial fruit 

drinks(22) ท าการพฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณวิตามิน C ในน า้ส้มโดยใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ HPLC 

(Phenomenex Luna C18 column, flow rate 1 mL/min, 50°C) ใน Reverse phase ท่ีแตกต่าง

กันและใช้ UV detector ความยาวคล่ืน 268 nm ในการวิเคราะห์หาความเข้มข้น โดยใช้ mobile 

phase คือ  acetonitrile และ  10 mM potassium di-hydrogen ortho phosphate buffer ใน

อตัราส่วน 40:60 (pH=2.1) จากผลการวิเคราะห์พบว่า ได้คา่ repeatability และ reproducibility 

น้อยกวา่ 0.05, 0.1 และมีคา่ R2 0.99 ส าหรับวิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ 

อ้างอิงจากงานวิจยั Analysis of organic acids in fruit juices by hplc and uv detection 

(23) ท าการวิเคราะห์ปริมาณ organic acid ได้แก่  oxalic acid, tartaric acid, quinic acid, malic 

acid, ascorbic acid, shikimic acid, citric acid, succinic acid, fumaric acid และ acetic acid 

ในน า้ผลไม้(น า้องุ่น น า้ส้ม น า้แอปเปิ้ล น า้แครนเบอร่ี ) โดยใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ HPLC 

(PerkinElmer Brownlee Validated Aqueous C18, flow rate 1.5 mL/min, 30 ºC) และใ ช้  UV 

detector ความยาวคล่ืน 210 nm ใช้ mobile phase คือ Isocratic; 25-mM K-phosphate buffer 
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(monobasic potassium phosphate และ phosphoric acid) (pH 2.4) ใช้เวลาวิเคราะห์ 8 นาที

และเวลาท่ีใช้ในการล้าง 6 นาที พบวา่มีคา่ R2 มากกวา่ 0.999 และแตล่ะพีคแยกกนัอยา่งชดัเจน 

อ้างอิงจากงานวิจยั Validation of a HPLC method for simultaneous determination of 

main organic acids in fruits and juices (24) ท าการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ organic acid 

ได้แก่ tartaric acid, malic acid, ascorbic acid และ citric acid ในผลไม้และน า้ผลไม้ (แอปเปิล้ 

ส้ม เลมอน) โดยใช้เคร่ืองมือวิ เคราะห์ HPLC (HP 1100 series (Agilent, Germany) liquid 

chromatograph, RP-C18 column (3 lm particle size,150 4.6 mm I.D., เ ก็บใน  25 ºC), flow 

rate 0.5 mL/min) แบบ reversed phase และใช้ UV–Visible diode array detector (DAD) ใน

การวิเคราะห์หาความเข้มข้น ความยาวคล่ืน 210 nm ส าหรับ tartaric acid, malic acid และ 

citric acids ความยาวคล่ืน 250 nm ส าหรับ ascorbic acid โดยมี mobile phase คือ 0.01 mol/L 

KH2PO4 buffer solution (pH = 2.60 ปรับด้วย o-phosphoric acid) โดยมี parameter ท่ีใช้ในการ

ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ คือ efficiency, adequate linearity, relative standard 

deviation(RSD), repeatability, reproducibility, limits of detection (LD), quantification (LQ) 

และ recovery rates ได้คา่ linearity ท่ีดี โดยดจูากคา่ relative standard deviation (RSD) ของคา่ 

repeatability เทา่กบั 0.4%-2.3% (n = 10), reproducibility เทา่กบั 1.2%-5.0% (n = 18), Limits 

of detection (LD) เท่ากับ  0.03-3.31 µg/mL, Limits of quantitation (LOQ) อยู่ระหว่าง 0.10-

11.03 µg/mL, recovery rates อยู่ ระหว่าง  82-110% พบว่าวิ ธีวิ เคราะห์ ท่ีพัฒนาขึ น้ ไ ด้ค่า 

parameter ท่ีผ่านเกณฑ์ของ Brazilian legislation มีวิธีท าท่ีสะดวกรวดเร็ว (ใช้เวลาในการท า

ประมาณ10นาที) ราคาไมแ่พง สารเคมีท่ีใช้ไมเ่ป็นพิษกบัร่างกายและสิ่งแวดล้อม 

อ้างอิงจากงานวิจัย RP – HPLC determination of water – soluble vitamins in honey 

(4) ท าการพฒันาวิธีวิเคราะห์วิตามินท่ีละลายในน า้ ได้แก่ B2, B3, B9, B5 และวิตามิน C ในน า้ผึง้

จาก sardinia ประเทศอิตาลี ท่ีง่ายขึน้และเร็วขึน้ โดยใช้เทคนิค RP – HPLC (Alltima (Alltech, 

Sedriano, Italy) C18 column 250mm× 4.6mm, 5m particle size, flow rate 1.0 mL/min) และ

ใช้ UV–Vis variable wavelength detector ในการวิเคราะห์หาความเข้มข้นท่ีความยาวคล่ืน 254 

nm ส าหรับวิตามิน B3 และวิตามิน C ความยาวคล่ืน 210 nm ส าหรับวิตามิน B2, B5 และ B9  
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โดยมี mobile phase คือ 0.025% v/v TFA aqueous solution และ Acetonitrile จากงานวิจัย

พบว่า วิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้มีค่า LOD อยู่ในช่วง 0.1 mg/kg – 0.58 mg/kg และ LOQ อยู่

ในช่วง 0.30 mg/kg – 1.75 mg/kg มีค่า linearity ท่ีดี (R2=0.9929) มีค่า Precision ท่ีดี โดยวัด

จากคา่เฉล่ียของ Repeatability และ Reproducibility  ไมพ่บ Bias 

อ้างอิงจากงานวิจยั A Novel HPLC method for the concurrent analysis and 

quantitation of seven water-soluble vitamins in biological fluids (plasma and urine): a 

validation study and application (25) ท าการพฒันาวิธีวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้ 

ได้แก่ วิตามิน B1, B3, B5, B6, B9 B12 และวิตามิน C ในพลาสมาและurine โดยใช้เคร่ืองมือ

วิเคราะห์ HPLC (MetaChem Polaris (Varian medical system Ltd, Crawley, UK) C18-A 5 µm 

(250mm ×  2.1mm i.d.) flow rate 0.2 mL/min, Injection volume 3 µL, 30◦C) แล้วน าไปกรอง

ด้วย precolumn (MetaGuard column (Varian medical system Ltd, Crawley, UK) C18) แบบ 

reversed phase และใช้ photodiode array detector ในการวิเคราะห์หาความเข้มข้นท่ีความยาว

คล่ืน 270 nm โดยใช้ความยาวคล่ืน 230 nm ส าหรับ ascorbic acid, 270 nm ส าหรับ thiamine 

(B1), 265 nm ส าหรับ riboflavin (B2), 256 nm ส าหรับ nicotinamide, 266 nm ส าหรับ 

pantothenic acid (B5), 257 nm ส าหรับ pyridoxine (B6), 280 nm ส าหรับ folic acid (B9) และ 

230 nm ส าหรับ cyanocobalamin (B12) โดยมี mobile phase คือ 0.01% TFA aqueous (pH 

2.9, solvent A) และ 100% methanol (solvent B) จากงานวิจยัพบว่า วิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้

มีวิธีท าท่ีสะดวกรวดเร็ว (ใช้เวลาในการท าประมาณ 35 นาที) มีคา่ Precision ท่ียอมรับได้ โดยวดั

จากคา่เฉล่ียของ Repeatability และ Reproducibility ได้คา่ %RSD ทัง้หมดใกล้เคียงกนั มีคา่ 

linearity (R2) มากกวา่ 0.99 recovery rates อยูร่ะหวา่ง 93-100% และสามารถน าวิธีการวิเคราะห์

ท่ีพฒันาขึน้ไปประยกุต์ใช้กบัการตรวจหาปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้ในพลาสมาและurine ในคนท่ี

ตดิแอลกอฮอล์ 

 



 
 

 
 

บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินการวิจยั 

1. เคร่ืองมือท่ีใช้ในการจดัท าโครงงานวิจยัทางเภสชัศาสตร์ 

1.1. คอมพิวเตอร์ 

1.1.1. Notebook PC Intel core i7-7500U (3.5 GHz, with 4 GB of RAM) 

Microsoft window 10 pro 

1.1.2. Notebook PC Intel Core i7-4710HQ (2.50 GHz, 6 MB L3 Cache, 

up to 3.50 GHz) Microsoft window 8.1 pro 

1.1.3. MacBook Pro Touchbar and TouchID (2.3 GHz up to 3.8 GHz 

quad-core 8th-generation Intel Core i5 processor Macintosh with 

8 GB of RAM) macOS 10.12.1 

1.2. โปรแกรม 

1.2.1. Labsolutions 

1.2.2. Excel for Mac version 16.12 

1.3. เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

1.3.1. HPLC Shimadzu (Detector PDA SPD-M20A, Autosample SIL-20A 

HT, Liquid chromatograph LC-20AD, Column oven CTO-10AS 

VP, Degassing unit DGU-20A5R) 

1.3.2. UV-Visible Spectrophotometer (HITACHI U-2900) 

1.3.3. Ultrasonic cleaner (Sonicator WiseClean WUC-D22H) 

1.3.4. Stanless steel column C18 (ACE 5 C18 250 x 4.6 mm id) 

1.3.5. Pipette  (AXYPET 2-20 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL) 

1.3.6. Syringe (NIPRO disposable syringe 3 mL, 1 mL) 
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1.3.7. Syringe filter nylon 0.22 µm green, 0.45 µm white (CNW 

technologies) 

1.3.8. ชดุกรองแก้วสญุญากาศ (Vacuum filtering VERTICAL) 

1.3.9. ชดุกรองพลาสตกิ (Reusable bottle-top filter Thermo SCIENTIFIC 

DS0320-5045) 

1.3.10. Filtration membranes nylon 0.45 µm 

2. สารเคมีท่ีใช้และสารตวัอย่างในการจดัท าโครงงานวิจยัทางเภสชัศาสตร์ 

2.1. L-Ascorbic acid (Vitamin C, SIGMA-ALDRICH USA)  

2.2. Thiamine (Vitamin B1, SIGMA-ALDRICH USA) 

2.3. (-)Riboflavin (Vitamin B2, SIGMA-ALDRICH USA) 

2.4. Folic acid (Vitamin B9, SIGMA-ALDRICH USA) 

2.5. Methanol (Honeywell USA) 

2.6. Trifluoroacetic acid (TFA, Tokyo chemical industry) 

2.7. Sodium carbonate (HCO3) 

2.8. ตวัอยา่งน า้ผลไม้ 

2.8.1. น า้ผลไม้ผสมน า้ผกัรวม บริษัท A  

2.8.1.1. Exp 09/07/19 17:51 C09 

2.8.2. น า้ผกัผลไม้รวม บริษัท B  

2.8.2.1. Mfd 09/04/18 Exp 09/04/19 18:52 I4 

2.8.2.2. Mfd 17/08/18 Exp 17/08/19 16:36 H5 

2.8.3. น า้ส้มโชกนุ บริษัท C  

2.8.3.1. Exp 19/12/18 19:14 B01 
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3. วิธีด าเนินงานวิจยั 

3.1. สารตวัอยา่ง 

3.1.1. น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปจากร้านสะดวกซือ้หรือห้างสรรพสินค้าจาก 3 

บริษัท 

3.2. การเตรียมตวัท าละลาย และ mobile phase 

3.2.1. 0.01% Trifluoroacetic acid (TFA) 

ปิเปต TFA 100 µL ลงใน DI water 1000 mL และน าไป Degas ใน

เคร่ือง Sonicator 15 นาที 

3.2.2. 1M NaHCO3  

ชัง่  NaHCO3 12.6 g ใสบ่ีกเกอร์ ละลายด้วย DI water 100 mL แล้ว

ปรับปริมาตรให้ครบ 150 mL ด้วย DI water ใน Cylinder  

3.2.3. Methanol  

น า Methanol ไปกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 µm และน าไป Degas ใน

เคร่ือง Sonicator 15 นาที 

3.2.4. DI water 

น า DI water ไปกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 µm และน าไป Degas ใน

เคร่ือง Sonicator 15 นาที 

3.3. RP-HPLC requirement 

3.3.1. HPLC 

Shimadzu (Detector PDA SPD-M20A, Autosample SIL-20A HT, 

Liquid chromatograph LC-20AD, Column oven CTO-10AS VP, 

Degassing unit DGU-20A5R) 

3.3.2. Column 

ACE5 column C18 250 mm x 4.6 mm id 
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3.3.3. Guard column 

Analytical guard cartridge system (KJ0-4282, Phenomenex)  

3.3.4. Chromatographic Conditions (25) 

3.3.4.1. Isocratic elution (สารมาตรฐานวิตามินแตล่ะชนิด) 

วิตามิน C และวิตามิน B1 ใช้ mobile phase คือ 0.01% TFA 

ใน DI water (pH 2.9) เ ป็น solvent A และ 100% methanol 

เ ป็น solvent B โดยปรับอัตราส่วน A:B เป็น 98:2 ใช้ เวลา

วิเคราะห์ทัง้หมด 8 นาที 

วิตามิน B2 ใช้ mobile phase คือ 0.01% TFA ใน DI water (pH 

2.9) เป็น solvent A และ 100% methanol เป็น solvent B โดย

ปรับอตัราสว่น A:B เป็น 10:90 ใช้เวลาวิเคราะห์ทัง้หมด 10 นาที 

3.3.4.2. Gradient elution (สารมาตรฐานวิตามินรวม)  

ใช้ mobile phase คือ 0.01% TFA ใน DI water (pH 2.9) เป็น 

solvent A และ  100% methanol เ ป็น  solvent B โดยป รับ

อัตราส่วน A:B ใน 5 นาทีแรกเป็น 98:2 แล้วปรับเป็น 10:90 

ภายใน 10 นาทีต่อมา และคงอตัราส่วนนีไ้ว้ 10 นาที จึงค่อยๆ

ปรับอัตราส่วนเป็น 98:2 ภายใน 10 นาที ใช้เวลาวิเคราะห์

ทัง้หมด 20 นาทีและล้างคอลมัน์ 15 นาที 

3.3.4.3. Conditions 

Detector คือ photodiode array detector ในการวิเคราะห์หา

ความเข้มข้น อุณหภูมิการวิเคราะห์ท่ี 25 ºC Flow rate 1.0 

mL/min ใช้ความยาวคล่ืน 245 nm ส าหรับวิตามิน C, B1 และ

ความยาวคล่ืน 268 nm ส าหรับวิตามิน B2 (4) 
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3.4. การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

3.4.1. เตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินแตล่ะชนิด 

3.4.1.1. วิตามิน B1 

ละลายวิตามิน B1 5 mg ใน volumetric flask 10 mL DI water 

ท่ีมี  0.01% Trifluoroacetic acid (TFA) แล้วปรับปริมาตรจน

ครบ 10 mL เป็น B1 Stock1 จากนัน้ปิเปต B1 Stock1 ปริมาตร 

1 mL ใส่ volumetric flask 10 ml แล้วปรับปริมาตรจนครบ 10 

mL เป็น B1 Stock2 จากนัน้ปิเปต B1 Stock2 ปริมาตร 1 mL 

ใส่ volumetric flask 10 mL แล้วปรับปริมาตรจนครบ 10 mL 

เป็น B1 Stock3 

3.4.1.2. วิตามิน B2 

ละลายวิตามิน B2 2.5 mg ใน volumetric flask 100 mL DI 

water ท่ีมี 0.01% Trifluoroacetic acid (TFA) แล้วปรับปริมาตร

จนครบ 100 mL เป็น  B2 stock1 จากนัน้ปิเปต B2 Stock1 

ปริมาตร 4 mL ใส ่volumetric flask 10 mL แล้วปรับปริมาตรจน

ครบ 10 mL เป็น B2 Stock2 

3.4.1.3. วิตามิน C 

ละลายวิตามิน C 10 mg ใน DI water ท่ีมี 0.01% 

Trifluoroacetic acid (TFA) แล้วปรับปริมาตรจนครบ 100 mL 

3.4.2. การเตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

3.4.2.1. วิตามิน B1 

เตรียมเหมือนกบัการเตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

3.4.2.2. วิตามิน B2 

เตรียมเหมือนกบัการเตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 
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3.4.2.3. วิตามิน C 

ละลายวิตามิน C 25 mg ใน volumetric flask 25 mL ด้วย DI 

water ท่ีมี 0.01% Trifluoroacetic acid (TFA) แล้วปรับปริมาตร

จนครบ 25 mL เป็น C Stock1 จากนัน้ปิเปต C Stock1 ปริมาตร 

1 mL ใส่ volumetric flask 10mL แล้วปรับปริมาตรจนครบ 10 

mL เป็น C Stock2 

3.5. การเตรียมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอยา่ง  

3.5.1. สารละลายมาตรฐาน 

3.5.1.1. วิตามิน B1 

ตารางท่ี 2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

ความเข้มข้น (mg/mL) STD stock3 (µL) Mobile phase (µL) 

0.0001 20 980 

0.00025 50 950 

0.0005 100 900 

0.001 200 800 

0.002 400 600 
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3.5.1.2. วิตามิน B2 

ตารางท่ี 3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

ความเข้มข้น (mg/mL) STD stock2 (µL) Mobile phase (µL) 

0.0005 50 950 

0.001 100 800 

0.002 200 900 

0.004 400 800 

0.008 800 600 

 

3.5.1.3. วิตามิน C  

ตารางท่ี 4 การเตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามิน  C 

ความเข้มข้น (mg/mL) STD stock  (µL) Mobile phase (µL) 

0.0005 25 975 

0.00025 50 950 

0.0005 100 900 

0.001 200 800 

0.002 400 600 
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3.5.1.4. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม (standard) และน า้ผลไม้ 

(sample) 

ตารางท่ี 5 การเตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินรวมและน า้ผลไม้ 

B1 

(mg/mL) 

STD B1 stock 
(µL) 

B2 

(mg/mL) 

STD B2 stock 
(µL) 

C 

(mg/mL) 

STD C stock 
(µL) 

น า้ผลไม้ 

(µL) 

Mobile phase 
(µL) 

0.0002 stock3 (40) 0.0005 Stock2 (50) 0.0025 Stock2 (25) 100 785 

0.0005 stock3 (100) 0.001 Stock2 (100) 0.005 Stock2 (50) 100 650 

0.001 stock3 (200) 0.002 Stock2 (200) 0.01 Stock2 (100) 100 400 

0.002 stock2 (40) 0.004 Stock2 (400) 0.02 Stock2 (200) 100 260 

0.004 stock2 (80) 0.008 Stock1 (320) 0.04 Stock1 (40) 100 460 

 

3.6. วิธีการด าเนินการวิจยั 

3.6.1. เตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินแตล่ะชนิด 

3.6.2. สแกน spectrum เพ่ือหา 𝜆max ของวิตามินแตล่ะชนิดด้วยเคร่ือง UV-Vis 

Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 200-600 nm 

3.6.3. พฒันาวิธีวิเคราะห์วิตามินแตล่ะชนิดด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสงู (High performance liquid chromatography) 

3.6.3.1. เตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินแตล่ะชนิด 

3.6.3.2. ตัง้คา่ condition ของเคร่ืองตามท่ีก าหนด 

3.6.4. พฒันาวิธีวิเคราะห์วิตามิน B1 B2 และ  C ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสงู (High performance liquid chromatography) 

3.6.4.1. เตรียมสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 
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3.6.4.2. ตัง้คา่ condition ของเคร่ืองตามท่ีก าหนด 

3.6.5. การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้ในน า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป 

3.6.5.1. เลือกผลิตภณัฑ์น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปชนิดกลอ่ง 200 ml 

จาก 3 บริษัท บริษัทละ 1 กล่อง ไมจ่ ากดัชนิดน า้ผกัและผลไม้ 

3.6.5.2. เตรียมสารละลายตวัอย่าง 

3.6.5.3. ตัง้คา่ condition ของเคร่ืองตามท่ีก าหนด 

3.6.6. น า chromatogram และ peak area ท่ีได้ มาวิเคราะห์เพ่ือตรวจสอบ

ความถกูต้องของวิธีการวิเคราะห์ตอ่ไป 

3.7. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation) (20)  

3.7.1. ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์ (Specificity) 

การตรวจสอบความจ า เพาะของวิ ธีวิ เคราะห์ท าโดยการ  spike 

สารละลายมาตรฐาน 5 ความเข้มข้น (วิตามิน B1 คือ 0.0001-0.002 

mg/mL วิตามิน B2 คือ 0.0005-0.008 mg/mL วิตามิน C คือ 0.0005-

0.002 mg/mL) ใน matrix ของน า้ผลไม้ น าไปกรองผ่าน syringe filter 

nylon 0.22 µm ความเข้มข้นละ 1 vial วิเคราะห์ความเข้มข้นละ 3 ครัง้ 

โดยความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์ประเมินผลจาก Peak purity จากการ

วิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  (High 

performance liquid chromatography) โดยใช้ diode array detector 

(DAD) ในการวิเคราะห์ 

3.7.2. ความสมัพนัธ์อยา่งเป็นเส้นตรงและชว่งความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ 

(Linearity and range) 

โดยการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานหรือสารละลายตวัอย่างทัง้หมด 5 

ความเข้มข้น โดยท่ีช่วงท่ีก าหนดจะครอบคลุมความเข้มข้นท่ีระบุไว้บน

ฉลาก (วิตามิน B1 คือ 0.0001-0.002 mg/mL วิตามิน B2 คือ 0.0005-

0.008 mg/mL วิตามิน C คือ 0.0005-0.002 mg/mL) น าไปกรองผ่าน 
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syringe filter nylon 0.22 µm ความเข้มข้นละ 1 vial วิเคราะห์ความ

เข้มข้นละ 3 ครัง้ น าคา่ท่ีวิเคราะห์ได้ไป plot กราฟ calibration curve หา

คา่ R2  โดยคา่ linearity ท่ีสามารถยอมรับได้จะต้องมีคา่ R2 มากกวา่หรือ

เทา่กบั 0.995 

3.7.3. ความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy) 

โดยการเตรียมสารละลายทัง้หมด 3 ความเข้มข้น (วิตามิน B1 คือ 

0.0001- 0.002 mg/mL วิตามิน B2 คือ 0.0005-0.008 mg/mL วิตามิน 

C คือ 0.0005-0.002 mg/mL) น ามากรองผา่น syringe filter nylon 0.22 

µm ความเข้มข้นละ 3 vial วิเคราะห์ความเข้มข้นละ 3 ครัง้ น าค่าท่ี

วิเคราะห์ได้ไปค านวณหาคา่ % Recovery 

 % Recovery =  
observed concentration

nominal concentration
 x 100 

 

3.7.4. ความแมน่ย าของวิธีวิเคราะห์ (Precision) 

ใช้วิธีการทดสอบซ า้ (Repeatability) คือ เตรียมสารละลายตัวอย่าง

ทัง้หมด 3 ความเข้มข้น โดยครอบคลมุความเข้มข้นท่ีระบไุว้บนฉลากของ

น า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป (วิตามิน B1 คือ 0.0001-0.002 mg/mL วิตามิน 

B2 คือ 0.0005-0.008 mg/mL วิตามิน  C คือ 0.0005-0.002 mg/mL) 

น ามากรองผ่าน syringe filter nylon 0.22 µm ความเข้มข้นละ 3 vial 

น ามาวิ เคราะห์ซ า้ความเข้มข้นละ 3 ครัง้  น าค่าท่ีวิ เคราะห์ไ ด้ไป

ค านวณหาค่า SD  แล้วรายงานเป็นค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์หรือ 

%RSD 

   %RSD = 
𝑆𝐷

𝑥͞ 
 x 100 

ส าหรับ Intermediate precision ท าโดยเตรียมสารละลาย

ตวัอย่างทัง้หมด 3 ความเข้มข้น (วิตามิน B1 คือ 0.0001-0.002 mg/mL 

วิตามิน B2 คือ 0.0005-0.008 mg/mL วิตามิน C คือ 0.0005-0.002 
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mg/mL)  น ามากรองผา่น syringe filter nylon 0.22 µm ความเข้มข้นละ 

3 vial น ามาวิเคราะห์ซ า้ความเข้มข้นละ 3 ครัง้ น าค่าท่ีวิเคราะห์ได้ไป

ค านวณหาค่า SD แล้วรายงานค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์หรือ 

%RSD โดยวิเคราะห์ทัง้หมด 3 วนั 

%RSD = 
𝑆𝐷

𝑥͞ 
 x 100 

3.7.5. ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจพบได้ (Limit of detection) 

น าคา่ท่ีวิเคราะห์ได้จาก calibration curve มาแทนในสตูร โดยคา่ 

Detection Limit (DL) สามารถหาได้จาก 

DL = 3.3 σ / S 

σ = คา่ standard deviation (คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

S = คา่ความชนัของ calibration curve 

3.7.6. ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจวดัเชิงปริมาณได้ (Limit of quantitation) 

น าคา่ท่ีวิเคราะห์ได้จาก calibration curve มาแทนในสตูร โดยคา่ 

Quantitation Limit (QL) สามารถหาได้จาก 

QL = 10 σ / S 

σ = คา่ standard deviation (คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

S = คา่ความชนัของ calibration curve 

3.7.7. ความคงทนของวิธีการทดสอบ (Robustness) (26) 

โดยการหาความคงทนของวิธีการทดสอบ ท าได้โดย เปล่ียนแปลงวิธีการ

ทดสอบให้แตกต่างจากเดิมเล็กน้อย แล้วสงัเกตถึงความเปล่ียนแปลงท่ี

เกิดขึน้ ได้แก่ การเปล่ียนแปลง pH ของ mobile phase เพิ่มขึน้/ลดลง 

0.2 โดยเตรียม mobile phase 0.01% TFA ปรับจนได้ pH 2.7 น าไป

กรองผา่นกระดาษกรอง 0.45 µm และน าไป degas ในเคร่ือง Sonicator 

15 นาที   
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3.7.8. ความเหมาะสมของวิธีการทดสอบ (System Suitability Testing) 

เป็นการวดัความเหมาะสมของวิธีการวิเคราะห์ ได้แก่ column 

efficiency (plate number), resolution, symmetry factor, 

repeatability 

3.7.9. การหาปริมาณวิตามินในน า้ผกัและผลไม้ 

น าน า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปมากรองด้วยกระดาษกรอง whatman™ 

เบอร์ 1 แล้วกรองผา่น syringe filter nylon 0.22 µm ก่อนใส ่vial ท าการ

วิเคราะห์ตอ่ไป 

 

 



 
 

 
 

บทท่ี 4 

ผลการวิจยั 

1. ผลการวิเคราะห์ค่าการดดูกลืนแสง 𝜆max ของวิตามิน 

ตารางท่ี 6 𝜆max  ของวิตามิน B1, B2 และ C 

วิตามิน 𝜆max (nm) 

B1 245 

B2 268 

C 245 

 

 จากการวิเคราะห์คา่การดดูกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-Vis spectrophotometer ท่ีความยาว

คล่ืน 200-600 nm พบว่า 𝜆max ของวิตามิน B1 245 nm, B2 268 nm, B9 284 nm, C 245 nm 

น าคา่ 𝜆max ท่ีได้ไปใช้ในการวิเคราะห์ตอ่ไป  

2. ผลการวิเคราะห์ Retention time ของวิตามิน 

2.1. สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 (ความเข้มข้น 0.0005 mg/mL) 

รูปท่ี 5 Chromatogram ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 ท่ีความยาวคล่ืน 245 nm 
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จากการวิเคราะห์โครมาโทแกรม เพ่ือหา retention time ของวิตามิน B1 พบวา่มีคา่ 

retention time อยูท่ี่ 4.799 นาที  

2.2. สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 (ความเข้มข้น 0.002 mg/mL) 

รูปท่ี 6 Chromatogram ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 ท่ีความยาวคล่ืน 268 nm 

จากการวิเคราะห์โครมาโทแกรม เพ่ือหา retention time ของวิตามิน B2 พบว่ามีค่า 

retention time อยูท่ี่ 2.856 นาที  

2.3. สารละลายมาตรฐานวิตามิน C (ความเข้มข้น 0.01 mg/mL) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7 Chromatogram ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C ท่ีความยาวคล่ืน 245 nm 
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จากการวิเคราะห์โครมาโทแกรม เพ่ือหา retention time ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน 

C พบวา่มีคา่ retention time อยูท่ี่ 4.465 นาที  

2.3.1. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

2.3.1.1. สารละลายมาตรฐานวิตามิน C (ความเข้มข้น 0.01 mg/mL) 

วิตามิน B1 (ความเข้มข้น 0.0005 mg/mL) และสารละลาย

มาตรฐานวิตามิน B2 (ความเข้มข้น 0.02 mg/mL) 

รูปท่ี 8 Chromatogram ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวมท่ีความยาวคล่ืน 245 nm 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 9 Chromatogram ของวิตามินรวมท่ีความยาวคล่ืน 268 nm 
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จากการวิเคราะห์โครมาโทแกรมเพ่ือหา retention time ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

และ B1 ท่ีความยาวคล่ืน 245 nm พบวา่มีคา่ retention time ท่ี 4.438 และ 4.923 นาที วิตามิน 

B2 ท่ีความยาวคล่ืน 268 nm พบวา่มีคา่ retention time ท่ี 17.029 นาที  

 

3. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation) 

3.1. Isocratic elution 

3.1.1. ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์ (Specificity) 

3.1.1.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 เม่ือ spike 

Matrix น า้ผกัและผลไม้  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 10 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 และน า้ผกัและผลไม้ 
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3.1.1.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 เม่ือ spike 

Matrix น า้ผกัและผลไม้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 11 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 และน า้ผกัและผลไม้ 

 

3.1.1.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน C เม่ือ spike 

Matrix น า้ผกัและผลไม้ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C และน า้ผกัและผลไม้ 
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จากผลการวิเคราะห์เม่ือ spike น า้ผกัและผลไม้ปริมาณคงท่ีลงในสารละลายมาตรฐาน

วิตามิน และน าคา่ท่ีได้จากการวิเคราะห์มาพลอตกราฟ calibration curve ระหว่างความเข้มข้น

กบั peak area จะสง่ผลให้ peak area ของสารละลายมาตรฐานเพิ่มขึน้ เม่ือเปรียบเทียบระหว่าง

กราฟ calibration curve สารละลายมาตรฐานวิตามิน และสารละลายมาตรฐานวิตามินท่ีมีการ 

spike น า้ผักและผลไม้ พบว่าผลการวิเคราะห์ความชันของสมการเส้นตรงมีค่าใกล้เคียงกัน 

ส่งผลให้เส้นตรงทัง้สองเส้นขนานกัน ซึ่งบ่งบอกถึงวิธีท่ีพัฒนาขึน้มี specificity และ acuracy 

ส าหรับการน ามาวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในน า้ผกัและผลไม้  
 

3.1.2. ความสมัพนัธ์อยา่งเป็นเส้นตรงและชว่งความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ 

(Linearity and range) 

3.1.2.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน 

3.1.2.1.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 13 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

 

 

 



40 
 

 
 

3.1.2.1.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 14 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

3.1.2.1.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 15 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ระหว่างความเข้มข้นของวิตามินและ peak area 

เพ่ือหาค่า R2 ของสมการเส้นตรง ซึ่งค่า R2 ท่ีสามารถยอมรับได้คือ R2 ≥ 0.995 ซึ่งค่า R2 ท่ีวดัได้

ของวิตามิน B1, B2 และ C เทา่กบั 0.9984, 1.0000 และ 0.9998 ตามล าดบั  
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3.1.3. ความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy) 

3.1.3.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 โดยใช้ช่วง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0001- 0.002 mg/mL มีคา่ % Recovery ดงันี ้

ตารางท่ี 7 %Recovery สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

ความเข้มข้น (mg/mL) % Recovery 

0.0001 83.4195 

0.0005 102.5106 

0.002 119.5801 

 

3.1.3.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 โดยใช้ช่วง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.008 mg/mL มีคา่ % Recovery ดงันี ้

ตารางท่ี 8 %Recovery สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

ความเข้มข้น (mg/mL) % Recovery 

0.0005 135.5839 

0.002 115.5332 

0.008 125.4075 
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3.1.3.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C โดยใช้ชว่ง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.002 mg/mL มีคา่ % Recovery ดงันี ้

ตารางท่ี 9 %Recovery สารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

ความเข้มข้น (mg/mL) % Recovery 

0.002 102.5342 

0.01 102.0919 

0.04 98.2970 

 

3.1.4. ความแมน่ย าของวิธีวิเคราะห์ (Precision) 

3.1.4.1.  ใช้วิธีการทดสอบซ า้ (Repeatability) 

3.1.4.1.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 โดยใช้ช่วง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0001- 0.002 mg/mL น าค่าท่ีได้จากกราฟมาค านวณหาค่า SD 

และ % RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 10 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.0001 0.000004479 3.0129 

0.0005 0.000033042 6.8557 

0.002 0.000037588 1.8497 

 



43 
 

 
 

3.1.4.1.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 โดยใช้ช่วง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.008 mg/mL น าคา่ท่ีได้จากกราฟมาค านวณหาคา่ SD และ 

% RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 11 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

 

 

 

 

 

 

3.1.4.1.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C โดยใช้ชว่ง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.002 mg/mL น าคา่ท่ีได้จากกราฟมาค านวณหาคา่ SD 

และ % RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 12 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

 

 

 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.0005 0.00000997 2.0547 

0.002 0.00002017 0.9956 

0.008 0.00004412 0.5517 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.002 0.00003240 2.1088 

0.01 0.00007867 0.8886 

0.04 0.00019760 0.5051 
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3.1.4.2. Intermediate precision  

3.1.4.2.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 โดยใช้ช่วง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0001-0.002 mg/mL ท าการวิเคราะห์ 3 ครัง้ น าคา่ท่ีได้จากกราฟ

มาค านวณหาคา่ SD และ %RSD ได้ผลดงันี ้

ตารางท่ี 13 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD %RSD 

0.0001 0.000013873 9.1039 

0.0005 0.000038395 8.0464 

0.002 0.000045778 2.2572 

 

3.1.4.2.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 โดยใช้ช่วง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.008 mg/mL ท าการวิเคราะห์ 3 ครัง้ น าคา่ท่ีได้จากกราฟ

มาค านวณหาคา่ SD และ %RSD ได้ผลดงันี ้

ตารางท่ี 14 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD %RSD 

0.0005 0.000032158 6.1559 

0.002 0.000033119 1.6564 

0.008 0.000035384 0.4415 
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3.1.4.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C โดยใช้ชว่ง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.04 mg/mL ท าการวิเคราะห์ 3 ครัง้ น าคา่ท่ีได้จากกราฟมา

ค านวณหาคา่ SD และ %RSD ได้ผลดงันี ้

ตารางท่ี 15 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามิน C 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD %RSD 

0.0025 0.000462178 21.0106 

0.01 0.000694140 7.1704 

0.04 0.000496283 1.2531 

 

3.1.5. ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจพบได้ (Limit of detection) 

ตารางท่ี 16 LOD สารละลายมาตรฐานวิตามิน 

วิตามิน LOD (µg/mL) 

B1 0.094493 

B2 0.192236 

C 0.446808 

 

 

 

 



46 
 

 
 

3.1.6. ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจวดัเชิงปริมาณได้ (Limit of quantitation) 

ตารางท่ี 17 LOQ สารละลายมาตรฐานวิตามิน 

 

 

 
 

 

 

 

 

3.2. Gradient elution 

3.2.1. ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์ 

3.2.1.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

3.2.1.1.1. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 16 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

 

 

 

 

วิตามิน LOQ (µg/mL) 

B1 0.286342 

B2 0.582535 

C 1.353963 

y = 42,651,974.7082x + 1,960.8414

R² = 0.9988

y = 42,685,689.3688x - 2,864.7641

R² = 0.9989
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3.2.1.1.2. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 17 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

3.2.1.1.3. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

 

3.2.1.1.4.  

 

3.2.2.  

 

 

 

 

 

รูปท่ี 18 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

 

จากผลการวิเคราะห์เม่ือ spike น า้ผกัและผลไม้ปริมาณคงท่ีลงในสารละลายมาตรฐาน

วิตามิน และน าคา่ท่ีได้จากการวิเคราะห์มาพลอตกราฟ calibration curve ระหวา่งความเข้มข้น

y = 59,236,079.8771x + 12,523.7903

R² = 1.0000

y = 59,394,666.6667x - 329.6667

R² = 1.0000
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กบั peak area จะสง่ผลให้ peak area ของสารละลายมาตรฐานเพิ่มขึน้ เม่ือเปรียบเทียบระหว่าง

กราฟ calibration curve สารละลายมาตรฐานวิตามิน และสารละลายมาตรฐานวิตามินท่ีมีการ 

spike น า้ผกัและผลไม้ พบว่าผลการวิเคราะห์ความชนัของสมการเส้นตรงมีคา่ใกล้เคียงกนั สง่ผล

ให้เส้นตรงทัง้สองเส้นขนานกนั ซึง่บง่บอกถึงวิธีท่ีพฒันาขึน้มี specificity และ accuracy ส าหรับ

การน ามาวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในน า้ผกัและผลไม้ 

3.2.3. ความสมัพนัธ์อยา่งเป็นเส้นตรงและชว่งความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ 

(Linearity and range) 

3.2.3.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

3.2.3.1.1. ผลการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 19 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 
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3.2.3.1.2. ผลการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 20 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

 

3.2.3.1.3. ผลการวเิคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 21 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ระหว่างความเข้มข้นของวิตามินและ Peak area 

เพ่ือหาค่า R2 ของสมการเส้นตรง ซึ่งค่า R2 ท่ีสามารถยอมรับได้คือ R2 ≥ 0.995 ซึ่งค่า R2 ท่ีวดัได้

y = 39,490,116.0394x + 662.6736
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เม่ือรวมโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1, B2 และ C เท่ากับ 0.9976, 

1.0000 และ  0.9997 ตามล าดบั 

3.2.4. ความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ (Accuracy) 

3.2.4.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม  

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 มีคา่       

% Recovery ดงันี ้

ตารางท่ี 18 %Recovery สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

ความเข้มข้น (mg/mL) % Recovery 

0.0002 143.3084 

0.001 92.1185 

0.004 99.3031 

 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 มีคา่ % 

Recovery ดงันี ้

ตารางท่ี 19 %Recovery สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

ความเข้มข้น (mg/ml) % Recovery 

0.0005 96.4973 

0.002 97.4859 

0.008 99.4958 
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จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C มีค่า 

%Recovery ดงันี ้

ตารางท่ี 20 %Recovery สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.5. ความแมน่ย าของวิธีวิเคราะห์ (Precision) 

3.2.5.1. ใช้วิธีการทดสอบซ า้ (Repeatability) 

3.2.5.1.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 โดยใช้

ชว่งความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0001- 0.002 mg/mL น าคา่ท่ีได้จากกราฟมาค านวณหาคา่ SD 

และ % RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 21 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.0001 0.000023544 7.1528 

0.0005 0.000083772 8.4903 

0.002 0.000087971 2.1604 

 

 

 

ความเข้มข้น (mg/ml) % Recovery 

0.002 67.2019 

0.01 66.7657 

0.04 72.4501 
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3.2.5.1.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลาย

มาตรฐานวิตามินรวม B2 โดยใช้ชว่งความเข้มข้น 3 

ความเข้มข้น 0.0005-0.008 mg/mL น าคา่ท่ีได้จาก

กราฟมาค านวณหาคา่ SD และ % RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 22 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.0005 0.00000977 1.9743 

0.002 0.00003566 1.7613 

0.008 0.00017499 2.1886 

3.2.5.1.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C

จากการพลอตกราฟ Calibration Curve ของ

สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C โดยใช้ชว่งความ

เข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.002 mg/mL น าคา่ท่ี

ได้จากกราฟมาค านวณหาคา่ SD และ % RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 23 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.002 0.00008550 3.3911 

0.01 0.00073506 7.6835 

0.04 0.00049287 1.2441 
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3.2.5.2. Intermediate precision 

3.2.5.2.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 โดยใช้

ช่วงความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0001-0.002 mg/mL ท าการวิเคราะห์ 3 ครัง้ น าค่าท่ีได้จาก

กราฟมาค านวณหาคา่ SD และ %RSD ได้ผลดงันี ้

ตารางท่ี 24 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD %RSD 

0.0002 0.000022778 7.0816 

0.001 0.000140378 14.8508 

0.004 0.004350086 11.8567 

 

3.2.5.2.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

จากการพลอตกราฟ calibretion curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 โดยใช้ชว่ง

ความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.008 mg/mL ท าการวิเคราะห์ 3 ครัง้ น าคา่ท่ีได้จากกราฟ

มาค านวณหาคา่ SD และ %RSD ได้ผลดงันี ้

ตารางท่ี 25 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD %RSD 

0.0005 0.000496661 4.7334 

0.002 0.002015170 2.8203 
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0.008 0.008011201 3.3438 

 

3.2.5.2.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

จากการพลอตกราฟ calibretion curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C โดยใช้

ชว่งความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005-0.04 mg/mL ท าการวิเคราะห์ 3 ครัง้ น าคา่ท่ีได้จาก

กราฟมาค านวณหาคา่ SD และ %RSD ได้ผลดงันี ้

ตารางท่ี 26 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD %RSD 

0.0025 0.000275438 9.7865 

0.01 0.009876655 7.3913 

0.04 0.040061194 8.0374 

 

3.2.6. ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจพบได้ (Limit of detection) 

ตารางท่ี 27 LOD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

วิตามิน LOD (µg/mL) 

B1 0.122832 

B2 1.690308 

C 2.795974 
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3.2.7. ปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจวดัเชิงปริมาณได้(Limit of quantitation) 

ตารางท่ี 28 LOQ สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

วิตามิน LOQ (µg/mL) 

B1 0.372220 

B2 5.122146 

C 8.472648 

 

3.2.8. ความคงทนของวิธีการทดสอบ (Robustness) 

3.2.8.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานท่ีเปล่ียน pH ของ mobile 

phase ท่ีใช้ในการวิเคราะห์จาก pH 2.90 เป็น 2.70 

3.2.8.1.1. Retention time 

รูปท่ี 22 Chromatogram ของสารละลายมาตรฐานท่ีความยาวคล่ืน 245 nm 
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รูปท่ี 23 Chromatogram ของสารละลายมาตรฐานท่ีความยาวคล่ืน 268 nm 

ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานท่ีเปล่ียน pH ของ mobile phase ท่ีใช้ในการ

วิเคราะห์จาก pH 2.90 เป็น 2.70 ค่า Retention time ท่ีได้ของวิตามิน B1, B2 และ C เท่ากับ 

5.744, 17.024 และ 4.503 นาที ตามล าดบั 

 

3.2.8.1.2. ความสมัพนัธ์อยา่งเป็นเส้นตรงและชว่งความเข้มข้นท่ี

ใช้ทดสอบ (Linearity and range) 

3.2.8.1.2.1. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน

รวม B1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 24 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

y = 19,175,834.7470x - 1,918.9855

R² = 0.9997
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3.2.8.1.2.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน

รวม B2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 25 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

3.2.8.1.2.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานวิตามิน

รวม B1 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 26 กราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

 

 

 

 

 

y = 52,358,655.9140x + 5,455.6667
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3.2.8.1.3. Repeatability 

3.2.8.1.3.1. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 โดยใช้

ชว่งความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0001- 0.002 mg/mL น าคา่ท่ีได้จากกราฟมาค านวณหาคา่ SD 

และ % RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 29 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.0001 0.000008905 4.0038 

0.0005 0.000021769 2.1443 

0.002 0.000084391 2.1003 

 

3.2.8.1.3.2. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 โดยใช้

ชว่งความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.0005- 0.008 mg/mL น าคา่ท่ีได้จากกราฟมาค านวณหาคา่ SD 

และ % RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 30 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 

 

 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.0005 0.000009651 2.1760 

0.002 0.000013199 0.6437 

0.008 0.000176962 2.2197 
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3.2.8.1.3.3. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

จากการพลอตกราฟ calibration curve ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C โดยใช้

ช่วงความเข้มข้น 3 ความเข้มข้น 0.002- 0.04 mg/mL น าค่าท่ีได้จากกราฟมาค านวณหาค่า SD 

และ % RSD ดงันี ้

ตารางท่ี 31 SD และ % RSD สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C 

 

3.2.9. ความเหมาะสมของวิธีการทดสอบ (System Suitability Testing) 

3.2.9.1. Column efficacy 

3.2.9.1.1. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

ตารางท่ี 32 Theoretical plate สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

วิตามิน Theoretical plate (N) 

B1 8,652.0438 

B2 642,610.8397 

C 30,473.8472 

 

 

 

 

 

ความเข้มข้น (mg/mL) SD % RSD 

0.002 0.000156742 8.3321 

0.01 0.000286987 2.7493 

0.04 0.000913527 2.3321 
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3.2.9.1.2. สารละลายตวัอยา่งน า้ผกัและผลไม้ 

ตารางท่ี 33 Theoretical plate สารละลายตวัอยา่งน า้ผกัและผลไม้ 

 

 

 

 

 

 

3.2.9.2. Resolution 

3.2.9.2.1. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

3.2.9.2.1.1. ระหวา่งวิตามิน B1 และ C เทา่กบั 0.95 

3.2.9.2.1.2. ระหวา่งวิตามิน B2 และสารท่ีใกล้ท่ีสดุ เทา่กบั 

3.216 

3.2.9.2.2. สารละลายตวัอยา่งน า้ผกัและผลไม้ 

3.2.9.2.2.1. ระหวา่งวิตามิน B1 และ C เทา่กบั 0.903 

3.2.9.2.2.2. ระหวา่งวิตามิน B2 และสารท่ีใกล้ท่ีสดุ เทา่กบั 

1.77 

3.2.9.3. Symmetry factor 

3.2.9.3.1. สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม 

3.2.9.3.1.1. วิตามิน B1 เทา่กบั 1.73 

3.2.9.3.1.2. วิตามิน B2 เทา่กบั 0.981 

3.2.9.3.1.3. วิตามิน C เทา่กบั 1.137 

3.2.9.3.2. สารละลายตวัอยา่งน า้ผกัและผลไม้ 

3.2.9.3.2.1. วิตามิน B1 เทา่กบั 2.2 

3.2.9.3.2.2. วิตามิน B2 เทา่กบั 1.47 

วิตามิน Theoretical plate (N) 

B1 40,494.6662 

B2 1,520,257.9527 

C 43,626.3233 
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3.2.9.3.2.3. วิตามิน C เทา่กบั 1.25 

4. การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในน า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป 

4.1. ตวัอย่างน า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป 

ตารางท่ี 34 ตวัอยา่งน า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูป 

 

บริษัทน า้ผกั
และผลไม้ 

%RDI 
B1 

ความเข้มข้น 

(mg/mL) 

%RDI 
B2 

ความเข้มข้น 

(mg/mL) 

%RDI 
C 

ความเข้มข้น 

(mg/mL) 

A 25 0.001875 25 0.002125 80 0.24 

B 30 0.00225 30 0.00255 50 0.15 

C 20 0.001 20 0.001133 160 0.32 
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4.2. ผลการวิเคราะห์สารละลายตวัอยา่งน า้ผกัและผลไม้บริษัท A 

รูปท่ี 27 Chromatogram สารละลายตวัอย่างบริษัท A ท่ีความยาวคล่ืน 245 nm 

รูปท่ี 28 Chromatogram สารละลายตวัอย่างบริษัท A ท่ีความยาวคล่ืน 268 nm 
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รูปท่ี 29 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน B1 บริษัท A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 30 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน B2 บริษัท A 
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รูปท่ี 31 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน C บริษัท A 

 

จากการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในสารละลายตัวอย่างน า้ผักและผลไม้ของบริษัท A 

พบว่าวิตามิน B1, B2 และ C มี retention time เท่ากับ 5.099, 17.060 และ 4.249 นาที และเม่ือ

น าคา่ peak area ท่ีวิเคราะห์ได้ไปค านวณกบัสมการเส้นตรงท่ีได้จากกราฟ standard curve เพ่ือ

หาปริมาณวิตามินท่ีวิเคราะห์ได้ ซึ่งปริมาณวิตามิน B1 B2 และ C ท่ีค านวณได้ คือ 0.00040 

mg/mL (0.7960 mg), 0.00012 mg/mL (0.0244 mg) และ  0.00661 mg/mL (13.2253 mg) 

ตามล าดบั 
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4.3. ผลการวิเคราะห์สารละลายตวัอยา่งน า้ผกัและผลไม้บริษัท B 

 

รูปท่ี 32 Chromatogram สารละลายตวัอย่างบริษัท B ท่ีความยาวคล่ืน 245 nm 

 

รูปท่ี 33 Chromatogram สารละลายตวัอย่างบริษัท B ท่ีความยาวคล่ืน 268 nm 
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รูปท่ี 34 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน B1 บริษัท B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 35 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน B2 บริษัท B 
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รูปท่ี 36 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน C บริษัท B 

 

จากการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในสารละลายตัวอย่างน า้ผักและผลไม้ของบริษัท B 

พบว่าวิตามิน B1, B2 และ C มี retention time เท่ากับ 4.915, 17.037 และ 4.438 นาที และเม่ือ

น าคา่ peak area ท่ีวิเคราะห์ได้ไปค านวณกบัสมการเส้นตรงท่ีได้จากกราฟ standard curve เพ่ือ

หาปริมาณวิตามินท่ีวิเคราะห์ได้ ซึ่งปริมาณวิตามิน B1 B2 และ C ท่ีค านวณได้ คือ 0.00026 

mg/mL (0.5241 mg), 0.00024 mg/mL (0.4847 mg) และ  0.01777 mg/mL (35.5402 mg) 

ตามล าดบั 
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4.4. ผลการวิเคราะห์สารละลายตวัอยา่งน า้ผกัและผลไม้บริษัท C 

 

รูปท่ี 37 Chromatogram สารละลายตวัอย่างบริษัท C ท่ีความยาวคล่ืน 245 nm 

 

 

รูปท่ี 38 Chromatogram สารละลายตวัอย่างบริษัท C ท่ีความยาวคล่ืน 268 nm 
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รูปท่ี 39 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน B1 บริษัท C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 40 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน B2 บริษัท C 
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รูปท่ี 41 กราฟ calibration curve ของสารละลายตวัอย่างวิตามิน C บริษัท C 

 

จากการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในสารละลายตัวอย่างน า้ผักและผลไม้ของบริษัท C 

พบว่าวิตามิน B1, B2 และ C มี retention time เท่ากับ 5.335, 17.063 และ 4.463 นาที และเม่ือ

น าคา่ peak area ท่ีวิเคราะห์ได้ไปค านวณกบัสมการเส้นตรงท่ีได้จากกราฟ standard curve เพ่ือ

หาปริมาณวิตามินท่ีวิเคราะห์ได้ ซึ่งปริมาณวิตามิน B1 B2 และ C ท่ีค านวณได้ คือ 0.00076 

mg/mL (2.2676 mg), 0.00011 mg/mL (0.3342 mg)  และ  0.01341 mg/mL (40.2224 mg) 

ตามล าดบั 



 
 

 
 

บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจยั 
  

ผลการวิจัยการพัฒนาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ี

ละลายน า้ในน า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู โดยวิธีการ

วิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้ท่ีท าการพฒันาขึน้ผ่านการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี

วิเคราะห์ ซึ่งประกอบด้วย ความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์ ความสมัพนัธ์อย่างเป็นเส้นตรงและช่วง

ความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ ความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ ปริมาณ

ต ่าสุดท่ีตรวจพบได้ ปริมาณต ่าสุดท่ีตรวจวดัเชิงปริมาณได้ ความคงทนของวิธีการทดสอบ และ

ความเหมาะสมของวิธีการทดสอบ 

ผลของการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานของแต่ละวิตามิน (Isocratic elution) 

จากผลความสัมพันธ์อย่างเป็นเส้นตรงและช่วงความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ  มีเกณฑ์

มาตรฐานท่ียอมรับได้อยู่ ท่ี  R2 ≥ 0.995  (อ้างอิง AOAC Guidelines for Single Laboratory 

Validation chemical Method for Dietary Supplements and Botanicals (6)) ค่ า  R2 ข อ ง

สารละลายมาตรฐาน B1, B2 และ C คือ 0.9984 ,1.0000 และ 0.9998 ซึ่งทัง้หมดผ่านเกณฑ์

มาตรฐานท่ียอมรับได้ 

จากผลความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ มีเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ขึน้อยู่กบัความเข้มข้น

ของการเจือจางสารละลายมาตรฐาน ซึ่งวิตามิน B1 มีการเจือจางจาก 100% เป็น 1% มี

ชว่ง%Recovery ท่ียอมรับได้คือ 92-105% วิตามิน B2 และ C มีการเจือจางจาก 100% เป็น 10% 

มีช่วง%Recovery ท่ียอมรับได้คือ 95-102% (อ้างอิง AOAC Guidelines for Single Laboratory 

Validation chemical Method for Dietary Supplements and Botanicals (6)) 

ผล %Recovery ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 ท่ีความเข้มข้น 0.0001, 0.0005 

และ 0.002 mg/mL คือ 83.4195% ,102.5106% และ 119.5801% พบว่าท่ีความเข้มข้น 0.0001 
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และ 0.002 mg/mL ไม่อยู่ในช่วงเกณฑ์มาตรฐาน แต่ท่ีความเข้มข้น 0.0005 mg/mL อยู่ในช่วง

เกณฑ์มาตรฐาน 

ผล %Recovery ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 ท่ีความเข้มข้น 0.0005, 0.002 และ 

0.008 mg/mL ท่ีได้คือ 135.5839%, 115.5332% และ 125.4075% ซึ่งมี %Recovery มากกว่า

เกณฑ์มาตรฐาน 

ผล %Recovery ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C ท่ีความเข้มข้น 0.002, 0.01 และ 

0.04 mg/mL คือ 102.5342%, 102.0919% และ 98.2970% ซึ่งท่ีความเข้มข้น 0.04 mg/mL อยู่

ในช่วงเกณฑ์มาตรฐาน และความเข้มข้น 0.002 และ 0.01 mg/mL มี%Recovery มากกว่าช่วง

เกณฑ์มาตรฐาน 

จากผลความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ โดยใช้วิธีการทดสอบซ า้และ intermediated 

precision มีเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ขึน้อยู่กับความเข้มข้นของการเจือจางสารละลาย

มาตรฐาน ซึ่งวิตามิน B1 มีการเจือจางจาก 100% เป็น 1% มีช่วง %RSD ท่ียอมรับได้อยู่ท่ี 2% 

วิตามิน B2 และ C  มีการเจือจางจาก 100% เป็น 10% มีช่วง %RSD ท่ียอมรับได้อยู่ท่ี 1.5% 

(อ้าง อิ ง  AOAC Guidelines for Single Laboratory Validation chemical Method for Dietary 

Supplements and Botanicals (6)) 

ผล %RSD ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B1 ท่ีความเข้มข้น 0.001, 0.005 และ 0.002 

mg/mL มี %RSD เท่ากับ 3.0129% ,6.8557% และ 1.8497% เม่ือท า intermediated precision 

ท่ีความเข้มข้นเดียวกัน มี %RSD เท่ากับ 9.1039%, 8.0464% และ 2.2572% พบว่า %RSD 

ทัง้หมดมากกว่าช่วงเกณฑ์มาตรฐาน ยกเว้นท่ีความเข้มข้น 0.002 mg/mL อยู่ในช่วงเกณฑ์

มาตรฐาน 

ผล %RSD ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน B2 ท่ีความเข้มข้น 0.001, 0.005 และ 0.002 

mg/mL มี %RSD เท่ากับ 2.0547%, 0.9956% และ 0.5517% เม่ือท า intermediated precision 

ท่ีความเข้มข้นเดียวกนั มี %RSD เท่ากบั 6.1559%, 1.6564% และ 0.4415% พบว่า %RSD ของ

วิธีการท าสอบซ า้ท่ีความเข้มข้น 0.005 และ 0.002 mg/mL อยู่ในช่วงเกณฑ์มาตรฐาน ความ

เข้มข้น 0.001 mg/mL มากกว่าช่วงเกณฑ์มาตรฐาน และ intermediate precision ท่ีความเข้มข้น 
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0.002 mg/mL มี %RSD อยูใ่นชว่งเกณฑ์มาตรฐาน และท่ีความเข้มข้น 0.001 และ 0.005 mg/mL 

มี %RSD มากกวา่ชว่งเกณฑ์มาตรฐาน  

ผล %RSD ของสารละลายมาตรฐานวิตามิน C ท่ีความเข้มข้น 0.0005, 0.002 และ 0.008 

mg/ml มี %RSD เทา่กบั 2.1088%, 0.8886% และ 0.5051% เม่ือท า intermediated precision ท่ี

ความเข้มข้นเดียวกนั มี %RSD เทา่กบั 21.0106%, 7.1704% และ 1.2531% พบวา่ %RSD ของ

วิธีการท าสอบซ า้ท่ีความเข้มข้น 0.002 และ 0.008 mg/mL อยูใ่นช่วงเกณฑ์มาตรฐาน ความเข้มข้น 

0.0005 mg/mL มากกวา่ช่วงเกณฑ์มาตรฐาน และเม่ือใช้วิธี intermediate precision ท่ีความ

เข้มข้น 0.008 mg/mL มี %RSD อยูใ่นช่วงเกณฑ์มาตรฐาน แตท่ี่ความเข้มข้น 0.0005 และ 0.002 

mg/mL มี %RSD มากกวา่ช่วงเกณฑ์มาตรฐาน  

ผลของปริมาณต ่าสุดท่ีตรวจพบได้ของวิตามิน B1, B2 และ C คือ 0.0945, 0.1922 และ 

0.4468 µg/mL ซึ่งวิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้สามารถตรวจพบได้ในปริมาณท่ีต ่ากว่าช่วงความ

เข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ 

ผลของปริมาณต ่าสุดท่ีตรวจวัดเชิงปริมาณได้ของวิตามิน B1, B2 และ C คือ 0.2863, 

0.5825 และ1.3540 µg/mL ซึ่งวิธีการวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้สามารถตรวจพบเชิงปริมาณได้ใน

ปริมาณท่ีต ่ากวา่ชว่งความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ 

ผลของการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐานของแต่ละวิตามินรวม (Gradient) 

จากผลความสัมพันธ์อย่างเป็นเส้นตรงและช่วงความเข้มข้นท่ีใช้ทดสอบ  มีเกณฑ์

มาตรฐานท่ียอมรับได้อยู่ ท่ี  R2 ≥ 0.995  (อ้างอิง AOAC Guidelines for Single Laboratory 

Validation chemical Method for Dietary Supplements and Botanicals (6)) ค่ า  R2 ข อ ง

สารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1, B2 และ C คือ 0.9976, 1.0000 และ 0.9997 ซึง่ทัง้หมดผา่น

เกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ 

จากผลความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ มีเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ขึน้อยู่กบัความเข้มข้น

ของการเจือจางสารละลายมาตรฐาน ซึ่งวิตามิน B1 มีการเจือจางจาก 100% เป็น 1% มีช่วง 

%Recovery ท่ียอมรับได้คือ 92-105% วิตามิน B2 และ C มีการเจือจางจาก 100% เป็น 10% มี



74 
 

 
 

ช่วง %Recovery ท่ียอมรับได้คือ 95-102% (อ้างอิง AOAC Guidelines for Single Laboratory 

Validation chemical Method for Dietary Supplements and Botanicals (6)) 

ผล %Recovery ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวมวิตามิน B1 ท่ีความเข้มข้น 0.0001, 

0.0005 และ 0.002 mg/mL คือ 143.3084%, 92.1185% และ 99.3031% จะเห็นวา่ท่ีความเข้มข้น 

0.0005 และ 0.002 mg/mL อยู่ในช่วงเกณฑ์มาตรฐาน แต่ความเข้มข้น 0.0001 mg/mL มี 

%Recovery มากกวา่ชว่งเกณฑ์มาตรฐาน  

ผล %Recovery ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวมวิตามิน B2 ท่ีความเข้มข้น 0.0005, 

0.002 และ 0.008 mg/mL คือ 96.4973%, 97.4859% และ 99.4958% ทกุความเข้มข้นอยู่ในชว่ง

เกณฑ์มาตรฐาน 

ผล %Recovery ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวมวิตามิน C ท่ีความเข้มข้น 0.002, 

0.01 และ 0.04 mg/mL คือ 67.2019%, 66.7657% และ 72.4501% ทุกความเข้มข้นอยู่ต ่ากว่า

เกณฑ์มาตรฐาน 

จะเห็นได้ว่า %Recovery มีทัง้ต ่ากว่าและสงูกวา่เกณฑ์มาตรฐาน อาจเกิดจากการชัง่สาร 

เน่ืองจากเคร่ืองชัง่ท่ีใช้ชัง่สารมีความไม่เท่ียงตรง ท าให้บางครัง้การชัง่น า้หนกัไม่เท่ากัน ในส่วน

สารละลายมาตรฐานวิตามินรวมวิตามิน C มี %Recovery ต ่าท่ีสดุ อาจเกิดจากการสลายตวัของ

วิตามินระหวา่งการวิเคราะห์  

จากผลความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ โดยใช้วิธีการทดสอบซ า้และ intermediated 

precision มีเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ขึน้อยู่กับความเข้มข้นของการเจือจางสารละลาย

มาตรฐาน ซึ่งวิตามิน B1 มีการเจือจางจาก 100% เป็น 1% มีช่วง %RSD ท่ียอมรับได้อยู่ท่ี 2% 

วิตามิน B2 และ C  มีการเจือจางจาก 100% เป็น 10% มีช่วง %RSD ท่ียอมรับได้อยู่ท่ี 1.5% 

(อ้าง อิ ง  AOAC Guidelines for Single Laboratory Validation chemical Method for Dietary 

Supplements and Botanicals (6)) 

ผล %RSD ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B1 ท่ีความเข้มข้น 0.001, 0.005 และ 

0.002 mg/mL มี  %RSD เท่ากับ 7.1528%, 8.4903% และ 2.1604% เ ม่ือท า  intermediated 
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precision ท่ีความเข้มข้นเดียวกนั มี %RSD เทา่กบั 7.0816%, 14.8508% และ 11.8567% พบว่า 

%RSD ทัง้หมดมากกวา่ชว่งเกณฑ์มาตรฐาน  

ผล %RSD ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม B2 ท่ีความเข้มข้น 0.001, 0.005 และ 

0.002 mg/mL มี  %RSD เท่ากับ 1.9743%, 1.7613% และ 2.1886% เ ม่ือท า  intermediated 

precision ท่ีความเข้มข้นเดียวกัน มี %RSD เท่ากับ 4.7334%,2.8203% และ 3.3438% พบว่า 

%RSD ทัง้หมดมากกวา่ชว่งเกณฑ์มาตรฐาน 

ผล %RSD ของสารละลายมาตรฐานวิตามินรวม C ท่ีความเข้มข้น 0.0005, 0.002 และ 

0.008 mg/mL มี %RSD เทา่กบั 3.3911%, 7.6835% และ 1.2441% เม่ือท า intermediated 

precision ท่ีความเข้มข้นเดียวกนั มี %RSD เทา่กบั 9.7865%, 7.3913% และ 8.0374% พบวา่ 

%RSD ทัง้หมดมากกวา่ช่วงเกณฑ์มาตรฐาน ยกเว้นท่ีความเข้มข้น 0.008 mg/ml ของวิธีทดสอบซ า้

ท่ีผา่นเกณฑ์มาตรฐาน 

 จาก %RSD ของสารละลายมาตรฐาน พบว่าสว่นใหญ่คา่ %RSD มากกวา่ช่วงเกณฑ์

มาตรฐาน ซึง่ %RSD สมัพนัธ์กบัความเท่ียงตรงของวิธีการวิเคราะห์ ซึง่อาจเกิดจากความผิดพลาด

ของการปิเปตสาร ท าให้คา่พืน้ท่ีใต้กราฟท่ีได้ไมเ่ทา่กนั หรือวิตามินเกิดการสลายตวัระหว่างการ

วิเคราะห์ ท าให้พืน้ท่ีใต้กราฟมีคา่ลดลงจากความเป็นจริง หรือเกิดจากความคลาดเคล่ือนของ

เคร่ือง HPLC ในการวิเคราะห์แตล่ะครัง้เน่ืองจากอายกุารใช้งานของ detector ท่ีใกล้ครบอายกุาร

ใช้งาน จงึท าให้เกิดความคลาดเคล่ือนจากคา่จริงได้ เน่ืองจากพบว่าในขวดเดียวกนัเม่ือท าการ

วิเคราะห์ซ า้ พืน้ท่ีใต้กราฟท่ีได้มีคา่เพิ่มขึน้หรือลดลงมากเชน่กนั 

ผลของปริมาณต ่าสุดท่ีตรวจพบได้ของวิตามินรวม B1, B2 และ C คือ 0.1228, 1.6903 

และ 2.7960 µg/mL 

ผลของปริมาณต ่าสดุท่ีตรวจวดัเชิงปริมาณได้ของวิตามินรวม B1, B2 และ C คือ 0.3722, 

5.1221 และ 8.4726 µg/mL 

ผลของความคงทนของวิธีทดสอบ โดยการเปล่ียน pH ของ mobile phase ท่ีใช้ในการ

วิเคราะห์จาก pH 2.90 เป็น 2.70 ซึง่ได้ท าการวิเคราะห์ retention time และทดสอบซ า้ 



76 
 

 
 

คา่ Retention time ท่ีได้ของสารมาตรฐานวิตามินรวม B1, B2 และ C มีคา่เทา่กบั 5.744, 

17.024 และ 4.503 นาที ตามล าดบั ซึง่คา่ท่ีได้เพิ่มขึน้จากเดมิเล็กน้อยเม่ือเทียบกบั pH 2.90 

ผลของ Repeatability พบว่า %RSD ของสารละลายมาตรฐานของวิตามินรวม B1 ท่ี

ความเข้มข้น 0.0001, 0.0005 และ 0.002 mg/ml มี %RSD เท่ากับ 4.0038%, 2.1443% และ 

2.1003% ซึง่ทกุความเข้มข้นมี %RSD มากกวา่ชว่งเกณฑ์มาตรฐาน 

ผล %RSD ของสารละลายมาตรฐานของวิตามินรวม B2 ท่ีความเข้มข้น 0.0005, 0.002 

และ 0.008 mg/ml มี %RSD เทา่กบั 2.1760%, 0.6437% และ 2.2197% ซึง่ท่ีความเข้มข้น 0.002 

mg/ml มี %RSD อยู่ในช่วงเกณฑ์มาตรฐาน และท่ีความเข้มข้น 0.0005 และ 0.008 mg/mL มี 

%RSD มากกวา่ชว่งเกณฑ์มาตรฐาน 

ผล %RSD ของสารละลายมาตรฐานของวิตามินรวม C ท่ีความเข้มข้น 0.002, 0.01 และ 

0.04 mg/ml มี %RSD คือ 8.3321%, 2.7493%และ 2.3321% พบวา่มี %RSD มากกวา่ชว่งเกณฑ์

มาตรฐาน ซึง่ผล %RSD สว่นใหญ่มีคา่มากกวา่ชว่งเกณฑ์มาตรฐานเชน่เดียวกบัก่อนปรับ pH 

ผลของความเหมาะสมของวิธีการทดสอบ โดยมีหัวข้อท่ีทดสอบคือ column efficacy, 

resolution และ symmetry factor 

ผลของ column efficacy มีเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ คือ N ≥ 2000 (อ้างอิง CDER 

Reviewer Guidance: Validation of Chromatographic Method (27)) สารละลายมาตรฐาน

วิ ต ามิ น  B1, B2 และ  C มี ค่ า  Theoretical Plate (N) คื อ  8652.0438, 42610.8397 และ 

30473.8472 ตามล าดบั และค่า Theoretical Plate (N) ของสารละลายตวัอย่างน า้ผกัและผลไม้

ของวิตามิน B1, B2 และ C มีค่า Theoretical Plate (N) คือ 40494.6662, 1520257.9527 และ 

43626.3233 ตามล าดบั 

ผลของ Resolution มีเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ คือ R ≥ 2.0 (อ้างอิง CDER Reviewer 

Guidance: Validation of Chromatographic Method (27)) สารละลายมาตรฐานระหวา่งวิตามิน 

B1 และ C มีคา่เทา่กบั 0.95 ระหวา่งวิตามิน B2 และสารท่ีใกล้ท่ีสดุ มีคา่เทา่กบั 3.216, สารละลาย

ตวัอย่างน า้ผกัและผลไม้ระหว่างวิตามิน B1 และ C มีค่าเท่ากับ 0.903 ระหว่างวิตามิน B2 และ
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สารท่ีใกล้ท่ีสดุ มีคา่เท่ากบั 1.77 ซึ่ง คา่ R ท่ีได้ต ่ากว่าเกณฑ์มาตรฐาน ยกเว้นระหว่างสารละลาย

มาตรฐาน B2 และสารท่ีใกล้ท่ีสดุ 

จากผลจะเห็นว่าวิตามิน C และ B1 ทัง้ของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอย่าง

น า้ผกัและผลไม้มีคา่ R ต ่า เน่ืองจากฐานของพีควิตามินท่ีแยกได้มีความกว้าง ท าให้เม่ือสิน้สดุพีค

ของวิตามิน C แล้วตรวจพบฐานของพีควิตามิน B1 ทนัที จงึท าให้คา่ R ต ่า ในสว่นของสารละลาย

ตวัอย่างน า้ผักและผลไม้ วิตามิน B2 และสารท่ีใกล้ท่ีสุด มีค่า R ต ่ากว่าสารละลายมาตรฐาน 

เน่ืองจากในน า้ผกัและผลไม้มีสารอ่ืนเป็นส่วนประกอบมากกว่าสารมาตรฐาน วิธีการท่ีพฒันาขึน้

จงึอาจไมดี่พอในการแยกสาร 

ผลของ symmetry factor มีเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ คือ tailing factor ≤  2.0 (อ้างอิง 

CDER Reviewer Guidance: Validation of Chromatographic Method (27)) โดยค่า  tailling 

factor ของสารละลายมาตรฐาน วิตามิน B1, B2 และ C มีค่าเท่ากับ 1.73, 0.981 และ 1.137 

ตามล าดบั และสารละลายตวัอย่างน า้ผกัและผลไม้ วิตามิน B1, B2 และ C มีคา่เทา่กบั 2.2, 1.47 

และ 1.25 ตามล าดบั ซึง่คา่ tailing factor ของสารละลายมาตรฐานมีคา่ ≤ 2 ยกเว้นในน า้ผกัและ

ผลไม้ของวิตามิน B1 ท่ีมีคา่ tailing factor ≥ 2 
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การคดัเลือกน า้ผกัและผลไม้ส าเร็จรูปจากร้านสะดวกซือ้ทัง้หมด 3 บริษัท โดยปริมาณ

วิตามินท่ีวิเคราะห์ได้ มีดงันี ้ 

ตารางท่ี 35 ปริมาณวิตามินท่ีวิเคราะห์ได้ 

 

จากผลการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีวิเคราะห์ได้เทียบกับ %RDI ท่ีระบขุ้างกล่อง พบว่า 

บริษัท A มีปริมาณวิตามิน B1 มากกว่าท่ีระบุ แต่มีปริมาณวิตามิน B2 และ C น้อยกว่าท่ีระบุ 

บริษัท B มีปริมาณวิตามิน B1 และ C มากกวา่ท่ีระบ ุแตมี่ปริมาณวิตามิน B2 น้อยกวา่ท่ีระบ ุและ

บริษัท C มีปริมาณวิตามิน B1 มากกว่าท่ีระบ ุแตมี่ปริมาณวิตามิน C น้อยกว่าท่ีระบ ุส่วนวิตามิน 

B2 พบวา่มีปริมาณใกล้เคียงกบัท่ีระบ ุ

โดยจากการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินในน า้ผักและผลไม้ พบว่าบางบริษัทมีปริมาณ

วิตามินท่ีมากกว่าท่ีระบุไว้ อาจเน่ืองมาจากการใส่ปริมาณวิตามินลงในน า้ผกัและผลไม้มากเกิน

กวา่ท่ีระบ ุและบางบริษัทมีปริมาณวิตามินท่ีน้อยกวา่ท่ีระบ ุอาจเน่ืองมาจากการใสป่ริมาณวิตามิน

บริษัทน า้ผกั 

และผลไม้ 

(วนัหมดอาย)ุ 

B1 

%RDI (mg) 

จากการ

วิเคราะห์ 

(mg) 

B2 

%RDI (mg) 

จากการ

วิเคราะห์ 

(mg) 

C 

%RDI (mg) 

จากการ

วิเคราะห์ 

(mg) 

A 

(9/07/19) 

25%  

(0.3750 mg) 

0.7960 25% 

(0.4250 mg) 

0.0244 80% 

(48.0000 mg) 

13.2253 

B 

(17/08/19) 

30%  

(0.4500 mg) 

0.5241 30% 

(0.5100 mg) 

0.4847 50% 

(30.0000 mg) 

35.5402 

C 

(19/12/18) 

20% 

(0.3000 mg) 

2.2676 20% 

(0.3400 mg) 

0.3342 160% 

(96.0000 mg) 

40.2224 
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ลงในน า้ผกัและผลไม้น้อยเกินกว่าท่ีระบ ุหรือเกิดการสลายตวัของวิตามิน ท าให้ปริมาณวิตามิน ท่ี

ตรวจพบมีปริมาณน้อยกวา่ท่ีระบ ุ

 

ข้อเสนอแนะส าหรับงานวิจยั 

จากผลการวิเคราะห์พบว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ ข้อดีคือ สามารถแยกวิตามิน B1, B2 

และ C ได้ ใช้เวลาวิเคราะห์ไม่นาน (ใช้เวลาในการวิเคราะห์ 25 นาที) มีความสะดวกรวดเร็ว 

mobile phase ท่ีใช้เป็นพิษตอ่ร่างกายและสิ่งแวดล้อมต ่า แตผ่ลการวิเคราะห์บางคา่ไมผ่า่นเกณฑ์

มาตรฐาน จึงเสนอแนะในการปรับวิธีวิเคราะห์ จากการปรับ pH ในหัวข้อ Robustness พบว่า

วิตามิน B1 และ C แยกออกจากกนัได้ดีขึน้ ส าหรับ %Recovery และ %RSD ถ้าพฒันาศกัยภาพ

ในการท าการปฏิบัติการ และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการวิจัยมีความเท่ียงตรงมากขึน้ คาดว่าท าให้

ผลการวิจยัท่ีได้อยูใ่นชว่งเกณฑ์มาตรฐานท่ียอมรับได้ 
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แบบฟอร์มรายงานการเงิน 
 

รายงานสรุปการเงิน 

โครงการวิจยัประเภทงบประมาณเงินรายได้คณะเภสชัศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา  

ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2561  มหาวิทยาลยับรูพา 
 

ช่ือโครงการ  การพฒันาและตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ปริมาณวิตามินท่ีละลายน า้ใน
น า้ผกั และผลไม้ส าเร็จรูปด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู  

ช่ือหวัหน้าโครงการวิจยัผู้ รับทนุ  ภญ.อ.ดร. สมาวดี  เปล่ียนวงษ์ 

รายงานในช่วงตัง้แตว่นัท่ี 1 ตลุาคม 2560   ถึงวนัท่ี  30 กนัยายน 2561 

ระยะเวลาด าเนินการ  1  ปี  -  เดือน  
 

รายรับ 

จ านวนเงินท่ีได้รับ (100%)  10,500  บาท   เม่ือ 29 สิงหาคม 2561 
 

รายจา่ย 

รายการ งบประมาณท่ีตัง้ไว้ งบประมาณท่ีใช้

จริง 

จ านวนเงินคงเหลือ/

เกิน 

1. คา่อปุกรณ์และสารเคมี 

- Methanol, HPLC grade 

- Filter 

- pipet tips 

- Syringe 

8,500 

 

 

3,321.28 

1,851.10 

2,782.00 

462.00 

83.62 

2. คา่วสัดสุ านกังาน 200 147 53 

3. คา่ใช้สอย 

- คา่โปสเตอร์ 

300  

300 

-800 
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- คา่ถ่ายเอกสารและเลม่งานวิจยั 800 

4. คา่น าเสนองานวิจยั 1,500 1,500 0 

รวม 10,500 11,163.38 -663.38 

 

 (....................................................) 

              อาจารย์ท่ีปรึกษาโครงงานวิจยั  
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