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บทคัดย่อ 
งานวิจยันีไ้ด้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับหาปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในตวัอย่างเคร่ืองดื่ม

และหญ้าหวาน โดยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟีร่วมกบัตวัตรวจวดัไดโอดอาเรย์  คอลมัน์ที่ใช้ในการ
วิเคราะห์คือ Luna C18 ความยาวคอลมัน์ 250 มิลลิเมตร   เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 4.6 มิลลิเมตรและขนาดอนุภาค          
ที่บรรจุในคอลัมน์ 5 ไมโครเมตร ความยาวคลื่นตรวจวัดคือ 210 นาโนเมตร จากการศึกษาพบว่าองค์ประกอบของ              
เฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมคือ อะซิโตไนไตรล์และน า้  (พีเอช 3.5) ที่อัตราส่วน 35:65 โดยปริมาตร อัตราการไหลของ               
เฟสเคลื่อนที่คือ 0.60 มิลลิลิตรต่อนาที ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม  ใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 8 นาที ขีดจ ากดัการ
ตรวจวัดของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์คือ 0.03 มิลลิกรัมต่อลิตรและขีดจ ากัดการวิเคราะห์ปริมาณของรีบาว           
ดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์คือ 0.10 มิลลิกรัมต่อลิตร ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) ของกราฟมาตรฐาน (0.01 ถึง 5.00 
มิลลิกรัมต่อลิตร) ของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์คือ 0.9990 และ 0.9998 ตามล าดบั ความเที่ยงจากการวิเคราะห์
ภายในวันในเทอมของรีเทนชันไทม์และพืน้ที่พีกของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์มี ร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สมัพทัธ์อยู่ในช่วง 0.17-2.36 และ 0.10-2.04 ตามล าดบั และความเที่ยงระหว่างวนัในเทอมของรีเทนชันไทม์ และพืน้ที่            
พีกของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์มี ร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์อยู่ในช่วง 0.07-3.99 และ 0.11-6.94 
ตามล าดบั ความแมน่ในเทอมของร้อยละการกลบัคืนของสารที่สนใจทัง้สองอยูใ่นช่วง 92.0-101.3 วิธีที่น าเสนอนีส้ามารถ
ประยกุต์ใช้กบัการหาปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในตวัอยา่งเคร่ืองดื่มและหญ้าหวานได้   
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 Abstract  
 The optimized conditions for the determination of two steviol glycosides, namely rebaudioside A and 
stevioside in beverage and stevia samples by using high-performance liquid chromatography coupled with 
diode array detector was studied. Analytical column was Luna C18 (4.6 mm x 250 mm, 5 micrometer). Both 
analytes were detected at 210 nm. It was found that the optimized mobile phase comprised acetonitrile and 
water (pH 3.5) in ratio of 35:65 (%v/v). The flow rate of mobile phase was 0.60 mL/min. Under these optimized 
conditions, analysis time was about 8 min. The limits of detection were 0.03 mg/L for rebaudioside A and 
stevioside, and the limits of quantitation were 0.10 mg/L for rebaudioside A and stevioside. Correlation 
coefficients of calibration curves from 0.01 to 5.00 mg/L were 0.9990 for rebaudioside A, and 0.9998 for 
stevioside. Intra-day precisions in terms of percent relative standard deviation of retention times and peak 
areas were 0.17-2.36 for rebaudioside A, and 00.10-2.04 for stevioside. Inter-day precisions in terms of 
percent relative standard deviation of retention times and peak areas were 0.07-3.99 for rebaudioside A, and 
0.11-6.94 for stevioside. Accuracy of the purposed methods for rebaudioside A and stevioside in terms of 
percent recovery was in the range 92.0-101.3. The proposed method could be applied to determine 
rebaudioside A and stevioside in beverage and stevia samples. 
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บทน า 

รีบาวดิโอไซด์ เอ (Rebaudioside A) และสตีวิโอไซด์ (Stevioside) เป็นสารส าคญัซึ่งสามารถสกัดได้จากหญ้า
หวาน (Stevia Rebaudiana Bertoni, Stevia) ทัง้รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์เป็นสารประกอบกลุ่มไกลโคไซด์ที่
เรียกว่า สตีวิออลไกลโคไซด์ (Steviol glycosides) ซึ่งได้รับการอนมุตัิโดยองค์การอาหารและยาของสหรัฐฯ ว่าปลอดภยั
และน ามาใช้กนัอยา่งแพร่หลายเพื่อใช้เป็นสารให้ความหวานตามธรรมชาติหรืออาหารเสริมในอาหารและเคร่ืองดื่มต่าง ๆ  
เนื่องจากมีรสชาติหวานกว่าน า้ตาลซูโครส 250-300 เท่า (Gasmalla et al., 2015) หญ้าหวานเป็นพืชสมุนไพรที่มนุษย์
รู้จักมาเป็นเวลานาน ใช้เป็นสารทดแทนความหวานแคลอร่ีต ่า  นอกจากนีส้ารสกัดจากหญ้าหวานยงัมีข้อดีอีกหลาย
ประการ เช่น ทนตอ่กรดและความร้อน ไมถ่กูย่อยสลายด้วยจลุินทรีย์ เมื่อน ามาเป็นสว่นผสมในอาหารจึงไม่ท าให้เกิดการ
เน่าเสยี และไม่ถกูดดูซมึในระบบย่อยอาหาร  จึงเหมาะอย่างยิ่งกบัผู้ที่เป็นโรคอ้วน โรคเบาหวาน โรคความดนัโลหิต และ
โรคหวัใจ  จึงท าให้เป็นทางเลือกใหม่ที่นา่สนใจต่อผู้ที่เป็นโรคอ้วนและโรคเบาหวานเพิ่มขึน้ทัว่โลก ในปัจจบุนัสารทดแทน
ความหวาน เช่น ซูโครสและแอสปาแตม แม้จะให้ความหวานสงูและใช้ในเชิงพาณิชย์มาก  แต่สารทดแทนความหวาน
เหลา่นีเ้ป็นสารที่ได้จากการสงัเคราะห์เป็นสว่นใหญ่ (Kim & Kinghorn, 2002) แอสปาแตมเป็นสารทดแทนความหวานที่
ไม่ให้พลงังาน แต่มีข้อเสียคือโครงสร้างสารจะเปลี่ยนไปเมื่อถูกความร้อนสงูและเมื่อเก็บไว้เป็นเวลานาน จึงไม่ควรใช้
แอสปาแตมในการปรุงอาหารและไม่ควรเก็บไว้นานๆ  อีกทัง้การบริโภคแอสปาแตมท าให้มีความเสี่ยงต่อโรคมะเร็งปอด
และมะเร็งตบัได้ แตใ่นสว่นของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ซึง่เป็นสารประกอบท่ีได้มาจากแหลง่ธรรมชาติ สามารถใช้
ปรุงอาหารที่ความร้อนสงูได้และยงัได้ผ่านการรับรองจากส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา  นอกจากนีย้ังไม่พบ
รายงานเร่ืองอนัตรายจากการใช้ อย่างไรก็ตาม ในปัจจบุนัอตุสาหกรรมอาหารของประเทศไทยมีการใช้วตัถเุจือปนอาหาร
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ในกระบวนการผลิตและกระบวนการเตรียมอาหารในธุรกิจเพิ่มมากขึน้  เพื่อท าให้อาหารมีคณุลกัษณะที่ต้องการหรือยื ด
อายกุารเก็บผลิตภณัฑ์อาหาร  อาจท าให้มีความเสี่ยงต่อการได้รับสารเคมีที่เป็นอนัตรายต่อสขุภาพของผู้บริโภคเพิ่มขึน้
หากมีการใช้ที่ไม่ถกูต้อง  ปริมาณสตีวิออลไกลโคไซด์สงูสดุที่กระทรวงสาธารณสขุ (ฉบบัท่ี 381) พ.ศ. 2559 อนญุาตให้ใช้
ในหมวดเคร่ืองดื่ม (Notification of the Ministry of Public Health, 2016) แสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1  ปริมาณสตีวิออลไกลโคไซด์สงูสดุที่กระทรวงสาธารณสขุ (ฉบบัท่ี 381) พ.ศ. 2559  
    อนญุาตให้ใช้ในหมวดเคร่ืองดื่ม 

หมวดเคร่ืองดื่ม ปริมาณสูงสุดที่อนุญาต (มิลลกิรัมต่อกิโลกรัม) 
เคร่ืองดื่มที่มีนมเป็นสว่นประกอบหลกั 70 

น า้ผลไม้และน า้ผกั 200 
เคร่ืองดื่มแตง่กลิน่รส 115 

กาแฟ เคร่ืองดืม่แทนกาแฟ ชา เคร่ืองดื่มสมนุไพร และ 
เคร่ืองดื่มจากธญัพชืชนิดตา่ง ๆ ไมร่วมโกโก้ 

200 

เคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์ท่ีแตง่กลิน่รส 200 
 

การวิเคราะห์ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์มีโครงสร้างทางเคมีแสดงดงัภาพที่ 1  จึงมีความส าคญั
และจ าเป็นเพื่อความปลอดภยัของผู้บริโภค  และควบคมุปริมาณการใช้ให้เป็นไปตามกฎหมายก าหนด ปัจจุบนัมีรายงาน
การวิเคราะห์รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์หลายเทคนิค ได้แก่ เทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High-
performance liquid chromatography, HPLC) ร่วมกับตัวตรวจวัดยูวี  (Aranda-Gonzalez et al., 2015; Bovanova             
et al., 1995) ลิควิดโครมาโทกราฟีและใช้แมสสเปกโทรมิเตอร์เป็นตัวตรวจวัด (Molina-Calle et al., 2016; Riecktal., 
2010) เทคนิคอุลตร้าไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิด โครมาโทกราฟี (Ultra-high performance liquid chromatography, 
UHPLC) และใช้แมสสเปกโทรมิเตอร์เป็นตัวตรวจวัด (Gardana et al., 2010) และเทคนิคแคปิลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส 
(Capillary electrophoresis, CE) (Pavlíček & Tuma, 2017; Liu & Li, 1995) 
 งานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีการวิเคราะห์รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในตวัอยา่งเคร่ืองดื่มและหญ้าหวาน  โดยใช้
เทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี โดยใช้คอลมัน์ชนิดรีเวิร์สเฟสและใช้ตวัตรวจวดัเป็นไดโอดอาเรย์ เนื่องจาก
มีต้นทนุในการวิเคราะห์ต ่า แตม่ีความแมน่และความเที่ยงสงู 
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                                                            (1)                                                               (2) 

ภาพที่ 1  โครงสร้างเคมีของรีบาวดิโอไซด์ เอ (1) และสตีวิโอไซด์ (2) 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. สารเคมีและอุปกรณ์ 
    สารรีบาวดิโอไซด์ เอ (C44H70O23) ความบริสุทธ์ิมากกว่าร้อยละ 98.0 และสตีวิโอไซด์ (C38H60O18) ความบริสุทธ์ิ
มากกว่าร้อยละ 80.0 เป็นเกรดวิเคราะห์ของบริษัท Tokyo Chemical Industry (TCI) ประเทศญ่ีปุ่ น  อะซิโตไนไตรล์และ 
เมทานอลเกรด HPLC ของบริษัท Honeywell ประเทศสหรัฐอเมริกา กรดฟอสฟอริก ความเข้มข้นร้อยละ 85 ของบริษัท 
QRëc ประเทศนิวซีแลนด์  น า้ที่ ใช้ในการทดลองคือน า้ปราศจากไอออน (18.3 M) จากเคร่ืองผลิตน า้  Water 
Purification System รุ่น EASYpure LF ของบริษัท Barnsted ประเทศเยอรมนั ไมโครไซริงค์ (micro syringe) ขนาด 100 
ไมโครลิตรของบริษัท Agilent ประเทศสหรัฐอเมริกา ไซริงจ์ฟิลเตอร์ชนิดพอลิไวนิลลิดีนฟลอูอไรด์ (syringe filter PVDF) 
ขนาดรู 0.45 ไมโครเมตร ของบริษัท Chrom Tech ประเทศสหรัฐอเมริกา แผ่นเมมเบรนส าหรับใช้กรองเฟสเคลื่อนที่ชนิด
ไนลอน ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เส้นผา่นศนูย์กลาง 47 มิลลเิมตร บริษัท Whatman ประเทศสหรัฐอเมริกา 
2. เคร่ืองมือ 

เคร่ืองไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟีที่ ใช้ เป็นของบริษัท Agilent รุ่น 1260 Infinity II ประเทศ
สหรัฐอเมริกา และตัวตรวจวัดแบบไดโอดอาเรย์ คอลมัน์วิเคราะห์คือ Luna C18  ความยาว 250 มิลลิเมตร เส้นผ่าน
ศนูย์กลางภายใน 4.6 มิลลิเมตร และมีขนาดอนุภาคที่บรรจุในคอลมัน์ 5 ไมโครเมตร ของบริษัท Phenomenex ประเทศ
สหรัฐอเมริกา สว่นฉีดสาร (injector) เป็นชนิด Rheodyne ปริมาตรฉีดคือ 20 ไมโครลิตร ความยาวคลื่นที่ใช้ตรวจวดัคือ 
210 นาโนเมตร  ชุดกรองเฟสเคลื่อนที่ ขนาด 1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Gelman Sciences ประเทศสหรัฐอเมริกา      
การวิเคราะห์ใช้การชะแบบไอโซเครติก (isocratic elution) ที่อณุหภมูิห้อง 
3. สารละลายมาตรฐาน 
       การเตรียมสารละลายมาตรฐานของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ ความเข้มข้น 500.0 มิลลกิรัมตอ่ลติร เตรียมโดย
การชัง่สารมาตรฐานแต่ละชนิดอย่างละ 0.0050 กรัม ลงในขวดวดัปริมาตร  ขนาด 10 มิลลลิิตร ละลายและปรับปริมาตร
ด้วยน า้ปราศจากไอออนจนถึงขีดวดัปริมาตร  สารละลายมาตรฐานความเข้มข้นตา่ง ๆ เตรียมโดยการเจือจางสารละลาย
มาตรฐานท่ีเตรียมขึน้และเจือจางด้วยน า้ปราศจากไอออน  
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4. การเตรียมตัวอย่าง 
       เตรียมตวัอยา่งเคร่ืองดื่มโดยวธีิการเจือจาง  โดยการปิเปตตวัอยา่งเคร่ืองดื่มในปริมาตรที่เหมาะสม ลงในขวดปริมาตร 
จากนัน้ปรับปริมาตรด้วยน า้ปราศจากไอออน  กรองสารละลายตัวอย่างที่เตรียมได้โดยใช้ไซริงซ์ฟิลเตอร์ และน าไป
วิเคราะห์ด้วย HPLC  ส าหรับตวัอย่างผงสารสกดัหญ้าหวาน เตรียมโดยการชัง่ผงสารสกดัหญ้าหวาน 0.1500 กรัม ลงใน
ขวดวดัปริมาตร ขนาด 10 มิลลลิติร  ละลายและปรับปริมาตรด้วยน า้ปราศจากไอออนจนถงึขีดวดัปริมาตร จากนัน้เจือจาง
สารละลายตวัอย่างที่เตรียมได้  กรองด้วยไซริงซ์ฟิลเตอร์ และน าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC  ส าหรับตวัอย่างใบหญ้า
หวานอบแหง้ วิธีการเตรียมดดัแปลงจากวธีิของ Vaněk และคณะ (Vaněk et al., 2001) เตรียมโดยการชัง่ตวัอยา่งใบหญ้า
หวานอบแห้ง 1.0000 กรัม ลงในบีกเกอร์ เทน า้เดือดปริมาตร 40 มิลลิลิตร และต้มต่อเป็นเวลา 30 วินาที ทิง้ไว้ให้เย็น            
ที่อุณหภูมิห้อง กรองด้วยกระดาษกรองลงในขวดวดัปริมาตร ขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยน า้ปราศจาก
ไอออน จากนัน้เจือจางสารละลายที่เตรียมได้ กรองด้วยไซริงซ์ฟิลเตอร์ และน าไปวิเคราะห์ด้วย HPLC  
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
ตอนที่ 1 การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ 
1.1 ผลของร้อยละอะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลื่อนที่ 
       ในการศึกษาผลของร้อยละอะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลื่อนที่ต่อโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมของรีบาว           
ดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ ความเข้มข้น 1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร ศึกษาองค์ประกอบของเฟสเคลื่อนที่ของอะซิโตไนไตรล์  
ตอ่น า้ที่อตัราสว่น 34:66  35:65 และ 36:64 โดยปริมาตร ผลของร้อยละอะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลือ่นที่ต่อโครมาโทแกรม   
ของสารละลายมาตรฐานผสมแสดงดังภาพที่ 2  จากภาพเห็นได้ว่าเมื่อร้อยละของอะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลื่อนที่                 
เพิ่มขึน้  ส่งผลให้ค่ารีเทนชันไทม์และค่าการแยกของสารลดลง การที่ค่ารีเทนชันไทม์ของสารลดลงเมื่อเพิ่ม ร้อยละ                 
ของอะซิโตไนไตรล์ เนื่องจากในระบบรีเวิร์สเฟสโครมาโทกราฟี  สารสามารถถูกชะออกมาเร็วขึน้โดยการลดความ                       
มีขัว้ของเฟสเคลื่อนที่ หรือกล่าวอีกอย่างหนึ่ง โดยการเพิ่มร้อยละของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีความมีขัว้น้อยกว่าน า้               
ในการศกึษานี ้ องค์ประกอบของเฟสเคลือ่นท่ีคืออะซิโตไนไตรล์และน า้  โดยอะซิโตไนไตรล์มีความมีขัว้น้อยกวา่น า้  ดงันัน้  
เมื่อเพิ่มร้อยละของอะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลือ่นท่ี ความมีขัว้ของเฟสเคลือ่นท่ีลดลง (ความแรงการชะเพิ่มขึน้)  ท าให้สารที่
ต้องการวิเคราะห์เคลือ่นท่ีออกจากคอลมัน์ได้เร็วขึน้  และจากโครมาโทแกรมเห็นได้วา่ รีบาวดิโอไซด์ เอ ถกูชะออกมาก่อน
สตีวิโอไซด์  เนื่องจากเมื่อพิจารณาโครงสร้างของสารทัง้สอง  รีบาวดิโอไซด์ เอ มีจ านวนหมูไ่ฮดรอกซิลมากกวา่สตีวิโอไซด์ 
นัน่คือรีบาวดิโอไซด์ เอ มีขัว้มากกว่าสตีวิโอไซด์ ด้วยเหตนุี ้ เมื่อเพิ่มร้อยละของอะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลื่อนท่ี (ลดความมี
ขัว้ของเฟสเคลื่อนที่) รีบาวดิโอไซด์ เอ จึงถกูชะออกมาก่อนสตีวิโอไซด์ อย่างไรก็ตาม เมื่ออะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลื่อนที่
มากกว่าร้อยละ 35 พีกของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์แยกไมส่มบรูณ์ ดงันัน้ อตัราสว่นของอะซิโตไนไตรล์ตอ่น า้ใน
เฟสเคลือ่นท่ีที่เหมาะสมคือ 35:65 โดยปริมาตร 
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ภาพที ่2  ผลของร้อยละอะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลือ่นท่ีตอ่โครมาโทแกรมของรีบาวดิโอไซด์ เอ (พีก 1)  
               และสตีวิโอไซด์ (พีก 2) องค์ประกอบของเฟสเคลือ่นท่ีของอะซิโตไนไตรล์ตอ่น า้ที่อตัราสว่น  
               (a) 34:66 (b) 35:65 และ (c) 36:64 โดยปริมาตร อตัราการไหลของเฟสเคลือ่นท่ีคือ 0.60 มิลลลิติรตอ่นาท ี
 
1.2 ผลการศึกษาพีเอชของน า้ในเฟสเคลื่อนที่ 
       ในการศึกษาผลของพีเอชของน า้ในเฟสเคลื่อนที่ต่อโครมาโทแกรมของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์  โดยศึกษา    
พีเอชของน า้ 3.5, 4.0 และ 6.7 (ไม่ปรับพีเอช) ในการศึกษานี ้เฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วยอะซิโตไนไตรล์ต่อน า้ที่อตัราส่วน 
35:65 โดยปริมาตร  ผลการศึกษาแสดงในโครมาโทแกรมดงัภาพท่ี 3  จากภาพเห็นได้ว่า  ในช่วงพีเอชที่ศึกษามีผลตอ่ค่า  
รีเทนชนัไทม์ คา่การแยก และความสงูพีกของรีบาวดโิอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ไมม่ากหรือแทบไมม่ีผล  เนื่องจากคา่พีเอชที่
ศึกษามีค่าน้อยกว่าค่า pKa ของสารที่สนใจทัง้สองมาก (pKa 11.75 ส าหรับรีบาวดิโอไซด์ เอ และ pKa 11.84 ส าหรับ  
สตีวิโอไซด์) ท าให้โครงสร้างโมเลกุลของสารไม่ต่างกันมาก  โดยสารที่ต้องการวิเคราะห์ทัง้สองอยู่ในรูปโปรโตเนต 
(protonated form) อยา่งไรก็ตาม จากการศกึษาพบวา่ ที่พีเอช 3.5 สารท่ีสนใจแยกกนัอยา่งสมบรูณ์ ด้วยคา่แฟคเตอร์การ
แยก (separation factor) 1.10 และค่าการแยก 1.51 ดงันัน้ จึงเลอืกพีเอชของน า้ 3.5 เป็นค่าที่เหมาะสมในการวิเคราะห์  
รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3  ผลของพีเอชของน า้ในเฟสเคลือ่นท่ีตอ่โครมาโทแกรมของรีบาวดิโอไซด์ เอ (พีก 1) และสตีวิโอไซด์ (พีก 2)  
               องค์ประกอบของเฟสเคลือ่นท่ีของอะซิโตไนไตรล์ตอ่น า้ที่อตัราสว่น 35:65 โดยปริมาตร (a) พีเอช 3.5  
               (b) พีเอช 4.0 และ (c) พีเอช 6.7 อตัราการไหลของเฟสเคลือ่นท่ีคือ 0.60 มิลลลิติรตอ่นาที 
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1.3 ผลอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 
       การศึกษาผลของอตัราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ต่อโครมาโทแกรมของสารที่ต้องการวิเคราะห์ โดยศึกษาอตัราการ
ไหลของเฟสเคลื่อนที่ 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที จากการศึกษาแสดงผลในโครมาโทแกรมดงัภาพที่ 4  จากผล
การศกึษาเห็นได้วา่ อตัราการไหลมีผลต่อคา่รีเทนชนัไทม์และการแยกของสารรีบาวดิโอไซด์และสตีวิโอไซด์  เมื่ออตัราการ
ไหลเพิ่มขึน้ ส่งผลให้เวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ลดลง และการแยกของสารที่ต้องการวิเคราะห์ทัง้สองลดลง ดงันัน้ เมื่อ
พิจารณาในเทอมของเวลาในการวิเคราะห์และการแยก จึงเลอืกอตัราการไหลของเฟสเคลือ่นท่ีที่ 0.6 มิลลลิติรตอ่นาที เป็น
อตัราการไหลที่เหมาะสม ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมนี ้คา่การแยกของสารมีคา่ 1.51 และแฟคเตอร์การแยกมีคา่ 1.10  
       ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมนี ้การวิเคราะห์สารรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ สามารถวิเคราะห์ได้ภายใต้เวลา 8 
นาที ซึง่น้อยกวา่งานวิจยัของ Martono และคณะ (Martono et al., 2016) ที่ใช้เวลาวิเคราะห์ประมาณ 10 นาที นอกจากนี ้
องค์ประกอบของเฟสเคลือ่นท่ีที่ใช้ในการวิเคราะห์สารทัง้สองนีม้ีเพียงอะซิโตไนไตรล์และน า้เทา่นัน้ ไมม่ีองค์ประกอบของ
กรดไตรฟลอูอโรอะซิติกซึง่เป็นองค์ประกอบสว่นหนึง่ของเฟสเคลือ่นท่ีที่ใช้ในงานของ Martono 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4  ผลของอตัราการไหลของเฟสเคลือ่นท่ีตอ่โครมาโทแกรมของรีบาวดิโอไซด์ เอ (พีก 1) และสตีวิโอไซด์ (พีก 2)  
               องค์ประกอบของเฟสเคลือ่นท่ีของอะซิโตไนไตรล์ตอ่น า้ (พีเอช 3.5) ที่อตัราสว่น 35:65 โดยปริมาตร 
 
ตอนที่ 2 การศึกษาความถกูต้องและความน่าเชื่อถอืของวิธีวิเคราะห์ 
       ความถกูต้องและความนา่เช่ือถือของวิธีวเิคราะห์  ศกึษาในเทอมของขดีจ ากดัการตรวจวดั (limit of detection, LOD)  
และขีดจ ากัดการวิเคราะห์ปริมาณ (limit of quantification, LOQ) ซึ่งค่า LOD และ LOQ ค านวณจากการหาอตัราสว่น
ของสญัญาณ (signal) ตอ่สญัญาณรบกวน (noise) ที่ 3:1 และ 10:1 ตามล าดบั ความเป็นเส้นตรง (linearity) ท าโดยการ
วิเคราะห์ความเข้มข้นของสารที่ต้องการวิเคราะห์แต่ละชนิด ๆ ละ 6 ความเข้มข้น โดยแต่ละความเข้มข้นวิเคราะห์ 3 ครัง้ 
(n = 3) ความเที่ยงภายในวัน (intra-day precision) ของวิธีวิ เคราะห์ ท าโดยวิเคราะห์สารแต่ละชนิดที่  3 ระดับ                  
ความเข้มข้น แต่ละระดับความเข้มข้นวิเคราะห์ 7 ครัง้ ความเที่ยงระหว่างวนั (inter-day precision) ของวิธีวิเคราะห์                
ท าโดยวิเคราะห์สารแต่ละชนิดที่ 3 ระดบัความเข้มข้น แต่ละระดบัความเข้มข้นวิเคราะห์ 3 ครัง้ เป็นเวลา 3 วนั ส าหรับ
ความแม่นของวิธีวิเคราะห์  ศึกษาในเทอมของร้อยการได้กลบัคืน โดยการเติมสารละลายมาตรฐาน 3 ระดบัความเข้มข้น
ลงในตวัอย่าง  แต่ละความเข้มข้นวิเคราะห์ 3 ครัง้ ผลการศึกษาความถกูต้องและความน่าเช่ือถือของวิธีวิเคราะห์แสดง            
ดงัตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2  คา่ที่ได้จากการศกึษาความถกูต้องและความนา่เช่ือถือของวิธีวิเคราะห์ 
ตัวแปร รีบาวดิโอไซด์ เอ สตีวิโอไซด์ 

ขีดจ ากดัการตรวจวดั (มิลลกิรัมตอ่ลติร) 0.03 0.03 
ขีดจ ากดัการวิเคราะห์ปริมาณ (มิลลกิรัมตอ่ลติร) 0.10 0.10 
สมการกราฟมาตรฐาน (0.01-5.00 มิลลกิรัมตอ่ลติร) y = 8.8922x + 0.0515  y = 8.2353x + 0.1323 
สมัประสทิธ์ิสหสมัพทัธ์ (R2) 0.9990 0.9998 
ความเที่ยงภายในวนั 
รีเทนชนัไทม์ (%RSD) 
    ความเข้มข้น  0.30 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น  1.50 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น  4.00 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
พืน้ท่ีพีก (%RSD) 
    ความเข้มข้น  0.30 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น  1.50 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น  4.00 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

 
 

1.59 
0.24 
0.17 

 
2.36 
1.90 
0.89 

 
 

0.18 
0.10 
0.24 

 
2.04 
1.06 
0.46 

ความเที่ยงระหวา่งวนั 
รีเทนชนัไทม์ (%RSD) 
    ความเข้มข้น  0.30 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น  1.50 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น  4.00 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
พืน้ท่ีพีก (%RSD) 
    ความเข้มข้น  0.30 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น  1.50 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น  4.00 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

 
 

0.07 
0.10 
0.13 

 
3.99 
2.66 
0.93 

 
 

0.11 
0.16 
0.18 

 
6.94 
2.37 
2.04 

ความแมน่ในเทอมของร้อยละการได้กลบัคืน 
    ความเข้มข้น 0.50 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น 1.00 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
    ความเข้มข้น 3.00 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

 

92.0  0.0 

97.3  0.6 

97.6  0.8 

 

98.7  2.3 

98.3  0.6 

101.3  0.2 
 
ตอนที่ 3 การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
       เมื่อน าสภาวะที่เหมาะสมของ HPLC วิเคราะห์รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในตวัอยา่งเคร่ืองดื่ม ตวัอยา่งผงหญ้า
หวานสกดั และตวัอย่างใบหญ้าหวานอบแห้ง โครมาโทแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ตวัอยา่งแสดงดงัภาพที่ 5 และผลการ
หาปริมาณของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในตวัอยา่งแสดงดงัตารางที่ 3  เห็นได้วา่ปริมาณของสตีวิออลไกลโคไซด์ที่
พบในตวัอยา่งเคร่ืองดื่มทัง้สามชนิด ไมเ่กินปริมาณสงูสดุที่กระทรวงสาธารณสขุก าหนด 
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ภาพที่ 5  โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในตวัอยา่ง (a) ตวัอยา่งเคร่ืองดื่ม  
               (b) ตวัอยา่งผงหญ้าหวานสกดั และ (c) ตวัอยา่งใบหญ้าหวานอบแห้ง 
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ตารางที่ 3  ปริมาณรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ที่พบในตวัอยา่ง 
 

ชนิดตวัอย่าง 
ปริมาณที่พบ 

รีบาวดิโอไซด์ เอ สตีวิโอไซด์ 
น า้ผลไม้ 134.94  1.90 มิลลกิรัมตอ่ลติร 16.83  2.31 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
น า้อดัลม 77.00  0.09 มิลลกิรัมตอ่ลติร 29.00  0.10 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
น า้สมนุไพร 118.17  0.80 มิลลกิรัมตอ่ลติร 12.83  0.29 มิลลกิรัมตอ่ลติร 

ผงหญ้าหวานสกดั 1213.60  0.01 มิลลกิรัมตอ่กรัม ตรวจไมพ่บ 

ใบหญ้าหวานอบแห้ง 43.17  0.76 มิลลกิรัมตอ่กรัม 78.83  0.58 มิลลกิรัมตอ่กรัม 
 
 

สรุปผลการวิจัย 
      งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาวิธีรีเวิร์สเฟสไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี  และใช้การชะแบบไอโซเครติกส าหรับ
วิเคราะห์รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์พร้อมกันในตัวอย่างเคร่ืองดื่มและหญ้าหวาน  วิธีที่น าเสนอนีเ้ป็นวิธีที่ง่าย 
วิเคราะห์ได้เร็ว มีความเฉพาะเจาะจง มีความแมน่และความเที่ยง  นอกจากนีอ้งค์ประกอบของเฟสเคลือ่นที่ใช้ในระบบไม่
ซบัซ้อน  วิธีนีส้ามารถน าไปประยกุต์ใช้กบัการวิเคราะห์ปริมาณของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ได้ การเตรียมตวัอยา่ง
ก่อนการวิเคราะห์ใช้เพียงการกรองและการเจือจางเทา่นัน้ 
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