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บทคัดยอ 

 

 ในการศึกษาวิธีการหาปริมาณสีสังเคราะห 3 ชนิด ทารทราซีน อะมารเรนทร และอินดิโกคารมีน ดวยเทคนิคไฮเพอร

ฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ เฟสเคลื่อนที่ประกอบดวยเมทานอลตอ 20 มิลลิโมลารแอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 5.0) 

อัตราสวน 15:85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คอลัมนวิเคราะหคือมอนอลิท C18 (4.6 mm x 100 mm) ขีดจํากัดของการตรวจวัดอยู

ในชวง 0.01 ถึง 0.20 มิลลิกรัมตอลิตร และขีดจํากัดในการหาปริมาณอยูในชวง 0.04 ถึง 0.60 มิลลิกรัมตอลิตร ความเปน

เสนตรงและกราฟมาตรฐานมีสัมประสิทธิ์สหสัมพัทธมากกวา 0.9986  รอยละการไดกลับคืนอยูในชวง 99.27-106.09 

 

คําสําคัญ :  ไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ / ทารทราซีน / อะมารเรนทร / อินดิโกคารมีน    

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 

 

 Method for determination of three synthetic dyes: Tartrazine, Amaranth and Indigo carmine by high-

performance liquid chromatography was studied. The mobile phase was methanol: 20 mM ammonium acetate (pH 

5.0) (15:85 v/v). The analytical column was a monolithic C18 (4.6 mm x 100 mm). The limits of detection (LOD) were 

in the range of 0.01 to 0.20 mg/L, and limits of quantification (LOQ) were in the range of  0.04  to 0.60 mg/L.               

The linearity and calibration curves with a correlation coefficient (R2) better than 0.9986 were obtained. Recoveries 

were in the range of  99.27-106.09 %. 

  

Keywords : High-performance liquid chromatography / Tartrazine / Amaranth / Indigo carmine 

 

 

1. บทนํา 

 สีสังเคราะห (Synthetic dyes) ไดจากการสังเคราะหทางเคมี  ซึ่งใชแทนสีที่ไดจากธรรมชาติใหสีสันที่สวยงาม สีเหลานี้  

ถูกนํามาใชผสมลงในอาหาร และใชกันอยางแพรหลาย หาซ้ือไดงาย ราคาถูก และมีความคงทนกวาสีที่ไดจากธรรมชาติ ไมทําให

อาหารบูดเนางาย นอกจากประโยชนเหลาน้ีแลว ยังตองคํานึงถึงอันตรายจากสีสังเคราะหแมจะเปนสีสังเคราะหที่อนุญาตใหใช

ในอาหารได แตหากบริโภคในปริมาณมากหรือบอยครั้งจะเกิดอันตรายตอผูบริโภค คือ สีจะไปเคลือบเยื่อบุกระเพาะอาหารและ

ลําไส ทําใหน้ํายอยออกมาไมสะดวก อาหารยอยยาก เกิดอาการทองอืด ทองเฟอ และขัดขวางการดูดซึมอาหาร ทําใหทองเดิน 

น้ําหนักลด ออนเพลีย อาจมีอาการของตับ และไตอักเสบ ซึ่งอาจเปนสาเหตุของโรคมะเร็งในอนาคตได ดังนั้นจึงมีการกําหนด

ปริมาณของสีสังเคราะหในอาหารที่สามารถใชไดอยางปลอดภัย การหาปริมาณสีสังเคราะหที่ผสมลงในผลิตภัณฑจึงมีความสําคัญ

และจําเปนในกระบวนการผลิตทางอุตสาหกรรม เชน อาหาร เคร่ืองสําอางค และยา เพราะตองมีการควบคุมปริมาณท่ีใชใน

ผลิตภัณฑ และเพ่ือความปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค ปจจุบันมีรายงานการวิเคราะหสีสังเคราะหดวยกันหลายเทคนิค เชน 

เทคนิคทางสเปคโทรสโกป (Spectroscopy) (Amjad et al., 2013) แคปลลารีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Capillary Electrophoresis) 

(Liu et al., 1995) และไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (High-performance Liquid Chromatography) (Zou et al., 

2013; Alves et al., 2008; Yahya 2009; Garcia et al., 2005; Kucharska et al., 2010; Zatar 2007; Kiseleva et al., 2003; 

Long et al., 2009; Ma et al., 2006;) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
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Abstract 
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in the range of 0.01 to 0.20 mg/L, and limits of quantification (LOQ) were in the range of  0.04  to 0.60 mg/L.               

The linearity and calibration curves with a correlation coefficient (R2) better than 0.9986 were obtained. Recoveries 

were in the range of  99.27-106.09 %. 
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(Liu et al., 1995) และไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (High-performance Liquid Chromatography) (Zou et al., 

2013; Alves et al., 2008; Yahya 2009; Garcia et al., 2005; Kucharska et al., 2010; Zatar 2007; Kiseleva et al., 2003; 

Long et al., 2009; Ma et al., 2006;) 
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 งานวิจัยน้ีไดมีการพัฒนาวิธีการวิเคราะหสีสังเคราะหในตัวอยางเคร่ืองดื่ม โดยใชเทคนิคไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ 

โดยใชคอลัมนมอนอลิท C18 และตัวตรวจวัดชนิดยูวี-วิสิเบิล ซึ่งสามารถใชในการหาปริมาณสีสังเคราะหในผลิตภัณฑเครื่องด่ืม

ตางๆ เพื่อเปนการควบคุมคุณภาพ โดยตัวแปรท่ีศึกษา ไดแก ผลของเปอรเซ็นตเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่และผลของพีเอชของ

เฟสเคล่ือนที่ และศึกษาความถูกตองและความนาเชื่อถือของวธิี (method validation) ในเทอมขีดจํากัดของการตรวจวัด (limit 

of detection, LOD) ขีดจํากัดของการหาปริมาณ (limit of quantification, LOQ) ความเปนเสนตรง (linearity) และรอยละการ

ไดกลับคืน (%recovery) โครงสรางของสารที่ศึกษาแสดงดังภาพที่ 1  

 

 

         

                      

                    Tartrazine                     Amaranth    

 

 

Indigo carmine 

 

ภาพที่ 1 โครงสรางโมเลกุลของ ทราทารซีน (TAR)  อะมารเรนทร (AMA)  และอินดิโกคารมีน (IND) 

 

2. วัสดุอุปกรณและวิธีการวิจัย 

1. อุปกรณ เครื่องมือและสารเคมี 

 สารเคมีทุกตัวเปนเกรดวิเคราะห ทารทราซีน (tratrazine, C16H9N4Na3O9S2) อะมารเรนทร (amaranth, C20H11N2Na3O10S3) 

และอินดิโกคารมีน (indigo carmine, C16H8N2Na2O8S2) จากบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา เมทานอล 

(methanol, CH3OH) จากบริษัท OREC ประเทศมาเลเซีย แอมโมเนียมอะซีเตรด (ammonium acetrate, C2H7NO2) จากบริษัท 

Ajex Chemical ประเทศออสเตรเลีย น้ําปราศจาคไอออนจากเคร่ือง Water Purification System รุน EASYpure LF ของบริษัท 

Barnstead ประเทศเยอรมัน เคร่ืองไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟรุน 1050 Series ของบริษัท Hewlett Packard 

ประเทศเยอรมัน ประกอบดวยปมรุน HP 1050 Series เครื่องตรวจวัดชนิด UV-Visible รุน HP 1050 Series คอลัมนวิเคราะห

คือ Monolith C18 (4.6 mm x 100 mm) ของบริษัท Merck ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 

2. วิธีการทดลอง 
 ฉีดสารผสมของทั้ง 3 ชนิด ไดแก ทารทราซีน อะมารเรนทร และอินดิโกคารมีน เขาสูเครื่องไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมา-

โทกราฟ ซึ่งตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 440 นาโนเมตร เฟสเคลื่อนที่ประกอบดวยเมทานอลและ 20 มิลลิโมลารแอมโมเนียม      

อะซีเตรด ที่อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะท่ีศึกษาไดแก ผลของเปอรเซ็นตเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ ผลของพีเอช

ของเฟสเคล่ือนท่ี และทดสอบความเชื่อถือไดของวิธีการวเิคราะหโดยการศึกษาขีดจํากัดของการตรวจวัด ขีดจํากัดในการหา

ปริมาณ ชวงความเปนเสนตรง กราฟมาตรฐาน และความเที่ยงของการวิเคราะห    

3. ผลการวิจัยและวิจารณผล 

1. ผลของเปอรเซ็นตเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ 

 การศึกษาผลของเปอรเซ็นตเมทานอลในเฟสเคล่ือนที่ ทําโดยการเตรียมเฟสเคล่ือนที่ที่มีเปอรเซ็นตเมทานอล ต้ังแต 12 ถึง 

18 เปอรเซ็นต ผลการศึกษาแสดงดังภาพที่ 2 ซึ่งจะเห็นวาเปอรเซ็นตเมทานอลท่ีเพิ่มขึ้นสงผลตอคาการแยก (resolution) โดยคา

การแยกของสารลดลง และเวลาที่ใชในการวิเคราะหเร็วขึ้น เม่ือเปอรเซ็นตเมทานอลในเฟสเคล่ือนที่เพิ่มขึ้นสารจึงออกมาจาก

คอลัมนไดเร็วขึ้น เหตุที่เปนเชนนี้เพราะ การเกิดอันตรกิริยาแบบไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interaction) กลาวคือ สารมี

ความสามารถในการละลายกับเฟสเคลื่อนที่มากขึ้น เม่ือมีเปอรเซ็นตเมทานอลมากขึ้น สารจึงออกจากคอลลัมนไดเร็วขึ้น                 

จึงเลือกที่ 15 เปอรเซ็นตเมทานอลเปนสภาวะท่ีเหมาะสม 
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การแยกของสารลดลง และเวลาที่ใชในการวิเคราะหเร็วขึ้น เม่ือเปอรเซ็นตเมทานอลในเฟสเคล่ือนที่เพิ่มขึ้นสารจึงออกมาจาก

คอลัมนไดเร็วขึ้น เหตุที่เปนเชนนี้เพราะ การเกิดอันตรกิริยาแบบไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interaction) กลาวคือ สารมี

ความสามารถในการละลายกับเฟสเคลื่อนที่มากขึ้น เม่ือมีเปอรเซ็นตเมทานอลมากขึ้น สารจึงออกจากคอลลัมนไดเร็วขึ้น                 

จึงเลือกที่ 15 เปอรเซ็นตเมทานอลเปนสภาวะท่ีเหมาะสม 
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ภาพที่ 2 ผลของเปอรเซ็นตเมทานอลในเฟสเคลื่อนที่ตอโครมาโทแกรมของทารทราซีน (TAR) อะมารเรนทร (AMA) และ   

อินดิโกคารมีน (IND) เฟสเคลื่อนที่ คือ เมทานอลตอ 20 มิลลิโมลาร แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 4.5) 

 

2. ผลของพีเอชของสารละลายแอมโมเนียมอะซีเตรดในเฟสเคลื่อนที่ 
 การศึกษาผลของพีเอชของสารละลาย 20 มิลลิโมลารแอมโมเนียมอะซีเตรดที่พีเอชตางๆ (4.0, 4.5, 5.0 และ 5.5) ผลแสดง

ดังภาพที่ 3 เห็นไดวา พีเอชไมมีผลตอเวลาในการวิเคราะหแตมีผลตอสภาพไวของสาร กลาวคือ เม่ือพีเอชเพิ่มขึ้นสภาพไวของ

สารเพิ่มขึ้น และสภาพไวคงที่ในชวงพีเอช 4.5 ถึง 5.5 ดังนั้น จึงเลือกพีเอช 5.0 เปนสภาวะท่ีเหมาะสม 

 
                                  

       
 

ภาพที่ 3 ผลของพีเอชของสารละลายแอมโมเนียมอะซีเตรดในเฟสเคลื่อนท่ีตอโครมาโทแกรมของทราทราซีน (TAR) อะมาร

เรนทร (AMA) และอินดิโกคารมีน (IND) เฟสเคลื่อนที่ คือ เมทานอลตอ 20 มิลลิโมลาร แอมโมเนียมอะซีเตรด 

อัตราสวน 15 : 85 เปอรเซนตโดยปริมาตร  

 

3. การทดสอบความถูกตองและความนาเชื่อถือไดของวิธีการวิเคราะห 

 ตัวแปรที่ใชทดสอบความถูกตองและความนาเชื่อถือของวิธีวิเคราะหแสดงดังตารางท่ี 1 พบวาความเปนเสนตรงของความ

เขมขนของสารกับสัญญาณที่ไดจากการวิเคราะหใหคาสัมประสิทธิ์สหสัมพัทธ (R2) มากกวา 0.9986 ขีดจํากัดของการตรวจวัด 

ที่อัตราสวนของสัญญาณตอสัญญาณรบกวนเทากับ 3 อยูในชวง 0.01 ถึง 0.20 mg/L และขีดจํากัดในการหาปริมาณ              

ที่อัตราสวนของสัญญาณตอสัญญาณรบกวนเทากับ 10 อยูในชวง 0.04 ถึง 0.60 mg/L โดยการวิเคราะหสารซ้ํา 5 คร้ัง           

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของรีเทนชันไทมและพ้ืนที่พีคของสารนอยกวา 3 เปอรเซ็นต รอยละการไดกลับคืนของสารทุกตัว

อยูในชวง 99.27 ถึง 106.09 เปอรเซ็นต  
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ภาพที่ 3 ผลของพีเอชของสารละลายแอมโมเนียมอะซีเตรดในเฟสเคลื่อนท่ีตอโครมาโทแกรมของทราทราซีน (TAR) อะมาร

เรนทร (AMA) และอินดิโกคารมีน (IND) เฟสเคลื่อนที่ คือ เมทานอลตอ 20 มิลลิโมลาร แอมโมเนียมอะซีเตรด 

อัตราสวน 15 : 85 เปอรเซนตโดยปริมาตร  

 

3. การทดสอบความถูกตองและความนาเชื่อถือไดของวิธีการวิเคราะห 

 ตัวแปรที่ใชทดสอบความถูกตองและความนาเชื่อถือของวิธีวิเคราะหแสดงดังตารางท่ี 1 พบวาความเปนเสนตรงของความ

เขมขนของสารกับสัญญาณที่ไดจากการวิเคราะหใหคาสัมประสิทธิ์สหสัมพัทธ (R2) มากกวา 0.9986 ขีดจํากัดของการตรวจวัด 

ที่อัตราสวนของสัญญาณตอสัญญาณรบกวนเทากับ 3 อยูในชวง 0.01 ถึง 0.20 mg/L และขีดจํากัดในการหาปริมาณ              

ที่อัตราสวนของสัญญาณตอสัญญาณรบกวนเทากับ 10 อยูในชวง 0.04 ถึง 0.60 mg/L โดยการวิเคราะหสารซ้ํา 5 คร้ัง           

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธของรีเทนชันไทมและพ้ืนที่พีคของสารนอยกวา 3 เปอรเซ็นต รอยละการไดกลับคืนของสารทุกตัว

อยูในชวง 99.27 ถึง 106.09 เปอรเซ็นต  
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ตารางที่ 1 ผลการทดสอบความถูกตองและความนาเชื่อถือไดของวิธีการวิเคราะห 
 

parameter Tartrazine Amaranth Indigo carmine 

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

Correlation coefficient (R2) 0.9986 0.9986 0.9997 

Limit of detection (mg/L) 0.01 0.08 0.20 

Limit of quantification (mg/L) 0.04 0.25 0.60 

ความเที่ยงภายในวัน (intra-day)    

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

ที่ความเขมขน 0.8 mg/L 0.00 0.00 0.00 

ที่ความเขมขน 1.2 mg/L 0.00 0.00 0.00 

ที่ความเขมขน 1.8 mg/L 0.00 0.00 0.00 

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

ที่ความเขมขน 0.8 mg/L 1.04 1.74 0.63 

ที่ความเขมขน 1.2 mg/L 0.30 1.70 1.69 

ที่ความเขมขน 1.8 mg/L 0.70 1.81 1.26 

ความเที่ยงระหวางวัน (inter-day)    

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

ที่ความเขมขน 0.8 mg/L 0.48 0.36 0.61 

ที่ความเขมขน 1.2 mg/L 0.39 0.36 0.21 

ที่ความเขมขน 1.8 mg/L 0.39 0.30 0.33 

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

ที่ความเขมขน 0.8 mg/L 0.74 2.85 2.14 

ที่ความเขมขน 1.2 mg/L 1.38 0.84 1.23 

ที่ความเขมขน 1.8 mg/L 1.11 1.19 1.75 

%Recovery    

ที่ความเขมขน 0.4 mg/L 103.46 + 0.54 - - 

ที่ความเขมขน 0.8 mg/L 99.27 + 0.43 - - 

ที่ความเขมขน 1.2 mg/L 106.09 + 0.25 - - 

 

 

4. การวิเคราะหสารตัวอยาง 

 เม่ือนําสภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองมาวเิคราะหสารทารทราซีนในตัวอยางเคร่ืองด่ืมที่เจือจาง 25 เทาจํานวน 2 ตัวอยาง  

โครมาโทแกรมของการวิเคราะหตัวอยางเคร่ืองด่ืมแสดงดังภาพที่ 4 

 

 
ภาพที่ 4 โครมาโทแกรมของการวิเคราะหตัวอยางเคร่ืองด่ืม 2 ตัวอยางภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม เฟสเคล่ือนที่คือเมทานอลตอ 

20 มิลลิโมลาร แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 5.0) อัตราสวน 15:85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการไหล 2.0 

มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัด 440 นาโนเมตร  

 

 จากการศึกษาวิเคราะหตัวอยางภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม คือ  เฟสเคล่ือนท่ีเมทานอลตอ 20 มิลลิโมลารแอมโมเนียมอะซีเตรด 

(pH 5.0) อัตราสวน 15:85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรตอนาที โครมาโทแกรมของการวิเคราะหตัวอยาง

เครื่องด่ืม 2 ตัวอยาง แสดงดังภาพที่ 4 จะเห็นวาพีคของสารสนใจไมมีสัญญาณรบกวนจากสารอื่น จากการวิเคราะหตัวอยาง

เครื่องด่ืมสองชนิดคือ ชนิด A และ ชนิด B พบปริมาณของสารทารทราซีนเทากับ 29.02 mg/L และ 14.04 mg/L ตามลําดับ และ

ไมพบสัญญาณของสารอะมารเรนทร และสารอินดิโกคารมีนในตัวอยางเคร่ืองด่ืม 

 

เครื่องด่ืมชนิด  A 

เครื่องด่ืมชนิด  B 
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4. การวิเคราะหสารตัวอยาง 

 เม่ือนําสภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองมาวเิคราะหสารทารทราซีนในตัวอยางเคร่ืองด่ืมที่เจือจาง 25 เทาจํานวน 2 ตัวอยาง  

โครมาโทแกรมของการวิเคราะหตัวอยางเคร่ืองด่ืมแสดงดังภาพที่ 4 

 

 
ภาพที่ 4 โครมาโทแกรมของการวิเคราะหตัวอยางเคร่ืองด่ืม 2 ตัวอยางภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม เฟสเคล่ือนที่คือเมทานอลตอ 

20 มิลลิโมลาร แอมโมเนียมอะซีเตรด (pH 5.0) อัตราสวน 15:85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการไหล 2.0 

มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัด 440 นาโนเมตร  

 

 จากการศึกษาวิเคราะหตัวอยางภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม คือ  เฟสเคล่ือนที่เมทานอลตอ 20 มิลลิโมลารแอมโมเนียมอะซีเตรด 

(pH 5.0) อัตราสวน 15:85 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรตอนาที โครมาโทแกรมของการวิเคราะหตัวอยาง

เครื่องด่ืม 2 ตัวอยาง แสดงดังภาพที่ 4 จะเห็นวาพีคของสารสนใจไมมีสัญญาณรบกวนจากสารอื่น จากการวิเคราะหตัวอยาง

เครื่องด่ืมสองชนิดคือ ชนิด A และ ชนิด B พบปริมาณของสารทารทราซีนเทากับ 29.02 mg/L และ 14.04 mg/L ตามลําดับ และ

ไมพบสัญญาณของสารอะมารเรนทร และสารอินดิโกคารมีนในตัวอยางเคร่ืองด่ืม 

 

เครื่องด่ืมชนิด  A 

เครื่องด่ืมชนิด  B 
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4. สรุปผลการวิจัย 

 เทคนิคไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟสามารถตรวจวัด ทารทราซีน อะมารเรนทร และอินดิโกคารมีนในตัวอยาง

เครื่องด่ืมไดพรอมกัน เพื่อใชในการควบคุมคุณภาพและปริมาณท่ีเหมาะสมไดเปนอยางดี อีกทั้งสามารถประยุกตใชในตัวอยาง

อื่นๆ ได เชน ยา และเครื่องสําอาง เปนตน เทคนิคที่นําเสนอนี้ สามารถวิเคราะหสารโดยใชเวลาประมาณ 2 นาที ใหสภาพไวสูง 

การแยกชัดเจน ไมมีสัญญาณรบกวนจากสารอ่ืน และไมจําเปนตองมีการเตรียมตัวอยางนอกจากการเจือจางเทานั้น เม่ือ

เปรียบเทียบกับงานวิจัยที่ไดรายงานกอนหนานี้ (Alves et al., 2008; Kiseleva et al., 2003; Liu et al., 1995) พบวาวิธีที่

นําเสนอ สามารถวิเคราะหสารไดเร็วกวา 2-14 เทา  
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