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บทคัดยŠอ 

จากปŦญหาทĊęพบคČอǰคŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĔนผลิตภัณฑŤนมของบริษัทĕมŠสอดคลšองกับขšอกĞาหนด

ของผลิตภัณฑŤǰĒละผลการวิđคราะหŤของตัวĒทนจĞาหนŠายǰēดยđฉพาะĔนǰpolyvitamin premixes ทĊęมĊคŠาตาม

ขšอกĞาหนดผลิตภัณฑŤทĊęสĎงǰอĊกทัĚงĕดšผลการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĕมŠคงทĊęǰงานวิจั ยนĊĚจċงมčŠงđนšนĔนการพัฒนา

วิธĊการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12 ēดยĔชšđทคนิคēครมาēทกราฟŘของđหลวสมรรถนะสĎงสčดǰđริęมจากหาขัĚนตอนการ

สกัดวิตามินบĊǰ12ǰĔนสภาวะทĊęđหมาะสมǰĔนผลิตภัณฑŤนมผงǰมĊการĔชšǰalpha-amylase ĔนปริมาณđพิęมขċĚนđพČęอĔหš

มĊǰenzyme activity อยĎŠĔนชŠวงทĊęกĞาหนดǰสŠวนสĞาหรับĔนǰpremixes ĕดšđพิęมการละลายēดยĔชšนĞĚาĔนปริมาณมาก

ขċĚนǰĒละการđจČอจางความđขšมขšนǰนอกจากนĊĚทดลองđติมĒละĕมŠđติมǰNaCN ĔนการสกัดผลิตภัณฑŤนมผงǰพบวŠามĊ

ผลตŠอการđปลĊęยนวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบอČęนėทĊęพบĔนธรรมชาติของนมǰĔหšđปŨนǰcyanocobalamin สŠวนĔนǰ

premixes ยังĕมŠสามารถสรčปĕดšอยŠางชัดđจนǰตŠอมาศċกษาđวลาทĊęđหมาะสมĔนการจับกันระหวŠางǰmonoclonal 

antibody Ēละǰcyanocobalamin đปŨนđวลาǰ5, 10, 15 นาทĊǰพบวŠาĔนผลิตภัณฑŤทĊęมĊปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰนšอยǰ

đวลาĕมŠมĊผลอยŠางชัดđจนǰĒตŠĔนผลิตภัณฑŤทĊęมĊปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰมากǰการĔชšđวลาĔนการđขยŠาđพิęมขċĚนǰมĊ

ĒนวēนšมĕดšผลการทดลองทĊęดĊขċĚนǰรวมĕปถċงตรวจสอบปริมาณđมทานอลǰสารทĊęĔชšĔนการชะวิตามินบĊǰ12ǰออก

จากǰimmunoaffinity gel column พบวŠาการĔชšđมทานอลǰ3ǰmLđพĊยงพอตŠอการชะǰĒละสčดทšายตรวจสอบ

ประสิทธิภาพของǰ immunoaffinity gel column ĕดšǰ%recovery đทŠากับǰ98% đทŠากันđมČęอĔชšสารมาตรฐาน 

ทĊęระดับความđขšมขšนǰตĞęาǰกลางǰĒละสĎงǰนอกจากนĊĚวิธĊการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰของบริษัท  Mead Johnson 

Nutrition กับบริษัทตัวĒทนจĞาหนŠายǰĒตกตŠางĔนขัĚนตอนของการđตรĊยมตัวอยŠางǰĒละภาวะของđครČęองēครมาēท

รกราฟŘของđหลวสมรรถนะสĎงǰซċęงอาจđปŨนสาđหตčĔหšคŠาการวิđคราะหŤทĊęĕดšĕมŠสอดคลšองกันǰจากการศċกษาหา

สาđหตčทĊęĕดšผลวิđคราะหŤĕมŠสอดคลšองกันĒละĕดšทĞาการพัฒนาขัĚนตอนการวิđคราะหŤǰรวมทัĚงการหาภาวะทĊę

đหมาะสมǰทĞาĔหšสามารถวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĕดšคŠาทĊęดĊขċĚนǰผลการวิđคราะหŤสอดคลšองกับขšอกĞาหนดของ

ผลิตภัณฑŤǰĒละถĎกตšองĒมŠนยĞาตามหลักđกณฑŤของǰAOAC              

คĞาสĞาคัญ: การวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12, ĕซยาēนēคบาลามิน, ēครมาēทกราฟŘของđหลวสมรรถนะสĎงสčด 
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Abstract 

ǰThe encountered problem was that the analyzed result of vitamin B12 in milk product did 

notǰ complyǰwithǰ theǰ specificationǰ ofǰ company’sǰ product,ǰ andǰ theǰ resultǰ fromǰ theǰ supplierǰ

especially in polyvitamin premixes containing amount of vitamin B12. This work, therefore, 

focused on the development for determining the amount of vitamin B12 by Ultra Performance 

Liquid Chromatography (UPLC). First, the appropriate condition for extraction of powdered milk 

products was invested. Also Alpha-amylase was used to maintain the enzyme activity within 

the desired range. For the premixes, solubility of vitamin B12 was elevated by increasing amount 

of water for extraction and lowing concentration of the premixes. In addition, when determining 

natural vitamin B12 forms in milk product, excess cyanide was added in order to convert the 

natural cobalamins into the cyano-form. However addition of cyanide in the extraction process 

of the premixes did not show the improvement. The appropriate time for the binding between 

monoclonal antibody andǰcyanocobalamin was studied for 5, 10, or 15 min. It was found that 

time for the binding in low-vitamin-B12 product did not significantly effect, whereas, the longer 

shaking time for the high-vitamin-B12 product trended to provide better result. The sufficient 

amount of methanol for eluting Vitamin B12 from immunoaffinity gel column was 3 mL and 

percent recovery of vitamin B12 from the efficiency of immunoaffinity gel column loading with 

low, medium, and high concentration of vitamin B12 standard was 98%. Since the protocol 

provided by Mead Johnson Nutrition gave lower vitamin B12 concentrationǰthanǰtheǰsupplier’sǰ

protocol, this study has point out the causes of disagreement in analysis results and also led 

to the improvement in the analysis of vitamin B12 which related in more accuracy comply with 

AOAC and the better vitamin B12 specification.   
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บทที่ǰ1 

บทน า 

 

1.1ǰความส าคัญและมูลเหตุจูงใจ 

 วิตามินบĊǰ12ǰđปŨนชČ ęอกลčŠมสĞาหรับสารทĊęประกอบĕปดšวยǰCo corrinoids หรČอđรĊยกอĊกชČ ęอหนċęงวŠาǰ

cobalamin (Cbl) มĊคčณสมบัติละลายĕดšĔนนĞĚาĒละĔนĒอลกอฮอลŤǰǰĕมŠทนตŠอสภาพความđปŨนกรดĒละดŠางǰ

ว ิตามินบĊǰ12ǰđมČ ęออยĎ ŠĔนรŠางกายจะมĊหลากหลายĒบบǰĒตŠทĊę พบđปŨนหลักĔนรŠางกายจะประกอบดšวยǰ

cyanocobalamin, hydroxocobalamin, adenosylcobalamin Ēละǰmethylcobalamin ซċęงสองสารหลัง

มĊหนšาทĊęđปŨนǰactive coenzyme [1] 

วิตามินบĊǰ12ǰมĊบทบาทสĞาคัญตŠอกระบวนการออกฤทธิĝทางชĊวภาพĔนรŠางกายของสิęงมĊชĊวิตǰอาทิđชŠนǰǰǰ

มĊสŠวนชŠวยĔนการđมทาบอลิซċมของǰคารŤēบĕฮđดรตǰēปรตĊนǰĕขมันǰทĞาĔหšรŠางกายĕดšรับพลังอยŠางรวดđรĘวǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ

ทĞาหนšาทĊęđปŨนǰcoenzyme ชŠวยđรŠงปฏิกิริยาการสังđคราะหŤǰDNA  đพČęอĔชšĔนการกระตčšนĔหšđซลลŤสรšางđมĘดđลČอด

ĒดงĔหšđกิดการĒบŠงđซลลŤตามปกติǰชŠวยĔนการสังđคราะหŤđมĕทēอนĊนǰĒละēคลĊนǰ ซċęงđปŨนตัวการสĞาคัญĔนการ

ป Ŝองก ันการสะสมĕขม ันĔนต ับǰ( Lipotropic Factors ) Ēละช Š วยกระต č š นการ đจร ิญđต ิบ ēตĔนđดĘกǰ

underdeveloped Ēละǰundernourished ēดยจะđพิęมความอยากอาหารǰอĊกทัĚงมĊสŠวนชŠวยĔนการทĞางานของ

ระบบĒละประสาทĒละสมองǰวิตามินบĊǰ12ǰจะพบมากĔนǰđนČĚอสัตวŤǰอาหารทะđลǰĕขŠǰĒละนิยมนĞามาđปŨน

สŠวนผสมĔนอาหารĒละđครČęองดČęมĔนชĊวิตประจĞาวันǰđชŠนǰซĊđรĊยลอาหารđชšาǰอาหารđสริมวิตามินบĊรวมǰĒละĔนนม

สĞาหรับđดĘกĒรกđกิดǰ[2] 

วิตามินบĊǰ12ǰทĊęพบĔนอาหารĒละนมมักจะอยĎŠรวมตัวกับēปรตĊนĒละĕกลēคēปรตĊนǰจċงตšองมĊการĒยก

ออกēดยจากēปรตĊนēดยการĔชšกรดหรČอđอนĕซมŤĔนการยŠอยēปรตĊนกŠอนนĞาĕปวิđคราะหŤหาปริมาณĔนปŦจจčบันĕดšมĊ

ว ิธ Ċการว ิđคราะหŤว ิตาม ินบĊǰ12ǰĔนอาหารĒละนมēดยอาศ ัยđทคนิคทางđคม Ċอย ŠางหลากหลายǰđชŠนǰ

spectrophotometric, microbiological, chromatographic, radioassay or immunoassay methods 

จากงานวิจัยǰ[3]ǰĕดšทĞาการทดลองēดยĔชšđทคนิคǰMicrobiological assays ĔนการสกัดĒยกēปรตĊนกŠอนนĞาĕป

วิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰสĞาหรับđทคนิคนĊĚมĊความĕว สĎงǰĒตŠĕมŠจĞาđพาะđจาจงǰĒละจĞาđปŨนตšองđตรĊยมสารตัวอยŠาง

ดšวยความระมัดระวังđนČęองจากสามารถđกิดการปนđปŚŪอนĕดšงŠายĒละĔชšđวลาĔนการอบđชČĚอǰอยŠางนšอยǰ24ǰชัęวēมง

đปŨนอยŠางตĞęาǰอĊกทัĚงการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĔนǰbiological matrices ēดยĔชšđทคนิคǰhigh performance 

liquid chromatographyǰ(HPLC) ทĊęความđขšมขšนตĞęาทĞาĕดšยากǰđนČęองจากมĊขĊดจĞากัดการจรวจวัดสĎงǰดังนัĚนทาง

บร ิษ ัทǰMead Jonhson nutrition จ ċงđล ČอกĔช šว ิธ Ċการสก ัดว ิตาม ินบ Ċ ǰ 12ǰĔนผล ิตภ ัณฑ Ťนมǰ ēดยĔชš ǰ
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immunoaffinity column ก Šอนน Ğ า ĕปว ิ đคราะห Ťหาปร ิมาณด šวยđครČę อง ǰUltra performance liquid 

chromatographyǰ(UPLC) đนČ ęองจากđปŨนวิธĊการทĊ ęสะดวกǰรวดđรĘวǰĒละมĊความจĞาđพาะตŠอวิตามินบĊǰ12ǰ

คŠอนขšางสĎงǰ 

สĞาหรับบริษัทǰMead Jonhson nutrition ĕดšมĊการตรวจสอบวิตามินบĊǰ12ǰĔนอาหารĒละนมǰēดยĔชšǰ

method MJN009ǰซċęงปรับมาจากǰ international AOAC method 2014.02ǰēดยการทดลองประกอบดšวย

สามสŠวนหลักǰคČอǰการđตรĊยมตัวอยŠางสĞาหรับผลิตภัณฑŤǰนมผงǰนมนĞĚาǰĒละǰpolyvitamin premixes, การสกัด

ว ิตามินบĊǰ12ǰēดยĔชšǰNaCN รŠวมดšวย ĒละการทĞาĔหšว ิตามินบĊǰ12ǰมĊความบริส čทธ ิ ĝēดยǰ gel column 

immunoaffinity ĒละตรวจหาปริมาณēดยđทคนิคǰUltra performance liquid chromatography Ēละ

ตรวจวัดดšวยǰUV detector [4]ǰปŦญหาทĊęพบคČอǰคŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĔนผลิตภัณฑŤนมของĕมŠสอดคลšอง

กับขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤǰĒละผลการวิđคราะหŤของตัวĒทนจĞาหนŠายǰĒละǰทางĕมēครĒลปǰēดยđฉพาะĔนǰ

polyvitamin premixes ทĊęมĊคŠาตามขšอกĞาหนดผลิตภัณฑŤทĊęสĎงǰจะĕดšผลการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĕมŠคงทĊęĒละ

สŠวนĔหญŠĕมŠสอดคลšองกับขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤ ดังĒสดงĔนตารางทĊęǰ1.1ǰ[5] 

 

ตารางท่ีǰ1.1ǰผลการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12 ของผลิตภัณฑŤǰJ7ǰĒละǰJ4 ซċęงđปŨนǰpremixes ทĊęมĊปริมาณ

วิตามินบĊǰ12ǰสĎง 

 

 

 

 

 

  

Vitamin B12 (µg/g) 

Sample J7 J4 

Initial 4.43 5.66 

Retest 1 4.86 5.33 

Retest 2 4.45 4.96 

Retest 3 4.92 5.21 

Average result of triplicate 4.74 5.17 

Specification 6.30 - 8.10 6.18 - 7.82 
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ตารางท่ีǰ1.2ǰTrend analysis of vitamin B12 

Sample 
Result (µg/g) 

MJN009 Supplier Micro Lab Specification 

J1 5.38 6.52 - 
6.18 – 7.82 

J2 5.07 6.48 7.09 

J3 5.38 6.47 - 
6.18 – 7.82 

J4 5.17 6.62 7.23 

J5 8.24 9.58 - 
8.9 – 11.3 

J6 8.26 9.64 - 

J7 4.74 6.69 7.89 
6.30 – 8.10 

J8 6.17 7.14 6.33 

J9 4.03 4.11 - 
3.68 - 5.52 

J10 4.16 4.41 4.79 

J11 0.83 0.77 - 0.64 – 0.96 

J12 2.90 3.29 - 

2.64 – 3.96 
J13 2.78 3.17 - 

J14 3.05 3.18 - 

J15 3.04 3.21 - 

 

ดังนัĚนงานวิจัยนĊĚจċงมčŠงđนšนĔนการพัฒนาวิธĊการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰēดยĔชšđทคนิคēครมาēทกราฟŘǰǰǰǰǰ

ทĊęพัฒนาĒละศċกษาđพิęมđติมēดยมĊพČĚนฐานมาจากǰmethod MJN009ǰทĊęทางบริษัทปรับมาจากǰAOAC method 

2014.02ǰǰđพČęอสามารถตรวจสอบวิตามินบĊǰ12ǰĔนนมĔหšมĊคŠาการวิđคราะหŤทĊęดĊขċĚนǰĔหšผลการวิđคราะหŤสอดคลšอง

กับขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤǰĔหšมĊความถĎกตšองĒมŠนยĞาตามหลักđกณฑŤของǰAOAC Ēละสามารถตรวจสอบ

ผลิตภัณฑŤนมครอบคลčมกับผลิตภัณฑŤของบริษัทĔหšĕดšมากทĊęสčดǰēดยจะทĞาการศċกษาǰกระบวนการĔนขัĚนตอนการ

đตรĊยมตัวอยŠางǰทัĚงĔนนมผงǰĒละǰpolyvitamin   การสกัดวิตามินบĊǰ12ǰĒละการตรวจวิđคราะหŤดšวยǰUPLC ทĊę

จะđปŨนสาđหตčทĞาĔหšคŠาการวิđคราะหŤตĞ ęากวŠาđกณฑŤĕมŠสอดคลšองกับขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤĒละĔหšผลการ

วิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĕมŠคงทĊęǰพรšอมทัĚงหาĒนวทางĒกšĕขปŦญหาǰĒละประยčกตŤĔชšĒนวทางĒกšĕขกับสารตัวอยŠาง

ĒละĔนผลิตภัณฑŤนมชนิดตŠางėของบริษัท 
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1.2ǰวัตถุประสงคŤ 

      1).ǰสามารถหาสาđหตčของคŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĕมŠตรงกับผลการวิđคราะหŤของตัวĒทนจĞาหนŠาย 

ǰǰǰǰǰǰ2).ǰปรับปรčงวธิĊทดสอบวิตามินบĊǰ12 (MJN009) ĔหšสามารถทดสอบครอบคลčมกับผลิตภัณฑŤของบริษัท 

 

1.3ǰงานวิจัยท่ีเกี่ยวขšองǰ  

 ĔนปŘǰค.ศ.ǰ2006, Heudi Ēละคณะǰ[1] วิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนอาหารĒละǰpremixes ēดยǰ

reverse-phase HPLC UV detection ซċ ęงว ิตามินบĊǰ12ǰถĎกสกัดออกจากอาหารดšวยǰ50ǰมิลลิลิตรǰของ

สารละลายēซđดĊยมĒอซิđตทบัฟđฟอรŤǰpH 4ǰรŠวมกับǰNaCN ǰทĊęอčณหภĎมิǰ100ǰองศาđซลđซĊยสǰĒละĔชšđอนĕซมŤǰ

pepsin ทĊęอčณหภĎมิǰ37ǰองศาđซลđซĊยส đพČęอđพิęมประสิทธิภาพĔนการสกัดĔหšวิตามินบĊǰ12ǰออกมาจากอาหารĕดš

มากขċĚนǰวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปของǰcyanocobalamin จะถĎกทĞาĔหšบริสčทธิĝēดยจับกับǰmonoclonal antibody 

Ĕนǰimmunoaffinity columnǰĒละวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰēดยǰHPLC ดšวยตัวตรวจวัดǰUV ความยาว

คลČęนǰ361 นาēนđมตร 

 ĔนปŘǰค.ศ.ǰ2008, Campos Ēละคณะ [3] วิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12 ĔนอาหารจĞาพวกซĊđรĊยล, นม

ผงสĞาหรับđดĘกĒรกđกิด , นมēกēกš, ผลิตภัณฑŤđส ิรมอาหารǰĒละǰpremixes ēดยǰreverse-phase LC UV 

detection ซċęงวิตามินบĊǰ12 ถĎกสกัดออกจากผลิตภัณฑŤดšวยǰ50 มิลลิลิตรǰของสารละลายēซđดĊยมĒอซิđตท

บัฟđฟอรŤǰpH 4 รŠวมกับǰNaCN  ทĊęอčณหภĎมิǰ100 องศาđซลđซĊยสǰĒละĔชšđอนĕซมŤǰalpha-amylaseǰสĞาหรับ

ผลิตภัณฑŤทĊęมĊสŠวนผสมของĒปŜงǰหรČอǰpepsin หรČอ papain đพČęอđพิęมประสิทธิภาพĔนการสกัดĔหšวิตามินบĊǰ12 

ออกมาจากผลิตภัณฑŤĕดšมากขċĚนǰĔนสŠวนของผลิตภัณฑŤทĊęđปŨนǰpolyvitamin premixes วิตามินบĊǰ12ǰถĎกสกัด

ออกจากผลิตภัณฑŤดšวยǰ50ǰมิลลิลตรǰของสารละลายēซđดĊยมĒอซิđตทบัฟđฟอรŤǰpH 4ǰēดยĕมŠĔชšǰNaCN Ēละ

đอนĕซมŤรŠวมดšวยǰǰหลังจากนัĚนวิตามินบĊǰ12 ĔนรĎปของǰcyanocobalamin จะถĎกทĞาĔหšบริสčทธิĝēดยจับกับǰ

monoclonal antibody Ĕนǰimmunoaffinity column ĒละวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12 ēดยǰLC ดšวยตัว

ตรวจวัดǰUV ความยาวคลČęนǰ361 นาēนđมตร 

 ĔนปŘǰค.ศ.ǰ2012, Ursula Ēละคณะǰ[6] ซċęงปรับมาจากǰAOAC Official Method 2011.09 วิđคราะหŤ

ปริมาณวิตามินบĊǰ12 ĔนผลิตภัณฑŤนมสĞาหรับผĎ šĔหญŠĒละđดĘกĒรกđกิดǰēดยǰ reverse-phase HPLC UV 

detection ซċęงวิตามินบĊǰ12 ถĎกสกัดออกจากผลิตภัณฑŤดšวยสารละลายēซđดĊยมĒอซิđตทบัฟđฟอรŤǰรŠวมกับǰKCN  

ĒละĔชšđอนĕซมŤǰalpha-amylase หรČอǰpepsin đพČęอđพิęมประสิทธิภาพĔนการสกัดĔหšวิตามินบĊǰ12 ออกมาจาก

ผลิตภัณฑŤĕดšมากขċĚนǰหลังจากนัĚนผŠานวิตามินบĊǰ12 ĔนรĎปของǰcyanocobalamin ทĊęถĎกđปลĊęยนรĎปĒบบĒลšวǰǰǰǰǰǰǰǰ
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ลงĔนǰimmunoaffinity column ซċęงประกอบดšวยǰantibody ทĊęมĊความจĞาđพาะสĎงมาจับกับǰcyanocobalaminǰ

ชะออกจากคอลัมนŤดšวยđมทานอลǰĒละวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12 ēดยǰHPLC ดšวยตัวตรวจวัดǰUV ความ

ยาวคลČęนǰ361 นาēนđมตร 

 สĞาหรับบริษัทǰMead Johnson Nutrition ĕดšĔชšǰmethod MJN009 ซċęงปรับมาจากǰAOAC Official 

Method 2014.02ǰ[7]ǰĔนการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนǰผลิตภัณฑŤนมสĞาหรับผĎšĔหญŠĒละđดĘกĒรกđกิดǰ

ēดยǰreverse-phase UPLC ซċ ęงวิตามินบĊǰ12ǰถĎกสกัดออกจากผลิตภัณฑŤดšวยสารละลายēซđดĊยมĒอซิđตท

บัฟđฟอรŤǰpH 4 รŠวมกับǰNaCN  ĒละĔชšđอนĕซมŤǰalpha-amylase đพČęอĔหšĒนŠĔจวŠาĕดšทĞาการยŠอยคารŤēบĕฮđดรต

ĔนสŠวนอČęนėของผลิตภัณฑŤออกจนหมดǰđหลČอđพĊยงĒคŠēปรตĊนทĊęวิตามินบĊǰ12ǰđกาะอยĎŠǰđพิęมประสิทธิ ภาพĔนการ

สกัดĔหšวิตามินบĊǰ12ǰออกมาจากผลิตภัณฑŤĕดšมากขċĚนǰหลังจากนัĚนวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปของǰcyanocobalamin 

จะถĎกทĞาĔหšบริสčทธิĝǰēดยผŠานลงĔนǰimmunoaffinity column ซċęงประกอบดšวยǰantibody ทĊęมĊความจĞาđพาะสĎง

มาจับกับǰcyanocobalamin ชะออกจากคอลัมนŤดšวยđมทานอลǰĒละวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰēดยǰUPLC 

ดšวยตัวตรวจวัดǰUV ความยาวคลČęนǰ361ǰนาēนđมตรǰ  

 จากงานวิจัยดังทĊęกลŠาวมาขšางตšนǰการวิđคราะหŤหาปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนผลิตภัณฑŤǰวิตามินรวมǰĒละ

ĔนนมผงสĞาหรับđดĘกĒละผĎšĔหญŠǰจะĔชšวิธĊการđดĊยวกันǰēดยมักจะผŠานหลายขัĚนตอนǰđริęมจากการทĊęวิตามินบĊǰ12ǰซċęง

สŠวนĔหญŠมักจะđกาะติดกับēปรตĊนǰจะมĊการĔชšมĊการĔชšđอนĕซมŤđพČęอยŠอยสารประกอบēปรตĊนĔหšđลĘกลงอĊกทัĚงđพČęอ

กĞาจัดคารŤēบĕฮđดรตออกĕปǰĒละวิตามินบĊǰ12ǰจะถĎกสกัดออกจากผลิตภัณฑŤตัวอยŠางǰĔนสารละลายēซđดĊยม -ǰǰǰǰǰǰǰǰǰ

ĒอซิđตทบัฟđฟอรŤǰpH 4 รŠวมกับǰNaCN ทĊęอčณหภĎมิǰ100ǰองศาđซลđซĊยสǰđพČęอđปลĊęยนรĎปĒบบอČęนėทĊęพบĔน

ธรรมชาติของนมǰĔหšđปŨนรĎปĒบบǰcyanocobalaminǰหลังจากนัĚนวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปของǰcyanocobalamin 

จะถĎกทĞาĔห šบร ิส čทธ ิ ĝ ēดยจ ับกับǰmonoclonal antibody ทĊ ęม ĊความจĞาđพาะกับǰcyanocobalaminǰĔนǰ

immunoaffinity gel column ĒละวิđคราะหŤหาปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰēดยǰUPLC ดšวยตัวตรวจวัดǰUV ความ

ยาวคลČęนǰ361ǰนาēนđมตรǰđนČęองจากđปŨนđครČęองมČอĒยกĒละวิđคราะหŤสารทĊęอยĎŠĔนรĎปของđหลวทĊęสมรรถนะสĎงกวŠาǰ

HPLC ēดยการđพิęมĒรงดันของของđหลวǰĒละการĔชšคอลัมนŤขนาดđลĘกลงǰการวิđคราะหŤจċงĔชšระยะđวลาสัĚนกวŠาǰ

สิĚนđปลČองสารđคมĊนšอยกวŠาĒละยังĔหšผลการĒยกสารทĊęดĊกวŠาǰHPLC  

 งานวิจัยนĊĚĕดšสนĔจทĊęจะพัฒนาขัĚนตอนการđตรĊยมตัวอยŠางđพČęอการวิđคราะหŤēดยǰđริęมจากขัĚนตอนการ

สกัดวิตามินบĊǰ12ǰĔนภาวะทĊęđหมาะสมǰđชŠนǰĔนผลิตภัณฑŤนมผงจะมĊการศċกษาĔนสŠวนของđอนĕซมŤǰระหวŠา งǰ

alpha-amylase กับǰpapain วŠาđอนĕซมŤตัวĔดหรČอĔชšปริมาณđทŠาĕรจċงมĊสŠวนทĞาĔหšคŠาการวิđคราะหŤหาปริมาณ

วิตามินบĊǰ12ǰđพิęมสĎงขċĚนǰสŠวนสĞาหรับĔนǰpremixes จะศċกษาการละลายǰการđจČอจางความđขšมขšนǰĒละศċกษา

การđติมหรČอĕมŠđติมǰNaCN วŠามĊผลตŠอการđปลĊęยนวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบอČęนėทĊęพบĔนธรรมชาติของนมǰĔหšđปŨนǰ

cyanocobalaminǰทัĚงĔนผลิตภัณฑŤนมผงǰĒละǰpremixes นอกจากนĊĚศċกษาĔนสŠวนของǰđวลาทĊęđหมาะสมĔนการ
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จับกันของǰmonoclonal antibody ĒละǰcyanocobalaminǰรวมĕปถċงตรวจสอบปริมาณđมทานอลǰสารทĊęĔชš

ĔนการชะวิตามินบĊǰ12ǰออกจากǰ immunoaffinity gel columnǰหรČออาจĔชšสารชนิดอČęนมาชะĒทนđมทานอลǰ

Ēละสčดทšายตรวจสอบประสิทธิภาพของǰimmunoaffinity gel columnǰการศċกษาĒละพัฒนาขัĚนตอนđหลŠานĊĚǰ

đพČęอหาสาđหตčวŠาทĞาĕมǰผลการวิđคราะหŤของทางบริษัทจċงĕมŠตรงกับตัวĒทนจĞาหนŠายǰอĊกทัĚงหาสภาวะทĊęđหมาะสม

ทĊęสčดĔนขัĚนตอนตŠางėǰđพČęอĔหšĕดšคŠาการวิđคราะหŤถĎกตšองĒมŠนยĞาตามđกณฑŤของǰAOAC 

 

1.4ǰประโยชนŤที่คาดวŠาจะไดšรับ 

     วธิĊทĊęĔชšĔนการทดสอบวิตามินบĊǰ12ǰทĊęĕดšรับการĒกšĕขĒลšวสามารถĔชšทดสอบกับผลิตภัณฑŤนมĕดšĒละĔหšคŠา

ถĎกตšองĒมŠนยĞาตามđกณฑŤของǰAOAC 

  



7 

 

บทที่ǰ2ǰ 

การทดลอง 

 

2.1ǰเครื่องมือและอุปกรณŤ 

1. Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) with Tunable Ultra Violet detector ยĊęหšอǰ

Waters, Acquity 

2. Data system ยĊęหšอǰAtlas 8.2.3 Chromatography Data system 

3. Analytical Column ยĊęหšอǰWaters Acquity BEH C18 2.1 x 100 mm in diameter, 1.7 µm 

4. Oven/Autoclave ยĊęหšอǰFisher Scientific Isotemp Oven Model 718F/Primus PSS500 

5. Shaker Bath 37°C ยĊęหšอǰG76D New Brunswick Sciencetific Co Inc. 

6. Electronic digital pipette ยĊęหšอǰRainin, 1000 µL, 10 mL 

7. Easi- Extract Column ยĊęหšอǰRBR Product, Product Code: P88/88B 

8. Rotary evaporator ยĊęหšอǰZymark Turbovap LV Evaporator P/N 43750/30 

9. Filter paper ยĊęหšอǰWhatman no. 2, 125 mm, Cat No 1002 125 

10. Ultrasonic cleaner ยĊęหšอǰCrest ultrasonics 

11. Vortex mixer รčŠนǰVortex- 2 Genie ยĊęหšอǰScientific Industries  
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2.2 สารเคมี 

1. đมทานอลǰ(Methanol, MeOH)  

2. ĒอซิēตĕนĕตรลŤǰ(Acetonitrile, ACN) 

3.ǰĕอēซēพรพานอลǰ(Isopropanol, IPA) 

4. ĕตรฟลĎออēรĒอซิติกǰĒอซิดǰ(Trifluoroacetic acid, TFA) 

5. đอทิลĒอลกอฮอลŤǰ(Ethyl Alcohol) 

6. ĕซยาēนēคบาลามินǰ(Cyanocobalamin, Cbl) 

7. ēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰ(Sodium cyanide, NaCN) 

8. สารละลายēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰ(Sodium cyanide solution, NaCN 1%) 

9. ēพĒทสđซĊยมĕซยาĕนดŤǰ(Potassium cyanide, KCN) 

10. สารละลายēพĒทสđซĊยมĕซยาĕนดŤǰ(Potassium cyanide solution, KCN 10%) 

11. ĒอลฟาอะĕมđลสจากตับอŠอนของหมĎǰ(Alpha-amylase from porcine pancreas) 

12. ēซđดĊยมĒอซิđตทบัฟđฟอรŤǰ(Sodium acetate buffer, NaOAC buffer) 

13. ปาđปนจากยางมะละกอǰ(Papain Carica papaya) 

14. สารตัวอยŠางǰQC นมผงสĎตรǰState 1  

15. สารตัวอยŠางǰA นมผงสĎตรǰState 2  

16.ǰสารตัวอยŠางǰB นมผงสĎตรǰState 2  

17. สารตัวอยŠางǰC นมผงสĎตรǰState 3 

18. สารตัวอยŠางǰD นมผงสĎตรǰState 3 

19.ǰสารตัวอยŠางǰE Polyvitamin Premixes high specification 

20.ǰสารตัวอยŠางǰF Polyvitamin Premixes low specification 
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2.3ǰวิธีการทดลอง 

2.3.1. การเตรียมตัวอยŠางǰ 

2.3.1.1. การเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤวิตามินบีǰ12ǰในนมผง 

 ǰละลายนมēดยชัęงนมผงǰ25ǰกรัมǰลงĔนขวดสĊชาǰđติมนĞĚาǰ200ǰกรัม ชัęงนมทĊęละลายĒลšวǰ60ǰกรัมǰđติม

Ēอลฟาอะĕมđลสǰ0.05ǰกรัมǰđติมǰ1% ēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰ1ǰมิลลิลิตรǰปŗดฝาđขยŠาĔหšđขšากันǰนĞาĕปบŠมǰทĊęอčณหภĎมิǰ

37 องศาđซลđซĊยสĔนđครČęองǰAutoclaveǰđพČęอĔหšđอนĕซมŤทĞางาน đปŨนđวลาǰ30ǰนาทĊǰหลังจากนัĚนđติมสารละลาย

0.4 MǰēซđดĊยมอะซิđตทบัฟđฟอรŤǰ25ǰมิลลิตรǰนĞาđขšาตĎšอบอčณหภĎมิǰ100ǰองศาđซลđซĊยสǰđปŨนđวลาǰ30ǰนาทĊǰทิĚงĔหš

đยĘนทĊęอčณหภĎมิหšองǰปรับปริมาตรจนđปŨนǰ100ǰมิลลิตรǰกรองđอาตะกอนออกดšวยกระดาษกรองǰWhatman 

đบอรŤǰ2ǰ 

2.3.1.2. การเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤวิตามินบีǰ12ǰในǰPolyvitamin Premixes 

  ละลายǰPremixes ēดยชัęงนมผงǰ1 กรัมǰลงĔนขวดปรับปริมาตรขนาดǰ100ǰมิลลิตรǰđติมนĞĚาอčณหภĎมิǰ

40ǰองศาđซลđซĊยสǰ50 มิลลิลิตรǰละลายēดยĒชŠลงĔนอŠางนĞĚาความถĊęสĎงǰ (sonicate) 15 นาทĊǰĒละปรับปริมาตร

จนถċงǰ100ǰมิลลิลิตรǰปŗđปตǰPremixes ทĊęละลายĒลšวมาǰ10ǰมิลลิลิตรǰđติมสารละลายǰ0.4 MǰēซđดĊยมอะซิđตท

บัฟđฟอรŤǰ50 มิลลิตรǰĒละǰ1% ēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰ1 มิลลิลิตรǰนĞาđขšาตĎšอบǰอčณหภĎมิǰ100 องศาđซลđซĊยสǰđปŨน

đวลาǰ30 นาทĊǰทิĚงĔหšđยĘนทĊęอčณหภĎมิหšองǰปรับปริมาตรจนđปŨนǰ100 มิลลิลิตรǰกรองđอาตะกอนออกดšวยกระดาษ

กรองǰWhatman đบอรŤǰ2  

 

2.3.2. การสกัดแยกวิตามินบีǰ12ǰโดยใชšǰImmunoaffinity gel column 

   đตรĊยมǰEasi- Extract columns ēดยนĞาออกมาวางĕวšทĊęอčณหภĎมิหšองǰđปŗดฝาĒละปลŠอยสารละลาย

ออกจากคอลัมนŤǰหลังจากนัĚนทĞาการēหลดสารตัวอยŠางทĊęĕดšจากขัĚนตอนการđตรĊยมǰลงĔนđจลคอลัมนŤǰปŗดฝาĒละ

đขยŠาอยŠางชšาėǰđพČęอĔหšวิตามินบĊǰ12ǰจับกับđจลĕดšอยŠางสมบĎรณŤǰđปŗดฝาปลŠอยสารออกจากคอลัมนŤǰลšางคอลัมนŤ

ดšวยนĞĚาปริมาณǰ10ǰมิลลิลิตรǰปลŠอยนĞĚาออกจากคอลัมนŤǰกĞาจัดนĞĚาออกจากคอลัมนŤĔหšหมดēดยผŠานอากาศđขšาĕป

ĔนคอลัมนŤǰหลังจากนัĚนชะđกĘบวิตามินบĊǰ12ǰēดยđติมđมทานอลปริมาณǰ2ǰมิลลิลิตรǰทิĚงĕวšǰ5ǰนาทĊǰปลŠอยลงĔน

หลอดทดลองสะอาดǰĒละđติมđมทานอลอĊกǰ1ǰมิลลิลิตรǰหลังจากนัĚนผŠานลมđขšาสĎŠคอลัมนŤđพČęอĔหšđมทานอลออก

จากคอลัมนŤจนหมด 
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2.3.3. ระเหยตัวท าลายออกและเก็บสารตัวอยŠาง 
 ǰǰǰนĞาสารตัวอยŠางทĊęมĊđมทานอลĔนหลอดทดลองทĊęĕดšจากขัĚนตอนǰ2.3.2ǰĕประđหยđอาđมทานอลออกēดย

đขšาđครČęองǰTURBOVAP Gas Nitrogen อčณหภĎมิǰ50ǰองศาđซลđซĊยสǰจนĒหšงǰหลังจากนัĚนละลายดšวยǰ90:10 

Moblie Phase A/ Mobile Phase B ปริมาณǰ0.3ǰมิลลิลิตรǰvortex 1ǰนาทĊǰĒละกรองđกĘบĔนǰvials   

2.3.4. หาปริมาณวิตามินบีǰ12ǰโดยใชšเครื่องǰUPLC 

2.3.4.1. เตรียมǰMobile Phase (MP) 

  MP A: 0.025% TFA in water ēดยǰđติมǰTFAǰ0.25ǰมิลลิลิตรǰลงĔนนĞĚาǰ1ǰลิตรǰ 

MP B: 0.025% TFA in Acetonitrile ēดยǰđติมǰTFA 0.25 มิลลิลิตรǰลงĔนǰACNǰ1 ลิตร 

2.3.4.2. เตรียมสภาวะเครื่องǰUPLC ดังตŠอไปนี้ 

  Column Temperature:  40 องศาđซลđซĊยส 

  Wash Solvent: Weak wash water: ACN 90:10  

Strong wash ACN: MeOH: Water: IPA 40:40:10:10  

  Injection Volume: 0.05 µL  

  Flow: 0.250 mL/min 

  Gradient Table ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰตารางที่ǰ2.1ǰGradient table of UPLC 

 

 

 

   

 

 

Run- time: 11นาทĊ   

Wavelength: Single mode 361 nm 

 

 Time Flow rate % MP A % MP B 

1 Initial 0.250 90.0 10.0 

2 1.7 0.250 90.0 10.0 

3 2.5 0.250 75.0 25.0 

4 5.9 0.250 10.0 90.0 

5 6.9 0.250 10.0 90.0 

6 7.0 0.250 90.0 10.0 

7 11.0 0.250 90.0 10.0 
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2.4ǰวิธีการค านวณǰ 

 

 2.4.1 นมผงค านวณดšวยสูตรดังนี้ǰ 

 

ሺ𝑨ሻሺ𝑩ሻሺ𝑭ሻ૙. ૜
ሺ𝑫ሻሺ𝑬ሻૢ

૚૙૙ ࢞ ൌ 𝑨𝒎࢕ ࢚࢔࢛࢕𝒇 ࢜𝒊࢚𝒂𝒎𝒊࢔ 𝑩૚૛ ሺµ𝒈/૚૙૙ 𝒈ሻ   

 

A = Instrument response (ppm or µg/mL ) 

B = Volume of sample (Always 100 mL) 

F = Weight of slurry (g) 

D = Weight of sample (g) 

E = Weight of powder (g) 

0.3 = Reconstituted volume (mL) 

9 = Volume on the immunoaffinity column (mL) 
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 2.4.2ǰPremixes ค านวณดšวยสูตรดังนี้ 

     
ሺ𝑨ሻሺ𝑫૚ሻሺ𝑫૛ሻ૙. ૜

ሺ𝑮ሻሺ𝑷ሻૢ
ൌ 𝑨𝒎࢕ ࢚࢔࢛࢕𝒇 ࢜𝒊࢚𝒂𝒎𝒊࢔ 𝑩૚૛ ሺµ𝒈/𝒈ሻ   

 

A = Instrument response (ppm or µg/mL ) 

D1 = Dilute first time (mL) (Always 100 mL) 

D2 = Dilute Second time (mL) (Always 100 mL) 

G = Weight of sample (g) 

P = Volume pipette (mL) (Always 10 mL) 

0.3 = Reconstituted volume (mL) 

9 = Volume on the immunoaffinity column (mL) 
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บทที่ǰ3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

  

3.1ǰการเตรียมตัวอยŠางǰ 

ǰǰǰǰǰ3.1.1 การเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤวิตามินบีǰ12ǰในนมผง 

3.1.1.1ǰการเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤวิตามินบีǰ12ǰนมผงǰการใชšǰalpha- amylase ǰ

และǰpapain  

đนČęองจากǰMethod MJN009 ĕดšมĊการĒนะนĞาǰenzyme active ĔนชŠวงǰ1000-1500ǰunit đพČęอĔหšĕดšคŠา

การวิđคราะหŤทĊ ęđหมาะสมǰดังนั ĚนĔนการทดลองจċงĕดšทĞาการศċกษาđอนĕซมŤทĊ ęนĞามาĔชšǰēดยทĞาการ

đปรĊยบđทĊยบปริมาณของǰalpha- amylaseǰระหวŠางǰ0.05ǰกรัมǰ(enzyme activity= 600)ǰĒละǰ0.1ǰ

(enzyme activity= 1200)ǰกรัมǰนอกจากนĊĚยังศċกษาđปรĊยบđทĊยบประสิทธิภาพระหวŠางǰ0.1ǰกรัมǰ

alpha- amylaseǰĒละǰ0.4 กรัมǰPapain (enzyme activity= 1200)  ĕดšผลการทดลองđปŨนดังตารางทĊęǰ

3.1 

ตารางท่ีǰ3.1ǰผลการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĔนนมผงđมČęอĔชšǰalpha- amylase  Ēละǰpapain 

 

 

 

 

 

sample 

 

Result B12 (µg/100g) 

 

 

Specification Test date:19/08/2020 

Initial 0.05 

Amylase 

0.1 

Amylase 

0.4 

Papain 

QC - 2.35 2.42 2.37 2.21-ǰ2.66 

A 1.63 1.77 1.81 1.74 0.90ǰ-ǰ2.80 

B 3.00 2.93 3.05 2.90 3.30ǰ-ǰ6.60 

C 2.77 2.58 2.26 2.67 1.75ǰ-ǰ3.33 

D 1.67 1.66 1.72 1.68 2.00ǰ-ǰ3.33 
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จากตารางทĊ ęǰ3.1ǰพบวŠาǰĔนผลิตภัณฑŤǰA B ĒละǰD การĔชšǰalpha- amylase 0.1ǰกรัมǰĔหšคŠาการ

ทดลองǰđทŠากับǰ1.81, 3.05 Ēละǰ1.72ǰµg/100g ผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰมĊĒนวēนšมสĎง

กวŠาǰสĞาหรับผลิตภัณฑŤǰC  มĊĒนวēนšมตĞęากวŠาการĔชšǰalpha- amylaseǰ0.05ǰกรัมǰĒตŠจากตารางผลการ

ทดลองพบวŠาคŠาการทดลองĕมŠĕดšĒตกตŠางกันมากǰการทĊęǰผลิตภัณฑŤǰA B ĒละǰDǰมĊĒนวēนšมĕดšคŠาการ

วิđคราะหŤđพิęมขċĚนǰđพราะǰการĔชšǰalpha- amylase มĊจčดประสงคŤĔนการยŠอยสŠวนทĊęđปŨนคารŤēบĕฮđดรต

ออกจากผลิตภัณฑŤǰđพČęอĔหšมัęนĔจวŠามĊđพĊยงēปรตĊนทĊęมĊวิตามินบĊǰ12ǰทĊęđกาะติดǰđทŠานัĚนǰกŠอนนĞาĕปสกัด

วิตามินบĊǰ12ǰดšวยสารละลายēซđดĊยมĒอซิđตทรŠวมกับēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰดังนั ĚนการĔชšǰǰǰalpha- 

amylaseǰ0.1ǰกรัมǰซċęงมĊคŠาǰenzyme activeǰ1200ǰunit จċงมĊสŠวนĔนการยŠอยคารŤēบĕฮđดรตออกจาก

ผลิตภัณฑŤĕดšมากกวŠาǰđมČęอđทĊยบกับการĔชšǰalpha- amylaseǰ0.05ǰกรัมǰซċęงมĊคŠาǰenzyme activeǰ

đพĊยงǰ600ǰunit  đมČ ęอđปรĊยบđทĊยบประสิทธิภาพของǰ0.1ǰกรัมǰalpha- amylaseǰĒละǰ0.4ǰกรัมǰ

papainǰซċęงมĊคŠาǰenzyme activeǰ1200ǰunit đทŠากันǰพบวŠาđอนĕซมŤทัĚงสองมĊประสิทธิภาพĔกลšđคĊยง

กันสามารถĔชšĒทนกันĕดš 
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3.1.1.2ǰ การเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤปริมาณวิตามินบีǰ12ǰในนมผงǰโดยใชšและไมŠใชš

โซเดียมไซยาไนดŤ 

ทĞาการศċกษาđปรĊยบđทĊยบระหวŠางǰการđติมǰ1% ēซđดĊยมĕซยาĕนดŤ 1 มิลลิลิตร ĒละǰการĕมŠđติมǰēซđดĊยม

ĕซยาĕนดŤ ĔนสารตัวอยŠางทĊęđปŨนนมผงǰวิตามินบĊǰ12ǰหรČอđรĊยกรวมกันวŠาǰcobalamin มĊēครงสรšางหลัก

ประกอบดšวยǰēคบอลทŤĕอออนอยĎŠกċęงกลางทĞาพันธะกับหมĎŠฟŦงกŤชันǰ[8]  ดังรĎปภาพทĊęǰ3.1 

 

รูปที่ǰ3.1ǰēครงสรšางหลักของวิตามินบĊǰ12ǰ(Cobalamin) [8] 

สĞาหรับวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบตŠางėǰđกิดจากลิĒกนดŤชนิดตŠางėมาทĞาพันธะกับēคบอลทŤĕอออนǰซċęง

วิตามินบĊǰ12ǰทĊęพบĔนปŦจจčบันǰมĊǰ4ǰรĎปĒบบหลักคČอǰhydroxocobalamin, adenosylcobalamin,ǰ

methylcobalaminǰĒละǰcyanocobalamin [9] ดังรĎปภาพทĊęǰ3.2ǰ 

ตารางท่ีǰ3.2ǰēครงสรšางของวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบตŠางė [10]  

Functional group Cobalamin form 

H2O/ HO Hydroxocobalamin 

CH3 Methylcobalamin 

5’- deoxyadenosyl Adenosylcobalamin  

CN Cyanocobalamin 
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  ēดยว ิ ตาม ินบ Ċ ǰ12 ǰ Ĕนร Ď ปĒบบของ ǰhydroxocobalamin, methylcobalaminǰĒละ

adenosylcobalaminǰสามารถพบđจอĕดšĔนธรรมชาติǰđชŠนĔนรŠางกายǰหรČอǰĒหลŠงอาหารทĊęมĊวิตามินบĊǰ

12ǰđชŠนǰđนČĚอǰนมǰอาหารทะđลǰĒละǰĕขŠđปŨนตšน [11] 

hydroxocobalamin đปŨนวิตามินบĊǰ12ǰทĊęสŠวนĔหญŠผลิตขċĚนēดยĒบคทĊđรĊยĔนลĞาĕสšĒละยังǰǰǰǰ

ĔชšĔนรĎปĒบบการฉĊดđขšาสĎŠรŠางกายđนČęองจากคงทนอยĎŠĕดšนานǰđมČęอđขšาสĎŠรŠางกายจะถĎกđปลĊęยนĕปอยĎŠĔน

รĎปĒบบของǰmethylcobalamin Ēละǰadenosylcobalamin ซċęงทัĚงสองรĎปĒบบนĊĚǰđปŨนวิตามินบĊǰ12ǰ

Ēบบออกฤทธิĝǰ(Bioactive coenzyme) สĞาหรับǰCyanocobalamin đปŨนวิตามินบĊǰ12ǰชนิดสังđคราะหŤ

ทĊęมĊความđสถĊยรĒละĕมŠĕวตŠอการđกิดǰOxidation ĔนอากาศǰจċงนĞามาĔชšกันมากทĊęสčดสĞาหรับđสริมĔน

ผล ิตภ ัณฑŤอาหารǰอ Ċกท ั Ě งđม Č ęอđข šาส Ď Šร Šางกายจะถ Ďกđปล Ċ ęยนĕปđป Ũนǰ methylcobalamin Ēละǰ

adenosylcobalaminǰđพČęอĔหšสามารถออกฤทธิĝĕดšĒละđขšาĕปมĊบทบาทĔนการทĞางานของระบบตŠางė

ภายĔนรŠางกายǰ[12,13] 

   

 

   

 

 

 

 

 

รูปที่ǰ3.3ǰēครงสรšางของวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบตŠางėǰ [14] 

 

 

 

Hydroxocobalamin Methylcobalamin Adenosylcobalamin 
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รูปที่ǰ3.4ǰēครงสรšางของวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบǰCyanocobalamin [9] 

ĔนการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนผลิตภัณฑŤอาหารĒละđครČęองดČęมǰซċęงĕมŠĕดšประกอบĒคŠđพĊยงĔน

รĎปĒบบǰcyanocobalamin đทŠานัĚนǰĒตŠยังมĊวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบทĊęพบĔนธรรมชาติซċęงđกาะติดอยĎŠ

กับēปรตĊนอĊกดšวยǰ[3]ǰดังนัĚนการđติมǰēซđดĊยมĕซยาĕนดŤ อาจมĊผลตŠอการđปลĊęยนวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบ

อČęนėĔหšมาอยĎŠĔนรĎปĒบบของǰcyanocobalamin [15] จากการทดลองĕดšผลดังตารางทĊęǰ3.3 

ตารางท่ีǰ3.3 ผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนนมผงǰēดยĔชšĒละĕมŠĔชšēซđดĊยมĕซยาĕนดŤ 

 

Sample Result B12 (µg/100g) Specification 

Test 

date 

5/08/2020 02/09/2020 22/09/2020 

 
Initial NaCN No 

NaCN 

NaCN No 

NaCN 

NaCN No 

NaCN 

 

QC   2.49 1.76 2.24 1.81 2.23 1.74 2.21-ǰ2.66 

A 1.63 - - - - 1.62 1.25 0.90ǰ-ǰ2.80 

B  3.00 - - - - 2.71 1.05 3.30ǰ-ǰ6.60 

C 2.77 - - - - 2.46 1.23 1.75ǰ-ǰ3.33 

D 1.67 - - - - 1.46 0.63 2.00ǰ-ǰ3.33 
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จากตารางผลการทดลองǰพบวŠาǰĔนผลิตภัณฑŤǰA B C ĒละǰD đมČęอđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤคŠาการวิđคราะหŤ

ปริมาณวิตามิน 12 đทŠากับǰ1.62ǰ, 2.71, 2.46 Ēละǰ1.46ǰµg/ 100gǰĔนขณะทĊęการĕมŠđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤ

ĔหšผลการทดลองดังนĊĚǰ1.25, 1.05, 1.23ǰĒละǰ0.63ǰµg/ 100gǰǰǰรวมถċงตัวอยŠางǰQC ดšวยđชŠนกัน จากผลการ

ทดลองđหĘนĕดšชัดวŠาǰการđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰǰทĞาĔหšผลการวิđคราะหŤทĊęดĊกวŠาǰสĞาหรับตัวอยŠางทĊęđปŨนนมผงǰ

đพราะǰผล ิตภ ัณฑŤของบริษ ัททĊ ęĔช šĔนการทดลองǰมĊว ิตามินบĊǰ12ǰĔนร ĎปĒบบǰcyanocobalamin จากǰ

polyvitamin premixes ǰซċęงđปŨนวัตถčดิบĔสŠลงĕปĔนผลิตภัณฑŤǰĒละวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบอČęนėǰทĊęพบĔน

ธรรมชาติของผลิตภัณฑŤนมǰดังนัĚนการđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰǰมĊผลตŠอการđปลĊęยนวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบทĊęพบ

đจอĔนธรรมชาติĔหšมาอยĎŠĔนรĎปของǰcyanocobalamin ĔนขณะทĊęการĕมŠđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰทĞาĔหšคŠาการ

วิđคราะหŤนšอยกวŠาǰจċงอนčมานĕดšวŠาปริมาณของการđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰǰอาจมĊผลตŠอการđปลĊęยนรĎปĒบบĔหš

สมบĎรณŤđชŠนกันǰหากĔสŠĔนปริมาณทĊęนšอยǰวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบทĊęพบđจอĔนธรรมชาติǰอาจđปลĊęยนđปŨนǰ

cyanocobalaminǰĕดšĕมŠสมบĎรณŤǰĒละสŠงผลĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰตĞęาǰ 
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ǰǰǰǰǰ3.1.2ǰการเตรียมสารตัวอยŠางส าหรับǰpremixes 

3.1.2.1ǰการเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤวิตามินบีǰ12ǰpremixesǰโดยใชšและไมŠใชšโซเดียมǰǰǰ

ไซยาไนดŤ 

ǰ ทĞาการศċกษาđปรĊยบđทĊยบระหวŠางǰการđติมǰ1% ēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰǰ 1 มิลลิลิตร ĒละǰการĕมŠ

đติมǰēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰ  ĔนสารตัวอยŠางทĊęđปŨนǰpremixesǰđนČęองจากวิตามินบĊǰ12ǰทĊęพบĔนวิตามินรวมǰ

หรČอǰpremixesǰจะพบđพĊยงĒคŠรĎปĒบบǰcyanocobalamin đทŠานัĚนǰดังนัĚนการđติมหรČอĕมŠđติมēซđดĊยม

ĕซยาĕนดŤǰǰอาจĕมŠมĊผลตŠอการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰǰđนČęองจากĕมŠตšองđปลĊęยนวิตามินบĊǰ12ǰĔน

รĎปĒบบอČęนĔหšมาอยĎŠĔนรĎปของǰcyanocobalaminǰจากผลการทดลองĕดšผลดังตารางทĊęǰ3.4ǰ 

ǰǰǰǰǰǰǰตารางท่ีǰ3.4ǰผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔน premixes ēดยĔชšĒละĕมŠĔชšēซđดĊยมĕซยาĕนดŤ 

 

จากตารางผลการทดลองǰพบวŠาǰĔนผลิตภัณฑŤǰE ซċęงđปŨนǰpremixes ทĊęมĊคŠากĞาหนดของผลิตภัณฑŤสĎงǰทĞา

การทดลองซĞĚาสามครัĚงǰđมČęอĕมŠđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤคŠาการวิđคราะหŤǰวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰǰ6.97, 6.88, 

6.92 µg/gǰǰซċęงสĎงกวŠาการđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤทĊęĕดšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ6.63, 

6.30, 6.36 µg/gǰǰสĞาหรับĔนผลิตภัณฑŤǰF ซċęงđปŨนǰpremixes ทĊęมĊคŠากĞาหนดของผลิตภัณฑŤตĞęาǰĕดšผล

การทดลองดังนĊĚǰđมČęอĕมŠđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤคŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ 3.50, 3.63, 3.51ǰ

µg/g  ซċęงสĎงกวŠาการđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤทĊęĕดšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ3.45, 3.41 

Ēละǰ3.32ǰµg/gǰซċęงผลการทดลองĔนผลิตภัณฑŤǰE ĒละǰF มĊĒนวēนšมĕปĔนทิศทางđดĊยวกันคČอǰการĕมŠ

đติมēซđดĊยมยาĕนดŤĔหšผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰทĊęđพิęมสĎงขċĚนǰǰ 

จากภาวะของđครČęองǰUPLC ทĊęĔชšǰDAD Wavelength 361 nm ซċęงđปŨนชŠวงการดĎดกลČนĒสง

ของǰCo2+ǰcomplexǰจากหลักการของǰSpectrochemical series หากมĊǰLigand มาđกาะทĊęǰCo2+ จะ

Sample Result B12 (µg/g) Specification 

Initial Add NaCN No NaCN 
 

2/09/20 11/09/20 15/09/20 2/09/20 11/09/20 15/09/20 
 

E - 1 5.17 5.59 6.63 - 6.64 6.97 - 6.18-7.82 

E - 2 - 6.30 - - 6.88 - 

E- 3 - 6.36 - - 6.92 - 

F - 1 2.78 3.09 - 3.45 3.28 - 3.50 2.64-3.96 

F - 2 - - 3.41 - - 3.63 

F - 3 - - 3.32 - - 3.51 
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ทĞาĔหšคŠาการดĎดกลČนĒสงđปลĊęยนĕปǰ [16]ǰทัĚงนĊĚคาดวŠาการทĊęđติมǰēซđดĊยมĕซยาĕนดŤđขšาĕปǰอาจทĞาĔหšหมĎŠǰ

Ligand หรČอǰCN-   มĊมากđกินพอĒละđปŨนđหตčĔหšǰมĊēอกาสทĊęǰcyanocobalamin จะđปลĊęยนĕปอยĎŠĔน

รĎปĒบบอČęนǰซċęงทĞาĔหšคŠาการวิđคราะหŤลดตĞęาลงǰđมČęอทĞาการตรวจสอบวิตามินบĊǰ12ǰทĊęđปลĊęยนĒปลงอัน

đนČęองมาจากการđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤēดยการวิđคราะหŤดšวยǰUV-Vis Spectroscopy ĒตŠđนČęองจาก

ปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰทĊęสกัดĕดšมĊปริมาณนšอยมากจċงยังĕมŠสามารถยČนยันขšอสันนิษฐานการĕมŠđติม

ēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰǰมĊผลทĞาĔหšคŠาการทดลองทĊęดĊกวŠา 

จากการตรวจวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบǰcyanocobalamin ดšวยđครČęองǰUPLC DAD 

Detector จะđหĘนพĊกขċĚนชัดđจนĒคŠđพĊยงพĊกđดĊยวǰคČอชŠวงǰ361ǰnmǰĒตŠดšวยธรรมชาติของวิตามินบĊǰ12ǰ

ĔนรĎปĒบบǰcyanocobalamin จะพบการดĎดกลČนทัĚงหมดǰ3ǰĒหŠงǰคČอทĊęǰOmaxǰ278, 361 Ēละǰ550ǰ

nm [17]ǰ 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ǰ3.5 ผลการตรวจวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบǰCyanocobalamin ดšวยđครČęองǰUPLC DAD 

Detector đมČęอđติมĒละĕมŠđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤĔนผลิตภัณฑŤǰPremixes 

  

ǰ 

 

 

 

รูปที่ǰ3.6 UV-Vis Spectra of CNCbl 1 in H2O and (CN)2Cby(OMe)7 25 in DCM [17] 
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ซċęงถšาหากđปลĊęยนĕปđปŨนวิตามินบĊǰ12ǰĔนรĎปĒบบอČęนǰทĊęǰOmax 361ǰnm จะĕมŠđลČęอนǰ(Shift) 

หรČอđลČęอนĕปนšอยมากǰĒตŠทĊęǰOmax 278ǰĒละǰ550ǰจะđลČęอนทĊęĕปคŠอนขšางชัดđจนǰยกตัวอยŠางđชŠนǰจาก

งานวิจัยของǰLester Ēละคณะǰ[18] พบวŠาหากวิตามินบĊǰ12ǰทĊ ęว ิđคราะหŤĕดšอยĎ ŠĔนรĎปĒบบของǰ

hydroxocobalamin จะมĊǰOmaxǰทĊęđลČęอนĕปทัĚงหมดǰ2ǰĒหŠงǰคČอ Omaxǰ361ǰnm đลČęอนĕปทĊęǰOmaxǰ351ǰ

nm ĒละǰOmaxǰ550ǰจะđลČęอนĕปทĊęǰOmaxǰ525ǰnmǰดšวยđหตčทĊęĔนการศċกษาวิจัยนĊĚวิตามินบĊǰ12ǰทĊęสกัด

ĕดšมานัĚนมĊอยĎ ŠĔนปริมาณตĞęากวŠาทĊęจะตรวจวัดĕดšดšวยǰUV spectroscopyǰดังนัĚนควรทĞาการศċกษา

đพิęมđติมǰēดยĔชšวิธĊการวิđคราะหŤอČęนėǰđชŠนǰLC-MS หรČอǰMS-MS รŠวมดšวย đปŨนตšน 
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3.1.2.2ǰการเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤวิตามินบีǰ12ǰในǰpremixesǰโดยการเจือจาง 

đนČęองจากปŦญหาĔนǰpremixes ทĊęมĊǰspecification สĎงตัĚงĒตŠǰ5ǰµg/g ขċĚนĕปǰคŠาของปริมาณǰ

วิตามินบĊǰ12ǰทĊęวัดĕดšนšอยกวŠาคŠากĞาหนดของผลิตภัณฑŤǰĒละผลการทดลองĕดšคŠาการทดลองทĊ ęĕมŠ

ĔกลšđคĊยงกันǰอาจđปŨนĕปĕดšวŠาคŠาǰcapacity ของǰimmunoaffinity gel ซċęงđทŠากับǰ0.01-ǰ0.5ǰµg/ml 

จċงสันนิษฐานวŠาǰcapacity ของđจลอาจมĊผลตŠอการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđนČęองจากวŠาǰĔนǰ

premixes ทĊęมĊǰspecification สĎงǰมĊปริมาณสารทĊęตšองการวิđคราะหŤĔนปริมาณมากđกินกวŠาǰcapacity 

ของđจลǰจċงทĞาการđจČอจาง đพČęอĔหšความđขšมขšนของǰpremixes ลดลงǰēดยĔนขัĚนตอนของการปŗđปตǰ

จากปกติปŗđปตǰ10ǰมิลลิลิตรǰđปŨนปŗđปตǰ5ǰมิลลิลิตรǰǰĕดšผลการทดลองดังตารางทĊęǰ3.5ǰ 

ตารางท่ีǰ3.5ǰผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนǰpremixes ēดยการđจČอจาง 

 

จากตารางผลการทดลองพบวŠาĔนสารตัวอย Šางǰ E-1 ถċงǰE-3 ซċ ęงđป Ũนǰpremixes ทĊ ęมĊ ǰ

specification มากกวŠาǰ5 µg/g ผลการทดลองĔนกรณĊทĊęทĞาการđจČอจาง พบวŠาคŠาการวิđคราะหŤสĎงขċĚนǰ

ซċęงĔนความđปŨนจริงหากคŠาǰcapacity ของđจลĕมŠĕดšมĊผลǰคŠาการทดลองควรĕดšđทŠากันĔนการทĞาทัĚงǰ3ǰซĞĚาǰ

อยŠางĕรกĘดĊผลการทดลองทĊęĕดšđปŨนđพĊยงĒคŠขšอมĎลชčดđดĊยวǰจċงĕมŠอาจสรčปĕดšĒนŠชั ดวŠาการđจČอจาง สŠงผล

ตŠอการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰสĞาหรับǰpremixes ทĊęมĊคŠาǰspecification สĎงหรČอĕมŠǰดังนัĚนควร

ทĞาการทดลองđพิęมđติมสĞาหรับǰpremixes ทĊęมĊǰspecification มากกวŠาǰ5 µg/gǰĔนตัวอยŠางอČęนėตŠอĕป 

 

  

 

Sample Result B12 (µg/g) Specification 

Initial Add CN 

Pipette  10 ml 

Add CN (Dilute) 

Pipette  5 ml 

No CN 

Pipette  10 ml 

No CN (Dilute) 

Pipette  5 ml 
 

2/09/20 11/09/20 2/09/20 11/09/20 2/09/20 11/09/20 2/09/20 11/09/20 
 

E - 1 5.17 5.60 6.63 6.36 6.63 6.46 6.97 6.69 7.09 6.18-7.82 

E - 2 - 6.30 - 6.18 - 6.88 - 6.72 

E - 3 - 6.36 - 6.40 - 6.92 - 6.78 
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3.1.2.3ǰการเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤวิตามินบีǰ12ǰในǰpremixesǰโดยใชšอุณหภูมิการ

ละลายท่ีแตกตŠางกัน  

3.1.2.3.1ǰการเตรียมสารตัวอยŠางส าหรับǰpremixesǰโดยการละลายในปริมาณน ้าที่

เพิ่มข้ึน 

ทĞาการศċกษาการđพิęมปริมาณนĞĚาĔนการละลายǰpremixes đพČęอพิสĎจนŤวŠาการละลายมĊผลตŠอ

การวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰēดยทĞาการđปรĊยบđทĊยบระหวŠางการชัęงǰpremixes 1 กรัมǰละลาย

ĔนนĞĚาǰ100ǰมิลลิลิตรǰĒละนĞĚาǰ200ǰมิลลิลิตรǰĕดšผลการทดลองดังตารางทĊęǰ3.6 

ตารางท่ีǰ3.6ǰผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนǰpremixes ēดยĔชšอčณหภĎมิการละลายทĊęĒตกตŠางกัน 

 

ǰจากตารางผลการทดลองพบวŠาǰđมČ ęอชั ęงǰpremixes 1 กรัมǰละลายĔนนĞĚาǰ200ǰมิลลิลิตรǰคŠาการ

วิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰมĊĒนวēนšมสĎงกวŠาǰđมČęอĔชšนĞĚาǰ100ǰมิลลิลิตรǰจċงอนčมานĕดšวŠามĊความ

đปŨนĕปĕดšทĊęปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนǰpremixes มĊปริมาณđพิęมมากขċĚนǰจากการทĊęละลายดĊขċĚนǰđมČęอĔชšนĞĚา

ĔนปริมาณทĊęมากกวŠาǰดังนัĚนจċงอาจสรčปĕดšวŠาǰการละลายมĊผลตŠอคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰ

ĔนตัวอยŠางทĊęđปŨนǰpremixes 

 

 

 

 

sample Result B12 (µg/g) Specification 

Initial 1 g. DI 100 ml 1 g. DI 200 ml 
 

26/06/20 5/08/20 02/09/20 23/09/19 01/10/19 21/09/20 
 

E - 1 5.17 5.31 6.43 5.59 5.96 5.52 6.09 6.18-7.82 

E - 2 5.48 - - 6.20 5.75 6.08 

E - 3 5.54 - - - -  6.28 

E - 4 6.23 - - - - - 

E - 5 5.74 - - - - - 

E - 6 5.31 - - - - - 



24 

 

3.1.2.3.2ǰการเตรียมสารตัวอยŠางส าหรับǰpremixesǰโดยการละลายในน ้าอุณหภูมิǰǰ40ǰ

องศา-เซลเซียสและน ้าอุณหภูมิหšองǰ 

ทĞาการศċกษาđปรĊยบđทĊยบระหวŠางการละลายǰpremixes ĔนนĞĚาอčณหภĎมิǰ40 องศาđซลđซĊยส

กับǰนĞĚาอčณหภĎมิหšอง đนČęองดšวยทĊ ęอčณหภĎมิสĎงขċĚนวิตามินบĊǰ12ǰสามารถละลายนĞĚาĕดšđพิęมขċĚนǰ đพČęอ

ตรวจสอบวŠาǰอčณหภĎมิการละลายมĊผลตŠอคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰหรČอĕมŠǰผลการทดลอง

ทĊęĕดšđปŨนดังĒสดงĕวšตารางทĊęǰ3.7 

ตารางท่ีǰ3.7ǰผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนǰpremixes ēดยการละลายĔนนĞĚาอčณหภĎมิǰǰ40ǰ

องศา-đซลđซĊยสĒละนĞĚาอčณหภĎมิหšอง 

Sample  Result B12 (µg/g) Specification 

21/06/2020 

Initial 40ǰC° RT 

E 5.17 6.59 6.32 6.18-7.82 

 

จากปŦญหาǰผลิตภัณฑŤǰEǰทĊę initial ซċęงđปŨนผลการทดลองทĊęบริษัทĕดšจัดทĞาĕวšĔนปŘǰค.ศ.ǰ2019ǰ

investigation report [5] คŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĕมŠตรงกับขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤ ดังนัĚนจċง

ทĞาการศċกษาđปรĊยบđทĊยบระหวŠางการละลายǰpremixes ĔนนĞĚาอčณหภĎมิǰ40ǰองศาđซลđซĊยสกับǰนĞĚา

อčณหภĎมิหšองǰจากตารางผลการทดลองพบวŠาǰการละลายǰpremixes ĔนนĞ ĚาǰอčณหภĎมิǰ40 องศา

đซลđซĊยสǰĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ6.59ǰµg/g ǰซċęงมากกวŠาǰการละลายĔนนĞĚา

อčณหภĎมิหšองĕดšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ6.32ǰµg/g ĒตŠอยŠางĕรกĘตามคŠาการ

วิđคราะหŤĕมŠĕดšĒตกตŠางกันมากǰสĞาหรับการละลายǰpremixes ĔนนĞĚาǰอčณหภĎมิǰ40 องศาđซลđซĊยสǰคŠา

การวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđพิęมขċĚนǰđพราะǰpremixes ละลายĕดšดĊขċĚนǰđมČęอนĞามาสกัดวิตามินบĊǰ

12ǰดšวยēซđดĊยมĒอซิđตทบัฟđฟอรŤรŠวมกับēซđดĊยมĕซยาĕนดŤǰจċงสกัดออกมาĕดšĔนปริมาณทĊęมากกวŠาǰ

สŠงผลĔหšคŠาการวิđคราะหŤมĊวิตามินบĊǰ12ǰมากขċĚนǰจากการทดลองทĞาĔหšอนčมานĕดšวŠาǰมĊความđปŨนĕปĕดšทĊęǰ

ผลการวิđคราะหŤĔนนĞĚาอčณหภĎมิหšองมĊคŠาตĞęาǰอาจđปŨนผลมาจากđมาจากǰpremixes ละลายĕดšĕมŠหมดǰ 
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3.1.2.3.3ǰการเตรียมตัวอยŠางส าหรับการวิเคราะหŤวิตามินบีǰ12ǰในǰpremixesǰโดยเพิ่ม

ระยะเวลาการละลายภายใตšคลื่นความถี่สูง 

ทĞาการศċกษาการละลายของǰpremixes ēดยđพิęมระยะđวลาĔนการละลายภายĔตšคลČęนความถĊę

สĎง ĔหšนานขċĚนǰǰēดยชัęงǰpremixes 1 กรัมǰละลายĔนนĞĚาอčณหภĎมิǰ40ǰองศาđซลđซĊยสǰĒละทĞาการทดลอง

đปรĊยบđทĊยบระหวŠางการǰsonicateǰ15ǰนาทĊǰกับǰ30ǰนาทĊǰĕดšผลการทดลองดังตารางทĊęǰ3.8 

ตารางท่ีǰ3.8ǰผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนǰpremixes ēดยđพิęมระยะđวลาการละลาย

ภายĔตšคลČęนความถĊęสĎง 

ǰ 

จากตารางผลการทดลองพบวŠาǰđมČęอđพิęมระยะđวลาĔนการละลายภายĔตšคลČęนความถĊęสĎง จากǰ15ǰนาทĊǰ

đปŨนǰ30ǰนาทĊǰผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđพิęมขċĚนǰđนČęองจากละลายภายĔตšคลČęนความถĊęสĎงđปŨน

การทĞาđพČęอĔหšǰpremixes ละลายĕดšดĊขċĚนดังนัĚนการđพิęมระยะđวลาĔนการǰละลายภายĔตšคลČęนความถĊęสĎง

อาจสŠงผลĔหšǰpremixes ละลายดĊขċĚนǰคŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰจะđพิęมขċĚนđชŠนกันǰ  

 

 

 

 

 

 

 

 

Sample  Result B12 (µg/g) Specification 

Initial 15 min 30 min 
 

21/09/20 21/09/20 
 

E - 1 5.17 5.77 5.83 6.18-7.82 

E - 2 5.78 5.72 

E - 3 5.79 5.85 
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3.2 Immunoaffinity gel column 

3.2.1ǰตรวจสอบปริมาณของเมทานอลในการชะǰcyanocobalamin ที่ยึดติดกับǰ     

monoclonal antibody   

ทĞาการศċกษาปริมาณของđมทานอลĔนการชะǰcyanocobalamin ทĊęยċดติดกับǰ    

monoclonal antibody  ออกจากǰ immunoaffinity gel column đนČęองจากǰĔนǰpremixes ทĊęมĊคŠาǰ

specification สĎงǰจะมĊความđขšมขšนของปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰสĎงǰĒตŠจากผลการทดลองกŠอนหนšาพบวŠาǰ

premixes ทĊęมĊคŠาǰspecification สĎง คŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰตĞęากวŠาǰspecificationǰจċง

มĊความđปŨนĕปĕดšวŠาอาจจะชะออกจากǰimmunoaffinity gel ĕมŠหมดǰสŠงผลĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณ

วิตามินบĊǰ12ǰตĞęาǰจċงทĞาการทดลองēดยชะǰcyanocobalamin ออกจากǰimmunoaffinity gel ēดยĔชš

đมทานอลปริมาณǰ3ǰมิลลิลิตรǰจĞานวนสองครัĚงǰēดยครัĚงทĊęหนċęงǰĔชšđมทานอลปริมาณǰ3ǰมิลลิลิตรǰชะđกĘบ

ĔนหลอดทดลองหลอดทĊęǰ1ǰĒละǰครัĚงทĊęสองĔชšđมทานอลปริมาณǰ3ǰมิลลิลิตรǰชะ đกĘบđกĘบĔนหลอด

ทดลองหลอดทĊęǰ2ǰǰđพČęอพิสĎจนŤวŠาǰการĔชšđมทานอลǰ3ǰมิลลิลิตรǰđพĊยงพอตŠอการชะǰǰcyanocobalaminǰ

ออกมาทัĚงหมดǰĕดšผลการทดลองดังตารางทĊęǰ3.9 

ตารางที่ǰ3.9ǰผลการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđมČęอตรวจสอบปริมาณของđมทานอลĔนการชะǰ

cyanocobalamin ทĊęยċดติดกับǰmonoclonal antibody   

 

จากตารางผลการทดลองǰพบว Šาǰท ั Ěงสารตัวอย Šางǰ E ĒละǰF ซċ ęงđป Ũนǰpremixes ทĊ ęมĊ ǰ

specification สĎงĒละตĞęาǰĕดšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ5.98ǰµg/gĒละǰ3.02 µg/g 

ตามลĞาดับǰǰซċęงผลการทดลองĕปĔนทิศทางđดĊยวกันǰคČอĔนหลอดทĊęǰ2ǰđมČęอนĞาĕปđขšาđครČęองǰUPLC ĕมŠǰพบǰ

cyanocobalamin ทĊęยังหลงđหลČออยĎŠ ทĞาĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ0ǰดังนัĚนการ

Ĕชšปริมาณđมทานอลǰ3ǰมิลลิลิตรǰđพĊยงพอตŠอการชะǰcyanocobalaminǰออกจากǰimmunoaffinity 

gelǰ 

Sample  Result B12 (µg/g) Specification 

13/07/2020 

Tube 1 ǰTube 2ǰ 

E 5.98 (n=2) 0 6.18-7.82 

F 3.02 (n=2) 0 3.60-5.40 
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3.2.2 ตรวจสอบประสิทธิภาพของǰimmunoaffinity gel column 

จากปŦญหาǰpolyvitamin premixes ทĊęมĊคŠาตามขšอกĞาหนดผลิตภัณฑŤทĊęสĎงǰĕดšผลการวิđคราะหŤ

ปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĕมŠคงทĊęĒละสŠวนĔหญŠĕมŠสอดคลšองกับขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤǰจากหลักการของǰ

Affinity Chromatography ซċ ęงđปŨนđทคนิคĔนการĒยกสารǰēดยอาศัยความจĞาđพาะทางชĊวภาพ

ระหวŠางēมđลกčลของสารทĊęตšองการĒยกกับตัวđชČęอมēยงทĊęđรĊยกวŠาลิĒกนดŤǰđนČęองจากธรรมชาติสารบาง

ชนิดมĊการจับกันอยŠางจĞาđพาะđชŠนǰการจับกันระหวŠางĒอนติบอดĊกับĒอนติđจนǰđอมĕซมŤกับซับđสตรทǰ

đปŨนตšนǰจċงĔชšคčณสมบัตินĊĚĔนการĒยกสารชĊวēมđลกčลทĊęตšองการดšวยระบบēครมาēทกราฟŘĒบบĒอฟฟŗนิตĊǰ

อĊกทัĚงđทคนิคēครมาēทกราฟŘĒบบĒอฟฟŗนิตĊđปŨนการĒยกสารชĊวēมđลกčลทĊęมĊประสิทธิภาพสĎงมากǰđปŨน

วิธĊการทĞาĔหšสารบริสčทธิĝēดยĔชšขัĚนตอนนšอยǰ[19,20]ǰǰ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ǰ3.7 การĒยกดšวยđทคนิคǰĒอฟฟŗนิตĊǰēครมาēทกราฟŘǰ(Affinity chromatography) [21] 

ทางบริษัทจċงมĊขšอสงสัยวŠาǰđปŨนĕปĕดšหรČอĕมŠทĊęǰ immunoaffinity gel column ĒตŠละคอลัมนŤǰมĊผลทĞา

ĔหšคŠาการทดลองĕมŠคงทĊęǰđนČęองมาจากǰcyanocobalamin จับǰmonoclonal antibody ĕดšĕมŠดĊพอǰ

Ēละǰpremixes ทĊęมĊคŠากĞาหนดของผลิตภัณฑŤทĊęมĊปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰสĎงǰđกิน capacity ของđจลǰคČอǰ

0.01ǰıǰ0.5ǰµg/mL จċงทĞาการศċกษาประสิทธิภาพของǰ Immunoaffinity gel column ēดยทĞาการ

ēหลดǰstandard ĔหšมĊความđขšมขšนǰตĞęาǰกลางǰสĎงǰอยĎŠĔนชŠวงǰcapacity đทŠากับǰ0.01366, 0.2733 Ēละǰ

0.4554ǰµg/mL ตามลĞาดับǰผŠานǰimmunoaffinity gel column 9 mL đมČęอนĞาĕปคĞานวณหาปริมาณ

วิตามินบĊǰ12ǰทĊ ęควรĕดšตามทฤษฎĊจะĕดšǰ0.04554, 0.09109ǰĒละǰ0.151812ǰµg/mLǰจากผลการ

ทดลองคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰจากēครมาēทĒกรมǰđทŠากับǰ0.04457, 0.089697 Ēละǰ
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0.147815 µg/mL ตามลĞาดับǰคĞานวณǰ% recovery ของทัĚงสามความđขšมขšนĕดšǰ98ǰ% đทŠากันǰซċęง

ตรงกับĔบǰcertification ของบริษัทจัดจĞาหนŠายǰimmunoaffinity gel column อĊกทัĚงอยĎŠĔนชŠวงทĊę

ยอมรับคČอǰ88ǰ% - 110 % จċงพิสĎจนŤĕดšđบČĚองตšนวŠาǰimmunoaffinity gel columnǰทĊęĔชšĔนการทดลอง

มĊประสิทธิภาพđทŠากันǰจากนัĚนทĞาการพิสĎจนŤđพิęมđติมēดยēหลดตัวอยŠางทĊęทĞาการสกัดวิตามินบĊǰ12ǰĒลšว

จากǰbulk đดĊยวกันǰลงĔนǰimmunoaffinity gel columnǰจĞานวนǰ3ǰคอลัมนŤǰĕดšผลการทดลองดัง

ตารางทĊęǰ3.10 

ตารางที ่ ǰ 3.10ǰผลการว ิ đคราะห Ťปร ิมาณว ิตาม ินบ Ċǰ12ǰđม Č ęอ ตรวจสอบประส ิทธ ิภาพของǰ

immunoaffinity gel column 

 

 

 

 

 

 

จากตารางผลการทดลองǰđมČęอชัęงǰpremixes 1 กรัมละลายĔนนĞĚาǰ100ǰมิลลิลิตรกŠอนนĞาĕปสกัดวิตามิน

บĊǰ12ǰหลังจากนัĚนนĞามาēหลดลงĔนǰ immunoaffinity gel column 9 mLǰจĞานวนǰ3ǰคอลัมนŤǰพบวŠา

คŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ5.77 , 5.78 Ēละ 5.79 µg/g ตามลĞาดับǰĒละǰđมČęอชัęงǰ

premixes 1 กรัมละลายĔนนĞĚาǰ200ǰมิลลิลิตรกŠอนนĞาĕปสกัดวิตามินบĊǰ12ǰหลังจากนัĚนนĞามาēหลดลง

Ĕนǰimmunoaffinity gel column 9 mLǰจĞานวนǰ3ǰคอลัมนŤǰพบวŠาคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามนิบĊǰ

12ǰđทŠากับǰ6.02, 5.91 Ēละ 6.00 µg/g ตามลĞาดับǰจากการทดลองจะđหĘนĕดšวŠาǰĔนผลิตภัณฑŤชนิด

đดĊยวจากǰbulk đดĊยวกันǰĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนปริมาณĔกลšđคĊยงกันǰจċงสามารถ

พิสĎจนŤĕดšว Šาǰ immunoaffinity gel columnǰมิĕดšมĊปŦญหาĒละมĊประสิทธิภาพđหมาะกับการĔชš

วิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰตŠอĕปǰ 

 

 

 

Sample  Result B12 (µg/g) Specification 

21/09/2020 

Initial 1 g. Di 100 

ml 

1 g. Di 200 

ml 

EǰคอลัมนŤทĊęǰ1 5.17 5.77 6.02 6.18-7.82 

EǰคอลัมนŤทĊęǰ2 5.78 5.91 

EǰคอลัมนŤทĊęǰ3 5.79 6.00 
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3.2.3ǰระยะเวลาในการเขยŠาǰimmunoaffinity gel column 

ทĞาการศċกษาระยะđวลาĔนการđขยŠาǰimmunoaffinity gel columnǰđปรĊยบđทĊยบระหวŠาง

การĔชšđวลาĔนการđขยŠาǰ5, 10ǰĒละǰ15ǰนาทĊǰตามลĞาดับǰđพČęอพิสĎจนŤวŠาควรĔชšระยะđวลาđทŠาĔดĔนการ

đขยŠาǰทĊęจะทĞาĔหšǰcyanocabalamin จับกับǰmonoclonal antibody ĕดšมากǰĒละĔหšคŠาการวิđคราะหŤ

วิตามินบĊǰ12ǰทĊęสĎงขċĚนǰĕดšผลการทดลองดังตารางทĊęǰ3.11 

ตารางที ่ ǰ3.11ǰผลการว ิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđปร ĊยบđทĊยบระยะđวลาĔนการđขยŠาǰ

immunoaffinity gel column 

sample Result B12 (µg/g) Specification 

25/08/2020 

Initial 5 min 10 min  15 min 

QC -  2.23 1.92 2.31 2.21-ǰ2.66 

Aǰ(mcg/100g) 1.63 1.54 1.66 1.66 0.90ǰ-ǰ2.80 

B (mcg/100g) 3.00 2.84 2.83 2.99 3.30ǰ-ǰ6.60 

Eǰ(mcg/g) 5.17 6.64 6.49 6.86 6.18-7.82 

Fǰ(mcg/g) 2.78 3.14 3.03 3.09 2.64-3.96 

 

จากทฤษฎĊǰAffinity Chromatography ĔนขัĚนตอนของการđขยŠาđปŨนĕปđพČęอĔหšǰcyanocabalamin 

จับกับǰmonoclonal Antibody [22] ดังนั ĚนหากมĊการĔชšđวลาĔนการđขยŠาđพิ ęมขċ ĚนǰมĊĒนวēนšมวŠาǰ

cyanocabalamin จะจับกับǰmonoclonal Antibody ĕดšมากยิęงขċĚนǰสŠงผลĔหšคŠาการวิđคราะหŤวิตามิน

บĊǰ12ǰđพิęมขċĚนǰĒตŠจากผลการทดลองพบวŠาǰĔนผลิตภัณฑŤǰA B ĒละǰF ซċęงมĊขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤของ

ปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰทĊęนšอยǰĕดšผลการทดลองดังนĊĚǰĔนการđขยŠาดšวยระยะđวลาǰ5ǰนาทĊǰ10ǰนาทĊǰĒละǰ

15ǰนาทĊǰĔนผลิตภัณฑŤǰA ĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ1.54ǰ , 1.66 Ēละǰ1.66 

µg/100g ตามลĞาดับǰĔนผลิตภัณฑŤǰB ĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ2.84ǰ , 2.83ǰ

Ēละǰ2.99ǰµg/100g ตามลĞาดับǰĔนผลิตภัณฑŤǰF ĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰđทŠากับǰ3.14ǰ

, 3.03ǰĒละǰ3.09ǰµg/g ตามลĞาดับǰจากผลการทดลองพบĕดšวŠาคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰ

ĔนผลิตภัณฑŤชนิดđดĊยวกันคŠาการวิđคราะหŤĔกลšđคĊยงกันมากĔนระยะđวลาตŠางėǰดังนัĚนǰđวลาĔนการđขยŠา

ĕมŠมĊผลอยŠางชัดđจนǰสĞาหรับผลิตภัณฑŤǰE ซċęงมĊขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤของปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰทĊęสĎงǰ

ĕดšผลการทดลองดังนĊĚǰ6.64 , 6.49 Ēละǰ6.86 µg/g ĔนการđขยŠาดšวยระยะđวลาǰ5 นาทĊǰ10 นาทĊǰĒละǰ

15 นาทĊǰตามลĞาดับ จากผลการทดลองพบวŠาǰการđขยŠาǰimmunoaffinity gel column Ĕนระยะđวลาǰ
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15ǰนาทĊǰǰมĊĒนวēนšมĔหšคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰสĎงกวŠาǰ5ǰนาทĊǰĒละǰ10ǰนาทĊǰĒตŠอยŠางĕรกĘ

ตามจากผลการทดลองǰĔนชŠวงđวลาǰ5ǰนาทĊǰĒละǰ10ǰนาทĊǰกĘยังĔหšคŠาการทดลองทĊęอยĎŠĔนǰspecification 

อĊกทัĚงคŠาการวิđคราะหŤมĊความĔกลšđคĊยงกับการđขยŠาǰ15ǰนาทĊǰดังนัĚนđพČęอĔหšการทดลองđปŨนĕปอยŠางǰ

สะดวกǰรวดđรĘวǰǰĒละลดระยะđวลาĔนการทดลองǰจċงควรđขยŠา  immunoaffinity gel columnǰ

ประมาณǰ10-15ǰนาทĊǰđพČęอĔหšคŠาการวิđคราะหŤทĊęĕดšยังอยĎŠĔนđกณฑŤทĊęǰAOACǰยอมรับ 
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บทที่ǰ4ǰ 

สรุปผลการทดลองและขšอเสนอแนะ 

 

 งานวิจัยนĊĚสนĔจทĊęจะพัฒนาวิธĊการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰēดยđทคนิคēครมาēทรกราฟŘǰǰǰǰǰǰ

ĔนขัĚนตอนตŠางėǰđริ ęมจากขัĚนตอนการสกัดวิตามินบĊǰ12 ĔนภาวะทĊęđหมาะสมǰǰĔนผลิตภัณฑŤนมผงĕดšทĞาการ

ทดลองđกĊęยวกับปริมาณĒละชนิดđอนĕซมŤซċęงมĊสŠวนชŠวยĔนการยŠอยคารŤēบĕฮđดรตออกจากผลิ ตภัณฑŤĒละทĞาĔหš

ēปรตĊนมĊขนาดđลĘกลงǰđพČęอĔหšวิตามินบĊǰ12ǰทĊęยċดติดอยĎŠกับēปรตĊนǰถĎกสกัดออกมาĕดšงŠายǰจากผลการทดลองพบวŠาǰ

การĔชšǰđอนĕซมŤǰalpha- amylase ปริมาณǰ0.1ǰกรัมǰ(enzyme activity = 1200 unit )ǰคŠาการวิđคราะหŤ

ปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰสĎงกวŠาǰ0.05ǰกรัมǰ (enzyme activity = 600 unit )ǰĒละǰการĔชšǰđอนĕซมŤǰalpha- 

amylase ปริมาณǰ0.1ǰกรัมǰ(enzyme activity = 1200 unit )ǰđปรĊยบđทĊยบกับǰpapain 0.4 กรัมǰ(enzyme 

activity = 1200 unit )ǰพบวŠาคŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĔกลšđคĊยงกันǰสามารถĔชšĒทนกันĕดšĒตŠĕมŠĒนะนĞาǰ

đนČęองจากตšองĔชšǰpapain Ĕนปริมาณมากǰǰ 

 จากการทดลองđติมĒละĕมŠđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤĔนการสกัดวิตามิบĊǰ12ǰจากผลิตภัณฑŤนมผงĒละǰ

polyvitamin premixes พบวŠาǰผลิตภัณฑŤนมผงǰĔนขัĚนตอนของการสกัดวิตามินบĊǰ12ǰđมČęอĕมŠđติมēซđดĊยม

ĕซยาĕนดŤǰคŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰจะตĞęากวŠาǰđพราะǰวิตามินบĊ ǰ12ǰĔนรĎปĒบบอČęนėทĊęพบĔนธรรมชาติของ

นมǰĕมŠđปลĊęยนรĎปđปŨนǰcyanocobalamin ทĞาĔหšđมČęอนĞาĕปตรวจวัดดšวยตัวตรวจวัดǰUV ความยาวคลČęนǰ361ǰnm 

ĕดšคŠาสัญญาณตĞęาลงǰĔนขณะทĊęผลิตภัณฑŤทĊęđปŨนǰpolyvitamin premixesǰการĕมŠđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤĔหšคŠาการ

วิđคราะหŤมากขċĚนǰจċงอนčมานวŠาǰการทĊęđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤđขšาĕปǰอาจทĞาĔหšหมĎŠǰLigand หรČอǰCN-   มĊมากđกิน

พอĒละสŠงผลĔหšมĊēอกาสทĊęǰcyanocobalamin จะđปลĊęยนĕปอยĎŠĔนรĎปĒบบอČęนėทĊęĕมŠđสถĊยรหรČอการดĎดกลČนĒสงǰ

UV ĕมŠĕดšอยĎŠทĊęความยาวคลČęนǰ361ǰจċงđปŨนđหตčĔหšคŠาการวิđคราะหŤจċงลดตĞęาลงǰĒละทĞาการตรวจสอบđพิęมđติมēดย

ตรวจวัดปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰทĊęอยĎŠĔนรĎปĒบบอČęนอันđนČęองมาจากการđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤดšวยđครČęองǰUV-Vis 

spectroscopyǰพบวŠาĕมŠสามารถตรวจวัดการđปลĊęยนĒปลงĔดĔดĕดšซċęงอาจđปŨนđหตčมาจากǰปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰ

ĔนผลิตภัณฑŤทĊęสกัดĕดšมĊปริมาณนšอยมากǰจċงทĞาĔหšยังĕมŠสามารถยČนยันผลการตรวจสอบนĊĚĕดšǰ 

 การศċกษาการđจČอจางความđขšมขšนสĞาหรับǰpremixes ทĊęมĊขšอกĞาหนดปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰสĎงǰจาก

การทดลอง พบวŠาĕดšคŠาการวิđคราะหŤสĎงขċĚนǰซċęงĔนความđปŨนจริงหากคŠาǰcapacity ของđจลĕมŠĕดšมĊผลǰคŠาการ

ทดลองควรĕดšđทŠากันǰอยŠางĕรกĘดĊผลการทดลองทĊęĕดšđปŨนđพĊยงĒคŠขšอมĎลชčดđดĊยวǰจċงĕมŠอาจสรčปĕดšĒนŠชัดวŠาการ

đจČอจาง สŠงผลตŠอการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰควรศċกษาตŠอĕป  จากผลการทดลองการđจČอจางความ

đขšมขšนǰจċงĕดšศċกษาĔนสŠวนของประสิทธิภาพǰimmunoaffinity gelǰcolumnǰēดยđปรĊยบđทĊยบǰ% recovery 
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ของǰSTD ทĊęความđขšมขšนǰสĎงǰกลางǰตĞęาǰพบวŠาǰĔนทčกความđขšมขšนǰ% recoveryǰđทŠากับǰ98ǰ% ทčกคอลัมนŤǰซċęง

อยĎŠĔนชŠวงทĊęตัวĒทนจĞาหนŠายยอมรับคČอǰ88% - 105 %ǰนอกจากนĊĚยังทĞาการทดลองđพิęมđติมǰēดยĔชšสารตัวอยŠาง

จากǰbulk đด Ċยวกันǰ3ǰซ Ğ Ěาǰพบว ŠาคŠาการว ิđคราะหŤปร ิมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔกล šđค Ċยงกันǰจ ċงสร čปĕด šวŠาǰ

immunoaffinity gelǰมĊประสิทธิภาพĔนการĔชšงาน 

 การศċกษาการละลายของผลิตภัณฑŤǰpremixesǰēดยĔชšอčณหภĎมิของนĞĚาทĊęละลายตŠางกันǰพบวŠาǰการ

ĔชšนĞĚาอčณหภĎมิǰ40ǰองศาđซลđซĊยสǰทĞาĔหšǰpremixesǰละลายĕดšดĊกวŠาǰการĔชšนĞĚาทĊęอčณหภĎมิหšองĔนการละลายǰ 

 การศċกษาการละลายของผลิตภัณฑŤǰpremixes ēดยĔชšตัวทĞาลายคČอนĞĚาĔนปริมาณมากขċĚนǰพบวŠา

ปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰทĊęวิđคราะหŤĕดšจากการละลายǰpremixesǰĔนนĞĚาปริมาตรǰ200ǰมิลลิลิตรมĊĒนวēนšมสĎงกวŠาǰ

การĔชšนĞĚาปริมาตรǰ100ǰมิลลิลิตรǰ 

 การศċกษาการละลายของǰpremixes ēดยđพิ ęมระยะđวลาĔนการĒชŠลงĔนอŠางนĞ ĚาความถĊ ęสĎงǰ

(sonicate)ǰǰผลการทดลองทัĚงสามซĞĚาǰพบวŠาǰđมČęอđพิęมระยะđวลาจากǰ15ǰนาทĊǰđปŨนǰ30ǰนาทĊǰผลการวิđคราะหŤ

ปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰมĊĒนวēนšมđพิęมขċĚนǰ 

 การศċกษาปร ิมาณของđมทานอลĔนการชะǰ cyanocobalamin ทĊ ęย ċดต ิดกับǰmonoclonal 

antibody  ออกจากǰimmunoaffinity gel columnǰพบวŠาการĔชšđมทานอลปริมาณǰ3ǰมิลลิลิตรđพĊยงพอตŠอ

การชะǰcyanocobalaminǰออกมาĕดšทัĚงหมดǰ 

 การศċกษาระยะđวลาĔนการđขยŠาǰimmunoaffinity gel column đปรĊยบđทĊยบระหวŠางการĔชšđวลา

ĔนการđขยŠาǰ5, 10ǰĒละǰ15ǰนาทĊǰตามลĞาดับǰพบวŠาĔนผลิตภัณฑŤทĊęมĊขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤของปริมาณวิตามิน

บĊǰ12ǰนšอยǰคŠาการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนผลิตภัณฑŤชนิดđดĊยวกันĔกลšđคĊยงกันมากทĊęระยะđวลาตŠางėǰ

ดังนัĚนǰđวลาĔนการđขยŠาĕมŠมĊผลอยŠางชัดđจนǰสŠวนผลิตภัณฑŤทĊęมĊขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤของปริมาณวิตามินบĊǰ

12ǰมากǰการđพิęมระยะđวลาĔนการđขยŠามĊĒนวēนšมวŠาจะĕดšคŠาการวิđคราะหŤđพิęมขċĚน 
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ขšอเสนอแนะ 

1. ควรทĞาการวิจัยđกĊ ęยวกับผลของการđติมēซđดĊยมĕซยาĕนดŤทĊ ęมĊēอกาสทĞาĔหšǰ cyanocobalamin 

đปลĊęยนĕปอยĎŠĔนรĎปĒบบอČęนėทĊęĕมŠđสถĊยรหรČอการดĎดกลČนĒสงǰUV ĕมŠĕดšอยĎŠทĊęความยาวคลČęนǰ361 nm. 

ดšวยđครČęองมČอทĊęสามารถตรวจวัดวิตามินǰบĊ12ǰทĊęมĊอยĎŠĔนปริมาณตĞęาǰđชŠนǰLC-MS หรČอǰLC-MS-MS. 

2. ควรศċกษาđพิęมđติมǰวŠาการĔชšนĞĚาทĊęมĊอčณหภĎมิสĎงกวŠาǰ40ǰองศาđซลđซĊยสǰจะทĞาĔหšĕดšคŠาการวิđคราะหŤ

วิตามินบĊǰ12ǰจะสĎงขċĚนหรČอĕมŠ.ǰǰđนČęองดšวยวิตามินบĊǰ12ǰสามารถทนความรšอนĕดšสĎงถċงǰ120ǰǰองศา

đซลđซĊยสǰดังนัĚนหากĔชšนĞĚาทĊęอčณภĎมิสĎงĒตŠĕมŠđกินǰ120ǰองศาđซลđซĊยสǰการละลายของǰpremixes จะดĊ

ขċĚนĒละคŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰควรมĊĒนวēนšมđพิęมสĎงขċĚน 

3. การĔชšนĞĚาĔนการสกัดมากกวŠาǰ200 ml (ēดยสารสกัดยังคงมĊวิตามินǰบĊǰ12ǰอยĎŠǰĔนชŠวงǰ0.01-0.5 µg/mL 

ของǰcapacity immunoaffinity gel อาจทĞาĔหšǰpremixes ละลายĕดšดĊขċĚนǰ 

 อยŠางĕรกĘตามผลจากการศċกษาวิจัยđบČĚองตšนนĊĚĒสดงĔหšđหĘนวŠา สามารถทĊęจะหาสาđหตčĔนขัĚนตอนของ

การวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰตŠางėĕดšǰนอกจากนĊĚยังǰสามารถพิสĎจนŤĕดšวŠาǰ immunoaffinity gel ทčกคอลัมนŤมĊ

ประสิทธิภาพđทŠากันǰĒละประยčกตŤĔชšการĒกšĕขĕดšตามđปŜาหมายđบČĚองตšนทĊęตัĚ งĔจĕวšǰĒตŠđนČęองดšวยมĊขšอจĞากัดของ

ระยะđวลาĔนการทĞางานวิจัยมาđกĊęยวขšองดังนัĚนยังตšองศċกษาđพิęมđติมĔนอĊกหลายอยŠางǰĒละจากปŦญหาทĊęพบคČอǰ

คŠาการวิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĔนผลิตภัณฑŤนมของĕมŠสอดคลšองกับขšอกĞาหนดของผลิตภัณฑŤǰĒละผลการ

วิđคราะหŤของตัวĒทนจĞาหนŠายǰēดยđฉพาะĔนǰpolyvitamin premixes ทĊęมĊปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰสĎงǰĕดšผลการ

วิđคราะหŤวิตามินบĊǰ12ǰĕมŠคงทĊęǰทัĚงนĊĚอาจđปŨนผลมาจากǰการĔชšวิธĊการวิđคราะหŤปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰของทาง

บริษัทǰMead Johnson Nutrition กับǰบริษัทตัวĒทนจĞาหนŠายǰĒตกตŠางกันǰĔนขัĚนตอนของการđตรĊยมตัวอยŠางǰ

การสกดัวิตามินบĊǰ12ǰēดยĔชšสารđคมĊทĊęĒตกตŠางกันǰอĊกทัĚงสภาวะของđครČęองēครมาēทรกราฟŘของđหลวสมรรถนะ

สĎงǰซċęงĔชšǰflowrate, đฟสđคลČęอนทĊęǰตŠางกันǰĒละตรวจวัดทĊęคนละความยาวคลČęนǰจċงทĞาĔหšคŠาการวิđคราะหŤของทัĚง

สองบริษัทĕมŠสอดคลšองกันǰ 

ทัĚงนĊĚคาดวŠาหากสามารถพัฒนาวิธĊการตรวจสอบปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĕดšĒละหาสภาวะของขัĚนตอน

ตŠางėĕดšอยŠางđหมาะสมǰจะสามารถตรวจสอบปริมาณวิตามินบĊǰ12ǰĔนผลิตภัณฑŤนมĕดšครอบคลčมกับผลิตภัณฑŤ

ของบริษัทĕดšอยŠางมากทĊęสčดǰĔหšมĊคŠาการวิđคราะหŤทĊęดĊขċĚนǰอĊกทัĚงĔหšผลการวิđคราะหŤสอดคลšองกับขšอกĞาหนดของ

ผลิตภัณฑŤǰǰĕดšอยŠางถĎกตšองĒมŠนยĞาตามหลักđกณฑŤของǰAOAC  
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