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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนี้ได้เสนอวิธีใหม่สำหรับการหาปริมาณฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนแบบปราศจากการเตรียมอนพุันธ์  

ด้วยเทคนิคไฮโดรฟิลลิกอินเตอร์แอคช่ันลิควิดโครมาโทกราฟี (hydrophilic interaction liquid chromatography, 
HILIC) โดยแยกแบบ HILIC ด้วยการ์ดคอลัมน์ (3 มิลลิเมตร x 10 มิลลิเมตร x 3 ไมโครเมตร) และคอลัมน์สำหรับ
วิเคราะห์ (3 มิลลิเมตร x 150 มิลลิเมตร x 3 ไมโครเมตร) ที่มีวัฏภาคนิ่ง คือ หมู่ไดไฮดรอกซีโพรพิวที่สร้างพนัธะ
กับซิลิกาเจล วัฏภาคเคลื่อนที่ประกอบด้วยอะซิโตไนไตรล์ : 50 mM แอมโมเนียมฟอร์เมต pH 3 อัตราส่วน 84 : 16 
(v/v) ที่อัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที ฟีนิลอะลานีนและอัลฟา-เมทิลฟีนิลอะลานีน (สารมาตรฐานภายใน) 
ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร และไทโรซีนที่ 225 นาโนเมตร กราฟมาตรฐานภายในมีความเป็นเส้นตรง
ในช่วง 1-500 มิลลิกรัมต่อลิตร (r2 = 0.9999) ขีดจำกัดการตรวจวัดของฟีนิลอะลานีนและไทโรซีน  0.7 และ 0.3 
มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำดับ ขีดจำกัดการหาปริมาณของฟีนิลอะลานีนและไทโรซีน 1 และ 0.8 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามลำดับ แล้วนำวิธีที่พัฒนาขึ้นไปวิเคราะห์ปริมาณฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 8 
ตัวอย่าง พบว่าอยู่ในช่วง 149-577 และ 396-499 มิลลิกรัมต่อแคปซูล ซึ่งมีค่าร้อยละการกลับคืนอยู่ในช่วง 95-102 
และ 97-102 ตามลำดับ ข้อดีของวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ คือ ง่าย สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างพร้อมกันอย่างรวดเร็ว (ภายใน 
4.5 นาที) และเหมาะสำหรับการนำไปใช้ควบคุมคุณภาพในอุตสาหกรรมยาและผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 
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Abstract 
In this research, a new method for determination of phenylalanine and tyrosine without 

derivatization based on hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC)  was proposed.  The 
HILIC separation was performed using guard column (3 mm x 10 mm x 3 µm) and analytical column 
(3 mm x 150 mm x 3 µm) with dihydroxypropyl groups bonded to silica gel as the stationary phase. 
The mobile phase consists of acetonitrile :  50 mM ammonium formate pH 3 at 84:16 (v/v)  with a 
flow rate of 0. 8 mL/ min.  Phenylalanine and - methyl phenylalanine ( internal standard)  were 
detected at 210 nm and tyrosine was detected at 225 nm.  The internal calibration curves were 
linear in the range of 1-500 mg/L ( r2 = 0.9999) .  Limits of detection of phenylalanine and tyrosine 
were 0.7 and 0.3 mg/L, respectively. Limits of quantification of phenylalanine and tyrosine were 1 
and 0. 8 mg/ L, respectively.  Phenylalanine and tyrosine contents in eight samples of dietary 
supplements were analyzed using the developed method and found in the range of 149-577 and 
396-499 mg/capsule with the recoveries of 95-102 and 97-102 %, respectively. The advantages of 
the developed method are simple, fast simultaneous analysis ( within 4. 5 min) , and suitable for 
quality control in pharmaceutical and dietary supplements industry. 
 

Keywords: hydrophilic interaction liquid chromatography; phenylalanine; tyrosine; dietary 
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1. บทนำ 

ฟีน ิลอะลาน ิน (phenylalanine) ค ือ กรด    
อะมิโนท่ีเป็น “หน่วยโครงสร้าง” ของโปรตีน โดยแอล-
ฟีนิลอะลานีน (L-phenylalanine) จัดเป็นกรดอะมโิน
ที่จำเป็นที่ร่างกายสร้างเองไม่ได้ ต้องได้รับจากการ
รับประทานอาหารเท่านั้น อาหารที่อุดมไปด้วยแอล-  
ฟีนิลอะลานีน คือ เนื้อสัตว์ ปลา ไข่ ชีส และนม [1]   
ฟีนิลอะลานินเป็นสารตั้งต้นของไทโรซีน (tyrosine) 
และสารสื ่อประสาทอื ่น ๆ ได ้แก่ แคททีโคลามีน 
(catecholamine) อิพิเนฟริน (epinephrine) นอร์อิพิ
เนฟริน (norepinephrine) ไทรามีน (tyramine) และ
โดปามีน (dopamine) [2] นอกจากนี ้ย ังม ีการใช้       
ฟีนิลอะลานินรักษาโรคด่างขาว (โรคผิวหนังชนิดหนึ่ง)  

ภาวะซึมเศร้า สมาธิสั้น โรคพาร์กินสัน เป็นต้น [3,4] 
ไทโรซีนเป็นสารตั้งต้นของสารสื่อประสาทและ

เป็นกรดอะมิโนที่ร่างกายสังเคราะห์ได้เองจากฟีนิล   
อะลานีน แต่หากร ่างกายได ้ร ับฟีน ิลอะลานีนไม่
เพียงพอ จะทำให้ร่างกายสังเคราะห์ไทโรซีนไม่ได้ และ
ส่งผลให้ไทโรซีนกลายเป็นกรดอะมิโนจำเป็นทันที เช่น 
ในกรณีผู้ที่ป่วยเป็นโรคฟีนิลคีโตนูเรีย จะไม่สามารถ
เปลี่ยนฟีนิลอะลานีนเป็นไทโรซีนเหมือนคนปกติ [5] 
หรือในทางกลับกัน ผู้ป่วยที่มีภาวะขาดฟีนิลอะลานิน 
การรับประทานฟีนิลอะลานินอาจช่วยบรรเทาภาวะ
ขาดฟีนิลอะลานินในเด็กท่ีเป็นโรคไทโรซีนีเมียได้ [3,4] 

การรับประทานผลิตภัณฑ์เสริมอาหารจึงเป็น
ทางเลือกหนึ่งเพื่อบรรเทาภาวะขาดฟีนิลอะละนีนและ/
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หรือไทโรซีน ซึ่งปัจจุบันมีผลิตภัณฑ์เสริมอาหารจำนวน
มากวางจำหน่ายให้เล ือกบริโภค ดังนั ้นเพื ่อความ
ปลอดภัยและเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคจึงควรมีวิธีที่มี
ประสิทธิภาพสำหรับตรวจสอบคุณภาพสินค้า 

การวิเคราะห์ฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนแบบ
พร้อมกัน นิยมใช้เทคนิคการแยก เช่น วิธีโครมาโท  
กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง [6-11] หรือวิธ ีแก๊ส     
โครมาโทกราฟี [12-14] แต่เนื่องจากโครงสร้างโมเลกุล
ของกรดอะมิโนท้ังสองชนิดมีสภาพขั้วสูงและละลายน้ำ
ได้ดี จึงนิยมอาศัยการเตรียมอนุพันธ์เพื่อให้เหมาะสม
กับเทคนิคการแยกและตัวตรวจวัด เช่น การใช้วิธีวัดค่า
การดูดกลืนแสง มีการใช้ ninhydrin [6,7], phenyl 
isothiocyanate [8,9], 6- aminoquinolyl- N-
hydroxysuccinimidyl carbamate [ 1 0 ]  แ ล ะ  o-
phthalaldehyde 3-mercaptopropionic acid [11] 
เป็นสารเตรียมอนุพันธ์สำหรับเพิ่มหมู่โครโมฟอร์ใน
โครงสร้างเพื่อเพิ ่มความสามารถในการดูดกลืนแสง
สำหรับเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
หรือการเตรียมอนุพันธ์ด้วย  ethylchloroformate 
[12], N- methyl- N- ( tert. - butyldimethylsilyl) tri 
fluoroacetamide [13] และ N,O-bis(trimethylsilyl) 
trifluoroacetamide with trimethylchlorosilane 
[14] เพื่อลดสภาพขั้วและเพิ ่มความสามารถในการ
ระเหยกลายเป็นไอให้เหมาะสมกับเทคนิคแก๊สโคร
มาโทกราฟี ถ ึงแม ้ว ่าการเตร ียมอนุพ ันธ ์จะเพิ่ม
ประสิทธิภาพการแยกและการตรวจวัด แต่เป็นการเพิ่ม
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง  
ซึ่งทำให้เวลาในการวิเคราะห์นานขึ้น 

เทคนิคไฮโดรฟิลลิกอินเตอร์แอคชั ่นลิควิด   
โ ครมา โทกราฟี  (hydrophilic interaction liquid 
chromatography, HILIC) เป็นหนึ่งในเทคนิคโครมา 
โทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยอาศัยพื้นฐานของ
การใช้วัฏภาคนิ่งหรือคอลัมน์แบบมีขั้ว (เหมือนเทคนิค

นอร์มอลเฟส) และวัฏภาคเคลื่อนที่ที ่มีขั ้ว (เหมือน
เทคนิครีเวิร์สเฟส) ซึ่งประกอบด้วยน้ำและตัวทำละลาย
อินทรีย์ที ่ละลายน้ำได้ดี เทคนิค HILIC จึงเหมาะกับ
การแยกโมเลกุลที่มีสภาพขั้วสูงหรือโมเลกุลที่แตกตัว
เป็นไอออนและละลายน้ำได้ดี (เหมือนเทคนิคไอออน
โครมาโทกราฟี) [15] 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ คือ เพื่อพัฒนาวิธี
ไฮโดรฟิลลิกอินเตอร์แอคชั่นลิควิดโครมาโทกราฟีที่มี
การตรวจวัดแบบโฟโตไดโอดอาเรย์เพื ่อหาปริมาณ     
ฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนแบบพร้อมกันในผลิตภัณฑ์
เสริมอาหารโดยไม่ผ่านการเตรียมอนุพันธ์ โดยศึกษา
สภาวะต่าง ๆ ทั้งขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างและสภาวะ
การตรวจวัด เพื่อให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่มีความเที่ยงและ
ความแม่นยำสูงที่สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในงาน
ประจำสำหรับการควบคุมคุณภาพสินค้าในอุตสาห 
กรรมยาหรือผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 สารเคมี 

สารเคมีที ่ใช้ในงานวิจัยเป็นเกรดสำหรับ
วิเคราะห์ (analytical grade) ตัวทำละลายอินทรีย์
เป็นเกรดสำหรับโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
(HPLC grade) ทั ้งหมด และใช้น้ำปราศจากไอออน 
(ELGASTAT UHQ PS, ELGA, England) 

สารเคมีประกอบด้วยแอล-ฟีนิลอะลานีน 
(Sigma-Aldrich, USA) แอล-ไทโรซีน (Sigma-Aldrich, 
USA) อัลฟา-เมทิลฟีนิลอะลานีน (Sigma-Aldrich, 
USA) กรดไฮโดรคลอริค (RCI Labscan, Thailand) 
แอมโมเนียมฟอร์เมต (Sigma-Aldrich, USA) ฟอร์มิก 
(Fisher, United Kingdom) แอมโมเนีย (Carlo erba, 
France) ตัวทำละลายอินทรีย์ ได้แก่ อะซิโตไนไตรล์ 
( Merck, Germany)  เ ม ท า น อ ล  ( RCI Labscan, 
Thailand) และเอทานอล (RCI Labscan, Thailand) 
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2.2 เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง 

เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูง (Nexera LC-30A, Shimadzu, Japan) ประกอบ 
ด ้ วย เคร ื ่ อ งฉ ี ดต ั วอย ่ า งอ ั ต โนม ัต ิ  ( SIL-30AC, 
Shimadzu, Japan)  ป ั ้ ม  ( LC-30AD, Shimadzu, 
Japan)  เ คร ื ่ อ งกำจ ั ดฟองอากาศ  ( DGU-20As, 
Shimadzu, Japan)  ต ู ้ อ บ ค อล ั มน ์  ( CTO-20AC, 
Shimadzu, Japan) การ์ดคอลัมน์ชนิดไดไฮดรอกซี   
โพรพิว ( Inertsil HILIC, 3 mm x 10 mm x 3 µm; 
GL Sciences, Japan)  คอล ัมน ์ว ิ เคราะห ์ชน ิดได      
ไฮดรอกซีโพรพิว (Inertsil HILIC, 3 mm x 150 mm 
x 3 µm; GL Sciences, Japan) ตัวตรวจวัดชนิดโฟโต
ไดโอดอาเรย์ (SPD-20A, Shimadzu, Japan) โปรแกรม 
ควบคุมการทำงานและประมวลผล Lab Solution 
(version 5.93) 

เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สูงต ั ้งอุณหภูมิต ู ้อบคอลัมน์ที ่  30 องศาเซลเซียส        
ปริมาตรการฉีดตัวอย่าง 4 ไมโครลิตร วัฏภาคเคลื่อนที่
ประกอบด ้ วยอะซ ิ โต ไนไตรล ์ และสารละลาย
แอมโมเนียมฟอร์เมต เข้มข้น 50 mM อัตราส่วน      
84 : 16 (v/v) ที ่อัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที 
ตรวจวัดฟีนิลอะลานีนและอัลฟา-เมทิลฟีนิลอะลานีนที่
ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร และไทโรซีนที่ความ
ยาวคลื่น 225 นาโนเมตร 

2.3 ตัวอย่างผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 
ตัวอย่างผลิตภัณฑ์เสริมอาหารชนิดสาร 

อาหารเด ี ่ยว (single nutrient formulation) และ
ชนิดสารอาหารผสม (multi-nutrients formulation) 
เป็นผลิตภัณฑ์ที่วางจำหน่ายในประเทศไทย ซึ่งมีทั้งที่
ผลิตในประเทศไทยและต่างประเทศ 

นำตัวอย่างผล ิตภัณฑ์เสริมอาหาร 20 
แคปซูล มาชั่งน้ำหนักเพื่อหาน้ำหนักเฉลี่ยของผงของ

แต่ละแคปซูล จากนั ้นนำผงผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร
ทั ้งหมดผสมให้เป็นเนื ้อเดียวกัน แล้วเก็บตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารไว้ในขวดสีชา ปิดฝาให้มิดชิด 
เก็บไว้ในท่ีแห้ง ไม่โดนแสงแดด 

2.4 วิธีการทดลอง 
2.4.1 การสกัดฟีนิลอะลานีนและไทโรซี

นจากผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 
ชั ่งต ัวอย่างผล ิตภัณฑ์เสร ิมอาหาร 

0.0250 กรัม ลงในหลอดทดลองที่มีฝาปิดขนาด 50 
มิลลิลิตร เติมสารละลายอัลฟา-เมทิลฟีนิลอะลานีน 
(สารมาตรฐานภายใน) เข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ปริมาตร 750 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริค เข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 24.25 มิลลิลิตร 
ปิดฝา นำไป Vortex เป็นเวลา 3 นาที นำสารละลาย
ส่วนใสด้านบนปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเจือจางด้วย   
อะซิโตไนไตรล์แล้วปรับปริมาตรเป็น 10.00 มิลลิลิตร 
นำสารละลายที่ได้ไปกรองด้วยเมมเบรนชนิดไนลอน 
ขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร จากนั้นฉีดเข้าสู่เครื่อง 
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

2.4.2 การสร้างกราฟมาตรฐานภายใน  
กราฟมาตรฐานภายใน ( internal 

calibration curve) เป ็นกราฟแสดงความสัมพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นของฟีนิลอะลานีนหรือไทโรซีน 
(แกน x) กับอัตราส่วนของพื้นที่ใต้พีคระหว่างฟีนิล   
อะลานีนหรือไทโรซีนกับสารมาตรฐานภายใน (แกน y) 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสม  
ฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนสำหรับการสร้างกราฟ
มาตรฐานภายในใช้สารละลายกรดไฮโดรคลอริค 
เข้มข้น 0.1 M เป็นตัวทำละลาย เตรียมได้จากการเจือ
จางสารละลายมาตรฐานปฐมภูมิแต่ละชนิด เข้มข้น 
5,000 มิลลิกร ัมต่อลิตร เพื ่อใช้เตรียมสารละลาย
มาตรฐานทุติยภูมิเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จากน ั ้นนำสารละลายนี้ ไปใช ้ เตร ียมสารละลาย
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มาตรฐานผสมในช่วงความเข้มข้น 1-500 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งทุกความเข้มข้นจะมีสาร 
ละลายมาตรฐานภายในเข้มข้น 30 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 

3. ผลการทดลอง 
3.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมของวิธี HILIC 

งานว ิจ ัยน ี ้สนใจเทคนิค HILIC เพ ื ่อใช้
สำหรับการแยกฟีนิลอะลานีนและไทโรซีน โดยมีอัลฟา-
เมทิลฟีนิลอะลานีนเป็นสารมาตรฐานภายใน โดย
เลือกใช้วัฏภาคนิ่งที ่มีหมู่ไดไฮดรอกซีโพรพิวที่สร้าง
พันธะกับซิลิกาเจล ซึ่งคงค้าง (retain) สารมีขั้วสงูได้ดี 
โดยในการเลือกสภาวะที ่เหมาะสมของแต่ละพารา 
ม ิเตอร ์จะพิจารณาจากความสามารถในการแยก 
( resolution)  ร ูปร ่างพ ีค (peak shape)  สภาพไว 
(sensitivity) และเวลาในการวิเคราะห์ (analysis 
time) 

3.1.1 ความยาวคลื่นท่ีใช้ตรวจวัด 
เน ื ่องจากฟ ีน ิลอะลาน ีน ไทโรซีน 

และอัลฟา-เมทิลฟีนิลอะลานีนมีหมู่ฟังก์ชันที่สามารถ
ดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต แต่ความสามารถในการ

ดูดกลืนแสงในแต่ละความยาวคลื่นไม่เท่ากัน ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้เครื่องตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสง
ชนิดโฟโตไดโอดอาเรย์ ซึ่งตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสง
ได้หลายความยาวคลื่นพร้อมกัน ทำให้สามารถเลือก
ความยาวคลื่นที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารแต่
ละตัว เพื่อให้ได้สภาพไวและความจำเพาะที่ดีท่ีสุด (รูป
ที่ 1) 

ผลการทดลองพบว่าฟีน ิลอะลานีน
และอัลฟา-เมทิลฟีนิลอะลานีนมีค่าการดูดกลืนแสง
สูงสุดที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร และไทโรซีนมี
ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 225 นาโน
เมตร ดังนั้น จึงเลือกตรวจวัดสารทั้งสามชนิดที่ความ
ยาวคลื่นเหล่านี้ เพื่อให้ได้สภาพไวสูงสุด 

3.1.2 วัฏภาคเคลื่อนที่ 
(1) องค์ประกอบของวัฏภาคเคลื่อนที่ 

วัฏภาคเคลื่อนที่โดยทั่วไปของเทคนิค HILIC ประกอบ 
ด้วยตัวทำละลายอินทรีย์สภาพมีขั้วสูงที่ละลายน้ำได้ดี
เช่น อะซิโตไนไตรล์และเมทานอลกับน้ำหรือสาร 
ละลายบัฟเฟอร์ [15] เนื ่องจากฟีนิลอะลานีนและ 
อัลฟา-เมทิลฟีนิลอะลานีน มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสดุที่

 

 
 

Figure 1 UV absorption spectra of phenylalanine, tyrosine and - methyl phenylalanine ( internal 
standard) at 200, 200 and 150 mg/L, respectively  
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Figure 2 HILIC chromatograms at 210 nm for the detections of phenylalanine ( #)  and - methyl 
phenylalanine (*) using acetonitrile : 50 mM of ammonium formate pH 3 at (a) 80 : 20, (b) 
81 : 19, (c) 82 : 18, (d) 83 : 17, (e) 84 : 16, (f) 85 : 15 and (g) 90 : 10 (v/v) as the mobile phase 

 
 

Figure 3 HILIC chromatograms at 225 nm for the detections of tyrosine using acetonitrile  :  50 mM 
of ammonium formate pH 3 at (a) 80 : 20, (b) 81 : 19, (c) 82 : 18, (d) 83 : 17, (e) 84 : 16, (f) 85 

: 15 and (g) 90 : 10 (v/v) as the mobile phase 
 
ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้อะ
ซิโตไนไตรล์เป็นตัวทำละลายอินทรีย์ เนื่องจากมีค่า UV 
cut-off ที่ 190 นาโนเมตร คอลัมน์ท่ีเลือกใช้ในงานนี้มี
ความสามารถทน pH ได้ในช่วง 2-7.5 ซึ ่งโดยปกติ
ส าร เต ิ มแต ่ ง ไ อออน  ( ionic additive)  น ิ ยม ใ ช้
แอมโมเน ียมอะซ ิ เตตหร ือแอมโมเน ียมฟอร ์ เมต 

เนื ่องจากสามารถละลายในอะซิโตไนไตรล์ได้ดี [16] 
เพื ่อควบคุม pH และ ionic strength ของวัฏภาค
เคลื่อนที่ ซึ่งบัฟเฟอร์ชนิดนี้ส่งผลต่อสภาพขั้วของสาร
ทำให้ม ีผลต่อพฤติกรรมการแยกในเทคนิค HILIC 
[15,16] งาน วิจัยนี้ศึกษา pH ของสารละลายบัฟเฟอร์ 
(pH 3-7) โดยนำมาผสมกับอะซิโตไนไตรล์ที่อัตราส่วน
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ต่าง ๆ ตัวอย่าง HILIC โครมาโทแกรม เมื ่อใช้สาร 
ละลายแอมโมเนียมฟอร์เมต pH 3 ที่อัตราส่วนต่าง ๆ 
แสดงในรูปที่ 2 และ 3 

ผลการทดลองพบว่าเมื่อใช้สารละลาย
แอมโมเนียมฟอร์เมต pH 3 เข้มข้น 50 mM เป็น     
วัฏภาคเคลื่อนที่ สารทั้งสามชนิดมีรูปร่างพีคดีที่สุด โดย
เมื่อศึกษาอัตราส่วนของอะซิโตไนไตรล์ : สารละลาย
แอมโมเนียมฟอร์เมต pH 3 เข้มข้น 50 mM พบว่า 
เมื ่อเพิ ่มปริมาตรของอะซิโตไนไตรล์จะทำให้พีคของ
สารทั้งสามชนิดเคลื่อนที่ออกมาช้าลง เนื่องจากเป็น
การลดความแรงของวัฏภาคเคลื่อนที ่ โดยจากการ 
ศึกษาผลของ pH 3-7 ที่อัตราส่วนต่าง ๆ พบว่าอะซิโต
ไนไตรล์ : สารละลายแอมโมเนียมฟอร์เมต pH 3 
เข้มข้น 50 mM อัตราส่วน 84 : 16 (v/v) ให้การแยกที่
ดีที ่ส ุด (ค่า resolution > 1.5) มีร ูปร่างพีคที ่ดี (ค่า 
tailing factor < 1.5) และใช้เวลาในการวิเคราะห์เป็น
ที่น่าพอใจ (4.5 นาที) ดังนั้นจึงเลือกสภาวะนี้สำหรับ
การวิเคราะห์ต่อไป 

(2) อ ัตราการไหล  (flow rate) ของ  
วัฏภาคเคลื ่อนที ่ส ่งผลต่อเวลาเคลื ่อนที ่ของสารใน
คอลัมน์และเวลาในการวิเคราะห์ ดังนั้นจึงศึกษาอัตรา
การไหลตั้งแต่ 0.6-1.0 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่าอัตรา
การไหลที่สูงขึ้นทำให้พีคต่าง ๆ เคลื่อนที่ออกมาเร็วขึ้น 
การวิเคราะห์จึงรวดเร็วขึ้น จนกระทั่งถึงอัตราการไหล
ที่ 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที จะให้ผลการวิเคราะห์รวดเร็ว
ที่สุดและมีการแยกที่ดี หากใช้อัตราการไหลสูงกว่านี้ 
จะทำให้ความดันของระบบเกินขีดจำกัดของความดัน
สูงสุดที่คอลัมน์ทนได้ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้อัตรา
การไหลที่ 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที 

3.2 การสกัดฟีนิลอะลานีนและไทโรซีน 
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารนอกจากจะมีสาร 

อาหารที่สนใจวิเคราะห์แล้ว ยังอาจมีส่วนผสมอื่น ๆ 
ได้แก่ กรดอะมิโนชนิดอื่น วิตามิน เกลือแร่ และซิลิกา 

เป็นต้น โดยทั้งหมดอยู่ในรูปของผงบรรจุในแคปซูล จึง
จำเป็นต้องสกัดไปในสารละลายเพื่อวิเคราะห์ต่อดว้ยวธิี 
HILIC ดังนั ้นจึงศึกษาชนิดของตัวสกัด วิธีสกัด และ
เวลาสกัดที่เหมาะสม โดยใช้ตัวอย่างผลิตภัณฑ์เสริม
อาหารชนิดสารอาหารผสมเป็นตัวแทนในการศึกษา 

3.2.1 ชนิดของตัวสกัด 
ศึกษาตัวสกัด 4 ชนิด คือ (a) อะซิโต 

ไนไตรล์ : สารละลายแอมโมเนียมฟอร์เมต pH 3 
เข้มข้น 50 mM อัตราส่วน 84  :  16 (v/v) (ว ัฏภาค
เคลื่อนที่) (b) สารละลายแอมโมเนียมฟอร์เมต pH 3 
เข้มข้น 50 mM (c) น้ำ type I และ (d) สารละลาย
กรดไฮโดรคลอริค เข้มข้น 0.1 M ซึ่งตัวสกัดทั้ง 4 ชนิด 
พิจารณาเริ่มจากสารละลายที่เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ของ
วิธี HILIC เพื ่อป้องกันการเกิดการหักเหของแสงใน
ขั้นตอนการตรวจวัด ซึ่งอาจทำให้การวัดค่าการดูดกลืน
แสงผิดพลาดได้ นอกจากน้ีได้เลือกศึกษาตัวสกัดอื่นที่มี
สภาพขั้วและความสามารถในการละลายเหมาะกับสาร
ที่สนใจ การทดลองใช้ปริมาตรของตัวสกัดเท่ากันและ
ใช ้ว ิธ ีการสก ัดแบบการใช ้คล ื ่นเส ียงความถ ี ่สูง 
(ultrasonication) เป็นเวลา 30 นาที ในรูปที่ 4 พบว่า
ปริมาณของฟีนิลอะลานีนท่ีได้จากตัวสกัดทั้ง 4 ชนิด มี
ปริมาณใกล้เคียงกัน แต่ปริมาณไทโรซีนที่สกัดได้จาก
สารละลายกรดไฮโดรคลอริค เข้มข้น 0.1 M ได้ปริมาณ
สูงที่สุด และปริมาณที่สกัดได้จะลดลงเมื่อใช้ น้ำ type 
I สารละลายแอมโมเนียมฟอร์เมต pH 3 และวัฏภาค
เคลื่อนที่ ตามลำดับ เนื่องจากสารละลายกรดไฮโดร
คลอริค เข้มข้น 0.1 M มีสภาพขั้วและ pH เหมาะสม
กับการละลายของไทโรซีนมากที่สุด ดังนั้นงานวิจัยนี้ 
จึงเลือกสารละลายกรดไฮโดรคลอริค เข้มข้น 0.1 M 
เป็นตัวสกัด เนื่องจากมีประสิทธิภาพดีที่สุด 

3.2.2 วิธีสกัดและเวลาสกัด 
เพื่อให้ได้ประสิทธิภาพการสกัดที่ดีที่สุด 

คือ ได้ปริมาณที่สกัดได้สูงสุดในเวลาที่รวดเร็ว ดังนั้นจึง
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ได้ศึกษาวิธีสกัด (agitation method) 3 วิธี โดยแต่ละ
วิธีได้ศึกษาเวลาสกัด (extraction time) ที่เหมาะสม
อีกด้วย ดังน้ี 

(1) ว ิธ ีการใช ้คล ื ่นเส ียงความถ ี ่สูง 
(ultrasonicator): 5, 15, 30 และ 45 นาที (รูปที่ 5a)  

(2) วิธีเขย่า (horizontal shaker): 1, 
5, 10, 15 และ 30 นาที (รูปที่ 5b) 

(3) วิธี Vortex: 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5  

นาที (รูปที่ 5c) 
ผลการทดลองพบว่าวิธีสกัดทั้ง 3 วิธี 

ให้ผลการทดลองไปในแนวทางเดียวกัน คือ เมื่อใช้เวลา
ในการสกัดนานขึ้นจะทำให้ได้ปริมาณที่สกัดมากขึ้น
และจะคงที ่เมื ่อถึงสภาวะสมดุล โดยเมื ่อสกัดด้วย
วิธีการใช้คลื่นเสียงความถี่สูงเป็นเวลา 30 นาที วิธีเขย่า
เป็นเวลา 15 นาที และวิธี Vortex เป็นเวลา 3 นาที ซึ่ง
เป็นเวลาสกัดที่ดีที่สุดของแต่ละวิธีสกัดนั้น สามารถ

 

 

Figure 4 Effect of extractant on the 
extraction efficiency 

 

 

Figure 5 Effect of agitation method and 
extraction time (a)  ultrasonicator, 
(b) horizontal shaker and (c) vortex 
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สกัดฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนได้ปริมาณใกล้เคียงกัน 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้การสกัดด้วยวิธี Vortex เป็น
เวลา 3 นาที เนื่องจากมีประสิทธิภาพที่ดีและใช้เวลา
สกัดเร็วท่ีสุด 

3.3 การตรวจสอบความใช ้ ได ้ของว ิ ธี
วิเคราะห ์

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
(method validation) อาศัยเกณฑ์จาก “Appendix 
K:  Guidelines for dietary supplements and 
botanicals, Part I:  AOAC guidelines for single-
laboratory validation of chemical methods for 
dietary supplements and botanicals” โดย The 
Association of Analytical Communities ( AOAC) 
[17] ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของวิธีที่พัฒนาขึ้น ช่วง
ความเป็นเส้นตรงและสัมประสิทธ ิ ์การว ิเคราะห์ 
( linear range and determination of coefficient) 
ขีดจำกัดการตรวจวัด (limit of detection) ขีดจำกัด
การหาปริมาณ (limit of quantification) ความเที่ยง 
(precision)  และความแม่น (accuracy) แสดงใน
ตารางที่ 1 พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความเป็นเส้นตรงอยู่

ในช่วงความเข้มข้น 1-500 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่า 
r2 = 0.9999 แสดงให้เห็นว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีช่วงความ
เป็นเส้นตรงที ่กว้าง สามารถวิเคราะห์หาปริมาณ        
ฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนในตัวอย่างที่มีความเข้มข้นที่
ต่างกันได้ สามารถตรวจวัดฟีนิลอะลานีนและไทโรซีน
ต่ำถึง 0.7 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร และหาปริมาณได้
ต่ำถึง 1 และ 0.8 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามลำดับ วิธีนี้มี
ความเที่ยงที่สูงมากเนื่องจากมีการใช้สารมาตรฐาน
ภายใน โดยมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 0.73-0.93 
% และ 1.75-1.76 % ของการทำซ้ำภายในวันเดียว
และการซ้ำระหว่างวัน ตามลำดับ ทำให้ค่า HorRatr 
อยู่นอกช่วงที่กำหนด โดยผลการตรวจสอบความใช้ได้
ของวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้พบว่ายังอยู่ในช่วงการยอมรับได้
ของ AOAC 

3.4 การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนิลอะลานีน
และไทโรซีนในผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 

ได้นำวิธีท่ีพัฒนาขึ้นไปประยุกต์ใช้ในการหา
ปริมาณฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนในผลิตภัณฑ์เสริม
อาหาร 8 ต ัวอย่าง ทั ้งแบบชนิดสารอาหารเดี ่ยว     
และชนิดสารอาหารผสม ดังแสดงในตารางที ่2 พบว่า 

 
Table 1 Method validation of the HILIC method for the analysis of phenylalanine and tyrosine 
 

Parameters 
Results 

Criteriaa 
Phenylalanine Tyrosine 

Internal calibration curveb 1-500 (r2 = 0.9999) 1-500 (r2 = 0.9999) r2 > 0.99 
Limit of detection (LOD)b 0.7 0.3 3S/N 
Limit of quantification (LOQ)b  1 0.8 10S/N 
Precision (%RSD) 

- intra dayc 0.73 % (HorRatr = 0.18) 0.93 % (HorRatr = 0.23) HorRatr = 0.5-2 
- inter dayc 1.75 % (HorRatr = 0.29) 1.76 % (HorRatr = 0.29) HorRatr = 0.5-2 

a Criteria of appendix K: Guidelines for dietary supplements and botanicals, part I: AOAC guidelines 
for single- laboratory validation of chemical methods for dietary supplements and botanicals [17] ; 
b mg/L; c Ten replicates (n = 10) 
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Table 2 Phenylalanine and tyrosine contents and recovery studied in dietary supplements 
 

Samples 

Phenylalanine Tyrosine 

Labels Contents Recoveries (%)a Labels Contents Recoveries (%)a 

(mg/capsule) (mg/capsule)a 10 mg/Lb 50 mg/Lb (mg/capsule) (mg/capsule)a 10 mg/Lb 50 mg/Lb 

A (lot No. I) * 500 500.24±1.00 99.04±0.73 98.71±0.23 -c n.d.d 101.10±0.01 96.78±0.23 

A (Lot No. II) * 500 501.50±1.38 97.64±0.39 96.38±0.46 - n.d. 101.83±0.32 99.08±0.74 

B (Lot No. I) * - n.d. 101.22±0.28 96.56±0.08 500 497.36±2.76 99.68±0.91 97.19±0.44 

B (Lot No. II) * - n.d. 97.75±0.07 98.20±0.27 500 499.20±1.17 101.45±0.56 100.89±0.42 

C (Lot No. I) ** 576.45 573.79±1.01 99.58±0.27 96.20±0.76 - n.d. 101.53±0.08 96.55±0.86 

C (Lot No. II) ** 576.45 577.40±3.88 95.48±0.52 101.84±0.92 - n.d. 101.97±0.10 101.16±0.14 

D (Lot No. I) ** 150 150.71±2.09 101.31±0.73 101.06±0.40 400 400.72±3.55 101.85±0.50 98.95±0.99 

D (Lot No. II) ** 150 148.70±0.41 98.34±0.04 99.69±1.43 400 395.76±2.75 99.28±0.94 101.89±0.37 
a Three replicate injections ( n=3)  ( mean±SD) ; b Fortified concentration; c ( - )  is not labeled; d n.d.  is nondetectable; *  Single nutrient 
formulation; ** Multi-nutrients formulation. 

 

 
 

Figure 6 The HILIC chromatograms of sample D (Lot No.  I)  (a)  phenylalanine (#)  and -methyl 
phenylalanine (*) at 210 nm and (b) tyrosine (@) at 225 nm. 

 
ปริมาณฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนอยู่ในช่วง 149-577 
และ 396-499 มิลล ิกร ัมต่อแคปซูล ซ ึ ่งไม ่ม ีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับฉลากที่ระบุที่ระดับความ
เช ื ่อม ั ่นท ี ่  95 % เม ื ่อทดสอบแบบ  paired t-test 
นอกจากนี ้ได้ศึกษาความแม่นของวิธี  โดยอาศัยค่า  
ร้อยละการกลับคืน (% recovery) ที่ความเข้มข้น 10 
และ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าฟีนิลอะลานีนและ    
ไทโรซีนมีค่าร้อยละการกลับคืนในช่วง 95.48-101.84 

และ 96.55-101.97 ซ ึ ่งอย ู ่ ในช่วงการยอมร ับของ 
AOAC (ร้อยละ 90-108) แสดงให้เห็นว่าวิธีท่ีพัฒนาขึ้น
มีความแม่นสูง โดยโครมาโทแกรมของผลิตภัณฑ์เสริม
อาหาร ตัวอย่าง D (Lot No. I) แสดงดังรูปที่ 6 จะเห็น
ได้ว่าพีคของฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนรวมถึงสาร
มาตรฐานภายในแยกออกจากเมทริกซ์ได้ดี 
 

4. สรุป 
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งานวิจัยนี้ได้พัฒนาวิธีไฮโดรฟิลลิกอินเตอร์
แอคชั่นลิควิดโครมาโทกราฟีที่มีการตรวจวัดชนิดโฟโต
ไดโอดอาเรย์สำหรับการหาปริมาณฟีนิลอะลานีนและ
ไทโรซีนแบบพร้อมกันในผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร โดยใช้
เวลาในการตรวจวัดเพียง 4.5 นาที วิธีที่พัฒนาขึ ้นนี้ 
เป็นวิธีที่มีความเที่ยงและความแม่นสูงเนื่องจากมีการ
ใช้สารละลายมาตรฐานภายในอัลฟา-เมทิลฟีนิล       
อะลานีนร่วมด้วย นอกจากนี ้ในขั ้นตอนการเตรียม
ตัวอย่างมีขั ้นตอนที่ง่าย ไม่ต้องมีขั ้นตอนการเตรียม
อนุพันธ์ วิธีการสกัดมีประสิทธิภาพท่ีดีและใช้เวลาสกัด
เพียง 3 นาที วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ ผ่านเกณฑ์การยอมรับ
ของการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีตามแนวทางของ 
AOAC จ ึงสามารถนำวิธ ีน ี ้ ไปใช้ในการหาปริมาณ        
ฟีนิลอะลานีนและไทโรซีนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เสริม
อาหารเพื ่อคุ ้มครองและสร้างความปลอดภัยให้กับ
ผู ้บริโภคได้ นอกจากนี้วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้อาจสามารถ
นำไปประยุกต์ใช้กับตัวอย่างประเภทอื่น ๆ ได้ เช่น 
อาหาร เลือดหรือปัสสาวะ แต่อาจต้องมีการพัฒนา
วิธีการเตรียมตัวอย่างให้สะอาดขึ้นเพื่อกำจัดตัวรบกวน
ในตัวอย่างแต่ละประเภท 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
โครงการวิจ ัยนี ้ได ้ร ับการสนับสนุนจากงบ 

ประมาณแผ่นดิน มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ประจำปี
งบประมาณ 2561 สัญญาเลขที่ 7/2561 ขอขอบคุณ
สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ศูนย์
เคร ื ่องม ือว ิทยาศาสตร์  คณะว ิทยาศาสตร ์และ
เทคโนโลยี (CSIC) และศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์เพื่อ
การวิจัยขั ้นสูง (TU-CSEAR) สำนักงานวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยีชั้นสูง มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
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