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บทคัดย่อ
	 การศกึษานีม้วัีตถุประสงค์เพ่ือท�ำการทดสอบความใช้ได้
ของวิธี การทดสอบปรมิาณซคูราโลสในเครือ่งดืม่ซึง่ดดัแปลง
วิธีทดสอบจากวิธีมาตรฐาน BS EN 16155:2012 Foodstuffs-
Determination of sucralose-High performance liquid 
chromatographic method ได้ท�ำการตรวจสอบความใช้ได้
ของวิธี โดยมกีารศกึษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีวเิคราะห์
พบว่ามคีวามเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0-400 มลิลกิรมัต่อลติร 
ค่าขดีจ�ำกัดในการตรวจพบและขดีจ�ำกัดในการวัดเชงิปรมิาณ
ของการตรวจวดัเท่ากับ 4.0 และ 15.0 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั
ตามล�ำดับ การศึกษาความแม่นและความเที่ยงของวิธีโดย
ใช้ตวัอย่างท่ีเตมิสารละลายมาตรฐาน 3 ระดบัความเข้มข้น 
(25, 250, 2,000 มลิลกิรมั/กิโลกรมั) พบว่ามค่ีาร้อยละกลบั
คืนอยู่ในช่วงร้อยละ 92.0-101.6, 98.8-99.4 และ 98.0-99.8 
ตามล�ำดับ และความเทีย่งประเมนิจากค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน
สมัพัทธ์ท่ีแสดงด้วยค่า %RSDr เท่ากับร้อยละ 3.799, 0.169 
และ 0.586 ตามล�ำดับค่า HORRAT  เท่ากับ 0.824, 0.052 
และ 0.246 ตามล�ำดับ ซึ่งค่าร้อยละกลับคืน ค่าความเบี่ยง
เบนมาตรฐานสัมพัทธ์ และค่า HORRAT อยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรบัและเป็นไปตามข้อก�ำหนดของ EURACHEM/CITAC 
Guide: 2012 รวมทั้งได้ประเมินค่าความไม่แน่นอนขยาย
ของการทดสอบซูคราโลสในเครื่องดื่ม พบว่ามีค่าความไม่
แน่นอนคิดเป็นร้อยละ 3.7 ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
(k=2) นอกจากนี้ ได้ท�ำการเก็บตัวอย่างที่ขายในท้องตลาด
จ�ำนวน 30 ตัวอย่าง มาท�ำการทดสอบตามวิธีที่ผ่านการ
ทดสอบ   ความใช้ได้แล้ว พบว่า ตวัอย่างทัง้หมดนีม้ปีรมิาณ
ซคูราโลส อยู่ในช่วงไม่พบหรอืน้อยกว่า 4.0 ถึง 172.7 มลิลกิรมั
ต่อกิโลกรัม จากการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าวิธีการทดสอบ
นี้เหมาะสมกับการใช้งานตามวัตถุประสงค์
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Abstract
	 The determination of sucralose in beverages was 
performed and validated by the modified standard 
method based on BS EN 16155:2012 Foodstuffs - 
Determination of sucralose - High performance liquid 
chromatographic method. The linear calibration curve 
was obtained in concentrations ranging from 0 to 400 
mg/L. The limit of detection (LOD) and the limit of 
quantitation (LOQ) were 4.0 and 15.0 mg/kg, respectively. 
The precision and accuracy studies were performed 
by spiking 3 concentration levels in the samples (25, 
250, and 2,000 mg/kg). The recoveries were obtained 
from 92.0 to 101.6%, 98.8 to 99.4% and 98.0 to 99.8%, 
respectively. The precision calculated as a relative 
standard deviation of repeatability (%RSDr) found 
good repeatability at 3.799%, 0.169%, and 0.586%. 
The HORRAT values were 0.824, 0.052 and 0.246, 
respectively. The percent recovery, precision, and 
HORRAT value were acceptable and complied with 
the requirement of EURACHEM/CITAC Guide: 2012. 
The percentage of expanded uncertainty was 3.7% at 
a 95% confidence interval (k=2). Moreover, thirty 
samples from local markets were analyzed following 
this validated method and found that sucralose 
concentration ranged from not detected or less than 
4.0 to 172.7 mg/kg. The result of this study showed 
the modified methods were fit for the intended use.

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาปริมาณซูคราโลสใน
เครื่องดื่มโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
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1. บทน�ำ (Introduction) 
	 ปัจจบัุนผูบ้รโิภคได้หันมาให้ความสนใจและให้ความส�ำคญั
เรื่องสุขภาพกันมากขึ้น อีกทั้งพยายามหลีกเลี่ยงอาหารที่มี
น�้ำตาลในปริมาณมากซึ่งเชื่อว่าจะมีผลเสียต่อสุขภาพ            
จากสถิติการบริโภคน�้ำตาลของคนไทย พบว่า มีแนวโน้ม
เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วจากการรับประทานอาหารที่มีการเติม
น�้ำตาล และเครื่องดื่มต่าง ๆ เช่น กาแฟ ชาเขียว น�้ำอัดลม 
น�ำ้ชา น�ำ้สมนุไพร และน�ำ้ผลไม้ ท่ีมกีารใส่น�ำ้ตาลในปรมิาณ
มาก ท�ำให้ร่างกายได้รับพลังงานส่วนเกิน ก่อให้เกิดปัญหา
ด้านสขุภาพตามมา เช่น น�ำ้หนกัเกิน โรคอ้วน โรคเบาหวาน 
โรคหัวใจ และโรคเรื้อรังอื่น ๆ [1]
	 สารให้ความหวานแทนน�ำ้ตาล สามารถแบ่งออกได้เป็น 
2 กลุ่ม คือ ชนิดท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการและให้พลังงาน 
ได้แก่ ฟรุกโทส (Fructose), มอลทิทอล (Maltitol),                          
ซอร์บิทอล (Sorbitol), อีริทริทอล (Erythritol) และไซลิทอล 
(Xylitol) ซึ่งสารให้ความหวานกลุ่มนี้ ไม่เหมาะส�ำหรับ                    
ผู ้ที่ต ้องการควบคุมน�้ำหนัก และผู ้ป ่วยโรคเบาหวาน                           
ส่วนอีกชนิดหน่ึง คือ ชนิดท่ีไม่มีคุณค่าทางโภชนาการและ
ไม่ให้พลงังาน ได้แก่ ซคูราโลส (Sucralose) สตีเวยีหรอืสาร
สกัดจากหญ้าหวาน (Stevia or Stevia extract) แอสพาร์เทม 
(Aspartame) อะซิซัลเฟม-เค (Acesulflame-k) แซ็คคาริน 
(Saccharin) หรือขัณฑสกร โดยสารให้ความหวานกลุ่มน้ี 
เหมาะส�ำหรบัผูท่ี้ต้องการควบคมุน�ำ้หนัก และผูป่้วยโรคเบา
หวาน [2]
	 ซคูราโลส เป็นสารให้ความหวานแทนน�ำ้ตาล (Alternative 
sweetener) มีลักษณะเป็นผงผลึกสีขาวถึงขาวนวล                    
ไม่มกีลิน่ ละลายได้ดีในน�ำ้ [3] ให้ความหวานสงูกว่าน�ำ้ตาล
ทรายถึง 600 เท่า เมื่อเทียบระดับความหวานเดียวกันกับ
น�้ำตาลจึงมีราคาท่ีต�่ำกว่า สามารถใช้ลดต้นทุนผลิตภัณฑ์
ได้ อีกท้ังยังมีรสชาติท่ีคล้ายคลึงกับน�้ำตาลทราย ท�ำให้             
ผู้บริโภคมีความคุ้นเคยมากกว่า ซูคราโลสถูกค้นพบในปี 
พ.ศ. 2519 วัตถุดิบเริ่มต้นคือ น�้ำตาลซูโครส (Sucrose)          
ซึ่งผ่านขบวนการพิเศษโดยแทนท่ีกลุ ่มไฮดรอกซิลด้วย          
อะตอมคลอรีนท่ีต�ำแหน่งคาร์บอนอะตอมท่ี 1, 4 และ 6                 
ของซูโครส ดังโครงสร้างโมเลกุลของซูโครส เมื่อเทียบกับ           
ซคูราโลส (รปูที ่1) ท�ำให้มสีตูรโครงสร้างคล้ายน�ำ้ตาล    โดย
ให้รสชาติหวานใกล้เคียงกับน�้ำตาล ไม่ให้พลังงาน ไม่มีรส
ขมติดลิ้น แต่ร่างกายไม่สามารถย่อยได้ [1] ซึ่ง Sucralose 
ที่รับประทานเข้าไปนั้นจะถูกขับออกมาในปัสสาวะและ
อจุจาระ จงึสามารถใช้ Sucralose ทดแทนน�ำ้ตาลเพ่ือควบคุม
พลังงานท่ีจะได้รบั ทัง้นี ้Sucralose ย่อยสลายเข้าไปสูร่่างกาย
จะไม่ส่งผลต่อระดบัน�ำ้ตาลในเลอืดและระดบัอนิซลูนิ และ
ไม่พบอันตรายใด ๆ จากการท่ีรับประทาน และในปี                  
พ.ศ. 2541 สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาแห่งสหรฐั 
(US FDA) ได้ประกาศอนุญาตให้ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหาร       
15 ชนิด และใช้ร่วมกับสารให้ความหวานชนดิอืน่ ๆ  ในอาหาร

ประเภทเครือ่งดืม่ หมากฝรัง่ ขนมหวานแช่แข็ง น�ำ้ผลไม้และ
เจลาติน จนกระท่ังปี พ.ศ. 2542 จึงประกาศ ให้ใช้ได้                  
กับอาหารทุกชนิดโดยผ่านการทดสอบความปลอดภัยต่อ
การบริโภคมากกว่า 110 ครั้ง [1,4] โดยสามารถสังเกตได้
จากฉลากของผลิตภัณฑ์ซึ่งจะแสดงเป็นเลขรหัสในระบบ 
International Numbering System for Food Additives 
คือ INS No. 955  

รูปที่ 1 สูตรโครงสร้างของซูโครสและซูคราโลส

	 ปี พ.ศ. 2533 คณะผู้เชี่ยวชาญจาก The Joint FAO/
WHO Expert Committee on Food Additive (JECFA) 
ก�ำหนดค่า Acceptable Daily Intake (ADI) ของซูคราโลส
ไว้ที่ 0-15 มิลลิกรัมต่อน�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัม ในขณะที่ US 
FDA ระบุว่าซูคราโลสปลอดภัยส�ำหรับทุกคน รวมถึงสตรี       
มีครรภ์ปลอดภัยในระหว่างตั้งครรภ์และให้นมบุตร [3,5] 
และก�ำหนดค่า ADI ไว้ที ่5 มลิลกิรมัต่อน�ำ้หนกัตวั 1 กิโลกรมั
ต่อ 1 วัน ในประเทศไทยนิยมเติมซูคราโลสในผลิตภัณฑ์
อาหารและเครื่องดื่มประเภทต่าง ๆ โดยมีการก�ำหนดตาม
ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 389)  พ.ศ. 2561 
เรือ่ง วัตถุเจอืปนอาหาร (ฉบบัท่ี 5) [6] และประกาศกระทรวง
สาธารณสุข (ฉบับท่ี 418) พ.ศ. 2563 ออกตามความใน       
พระราชบญัญัตอิาหาร พ.ศ. 2522 เรือ่ง ก�ำหนดหลกัเกณฑ์ 
เง่ือนไข วิธีการใช้ และอัตราส่วนของวัตถุเจือปนอาหาร  
(ฉบบัท่ี 2) เช่น เครือ่งด่ืมแต่งกล่ินรส น�ำ้ผัก ผลไม้ชนิดเนคต้า 
น�ำ้ผกั ผลไม้เนคต้าเข้มข้น เครือ่งดืม่ท่ีมนีมเป็นส่วนประกอบ
หลัก (ปรุงแต่ง) ปริมาณสูงสุดท่ีอนุญาต 300 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม [7]
	 ในปัจจุบันไม่มีรายงานเก่ียวกับโทษในการบริโภควัตถุ
ให้ความหวานชนิดน้ี แต่ยังมีเกณฑ์แนะน�ำในการบริโภค   
ดังน้ันเพ่ือสร้างความมั่นใจในคุณภาพของสินค้าให้แก่               
ผูผ้ลติผลติภัณฑ์ และเพ่ือให้เกิดความปลอดภัยต่อผูบ้รโิภค          
กรมวิทยาศาสตร์บริการ กลุ่มงานความปลอดภัยในอาหาร 
ได้พัฒนาวิธีการทดสอบหาปริมาณซูคราโลสในผลิตภัณฑ์
เครือ่งด่ืม โดยใช้วิธีทดสอบทีด่ดัแปลงจากวิธีมาตรฐานและ
มีการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีด้วย 

2.	 วิธีการวิจัย (Experimental methods)
	 2.1	 เครื่องมือและวัสดุอุปกรณ์
		  2.1.1	 เครือ่งโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
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(High performance liquid chromatography refractive 
index detector, HPLC-RID) รุน่ Alliance 2695 ย่ีห้อ Water
		  2.1.2	 คอลัมน์ส�ำหรับ HPLC-RID ชนิดเหล็กกล้า
ไร้สนิมขนาด 4.6 x 250 มิลลิเมตร บรรจุด้วย C18 ขนาด
อนุภาค  5 ไมโครเมตร ยี่ห้อ Hichrom
		  2.1.3 	เครื่องชั่งไฟฟ้า (Electronic analytical 
balance) รุ่น AE 240 ยี่ห้อ Mettler
		  2.1.4 	เ ค รื่ อ ง ท� ำ น�้ ำ บ ริ สุ ท ธ์ิ  ( D e i o n i z e r )                               
รุ่น Smart2pure ยี่ห้อ Thermo scientific
		  2.1.5 	อ่างน�้ำอุลตร้าโซนิค (Ultrasonic bath)            
รุ่น LUC 40	 5 ยี่ห้อ Power sonic
		  2.1.6 	ชุดอุปกรณ์การกรองพร้อมแผ่นเมมเบรน 
(Membrane filter) ชนิดเมทิลเซลลูโลส (Methylcellulose, 
M C E )  แ ล ะ ช นิ ด พ อ ลิ เ ต ต ร ะ ฟ ลู อ อ โ ร เ อ ทิ ลี น 
(Polytetrafluoroethylene, PTFE) ขนาด 47 มลิลเิมตร ขนาด
รูพรุน 0.22 ไมโครเมตร
		  2.1.7 	หลอดฉีด (Syringe) ขนาด10 มิลลิลิตร 
พร้อมตวักรอง (Syringe filter) ชนดิ MCE ขนาด 25 มลิลเิมตร, 
0.22 ไมโครเมตร หรือตัวกรองชนิดอื่น ๆ ที่มีคุณสมบัติ         
เหมือนกัน
		  2.1.8	 ขวดแก้วขนาดเลก็ (Vial) ขนาด 2 มลิลลิติร
		  2.1.9 	กระดาษกรองวัตต์แมนเบอร์ 2 (Whatman 
no.2) หรือเทียบเท่า
		  2.1.10 เครื่องแก้วต่าง ๆ เช่น ปิเปตต์ ขวดแก้ววัด
ปริมาตร บีกเกอร์ และกระบอกตวงขนาดต่าง ๆ
		  2.1.11 กรวยกรองชนิดแก้วหรือพลาสติก

	 2.2	 สารมาตรฐาน สารเคมีและอื่น ๆ
		  2.2.1	 สารมาตรฐานซคูราโลส (CAS No. 56038-
13-2) ความบริสุทธ์ิอย่างน้อยร้อยละ 99.0 ย่ีห้อ Sigma-
Aldrich
		  2.2.2 	เมทานอล ชัน้คณุภาพวิเคราะห์ HPLC ย่ีห้อ 
Merck 
		  2.2.3	 น�้ำที่มีความบริสุทธิ์สูง มีค่าความต้านทาน
ไฟฟ้าไม่น้อยกว่า 18.2 MΩ•cm
		  2.2.4 	โ พ แ ท ส เ ซี ย ม เ ฟ อ ร ์ โ ร ไ ซ ย า ไ น ด ์ 
(K4[Fe(CN)6.3H2O]) ชั้นคุณภาพวิเคราะห์ AR (carrez Ι) 
ยี่ห้อ Merck
		  2.2.5 	ซงิค์ไนเตรท (Zn(NO3)2•6H2O)) ชัน้คุณภาพ
วิเคราะห์ AR (carrez ΙΙ) ยี่ห้อ Alfa aesar
		  2.2.6 	สารละลายผสมเฟสเคลื่อนท่ี (สารละลาย
เมทานอล ร้อยละ 20)
		  2.2.7 	สารละลายมาตรฐานซคูราโลสความเข้มข้น 
1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร
		  2.2.8 	สารละลายมาตรฐานซูคราโลสช่วงใช้งาน
ความเข้มข้น 0, 5, 10, 50, 100, 200 และ 400 มลิลกิรมัต่อลติร

	 2.3	 ตัวอย่าง
		  ตัวอย่างท่ีใช้ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
เป็นตัวอย่างเครือ่งด่ืมชนิดไม่มแีอลกอฮอล์ท่ีมจี�ำหน่ายตาม
ท้องตลาด จ�ำนวน 30 ตัวอย่าง ได้แก่ เครื่องดื่มน�้ำอัดลม 
เครื่องดื่มน�้ำเติมวิตามิน เครื่องดื่มให้พลังงาน เครื่องดื่ม        
ว่านหางจระเข้ผสมกลิ่นพีช เครื่องดื่มน�้ำผักผลไม้รวมรส         
สตรอเบอร์รี่ เป็นต้น

	 2.4 การเตรียมตัวอย่าง [8]
	 ชั่งตัวอย่าง 20 ± 0.5 กรัม (ความละเอียดของการชั่ง
ตัวอย่างคือ 0.0001 กรัม) ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 
มิลลิลิตร เติมสารละลายผสมเฟสเคลื่อนที่ (ข้อ 2.2.6) 
ประมาณ 80 มิลลิลิตร แล้วเติม carrez Ι (ข้อ 2.2.4) 
และcarrez ΙΙ (ข้อ 2.2.5) อย่างละ 1  มิลลิลิตร แล้วปรับ
ปริมาตรด้วยสารละลายผสมเฟสเคล่ือนท่ีจนครบปริมาตร 
100 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันและต้ังทิ้งไว้ 10 นาที จากนั้น
น�ำไปกรองด้วยกระดาษกรองวัตต์แมนเบอร์ 2 (ข้อ 2.1.9) 
น�ำสารละลายส่วนใสท่ีได้ไปกรองผ่านหลอดฉีดพร้อมตัว
กรอง 0.22 ไมโครเมตร ชนิด MCE ขนาด 25 มิลลิเมตร         
(ข้อ 2.1.7) ใส่ในขวดแก้วขนาดเลก็ (Vial) ปรมิาตร 2 มลิลลิติร 
ส�ำหรบัใช้กบัเครือ่ง HPLC-RID (ข้อ 2.1.8) แล้ววัดหาปรมิาณ
ซูคราโลสโดยใช้เครื่อง HPLC-RID

	 2.5 การเตรียมสารมาตรฐาน 
		  2 .5 .1  น� ำสารละลายมาตรฐานซูคราโลส                              
ทีค่วามเข้มข้นระหว่าง 0 ถึง 400 มลิลกิรมัต่อลติร (ข้อ 2.2.8) 
กรองผ่านแผ่นเมมเบรน ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลงใน           
ขวดขนาดเล็ก ฉีดเข้าเครื่อง HPLC-RID ตามสภาวะที่                    
เหมาะสมในการทดสอบซูคราโลส ดังนี้
คอลัมน์ส�ำหรับเครื่อง	 ชนิดเหล็กกล้าไร้สนิม ขนาด
 HPLC-RID 			   4.6 x 250 มลิลเิมตร บรรจดุ้วย 
						      C18- coated spherical silicagel 
						      ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร ย่ีห้อ 
						      Hichrom พร้อม Guard column
เฟสเคลื่อนที่       		  เมทานอล 20 มิลลิลิตรต่อน�้ำ 
						      80 มลิลลิติรโดยบรรจทุีส่าย A 
						      และปรับการไหลเป็น 
						      100% 
อัตราการไหล			   1.0 มิลลิลิตรต่อนาที
ปริมาตรที่ฉีด       		  50 ไมโครลิตร
อุณหภูมิคอลัมน์		  40 º C
อุณหภูมิเครื่องตรวจวัด	 30 º C
เครื่องตรวจวัด     		  Refractive index detector (RID)
Sensitivity				   +8
เวลาในการฉีด (Run time)	 18 นาที
เวลาที่สารเคลื่อนที่	 ประมาณ 13.8 นาที
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		  2.5.2 ตรวจสอบสมรรถนะของเคร่ือง HPLC-RID 
โดยการฉีดสารละลายมาตรฐานท่ีระดับความเข้มข้น                  
50 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร จ�ำนวนอย่างน้อย 3 ซ�ำ้ เพ่ือค�ำนวณ
ค่า System suitability ตาม US Pharmacopoeia โดยมี
เกณฑ์การยอมรบัประกอบด้วย Theoretical plate > 2,000, 
Capacity factor (k') > 2, Resolution > 2, Tailing factor 
≤ 2, Relative standard deviation (RSD) of area < 2% 
และ RSD of RT < 2%

	 2.6	 การค�ำนวณผลการทดสอบ
		  ปริมาณซูคราโลส (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) =
					         

           (1)

เมื่อ	 C		 =	 ความเข้มข้นของซคูราโลสทีไ่ด้จากกราฟ
					     มาตรฐาน (มิลลิกรัมต่อลิตร)
		  V		 =	 ปริมาตรทั้งหมด (มิลลิลิตร)		
		  W		 =	 น�้ำหนักตัวอย่างที่ใช้ (กรัม) 

	 2.7	 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ [9]
  		  2.7.1	 การตรวจสอบความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี 
(Selectivity/ specificity)
		  เตรยีมสารละลายมาตรฐานผสม (Mixed standard 
solution) โดยใช้สารให้ความหวานชนิดอื่น ๆ ได้แก่                       
อะซีซัลเฟรม-เค, แซ็กคาริน, ซัยคลาเมต และแอสพาร์เทม 
รวมกับซคูราโลสทีค่วามเข้มข้น 50 มลิลกิรมัต่อลติร วเิคราะห์
ด้วยเครื่อง HPLC-RID ตรวจสอบการแยกของซูคราโลส   
ออกจากสารอื่น สารท้ังหมดต้องมีค่าเวลาท่ีสารเคลื่อนท่ี 
(Retention time) ต่างกันและให้พีคที่ไม่ซ้อนทับกัน
		  2.7.2	 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงของ
การใช้งาน (Working range) 
			   2.7.2.1	 ศึกษาความเป ็นเส ้นตรงของ
สารละลายมาตรฐานซูคราโลสที่ 7 ระดับความเข้มข้น ดังนี้ 
0, 5, 10, 50, 100, 200 และ 400 มิลลิกรัมต่อลิตร ดูความ
สมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานซูครา
โลส (มิลลิกรัมต่อลิตร) กับพื้นที่ใต้กราฟของซูคราโลส จาก
ค่าสัมประสิทธิ์การก�ำหนด (Coefficient of determination, 
R2) โดยเกณฑ์การยอมรับได้อยู่ในช่วง 0.995-1.000 และ
ยืนยันความสมัพันธ์ความเป็นเส้นตรงด้วยกราฟความสมัพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานซคูราโลสกับ
การตกค้าง (Residual)
			   2.7.2.2	 ศกึษาช่วงของการใช้งาน โดยการ
ทดสอบสารละลายมาตรฐานซูคราโลสท่ีเติมลงในตัวอย่าง
เครื่องดื่มที่ 7 ระดับความเข้มข้น ดังนี้ 0, 25, 50, 250, 500, 
1,000 และ 2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม วัดระดับความเข้ม
ข้นละ 3 ซ�้ำ ดูความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของซูครา

โลสจากการวัด (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) กับความเข้มข้นของ
ซูคราโลสที่เติมในตัวอย่าง (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) จากค่า
สมัประสทิธ์ิการก�ำหนด (Coefficient of determination, R2) 
โดยเกณฑ์การยอมรับได้อยู่ในช่วง 0.995-1.000 	  

		  2.7.3	 ขดีจ�ำกัดในการตรวจพบ (Limit of detection, 
LOD) และขดีจ�ำกัดในการวัดปรมิาณ (Limit of quantitation, 
LOQ)
	         		  โดยวดัแบลงค์ของตวัอย่าง (Sample blank) 
จ�ำนวน 10 ซ�้ำ และตัวอย่างท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน            
ซูคราโลส (Spiked sample) ท่ีระดับความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐานซูคราโลส 15.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
จ�ำนวน 10 ซ�้ำ ค�ำนวณหาส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S'0)         
เพื่อหาค่า LOD และ LOQ ค�ำนวณจาก 
		  LOD	=	 3  x    S'0			  (2)
		  LOQ	=	 kQ x  S'0  , kQ = 10	(3)

เมื่อ                   	 S'
0 =

S0

√n
         	      	 (4)

		  S'0	 =	 ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
					     deviation) ที่ใช้ค�ำนวณค่า LOD และ 
					     LOQ
		  S0	 =	 ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
					     deviation) 
		  n	=	 จ�ำนวนของการวัดตัวอย่างซ�้ำ

		  2.7.4	 การยืนยันค่า LOQ
			   โดยวัดตัวอย่างท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน
ซูคราโลสที่ระดับความเข้มข้นเดียวกับ ค่า LOQ จ�ำนวน 10 
ซ�้ำ พิจารณาความแม่น (Accuracy) โดยประเมินจากค่า
ร้อยละกลับคืน (%Recovery) และความเที่ยง (Precision) 
โดยประเมินจากการทวนซ�้ำ (Repeatability) ท่ีแสดงด้วย
ค่าเบีย่งเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative standard deviation, 
%RSDr) และ ค่า HORRAT (Horwitz’s ratio) ท่ีค�ำนวณ
จากอตัราส่วนระหว่างค่า %RSDr กับค่า %PRSDr (Predicted 
relative standard deviation (%PRSDr) 
		  2.7.5	 การทดสอบความแม่น (Accuracy) และ
ความเที่ยง (Precision)
			   โดยวัดตัวอย่างท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน
ซูคราโลสที่ระดับความเข้มข้น 3 ระดับ คือ ที่ 25, 250 และ 
2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ�ำนวนระดับละ 10 ซ�้ำ โดย
ความเทีย่งประเมนิจากการทวนซ�ำ้ (Repeatability) ท่ีแสดง
ด้วยค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Relative standard 
deviation ,%RSDr) และ HORRAT และความแม่นประเมนิ
โดยใช้ค่าร้อยละกลับคืน (%Recovery) 
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			   2.7.5.1	 ความเที่ยง
					     ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(Relative standard deviation, %RSDr) เกณฑ์การยอมรบั
ดังตารางที่ 1 และ HORRAT น้อยกว่า 2 

			   % RSDr	 =	 SD x100
x-	 	 (5)    

% RSDr	=	ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ (Relative standard 
			   deviation ,%RSD)
SD		 =	ค่าความเบีย่งเบนมาตรฐาน (Standard deviation)
x-	 	 = ค่าเฉลี่ยของซูคราโลสในตัวอย่าง (มิลลิกรัมต่อ
			   กิโลกรัมหรือมิลลิกรัมต่อลิตร) 

ตารางที่ 1 เกณฑ์การยอมรับของค่า % RSDr ตามช่วงระดับ  ความ
เข้มข้น [10]

ความเข้ม
ข้นของ 

ซูคราโลส 
(%)

อัตราส่วน
ของ 

ซูคราโลส
หน่วย

เกณฑ์การ
ยอมรับค่า
 % RSDr

0.1 10-3 0.1% 3.7

0.01 10-4
100 ppm 
(mg/kg)

5.3

0.001 10-5
10 ppm 
(mg/kg)

7.3

0.0001 10-6
1 ppm (mg/

kg)
11

และ HORRAT (Horwitz ratio)  =  %RSDr/%PRSDr

Horwitz equation : Predicted relative standard deviation 
(%PRSDr)  
	 Repeatability: %PRSDr  =   0.66 *  2(1-0.5logC)  
	 โดยที่  C   =  Concentration  ratio

		  HORRAT = 		  (6)    

			   2.7.5.2	  ความแม่น 
		          	  		   ร้อยละกลบัคนื จากตวัอย่างท่ีเติม
สารละลายมาตรฐาน 3 ระดบัความเข้มข้น  เกณฑ์การยอมรบั
ดังแสดงตารางที่ 2 

		     % Recovery (%R') =  x
-'-x-	

xspiked

x100 	(7)

โดยที่

x-'		  =	ความเข้มข้นของสารในตัวอย่างที่เติมสาร
			   มาตรฐานซูคราโลส (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม หรือ
			   มิลลิกรัมต่อ ลิตร)
x-		  =	ความเข้มข้นของสารซูคราโลสในตัวอย่าง 
			   (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม หรือมิลลิกรัมต่อลิตร)
xspiked	 =	ความเข้มข้นของสารมาตรฐานซูคราโลสที่เติม
			   ลงในตวัอย่าง (มลิลกิรมัต่อกิโลกรมัหรอื มลิลกิรมั
			   ต่อลิตร)
ตารางที ่2 เกณฑ์การยอมรบัของค่า % Recovery ตามช่วงระดบัความ
เข้มข้น [10]

ความเข้ม
ข้นของ 

ซูคราโลส 
(%)

อัตราส่วน
ของ 

ซูคราโลส
หน่วย

เกณฑ์การ
ยอมรับค่า

 % Recovery

0.1 10-3 0.1% 95-105

0.01 10-4
100 ppm 
(mg/kg)

90-107

0.001 10-5
10 ppm 
(mg/kg)

80-110

0.0001 10-6
1 ppm (mg/

kg)

	 2.8	 การประมาณค่าความไม่แน่นอนของผลการวดั 
		  การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบ
หาปรมิาณซคูราโลสในเครือ่งดืม่โดยเทคนคิโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงตาม EURACHEM/CITAC Guide: 
2012 [11] โดยรวมแหล่งท่ีมาของค่าความไม่แน่นอนแสดง
ด้วยแผนภูมก้ิางปลา รปูที ่2 จากนัน้ค�ำนวณหาค่าความไม่
แน่นอนแต่ละแหล่งและ  ค่าความไม่แน่นอนรวมและค่า
ความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (k=2)

รูปที่ 2 แหล่งของความไม่แน่นอน
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3.	 ผลและวิจารณ์ (Result and discussion)
	 3.1	 การตรวจสอบความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธี 
(Selectivity/ specificity)
		  จากการฉีดสารละลายมาตรฐานผสม (Mixed 
standard solution) ที่มีสารอะซีซัลเฟม-เค, แซ็กคาริน,                   
ซยัคลาเมต, แอสพาร์เทม และซคูราโลส พบว่าสามารถแยก
สารซคูราโลสออกจากสารให้ความหวานตวัอืน่ ๆ  ได้ โดยไม่มี
การรบกวนของสารตวัอืน่ วธีิการวเิคราะห์น้ีมคีวามสามารถ
ในการวัดทีจ่�ำเพาะกับซคูราโลส และเวลาทีซ่คูราโลสเคลือ่นท่ี 
(Retention time) เท่ากับ 13.822 นาท ี (รปูท่ี 3) 

รูปที่ 3 โครมาโทแกรมของซูคราโลส
	 (a)	 สารละลายมาตรฐานผสม (Mixed standard 

solution) ท่ีมีสารอะซีซัลเฟม-เค, แซ็กคาริน,               
ซัยคลาเมต, แอสพาร์เทม และซูคราโลส 

	 (b)	 สารละลายมาตรฐานซูคราโลส 
	 (c)	 แบลงค์ของสารละลาย (Solvent blank)
	 (d)	 ซูคราโลสในตัวอย่างเครื่องดื่ม

	 3.2	 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงของการ
ใช้งาน (Working range)
		  3.2.1 จากการศกึษาความเป็นเส้นตรง ท่ีความเข้ม
ข้นของสารละลายมาตรฐานซูคราโลส ตั้งแต่ 0 ถึง 400 
มลิลิกรมัต่อลติร พบว่า ให้กราฟเส้นตรงสมการ y = 645.34x 
+ 460.82 ค่า R2 เท่ากับ 0.9998 ดังแสดงใน รูปท่ี 4 และ
ยืนยันความสัมพันธ์ความเป็นเส้นตรงของสารละลาย
มาตรฐานซูคราโลสด้วยกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสารละลายมาตรฐานซูคราโลสกับการตกค้าง 
(Residual) ดังแสดงใน รูปที่ 5   
		  3.2.2 จากการศึกษาช่วงของการวัดความเข้มข้น
ของสารละลายมาตรฐานซูคราโลสที่เติมลงในตัวอย่าง       
เครื่องดื่ม ตั้งแต่ 0-2,000.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า ให้
กราฟเส้นตรงสมการ y = 1.0011 x -0.7411 ค่า R2 เท่ากับ 
1.0000 ดังแสดงในรูปที่ 6  

	 โดยทีง่านวจิยั [12] ได้ศกึษาความถูกต้องของวธีิวเิคราะห์
ปริมาณซูคราโลสในเครื่องด่ืมโดยเทคนิค UPLC-ELSD          
ซึ่งเทคนิคดังกล่าวจะแสดงผลของสารให้ความหวานอื่น ๆ 
ออกมาด้วยและมีความเป็นเส้นตรงของช่วงความเข้มข้น
ของสารละลายมาตรฐานอยู่ในช่วง 10-200 มิลลิกรัม                 
ต่อลิตร ในขณะท่ีงานวิจัย [13] ได้ศึกษาการหาปริมาณ           
ซูคราโลสในเครื่องดื่มโดยเทคนิค HPLC-RID สามารถ
หาความเป็นเส้นตรงของช่วงความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐานได้ในช่วง 20-400 มิลลิลกรัมต่อลิตร 

รูปท่ี 4	 กราฟแสดงความสมัพันธ์เชงิเส้นของสารละลายซคูราโลสกับ
พื้นที่ใต้กราฟ ความเข้มข้น 0-400 มิลลิกรัมต่อลิตร

รูปท่ี 5	 ความสมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน
ซูคราโลสกับการตกค้าง (Residual)

รูปท่ี 6	 กราฟแสดงช่วงการวัดและความเป็นเส้นตรงของซูคราโลส
ในตัวอย่างความเข้มข้น 0-2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
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	 3.3	 ขดีจ�ำกัดของการตรวจหา (LOD) และขดีจ�ำกดั
ของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)
		  ผลการวิเคราะห์ตวัอย่างทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐาน
ซคูราโลสระดบัความเข้มข้น 15.0 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมัจ�ำนวน 
10 ซ�้ำ ค�ำนวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S'0) ได้เท่ากับ 
1.206 ค�ำนวณ LOD ได้เท่ากับ 3.62 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
และค่า LOQ ได้เท่ากับ 12.1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

	 3.4	 การยืนยันค่า LOQ
		  ผลการฉีดสารละลายตัวอย่างที่เติมสารละลาย
มาตรฐานซคูราโลสลงไปทีร่ะดบัความเข้มข้น 15.0 มลิลกิรมั
ต่อกิโลกรมั จ�ำนวน 10 ซ�ำ้ ค�ำนวณค่าร้อยละกลบัคนื อยู่ใน
ช่วงร้อยละ 97.3-102.0 และค่าร้อยละของส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 1.373 และค่า HORRAT                
เท่ากับ 0.277 ซึ่งค่าที่ได้อยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับได้        

(ตามข้อ 2.8.5) ดังนั้นที่ความเข้มข้นระดับนี้ มีความแม่น
และ ความเที่ยงเหมาะสมกับการใช้งาน

	 3.5	 การทดสอบความแม่น (Accuracy) และ              
ความเที่ยง (Precision)
		  ผลการฉีดสารละลายตัวอย่างท่ีเติมสารละลาย
มาตรฐานซคูราโลสที ่3 ระดบัความเข้มข้น คอื 25, 250 และ 
2,000 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั จ�ำนวนระดบัละ 10 ซ�ำ้ พบความ
แม่นที่ประเมินจากค่าร้อยละกลับคืนทั้ง 3 ระดับ อยู่ในช่วง
ร้อยละ 92.0-101.6, 98.8-99.4 และ 98.0-99.8 ตามล�ำดับ 
และความเท่ียงประเมินจากค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์
ทีแ่สดงด้วยค่า %RSDr เท่ากับร้อยละ 3.799, 0.169, 0.586 
ตามล�ำดับ และค่า HORRAT เท่ากับ 0.824, 0.052 และ 
0.246 ตามล�ำดับ ดังตารางที่ 3 

ตารางที ่3 ค่าร้อยละการคนืกลบั (%Recovery), ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ (%RSDr) และค่า HORRAT ของวิธีการวิเคราะห์ปรมิาณซคูราโลสในเครือ่งดืม่

ล�ำดับที่

ระดับความเข้มข้น (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)

15 25 250 2,000

ค่าที่ได้ 
(มก./กก.)

ร้อยละการ
คืนกลับ (%)

ค่าที่ได้ 
(มก./กก.)

ร้อยละการ
คืนกลับ (%)

ค่าที่ได้ 
(มก./กก.)

ร้อยละการ
คืนกลับ (%)

ค่าที่ได้ 
(มก./กก.)

ร้อยละการ
คืนกลับ (%)

1 14.9 99.3 23.9 95.6 247.9 99.2 1,982.3 99.1

2 15.2 101.3 23.0 92.0 247.8 99.1 1,979.2 99.0

3 15.0 100.0 25.1 100.4 247.6 99.0 1,986 99.3

4 15.0 100.0 24.7 98.8 247.5 99.0 1,983.3 99.2

5 15.3 102.0 25.4 101.6 248.4 99.4 1,994.8 99.7

6 15.1 100.7 25.3 101.2 246.9 98.8 1,996.5 99.8

7 15.3 102.0 24.8 99.2 247.3 98.9 1,995.2 99.8

8 15.0 100.0 23.0 92.0 248.1 99.2 1,988.8 99.4

9 15.0 100.0 25.5 102 247.7 99.1 1,960 98.0

10 14.6 97.3 24.7 98.8 247.5 99.0 1,970.2 98.5

เฉลี่ย 15.0 100.3 24.5 98.2 247.67 99.1 1,983.6 99.2

SD 0.207 0.932 0.419 11.628

%RSDr
1.373 3.799 0.169 0.586

%PRSDr 4.965 4.612 3.257 2.318

HORRAT 0.277 0.823 0.052 0.246
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	 3.6	 การประมาณค่าความไม่แน่นอนของผลการวัด
		  จากผลการทดลองสามารถประมาณค่าไม่แน่นอนของการทดสอบหาปริมาณซูคราโลสในเครื่องดื่มโดยเทคนิค
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง มีค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (k=2) ได้ดังตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบหาปริมาณซูคราโลสในเครื่องดื่มโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

แหล่งที่มา หน่วย ปริมาณที่วัด, xi

ความไม่แน่นอน
มาตรฐาน, u(xi)

ความไม่แน่นอน
สัมพัทธ์, u(xi) / xi

ความไม่แน่นอน
สัมพัทธ์, (u(xi) / xi)

2

1. สารมาตรฐาน

  -ความบริสุทธิ์ (Pstd) ร้อยละ 99.0 2.89x10-1 2.89x10-3 8.35x10-6

  -น�้ำหนัก (mstd) กรัม 0.05 9.19x10-6 1.84x10-4 3.39x10-8

  -ขวดวัดปริมาตร (Vx) มิลลิลิตร 100 6.13x10-2 6.13x10-4 3.76x10-7

  -ปิเปตต์ (Px) มิลลิลิตร 5 3.26x10-3 6.52x10-4 4.25x10-7

2. ตัวอย่าง

   -น�้ำหนัก (ms) กรัม 20 6.20x10-5 3.10x10-5 9.61x10-7

   -ขวดวัดปริมาตร (Vs) มิลลิลิตร 100 6.13x10-2 6.13x10-4 3.76x10-7

3. ความเข้นของซูครา
โลสที่ได้จากกราฟ (C0)

มิลลิกรัมต่อลิตร 49.7 8.98x10-1 1.82x10-2 3.26x10-4

4. การทดสอบซ�้ำ (RSDr) - 1 1.19x10-3 1.19x10-3 1.42x10-6

5. ร้อยละกลับคืน - 1.003 1.72x10-3 1.71x10-3 2.94x10-6

ความไม่แน่นอนสัมพัทธ์
รวม, (Uc/C)

= 0.0184

ค่าความไม่แน่นอน
มาตรฐานรวม (Uc)

= 4.5577
(c=247.7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)

ค่าความไม่แน่นอนขยาย 
(2xUc), k=2

= 9.1154 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม

รายงานผล : 247.7 ± 9.1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (คิดเป็นร้อยละ 3.7)
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	 3.7	 การตรวจวิเคราะห์ในตัวอย่าง
		  ตัวอย่างเครื่องดื่มชนิดไม่มีแอลกอฮอล์ที่เก็บจาก
การจ�ำหน่ายตามท้องตลาด จ�ำนวน 30 ตัวอย่าง น�ำมา
วิเคราะห์ตามวิธีทดสอบที่ได้ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
แล้ว พบว่า ตัวอย่างทั้งหมดนี้มีปริมาณซูคราโลสอยู่ในช่วง
ไม่พบหรือน้อยกว่า 4.0   มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ถึง 172.7 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ดังแสดงในรูปท่ี 7 ซึ่งเป็นไปตาม         
พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 ประกาศกระทรวง
สาธารณสุข ฉบับท่ี 418 (พ.ศ. 2563) ที่ให้มีได้สูงสุด                 
300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

รูปท่ี 7	 ปรมิาณของซคูราโลสในตวัอย่างเครือ่งดืม่ชนิดไม่มแีอลกอฮอล์
ที่เก็บจากการจ�ำหน่ายตามท้องตลาด

4.	 สรุป (Conclusion)
	 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบหาปรมิาณซคูรา
โลสในเครื่องดื่ม โดยการดัดแปลงวิธีจากวิธีมาตรฐาน BS 
EN 16155:2012 Foodstuffs-Determination of sucralose-
High performance liquid chromatographic method ตาม
คุณลักษณะเฉพาะต่าง ๆ ได้แก่ ความจ�ำเพาะเจาะจงของ
วิธี (Selectivity/ specificity), ความเป็นเส้นตรง (Linearity) 
และช่วงของการใช้งาน (Working range), ขีดจ�ำกัด                      
ในการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และขีดจ�ำกัด       
ในการวัดปรมิาณ (Limit of quantitation, LOQ), การทดสอบ
ความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision),                 
การประมาณค่าความไม่แน่นอนของผลการวัด พบว่าเป็น
ไปตามเกณฑ์การยอมรับที่ก�ำหนด แสดงว่าวิธีทดสอบนี้
เหมาะกับการใช้งานตามวัตถุประสงค์และสามารถน�ำไป
ทดสอบผลิตภัณฑ์ และเก็บตัวอย่างเคร่ืองดื่มท่ีมีจ�ำหน่าย
ในห้องตลาดมาตรวจวิเคราะห์พบค่าปริมาณซูคราโลสอยู่
ในช่วงต�ำ่กว่า 300 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั ตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข ฉบับที่ 418 (พ.ศ.2563)

5.	 กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement)
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