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การวเิคราะห์คุณภาพทางเคมี 

 
การวัดปริมาณไอโซฟลาโวน ด้วยเครื"องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance 
Liquid Chromatography, HPLC HP1100 series) 
        การวิเคราะห์ตวัอย่างเพื1อหาปริมาณ Daidzein และ Genistein ในตวัอย่าง จะต้องมีการ
พฒันาการวิธีสกดัสาร Daidzein และ Genistein โดยการควบคุมคุณภาพการสกดัดว้ยการใชส้าร                
ที1เรียกวา่ Internal standard ควบคู่กบัการทาํ Method Validation เพื1อให้ไดว้ิธีสกดัและ Clean up                 
ที1ใหผ้ลถูกตอ้ง แม่นยาํ มากที1สุด และสามารถทาํไดใ้นเวลาอนัรวดเร็ว เนื1องจากสาร Daidzein และ 
Genistein นัSนเมื1อสกดัมาอยูใ่นตวัทาํละลายอินทรียแ์ลว้จะมีการสลายตวัอยา่งรวดเร็ว อยา่งไรก็ตาม
ในการศึกษาวธีิสกดัและวเิคราะห์ตวัอยา่งนีSไดมี้การศึกษาติดตามหา Stability ของสารดงักล่าว เพื1อ
นาํมาปรับใชใ้หเ้หมาะสม เพื1อใหไ้ดผ้ลการวเิคราะห์ที1ถูกตอ้งมากที1สุด 

       วธีิสกดัที"นํามาใช้ในการวเิคราะห์ตัวอย่าง 

             ทาํการพฒันาวิธีการสกดั Daidzein และ Genistein จากตวัอย่างถั1วเหลืองและถั1วหมกั
ชีวภาพ โดยใช ้Solvent extraction ซึ1 งไดมี้การปรับปรุงวิธี จนไดข้ัSนตอนการสกดัที1เหมาะสมต่อ
การวเิคราะห์ดว้ย HPLC คือ 

1. ชั1งตวัอยา่ง ที1ไดผ้า่นกระบวนการ Freeze drying แลว้ นํS าหนกั 1.0000 กรัม (ทราบ
นํSาหนกัแน่นอน) ใส่ลงใน Erlenmeyer flask 

2. เติมสารมาตรฐาน Flavones ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงในตวัอยา่ง 
110 ไมโครลิตร จากนัSน ผสมใหเ้ขา้กนั ตัSงทิSงไว ้5 – 10 นาที  

3. เติม Acetonitrile ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลว้เติม 0.1 N HCl ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร 
จากนัSนจึงเติม นํSาปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั นานประมาณ 1-2 นาที 

4. นาํตวัอยา่งซึ1 งอยูใ่น Erlenmeyer flask ไปเขยา่ดว้ยเครื1อง Shaker นาน 10 นาที 
แลว้นาํไป Sonicate นาน 10 นาที 

5. จากนัSนนาํตวัอยา่งมาตัSงทิSงไวป้ระมาณ 5-10 นาที ที1อุณหภูมิหอ้ง 
6. ดูดสารละลายส่วนใส ซึ1 งอยูด่า้นบน ใส่ใน Eppendrof tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
7. นาํไปปั1นตกตะกอนดว้ย Microcentrifuge ที1ความเร็ว 5000 รอบต่อนาที นาน 5 

นาที 
8. ใช ้Pasture pipette ดูดส่วนใส ดา้นบน นาํมากรองดว้ย Syringe filter ชนิด PTFE 

ขนาด 0.45 ไมครอน นาํสารละลายที1กรองได้ใส่ลงในขวด HPLC เพื1อนาํไป
วเิคราะห์ดว้ยเครื1อง HPLC ต่อไป 
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       วธีิวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC ไดท้าํการศึกษาโดยใชว้ิธีของ (Klejdus, 2005) เป็นตน้แบบของ
การศึกษา การแยกสารโดยเทคนิค HPLC ของ Klejdus จะใช้ Gradient Separation ซึ1 งเมื1อ                   
ไดท้าํการศึกษาตามวิธีของ Klejdus ซึ1 งใช ้0.1% Formic acid และ Acetonitrile เป็น Mobile phase 
การศึกษานีS ไดป้รับเปลี1ยนไปใช ้0.1% Acetic Acid แทน Formic Acid และไดป้รับปรุงให้ได ้Peak 
ของ Daidzein และ Genistein ที1แยกกนัไดดี้ที1สุด ใชร้ะยะเวลาในการ Run สัSนที1สุด ซึ1 งไดส้ภาวะ                  
ที1เหมาะสมต่อการวเิคราะห์ คือ 
 

  Column   Inersil ODS3 size 250x4.6 mm., 5.0 uM 
 Injection volume  20 ul 

  Flow rate  1.0 ml/min 
  Mobile phase  A = 0.1% Acetic Acid  B = Methanol 
  Gradient separation        0.01 min 30%AB, 5 min 35%AB, 8 min 42%AB, 

12 min 42%AB, 212.5 min 90%AB, 22 min 90%AB,     
28 min 100%AB, 28.5 min 30%AB, 32 min 30%AB 

  Column oven  40°C 
  Total run time  32 min 
  Wavelength  255 nm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที" ก-1  โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานที1ใชใ้นการวิเคราะห์ 

การวเิคราะห์ปริมาณความชื/น ตามวธีิของ AOAC (2003) 

        1. บนัทึกนํS าหนกัของกระป๋องอลูมิเนียม (Moisture can) ที1สะอาด และผา่นการอบเป็นเวลา       
20-30 นาที ทิSงใหเ้ยน็ในโถดูดความชืSน (Desiccator) 
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        2. ชั1งตวัอย่างพร้อมกระป๋องอลูมิเนียมที1ผ่านการอบแล้ว จากนัSนนาํไปอบในตูอ้บลมร้อน                 
ที1อุณหภูมิ 100-105 องศาเซลเซียส จนไดน้ํSาหนกัคงที1 
        3.  นาํกระป๋องอลูมิเนียมออกจากตูอ้บ และปล่อยให้เยน็ในโถดูดความชืSนไม่นอ้ยกวา่ 20 นาที 
นาํไปอบซํS าหลายๆครัS งจนไดน้ํSาหนกัคงที1 ซึ1 งค่าที1ไดไ้ม่แตกต่างกนัเกิน 0.05 กรัม 
        4.  บนัทึกนํS าหนักของกระป๋องอลูมิเนียมและของแข็งที1เหลืออยู่และคาํนวณหาปริมาณ
ความชืSนจากสูตร  
 
        ปริมาณความชืSน (ร้อยละ, เปรียบเทียบกบันํSาหนกัเปียก)     =      (A-B) × 100 
                                                                                                          C 
 เมื1อ A   คือ นํSาหนกัตวัอยา่ง + กระป๋องอะลูมิเนียมก่อนอบ (กรัม) 

B   คือ  นํSาหนกัตวัอยา่ง + กระป๋องอะลูมิเนียมหลงัอบ (กรัม) 
 C   คือ นํSาหนกัตวัอยา่ง  (กรัม)  
 

การแยกเชื/อจุลนิทรีย์ในจีนัสบาซิลลสั  (Bacillus  spp.) 

การใช้เทคนิค pour plate  

    เทคนิคนีS ใชใ้นการแยกเชืSอใหบ้ริสุทธิ{ จะตอ้งทาํการเจือจางใน อาหารเลีSยงเชืSอที1เป็นของเหลวโดย
ใช ้aseptic technique ทุกขัSนตอน  

อุปกรณ์และเครื"องมือ 

- จานอาหารเลีSยงเชืSอ 
- หลอดทดลอง 
- ปิเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- อ่างนํSาควบคุมอุณหภูมิ 
- ตูบ้่มเชืSอ 
- หมอ้นึ1งความดนั 

อาหารเลี/ยงเชื/อและสารละลายสําหรับเจือจาง 

- สารละลาย Peptone Water ที1มีความเขม้ขน้ 0.1% W/V (Peptone, Difco TM, USA) 
- อาหารเลีSยงเชืSอ Plate Count Agar (Becto R  PCA Plate Count Agar, Difco TM, USA)  
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การเตรียมอาหารเลี/ยงเชื/อ 

     1. ชั1งอาหารเลีSยงเชืSอ 23.5 กรัม ละลายในนํSากลั1น 1 ลิตร  
     2.  ตม้จนอาหารละลาย 
     3.  นาํอาหารเลีSยงเชืSอเขา้หมอ้นึ1 งความดนั โดยให้ความร้อน 121- 124 องศาเซลเซียสเป็นเวลา    

15 นาที เพื1อทาํใหอ้าหารปราศจากเชืSอ 

ขั/นตอนการแยกเชื/อ 

1. นาํตวัอยา่งจมูกถั1วชีวภาพ 25 กรัม ไปแช่ในอ่างนํS าควบคุมอุณหภูมิ ที1 80 องศาเซลเซียส   
เป็นเวลา 10 นาที        

2.  เติมสารละลายเปปโตน 225 มิลลิลิตร นาํไปตีป่นดว้ยเครื1องตีป่นอาหาร (Stomacher)                 
ให้ตวัอย่างและสารละลายเปปโตนผสมเขา้กนั ส่วนผสมที1ไดเ้ป็นการเจือจางตวัอย่างไป                     
10 เท่า หรือ dilution 10-1 

3.  ใชปิ้เปต ดูดสารละลายที1เตรียมจากขอ้ 1. ปริมาณ 1 มิลลิลิตร และนาํไปใส่ในหลอดทดลอง
ที1มีสารละลายเปปโตนปริมาตร 9 มิลลิลิตร เพื1อทาํการเจือจางเขยา่ให้ผสมกนัดี เป็นการเจือ
จางตวัอย่างไป 100 เท่า หรือ 10-2 จากนัSนทาํการเจือจางไปเรื1อยจนกระทัSง  10-9 (ทาํการ
เปลี1ยนปิเปตใหม่ทุกครัS งที1เจือจางตวัอยา่ง) 

4.  ดูดสารละลายในแต่ละ dilution มา 1 มิลลิลิตร ดว้ยปิเปต นาํมาใส่ลงใน จานอาหารเลีSยงเชืSอ
เปล่าที1ปราศจากเชืSอ โดยทาํ 2 จานต่อ 1 dilution 

5.  นาํอาหารเลีS ยงเชืSอที1เป็นของเหลวซึ1 งควรพกัไวใ้นอ่างควบคุมอุณหภูมิ ที1 50-55 องศา
เซลเซียส มาเติมลงในจานอาหารเลีSยงเชืSอ 

6. หมุนจานอาหารเลีSยงเชืSอไปมาใหผ้สมเขา้กนัและตัSงทิSงไวจ้นอาหารแขง็ 
7. นาํไปบ่มที1 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั1วโมง 

 

สูตรอาหารเลี/ยงเชื/อ 

   Nutrient agar 
  1.  Beef extract    3 กรัม 
  2.  Peptone    5 กรัม 
  3.  Agar    15 กรัม 
  4.  Distilled water    1 ลิตร 
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วธีิการวเิคราะห์หาค่ากจิกรรมเอนไซม์ เบต้า-กลูโคซิเดส (β- glucosidases) 

การวเิคราะห์หาค่ากิจกรรมเอนไซม ์β- glucosidases จากผลิตภณัฑถ์ั1วหมกั 
1. ชั1งตวัอยา่ง 5.00 กรัม  
2. เติมสารละลาย acetate buffer ค่าความเป็นกรดด่าง 4.5 ที1 4 องศาเซลเซียส  ปริมาณ 10 

มิลลิลิตร  จากนัSนทาํการ homogenized ใหเ้ขา้กนัดี 
3. ทาํการ centrifuged ที1 8,000 g  ณ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที 
4. เก็บส่วนใสมาทาํการตรวจวเิคราะห์ต่อไป โดยส่วนใส คือ เอนไซมที์1ไดจ้ากตวัอยา่ง 
5. นาํส่วนใส ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร เติม 1mM p-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside 

(p-NPG) 2 มิลลิลิตร จากนัSนผสมใหเ้ขา้กนัดี 
6. นาํไป incubate ไวที้1 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที 
7. หยดุปฏิกิริยาดว้ย 1 M Na2CO3 จากนัSนจึงนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที1 405 nm 

การสร้างกราฟมาตรฐานในการศึกษา กจิกรรมเอนไซม์ β- glucosidases 

ตารางที" ก-1. ความเขม้ขน้ของ p-Nitrophenol ที1มีต่อค่าการดูดกลืนแสง ณ ความยาวคลื1น 405                
นาโนเมตร  

Concentration of p-Nitrophenol (mM) Absorbance (405 nm) 

0.000 0.000 
0.050 0.237 
0.100 0.521 
0.200 1.383 
0.300 1.984 
0.350 2.312 
0.500 2.981 
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ภาพที" ก-2. กราฟมาตรฐานของ p-Nitrophenol 
 
 
 

y = 0.157x + 0.002
R² = 0.989
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