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บทคัดยอ 

จากปญหาที่พบคือ คาการวิเคราะหวิตามินบี 12 ในผลิตภัณฑนมของบริษัทไมสอดคลองกับขอกําหนด

ของผลิตภัณฑ และผลการวิเคราะหของตัวแทนจําหนาย โดยเฉพาะใน polyvitamin premixes ที่มีคาตาม

ขอกําหนดผลิตภัณฑที่สูง อีกทั้งไดผลการวิเคราะหวิตามินบี 12 ไมคงที่ งานวิจั ยนี้จึงมุงเนนในการพัฒนา

วิธีการวิเคราะหวิตามินบี 12 โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงสุด เริ่มจากหาขั้นตอนการ

สกัดวิตามินบี 12 ในสภาวะที่เหมาะสม ในผลิตภัณฑนมผง มีการใช alpha-amylase ในปริมาณเพ่ิมข้ึนเพื่อให

มี enzyme activity อยูในชวงที่กําหนด สวนสําหรับใน premixes ไดเพ่ิมการละลายโดยใชนํ้าในปริมาณมาก

ขึ้น และการเจือจางความเขมขน นอกจากนี้ทดลองเติมและไมเติม NaCN ในการสกัดผลิตภัณฑนมผง พบวามี

ผลตอการเปลี่ยนวิตามินบี 12 ในรูปแบบอ่ืนๆที่พบในธรรมชาติของนม ใหเปน cyanocobalamin สวนใน 

premixes ยังไมสามารถสรุปไดอยางชัดเจน ตอมาศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการจับกันระหวาง monoclonal 

antibody และ cyanocobalamin เปนเวลา 5, 10, 15 นาที พบวาในผลิตภัณฑที่มีปริมาณวิตามินบี 12 นอย 

เวลาไมมีผลอยางชัดเจน แตในผลิตภัณฑที่มีปริมาณวิตามินบี 12 มาก การใชเวลาในการเขยาเพิ่มขึ้น มี

แนวโนมไดผลการทดลองที่ดีขึ้น รวมไปถึงตรวจสอบปริมาณเมทานอล สารที่ใชในการชะวิตามินบี 12 ออก

จาก immunoaffinity gel column พบวาการใชเมทานอล 3 mLเพียงพอตอการชะ และสุดทายตรวจสอบ

ประสิทธิภาพของ immunoaffinity gel column ได %recovery เทากับ 98% เทากันเมื่อใชสารมาตรฐาน 

ที่ระดับความเขมขน ตํ่า กลาง และสูง นอกจากนี้วิธีการวิเคราะหวิตามินบี 12 ของบริษัท  Mead Johnson 

Nutrition กับบริษัทตัวแทนจําหนาย แตกตางในข้ันตอนของการเตรียมตัวอยาง และภาวะของเครื่องโครมาโท

รกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ซึ่งอาจเปนสาเหตุใหคาการวิเคราะหที่ไดไมสอดคลองกัน จากการศึกษาหา

สาเหตุที่ไดผลวิเคราะหไมสอดคลองกันและไดทําการพัฒนาขั้นตอนการวิเคราะห รวมทั้งการหาภาวะที่

เหมาะสม ทําใหสามารถวิเคราะหวิตามินบี 12 ไดคาที่ดีขึ้น ผลการวิเคราะหสอดคลองกับขอกําหนดของ

ผลิตภัณฑ และถูกตองแมนยําตามหลักเกณฑของ AOAC              

คําสําคัญ: การวิเคราะหวิตามินบี 12, ไซยาโนโคบาลามิน, โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงสุด 
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Abstract 

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

not comply with the specification of company’s product, and the result from the supplier 

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 and cyanocobalamin 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 concentration than the supplier’s 

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.   

Keywords: Determination of Vitamin B12, Immunoaffinity Chromatography, Cyanocobalamin 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

1.1 ความส าคัญและมูลเหตุจูงใจ 

 วิตามินบี 12 เปนชื ่อกลุมสําหรับสารที่ประกอบไปดวย Co corrinoids หรือเรียกอีกชื ่อหนึ่งวา 

cobalamin (Cbl) มีคุณสมบัติละลายไดในนํ้าและในแอลกอฮอล  ไมทนตอสภาพความเปนกรดและดาง 

ว ิตามินบี 12 เมื ่ออยู ในรางกายจะมีหลากหลายแบบ แตที่ พบเปนหลักในรางกายจะประกอบดวย 

cyanocobalamin, hydroxocobalamin, adenosylcobalamin และ methylcobalamin ซึ่งสองสารหลัง

มีหนาที่เปน active coenzyme [1] 

วิตามินบี 12 มีบทบาทสําคัญตอกระบวนการออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรางกายของสิ่งมีชีวิต อาทิเชน   

มีสวนชวยในการเมทาบอลิซึมของ คารโบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน ทําใหรางกายไดรับพลังอยางรวดเร็ว            

ทําหนาที่เปน coenzyme ชวยเรงปฏิกิริยาการสังเคราะห DNA  เพื่อใชในการกระตุนใหเซลลสรางเม็ดเลือด

แดงใหเกิดการแบงเซลลตามปกติ ชวยในการสังเคราะหเมไทโอนีน และโคลีน ซึ่งเปนตัวการสําคัญในการ

ป องก ันการสะสมไขม ันในต ับ ( Lipotropic Factors ) และช  วยกระต ุ  นการ เจร ิญเต ิบ โตในเด็ก 

underdeveloped และ undernourished โดยจะเพิ่มความอยากอาหาร อีกทั้งมีสวนชวยในการทํางานของ

ระบบและประสาทและสมอง วิตามินบี 12 จะพบมากใน เนื้อสัตว อาหารทะเล ไข และนิยมนํามาเปน

สวนผสมในอาหารและเครื่องดื่มในชีวิตประจําวัน เชน ซีเรียลอาหารเชา อาหารเสริมวิตามินบีรวม และในนม

สําหรับเด็กแรกเกิด [2] 

วิตามินบี 12 ที่พบในอาหารและนมมักจะอยูรวมตัวกับโปรตีนและไกลโคโปรตีน จึงตองมีการแยก

ออกโดยจากโปรตีนโดยการใชกรดหรือเอนไซมในการยอยโปรตีนกอนนําไปวิเคราะหหาปริมาณในปจจุบันไดมี

ว ิธ ีการว ิเคราะหว ิตาม ินบี 12 ในอาหารและนมโดยอาศ ัยเทคนิคทางเคม ีอย างหลากหลาย เชน 

spectrophotometric, microbiological, chromatographic, radioassay or immunoassay methods 

จากงานวิจัย [3] ไดทําการทดลองโดยใชเทคนิค Microbiological assays ในการสกัดแยกโปรตีนกอนนําไป

วิเคราะหวิตามินบี 12 สําหรับเทคนิคนี้มีความไว สูง แตไมจําเพาะเจาจง และจําเปนตองเตรียมสารตัวอยาง

ดวยความระมัดระวังเนื่องจากสามารถเกิดการปนเปอนไดงายและใชเวลาในการอบเชื้อ อยางนอย 24 ชั่วโมง

เปนอยางตํ่า อีกทั้งการวิเคราะหวิตามินบี 12 ใน biological matrices โดยใชเทคนิค high performance 

liquid chromatography (HPLC) ที่ความเขมขนตํ่าทําไดยาก เนื่องจากมีขีดจํากัดการจรวจวัดสูง ดังนั้นทาง

บร ิษ ัท Mead Jonhson nutrition จ ึงเล ือกใช ว ิธ ีการสก ัดว ิตาม ินบ ี  12 ในผล ิตภ ัณฑ นม โดยใช  
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immunoaffinity column ก อนน ํ า ไปว ิ เคราะห หาปร ิมาณด วยเครื่ อง  Ultra performance liquid 

chromatography (UPLC) เนื ่องจากเปนวิธีการที ่สะดวก รวดเร็ว และมีความจําเพาะตอวิตามินบี 12 

คอนขางสูง  

สําหรับบริษัท Mead Jonhson nutrition ไดมีการตรวจสอบวิตามินบี 12 ในอาหารและนม โดยใช 

method MJN009 ซึ่งปรับมาจาก international AOAC method 2014.02 โดยการทดลองประกอบดวย

สามสวนหลัก คือ การเตรียมตัวอยางสําหรับผลิตภัณฑ นมผง นมนํ้า และ polyvitamin premixes, การสกัด

ว ิตามินบี 12 โดยใช NaCN รวมดวย และการทําใหว ิตามินบี 12 มีความบริส ุทธ ิ ์โดย gel column 

immunoaffinity และตรวจหาปริมาณโดยเทคนิค Ultra performance liquid chromatography และ

ตรวจวัดดวย UV detector [4] ปญหาที่พบคือ คาการวิเคราะหวิตามินบี 12 ในผลิตภัณฑนมของไมสอดคลอง

กับขอกําหนดของผลิตภัณฑ และผลการวิเคราะหของตัวแทนจําหนาย และ ทางไมโครแลป โดยเฉพาะใน 

polyvitamin premixes ที่มีคาตามขอกําหนดผลิตภัณฑที่สูง จะไดผลการวิเคราะหวิตามินบี 12 ไมคงที่และ

สวนใหญไมสอดคลองกับขอกําหนดของผลิตภัณฑ ดังแสดงในตารางที่ 1.1 [5] 

 

ตารางท่ี 1.1 ผลการวิเคราะหวิตามินบี 12 ของผลิตภัณฑ J7 และ J4 ซึ่งเปน premixes ที่มีปริมาณ

วิตามินบี 12 สูง 

 

 

 

 

 

  

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 



3 

 

ตารางท่ี 1.2 Trend 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 - 

 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุงเนนในการพัฒนาวิธีการวิเคราะหวิตามินบี 12 โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟ     

ที่พัฒนาและศึกษาเพิ่มเติมโดยมีพื้นฐานมาจาก method MJN009 ที่ทางบริษัทปรับมาจาก AOAC method 

2014.02  เพื่อสามารถตรวจสอบวิตามินบี 12 ในนมใหมีคาการวิเคราะหที่ดีขึ้น ใหผลการวิเคราะหสอดคลอง

กับขอกําหนดของผลิตภัณฑ ใหมีความถูกตองแมนยําตามหลักเกณฑของ AOAC และสามารถตรวจสอบ

ผลิตภัณฑนมครอบคลุมกับผลิตภัณฑของบริษัทใหไดมากท่ีสุด โดยจะทําการศึกษา กระบวนการในขั้นตอนการ

เตรียมตัวอยาง ทั้งในนมผง และ polyvitamin   การสกัดวิตามินบี 12 และการตรวจวิเคราะหดวย UPLC ที่

จะเปนสาเหตุทําใหคาการวิเคราะหตํ ่ากวาเกณฑไมสอดคลองกับขอกําหนดของผลิตภัณฑและใหผลการ

วิเคราะหวิตามินบี 12 ไมคงที่ พรอมทั้งหาแนวทางแกไขปญหา และประยุกตใชแนวทางแกไขกับสารตัวอยาง

และในผลิตภัณฑนมชนิดตางๆของบริษัท 

 



4 

 

1.2 วัตถุประสงค 

      1). สามารถหาสาเหตุของคาการวิเคราะหวิตามินบี 12 ไมตรงกับผลการวิเคราะหของตัวแทนจําหนาย 

      2). ปรับปรุงวธิีทดสอบวิตามินบี 12 (MJN009) ใหสามารถทดสอบครอบคลุมกับผลิตภัณฑของบริษัท 

 

1.3 งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ   

 ในป ค.ศ. 2006, Heudi และคณะ [1] วิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ในอาหารและ premixes โดย 

reverse-phase HPLC UV detection ซึ ่งว ิตามินบี 12 ถูกสกัดออกจากอาหารดวย 50 มิลลิลิตร ของ

สารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร pH 4 รวมกับ NaCN  ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และใชเอนไซม 

pepsin ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัดใหวิตามินบี 12 ออกมาจากอาหารได

มากขึ้น วิตามินบี 12 ในรูปของ cyanocobalamin จะถูกทําใหบริสุทธิ์โดยจับกับ monoclonal antibody 

ใน immunoaffinity column และวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 โดย HPLC ดวยตัวตรวจวัด UV ความยาว

คลื่น 361 นาโนเมตร 

 ในป ค.ศ. 2008, Campos และคณะ [3] วิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ในอาหารจําพวกซีเรียล, นม

ผงสําหรับเด็กแรกเกิด , นมโกโก, ผลิตภัณฑเส ิรมอาหาร และ premixes โดย reverse-phase LC UV 

detection ซึ่งวิตามินบี 12 ถูกสกัดออกจากผลิตภัณฑดวย 50 มิลลิลิตร ของสารละลายโซเดียมแอซิเตท

บัฟเฟอร pH 4 รวมกับ NaCN  ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และใชเอนไซม alpha-amylase สําหรับ

ผลิตภัณฑที่มีสวนผสมของแปง หรือ pepsin หรือ papain เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัดใหวิตามินบี 12 

ออกมาจากผลิตภัณฑไดมากขึ้น ในสวนของผลิตภัณฑที่เปน polyvitamin premixes วิตามินบี 12 ถูกสกัด

ออกจากผลิตภัณฑดวย 50 มิลลิลตร ของสารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร pH 4 โดยไมใช NaCN และ

เอนไซมรวมดวย  หลังจากนั้นวิตามินบี 12 ในรูปของ cyanocobalamin จะถูกทําใหบริสุทธิ์โดยจับกับ 

monoclonal antibody ใน immunoaffinity column และวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 โดย LC ดวยตัว

ตรวจวัด UV ความยาวคลื่น 361 นาโนเมตร 

 ในป ค.ศ. 2012, Ursula และคณะ [6] ซึ่งปรับมาจาก AOAC Official Method 2011.09 วิเคราะห

ปริมาณวิตามินบี 12 ในผลิตภัณฑนมสําหรับผู ใหญและเด็กแรกเกิด โดย reverse-phase HPLC UV 

detection ซึ่งวิตามินบี 12 ถูกสกัดออกจากผลิตภัณฑดวยสารละลายโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร รวมกับ KCN  

และใชเอนไซม alpha-amylase หรือ pepsin เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัดใหวิตามินบี 12 ออกมาจาก

ผลิตภัณฑไดมากขึ้น หลังจากนั้นผานวิตามินบี 12 ในรูปของ cyanocobalamin ที่ถูกเปลี่ยนรูปแบบแลว        
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ลงใน immunoaffinity column ซึ่งประกอบดวย antibody ที่มีความจําเพาะสูงมาจับกับ cyanocobalamin 

ชะออกจากคอลัมนดวยเมทานอล และวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 โดย HPLC ดวยตัวตรวจวัด UV ความ

ยาวคลื่น 361 นาโนเมตร 

 สําหรับบริษัท Mead Johnson Nutrition ไดใช method MJN009 ซึ่งปรับมาจาก AOAC Official 

Method 2014.02 [7] ในการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ใน ผลิตภัณฑนมสําหรับผูใหญและเด็กแรกเกิด 

โดย reverse-phase UPLC ซึ ่งวิตามินบี 12 ถูกสกัดออกจากผลิตภัณฑดวยสารละลายโซเดียมแอซิเตท

บัฟเฟอร pH 4 รวมกับ NaCN  และใชเอนไซม alpha-amylase เพื่อใหแนใจวาไดทําการยอยคารโบไฮเดรต

ในสวนอื่นๆของผลิตภัณฑออกจนหมด เหลือเพียงแคโปรตีนที่วิตามินบี 12 เกาะอยู เพิ่มประสิทธิ ภาพในการ

สกัดใหวิตามินบี 12 ออกมาจากผลิตภัณฑไดมากขึ้น หลังจากนั้นวิตามินบี 12 ในรูปของ cyanocobalamin 

จะถูกทําใหบริสุทธิ์ โดยผานลงใน immunoaffinity column ซึ่งประกอบดวย antibody ที่มีความจําเพาะสูง

มาจับกับ cyanocobalamin ชะออกจากคอลัมนดวยเมทานอล และวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 โดย UPLC 

ดวยตัวตรวจวัด UV ความยาวคลื่น 361 นาโนเมตร   

 จากงานวิจัยดังที่กลาวมาขางตน การวิเคราะหหาปริมาณวิตามินบี 12 ในผลิตภัณฑ วิตามินรวม และ

ในนมผงสําหรับเด็กและผูใหญ จะใชวิธีการเดียวกัน โดยมักจะผานหลายขั้นตอน เริ่มจากการที่วิตามินบี 12 ซึ่ง

สวนใหญมักจะเกาะติดกับโปรตีน จะมีการใชมีการใชเอนไซมเพื่อยอยสารประกอบโปรตีนใหเล็กลงอีกทั้งเพ่ือ

กําจัดคารโบไฮเดรตออกไป และวิตามินบี 12 จะถูกสกัดออกจากผลิตภัณฑตัวอยาง ในสารละลายโซเดียม -         

แอซิเตทบัฟเฟอร pH 4 รวมกับ NaCN ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เพื่อเปลี่ยนรูปแบบอื่นๆที่พบใน

ธรรมชาติของนม ใหเปนรูปแบบ cyanocobalamin หลังจากนั้นวิตามินบี 12 ในรูปของ cyanocobalamin 

จะถูกทําให บร ิส ุทธ ิ ์ โดยจ ับกับ monoclonal antibody ที ่ม ีความจําเพาะกับ cyanocobalamin ใน 

immunoaffinity gel column และวิเคราะหหาปริมาณวิตามินบี 12 โดย UPLC ดวยตัวตรวจวัด UV ความ

ยาวคลื่น 361 นาโนเมตร เนื่องจากเปนเครื่องมือแยกและวิเคราะหสารที่อยูในรูปของเหลวที่สมรรถนะสูงกวา 

HPLC โดยการเพิ่มแรงดันของของเหลว และการใชคอลัมนขนาดเล็กลง การวิเคราะหจึงใชระยะเวลาสั้นกวา 

สิ้นเปลืองสารเคมีนอยกวาและยังใหผลการแยกสารที่ดีกวา HPLC  

 งานวิจัยนี้ไดสนใจที่จะพัฒนาขั้นตอนการเตรียมตัวอยางเพื่อการวิเคราะหโดย เริ่มจากขั้นตอนการ

สกัดวิตามินบี 12 ในภาวะที่เหมาะสม เชน ในผลิตภัณฑนมผงจะมีการศึกษาในสวนของเอนไซม ระหวา ง 

alpha-amylase กับ papain วาเอนไซมตัวใดหรือใชปริมาณเทาไรจึงมีสวนทําใหคาการวิเคราะหหาปริมาณ

วิตามินบี 12 เพิ่มสูงขึ้น สวนสําหรับใน premixes จะศึกษาการละลาย การเจือจางความเขมขน และศึกษา

การเติมหรือไมเติม NaCN วามีผลตอการเปลี่ยนวิตามินบี 12 ในรูปแบบอื่นๆที่พบในธรรมชาติของนม ใหเปน 

cyanocobalamin ทั้งในผลิตภัณฑนมผง และ premixes นอกจากนี้ศึกษาในสวนของ เวลาที่เหมาะสมในการ
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จับกันของ monoclonal antibody และ cyanocobalamin รวมไปถึงตรวจสอบปริมาณเมทานอล สารที่ใช

ในการชะวิตามินบี 12 ออกจาก immunoaffinity gel column หรืออาจใชสารชนิดอื่นมาชะแทนเมทานอล 

และสุดทายตรวจสอบประสิทธิภาพของ immunoaffinity gel column การศึกษาและพัฒนาขั้นตอนเหลานี้ 

เพ่ือหาสาเหตุวาทําไม ผลการวิเคราะหของทางบริษัทจึงไมตรงกับตัวแทนจําหนาย อีกท้ังหาสภาวะที่เหมาะสม

ที่สุดในขั้นตอนตางๆ เพ่ือใหไดคาการวิเคราะหถูกตองแมนยําตามเกณฑของ AOAC 

 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

     วธิีที่ใชในการทดสอบวิตามินบี 12 ที่ไดรับการแกไขแลวสามารถใชทดสอบกับผลิตภัณฑนมไดและใหคา

ถูกตองแมนยําตามเกณฑของ AOAC 
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บทที่ 2  

การทดลอง 

 

2.1 เครื่องมือและอุปกรณ 

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

Waters, Acquity 

2. Data system ยี่หอ Atlas 8.2.3 Chromatography Data system 

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

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

5. Shaker Bath 37°C ยี่หอ G76D New Brunswick Sciencetific Co Inc. 

6. Electronic digital pipette ยี่หอ Rainin, 1000 µL, 10 mL 

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

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

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

10. Ultrasonic cleaner ยี่หอ Crest ultrasonics 

11. Vortex mixer รุน Vortex- 2 Genie ยี่หอ Scientific Industries  
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2.2 สารเคมี 

1. เมทานอล (Methanol, MeOH)  

2. แอซิโตไนไตรล (Acetonitrile, ACN) 

3. ไอโซโพรพานอล (Isopropanol, IPA) 

4. ไตรฟลูออโรแอซิติก แอซิด (Trifluoroacetic acid, TFA) 

5. เอทิลแอลกอฮอล (Ethyl Alcohol) 

6. ไซยาโนโคบาลามิน (Cyanocobalamin, Cbl) 

7. โซเดียมไซยาไนด (Sodium cyanide, NaCN) 

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

9. โพแทสเซียมไซยาไนด (Potassium cyanide, KCN) 

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

11. แอลฟาอะไมเลสจากตับออนของหมู (Alpha-amylase from porcine pancreas) 

12. โซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอร (Sodium acetate buffer, NaOAC buffer) 

13. ปาเปนจากยางมะละกอ (Papain Carica papaya) 

14. สารตัวอยาง QC นมผงสูตร State 1  

15. สารตัวอยาง A นมผงสูตร State 2  

16. สารตัวอยาง B นมผงสูตร State 2  

17. สารตัวอยาง C นมผงสูตร State 3 

18. สารตัวอยาง D นมผงสูตร State 3 

19. สารตัวอยาง E Polyvitamin Premixes high specification 

20. สารตัวอยาง F Polyvitamin Premixes low specification 
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2.3 วิธีการทดลอง 

2.3.1. การเตรียมตัวอยาง  

2.3.1.1. การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหวิตามินบี 12 ในนมผง 

  ละลายนมโดยชั่งนมผง 25 กรัม ลงในขวดสีชา เติมนํ้า 200 กรัม ชั่งนมที่ละลายแลว 60 กรัม เติม

แอลฟาอะไมเลส 0.05 กรัม เติม 1% โซเดียมไซยาไนด 1 มิลลิลิตร ปดฝาเขยาใหเขากัน นําไปบม ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียสในเครื่อง Autoclave เพื่อใหเอนไซมทํางาน เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติมสารละลาย

0.4 M โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอร 25 มิลลิตร นําเขาตูอบอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทิ้งให

เย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรจนเปน 100 มิลลิตร กรองเอาตะกอนออกดวยกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 2  

2.3.1.2. การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหวิตามินบี 12 ใน Polyvitamin Premixes 

  ละลาย Premixes โดยชั่งนมผง 1 กรัม ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิตร เติมนํ้าอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส 50 มิลลิลิตร ละลายโดยแชลงในอางนํ้าความถี่สูง (sonicate) 15 นาที และปรับปริมาตร

จนถึง 100 มิลลิลิตร ปเปต Premixes ที่ละลายแลวมา 10 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 0.4 M โซเดียมอะซิเตท

บัฟเฟอร 50 มิลลิตร และ 1% โซเดียมไซยาไนด 1 มิลลิลิตร นําเขาตูอบ อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรจนเปน 100 มิลลิลิตร กรองเอาตะกอนออกดวยกระดาษ

กรอง Whatman เบอร 2  

 

2.3.2. การสกัดแยกวิตามินบี 12 โดยใช Immunoaffinity gel column 

   เตรียม Easi- Extract columns โดยนําออกมาวางไวที่อุณหภูมิหอง เปดฝาและปลอยสารละลาย

ออกจากคอลัมน หลังจากนั้นทําการโหลดสารตัวอยางที่ไดจากข้ันตอนการเตรียม ลงในเจลคอลัมน ปดฝาและ

เขยาอยางชาๆ เพ่ือใหวิตามินบี 12 จับกับเจลไดอยางสมบูรณ เปดฝาปลอยสารออกจากคอลัมน ลางคอลัมน

ดวยนํ้าปริมาณ 10 มิลลิลิตร ปลอยนํ้าออกจากคอลัมน กําจัดนํ้าออกจากคอลัมนใหหมดโดยผานอากาศเขาไป

ในคอลัมน หลังจากนั้นชะเก็บวิตามินบี 12 โดยเติมเมทานอลปริมาณ 2 มิลลิลิตร ทิ้งไว 5 นาที ปลอยลงใน

หลอดทดลองสะอาด และเติมเมทานอลอีก 1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นผานลมเขาสูคอลัมนเพ่ือใหเมทานอลออก

จากคอลัมนจนหมด 
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2.3.3. ระเหยตัวท าลายออกและเก็บสารตัวอยาง 
    นําสารตัวอยางที่มีเมทานอลในหลอดทดลองที่ไดจากขั้นตอน 2.3.2 ไประเหยเอาเมทานอลออกโดย

เขาเครื่อง TURBOVAP Gas Nitrogen อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนแหง หลังจากนั้นละลายดวย 90:10 

Moblie Phase A/ Mobile Phase B ปริมาณ 0.3 มิลลิลิตร vortex 1 นาที และกรองเก็บใน vials   

2.3.4. หาปริมาณวิตามินบี 12 โดยใชเครื่อง UPLC 

2.3.4.1. เตรียม Mobile Phase (MP) 

  MP A: 0.025% TFA in water โดย เติม TFA 0.25 มิลลิลิตร ลงในนํ้า 1 ลิตร  

MP B: 0.025% TFA in Acetonitrile โดย เติม TFA 0.25 มิลลิลิตร ลงใน ACN 1 ลิตร 

2.3.4.2. เตรียมสภาวะเครื่อง UPLC ดังตอไปนี้ 

  Column Temperature:  40 องศาเซลเซียส 

  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                        ตารางที่ 2.1 Gradient table of UPLC 

 

 

 

   

 

 

Run- time: 11นาท ี  

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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2.4 วิธีการค านวณ  

 

 2.4.1 นมผงค านวณดวยสูตรดังนี้  

 

(𝑨)(𝑩)(𝑭)ퟎ. ퟑ
(𝑫)(𝑬)ퟗ

풙 ퟏퟎퟎ = 𝑨𝒎풐풖풏풕 풐𝒇 풗𝒊풕𝒂𝒎𝒊풏 𝑩ퟏퟐ (µ𝒈/ퟏퟎퟎ 𝒈)   

 

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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 2.4.2 Premixes ค านวณดวยสูตรดังนี้ 

     
(𝑨)(𝑫ퟏ)(𝑫ퟐ)ퟎ. ퟑ

(𝑮)(𝑷)ퟗ
= 𝑨𝒎풐풖풏풕 풐𝒇 풗𝒊풕𝒂𝒎𝒊풏 𝑩ퟏퟐ (µ𝒈/𝒈)   

 

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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บทที่ 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

  

3.1 การเตรียมตัวอยาง  

     3.1.1 การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหวิตามินบี 12 ในนมผง 

3.1.1.1 การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหวิตามินบี 12 นมผง การใช alpha- amylase  

และ papain  

เนื่องจาก Method MJN009 ไดมีการแนะนํา enzyme active ในชวง 1000-1500 unit เพื่อใหไดคา

การวิเคราะหที ่เหมาะสม ดังนั ้นในการทดลองจึงไดทําการศึกษาเอนไซมที ่นํามาใช โดยทําการ

เปรียบเทียบปริมาณของ alpha- amylase ระหวาง 0.05 กรัม (enzyme activity= 600) และ 0.1 

(enzyme activity= 1200) กรัม นอกจากนี้ยังศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวาง 0.1 กรัม 

alpha- amylase และ 0.4 กรัม Papain (enzyme activity= 1200)  ไดผลการทดลองเปนดังตารางที่ 

3.1 

ตารางท่ี 3.1 ผลการวิเคราะหวิตามินบี 12 ในนมผงเมื่อใช alpha- amylase  และ papain 

 

 

 

 

 

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- 2.66 

A 1.63 1.77 1.81 1.74 0.90 - 2.80 

B 3.00 2.93 3.05 2.90 3.30 - 6.60 

C 2.77 2.58 2.26 2.67 1.75 - 3.33 

D 1.67 1.66 1.72 1.68 2.00 - 3.33 
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จากตารางที ่ 3.1 พบวา ในผลิตภัณฑ A B และ D การใช alpha- amylase 0.1 กรัม ใหคาการ

ทดลอง เทากับ 1.81, 3.05 และ 1.72 µg/100g ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 มีแนวโนมสูง

กวา สําหรับผลิตภัณฑ C  มีแนวโนมตํ่ากวาการใช alpha- amylase 0.05 กรัม แตจากตารางผลการ

ทดลองพบวาคาการทดลองไมไดแตกตางกันมาก การที่ ผลิตภัณฑ A B และ D มีแนวโนมไดคาการ

วิเคราะหเพิ่มขึ้น เพราะ การใช alpha- amylase มีจุดประสงคในการยอยสวนที่เปนคารโบไฮเดรต

ออกจากผลิตภัณฑ เพื่อใหมั่นใจวามีเพียงโปรตีนที่มีวิตามินบี 12 ที่เกาะติด เทานั้น กอนนําไปสกัด

วิตามินบี 12 ดวยสารละลายโซเดียมแอซิเตทรวมกับโซเดียมไซยาไนด ดังนั ้นการใช   alpha- 

amylase 0.1 กรัม ซึ่งมีคา enzyme active 1200 unit จึงมีสวนในการยอยคารโบไฮเดรตออกจาก

ผลิตภัณฑไดมากกวา เมื่อเทียบกับการใช alpha- amylase 0.05 กรัม ซึ่งมีคา enzyme active 

เพียง 600 unit  เมื ่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ 0.1 กรัม alpha- amylase และ 0.4 กรัม 

papain ซึ่งมีคา enzyme active 1200 unit เทากัน พบวาเอนไซมทั้งสองมีประสิทธิภาพใกลเคียง

กันสามารถใชแทนกันได 
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3.1.1.2  การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ในนมผง โดยใชและไมใช

โซเดียมไซยาไนด 

ทําการศึกษาเปรียบเทียบระหวาง การเติม 1% โซเดียมไซยาไนด 1 มิลลิลิตร และ การไมเติม โซเดียม

ไซยาไนด ในสารตัวอยางที่เปนนมผง วิตามินบี 12 หรือเรียกรวมกันวา cobalamin มีโครงสรางหลัก

ประกอบดวย โคบอลทไอออนอยูก่ึงกลางทําพันธะกับหมูฟงกชัน [8]  ดังรูปภาพที่ 3.1 

 

รูปที่ 3.1 โครงสรางหลักของวิตามินบี 12 (Cobalamin) [8] 

สําหรับวิตามินบี 12 ในรูปแบบตางๆ เกิดจากลิแกนดชนิดตางๆมาทําพันธะกับโคบอลทไอออน ซึ่ง

วิตามินบี 12 ที่พบในปจจุบัน มี 4 รูปแบบหลักคือ hydroxocobalamin, adenosylcobalamin, 

methylcobalamin และ cyanocobalamin [9] ดังรูปภาพที่ 3.2  

ตารางท่ี 3.2 โครงสรางของวิตามินบี 12 ในรูปแบบตางๆ [10]  

Functional group Cobalamin form 

H2O/ HO Hydroxocobalamin 

CH3 Methylcobalamin 

5’- deoxyadenosyl Adenosylcobalamin  

CN Cyanocobalamin 
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  โดยว ิ ตาม ินบ ี  12  ในร ู ปแบบของ  hydroxocobalamin, methylcobalamin และ

adenosylcobalamin สามารถพบเจอไดในธรรมชาติ เชนในรางกาย หรือ แหลงอาหารที่มีวิตามินบี 

12 เชน เนื้อ นม อาหารทะเล และ ไขเปนตน [11] 

hydroxocobalamin เปนวิตามินบี 12 ที่สวนใหญผลิตขึ้นโดยแบคทีเรียในลําไสและยัง    

ใชในรูปแบบการฉีดเขาสูรางกายเนื่องจากคงทนอยูไดนาน เมื่อเขาสูรางกายจะถูกเปลี่ยนไปอยูใน

รูปแบบของ methylcobalamin และ adenosylcobalamin ซึ่งทั้งสองรูปแบบนี้ เปนวิตามินบี 12 

แบบออกฤทธิ์ (Bioactive coenzyme) สําหรับ Cyanocobalamin เปนวิตามินบี 12 ชนิดสังเคราะห

ที่มีความเสถียรและไมไวตอการเกิด Oxidation ในอากาศ จึงนํามาใชกันมากที่สุดสําหรับเสริมใน

ผล ิตภ ัณฑอาหาร อ ีกท ั ้ งเม ื ่อเข าส ู ร างกายจะถ ูกเปล ี ่ยนไปเป น methylcobalamin และ 

adenosylcobalamin เพื่อใหสามารถออกฤทธิ์ไดและเขาไปมีบทบาทในการทํางานของระบบตางๆ

ภายในรางกาย [12,13] 

   

 

   

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.3 โครงสรางของวิตามินบี 12 ในรูปแบบตางๆ  [14] 

 

 

 

Hydroxocobalamin Methylcobalamin Adenosylcobalamin 
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รูปที่ 3.4 โครงสรางของวิตามินบี 12 ในรูปแบบ Cyanocobalamin [9] 

ในการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ในผลิตภัณฑอาหารและเครื่องดื่ม ซึ่งไมไดประกอบแคเพียงใน

รูปแบบ cyanocobalamin เทานั้น แตยังมีวิตามินบี 12 ในรูปแบบที่พบในธรรมชาติซึ่งเกาะติดอยู

กับโปรตีนอีกดวย [3] ดังนั้นการเติม โซเดียมไซยาไนด อาจมีผลตอการเปลี่ยนวิตามินบี 12 ในรูปแบบ

อ่ืนๆใหมาอยูในรูปแบบของ cyanocobalamin [15] จากการทดลองไดผลดังตารางที่ 3.3 

ตารางท่ี 3.3 ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ในนมผง โดยใชและไมใชโซเดียมไซยาไนด 

 

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- 2.66 

A 1.63 - - - - 1.62 1.25 0.90 - 2.80 

B  3.00 - - - - 2.71 1.05 3.30 - 6.60 

C 2.77 - - - - 2.46 1.23 1.75 - 3.33 

D 1.67 - - - - 1.46 0.63 2.00 - 3.33 
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จากตารางผลการทดลอง พบวา ในผลิตภัณฑ A B C และ D เมื่อเติมโซเดียมไซยาไนดคาการวิเคราะห

ปริมาณวิตามิน 12 เทากับ 1.62 , 2.71, 2.46 และ 1.46 µg/ 100g ในขณะที่การไมเติมโซเดียมไซยาไนด

ใหผลการทดลองดังนี้ 1.25, 1.05, 1.23 และ 0.63 µg/ 100g   รวมถึงตัวอยาง QC ดวยเชนกัน จากผลการ

ทดลองเห็นไดชัดวา การเติมโซเดียมไซยาไนด  ทําใหผลการวิเคราะหที่ดีกวา สําหรับตัวอยางที่เปนนมผง 

เพราะ ผล ิตภ ัณฑของบริษ ัทที ่ใช ในการทดลอง มีว ิตามินบี 12 ในร ูปแบบ cyanocobalamin จาก 

polyvitamin premixes  ซึ่งเปนวัตถุดิบใสลงไปในผลิตภัณฑ และวิตามินบี 12 ในรูปแบบอื่นๆ ที่พบใน

ธรรมชาติของผลิตภัณฑนม ดังนั้นการเติมโซเดียมไซยาไนด  มีผลตอการเปลี่ยนวิตามินบี 12 ในรูปแบบที่พบ

เจอในธรรมชาติใหมาอยูในรูปของ cyanocobalamin ในขณะที่การไมเติมโซเดียมไซยาไนด ทําใหคาการ

วิเคราะหนอยกวา จึงอนุมานไดวาปริมาณของการเติมโซเดียมไซยาไนด  อาจมีผลตอการเปลี่ยนรูปแบบให

สมบูรณเชนกัน หากใสในปริมาณที่นอย วิตามินบี 12 ในรูปแบบที่พบเจอในธรรมชาติ อาจเปลี่ยนเปน 

cyanocobalamin ไดไมสมบูรณ และสงผลใหคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ตํ่า  
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     3.1.2 การเตรียมสารตัวอยางส าหรับ premixes 

3.1.2.1 การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหวิตามินบี 12 premixes โดยใชและไมใชโซเดียม   

ไซยาไนด 

  ทําการศึกษาเปรียบเทียบระหวาง การเติม 1% โซเดียมไซยาไนด   1 มิลลิลิตร และ การไม

เติม โซเดียมไซยาไนด  ในสารตัวอยางที่เปน premixes เนื่องจากวิตามินบี 12 ที่พบในวิตามินรวม 

หรือ premixes จะพบเพียงแครูปแบบ cyanocobalamin เทานั้น ดังนั้นการเติมหรือไมเติมโซเดียม

ไซยาไนด  อาจไมมีผลตอการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12  เนื่องจากไมตองเปลี่ยนวิตามินบี 12 ใน

รูปแบบอื่นใหมาอยูในรูปของ cyanocobalamin จากผลการทดลองไดผลดังตารางที่ 3.4  

       ตารางท่ี 3.4 ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ใน premixes โดยใชและไมใชโซเดียมไซยาไนด 

 

จากตารางผลการทดลอง พบวา ในผลิตภัณฑ E ซึ่งเปน premixes ที่มีคากําหนดของผลิตภัณฑสูง ทํา

การทดลองซํ้าสามครั้ง เมื่อไมเติมโซเดียมไซยาไนดคาการวิเคราะห วิตามินบี 12 เทากับ  6.97, 6.88, 

6.92 µg/g  ซึ่งสูงกวาการเติมโซเดียมไซยาไนดท่ีไดคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 6.63, 

6.30, 6.36 µg/g  สําหรับในผลิตภัณฑ F ซึ่งเปน premixes ที่มีคากําหนดของผลิตภัณฑตํ่า ไดผล

การทดลองดังนี้ เมื่อไมเติมโซเดียมไซยาไนดคาการวิเคราะหวิตามินบี 12 เทากับ 3.50, 3.63, 3.51 

µg/g  ซึ่งสูงกวาการเติมโซเดียมไซยาไนดท่ีไดคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 3.45, 3.41 

และ 3.32 µg/g ซึ่งผลการทดลองในผลิตภัณฑ E และ F มีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกันคือ การไม

เติมโซเดียมยาไนดใหผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ที่เพ่ิมสูงขึ้น   

จากภาวะของเครื่อง UPLC ที่ใช DAD Wavelength 361 nm ซึ่งเปนชวงการดูดกลืนแสง

ของ Co2+ complex จากหลักการของ Spectrochemical series หากมี Ligand มาเกาะที่ Co2+ 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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ทําใหคาการดูดกลืนแสงเปลี่ยนไป [16] ทั้งนี้คาดวาการที่เติม โซเดียมไซยาไนดเขาไป อาจทําใหหมู 

Ligand หรือ CN-   มีมากเกินพอและเปนเหตุให มีโอกาสที่ cyanocobalamin จะเปลี่ยนไปอยูใน

รูปแบบอื่น ซึ่งทําใหคาการวิเคราะหลดตํ่าลง เมื่อทําการตรวจสอบวิตามินบี 12 ที่เปลี่ยนแปลงอัน

เนื่องมาจากการเติมโซเดียมไซยาไนดโดยการวิเคราะหดวย UV-Vis Spectroscopy แตเนื่องจาก

ปริมาณวิตามินบี 12 ที่สกัดไดมีปริมาณนอยมากจึงยังไมสามารถยืนยันขอสันนิษฐานการไมเติม

โซเดียมไซยาไนด  มีผลทําใหคาการทดลองท่ีดีกวา 

จากการตรวจวิเคราะหวิตามินบี 12 ในรูปแบบ cyanocobalamin ดวยเครื่อง UPLC DAD 

Detector จะเห็นพีกขึ้นชัดเจนแคเพียงพีกเดียว คือชวง 361 nm แตดวยธรรมชาติของวิตามินบี 12 

ในรูปแบบ cyanocobalamin จะพบการดูดกลืนทั้งหมด 3 แหง คือที่ Omax 278, 361 และ 550 

nm [17]  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.5 ผลการตรวจวิเคราะหวิตามินบี 12 ในรูปแบบ Cyanocobalamin ดวยเครื่อง UPLC DAD 

Detector เมื่อเติมและไมเติมโซเดียมไซยาไนดในผลิตภัณฑ Premixes 

  

  

 

 

 

รูปที่ 3.6 UV-Vis Spectra of CNCbl 1 in H2O and (CN)2Cby(OMe)7 25 in DCM [17] 
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ซึ่งถาหากเปลี่ยนไปเปนวิตามินบี 12 ในรูปแบบอื่น ที่ Omax 361 nm จะไมเลื่อน (Shift) 

หรือเลื่อนไปนอยมาก แตที่ Omax 278 และ 550 จะเลื่อนที่ไปคอนขางชัดเจน ยกตัวอยางเชน จาก

งานวิจัยของ Lester และคณะ [18] พบวาหากวิตามินบี 12 ที ่ว ิเคราะหไดอยู ในรูปแบบของ 

hydroxocobalamin จะมี Omax ที่เลื่อนไปทั้งหมด 2 แหง คือ Omax 361 nm เลื่อนไปที่ Omax 351 

nm และ Omax 550 จะเลื่อนไปที่ Omax 525 nm ดวยเหตุที่ในการศึกษาวิจัยนี้วิตามินบี 12 ที่สกัด

ไดมานั้นมีอยู ในปริมาณตํ่ากวาที่จะตรวจวัดไดดวย UV spectroscopy ดังนั้นควรทําการศึกษา

เพ่ิมเติม โดยใชวิธีการวิเคราะหอ่ืนๆ เชน LC-MS หรือ MS-MS รวมดวย เปนตน 
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3.1.2.2 การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหวิตามินบี 12 ใน premixes โดยการเจือจาง 

เนื่องจากปญหาใน premixes ที่มี specification สูงตั้งแต 5 µg/g ขึ้นไป คาของปริมาณ 

วิตามินบี 12 ที่วัดไดนอยกวาคากําหนดของผลิตภัณฑ และผลการทดลองไดคาการทดลองที ่ไม

ใกลเคียงกัน อาจเปนไปไดวาคา capacity ของ immunoaffinity gel ซึ่งเทากับ 0.01- 0.5 µg/ml 

จึงสันนิษฐานวา capacity ของเจลอาจมีผลตอการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เนื่องจากวา ใน 

premixes ที่มี specification สูง มีปริมาณสารที่ตองการวิเคราะหในปริมาณมากเกินกวา capacity 

ของเจล จึงทําการเจือจาง เพื่อใหความเขมขนของ premixes ลดลง โดยในขั้นตอนของการปเปต 

จากปกติปเปต 10 มิลลิลิตร เปนปเปต 5 มิลลิลิตร  ไดผลการทดลองดังตารางที่ 3.5  

ตารางท่ี 3.5 ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ใน premixes โดยการเจือจาง 

 

จากตารางผลการทดลองพบวาในสารตัวอย าง E-1 ถึง E-3 ซึ ่งเป น premixes ที ่มี  

specification มากกวา 5 µg/g ผลการทดลองในกรณีที่ทําการเจือจาง พบวาคาการวิเคราะหสูงขึ้น 

ซึ่งในความเปนจริงหากคา capacity ของเจลไมไดมีผล คาการทดลองควรไดเทากันในการทําทั้ง 3 ซํ้า 

อยางไรก็ดีผลการทดลองที่ไดเปนเพียงแคขอมูลชุดเดียว จึงไมอาจสรุปไดแนชั ดวาการเจือจาง สงผล

ตอการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 สําหรับ premixes ที่มีคา specification สูงหรือไม ดังนั้นควร

ทําการทดลองเพ่ิมเติมสําหรับ premixes ที่มี specification มากกวา 5 µg/g ในตัวอยางอ่ืนๆตอไป 

 

  

 

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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3.1.2.3 การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหวิตามินบี 12 ใน premixes โดยใชอุณหภูมิการ

ละลายท่ีแตกตางกัน  

3.1.2.3.1 การเตรียมสารตัวอยางส าหรับ premixes โดยการละลายในปริมาณน ้าที่

เพิ่มข้ึน 

ทําการศึกษาการเพิ่มปริมาณนํ้าในการละลาย premixes เพื่อพิสูจนวาการละลายมีผลตอ

การวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 โดยทําการเปรียบเทียบระหวางการชั่ง premixes 1 กรัม ละลาย

ในนํ้า 100 มิลลิลิตร และนํ้า 200 มิลลิลิตร ไดผลการทดลองดังตารางที่ 3.6 

ตารางท่ี 3.6 ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ใน premixes โดยใชอุณหภูมิการละลายที่แตกตางกัน 

 

 จากตารางผลการทดลองพบวา เมื ่อชั ่ง premixes 1 กรัม ละลายในนํ้า 200 มิลลิลิตร คาการ

วิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 มีแนวโนมสูงกวา เมื่อใชนํ้า 100 มิลลิลิตร จึงอนุมานไดวามีความ

เปนไปไดที่ปริมาณวิตามินบี 12 ใน premixes มีปริมาณเพ่ิมมากขึ้น จากการที่ละลายดีขึ้น เมื่อใชนํ้า

ในปริมาณที่มากกวา ดังนั้นจึงอาจสรุปไดวา การละลายมีผลตอคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 

ในตัวอยางที่เปน premixes 

 

 

 

 

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 - - - - - 
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3.1.2.3.2 การเตรียมสารตัวอยางส าหรับ premixes โดยการละลายในน ้าอุณหภูมิ  40 

องศา-เซลเซียสและน ้าอุณหภูมิหอง  

ทําการศึกษาเปรียบเทียบระหวางการละลาย premixes ในนํ้าอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส

กับ นํ้าอุณหภูมิหอง เนื่องดวยที ่อุณหภูมิสูงขึ้นวิตามินบี 12 สามารถละลายนํ้าไดเพิ่มขึ้น เพ่ือ

ตรวจสอบวา อุณหภูมิการละลายมีผลตอคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 หรือไม ผลการทดลอง

ที่ไดเปนดังแสดงไวตารางที่ 3.7 

ตารางท่ี 3.7 ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ใน premixes โดยการละลายในนํ้าอุณหภูมิ  40 

องศา-เซลเซียสและนํ้าอุณหภูมิหอง 

Sample  Result B12 (µg/g) Specification 

21/06/2020 

Initial 40 C° RT 

E 5.17 6.59 6.32 6.18-7.82 

 

จากปญหา ผลิตภัณฑ E ที่ initial ซึ่งเปนผลการทดลองที่บริษัทไดจัดทําไวในป ค.ศ. 2019 

investigation report [5] คาการวิเคราะหวิตามินบี 12 ไมตรงกับขอกําหนดของผลิตภัณฑ ดังนั้นจึง

ทําการศึกษาเปรียบเทียบระหวางการละลาย premixes ในนํ้าอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสกับ นํ้า

อุณหภูมิหอง จากตารางผลการทดลองพบวา การละลาย premixes ในนํ ้า อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ใหคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 6.59 µg/g  ซึ่งมากกวา การละลายในนํ้า

อุณหภูมิหองไดคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 6.32 µg/g แตอยางไรก็ตามคาการ

วิเคราะหไมไดแตกตางกันมาก สําหรับการละลาย premixes ในนํ้า อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส คา

การวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เพิ่มขึ้น เพราะ premixes ละลายไดดีขึ้น เมื่อนํามาสกัดวิตามินบี 

12 ดวยโซเดียมแอซิเตทบัฟเฟอรรวมกับโซเดียมไซยาไนด จึงสกัดออกมาไดในปริมาณที่มากกวา 

สงผลใหคาการวิเคราะหมีวิตามินบี 12 มากขึ้น จากการทดลองทําใหอนุมานไดวา มีความเปนไปไดที่ 

ผลการวิเคราะหในนํ้าอุณหภูมิหองมีคาตํ่า อาจเปนผลมาจากเมาจาก premixes ละลายไดไมหมด  
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3.1.2.3.3 การเตรียมตัวอยางส าหรับการวิเคราะหวิตามินบี 12 ใน premixes โดยเพิ่ม

ระยะเวลาการละลายภายใตคลื่นความถี่สูง 

ทําการศึกษาการละลายของ premixes โดยเพิ่มระยะเวลาในการละลายภายใตคลื่นความถ่ี

สูง ใหนานขึ้น  โดยชั่ง premixes 1 กรัม ละลายในนํ้าอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และทําการทดลอง

เปรียบเทียบระหวางการ sonicate 15 นาที กับ 30 นาที ไดผลการทดลองดังตารางที่ 3.8 

ตารางท่ี 3.8 ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ใน premixes โดยเพิ่มระยะเวลาการละลาย

ภายใตคลื่นความถี่สูง 

  

จากตารางผลการทดลองพบวา เมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการละลายภายใตคลื่นความถี่สูง จาก 15 นาที 

เปน 30 นาที ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เพิ่มขึ้น เนื่องจากละลายภายใตคลื่นความถี่สูงเปน

การทําเพ่ือให premixes ละลายไดดีข้ึนดังนั้นการเพ่ิมระยะเวลาในการ ละลายภายใตคลื่นความถี่สูง

อาจสงผลให premixes ละลายดีขึ้น คาการวิเคราะหวิตามินบี 12 จะเพ่ิมข้ึนเชนกัน   

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

3.2.1 ตรวจสอบปริมาณของเมทานอลในการชะ cyanocobalamin ที่ยึดติดกับ      

monoclonal antibody   

ทําการศึกษาปริมาณของเมทานอลในการชะ cyanocobalamin ที่ยึดติดกับ     

monoclonal antibody  ออกจาก immunoaffinity gel column เนื่องจาก ใน premixes ที่มีคา 

specification สูง จะมีความเขมขนของปริมาณวิตามินบี 12 สูง แตจากผลการทดลองกอนหนาพบวา 

premixes ที่มีคา specification สูง คาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ตํ่ากวา specification จึง

มีความเปนไปไดวาอาจจะชะออกจาก immunoaffinity gel ไมหมด สงผลใหคาการวิเคราะหปริมาณ

วิตามินบี 12 ตํ่า จึงทําการทดลองโดยชะ cyanocobalamin ออกจาก immunoaffinity gel โดยใช

เมทานอลปริมาณ 3 มิลลิลิตร จํานวนสองครั้ง โดยครั้งที่หนึ่ง ใชเมทานอลปริมาณ 3 มิลลิลิตร ชะเก็บ

ในหลอดทดลองหลอดที่ 1 และ ครั้งที่สองใชเมทานอลปริมาณ 3 มิลลิลิตร ชะ เก็บเก็บในหลอด

ทดลองหลอดที่ 2  เพื่อพิสูจนวา การใชเมทานอล 3 มิลลิลิตร เพียงพอตอการชะ  cyanocobalamin 

ออกมาทั้งหมด ไดผลการทดลองดังตารางที่ 3.9 

ตารางที่ 3.9 ผลการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เมื่อตรวจสอบปริมาณของเมทานอลในการชะ 

cyanocobalamin ที่ยึดติดกับ monoclonal antibody   

 

จากตารางผลการทดลอง พบว า ท ั ้งสารตัวอย าง E และ F ซึ ่งเป น premixes ที ่มี  

specification สูงและตํ่า ไดคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 5.98 µg/gและ 3.02 µg/g 

ตามลําดับ  ซึ่งผลการทดลองไปในทิศทางเดียวกัน คือในหลอดที่ 2 เมื่อนําไปเขาเครื่อง UPLC ไม พบ 

cyanocobalamin ที่ยังหลงเหลืออยู ทําใหคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 0 ดังนั้นการ

ใชปริมาณเมทานอล 3 มิลลิลิตร เพียงพอตอการชะ cyanocobalamin ออกจาก immunoaffinity 

gel  

Sample  Result B12 (µg/g) Specification 

13/07/2020 

Tube 1  Tube 2  

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 ตรวจสอบประสิทธิภาพของ immunoaffinity gel column 

จากปญหา polyvitamin premixes ที่มีคาตามขอกําหนดผลิตภัณฑที่สูง ไดผลการวิเคราะห

ปริมาณวิตามินบี 12 ไมคงท่ีและสวนใหญไมสอดคลองกับขอกําหนดของผลิตภัณฑ จากหลักการของ 

Affinity Chromatography ซึ ่งเปนเทคนิคในการแยกสาร โดยอาศัยความจําเพาะทางชีวภาพ

ระหวางโมเลกุลของสารที่ตองการแยกกับตัวเชื่อมโยงที่เรียกวาลิแกนด เนื่องจากธรรมชาติสารบาง

ชนิดมีการจับกันอยางจําเพาะเชน การจับกันระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน เอมไซมกับซับเสตรท 

เปนตน จึงใชคุณสมบัตินี้ในการแยกสารชีวโมเลกุลที่ตองการดวยระบบโครมาโทกราฟแบบแอฟฟนิตี 

อีกทั้งเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแอฟฟนิตีเปนการแยกสารชีวโมเลกุลที่มีประสิทธิภาพสูงมาก เปน

วิธีการทําใหสารบริสุทธิ์โดยใชขั้นตอนนอย [19,20]   

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.7 การแยกดวยเทคนิค แอฟฟนิตี โครมาโทกราฟ (Affinity chromatography) [21] 

ทางบริษัทจึงมีขอสงสัยวา เปนไปไดหรือไมที่ immunoaffinity gel column แตละคอลัมน มีผลทํา

ใหคาการทดลองไมคงที่ เนื่องมาจาก cyanocobalamin จับ monoclonal antibody ไดไมดีพอ 

และ premixes ที่มีคากําหนดของผลิตภัณฑที่มีปริมาณวิตามินบี 12 สูง เกิน capacity ของเจล คือ 

0.01 – 0.5 µg/mL จึงทําการศึกษาประสิทธิภาพของ Immunoaffinity gel column โดยทําการ

โหลด standard ใหมีความเขมขน ตํ่า กลาง สูง อยูในชวง capacity เทากับ 0.01366, 0.2733 และ 

0.4554 µg/mL ตามลําดับ ผาน immunoaffinity gel column 9 mL เมื่อนําไปคํานวณหาปริมาณ

วิตามินบี 12 ที ่ควรไดตามทฤษฎีจะได 0.04554, 0.09109 และ 0.151812 µg/mL จากผลการ

ทดลองคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 จากโครมาโทแกรม เทากับ 0.04457, 0.089697 และ 
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0.147815 µg/mL ตามลําดับ คํานวณ % recovery ของทั้งสามความเขมขนได 98 % เทากัน ซึ่ง

ตรงกับใบ certification ของบริษัทจัดจําหนาย immunoaffinity gel column อีกทั้งอยูในชวงที่

ยอมรับคือ 88 % - 110 % จึงพิสูจนไดเบื้องตนวา immunoaffinity gel column ที่ใชในการทดลอง

มีประสิทธิภาพเทากัน จากนั้นทําการพิสูจนเพิ่มเติมโดยโหลดตัวอยางที่ทําการสกัดวิตามินบี 12 แลว

จาก bulk เดียวกัน ลงใน immunoaffinity gel column จํานวน 3 คอลัมน ไดผลการทดลองดัง

ตารางที่ 3.10 

ตารางที ่  3.10 ผลการว ิ เคราะห ปร ิมาณว ิตาม ินบ ี 12 เม ื ่อ ตรวจสอบประส ิทธ ิภาพของ 

immunoaffinity gel column 

 

 

 

 

 

 

จากตารางผลการทดลอง เมื่อชั่ง premixes 1 กรัมละลายในนํ้า 100 มิลลิลิตรกอนนําไปสกัดวิตามิน

บี 12 หลังจากนั้นนํามาโหลดลงใน immunoaffinity gel column 9 mL จํานวน 3 คอลัมน พบวา

คาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 5.77 , 5.78 และ 5.79 µg/g ตามลําดับ และ เมื่อชั่ง 

premixes 1 กรัมละลายในนํ้า 200 มิลลิลิตรกอนนําไปสกัดวิตามินบี 12 หลังจากนั้นนํามาโหลดลง

ใน immunoaffinity gel column 9 mL จํานวน 3 คอลัมน พบวาคาการวิเคราะหปริมาณวิตามนิบี 

12 เทากับ 6.02, 5.91 และ 6.00 µg/g ตามลําดับ จากการทดลองจะเห็นไดวา ในผลิตภัณฑชนิด

เดียวจาก bulk เดียวกัน ใหคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ในปริมาณใกลเคียงกัน จึงสามารถ

พิสูจนไดว า immunoaffinity gel column มิไดมีปญหาและมีประสิทธิภาพเหมาะกับการใช

วิเคราะหวิตามินบี 12 ตอไป  

 

 

 

Sample  Result B12 (µg/g) Specification 

21/09/2020 

Initial 1 g. Di 100 

ml 

1 g. Di 200 

ml 

E คอลัมนที่ 1 5.17 5.77 6.02 6.18-7.82 

E คอลัมนที่ 2 5.78 5.91 

E คอลัมนที่ 3 5.79 6.00 
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3.2.3 ระยะเวลาในการเขยา immunoaffinity gel column 

ทําการศึกษาระยะเวลาในการเขยา immunoaffinity gel column เปรียบเทียบระหวาง

การใชเวลาในการเขยา 5, 10 และ 15 นาที ตามลําดับ เพื่อพิสูจนวาควรใชระยะเวลาเทาใดในการ

เขยา ที่จะทําให cyanocabalamin จับกับ monoclonal antibody ไดมาก และใหคาการวิเคราะห

วิตามินบี 12 ที่สูงขึ้น ไดผลการทดลองดังตารางที่ 3.11 

ตารางที ่  3.11 ผลการว ิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เปร ียบเทียบระยะเวลาในการเขยา 

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- 2.66 

A (mcg/100g) 1.63 1.54 1.66 1.66 0.90 - 2.80 

B (mcg/100g) 3.00 2.84 2.83 2.99 3.30 - 6.60 

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

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

 

จากทฤษฎี Affinity Chromatography ในขั้นตอนของการเขยาเปนไปเพื่อให cyanocabalamin 

จับกับ monoclonal Antibody [22] ดังนั ้นหากมีการใชเวลาในการเขยาเพิ ่มขึ ้น มีแนวโนมวา 

cyanocabalamin จะจับกับ monoclonal Antibody ไดมากยิ่งขึ้น สงผลใหคาการวิเคราะหวิตามิน

บี 12 เพิ่มข้ึน แตจากผลการทดลองพบวา ในผลิตภัณฑ A B และ F ซึ่งมีขอกําหนดของผลิตภัณฑของ

ปริมาณวิตามินบี 12 ที่นอย ไดผลการทดลองดังนี้ ในการเขยาดวยระยะเวลา 5 นาที 10 นาที และ 

15 นาที ในผลิตภัณฑ A ใหคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 1.54 , 1.66 และ 1.66 

µg/100g ตามลําดับ ในผลิตภัณฑ B ใหคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 2.84 , 2.83 

และ 2.99 µg/100g ตามลําดับ ในผลิตภัณฑ F ใหคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 เทากับ 3.14 

, 3.03 และ 3.09 µg/g ตามลําดับ จากผลการทดลองพบไดวาคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 

ในผลิตภัณฑชนิดเดียวกันคาการวิเคราะหใกลเคียงกันมากในระยะเวลาตางๆ ดังนั้น เวลาในการเขยา

ไมมีผลอยางชัดเจน สําหรับผลิตภัณฑ E ซึ่งมีขอกําหนดของผลิตภัณฑของปริมาณวิตามินบี 12 ที่สูง 

ไดผลการทดลองดังนี้ 6.64 , 6.49 และ 6.86 µg/g ในการเขยาดวยระยะเวลา 5 นาที 10 นาที และ 

15 นาที ตามลําดับ จากผลการทดลองพบวา การเขยา immunoaffinity gel column ในระยะเวลา 
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15 นาที  มีแนวโนมใหคาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 สูงกวา 5 นาที และ 10 นาที แตอยางไรก็

ตามจากผลการทดลอง ในชวงเวลา 5 นาที และ 10 นาที ก็ยังใหคาการทดลองที่อยูใน specification 

อีกทั้งคาการวิเคราะหมีความใกลเคียงกับการเขยา 15 นาที ดังนั้นเพื่อใหการทดลองเปนไปอยาง 

สะดวก รวดเร็ว  และลดระยะเวลาในการทดลอง จึงควรเขยา  immunoaffinity gel column 

ประมาณ 10-15 นาที เพื่อใหคาการวิเคราะหที่ไดยังอยูในเกณฑท่ี AOAC ยอมรับ 
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บทที่ 4  

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 

 งานวิจัยนี้สนใจที่จะพัฒนาวิธีการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 โดยเทคนิคโครมาโทรกราฟ      

ในขั้นตอนตางๆ เริ ่มจากขั้นตอนการสกัดวิตามินบี 12 ในภาวะที่เหมาะสม  ในผลิตภัณฑนมผงไดทําการ

ทดลองเกี่ยวกับปริมาณและชนิดเอนไซมซึ่งมีสวนชวยในการยอยคารโบไฮเดรตออกจากผลิ ตภัณฑและทําให

โปรตีนมีขนาดเล็กลง เพ่ือใหวิตามินบี 12 ที่ยึดติดอยูกับโปรตีน ถูกสกัดออกมาไดงาย จากผลการทดลองพบวา 

การใช เอนไซม alpha- amylase ปริมาณ 0.1 กรัม (enzyme activity = 1200 unit ) คาการวิเคราะห

ปริมาณวิตามินบี 12 สูงกวา 0.05 กรัม (enzyme activity = 600 unit ) และ การใช เอนไซม alpha- 

amylase ปริมาณ 0.1 กรัม (enzyme activity = 1200 unit ) เปรียบเทียบกับ papain 0.4 กรัม (enzyme 

activity = 1200 unit ) พบวาคาการวิเคราะหวิตามินบี 12 ใกลเคียงกัน สามารถใชแทนกันไดแตไมแนะนํา 

เนื่องจากตองใช papain ในปริมาณมาก   

 จากการทดลองเติมและไมเติมโซเดียมไซยาไนดในการสกัดวิตามิบี 12 จากผลิตภัณฑนมผงและ 

polyvitamin premixes พบวา ผลิตภัณฑนมผง ในขั้นตอนของการสกัดวิตามินบี 12 เมื่อไมเติมโซเดียม

ไซยาไนด คาการวิเคราะหวิตามินบี 12 จะตํ่ากวา เพราะ วิตามินบี  12 ในรูปแบบอื่นๆที่พบในธรรมชาติของ

นม ไมเปลี่ยนรูปเปน cyanocobalamin ทําใหเมื่อนําไปตรวจวัดดวยตัวตรวจวัด UV ความยาวคลื่น 361 nm 

ไดคาสัญญาณตํ่าลง ในขณะที่ผลิตภัณฑท่ีเปน polyvitamin premixes การไมเติมโซเดียมไซยาไนดใหคาการ

วิเคราะหมากขึ้น จึงอนุมานวา การที่เติมโซเดียมไซยาไนดเขาไป อาจทําใหหมู Ligand หรือ CN-   มีมากเกิน

พอและสงผลใหมีโอกาสที่ cyanocobalamin จะเปลี่ยนไปอยูในรูปแบบอื่นๆที่ไมเสถียรหรือการดูดกลืนแสง 

UV ไมไดอยูที่ความยาวคลื่น 361 จึงเปนเหตุใหคาการวิเคราะหจึงลดตํ่าลง และทําการตรวจสอบเพิ่มเติมโดย

ตรวจวัดปริมาณวิตามินบี 12 ที่อยูในรูปแบบอื่นอันเนื่องมาจากการเติมโซเดียมไซยาไนดดวยเครื่อง UV-Vis 

spectroscopy พบวาไมสามารถตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงใดใดไดซึ่งอาจเปนเหตุมาจาก ปริมาณวิตามินบี 12 

ในผลิตภัณฑที่สกัดไดมีปริมาณนอยมาก จึงทําใหยังไมสามารถยืนยันผลการตรวจสอบนี้ได  

 การศึกษาการเจือจางความเขมขนสําหรับ premixes ที่มีขอกําหนดปริมาณวิตามินบี 12 สูง จาก

การทดลอง พบวาไดคาการวิเคราะหสูงขึ้น ซึ่งในความเปนจริงหากคา capacity ของเจลไมไดมีผล คาการ

ทดลองควรไดเทากัน อยางไรก็ดีผลการทดลองที่ไดเปนเพียงแคขอมูลชุดเดียว จึงไมอาจสรุปไดแนชัดวาการ

เจือจาง สงผลตอการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ควรศึกษาตอไป  จากผลการทดลองการเจือจางความ

เขมขน จึงไดศึกษาในสวนของประสิทธิภาพ immunoaffinity gel column โดยเปรียบเทียบ % recovery 
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ของ STD ที่ความเขมขน สูง กลาง ตํ่า พบวา ในทุกความเขมขน % recovery เทากับ 98 % ทุกคอลัมน ซึ่ง

อยูในชวงที่ตัวแทนจําหนายยอมรับคือ 88% - 105 % นอกจากนี้ยังทําการทดลองเพ่ิมเติม โดยใชสารตัวอยาง

จาก bulk เด ียวกัน 3 ซ ํ ้า พบว าคาการว ิเคราะหปร ิมาณวิตามินบี 12 ใกล เค ียงกัน จ ึงสร ุปได วา 

immunoaffinity gel มีประสิทธิภาพในการใชงาน 

 การศึกษาการละลายของผลิตภัณฑ premixes โดยใชอุณหภูมิของนํ้าที่ละลายตางกัน พบวา การ

ใชนํ้าอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ทําให premixes ละลายไดดีกวา การใชนํ้าที่อุณหภูมิหองในการละลาย  

 การศึกษาการละลายของผลิตภัณฑ premixes โดยใชตัวทําลายคือนํ้าในปริมาณมากขึ้น พบวา

ปริมาณวิตามินบี 12 ที่วิเคราะหไดจากการละลาย premixes ในนํ้าปริมาตร 200 มิลลิลิตรมีแนวโนมสูงกวา 

การใชนํ้าปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

 การศึกษาการละลายของ premixes โดยเพิ ่มระยะเวลาในการแชลงในอางนํ ้าความถี ่สูง 

(sonicate)  ผลการทดลองทั้งสามซํ้า พบวา เมื่อเพิ่มระยะเวลาจาก 15 นาที เปน 30 นาที ผลการวิเคราะห

ปริมาณวิตามินบี 12 มีแนวโนมเพ่ิมข้ึน  

 การศึกษาปร ิมาณของเมทานอลในการชะ cyanocobalamin ที ่ย ึดต ิดกับ monoclonal 

antibody  ออกจาก immunoaffinity gel column พบวาการใชเมทานอลปริมาณ 3 มิลลิลิตรเพียงพอตอ

การชะ cyanocobalamin ออกมาไดทั้งหมด  

 การศึกษาระยะเวลาในการเขยา immunoaffinity gel column เปรียบเทียบระหวางการใชเวลา

ในการเขยา 5, 10 และ 15 นาที ตามลําดับ พบวาในผลิตภัณฑที่มีขอกําหนดของผลิตภัณฑของปริมาณวิตามิน

บี 12 นอย คาการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ในผลิตภัณฑชนิดเดียวกันใกลเคียงกันมากที่ระยะเวลาตางๆ 

ดังนั้น เวลาในการเขยาไมมีผลอยางชัดเจน สวนผลิตภัณฑที่มีขอกําหนดของผลิตภัณฑของปริมาณวิตามินบี 

12 มาก การเพ่ิมระยะเวลาในการเขยามีแนวโนมวาจะไดคาการวิเคราะหเพิ่มข้ึน 
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ขอเสนอแนะ 

1. ควรทําการวิจัยเกี ่ยวกับผลของการเติมโซเดียมไซยาไนดที ่มีโอกาสทําให cyanocobalamin 

เปลี่ยนไปอยูในรูปแบบอื่นๆที่ไมเสถียรหรือการดูดกลืนแสง UV ไมไดอยูที่ความยาวคลื่น 361 nm. 

ดวยเครื่องมือที่สามารถตรวจวัดวิตามิน บี12 ที่มีอยูในปริมาณตํ่า เชน LC-MS หรือ LC-MS-MS. 

2. ควรศึกษาเพิ่มเติม วาการใชนํ้าที่มีอุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียส จะทําใหไดคาการวิเคราะห

วิตามินบี 12 จะสูงขึ้นหรือไม.  เนื่องดวยวิตามินบี 12 สามารถทนความรอนไดสูงถึง 120  องศา

เซลเซียส ดังนั้นหากใชนํ้าที่อุณภูมิสูงแตไมเกิน 120 องศาเซลเซียส การละลายของ premixes จะดี

ขึ้นและคาการวิเคราะหวิตามินบี 12 ควรมีแนวโนมเพ่ิมสูงขึ้น 

3. การใชนํ้าในการสกัดมากกวา 200 ml (โดยสารสกัดยังคงมีวิตามิน บี 12 อยู ในชวง 0.01-0.5 µg/mL 

ของ capacity immunoaffinity gel อาจทําให premixes ละลายไดดีข้ึน  

 อยางไรก็ตามผลจากการศึกษาวิจัยเบื้องตนนี้แสดงใหเห็นวา สามารถที่จะหาสาเหตุในขั้นตอนของ

การวิเคราะหวิตามินบี 12 ตางๆได นอกจากนี้ยัง สามารถพิสูจนไดวา immunoaffinity gel ทุกคอลัมนมี

ประสิทธิภาพเทากัน และประยุกตใชการแกไขไดตามเปาหมายเบื้องตนที่ตั้ งใจไว แตเนื่องดวยมีขอจํากัดของ

ระยะเวลาในการทํางานวิจัยมาเกี่ยวของดังนั้นยังตองศึกษาเพิ่มเติมในอีกหลายอยาง และจากปญหาที่พบคือ 

คาการวิเคราะหวิตามินบี 12 ในผลิตภัณฑนมของไมสอดคลองกับขอกําหนดของผลิตภัณฑ และผลการ

วิเคราะหของตัวแทนจําหนาย โดยเฉพาะใน polyvitamin premixes ที่มีปริมาณวิตามินบี 12 สูง ไดผลการ

วิเคราะหวิตามินบี 12 ไมคงที่ ทั้งนี้อาจเปนผลมาจาก การใชวิธีการวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 ของทาง

บริษัท Mead Johnson Nutrition กับ บริษัทตัวแทนจําหนาย แตกตางกัน ในขั้นตอนของการเตรียมตัวอยาง 

การสกดัวิตามินบี 12 โดยใชสารเคมีท่ีแตกตางกัน อีกท้ังสภาวะของเครื่องโครมาโทรกราฟของเหลวสมรรถนะ

สูง ซึ่งใช flowrate, เฟสเคลื่อนที่ ตางกัน และตรวจวัดที่คนละความยาวคลื่น จึงทําใหคาการวิเคราะหของทั้ง

สองบริษัทไมสอดคลองกัน  

ทั้งนี้คาดวาหากสามารถพัฒนาวิธีการตรวจสอบปริมาณวิตามินบี 12 ไดและหาสภาวะของขั้นตอน

ตางๆไดอยางเหมาะสม จะสามารถตรวจสอบปริมาณวิตามินบี 12 ในผลิตภัณฑนมไดครอบคลุมกับผลิตภัณฑ

ของบริษัทไดอยางมากที่สุด ใหมีคาการวิเคราะหที่ดีขึ้น อีกทั้งใหผลการวิเคราะหสอดคลองกับขอกําหนดของ

ผลิตภัณฑ  ไดอยางถูกตองแมนยําตามหลักเกณฑของ AOAC  
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