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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหสีอีริโทรซิน
ในอาหารโดยเทคนิค HPLC 
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บทคดัยอ  สอีริีโทรซนิอยูในกลุมสอีนิทรยีสงัเคราะหชนิดหนึง่ เปนสทีีม่คีวามไวตอแสงและความรอน จัดเปนวตัถเุจือปนอาหาร 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 418 พ.ศ. 2563 ออกตามความในพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 เรื่องกําหนด

หลักเกณฑ เงื่อนไข วิธีการใช และอัตราสวนของวัตถุเจือปนอาหาร (ฉบับที่ 2) การศึกษานี้ไดพัฒนาและปรับปรุงวิธีวิเคราะห

ปริมาณสีอีริโทรซินในอาหารซ่ึงเดิมใชการสกัดดวย 1-butanol แลววัดปริมาณดวยเคร่ือง spectrophotometer ซึ่ง

เหมาะสําหรับตัวอยางอาหารท่ีละลายน้ําเทาน้ัน โดยเปล่ียนมาเปนการสกัดตัวอยางแตละกลุมอาหาร (อาหารท่ีละลายน้ํา, อาหาร

ไมละลายน้ํา และอาหารประเภทท่ีมีไขมัน) แลวใชเทคนิค HPLC ในการตรวจวัดปริมาณ จากการทดสอบพบวาวิธี

มีความจําเพาะเจาะจง ถูกตอง แมนยํา และความเปนเสนตรงอยูในชวง 0.10 ถึง 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยมีคาสัมประสิทธ์ิ

การตัดสินใจ (R2) มากกวา 0.9995 แตละกลุมอาหารมีพารามิเตอรตางๆ ดังนี้  ขีดจํากัดการตรวจมีคา 0.06, 0.10 และ 0.10 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ  ขีดจํากัดการวิเคราะหปริมาณมีคา 0.20, 0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ  

ความเทีย่งตรงแสดงดวยคาเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพัทธ (%RSD
r
) มคีาไมเกนิ 1.5%, 4.5% และ 2.9% ตามลาํดบั ความแมนยาํ

แสดงดวยคาเฉลี่ยของ %recovery อยูในชวงรอยละ 96.1 - 99.4, 92.1 - 95.1 และ 83.3 - 96.0 ตามลําดับ วิธีวิเคราะหนี้

สามารถใชวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซิน ครอบคลุมในทุกกลุมอาหารโดยมีความจําเพาะเจาะจง ถูกตอง และแมนยํา

คําสําคัญ: สีอีริโทรซิน, อาหาร, เทคนิค HPLC
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บทนํา

HPLC หรอื High Performance Liquid Chromatography เปนเครือ่งมอืทีใ่ชวิเคราะหกลุมของสารประกอบ

อินทรียที่ไมระเหย หรือกลุมสารประกอบอินทรียที่สามารถระเหยไดปานกลาง โดยตัวอยางที่จะนํามาวิเคราะหจะตอง

พิจารณาถึงความสามารถในการละลายของสารที่ตองการวิเคราะหกับตัวทําละลายอินทรียผสมที่ใชกอน เพื่อปองกัน

การไมละลายเขาดวยกัน หรือการตกตะกอนของตัวทําละลายผสม และไมใหเกิดการอุดตันในระบบ รวมทั้งพิจารณา

คาการดูดกลืนคลื่นแสงของตัวทําละลายอินทรียดวย (UV cut-off)(1)

เทคนคิการแยกองคประกอบของสารผสมของเครือ่ง HPLC อาศยัความแตกตางของอตัราการเคลือ่นท่ีของ

แตละองคประกอบของสารผสมบนเฟสคงที่ (Stationary phase) ซึ่งอยูในคอลัมน ภายใตการพาของเฟสเคลื่อนที่ 

(Mobile phase) คือตัวทําละลายอินทรียผสม เมื่อสารที่ตองการวิเคราะหผานเขาสูเครื่อง HPLC สารดังกลาวจะถูก

พาเขาสูคอลมันโดยตวัทําละลายอนิทรยีผสม เพือ่ใหเกดิการแยกสาร (Separation) โดยอาศยัการทาํปฏกิริยิาระหวาง

สารที่อยูภายในคอลัมน และความสามารถในการละลายของสารผสม

สีอีริโทรซิน (C
20
H

6
I

4
Na

2
O

5
) ดังแสดงในภาพท่ี 1 หรือ Food Red No.3 ตามการจัดกลุมสีของ US. FDA 

หรือ E 127 ตามการจัดกลุมสีของ European Food Safety Authority (EFSA) จัดอยูในกลุมของสีอินทรียสังเคราะห 

สามารถละลายไดในน้ําและเอทานอล ไวตอแสงและความรอน มีเชดสีชมพูเชอรร่ีถึงแดง (2)  ในป ค.ศ. 1989 the EU 

Scientific Committee for Food (SCF) และ ป ค.ศ. 1990 the Joint FAO/WHO Expert Committee on 

Food Additives (JECFA) ไดมีการประเมินและกําหนดคา Acceptable Daily Intake (ADI) ของสีอีริโทรซิน

เทากับ 0-0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมนํ้าหนักตัวตอวัน  ตอมาป ค.ศ. 2011 SCF และป ค.ศ. 2018 JECFA มีการ

ทบทวนคา ADI โดยยังคงคาเดิม(3)

ภาพที่ 1 โครงสรางทางเคมีของสีอีริโทรซิน

สีอีริโทรซินมีคา ADI ต่ํา แมไดรับปริมาณนอยอาจสงผลตอสุขภาพได มีรายงานถึงพิษภัยของสีชนิดนี้

เนื่องจากโครงสรางโมเลกุลของสีอีริโทรซินมีไอโอดีนเปนสวนประกอบอยูรอยละ 57.6 โดยอาจมีผลกระตุนการทํางาน

ของตอมไทรอยด ซึ่งอาจสงผลทําใหเกิดเน้ืองอกที่ตอมไทรอยดได หรือทําใหมีอาการไวตอแสง (phototoxicity)

อยางไรก็ตามจากรายงานความคิดเห็นทางวิทยาศาสตรของ EFSA ซึ่งเปนหนวยงานของประเทศในกลุมสหภาพ

ยุโรป ไดสรุปวา สีอีริโทรซินถูกดูดซึมเขารางกายไดเล็กนอย ไมมีการสะสม และไอโอดีนในสีอีริโทรซินไมไดถูกสลาย

ออกมา ซึ่งสีชนิดนี้นิยมใชในอาหารประเภทเชอรรี่เช่ือม ลูกอม หมากฝรั่ง เปนตน สําหรับประเทศไทยอนุญาต

ใหใชในอาหารไมกี่ประเภท โดยชนิดอาหารและปริมาณที่ใชตองเปนไปตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข

(ฉบับที่ 418) พ.ศ. 2563 ออกตามความในพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 เรื่องกําหนดหลักเกณฑ เงื่อนไข

วิธีการใช และอัตราสวนของวัตถุเจือปนอาหาร (ฉบับที่ 2)(3) ซึ่งอนุญาตใหใชในหมวดอาหาร ดังแสดงในตารางที่ 1 

โดยมีเงื่อนไขดังนี้ 
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ตารางที่ 1  หลักเกณฑ เง่ือนไข วิธีการใช และอัตราสวนของวัตถุเจือปนอาหารซึ่งอนุญาตใหใชในหมวดอาหาร

หมวดอาหาร
ปริมาณสูงสุดที่อนุญาต
(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

เงื่อนไข*

แยม เยลลี่ และมารมาเลด 200 TH61

ผลไมแชอิ่ม เชื่อม หรือเคลือบดวยนํ้าตาล 200 54

ผัก สาหรายทะเล ดอง 30

หมากฝรั่ง 50

ผลิตภัณฑใชเคลือบหรือแตงหนาขนมและซอสหวาน 100

ผลิตภัณฑเนื้อสัตวทั้งชิ้นหรือตัดแตง และผานกรรมวิธี 30 4, 16, XS96, XS97

ผลิตภัณฑเนื้อสัตวบดและผานกรรมวิธี 30 4, 290, XS88

เงื่อนไข*

4 = ใชเฉพาะประทับตรา หรือทําเครื่องหมายบนผลิตภัณฑเทานั้น

16 =  ใชสําหรับเคลือบหรือตกแตงผิวในผักและผลไม เนื้อสัตวหรือปลา

54 =  ใชสําหรับเชอรี่ค็อกเทลและเชอรี่ตกแตงขนมเทานั้น

TH61 =  สําหรับผลิตภัณฑตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 213) พ.ศ. 2543 เรื่อง แยม เยลลี่ 

        และมารมาเลด ในภาชนะบรรจุที่ปดสนิท เทานั้น

XS88 =  ยกเวนผลิตภัณฑตาม Standard for Corned Beef (CODEX STAN 88-1981)

XS96  =  ยกเวนผลิตภัณฑตาม Standard for Cooked Cured Ham (CODEX STAN 96-1981)

XS97  =  ยกเว นผลิตภัณฑตาม Standard for Cooked Cured Pork Shoulder (CODEX STAN 

  97-1981)

ในอดีตสํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร วิเคราะหหาปริมาณสีอีริโทรซินในอาหารโดยใชการสกัด

ตัวอยางดวย 1-butanol แลวนําไปตรวจวัดปริมาณโดยเครื่อง spectrophotometer(4, 5) ซึ่งวิธีดังกลาวเหมาะกับ

ตัวอยางอาหารในกลุมที่ละลายนํ้า โดยอาหารกลุมอ่ืนๆ จะไมสามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณได และแมวาเทคนิค

spectrophotometer จะสามารถหาสีอรีโิทรซินในตวัอยางทีล่ะลายนํา้ แตถาในตวัอยางอาหารชนดินัน้มกีารใชสอีรีโิทรซิน

รวมกับสีอินทรียสังเคราะหอื่น จะตองทําการแยกแตละสีที่ผสมอยูในตัวอยางใหเปนสีเดี่ยวดวยเทคนิค paper 

chromatography กอน แลวจึงนําแถบสีที่แยกไดมาตรวจวัดปริมาณซํ้าดวยเครื่อง spectrophotometer ทําใหเพิ่ม

ระยะเวลาการตรวจวิเคราะห และใชทรัพยากรของหองปฏิบัติการมากข้ึนไปอีก ดังนั้นทางหองปฏิบัติการวัตถุเจือปน

อาหารจึงพัฒนาและปรับปรุงวิธีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณสีอีริโทรซิน ดวยเครื่อง HPLC(6) ทําใหลดระยะเวลา

วิเคราะห ลดความยุงยากและซับซอนในกรณีที่ตัวอยางมีสีอีริโทรซินรวมกับสีอินทรียสังเคราะหอื่น จากนั้นจึงทําการ

ทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห ไดวิธีที่ถูกตอง แมนยํา สามารถวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซินในหลายกลุมอาหาร

ที่เปนตัวแทนครอบคลุมอาหารทุกประเภทไดอยางถูกตอง แมนยํา 

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน : สีอีริโทรซิน (Sigma, USA) ความบริสุทธ์ิ 92.4% 

สารเคมี HPLC grade ไดแก acetonitrile (RCI-Labscan, Thailand), methanol (RCI-Labscan, 

Thailand) และ iso-propanol (RCI-Labscan, Thailand)
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สารเคม ีAR grade ไดแก ethanol 95% (RCI-Labscan, Thailand), petroleum ether (RCI-Labscan,

Thailand), ammonia solution ≥ 25% (Merck, Germany), diethyl ether (Merck, Germany),               

glacial acetic acid (GAA) ≥ 96% (Merck, Germany),  acetone (RCI-Labscan, Thailand), polyamide

(Fluka, USA),  sand (acid wash) (Sigma-Aldrich, USA), methanol (RCI-Labscan, Thailand), tetrabutyl

ammonium hydroxide 30 hydrate (TBAH) purity ≥ 98.0% (Sigma-aldrich, USA), buffer solution 

pH 5.0 เตรียมโดยเติม TBAH 8.00 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวย iso-propanol 100 มิลลิลิตร และเติมน้ํา

จนครบ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 5.0 ดวย GAA, eluting solution (methanol : น้ํา : ammonia solution 

อัตราสวน 90 : 5 : 5), ethanolic solution (ethanol 95% : ammonia solution อัตราสวน 95 : 5) 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานสีอีริโทรซิน

ชั่งสารมาตรฐานสีอีริโทรซิน 0.1000 กรัม ละลายดวย 50% ethanol เล็กนอย ปรับปริมาตรดวยนํ้าในขวด

วัดปริมาตรสีชา ขนาด 100 มิลลิลิตร ไดสารละลายมาตรฐาน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องระเหยสุญญากาศ, เครื่องชั่งละเอียด 3 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง, pH meter, ultrasonic bath, 

คอลัมนแกว ขนาด ø 1.0 x 25 cm, กระดาษกรองชนิด cellulose acetate ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ขนาด 47 

มลิลเิมตร, syringe filter (Cellulose acetate,  0.45 µm, dia. 13 mm), ชดุกรองสารละลาย และ ชดุกรองตัวอยาง 

เคร่ือง HPLC (WATERS®), Column : Hypersil BDS C
18 

(5µm, 250 × 4.6 mm), Detector : UV/

VIS       

การเตรียมตัวอยาง 

แบงตัวอยางออกเปน 3 กลุม ไดแก กลุมตัวอยางท่ีละลายน้ําได : ใชน้ําอัดกาซ (sparkling water) ท่ีผาน

การทดสอบแลวไมพบสีอินทรียสังเคราะห เปนตัวแทน sample blank, กลุมตัวอยางท่ีไมละลายน้ํา : ใชหนอไมดอง 

โดยปนใหละเอียดดวยเคร่ืองบดปนท่ีผานการทดสอบแลวไมพบสีอินทรียสังเคราะห เปนตัวแทน sample blank,

กลุมตัวอยางท่ีมีไขมันสูง : ใชลูกช้ินหมู โดยปนใหละเอียดดวยเคร่ืองปน ท่ีผานการทดสอบแลวไมพบสีอินทรียสังเคราะห 

เปนตัวแทน sample blank

วิธีวิเคราะห(7, 8)

ตัวอยางท่ีละลายน้ําได : น้ําอัดกาซ ช่ังตัวอยางปริมาณ 10 กรัม ในบีกเกอร เติมน้ํา 50 มิลลิลิตร ปรับใหเปน

กรดดวย gracial acetic acid นาํไปผานคอลมันทีบ่รรจุ polyamide ลางคอลมันดวย นํา้ และ acetone จากนัน้ elute 

สอีรีโิทรซนิออกดวย eluting solution นาํไประเหยดวยเครือ่งระเหยสญุญากาศใหเหลอืปรมิาตรประมาณ 2 มลิลลิติร 

ถายสารละลายลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 10 มลิลิลติร แลวปรบัปรมิาตรใหครบดวยนํา้กลัน่ กรองดวย syringe filter 

ชนิด Cellulose Acetate ขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

ตัวอยางท่ีไมละลายน้ํา : หนอไมดอง ช่ังตัวอยางปริมาณ 10 กรัม ในบีกเกอรเติม ethanol-ammonia solution

(95 : 5) และน้ํา 150 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน กรองตัวอยางผานสําลีและทําการสกัดตัวอยางซ้ําจนกวาสีจากตัวอยาง

จะออกหมดดวยสารผสมเดมิ นาํตัวอยางมาระเหยดวยเครือ่งระเหยสญุญากาศ เพือ่ไล ammonia ปรบัใหเปนกรดดวย 

gracial acetic acid นําไปผานคอลัมนท่ีบรรจุ polyamide ลางคอลมันดวยนํา้ และ acetone จากนัน้ elute สอีรีโิทรซิน

ออกดวย eluting solution นําไประเหยดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ ใหเหลือปริมาตรประมาณ 2 มิลลิลิตร
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ถายสารละลายลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 10 มลิลิลติร แลวปรบัปรมิาตรใหครบดวยนํา้กลัน่ กรองดวย syringe filter 

ชนิด Cellulose Acetate ขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

ตัวอยางท่ีมีไขมันสูง : ลูกช้ินหมู ช่ังตัวอยางปริมาณ 10 กรัม ในบีกเกอร สกัดไขมันออกดวย petroleum 

ether : diethyl ether (อัตราสวน 1:1) 2-3 คร้ัง แลวเทท้ิง นําสวนของตัวอยางมาเติม ethanol-ammonia

solution (95 : 5) 150 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน กรองตัวอยางผานสําลีและทําการสกัดตัวอยางซ้ําจนกวาสีจากตัวอยาง

จะออกหมดดวยสารผสมเดิม นําตัวอยางมาระเหยดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ เพื่อไล ammonia ปรับใหเปนกรด

ดวย gracial acetic acid นําไปผานคอลัมนที่บรรจุ polyamide ลางคอลัมนดวยนํ้า และ acetone จากนั้น elute

สอีรีโิทรซนิออกดวย eluting solution นาํไประเหยดวยเครือ่งระเหยสญุญากาศ ใหเหลอืปรมิาตรประมาณ 2 มลิลลิติร 

ถายสารละลายลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 10 มลิลิลติร แลวปรบัปรมิาตรใหครบดวยนํา้กลัน่ กรองดวย syringe filter 

ชนิด Cellulose Acetate ขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

สภาวะของระบบโครมาโทกราฟ (HPLC) 

Mobile phase : 0.01 M TBAH (pH 5.0) : acetonitrile = 45 : 55, Flow rate : 1 ml/min, Detector:

UV/VIS (λ = 537 nm, Temperature 30°C), Injection volume : 20 µl

การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (System suitability)

ฉีดสารมาตรฐานที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 5 ซํ้า คํานวณ %RSD ของ peak area 

และ retention time (RT) โดยเกณฑการยอมรับคือ %RSD (peak area) ≤ 2.5 และ %RSD (RT) ≤ 1

การคํานวณ : ปริมาณสีอีริโทรซิน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ) =  C × V × D        

                                                                                W

  โดย C =  ความเขมขนของสีอีริโทรซิน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จากกราฟมาตรฐาน

   V  =  ปริมาตรที่ปรับ (มิลลิลิตร)

   W  =  นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม)

   D  =  dilution factor

การทดสอบความถูกตองของวิธี

การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)

เตรียมสารละลาย mixed standard solution โดยใชสีอินทรียสังเคราะหในกลุมสีแดง-ชมพู ไดแก

สแีอลลูรา เรด เอซ,ี สปีองโซ 4 อาร รวมกบัสอีรีโิทรซนิ ทีค่วามเขมขน 10 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร วเิคราะหดวย HPLC 

ตรวจสอบการแยกของสอีริโิทรซนิออกจากสอีืน่ โดยสทีัง้หมดตองมคีา retentiontime แยกจากกนัชดัเจน ซึง่สดีงักลาว

เปนสีประเภทสีแดง-ชมพูที่อนุญาตและมักจะถูกใชทดแทนสีอีริโทรซินในตัวอยางอาหาร

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and working range) 

เตรียมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินที่ความเขมขน 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20 และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ความเขมขนละ 3 ซํ้า กรองผาน syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนกับพื้นที่ใตพีค ทดสอบความเปนเสนตรงโดยสราง regression line คํานวณ

คาสมัประสิทธิก์ารตดัสนิใจ (R2) ซึง่ตองมคีาไมนอยกวา 0.9995 และทาํ residual plots เพือ่ยนืยนัความเปนเสนตรง
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การทดสอบ matrix effect

เตรียม spiked matrix blank (ท้ัง 3 กลุมตัวอยาง) ใหมีความเขมขนท่ีระดับตางๆ เหมือนกับสารละลาย

มาตรฐานท่ีทํากราฟมาตรฐาน ความเขมขนละ 3 ซ้ํา วิเคราะหดวย HPLC และคํานวณคาความเขมขนจากกราฟมาตรฐาน 

ประเมิน matrix effect โดยการ plot ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานท่ีเติมลงไปใน matrix 

blank (แกน x) กับความเขมขนของ spiked matrix blank ท่ีอานไดจากกราฟ (แกน y) ทดสอบความเปนเสน

ตรงและทดสอบวาชวงของความเช่ือม่ัน (confidential interval : CI) ของ slope คลุม 1 หรือไม ท่ีระดับความเช่ือ

ม่ัน 95% ถาคลุม แสดงวาไมมี matrix effect ซ่ึง CI ของ slope (b) คํานวณไดจากสมการท่ี 1

   CI
slope

     =    b ± t(n-2)S
b
                                ……………… สมการที่ 1

b =  slope

S
b
  =  standard deviation ของ slope คํานวณไดจากสมการที่ 2

t   =  คาที่ไดจากตาราง t (two-tailed ที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 และ (n-2) degree of freedom)

   S
b
 =        S

y/x
                                         ……………….สมการที่ 2

                                        ∑ (x
i
 - x)2

S
y/x

 = คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ y-intercept คํานวณไดจากสมการที่ 3

x
i 
   = คาความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน

x   = คาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเฉลี่ย

   S
y/z 

= ∑ (yi - )2                                      ……………….สมการที่ 3

                                            (n-2)

y
i
  = คาสัญญาณที่อานไดจากเครื่องมือวัด

  = คาสัญญาณที่ควรเปน คํานวณโดยใช method of least square 
         (ไดจากสมการเสนตรงของกราฟมาตรฐาน)

การหาขีดจํากัดของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) และขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ
(Limit of Quantitative , LOQ)                            

วิเคราะห sample blank (ทั้ง 3 กลุม) โดยเติมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินที่ระดับความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม จํานวน 10 ซํ้า คํานวณคาความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (s) แลวนํามาประมาณคา LOD และ LOQ จากสมการ 
LOD = 3SD และ LOQ = 10SD

การยืนยันคาขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)
เติมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินท่ีระดับความเขมขน 0.20, 0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยาง 

sample blank กลุมท่ี 1 กลุมท่ี 2 และกลุมท่ี 3 ตามลําดับ จํานวน 10 ซ้ํา คํานวณคารอยละของการกลับคืน

(%recovery) และคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เกณฑการยอมรับความแมนยํา : recovery 80-110% 

และความเท่ียงตรง : Horwitz’s equation

การทดสอบความแมนยํา (Accuracy) และความเที่ยงตรง (Precision)

ทดสอบความแมนยาํและความเท่ียงตรงของวธิโีดยการวเิคราะหตัวอยาง sample blank ทีเ่ตมิสารมาตรฐาน

สอีริีโทรซนิ ที ่3 ระดบัความเขมขน ซ่ึงเปนจุดตํา่สดุ จดุก่ึงกลาง และจดุสงูสดุของชวงใชงาน วเิคราะหระดบัละไมนอยกวา

ŷ
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7 ซ้ํา คํานวณหาคารอยละการกลับคืน (%recovery) และ คารอยละของการเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%relative 

standard deviation, %RSD
r
) ท่ีแตละระดับความเขมขน โดยเกณฑยอมรับความเมนยํา : recovery 80-110% และ

เกณฑยอมรับความเท่ียงตรง : Horwitz’s equation 

กลุมท่ี 1: ตัวอยางท่ีละลายน้ําได และ กลุมท่ี 2 : ตัวอยางท่ีไมละลายน้ํา วิเคราะหท่ีระดับความเขมขน 0.20 

(LOQ), 25 และ 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

กลุมที่ 3: ตัวอยางท่ีมีไขมันสูง วิเคราะหที่ระดับความเขมขน 0.25 (LOQ), 25 และ 50 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม

การทดสอบความเท่ียงตรง Intermediate precision (%RSD
i
) โดยวิเคราะห control sample ตางวัน

วันละ 2 ซ้ํา จํานวน 14 วัน ในตัวอยางกลุมท่ี 2 : หนอไมดอง และกลุมท่ี 3 : ลูกช้ินหมู ซ่ึงเปนตัวแทนของกลุมอาหาร

ที่อนุญาตใหใชสีอีริโทรซินได

การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห (Measurement of uncertainty)

เพ่ือใหผลการวิเคราะหที่ไดถูกนําไปใชมีความนาเช่ือถือมากยิ่งขึ้น และเปนไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025: 2017 ประเมินคาความไมแนนอนของการตรวจวิเคราะห โดยคํานึงถึงแหลงความไมแนนอนทุกแหลง และ

เมื่อรวมคาความไมแนนอนทั้งหมดแลว คํานวณคาความไมแนนอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95%(8)

ผล

การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของวิธี

จากการฉีด mixed standard solution พบวาสามารถแยกสีอีริโทรซินออกจากสีแอลลูรา เรด เอซี และ

สีปองโซ 4 อาร ไดโดยไมมีการรบกวน และมีคา retention time ของสีแอลลูรา เรด เอซี, สีปองโซ 4 อาร และ

สีอีริโทรซิน เทากับ 3.666, 4.133 และ 5.114 นาที ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2  โครมาโทรแกรมของสารละลายมาตรฐาน mix standard solution

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and working range)

ผลการฉีดสารละลายมาตรฐานสอีรีโิทรซนิทีร่ะดบัความเขมขนตางๆ ตัง้แต 0.1 ถึง 50 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร 

ระดบัความเขมขนละ 3 ซํา้ พบความสมัพนัธระหวางความเขมขนกับพืน้ทีใ่ตพคี ซ่ึงคาํนวณความเขมขน และพืน้ทีใ่ตพคี

ไดลกัษณะของกราฟเปนเสนตรงตลอดชวงท่ีทดสอบ และมคีาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (R2) เทากบั 0.999995 และยนืยนั

ความเปนเสนตรงดวย Residual plot ดังแสดงในภาพที่ 3



การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหสีอีริโทรซินโดยเทคนิค HPLC จันทรเพ็ญ โตวิยานนท และสุธาทิพย วิทยชัยวุฒิวงศ

711วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

การทดสอบชวงของความเช่ือม่ัน (confidential interval : CI) ของ slope พบวา slope มีชวงของ

ความเชื่อมั่นตั้งแต 0.9980 ถึง 1.0018 สรุปไดวา ไมมี matrix effect

การทดสอบ Matrix effect

พบความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานที่เติมลงไปใน matrix blank (แกน x) 

กับความเขมขนของ spiked matrix blank ที่อานไดจากกราฟ (แกน y) เปนเสนตรงตลอดชวงที่ทดสอบ โดยมีคา

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เทากับ 0.999999, 1.00000 และ 0.999999 ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 4- 6

ภาพที่ 3   ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐานสีอีริโทรซิน

ภาพที่ 4 ความสมัพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานสอีรีโิทรซนิกบัความเขมขนของ spiked matrix

 blank ของตัวอยางที่ละลายนํ้าได: นํ้าอัดกาช

Matrix effect สี Erythrosine กลุมที่ 1
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ภาพที่ 5  ความสมัพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานสอีรีโิทรซนิกบัความเขมขนของ spiked matrix 

 blank ของตัวอยางที่ไมละลายนํ้า: หนอไมดอง

ภาพที่ 6  ความสมัพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานสีอรีโิทรซนิกบัความเขมขนของ spiked matrix 

 blank ของตัวอยางที่มีไขมันสูง: ลูกชิ้นหมู

การทดสอบชวงของความเช่ือม่ัน (confidential interval : CI) ของ slope พบวา slope มีชวงของความ

เช่ือม่ันต้ังแต 0.9980 ถึง 1.0018 สรุปไดวา ไมมี matrix effect 

การหาขีดจํากัดของการตรวจพบ และขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ                            

ผลวิเคราะห spiked sample blank ที่ระดับความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม จํานวน 10 ซํ้า คํานวณ

คาความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (s) ในตัวอยางกลุมที่ 1 กลุมที่ 2 และกลุมที่ 3 ไดเทากับ 0.016, 0.018 และ 0.024

ตามลําดับ คํานวณคา LOD ไดเทากับ 0.049, 0.055 และ 0.071 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ และคา LOQ

ไดเทากับ 0.164, 0.183 และ 0.237 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ

การทดสอบชวงของความเชื่อมั่น (confidential interval: CI) ของ slope พบวา slope มีชวงของความ

เชื่อมั่นตั้งแต 0.9710 ถึง 1.0166 สรุปไดวา ไมมี matrix effect 

Matrix effect สี Erythrosine กลุมที่ 2

Matrix effect สี Erythrosine กลุมที่ 3
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การยืนยันคาขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

ผลการวิเคราะห sample blank ที่มีการเติมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินในตัวอยาง กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 และ

กลุมที่ 3 ที่ระดับความเขมขน 0.20, 0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ จํานวน 10 ซํ้า คํานวณคารอยละ

ของการกลับคืน (%recovery) อยูในชวง 94.50–97.50%, 88.00-101.00% และ 81.60-84.40% และคาเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 0.991, 4.325 และ 1.078 ตามลําดับ 

การทดสอบความแมนยํา และความเที่ยงตรง 

ผลการวิเคราะห sample blank ท่ีมีการเติมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินในตัวอยาง กลุมท่ี 1 คือ 0.2, 25 

และ 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม กลุมท่ี 2 คือ 0.2, 25 และ 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และกลุมท่ี 3 คือ 0.25, 25 และ 50 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ระดับละ 7 ซ้ํา โดยวิเคราะหในสภาวะ repeatability condition พบความแมนยําท่ีประเมิน

จาก %recovery ท้ัง 3 ระดับ กลุมท่ี 1 คือ 94.50-97.50%, 94.77-99.46% และ 98.78-99.71% ตามลําดับ,

กลุมที่ 2 คือ 88.00-101.50%, 93.04-96.33% และ 92.61-96.10% ตามลําดับ กลุมที่ 3 คือ 82.00-84.40%, 

93.32-97.12% และ 90.07-98.16% ตามลาํดบั ซึง่ผานเกณฑ  %recovery 80-110 และความเทีย่งตรง (%RSD
r
) กลุมท่ี 1

คือ 0.890, 1.457 และ 0.276 ตามลําดับ กลุมที่ 2 คือ 4.473, 1.012 และ 1.125 ตามลําดับ กลุมที่ 3 คือ 0.984, 

1.223 และ 2.881 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 2- 4

ตารางท่ี 2 คา %recovery และ %RSD
r 
(คา LOQ) วิธีวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซินในกลุมอาหาร

กลุมท่ี 1 :  ตัวอยางท่ีละลายน้ําได

ครั้งที่

กลุม 1: นํ้าอัดกาช

ระดับความเขมขน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

0.2 25 50

1 94.50 94.77 99.24

2 96.00 99.01 98.78

3 97.00 98.92 99.17

4 96.00 98.95 99.55

5 97.50 98.88 99.42

6 96.50 99.42 99.71

7 95.50 99.46 99.60

%recovery เฉล่ีย 96.143 98.490 99.354

SD 0.856 1.435 0.274

%RSDr 0.890 1.457 0.276

Predicted Horwitz 13.451 6.504 5.860

HORRAT 0.044 0.148 0.031



Method Validation for Determination of Erythrosine by HPLC Technique
 Janpen Towiyanon 

and Suthatip Vitchaivutivong

714 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

ตารางท่ี 3  คา %recovery และ %RSD
r 
(คา LOQ) วิธีวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซินในกลุมอาหาร

กลุมท่ี 2 : ตัวอยางท่ีไมละลายน้ํา

ครั้งที่

กลุม 2: หนอไมดอง

ระดับความเขมขน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

0.2 25 50

1 91.50 93.04 92.61

2 88.00 94.54 94.36

3 101.50 95.70 95.60

4 90.00 96.33 96.10

5 95.00 95.30 95.96

6 90.00 95.98 94.64

7 88.50 94.71 95.60

%recovery เฉล่ีย 92.071 95.083 94.982

SD 4.119 0.962 1.068

%RSDr 4.473 1.012 1.125

Predicted Horwitz 13.451 6.504 5.860

HORRAT 0.333 0.156 0.192

ครั้งที่

กลุม 3: ลูกชิ้นหมู

ระดับความเขมขน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

0.25 25 50

1 84.00 96.66 97.99

2 82.00 96.34 97.05

3 83.20 93.32 98.16

4 82.40 95.50 97.80

5 83.20 97.12 93.79

6 84.40 96.63 90.07

7 84.00 96.11 96.72

%recovery เฉล่ีย 83.314 95.956 95.940

SD 0.820 1.174 2.764

%RSDr 0.984 1.223 2.881

Predicted Horwitz 13.007 6.504 5.860

HORRAT 0.076 0.188 0.492

ตารางท่ี 4  คา %recovery และ %RSD
r
 (คา LOQ) วิธีวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซินในกลุมอาหาร

กลุมท่ี 3 : ตัวอยางท่ีมีไขมันสูง
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ผลการทดสอบ Intermediate precision (%RSD
i
) โดยทําการวิเคราะห control sample (ในตัวอยาง

หนอไมดองและลกูชิน้หมู ซึง่เปนกลุมตวัอยางทีอ่นญุาตใหใชสอีรีโิทรซนิ) ทีร่ะดบัความเขมขน 30 มลิลกิรมัตอกโิลกรัม 

วันละ 2 ซํ้า จํานวน 14 วัน นํามาวิเคราะหดวยสถิติ one way anova(9) พบมีคาเทากับ 1.32 และ 1.16 ตามลําดับ และ

คา HORRAT เทากับ 0.195 และ 0.171 ตามลําดับ ซึ่งผานเกณฑ HORRAT ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางท่ี 5  ผลการทดสอบ Intermediate precision (%RSD
i
) : ทําการวิเคราะหตางวัน วันละ 2 ซ้ํา

วันที่

ปริมาณสีอีริโทรซิน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

กลุม 2: หนอไมดอง กลุม 3: ลูกชิ้นหมู

1 2 1 2

1 28.219 28.330 28.938 28.794

2 28.502 28.479 28.780 28.994

5 28.848 29.030 29.323 28.560

6 28.460 29.096 29.035 29.189

7 29.067 28.943 28.940 29.139

8 29.070 29.129 28.826 29.121

9 29.161 29.141 28.614 29.037

12 28.724 28.027 28.614 28.198

13 28.309 29.298 29.259 29.574

14 28.938 28.451 28.514 29.358

 N = 20 20

%RSD
i

1.32 1.16

Expected %RSD 6.779 6.779

HORRAT 0.195 0.171

เกณฑยอมรับ HORRAT ≤ 2 Pass Pass

การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห

ประเมินคาความไมแนนอนของวิธีวิเคราะหจากคารวมของผลกระทบทั้งหมดที่มีตอผลทดสอบที่เปน

เชิงปริมาณ ไดแก ความไมแนนอนจากความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน การสอบเทียบเครื่องชั่ง เครื่องแกวที่ใชเตรียม

สารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยาง ความเขมขนของสารที่อานไดจากเคร่ือง HPLC การวิเคราะหซํ้าจาก

คารอยละของการคืนกลับ (%recovery) การทดสอบความถูกตองของวิธี นํามาคํานวณคาความไมแนนอนรวม

(combined uncertainty, uc) ซึ่งผลการคํานวณคาความไมแนนอนขยาย (expanded uncertainty, U) ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% โดยใชคา coverage factor (k) เทากับ 2 คือ 0.684 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ดังแสดงในตารางที่ 6 

และแสดงแหลงของความไมแนนอนในสัดสวนที่ตางกัน  ดังแสดงในภาพที่ 7
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ตารางที่ 6  การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสีอีริโทรซินในอาหาร(10, 11)

Value, x
i

Unit uxi ux
i
/x

i

สัดสวนแหลง
ความไมแนนอน

(%)

1. Standard

Pu
std

0.00067312722 0.04

  -V
Pu

50 ml 0.0190000000 0.00038000000

  -P
Pu

0.25 ml 0.0001389020 0.00055560800 0.01

  -V
std1

50 ml 0.0190000000 0.00038000000 0.63

  -M
std

0.0739 g 0.0001909190 0.00258347767 0.14

  -V
curve

0.00121730728

  -V
std2

50 ml 0.0190000000 0.00038000000
  -V

std3-6
10 ml 0.0079881162 0.00079881162

  -P
std1,4-5

5 ml 0.0032198098 0.00064396196
  -P

std2
0.1 ml 0.0000375932 0.00037593220

  -P
std3

1 ml 0.0003785829 0.00037858288

2. Sample

  -M
s

10 g 0.0021213200 0.00021213200 0.01

  -V
s

10 ml 0.0041036569 0.00041036569 0.02

3. C
o
 read from curve 10.480 ug/ml 0.0676416310 0.00645435410 3.91

4. Precision (%RSD) 1 - 0.0288100000 0.02881000000 77.94

5. Recovery 100 % 1.3574898520 0.01357489852 17.30

relative combined standard uncertainty (uc/c) 
Stamdard uncertainty (uc) 
Expanded uncertainty (U),
k = 2  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
Reported value: 10.47 ± 0.68  mg/kg

=  0.03263310820           (c = 10.474 mg/kg)   
=  0.03263310820 × 10.474 mg/kg   =   0.34 mg/kg
=  0.34 × 2  =  0.68  mg/kg

ภาพที่ 7  คาความไมแนนอนจากแหลงตางๆ ในความไมแนนอนรวม

ux
i
/x

i
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วิจารณ

การวิเคราะหปรมิาณสอีรีโิทรซนิในอาหาร แตเดมิมกีารวเิคราะหปรมิาณโดยใชเครือ่ง spectrophotometer

และสกดัสใีนตวัอยางโดยใช 1-Butanol ซึง่ในการวิเคราะหดวยวิธดีงักลาวมขีอจาํกัดหลายประการ เชน การใช 1-butanol

ในการสกัดสีออกจากตัวอยาง วิธีน้ีตัวอยางจะตองอยูในสภาวะที่ละลายนํ้าจึงจะสามารถสกัดสีอีริโทรซินออกจาก

ตัวอยางไดหมด แตตัวอยางบางประเภท เชน ผลไมเชื่อมแหง หรือเนื้อสัตวแปรรูป การจะละลายสีอีริโทรซินออกมา

จําเปนตองมีสารละลายแอลกอฮอลลผสมกับสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซค เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการดึงสี

ดังกลาวออกจากผลิตภัณฑ ซ่ึงถาสารสกัดมีแอลกอฮอลลผสมอยู เม่ือเติม 1-butanol เพ่ือแยกสวนของสี สารละลาย

จะรวมเปนเน้ือเดียวกันไมสามารถแยกกันได ประกอบกับ 1-butanol เปนสารละลายท่ีมีกล่ินฉุนและมีราคา

คอนขางสูง และจุดออนอีกประการหน่ึงของการวัดโดยเคร่ือง spectrophotometer คือเหมาะกับการหาปริมาณสีท่ีเปนสี

เด่ียวๆ เทาน้ัน ในกรณีท่ีตัวอยางมีสีผสมมากกวา 1 สี การตรวจวิเคราะหสีอีริโทรซินจะมีความซับซอนและยุงยากมากข้ึน

โดยจะตองนําตัวอยางดังกลาวไปทําการแยกผาน paper chromatography จากน้ันทําการตัดเฉพาะสวนท่ีเปนสีอีริโทรซิน

มาละลายและระเหยแหงในถวยระเหยจากน้ันจึงนํามาปรับปริมาตรในปริมาณท่ีแนนอน ดังน้ันเพ่ือลดปญหา

ดังกลาวไมวาจะเปนดานการสกัดตัวอยางสีอีริโทรซินออกจากตัวอยาง ปญหาดานกล่ินของสารละลาย ปญหาเร่ืองราคา 

หรือการสกัดสีออกจากตัวอยางในกรณีท่ีตัวอยางน้ันมีสีสังเคราะหผสมอยูมากกวา 1 ตัว และมีสีอีริโทรซินรวมดวย 

สามารถทําการสกัดดวยวิธีขางตนเพียงคร้ังเดียวและนํามาฉีดกับเคร่ือง HPLC ในอัตราสวนของสีผสมท่ีอยูในตัวอยาง

ชนิดน้ัน ไดมีการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ HPLC โดยปรับอัตราสวนของ mobile phase เพ่ือไมใหพีคของสีอีริโทร

ซินถูกรบกวนโดยสีอ่ืน จนไดอัตราสวนท่ีเหมาะสม เน่ืองจากสีอีริโทรซินมีความไวตอแสงและความรอน จึงปรับเปล่ียน

วิธีการโดยใชวิธีการระเหยโดยใชเคร่ืองระเหยสุญญากาศแทนการระเหยบนอางน้ํารอน และใชเคร่ืองแกวสีชาหรือ

ทําการปองกันแสงโดยวิธีอ่ืนๆ เชน การหอหุมภาชนะในการวิเคราะหดวยอลูมิเนียมฟอยลระหวางข้ันตอนการวิเคราะห

เพ่ือปองกันการสลายตัวของสีดังกลาว

สีอีริโทรซินนิยมใชในอาหารประเภทเชอรรี่เชื่อม ลูกอม หมากฝรั่ง เปนตน สําหรับประเทศไทยอนุญาต

ใหใชในอาหารไมกีป่ระเภท ตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุ (ฉบบัที ่418) พ.ศ. 2563 ประกอบกบัทางสาํนกัคณุภาพ

และความปลอดภยัอาหารรวมกบัสาํนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ไดทาํการเฝาระวงัอาหารในกลุมทีย่งัไมอนญุาต

ใหใชสีอีริโทรซินโดยเก็บตัวอยางสงตรวจวิเคราะหอยางตอเนื่อง โดยเฉพาะตัวอยางในสวนอายัดกักกันจากการตรวจ

พบการใชสีอรีโิทรซนิท่ีผานมา และเม่ือไดวิธท่ีีเหมาะสมแลวจงึดาํเนนิการทดสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะหทางเคมี

โดยหองปฏิบัติการเดียว(12) ซึ่งไดทําการทดสอบในตัวอยางทั้ง 3 กลุมตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ละลายนํ้าได ตัวอยางที่

ไมละลายนํา้ และตัวอยางท่ีมีไขมันสงู เพือ่ใหเปนตวัแทนครอบคลมุอาหารทกุชนดิ และทดสอบพบวาวธิมีคีวามจาํเพาะ

เจาะจง ถูกตอง แมนยํา และความเปนเสนตรงอยูในชวง 0.10-50.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีคาสัมประสิทธิ์

การตัดสนิใจ (R2) มากกวา 0.9995 วิธน้ีีไมมีผลกระทบจาก matrix effect และแตละกลุมอาหารมคีาพารามเิตอรตางๆ 

ดังนี้ คา LOD เทากับ 0.06, 0.10 และ 0.10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ คา LOQ เทากับ 0.20, 0.20 และ 0.25 

มลิลิกรัมตอกโิลกรมั ตามลาํดบั ความแมนยาํและความเทีย่งตรงอยูในเกณฑ โดย %recovery อยูในชวง 80-110% และ

คา HORRAT นอยกวา 2 การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดเปนเครื่องวัดระดับคุณภาพของผลการทดสอบ 

การแสดงคาความไมแนนอนทําใหคาท่ีรายงานนัน้มคีวามครบถวนสมบรูณและนาเชือ่ถอื จากการประเมนิความไมแนนอน

ของผลการทดสอบสีอรีโิทรซินพบคาความไมแนนอนขยายเทากับ 0.68 มลิลกิรมัตอกิโลกรมั ทีร่ะดบัความเขมขน 10.47 

มลิลกิรมัตอกโิลกรัม ท่ีระดบัความเชือ่ม่ันรอยละ 95 คดิเปน relative uncertainty = 6.5% ดงันัน้วธิวีเิคราะหดงักลาวนี้

สามารถใชวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซิน ครอบคลุมในทุกกลุมอาหารโดยมีความจําเพาะเจาะจง ถูกตอง และแมนยํา

สอีรีโิทรซินจัดอยูในกลุมสีอนิทรียสังเคราะห ซึง่ทางสาํนกัคณุภาพและความปลอดภยัอาหารไดทาํการทดสอบ

ความชํานาญกับ FAPAS อยางตอเนื่อง แตในระยะเวลาหลายปที่เขารวมทําการทดสอบความชํานาญยังไมพบวามี



Method Validation for Determination of Erythrosine by HPLC Technique
 Janpen Towiyanon 

and Suthatip Vitchaivutivong

718 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

การเติมสีอีริโทรซินลงในตัวอยางที่ทําการทดสอบความชํานาญ ดังนั้นทางผูวิเคราะหจึงทําการทดสอบ blind sample

รวมกับผูวิเคราะหอื่นอีก 2 คน รวมเปน 3 คน และนํามาวิเคราะหดวยสถิติ one way anova พบวาคาที่ไดไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญ และมีความถูกตองมากกวา 95% 

อยางไรก็ตามการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ควรใชความระมัดระวัง เนื่องจากคอลัมนมีขนาดอนุภาคเล็ก 

ประมาณ 5-10 ไมโครเมตร ดังนั้นเพื่อปองกันการอุดตันในระบบ การเตรียม mobile phase หรือ สารละลายตัวอยาง

ที่จะฉีดเขาเครื่อง HPLC จึงจําเปนตองกรองดวย filter ที่มีขนาด 0.45 ไมโครเมตร นอกจากนี้ควรเลือกใชสารเคมี

ที่เปนเกรด HPLC เพื่อลดผลกระทบที่เกิดขึ้น และกรณีที่ใช degasser ดวยกาซฮีเลียม กาชที่ใชตองมีความบริสุทธิ์

ไมนอยกวา 99.999%

สรุป

การศึกษานี้ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหสีอีริโทรซินในอาหารโดยใชเทคนิคการวิเคราะหดวย HPLC แลวนําไป

ทดสอบความถูกตองของวิธีใหคลอบคลุมท้ังการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของวิธี การทดสอบความเปนเสนตรง

รวมถึงการทดสอบความแมนยําและความเที่ยงตรง โดยผลการทดสอบที่ไดผานเกณฑยอมรับทั้งหมด สรุปไดวาวิธีนี้

มีความถูกตอง แมนยํา เฉพาะเจาะจง เหมาะสมที่จะใชในการตรวจหาปริมาณสีอีริโทรซินในทุกกลุมอาหาร และ

การวิเคราะหสีอีริโทรซินโดยวิธี HPLC ยังมีความสะดวก ชวยลดขั้นตอนในการทํางาน ทําใหลดระยะเวลาในการตรวจ

วิเคราะห จึงมีความเหมาะสมและสามารถนํามาใชในหองปฏิบัติการไดจริง 
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ABSTRACT  Erythrosine is one of organic synthetic color, sensitive to light and heat. It is food additive 

according to the Notification of Ministry of Public Health (No.418) B.E. 2563 issued by virtue of the Food 

Act B.E.2522 Re: prescribing the principle, conditions, methods and proportion of food additives (No.2). 

This study developed and improved erythrosine determination in food from 1-butanol extraction and 

quantified by spectrophotometer which only suitable for water soluble food. We changed the extraction 

process for 3 groups of food (water soluble food, non-water soluble food and fatty food) then quantified 

by HPLC. The method proved to be specific, accurate, precise and linearity and range was 0.10 - 50 mg/kg

with coefficient of determination (R2) greater than 0.9995. Validated parameters of each food groups were 

shown as following: limit of detection (LOD) were 0.06, 0.10 and 0.10 mg/kg respectively, while limit of 

quantification (LOQ) were 0.20, 0.20 and 0.25 mg/kg respectively. Precision expressed as relative

standard deviation (%RSD
r
) were within 1.5%, 4.5% and 2.9% respectively. Accuracy expressed as 

%recovery ranged from 96.1-99.4, 92.1-95.1 and 83.3-96.0 respectively. The method suitable for

erythrosine analysis in all food groups which proved to be specific, accurate and precise. 
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