
นิพนธ์ต้นฉบับ	 ว กรมวิทย พ 2566; 65 (2): 101-113

101วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2566

สุุธาทิิพย์์  วิิทย์์ชััยวุุฒิิวงศ์์  และ ศิิริิธร  พุุฒซ้้อน	
สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในน้ำ�หวาน
ด้วยวิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

บทคัดย่อ   รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ เป็นสารในกลุ่มสตีวิออลไกลโคไซด์ที่สกัดได้จากหญ้าหวาน โดยทำ�หน้าที่เป็น

สารให้ความหวานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 418 พ.ศ. 2563 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ 

รบีาวดโิอไซด ์เอ และสตีวโิอไซด์ โดยทดสอบความใช้ได้ของวธิแีละประมาณคา่ความไมแ่น่นอนของการวดั การทดสอบความถกูตอ้ง 

ของวิธีวิเคราะห์ในน้ำ�หวานด้วยเคร่ือง HPLC เครื่องตรวจวัดชนิดอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร คอลัมน์  

Capcell pak C18 MG II วฏัภาคเคลือ่นทีเ่ปน็สารละลายผสมของ acetonitrile และ 10 mM โพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

pH 2.6 อัตราส่วน 32:68  ผลการทดลองพบว่า ขีดจำ�กัดของการตรวจพบเท่ากับ 2.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ขีดจำ�กัดของการวัด

เชิงปริมาณเท่ากับ 4.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ช่วงของการวัดและความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 2.0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 1 ความแม่นของวิธีประเมินจากร้อยละของการคืนกลับที่ความเข้มข้น 4.0, 28 และ 

140 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ของรีบาวดิโอไซด์ เอ อยู่ในช่วงร้อยละ 96.5-106.9 และสตีวิโอไซด์อยู่ในช่วงร้อยละ 96.0-109.8 

ความเที่ยงของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์มีค่าที่ยอมรับได้ (HORRAT < 2) intermediate precision คำ�นวณจากผล

การวิเคราะห์ตัวอย่างควบคุมคุณภาพของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ เท่ากับ 0.36 และ 0.45 ตามลำ�ดับ สรุปได้ว่าวิธีนี้มี

เหมาะสมที่จะใช้ในการตรวจวิเคราะห์รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในน้ำ�หวานในห้องปฏิบัติการ

คำ�สำ�คัญ:  รีบาวดิโอไซด์ เอ, สตีวิโอไซด์, น้ำ�หวาน, วิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
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บทนำ� 

หญ้้าหวานเป็็นพืืชพื้้�นเมืืองของประเทศบราซิิล

และทางภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือของประเทศปารากวััย 

ในทวีีปอเมริิกาใต้้ หลายประเทศมีีการบริิโภคหญ้้าหวาน

มาเป็็นเวลานาน สำหรัับประเทศไทยมีกีารนำเข้้าหญ้้าหวาน

มาปลููกในปีี พ.ศ. 2518(1) สารสกััดจากใบหญ้้าหวาน 

(Stevia rebaudiana Bertoni วงศ์์ Asteraceae) 

เรีียกว่่า สตีีวิิออลไกลโคไซด์์ เป็็นสารประกอบไกลโคไซด์์ 

ของสารกลุ่่�มไดเทอพีีน ปีี พ.ศ. 2528 มีีรายงาน

การศึึกษาว่่ า  สตีีวิิออลไกลโคไซด์์ทำให้้ เกิิดการ 

กลายพัันธุ์์�ในหนููทดลอง องค์์การอาหารและยาของ

สหรััฐอเมริิกา (US FDA) ประกาศว่่าสารชนิิดนี้้�

ไม่่ปลอดภััย ห้้ามใช้้เป็็นสารปรุุงแต่่งในอาหาร ส่่ง

ผลกระทบไปทั่่� ว โลกรวมถึึงประเทศไทย ต่่อมา 

JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee 

on Food Additives) และ EFSA (European 

Food Safety Authority) ของกลุ่่�มประเทศยุุโรป มีี

การทบทวนเอกสารวิิชาการและประเมิินความปลอดภััย

ของสารดัังกล่่าวและเห็็นร่่วมกัันว่่า สตีีวิิออลไกลโคไซด์์

ไม่่ทำให้้เกิิดมะเร็็ง (carcinogenic) การกลายพัันธุ์์� 

(genotoxic) หรือืมีผีลต่อ่ระบบสืบืพันัธ์ุุ� (reproductive/ 

developmental toxicity) จึึงมีีการอนุุญาตให้้ใช้้ใน

อาหาร โดยกำหนดค่า่ ADI (acceptable daily intake) 

ของสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ (แสดงในรููปสตีีวิิออล) (ADI 

for steviol glycosides, expressed as steviol 

equivalents) 0-4 มิิลลิิกรััมต่่อน้้ำหนัักตััว (กิิโลกรััม) 

ต่่อวััน(2)   

รีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ และสตีวีิโิอไซด์ ์เป็น็สารประกอบ

ไกลโคไซด์์ของสารกลุ่่�มไดเทอพีีน เรีียกว่่า สตีีวิิออล

ไกลโคไซด์์ ได้้จากการสกััดใบของต้้นหญ้้าหวานที่่�เป็็น

สารประกอบส่่วนใหญ่่และมีีสารประกอบสตีีวิิออลไกล- 

โคไซด์อ์ื่่�นๆ อีกีเล็ก็น้อ้ย โครงสร้า้งสารประกอบไกลโคไซด์ห์ลักั 

(รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์) และสตีีวิิออล 

(steviol)(3) ดัังแสดงในภาพที่่� 1

ภาพที่่� 1 โครงสร้้างของสตีีวิิโอไซด์์ รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิออล(3)

สารสกััดสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ใช้้เป็็นวััตถุุเจืือปน

อาหารประเภทสารให้้ความหวาน ลัักษณะเป็็นผงสีีขาว

ถึงึสีเีหลือืงอ่อ่น ละลายได้ด้ีใีนน้ำ้ ให้ค้วามหวานประมาณ 

200-300 เท่่าของน้้ำตาล มีีความคงตััวต่่ออุุณหภููมิิและ 

การถููกไฮโดรไลซ์์ จึึงเหมาะกัับการใช้้ในอาหาร(4,5) ตาม

ประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 418 พ.ศ. 2563 

เรื่่�อง กำหนดหลัักเกณฑ์ ์เงื่่�อนไข วิธิีกีารใช้้ และอััตราส่่วน

ของวััตถุุเจืือปนอาหาร (ฉบัับที่่� 2)(6) อนุุญาตให้้ใช้้ 

สตีวีิอิอลไกลโคไซด์ใ์นเครื่่�องดื่่�มแต่ง่กลิ่่�นรส ปริมิาณสูงูสุดุ

ที่่�อนุุญาต 115 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม โดยมีีเงื่่�อนไขคำนวณ

steviol
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การวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ในน้้ำหวานด้้วยวิิธีี HPLC	สุ ุธาทิิพย์์ วิิทย์์ชััยวุุฒิิวงศ์์ และ ศิิริิธร พุุฒซ้้อน

เป็น็สตีวีิอิอล ตามประกาศสำนักังานคณะกรรมการอาหาร

และยา เรื่่�อง คำชี้้�แจงประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับ

ที่่� 418 พ.ศ. 2563(7) 

การรองรัับการให้้บริิการตรวจวิิเคราะห์์ทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการ สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ จึึงได้้ศึึกษาและทดสอบ 

ความถููกต้้องของวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ 

สตีวีิโิอไซด์์ในน้ำ้หวาน  เพื่่�อให้้เหมาะสมกับัห้อ้งปฏิิบัตัิกิาร 

และสามารถรองรัับความต้้องการของผู้้�รัับบริิการ 

จากการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�ผ่่านมาพบสตีีวิิออลไกลโคไซด์์

อื่่�นๆ ในปริิมาณที่่�น้้อยกว่่า 1 เมื่่�อคำนวณเป็็นสตีีวิิออล 

ดังันั้้�นห้อ้งปฎิบิัตัิกิารจึงึตรวจวิเิคราะห์เ์พียีงสาร 2 ชนิดินี้้� 

โดยการเจืือจางตััวอย่่างด้้วยน้้ำ แล้้วกำจััดสิ่่�งรบกวน

ตามหลัักการ solid phase extraction (SPE) ของ 

Yoshimi Kitada, Michiko Sasaki and Yutaka 

Yamazoe(8) จากนั้้�นตรวจวััดปริิมาณด้้วยเครื่่�อง HPLC 

เครื่่�องตรวจวััดชนิิด UV(9) และทดสอบความถููกต้้องของ

วิิธีีวิิเคราะห์์ตามแนวปฏิิบััติิการทดสอบความถููกต้้องของ

วิิธีีทางเคมีีโดยห้้องปฏิิบััติิการเดีียว(10)     

 

วัสดุและวิธีการ

วััสดุุ: solid phase extraction, SPE (Bond 

Elute C18, 500 mg 3 ml) (Agilent Technologies, 

USA), ขวดปริิมาตรขนาด 5, 10, 20, 50, 100 และ 

1,000 มิิลลิิลิิตร, กระบอกตวงขนาด 200 มิิลลิิลิิตร, ขวด

ขนาด 2 มิิลลิิลิิตร, ตััวกรองชนิิด regenerate cellulose 

(RC) 0.45 ไมครอน ขนาด 13 มิิลลิิเมตร

เคร่ื่�องมืือและอุปุกรณ์์: HPLC (High Perfor- 

mance Liquid Chromatograph) (Waters, รุ่่�น  

Alliance 2695, USA) พร้้อมด้้วยเครื่่�องตรวจวััดชนิิด

ยููวีี (UV detector, รุ่่�น 2487) เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 

0.1 มิิลลิิกรััม (Mettler Toledo, รุ่่�น PG403-S,  

Switzerland) เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 0.01 มิิลลิิกรััม 

(Mettler Toledo, รุ่่�น XS 205, Switzerland) vacuum 

pump (GAST, รุ่่�น DOA-P504-BN, USA) และ 

vacuum manifold

สภาวะของเคร่ื่�อง HPLC: คอลัมัน์์ Capcell pak 

C18 MG II (250 mm x 4.6 mm, 5μm, Shiseido 

Co. Ltd, Japan) Lot No. A4AD11485 พร้้อมด้้วย

การ์์ดคอลััมน์์ชนิิดเดีียวกััน ความยาวคลื่่�นของเครื่่�อง

ตรวจวััดชนิิดยููวีีที่่� 210 นาโนเมตร วััฏภาคเคลื่่�อนที่่� คืือ 

acetonitrile และ 10 mM โพแทสเซีียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต pH 2.6 อััตราส่่วน 32:68 อััตราการไหล 1.00 

มิลิลิลิิติรต่อ่นาที ีตู้้�อบคอลัมัน์ ์อุณุหภูมูิ ิ35 องศาเซลเซียีส 

และปริิมาตรที่่�ฉีีด 5 ไมโครลิิตร 

สารมาตรฐาน: รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ (purity 

99.3%) Lot No. TWK 6296 และสตีีวิิโอไซด์์ (purity 

100.0%) Lot No. ECH3470 (WAKO, Japan)

การเตรีียมสารมาตรฐาน 

สารมาตรฐาน 1:  รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ ความเข้้มข้้น 

1,000 ไมโครกรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร เตรียีมโดยชั่่�งสารมาตรฐาน

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 0.0101 กรััม ใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 10 

มิลิลิลิิติร ละลายและปรับัปริมิาตรด้ว้ย 30% acetonitrile 

สารมาตรฐาน 2: สตีวีิโิอไซด์ ์ความเข้้มข้น้ 1,000 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร เตรีียมโดยชั่่�งสารมาตรฐาน 

สตีีวิิโอไซด์์ 0.0100 กรััม ใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 10 

มิลิลิลิิติร ละลายและปรับัปริมิาตรด้ว้ย 30% acetonitrile 

สารมาตรฐาน 3:  รีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ และสตีวีิโิอไซด์์ 

ความเข้้มข้้น 100 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร เตรีียมโดย

ปิิเปตสารมาตรฐาน 1 และ 2 อย่่างละ 2 มิิลลิิลิิตร 

ใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 20 มิิลลิิลิิตร ปรัับปริิมาตรด้้วย 

30% acetonitrile

สารมาตรฐาน 4: รีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ และสตีวีิโิอไซด์์ 

ความเข้ม้ข้น้ 2, 5, 10, 20, 40, 60 และ 80 ไมโครกรัมัต่อ่

มิลิลิลิิติร เตรียีมโดยปิเิปตสารมาตรฐาน 3 ปริมิาตร 100, 

250, 500, 1,000, 2,000, 3,000 และ 4,000 ไมโครลิิตร 

แยกใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 5 มิิลลิิลิิตร ปรัับปริิมาตรด้้วย 

30% acetonitrile 

สารเคมีีและวิิธีีเตรีียม: acetonitrile (HPLC) 

(Supelco, China), methanol (HPLC) (Supelco, 

Germany), acetone (HPLC) (Honeywell, 

USA), 80% acetonitrile, 30% acetonitrile, 20% 

acetonitrile, โพแทสเซียีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (HPLC) 

(Sigma-Aldrich, Switzerland), กรดฟอสฟอริิก 

(AR) (J.T.Baker, USA), น้้ำ (น้้ำมีีความต้้านทาน ≥ 

10-18 mΩ.cm) และ 10 mM โพแทสเซีียมไฮโดรเจน
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ฟอสเฟต (ชั่่�งโพแทสเซีียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.2 

กรััม ใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 1,000 มิิลลิิลิิตร ละลายและ 

ปรัับปริิมาตรด้้วยน้้ำ แล้้วปรัับ pH เป็็น 2.6 ด้้วย 

กรดฟอสฟอริิก)

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธีี: น้้ำหวานเข้้มข้้น (เฮลซ์์  

บลููบอย รุ่่�นการผลิิต 01-12-2020) นำมาเจืือจางตาม

ฉลากระบุุ น้้ำหวาน 1 ส่่วน ต่่อ น้้ำ 5 ส่่วน โดยเตรีียม 

3 ลิิตร

วิิธีีวิิเคราะห์์: ชั่่�งตััวอย่่าง 35 กรััม ใส่่ขวดปริิมาตร

ขนาด 50 มิิลลิิลิิตร ปรัับปริิมาตรด้้วยน้้ำผสมให้้เข้้ากััน 

ปิเิปตสารละลายตััวอย่า่ง 5 มิลิลิลิิติร ใส่่ใน SPE (การเตรีียม 

SPE: ชะด้้วยตััวทำละลายตามลำดัับ ดัังนี้้� acetone 5 

มิิลลิิลิิตร methanol 5 มิิลลิิลิิตร น้้ำ 5 มิิลลิิลิิตร และ 

20% acetonitrile 10 มิิลลิิลิิตร) จากนั้้�นล้้าง SPE ด้้วย

น้้ำ 3 มิิลลิิลิิตร ตามด้้วย 20% acetonitrile 10 มิิลลิิลิิตร 

ชะสารที่่�ต้้องการด้้วย 80% acetonitrile 2 มิิลลิิลิิตร 

ลงในขวดปริิมาตรขนาด 5 มิลิลิิลิติร ปรัับปริมิาตรด้้วยน้ำ้ 

แล้้วกรองผ่่านตััวกรองชนิิด RC ตรวจวััดปริิมาณด้้วย

เครื่่�อง HPLC  

การคำนวณ

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ หรืือสตีีวิิโอไซด์์ (มิิลลิิกรััมต่่อ

กิิโลกรััม)      =    C × V

             	   W

C	 =	 ความเข้้มข้้นที่่�อ่่านจากกราฟมาตรฐาน 

(ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)

V	 =	 ปริิมาตรที่่�ปรัับ (มิิลลิิลิิตร)

W	 =	น้ ้ำหนัักตััวอย่่าง (กรััม)

Performance characteristic ที่่�ใช้้ 

ทดสอบวิิธีี(10)  

ช่่วงของการวััดและความเป็็นเส้้นตรง (working 

range and linearity): ตรวจวััดสารมาตรฐาน 3 และ 4 

แบบสุ่่�ม ความเข้้มข้้นละ 3 ซ้ำ้ สร้้างกราฟมาตรฐานระหว่่าง 

ความเข้ม้ข้้นของสารมาตรฐานและพื้้�นที่่�ใต้พ้ีคี คำนวณค่่า

สััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ (R2) เกณฑ์์ R2 มากกว่่า 0.995

ขีีดจำกััดของการตรวจพบ (limit of detection, 

LOD): เติิมสารมาตรฐานในตัวัอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธีใีห้้ได้้

ความเข้้มข้้น 2 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ตรวจวิิเคราะห์์ 10 ซ้ำ้ 

เกณฑ์์ตรวจพบสััญญานทุุกตััวอย่่างที่่�ทำซ้้ำ (ประมาณ

ค่่า LOD โดยวิิเคราะห์์ตััวอย่่างที่่�มีีการเติิมสารมาตรฐาน

ความเข้้มข้้น 4 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม จำนวน 10 ซ้้ำ 

คำนวณค่่า standard deviation (SD) แล้้วคำนวณค่่า 

LOD จากสููตร LOD = 3SD)  

ขีดีจำกัดัของการวัดัเชิงิปริมิาณ (limit of quan-

titation, LOQ): เติิมสารมาตรฐานในตััวอย่่างที่่�ใช้้

ทดสอบวิิธีีให้้ได้้ความเข้้มข้้น 4 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ตรวจวิิเคราะห์์ 10 ซ้ำ้ เกณฑ์ร้์้อยละการกลัับคืืน (%recovery) 

อยู่่�ในช่ว่ง 80-110% และ HORRAT น้อ้ยกว่า่ 2 (ประมาณ

ค่่า LOQ โดยวิิเคราะห์์ตััวอย่่างที่่�มีีการเติิมสารมาตรฐาน

ความเข้้มข้้น 4 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม จำนวน 10 ซ้้ำ 

คำนวณค่่า SD แล้้วคำนวณค่่า LOQ จากสููตร LOQ = 

10SD)

matrix effect: เตรีียมสารมาตรฐานเช่่นเดีียว

กัับสารมาตรฐาน 3 และ 4 โดยใช้้สารละลายที่่�สกััดจาก

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธีีปรัับปริิมาตรแทนน้้ำ ตรวจวััด

ความเข้้มข้้นละ 1 ซ้้ำ เกณฑ์์ confidence interval (CI) 

ของ slope คลุุม 1 และ CI ของ y-intercept คลุุม 0

ความแม่่น (accuracy) และความเที่่�ยง (preci-

sion): เติมิสารมาตรฐานในตัวัอย่า่งที่่�ใช้ท้ดสอบวิธิีใีห้ไ้ด้้

ความเข้้มข้น้ 28 มิลิลิิกรัมัต่อ่กิโิลกรััม และ 140 มิลิลิิกรัมัต่อ่

กิโิลกรัมั ตรวจวิิเคราะห์์ความเข้้มข้น้ละ 7 ซ้ำ้ เกณฑ์ร้์้อยละ 

การกลับัคืนือยู่่�ในช่่วง 90-107% และ HORRAT น้อ้ยกว่า่ 2  

ความเฉพาะเจาะจง (selectivity): ฉีีดสาร 

มาตรฐานแอสพาแตม ซััคคาริิน อะซีีซััลเฟม-เค และ 

ซููคราโลส ที่่�ความเข้้มข้้น 100 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร 

ตรวจสอบว่่า RT ไม่่ตรงกััน

การประเมิินค่่าความไม่่แน่่นอนของการวัด 

(estimation of measurement uncertainty)(11)

ประเมิินค่า่ความไม่่แน่น่อนของการตรวจวิิเคราะห์์ 

เพื่่�อให้้เป็็นไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

โดยคำนึึงถึึงแหล่่งความไม่่แน่่นอนทุุกแหล่่ง เมื่่�อรวมค่่า

ความไม่แ่น่น่อนทั้้�งหมด คำนวณค่่าความไม่่แน่น่อนขยาย

ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% 
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ผล 

ตััวอย่่ างที่่� ใช้้ทดสอบวิิธีี ไม่่พบสััญญานของ 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ เมื่่�อฉีีดสารมาตรฐาน

ผสม พบการแยกของพีีคของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ 

สตีวีิโิอไซด์ ์(peak resolution = 1.62) ดังัแสดงในภาพที่่� 2  

ส่ว่นการทดสอบการรบกวนของสารให้ค้วามหวานชนิดิอื่่�น 

ได้แ้ก่่ แอสพาแตม ซัคัคาริิน อะซีีซัลัเฟม-เค และซููคราโลส 

ที่่�อาจมีีการเติิมในผลิิตภััณฑ์์ร่่วมกัับสารรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ

และสตีีวิิโอไซด์์ ดัังแสดงในภาพที่่� 3

ภาพที่่� 2	 Chromatogram ของตััวอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธี ี(ภาพบน)  และ  chromatogram ของสารมาตรฐานรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ

	 และสตีีวิิโอไซด์์ ที่่�ความเข้้มข้้น 20 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร (ภาพล่่าง)

จากการตรวจวัดัสารมาตรฐาน 8 ระดับั ที่่�ความเข้ม้ข้น้ 

2, 5, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตร พบช่่วงของการวััดและความเป็็นเส้้นตรงของ 

รีบีาวดิิโอไซด์ ์เอ และสตีีวิโิอไซด์ ์ดังัแสดงในภาพที่่� 4 และ 5 

Residual plot ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์  

ดัังแสดงในภาพที่่� 6 และ 7

ผลการตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธีีที่่�

เติิมสารมาตรฐานความเข้้มข้้น 2.0 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

(LOD) ตรวจพบทุุกการวิิเคราะห์์ 10 ซ้้ำ ความแม่่น 

และความเที่่�ยงของวิิธีี ความแม่่นของการวิิเคราะห์์ 

ที่่�ความเข้้มข้้น 4.0 (LOQ) มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ความเข้้มข้้น 28 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และความเข้้มข้้น 

140 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ค่่าเฉลี่่�ยและ SD ของร้้อยละ

การกลับัคืนืของรีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ เท่า่กับั 101.5±3.10%, 

99.8±0.72% และ 98.5±1.41% ตามลำดัับ ค่่าเฉลี่่�ย

และ SD ของร้้อยละการกลัับคืืนของสตีีวิิโอไซด์์ที่่�ความ

เข้้มข้้น 4.0 (LOQ) มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ความเข้้มข้้น  

28 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และความเข้้มข้้น 140 มิิลลิิกรััม

ต่่อกิิโลกรััม เท่่ากัับ 107.1±2.72%, 99.0±1.55% และ 

99.6±1.71 ตามลำดัับ ความเที่่�ยงของการวิิเคราะห์์

คำนวณค่่า HORRAT ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ ที่่�ความเข้้ม

ข้น้ 4.0 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 28 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 

140 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม เท่่ากัับ 0.36, 0.12 และ 0.28 

ตามลำดัับ ค่่า HORRAT ของสตีีวิิโอไซด์์ที่่�ความเข้้มข้้น 

4.0 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 28 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 

140 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม เท่่ากัับ 0.30, 0.24 และ 0.34 

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 1  
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ภาพที่่� 3	 Chromatogram ของสารมาตรฐานรีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ และสตีวีิโิอไซด์ ์(Std 100) แอสพาแตม (ASP 100)  

	ซั ัคคาริิน (SAC 100) อะซีีซััลเฟม-เค (AK 100) และซููคราโลส (Sucralose 100) 

ภาพที่่� 4  ช่่วงและความเป็็นเส้้นตรงของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 
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 Std 100,	 Date Acquired: 10/11/2021 6:48:02 PM ICT; Vial: 6; lnj #: 6, Channel:
 ASP 100, 	 Date Acquired: 11/24/2021 3:00:40 PM ICT; Vial: 1; lnj #: 1, Channel:
 SAC 100, 	 Date Acquired: 11/24/2021 3:13:40 PM ICT; Vial: 2; lnj #: 2, Channel:
 AK 100, 	 Date Acquired: 11/24/2021 3:24:48 PM ICT; Vial: 3; lnj #: 2, Channel:
 Sucralose 100,  Date Acquired: 11/24/2021 3:38:57 PM ICT; Vial: 4; lnj #: 1, Channel:
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 ภาพที่่� 5  ช่่วงและความเป็็นเส้้นตรงของสตีีวิิโอไซด์์

 ภาพที่่� 6  Residual plot ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ

ภาพที่่� 7  Residual plot ของสตีีวิิโอไซด์์ 

ตารางที่่� 1  %recovery, %RSD และ HORRAT ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ที่่�ความเข้้มข้้น 3 ระดัับ

ความเข้้มข้้นที่่�เติิม
(มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม)

%recovery
ค่่าเฉลี่่�ย±SD 

%RSD HORRAT

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 4.0 (LOQ) 101.5±3.10 3.04 0.36

28 99.8±0.72 0.72 0.12

 140 98.5±1.41 1.43 0.28

สตีีวิิโอไซด์์ 4.0 (LOQ) 107.1±2.72 2.54 0.30

28 99.0±1.55 1.57 0.24

 140 99.6±1.71 1.71 0.34
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 ผลการทดสอบ matrix effect ของรีีบาว- 

ดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ ดัังแสดงในภาพที่่� 8 และ 9 

ตามลำดัับ เมื่่�อทดสอบช่่วงความเชื่่�อมั่่�นของ slope และ 

intercept พบว่่าค่่า CI ของ slope ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 

เท่่ากัับ 0.95 และ 1.05  CI ของ y-intercept ของ 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ เท่่ากัับ -3.74 และ 1.87 ค่่า CI ของ 

slope ของสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ 0.96 และ 1.05 CI ของ 

y-intercept ของสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ -3.97 และ 1.09  

 ภาพที่่� 8  ความสััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ ที่่�เติิมและความเข้้มข้้นที่่�พบ 

 ภาพที่่� 9  ความสััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานสตีีวิิโอไซด์์ที่่�เติิมและความเข้้มข้้นที่่�พบ

ความเข้้มข้้นที่่�เติิม (ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)

ความเข้้มข้้นที่่�เติิม (ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)

เมื่่�อนำข้้อมููลตััวอย่่างควบคุุมคุุณภาพ (quality 

control sample; QC sample) ซึ่่�งเป็น็ตัวัอย่า่งน้ำ้หวาน

ที่่�มีีการเติิมสารมาตรฐานความเข้้มข้้น 20 มิิลลิิกรััมต่่อ

กิิโลกรััม โดยเตรีียมไว้้ประมาณ 1.2 ลิิตร และนำมาตรวจ

วิเิคราะห์ ์2 ซ้ำ้ ทุกุรอบการตรวจวิเิคราะห์ต์ัวัอย่า่งที่่�เข้า้มา

ในห้้องปฏิิบััติิการ เพื่่�อเป็็นการควบคุุมคุุณภาพการตรวจ

วิิเคราะห์์แต่่ละรอบ ดัังแสดงในตารางที่่� 2 ข้้อมููลดัังกล่่าว

ใช้้คำนวณค่า่ intermediate precision (sI) โดยใช้ส้ถิติิิ 

One way ANOVA(12) คำนวณ sI ด้้วยสมการดัังนี้้�

Intermediate precision,	 sI	 = √sr
2 + sbetween2                  	 ……สมการที่่� 1

Within-group variance,	 sr	 = √ MSw                               	 ……สมการที่่� 2

Between group variance,  sbetween = √(MSb – MSw)/n          	 ……สมการที่่� 3

โดย	 MSw	 = 	 within-group mean square

	 MSb	 = 	 between group mean square

พบว่่า sI ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ 0.36 และ 0.45 ตามลำดัับ 
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การวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ในน้้ำหวานด้้วยวิิธีี HPLC	สุ ุธาทิิพย์์ วิิทย์์ชััยวุุฒิิวงศ์์ และ ศิิริิธร พุุฒซ้้อน

ตารางที่่� 2	 Intermediate precision ผลวิิเคราะห์์ตััวอย่่างควบคุุมคุุณภาพของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ 

วัันที่่�วิิเคราะห์์

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 

(มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม)

สตีีวิิโอไซด์์

(มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม)

No. 1 No. 2 No. 1 No. 2

9/2/2564

18/2/2564

16/3/2564

23/3/2564

29/3/2564

7/5/2564

27/5/2564

3/6/2564

14/6/2564

12/7/2564

18/8/2564

31/8/2564

27/9/2564

12/10/2564

7/12/2564

18.854

18.415

17.272

18.508

18.799

18.219

18.111

18.084

17.753

17.964

19.120

18.730

17.910

18.061

18.215

18.998

18.409

17.206

18.520

18.758

18.496

17.987

17.880

17.572

17.980

19.380

18.560

16.389

18.431

18.444

19.261

19.352

19.519

18.147

17.792

17.979

18.136

19.066

18.185

18.694

19.258

16.794

16.183

16.652

18.407

19.207

19.543

19.412

18.096

18.280

18.849

19.051

18.734

18.904

18.712

19.387

16.946

16.106

17.034

19.545

ค่่าเฉลี่่�ย

Intermediate precision (sI)

%RSDr (Horwitz equation)

HORRAT = sI/%RSDr 

HORRAT < 2

จำนวนข้้อมููล

18.234

0.36

6.815

0.05

ผ่่าน

30

18.374

0.45

6.810

0.07

ผ่่าน

30

การประเมินิค่า่ความไม่แ่น่น่อนของการวัดั ประเมินิ 

จากค่่ารวมของผลกระทบทั้้�งหมดที่่�มีต่่อผลการวิิเคราะห์์ 

ได้แ้ก่่ ความไม่่แน่่นอนจากความบริิสุุทธิ์์�ของสารมาตรฐาน 

การสอบเทีียบเครื่่�องชั่่�ง เครื่่�องแก้้วที่่�ใช้้เตรีียมสาร

มาตรฐานและตััวอย่่าง ความเข้้มข้้นที่่�อ่่านได้้จากกราฟ

มาตรฐาน การวิิเคราะห์์ซ้้ำจากค่่าร้้อยละของการคืืนกลัับ 

(%recovery) ของการทดสอบความถููกต้อ้งของวิธิี ีนำมา 

คำนวณค่่าความไม่่แน่่นอนรวม (combined uncer-

tainty; uc) และค่่าความไม่่แน่่นอนขยาย (expanded 

uncertainty; U) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% โดยใช้้

ค่่า coverage factor (k) เท่่ากัับ 2 ได้้ค่่า U ของ 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ เท่่ากัับ 3.0 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 

U ของสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ 2.2 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ร้้อยละของแหล่่งความไม่่แน่่นอนของการวััดของ 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ ดัังแสดงในภาพที่่� 10 

และ 11 
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Determination of Rebaudioside A and Stevioside in Syrup by HPLC 	 Suthatip Vitchaivutivong and Sirithorn Putsorn

วิจารณ์ 

เนื่่�องจากห้้องปฏิิบััติิการของสำนัักคุุณภาพและ

ความปลอดภััยอาหารต้้องมีีการตรวจวิิเคราะห์์ assay 

ของวััตถุุเจือืปนอาหารกลุ่่�มสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ ซึ่่�งสภาวะ 

HPLC ที่่�กำหนดในวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์คุุณลัักษณะของ 

สารนี้้�ตาม FAO JECFA Monograph 10, 2010(9)

จากการศึกึษาเบื้้�องต้้น พบว่่าเมื่่�อใช้้ HPLC คอลััมน์ช์นิิด 

C18 หลายยี่่�ห้อได้้แก่่ Shimpack CLC ODS(M), 

Nucleodur C18 Gravity, Alphabond C18, 

Lichrosorb RP18, Atlantis dC18 ทดลองใช้้ 

ตรวจวิิเคราะห์์สารมาตรฐานรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ 

สตีีวิิโอไซด์์ พบว่่า peak ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ 

สตีีวิิโอไซด์์แยกจากกัันไม่่ดีี ค่่า resolution น้้อยกว่่า 

1 และตามวิิธีีของ Fayaz S(13) ที่่�ใช้้คอลััมน์์ Agilent 

ZORBAX C18 แต่่การแยกไม่่ดีีเช่่นกััน จึึงใช้้คอลััมน์์ 

Capcell pak C18 MG II ที่่�มีีราคาสููงกว่่าตามวิิธีีที่่�ระบุุ

ใน specification ของ steviol glycosides; JECFA 

2010 ซึ่่�งพบว่่าการแยกดีีกว่่า โดยที่่�คอลััมน์์ชนิิด MG 

II มีี packing เป็็น silicones polymer บนผิิวของ 

silica ทำให้ม้ีคีวามเสถียีรมากกว่า่ชนิดิของ silica ทั่่�วไป

การตรวจสอบการรบกวนจากสารให้้ความหวาน 

ชนิิดอื่่�นที่่�อาจมีีการเติิมในน้้ำหวาน เพื่่�อดููการรบกวน 

การตรวจวิิเคราะห์์ พบว่่า peak ของอะซีีซััลเฟม-เค, 

ซััคคาริิน, แอสพาแตม และซููคราโลสไม่่รบกวน 

peak ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ ดัังแสดงใน

ภาพที่่� 3 พบว่่าวิิธีีที่่�ใช้้ไม่่มีี matrix effect โดยค่่า CI 

ของ slope คลุุม 1 และ y-intercept ของกราฟมาตรฐาน 

ผ่่าน 0  ผลการทดสอบความเที่่�ยงที่่�ความเข้้มข้้น LOQ 

จุุดกลาง จุุดสููง และผล intermediate precision 

ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ ผ่่าน โดยมีีค่่า 

HORRAT น้้อยกว่่า 2 ค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด

ภาพที่่� 10  ร้้อยละของแหล่่งความไม่่แน่่นอนของการวััดของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ

ภาพที่่� 11  ร้้อยละของแหล่่งความไม่่แน่่นอนของการวััดของสตีีวิิโอไซด์์
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การวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ในน้้ำหวานด้้วยวิิธีี HPLC	สุ ุธาทิิพย์์ วิิทย์์ชััยวุุฒิิวงศ์์ และ ศิิริิธร พุุฒซ้้อน

เมื่่�อคำนวณค่่า U ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% k เท่่ากัับ 

2 ได้้ค่่า U ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ 

3.0 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 2.2 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ตามลำดัับ โดยค่่าความไม่่แน่่นอนขยายคำนวณจาก 

%RSDr (Horwitz's) × 2(11) ไม่่ควรเกิิน 11.6 และ 

13.6 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ตามลำดัับ 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 418 

พ.ศ. 2563 กำหนดให้้รายงานค่่าสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ 

โดยคำนวณเป็็นสตีีวิิออล ตามประกาศสำนัักงาน 

คณะกรรมการอาหารและยา เรื่่�อง คำชี้้�แจงประกาศ 

กระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 418 พ.ศ. 2563 ระบุุชนิิด 

สตีีวิิออลไกลโคไซด์์ดัังนี้้� สตีีวิิโอไซด์์, รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ, 

รีีบาวดิิโอไซด์์ บีี, รีีบาวดิิโอไซด์์ ซีี, รีีบาวดิิโอไซด์์ ดีี, 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอฟ, รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ็็ม, ดััลโคไซด์์ เอ, 

รููบุุโซไซด์์, สตีีวิิออลไบโอไซด์์ และสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ 

ชนิิดอื่่�นๆ จากการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�ผ่่านมาพบสตีีวิิออล

ไกลโคไซด์์อื่่�นๆ น้้อยกว่่า 1 เมื่่�อคำนวณเป็็นสตีีวิิออล 

นอกจากนี้้�สารมาตรฐานของสตีี วิิออลไกลโคไซด์์ 

เหล่่านี้้�ราคาสููง จึึงทดสอบความถููกต้้องของการตรวจ 

วิิเคราะห์์เพีียงสาร 2 ชนิิดนี้้� ในอนาคตอาจมีีการใช้้สาร

สกััดสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ ซึ่่�งมีีสารหลัักเป็็นรีีบาวดิิโอไซด์์ 

เอ็็ม, รีีบาวดิิโอไซด์์ ดีี หรืือสตีีวิิออลไกลโคไซด์์อื่่�น 

ดัังนั้้�นห้้องปฏิิบััติิการอาจต้้องเตรีียมการณ์์ เพื่่�อรองรัับ

ความต้้องการตรวจวิิเคราะห์์สารสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ชนิิด

อื่่�นๆ ต่่อไป

สรุป

ผลการทดสอบวิิธีีวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ

สตีีวิิโอไซด์์ในน้้ำหวานตามพารามิิเตอร์์ต่่างๆ ข้้างต้้น 

พบว่่าวิิธีีนี้้�มีีขีีดจำกััดของการตรวจพบ เท่่ากัับ 2.0 

มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ขีีดจำกััดของการวััดเชิิงปริิมาณ 4.0 

มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั ช่ว่งของการวัดัและความเป็น็เส้น้ตรง 

อยู่่�ในช่่วง 4.0-140 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม มีีความแม่่น 

และความเที่่�ยงเหมาะสมที่่�จะใช้้ตรวจวิิเคราะห์์ในห้้อง

ปฏิิบััติิการ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ คุุณจัันทร์์เพ็็ญ โตวิิยานนท์์ สำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร ที่่�ให้้คำแนะนำการ

เขีียนบทความและการคำนวณทางสถิิติิ 
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Suthatip Vitchaivutivong  and Sirithorn Putsorn	
Bureau of Quality and Food Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Method Validation of Rebaudioside A and 
Stevioside Determination in Syrup by 

High Performance Liquid Chromatography

ABSTRACT   Rebaudioside A and stevioside are steviol glycosides extracted from Stevia rebaudiana 
Bertoni. According to the Notification of Ministry of Public Health No. 418 (B.E. 2020), both are allowed 
to use as sweetener. The objective of this study was to develop the suitable method to analyze rebaudioside 
A and stevioside in syrup using HPLC. The condition consisted of Capcell pak C18 MG II column as solid 
phase, ultraviolet detector at wavelength 210 nm and the mixture of acetonitrile and 10 mM potassium 
hydrogen phosphate pH 2.6 (32:68) as mobile phase. The results showed that limit of detection (LOD) 
at 2.0 mg/kg, limit of quantitation (LOQ) at 4.0 mg/kg, linearity and range were detected from 2.0 to 
100 µg/ml (R2 = 1). The %recovery of the concentration at 4.0, 28 and 140 mg/kg, of rebaudioside A and 
stevioside 96.5-106.9% and 96.0-109.8% respectively. Precision of rebaudioside A and stevioside were 
acceptable (HORRAT < 2). Intermediate precision calculated from analytical results of quality control 
samples of rebaudioside A and stevioside were equal to 0.36 and 0.45, respectively. In conclusion, this 
method is suitable for analyze rebaudioside A and stevioside in syrup in the laboratory.

Keywords:  Rebaudioside A, Stevioside, Syrup, HPLC
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