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บทคัดยอ 

 

ไดประยุกตระบบโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงชนิดรีเวิรสเฟสสําหรับวิเคราะห
หาปริมาณวิตามินบางชนิด (วิตามินซี วิตามินบี วิตามินอี และเบตา-แคโรทีน) ในผลของลูกยอและ
มะขามปอมและน้ําหมักของพืชทั้ง 2 ชนิด โดยใช SPE C8 cartridge แยกวิตามนิที่ละลายน้ําได
ออกจากสารทีเ่ราไมตองการกอนทําการฉีดเขาระบบโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง ทําการ
แยกวิตามนิซีและวิตามนิบี โดยใชคอลัมนชนิด C18 (Hyperclone® C18; 4.6 x 250 mm, 5µm) 
ตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร ตามลําดับ โดยใชวัฎภาคเคลื่อนที่
แตกตางกัน โดยใชสารละลาย 2 เปอรเซ็นตของกรดอะซิติก เปนวัฎภาคเคลื่อนที่สําหรับวิเคราะห
วิตามินซี ไดกราฟมาตรฐานวิตามินซี มีความเปนเสนตรงในชวง 5.0-800.0 และ 100.0-1000.0 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (r2 > 0.999) คาขีดจํากัดต่ําสุดของการวิเคราะหวิตามนิซีเทากับ 0.50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคาขีดจํากดัของการวิเคราะหปริมาณเทากับ 1.50 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร เปอรเซนตการคืนกลับไดจากเติมสารละลายมาตรฐานวิตามินซีลงในสารสกัดพืชทั้ง 2 

ชนิดเทากับ 100.37 ± 0.51 และ 99.32 ± 0.24 ตามลําดับ 
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วิธีที่เสนอไดประยุกตในการวิเคราะหหาปริมาณวิตามนิซีในผลลูกยอและมะขามปอม 
พบปริมาณวิตามินซีเฉล่ียเทากับ 0.08 และ 0.21 มิลลิกรัมตอกรัมตามลําดับ และไดวิเคราะหหา
ปริมาณวิตามนิซีในน้ําหมักลูกยอและมะขามปอม ณ เวลาตาง ๆ กัน วันที่ 0, 7, 15, 30, 45, 60, 

90 วัน พบวาวิตามินซีมีปริมาณลดลงและไมสามารถวิเคราะหไดเมื่อวันที่ 90 ของการหมัก ปริมาณ
วิตามินซีในน้าํหมักลูกยอมีคา 3.26 - 457.10 มิลลิกรัมตอลิตร และในน้ําหมักลูกยอมีคา 10.14 – 

824.77 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 

สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณวิตามนิบ ี ใชเฟสเคลื่อนที่เปนสารละลายผสมของอะซี
โทรไนไตรล ตอ 5 มิลลิโมล โซเดียม-1-ออกเทนซัลโฟเนท ปรับพีเอช เทากับ 2.5 ในอัตราสวน 
75:25 โดยปรมิาตร ไดกราฟมาตรฐานสําหรับวิตามินบ ี1 วิตามินบี 2 วิตามินบี 3 และวิตามินบี 6 
มีความเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 10.0- 100.0, 10.0-100.0, 10.0-100.0 และ 0.50-50.0 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีคาสัมประสิทธิ์สัมพันธความสัมพันธเชิงเสน(r2) มากกวา 0.999 คา
ขีดต่ําสุดของการวิเคราะหหาวิตามินบี 1 วิตามินบี 2 วิตามินบี 3 และวิตามินบี 6 เทากับ 0.50, 

0.10, 2.00 และ 0.05 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คาขีดจํากัดของการวิเคราะหปริมาณ
เทากับ 1.50, 0.50, 5.00 และ 0.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คารอยละของการคืนกลับ
เฉล่ียของวิตามินบี 1 วิตามนิบี 2 วิตามินบี 3 และวิตามินบี 6 ในผลลูกยอเทากับ 100.08 ± 0.27, 

100.07 ± 0.41, 99.71 ± 0.27 และ 99.87 ± 0.18 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และมะขามปอมเทากบั 
99.75 ± 0.17, 100.03 ± 0.64, 100.61 ± 0.93 และ 99.18 ± 1.41 เปอรเซ็นต ตามลําดับ วิธีที่
เสนอไดประยกุตในการวิเคราะหหาปริมาณวิตามนิบีในผลลูกยอและมะขามปอม ในผลลูกยอพบ
ปริมาณวิตามนิบี 3 และวิตามินบี 6 เฉล่ียเทากับ 0.99 และ 0.23 มิลลิกรัมตอกรัม ตามลําดับ และ
ในมะขามปอมพบปริมาณวติามินบี 6 เทากับ 0.07 มิลลิกรัมตอกรัม และไดวิเคราะหหาปริมาณ
วิตามินบใีนน้าํหมักลูกยอและมะขามปอม ณ เวลาตาง ๆ กัน วันที่ 0, 7, 15, 30, 45, 60, 90 วัน 
พบวาวติามินบีมีปริมาณลดลงจนกระทั่งไมสามารถวิเคราะหไดเมื่อวนัที่ 60 ของการหมัก  ปริมาณ
วิตามินบี 1 วติามินบี 2 วิตามินบี 3 และวติามินบี 6 ในน้ําหมักลูกยอมีคา 18.55–270.52, 10.39–

69.22 , 18.62–215.74 และ 1.77–13.14 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ และในน้ําหมักมะขามปอม
พบปริมาณวิตามินบี 2 วิตามนิบี 3 และวิตามินบี 6 มีคา 13.76–121.45, 67.34–897.02 และ  

2.09 – 5.22 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 

การศึกษาความคงตัวของวิตามินในน้ําหมกัลูกยอและมะขามปอม สูตรที่มีคาความเปน
กรดสูง (คาพีเอชต่ํา)  จะมีผลตอความคงตัวของวิตามนิและทําใหการสลายตัวของวิตามินเกิดชาลง  
ในกระบวนการผลิตมีการเกิดผลพลอยได เชน เอทานอล เมทานอล อะซีทัลดีไฮลและไอโซโพรพา
นอล ซ่ึงมีผลตอการสลายตัวของวิตามนิซี วิตามินบี1 วติามินบ2ี วิตามินบ3ี และวิตามินบี6 เพราะ
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วิตามินดังกลาวมีความไวตอสารละลายอินทรีย แสงและออกซิเจน ยังสงผลตอความคงตัวของ
วิตามินดังกลาว 

ไดประยุกตระบบโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงชนิดรีเวิรสเฟสสําหรับหา
ปริมาณวิตามนิอี และเบตา-แคโรทีน ในผลของลูกยอและมะขามปอมและน้ําหมักของพืชทั้ง 2 
ชนิด ทําการแยกวิตามินอีและเบตา-แคโรทีนโดยใชคอลัมนชนิดซ ี 18 (Inersil® ODS-3; 4.6 x 

250 mm, 5µm) โดยมีเฟสเคลื่อนที่เปนสารละลายผสมเอทานอล ตอ เมทานอล โดยใชระบบ 
gradient อัตราสวนเริ่มตน 35:65 โดยปริมาตร ไดกราฟมาตรฐานสาํหรับวิตามินอี และเบตา-แค
โรทีน มีความเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 1.0-10.0 และ 1.0-10.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
โดยมีคาสัมประสิทธิ์สัมพันธความสัมพันธเชิงเสน (r2) มากกวา 0.999 คาขีดต่ําสุดของการ
วิเคราะหหาวติามินอี และเบตา-แคโรทีน เทากับ 0.01 และ 0.01 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
คาขีดจํากัดของการวิเคราะหปริมาณเทากับ 0.05 และ 0.03 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ คา
รอยละของการคืนกลับเฉลี่ยของวิตามินอีและเบตา-แคโรทีน  ในผลลูกยอเทากับ 100.20 ± 1.58 
และ 100.65 ± 0.87 เปอรเซ็นตและมะขามปอมเทากบั 100.15 ± 1.31 และ 99.75 ± 0.62 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ วิธีที่เสนอไดประยกุตในการวิเคราะหหาปริมาณวิตามนิอีและเบตา-แคโรทีน
ในผลลูกยอและมะขามปอม ในผลลูกยอพบปริมาณวติามินอีและเบตา-แคโรทีนเฉลี่ยเทากับ 0.31 
และ 0.01 มลิลิกรัมตอกรัม ตามลําดับ และในมะขามปอมพบปริมาณวิตามนิอีและเบตา-แคโรทีน
เฉล่ียเทากับ เทากับ 0.04 และ 0.03 มิลลิกรัมตอกรัม  วิธีที่นําเสนอนี้สามารถนําไปวิเคราะหหา
ปริมาณวิตามนิที่เปนองคประกอบของพชืสมุนไพรชนดิอื่น ๆ ได วิธีที่เสนอมีความเที่ยงและความ
แมนอยูในเกณฑที่ด ี
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ABSTRACT 
 

 

The reverse phase high performance liquid chromatographic (RP-HPLC) 

methods were described for the separation and determination of some vitamins 

(vitamins C, B, E and β-carotene) in Morinda citrifolia L. and Phyllanthus emblica L. 

fruits and their fermented juices.  L-ascorbic acid (vitamin C) and vitamin B (B1, B2, 

BB3 and B6) were isolated from the samples by means of a solid-phase extraction with 

C8 AR cartridge for water-soluble vitamins.  Vitamin C and vitamin B in fruits and 

fermented juices were separated on a Hyperclone  column C®
18 (4.6 x 250 mm, 5µm) 

with UV detection at 210 nm and 280 nm, respectively using different mobile phases.  

The mobile phase system for analysis of vitamin C was 2% acetic acid.  The 

calibration curves for vitamin C were linear over the ranges 5.0-800.0 and 100.0-

1000.0 µg.mL  with r  > 0.999.  A detection limit (S/N = 3) and quantitation limit 

(S/N = 10) of 0.50 µg.mL  and 1.50 µg.mL , respectively were obtained.  The mean 

percentage recoveries of the spiked vitamin C in the two kinds of fruits extract were  

-1 2

-1 -1
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found to be 100.37 ± 0.51 and 99.32 ± 0.24%, respectively.  The proposed method has 

been applied to determination of vitamin C in M. citrifolia and P. emblica fruit with 

average contents of 0.08 and 0.21 µg.mL-1, respectively.  It was also applied to 

vitamin C determination in fermented juices of  M. citrifolia and P. emblica after the 

0th, 7th, 15th, 30th, 45th, 60th and 90th days of fermentation.  It was found that the 

amounts of vitamin C decreased with increasing time and diminish to zero after the 

90th day of fermentation.  Vitamin C observed in fermented juices containing M. 

citrifolia and P. emblica were ranges 3.26 - 457.10 µg.mL-1 and 10.14 – 824.77 

µg.mL-1, respectively. 

The mobile phase system for separation and determination of vitamins B 

was a mixture consisting of acetonitrile-5mM sodium-1-octanesulfonate (75:25, v/v) 

adjusted to pH 2.5 with acetic acid.  The calibration curves for vitamin B1, vitamin B2, 

vitamin B3 and vitamin B6 were linear over the ranges 10.0- 100.0, 10.0-100.0, 10.0-

100.0 and 0.50-50.0 µg.mL-1 with r2 > 0.999.  The detection limit of vitamin B1, 

vitamin B2, vitamin B3 and vitamin B6 were 0.50, 0.10, 2.00 and 0.05 µg.mL-1 and 

limit of quantitation were 1.50, 0.50, 5.00 and 0.50 µg.mL-1, respectively.  The mean 

percentage recoveries of the spiked vitamin B1, vitamin B2, vitamin B3 and vitamin B6 

in M. citrifolia fruit extracts were found to be 100.08 ± 0.27, 100.07 ± 0.41, 99.71 ± 

0.27 and 99.87 ± 0.18%, respectively and in P. emblica fruit were found to be 99.75 ± 

0.17, 100.03 ± 0.64, 100.61 ± 0.93 and 99.18 ± 1.41%, respectively.  The proposed 

method has been applied to determination of vitamin B group in M. citrifolia and      

P. emblica fruit.  It was found that vitamin B3 and vitamin B6 in M. citrifolia fruit 

were 0.99 and 0.23 mg.g-1, respectively and vitamin B6 in P. emblica fruit was 0.07 

mg.g-1.  It was also applied to vitamin B group determination in fermented juices of 

M. citrifolia and P. emblica after the 0th, 7th, 15th, 30th, 45th, 60th and 90th days of 

fermentation.  It was found that the amounts of vitamin B group decreased with 

increasing time and diminish to zero after the 60th day of fermentation.  Vitamin B1 , 

vitamin B2, vitamin B3 and vitamin B6 observed in fermented juice containing M. 

citrifolia were ranges 18.55–270.52 µg.mL-1, 10.39–69.22 µg.mL-1, 18.62–215.74 

µg.mL-1 and 1.77–13.14 µg.mL-1, respectively. Vitamin B2, vitamin B3 and vitamin B6 

in fermented juices containing P. emblica  were ranges 13.76–121.45 µg.mL-1, 67.34–

897.02 µg.mL-1 and 2.09 – 5.22 µg.mL-1, respectively. 
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The stability of fermented products were also studied.  Formula with lower 

pH, degradation of vitamins less occurred than do the formula with higher pH.  

During fermentation some by-products were present (e.g. ethyl alcohol, methyl 

alcohol, acetaldehyde and iso-propanol).  Therefore, produced organic solvents 

effected the stability of vitamin C, vitamin B1, B2, B3 and B6 in product.  Light and 

oxygen may also contribute to the stability of such vitamins. 

 A reverse phase high performance liquid chromatographic (RP-HPLC) 

method was applied to the determination of α-tocopherol (vitamin E) and β-carotene 

in M. citrifolia and P. emblica fruits and their fermented juices.  The method was 

based on the separation of α-tocopherol (vitamin E) and β-carotene in fruit and 

fermented juices on an Inersil® ODS-3 column (4.6 x 250 mm, 5µm) with UV 

detection at 295 and 450 nm.  The mobile phase system was a mixture consisting of 

ethanol-methanol (35:65, v/v) by gradient elution.  The calibration curves for α-

tocopherol (vitamin E) and β-carotene were linear over the ranges 1.0-10.0 and 1.0-

10.0 µg.mL-1 with r2 > 0.999.  The detection limit of α-tocopherol (vitamin E) and β-

carotene were 0.01 µg.mL-1 and 0.01 µg.mL-1, respectively and limit of quantitative 

were 0.05 and 0.03 µg.mL-1, respectively. The mean percentage recoveries of the 

spiked α-tocopherol (vitamin E) and β-carotene in M. citrifolia fruits extract were 

found to be 100.20 ± 1.58 and 100.65 ± 0.87%, respectively and in P. emblica fruit 

were found to be 100.15 ± 1.31 and 99.75 ± 0.62%, respectively. The proposed 

method has been applied to determination of α-tocopherol (vitamin E) and β-carotene 

in M. citrifolia fruit with average contents of 0.31 and 0.01 µg.mL-1, respectively and 

in P.  emblica was found 0.04 and 0.03 µg.mL-1, respectively.  It was also applied to 

α-tocopherol (vitamin E) and β-carotene determinations in fermented juices of         

M. citrifolia and P. emblica after the 0th, 7th, 15th, 30th, 45th, 60th and 90th days of 

fermentation.  α-Tocopherol (vitamin E) and β-carotene in fermented juices were not 

found.  The proposed RP-HPLC method was rapid, simple, very accurate and precise.  

The proposed method could be applied to the determination of multi-vitamin product 

from other medicinal plants. 
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