
  MMP52-1 

 

การพฒันาวธีิการวดัปริมาณวติามินบีหกในอาหารแขง็โดยใช้วธีิทางจุลชีววทิยา 

Method Development for Vitamin B6 Determination by Microbiological Assay in Solid Media 

 

รักชยั เพชรด่านเหนือ (Ruckchai Patchdannaue)* ยานี ตรองพาณิชย ์(Yanee Trongpanich)** 

 

บทคดัย่อ 

Agar diffusion assay (ADA) เป็นวิธีหน่ึงท่ีพฒันาเพ่ือใชใ้นการวดัปริมาณวิตามินบีหกในอาหาร และ

ผลิตภณัฑธ์รรมชาติ วิธี ADA อาศยัหลกัการตอบสนองต่อวิตามินบีหกของเช้ือยสีต ์S. carlsbergensis ATCC9080 ใน

อาหารแขง็ จากการศึกษาพบวา่ความเขม้ขน้ของวุน้ท่ีใชใ้นอาหาร ปริมาณอาหาร อตัราส่วนยสีตต่์อปริมาณอาหาร เวลา

ในการบ่มก่อนและหลงัทดสอบ เป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อการวดัปริมาณวิตามินบีหกดว้ยวิธี ADA ผลการทดลองพบว่า

สภาวะท่ีเหมาะสมของวิธี ADA ไดแ้ก่ ความเขม้ขน้วุน้ 1.5% ปริมาณอาหารแขง็ 10 มิลลิลิตร อตัราส่วนยสีตต่์ออาหาร

แข็ง 0.5 ต่อ 100 มิลลิลิตร เวลาบ่มก่อนการทดสอบ 6 ชัว่โมง และเวลาบ่มหลงัการทดสอบ 6 ถึง 48 ชัว่โมง เม่ือ

เปรียบเทียบสภาวะเร่ิมตน้กบัสภาวะท่ีเหมาะสมพบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมมีความแม่นยาํและความไวสูงกว่า วิธี ADA 

จึงเป็นอีกทางเลือกท่ีใชใ้นการวดัปริมาณวิตามินบีหกในผลิตภณัฑธ์รรมชาติ เน่ืองจากเป็นวธีิท่ีง่ายและตน้ทุนตํ่า  

 

ABSTRACT 

 An agar diffusion assay (ADA) has been developed for quantifying vitamin B6 in natural products. The 

principle of this method is based on microbiological assay in solid media using S. carlsbergensis ATCC 9080. Based 

on the factors affecting the commonly use microbial agar diffusion technique, agar concentration, agar volume, the 

ratio of yeast to medium, pre – incubation time and post – incubation time were selected for the optimization of ADA 

condition. The results showed the optimum condition for the assay as follows. Assay medium: pyridoxine Y medium, 

1.5% agar and 10 ml agar volume. The ratio of 1.0 OD660 yeast to medium was 0.5 to 100 ml medium. Pre - 

incubation: 30°C, 6 h. Post – incubation: 30°C, 6 to 48 h. Comparison between the initial and optimized conditions 

has been done. The optimized condition showed high accuracy and sensitivity. This proposed ADA can be used in the 

determination of vitamin B6 in natural products because of its simplicity and cost – effectiveness. 

 

 

 

 

 
 

 

คาํสําคญั: การตรวจวดั วธีิทางจุลชีววทิยา วิตามินบีหก  

Key Words: Determination, Microbiological assay, Vitamin B6  

* นักศึกษา หลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น  

** รองศาสตราจารย์  ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น

1553



  MMP52-2 

 

บทนํา 

วิ ต า มิ น บี ห ก เ ป็ น วิ ต า มิ น ท่ี ล ะ ล า ย นํ้ า  มี

คุณสมบติัทนความร้อนไดดี้ในสภาพเป็นกรด สลายตวั

ไดง่้ายเม่ืออยูภ่ายใตแ้สง ประกอบดว้ย 6 รูป ไดแ้ก่รูป

อิสระ 3 รูปคือ Pyridoxine (PN), Pyridoxal (PL), 

Pyridoxamine (PM) และในรูปอนุพนัธ์ฟอสเฟตเอส

เทอร์อีก 3 รูปคือ Pyridoxine 5′-phosphate (PNP), 

Pyridoxal 5′-phosphate (PLP) และ  Pyridoxamine 5′   
- phosphate (PMP) นอกจากนั้นยงัพบในรูปอนุพนัธ์

ของคาร์โบไฮเดรต ไดแ้ก่ Pyridoxine-β-glucoside ซ่ึง

พบไดใ้นพืชหลายชนิด (Do et al., 2012) 

 วติามินบีหกเป็นสารประกอบอีกอยา่งหน่ึงท่ีมี

ความสาํคญัต่อส่ิงมีชีวิต เน่ืองจากวิตามินบีหกทาํหนา้ท่ี

เป็นโคเอนไซมใ์นปฏิกิริยาชีวเคมีมากกวา่ 100 ปฏิกิริยา 

(Leuendorf et al., 2010) วิตามินบีหกท่ีทาํหนา้ท่ีเป็นโค

เอนไซม์ส่วนใหญ่อยูใ่นรูป PLP ซ่ึงจาํเป็นต่อการเผา

ผลาญโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมัน ช่วยในการ

สังเคราะห์สารส่ือประสาทและเม็ดเลือดแดง (Rybak 

and Pfeiffer., 2009) ทาํหน้าท่ีเป็นตวัให้และรับ

อิเลก็ตรอนในกระบวนการซ่อมแซมดีเอน็เอ ท่ีเกิดจาก

อนุมูลอิสระ (Liu et al., 2012) และมีความสาํคญัต่อ

ระบบภูมิคุม้กนั (Studart et al., 2005) นอกจากน้ีวิตามิน

บีหกยังมีความสําคัญต่อการตอบสนองของพืชต่อ

สภาวะแลง้ (Denslow et al., 2007) ในปัจจุบนั วิตามินบี

หกถูกนํามาใช้ในการป้องกันและลดอาการข้างเคียง

ต่างๆ ท่ีเกิดจากโรคเบาหวาน และจากประโยชน์ท่ีกล่าว

ม า ข้ า ง ต้ น  ทํ า ใ ห้ วิ ต า มิ น บี ห ก ถู ก นํ า ม า ใ ช้ ใ น

อุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม เคร่ืองสาํอาง อาหาร

เสริม และอาหารสัตว ์ 

Microbiological assay (Guilarte et al., 1980) 

เป็นวิธีหน่ึงท่ีใชใ้นการวดัปริมาณวิตามินบีหก โดยการ

วดัการเจริญของยสีตท่ี์ตอ้งการวิตามินบีหกในการเจริญ 

ท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร วิธีน้ีใชว้ดัปริมาณ

วิตามินบีหกทั้ งหมดในสารสกัดจากธรรมชาติ และ

อาหาร ซ่ึงวิตามินบีหกทั้ งหมดจะถูกย่อยด้วยกรดใน

อุณหภูมิสูงเพ่ือเปล่ียนจากรูปฟอสเฟต และ เบตาร์-ไกล

โกไซดใ์ห้อยูใ่นรูปอิสระก่อน แต่มีขอ้เสียคือ ในระวา่ง

การเจริญของยีสต์อาจเกิดการปนเป้ือนของเช้ืออ่ืนได้

ง่าย นอกจากนั้นการวิเคราะห์วิตามินบีหกในอาหารอาจ

ถูกรบกวนจากตะกอนของตัวอย่าง ซ่ึงทําให้การ

วเิคราะห์ปริมาณวติามินไม่ถกูตอ้ง 

Thin-layer cup-plate (Itagaki et al., 1972) 

เป็นวิธีการวิเคราะห์ปริมาณวิตามินบีหกท่ีพฒันามาจาก

วิธี microbiological assay โดยตวัอยา่งท่ีทดสอบจะถูก

เติมลงใน oxford cup ท่ีวางอยูบ่นอาหารแขง็ท่ีมียีสต์

และอาศยัหลกัการแพร่ของวิตามินบีหกบนอาหารแข็ง

เพ่ือไปกระตุน้การเจริญของเช้ือยีสต์ ปริมาณวิตามินบี

หกจะสัมพนัธ์กบัวงการเจริญของเช้ือยีสต ์เป็นวิธีท่ีง่าย

และสามารถประยุกต์ใช้ได้อย่างกวา้งขวาง แต่การ

ทดสอบด้วยวิธีน้ีใช้เวลาในการบ่มนาน ต้องใช้กับ

ตวัอยา่งในช่วง pH 5 – 6 มีความไวในการทดสอบ 20 

ไมโครกรัม ในตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร และตอ้งใช ้oxford 

cup เพ่ือใส่ตวัอยา่ง 

ก่อนหนา้น้ีไดมี้การเสนอวิธี Agar diffusion 

assay (ADA) (Anutrakunchai et al., 2010) ซ่ึงเป็นการ

วดัปริมาณวิตามินบีหกจากตวัอยา่งอาหารเล้ียงเช้ือโดย

ใชว้ิธี Microbiological assay บนอาหารแขง็ โดยใชก้าร

เจาะหลุมบนวุน้เพ่ือหยอดตวัอยา่ง ซ่ึงเป็นวิธีท่ีง่ายและ

ใช้อุปกรณ์น้อย แต่อย่างไรก็ตามวิ ธี  ADA ย ังไม่มี

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม ความไวต่อปริมาณวิตามิน

บีหก และความถกูตอ้ง  

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม ปัจจยัท่ีมีผลต่อ

การวดัปริมาณวิตามินบีหก และขีดความสามารถของ

การวดัปริมาณวิตามินบีหกดว้ยวิธี ADA เพ่ือการนาํไป

พฒันาใชป้ระโยชน์ในเชิงพาณิชย ์
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วธีิการวจิัย 

1.1 อุปกรณ์และสารเคม ี

Pyridoxine (PN) บริษทั Nacalai Tesque Co. 

ประเทศญ่ีปุ่น, Pyridoxine Y Medium (PAM) บริษทั 

Difco Co. ประเทศฝร่ังเศส, ผงวุน้ บริษทั นางกวกั 

ประเทศไทย, Yeast extract บริษทั HIMEDIA Co. 

ประเทศอินเดีย จานอาหารเล้ียงเช้ือ (ขนาด 14.2 x 90 

mm) บริษทั GOSSELIN ประเทศสหรัฐอเมริกา 

สารเคมีมีความบริสุทธ์ิระดบั analytical grade 

1.2 การวดัปริมาณวติามนิบีหกด้วยวธีิ ADA 

เล้ียงเช้ือยีสต ์Saccharomyces carlsbergensis 

(ATCC 9080) บนอาหารแขง็ Yeast mold media (YM) 

ท่ีอุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง เตรียมจาน

ทดสอบ ADA โดยใช ้loop ขดูเช้ือท่ีเจริญบนอาหารแขง็ 

YM ลงในนํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือเขยา่ให้เขา้กนันาํไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร ให้มี

ค่าประมาณ 1.0 (จาํนวนเช้ือประมาณ 109 เซลล์ต่อ

มิลลิลิตร) เติมสารแขวนลอยยีสต์ลงในอาหาร 

Pyridoxine Assay Medium (PAM: Pyridoxine Y 

Medium 1.325%, ผงวุน้ 2% (w/v)) ในอตัราส่วน 1:100 

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เทลงในจานเล้ียงเช้ือ 

(ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 90 มิลลิ เมตร สูง 14.2 

มิลลิเมตร) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท้ิงใหอ้าหารแขง็ตวัท่ี

อุณหภูมิหอ้ง และนาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

หลงัจากนั้นเจาะอาหารแขง็ PAM ให้เป็นหลุมวงกลม

ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 4 มิลลิเมตร เติมสารละลาย

มาตรฐาน PN ความเขม้ขน้ต่างๆ 10 ไมโครลิตรลงใน

หลุมท่ีเจาะ นาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็นเวลา 12 ชัว่โมงสร้าง

กราฟมาตรฐาน โดยแกน X เป็นปริมาณของวิตามินบี

หก และแกน Y เป็น ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางวงเจริญ 

ทาํการทดลองซํ้ า 3 คร้ัง ค่า slope แสดงความถูกตอ้ง ค่า 

R2 แสดงความแม่นยาํ และน่าเช่ือถือ ค่า LOQ (limit of 

quantitation) แสดงปริมาณตํ่าสุดท่ีสามารถวดัได ้หาได้

จาก 3.3 เท่าของ slope หารดว้ย Y intercept ค่า LOD 

(limit of detection) แสดงปริมาณตํ่าสุดท่ีสามารถวดัได้

อยา่งถูกตอ้ง หาไดจ้าก 10 เท่าของ slope หารดว้ย Y 

intercept (Dresch et al., 2009) 

1.3 หาสภาวะที่เหมาะสมแก่การวัดปริมาณวิตามินบีหก

ด้วยวธีิ ADA  

1.3.1 ความเข้มข้นของวุ้นทีใ่ช้ในการเตรียม

อาหาร PAM (%agar) 

 เตรียมจานทดสอบ ADA โดยเติมเช้ือยีสต ์

(OD660 เท่ากบั 1.0) อตัราส่วน 1:100 ในอาหาร PAM ท่ี

มีความเขม้ขน้ของวุน้ 0.5, 1, 1.5, 2 และ 2.5% 

ตามลาํดบั เทลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ 20 มิลลิลิตร 

จากนั้นนาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ขั้นตอน

ต่างๆ นอกจากน้ี ทาํเช่นเดียวกบัท่ีอธิบายในหวัขอ้ 2.2 

1.3.2 ปริมาตรอาหารแข็ง PAM ทีใ่ช้ในการ

ตรวจวดัปริมาณวติามินบีหก 

 เตรียมจานทดสอบ ADA โดยเติมเช้ือยีสต ์

(OD660 เท่ากบั 1.0) อตัราส่วน 1:100 ในอาหาร PAM เท

ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือปริมาณ 5, 10, 15, 20, 25 และ 

30 มิลลิลิตร ตามลาํดบั จากนั้นนาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็น

เวลา 6 ชั่วโมง ขั้ นตอนต่างๆ นอกจากน้ี ทํา

เช่นเดียวกบัท่ีอธิบายในหวัขอ้ 2.2 

1.3.3 อตัราส่วนของเช้ือยสีต์ต่อ Pyridoxine 

Assay Medium (PAM) 

 เตรียมจานทดสอบ ADA โดยเติมเช้ือยีสต ์

(OD660 เท่ากบั 1.0) อตัราส่วน 0.125:100, 0.25:100, 

0.5:100, 1:100, 2:100 และ 4:100 ตามลาํดบั ใน 

Pyridoxine Assay Medium (PAM) เทลงในจานอาหาร

เล้ียงเช้ือ 20 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็นเวลา 

6 ชัว่โมง ขั้นตอนต่างๆ นอกจากน้ี ทาํเช่นเดียวกบัท่ี

อธิบายในหวัขอ้ 2.2 

1.3.4 เวลาทีใ่ช้ในการบ่มเช้ือก่อนทาํการวดั 

 เตรียมจานทดสอบ ADA โดยเติมเช้ือยีสต ์

(OD660 เท่ากบั 1.0) อตัราส่วน 1:100 ในอาหาร PAM เท

ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ 20 มิลลิลิตร ตามลาํดับ 

จากนั้นนาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็นเวลา 0, 3, 6, 9 และ 12 
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ชั่วโมงตามลาํดับ ก่อนนําไปเจาะหลุม ขั้นตอนต่างๆ 

นอกจากน้ี ทาํเช่นเดียวกบัท่ีอธิบายในหวัขอ้ 2.2 

 1.3.5 เวลาทีใ่ช้ในการบ่มเช้ือหลงัทาํการ

ทดสอบ 

 เตรียมจานทดสอบ ADA ตามขั้นตอนท่ี

อธิบายในหัวขอ้ 2.2 ภายหลงัจากเติมสารละลาย

มาตรฐาน PN ความเขม้ขน้ต่างๆ นาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็น

เวลา 6, 12, 18, 24 และ 48 ชัว่โมง วดัวงการเจริญของ

เช้ือท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

1.4 ตรวจสอบเพื่อประเมินสภาวะที่เหมาะสมและ

สภาวะเร่ิมต้น 

 เล้ียงเช้ือยีสต ์Saccharomyces carlsbergensis 

(ATCC 9080) บนอาหารแขง็ YM ท่ีอุณหภูมิ 30ºC เป็น

เวลา 16-18 ชัว่โมงเตรียมจานทดสอบ ADA โดยใช ้

loop ขดูเช้ือท่ีเจริญบนอาหารแขง็ YM ลงในนํ้ ากลัน่

ปลอดเช้ือ เขย่าให้เขา้กนันาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร ให้มีค่าประมาณ 1.0 

จากนั้นเติมเช้ือยีสตท่ี์ไดล้งในอาหาร PAM ท่ีมี 1.5% 

agar ในอตัราส่วน 0.5:100 เทลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท้ิงให้อาหารแข็งตวัท่ี

อุณหภูมิหอ้ง และนาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

หลงัจากนั้นเจาะอาหารแข็ง PAM ให้เป็นหลุมขนาด

เส้นผา่นศนูยก์ลาง 4 มิลลิเมตร เติมสารละลายมาตรฐาน 

PN ความเขม้ขน้ต่างๆ 10 ไมโครลิตรลงในหลุมท่ีเจาะ 

นาํไปบ่มท่ี 30ºC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง วดัวงการเจริญ

ของเช้ือท่ีเกิดข้ึนบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ และ

เปรียบเทียบกบัสภาวะเร่ิมตน้ (1.5% agar, เช้ือยีสต ์

อตัราส่วน 0.5:100, อาหารเล้ียงเช้ือ 10 มิลลิลิตร, บ่ม 

30ºC เป็นเวลา 6 ชัว่โมง) 

1.5 ประเมนิผลการทดลองทางสถิต ิ

นาํขนาดวงการเจริญของเช้ือท่ีเกิดข้ึนบนจาน

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีวดัได้ในแต่ละการทดลอง มาสร้าง

กราฟมาตรฐาน และหาค่า R2, slop, y intercept การ

วิเคราะห์แบบหลายปัจจัย (multiple comparisons) 

วิเคราะห์โดยใช ้Tukey’s test ท่ีความเช่ือมัน่ 95% 

ข้อ มู ล ทั้ ง ห มด วิ เ ค ร า ะห์ โ ด ย ใ ช้โ ป ร แ ก ร ม  SPSS 

(Statistical Package for the Social Sciences) version 

16.0   

 

ผลการวจิัยและอภิปราย 

1. การวดัปริมาณวติามนิบีหกด้วยวธีิ ADA 

การวัดปริมาณวิตามินบีหกโดยวิ ธี  ADA 

พบวา่หลงัจากเติมตวัอยา่งและบ่มเป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

เกิดวงการเจริญของยีสต์รอบๆ หลุมท่ีเติมตวัอย่าง มี

ลกัษณะสีขาว เม่ือทาํการวดัขนาดของวงและทาํการ

สร้างกราฟมาตรฐาน พบว่าเส้นกราฟมีลักษณะเป็น

เส้นตรง ขนาดของวงเพิ่มข้ึนตามความเขม้ขน้ของ PN 

ตามรูปท่ี 1 

 

 
รูปที ่1  แสดงกราฟมาตรฐานท่ีได้จากการการวัด

ปริมาณวิตามินบีหกโดยวิธี ADA ท่ีความ

เขม้ขน้ PN 2-10 ng/10 µl 

 

2. หาสภาวะที่เหมาะสมแก่การวัดปริมาณ

วติามนิบีหกด้วยวธีิ ADA  

2.1 ความเข้มข้นของวุ้นที่ใช้ในการเตรียม 

PAM plate (%agar)  

ผลแสดงดงัตารางท่ี 1 ความเขม้ขน้ของวุน้ท่ี

มากกว่าจะให้ขนาดวงการเจริญของเช้ือท่ีเล็กกว่า

ตามลาํดบั ทุกความเขม้ขน้มีความความชดัเจนของวง

ใกลเ้คียงกนั และมีความน่าเช่ือถือ (R2>0.995) ท่ี 1.5% 

มีความถูกตอ้งของการวดัมากท่ีสุด และมีค่า LOD นอ้ย

ท่ีสุดแสดงถึงมีความไวมากท่ีสุด 
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2.2 ปริมาตรอาหารแข็ง PAM ทีใ่ช้ในการ

ตรวจวดัปริมาณวติามินบีหก 

ผลแสดงดงัตารางท่ี 1 เม่ือความเขม้ขน้ของ

วิตามินบีหกเท่ากนั ปริมาณอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมากกวา่จะ

ให้ขนาดวงการเจริญของเช้ือท่ีเลก็กวา่ ท่ีปริมาณอาหาร

แข็ง 30 มิลลิลิตร มีพ้ืนหลงัสีเขม้ใกลเ้คียงกบัสีของ

วงการเจริญของเช้ือ ทาํให้สังเกตวงการเจริญไดย้าก ท่ี

ปริมาณอาหาร 10 มิลลิลิตร มีความถูกตอ้งของการวดั

มากท่ีสุด มีความน่าเช่ือถือ (R2>0.995) และพ้ืนหลงัจาง

สังเกตวงเจริญของเช้ือไดช้ดัเจน 

2.3 อตัราส่วนของเช้ือยสีต์ต่อ Pyridoxine 

Assay Medium (PAM) 

ผลแสดงดงัตารางท่ี 1 ในอาหารแขง็100 

มิลลิลิตร ท่ีอตัราส่วนเช้ือมากจะใหข้นาดวงการเจริญ

ของเช้ือท่ีเลก็กวา่ อตัราส่วนเช้ือสูงท่ี 4 และ 8 จะมีพ้ืน

หลงัเขม้ใกลเ้คียงกบัสีของวงการเจริญของเช้ือซ่ึงสังเกต

วงไดย้าก ท่ีอตัราส่วน 0.5 มีพ้ืนหลงัสีจาง สังเกตวงได้

ง่าย มีค่า LOD นอ้ยท่ีสุด และมีความถูกตอ้งของการวดั

มากท่ีสุด 

2.4 เวลาทีใ่ช้ในการบ่มเช้ือก่อนทําการวดั 

เวลาท่ีใชใ้นการบ่มก่อนการใส่สารตวัอยา่ง 0, 

3, 6 และ 9 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 1 ท่ี

เวลา 0 ชัว่โมง ไม่สามารถวดัวงการเจริญไดเ้น่ืองจากวง

มีขนาดใหญ่มากจนทบักนัทัว่ทั้งจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

ส่วนเวลา 3, 6 และ 9 ชัว่โมง ใหข้นาดของวงท่ีใกลเ้คียง

กนั แต่ท่ี 6 ชัว่โมงจะใหว้งท่ีมีความชดัเจน 

2.5 เวลาทีใ่ช้ในการบ่มเช้ือหลงัทําการวดั 

เวลาท่ีใชใ้นการบ่มหลงัจากใส่ตวัอยา่ง 6, 12, 

18, 24 และ 48 ชัว่โมง สามารถวดัไดห้ลงั 6 ชัว่โมง โดย

ผลการทดลองไม่แตกต่างกนั ดงัตารางท่ี 1 

 

 

 

 

 

ตารางที่  1 แสดงข้อมูลท่ีได้จากการวิเคราะห์ขนาด

วงการเจริญของเช้ือโดยโปรแกรม SPSS 

ความเขม้ขน้ของวุน้ (A), ปริมาณอาหารแขง็ 

PAM (B), อตัราส่วนยสีตต่์ออาหารเล้ียงเช้ือ 

(C), เวลาบ่มก่อนทดสอบ (D), เวลาบ่มหลงั

ทดสอบ (E)  

 

 
 

ความเขม้ขน้ของวุน้ 1, 1.5, 2, 2.5% (W/V), ปริมาณ

อาหารเล้ียงเช้ือ 10, 15, 20, 25, 30 มิลลิลิตร, อตัราส่วน

ยสีตต่์ออาหารเล้ียงเช้ือ 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 ต่อ 

100 มิลลิลิตร (V/V), เวลาบ่มก่อนทดสอบ 3, 6, 9 

ชัว่โมง, เวลาบ่มหลงัทดสอบ 6, 12, 18, 24, 48 ชัว่โมง 

การวิเคราะห์แบบหลายปัจจยั (multiple comparison) 

แสดงในรูปอกัษร A, B, C, D เพ่ือบอกความต่างของขอ้มูล

ในแต่ปัจจยั 

2.6 ตรวจสอบเพือ่ประเมินสภาวะที่เหมาะสม

และสภาวะเร่ิมต้น 

 เม่ือทาํการสร้างกราฟจากขอ้มูลขนาดวงการ

เจริญของเช้ือทั้งสภาวะท่ีเหมาะสมและสภาวะเร่ิมตน้ 

พบวา่ค่าความชนั และความไว ของสภาวะท่ีเหมาะสมมี

ค่ามากกวา่สภาวะเร่ิมตน้ สภาวะท่ีเหมาะสมมีพื้นหลงัสี

จางกวา่อยา่งเห็นไดช้ดั แต่มีความเขม้วงเจริญใกลเ้คียง

กัน พ้ืนหลังสีจางกว่าจึงสามารถวดัวงได้ง่าย และมี

โอกาสผิดพลาดนอ้ยกวา่ สภาวะท่ีเหมาะสมตอบสนอง

ต่อวติามินบีหกสูงกวา่ จากวงการเจริญของเช้ือใหญ่กวา่

ท่ีความเขม้ขน้วติามินบีหกเท่ากนัในช่วง 0.06 – 2 ng/10 

µl และ 1 – 10 ng/10 µl แสดงดงัรูปท่ี 2 
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รูปที่ 2 แสดงกราฟมาตรฐานท่ีเปรียบเทียบระหว่าง

สภาวะท่ีเหมาะสม (……) และสภาวะเร่ิมต้น 

(___) ท่ีความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐาน PN 

(ก) 0.06 – 2 ng/10 µl และ (ข) 1 – 10 ng/10 µl 

 

สรุปผลการวจิัย 

 วิตามินบีหกในรูปอิสระสามารถกระตุน้การ

เจริญของเช้ือยีสต์ท่ีผสมในวุน้และเกิดวงสีขาว ซ่ึงมี

ความสัมพันธ์เชิงเส้นกับปริมาณวิตามินบีหก ด้วย

คุณสมบติัดงักล่าวจึงทาํให ้วธีิ ADA สามารถวดัปริมาณ

วิตามินบีหกได ้จากการวิจยัเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสม

พบ สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีไดมี้ความถูกตอ้ง และความไว

ในทางสถิติสูงกว่าสภาวะเร่ิมตน้ โดยความเขม้ขน้ของ 

วิตามินบีหกเพียง 0.02 ng/10 µl กเ็พียงพอท่ีจะกระตุน้

ให้เกิดวงการเจริญของเช้ือได ้วิธี ADA สามารถใชใ้น

การตรวจสอบปริมาณวิตามินบีหกในตวัอย่างอาหาร 

หรือผลิตภณัฑ์ธรรมชาติ รวมถึงใช้ในงานวิจัยท่ีตอ้ง

ออกเก็บ และวิเคราะห์ตวัอย่าตวัอย่างนอกสถานท่ี ซ่ึง

เป็นวธีิท่ีสะดวก ง่าย และตน้ทุนตํ่า  
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