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บทคัดยอ 

 

 งานวิจัยนี้เปนการตรวจวัดปริมาณสารตานอนุมูลอิสระกรดฟนอลิกในเห็ด ไดแก กรดเฟอรูลิก 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดคลอโรจีนิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดคาเฟอิก กรดซิแนพพิก และ

กรดพาราคูมาริก ดวยเทคนิคอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทร 

เมตรี (UHPLC-MS/MS) โดยใชเครื่องวิเคราะหมวลชนิดทริเปลควอดรูโพล และภาวะของ UHPLC คือ 

เฟสเคลื่อนที่แบบเกรเดียนทของกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร และกรดฟอรมิก 

ในเมทานอล 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร ที่อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรตอนาที และคอลัมน 

symmetry shield RP-18 ขนาด 2.1×150 mm, 3.5 µm จากการใชการเลือกวิเคราะหเฉพาะไอออน

ตางๆกันดวยวิธี multiple reaction monitoring พบวา ขีดจํากัดของวิธีตรวจวัดอยูในชวง 0.055-1.7 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และขีดจํากัดของวิธีตรวจวัดเชิงปริมาณอยูในชวง 0.16-5.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ในการวิเคราะหตัวอยางจริง พบวาเห็ดชนิดเดียวกันแตมาจากพื้นที่ปลูกที่แตกตางกัน มีชนิดและ

ปริมาณของกรดฟนอลิกที่แตกตางกัน อยางไรก็ตาม กรดฟนอลิกสามชนิดที่พบมากในเห็ด คือ กรด

พาราคูมาริก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดโปรโตคาเทคชูอกิ 

 

คําสําคัญ: อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี, กรดฟนอลิก 
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Abstract 

 

 In this work, quantitative determination of seven antioxidant phenolic acids in 

mushrooms, including protocatechuic acid, chlorogenic acid, p-hydroxybenzoic acid, 

caffeic acid, sinapic acid, ferulic acid and p-coumaric acid was carried out by ultra high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) using 

a triple quadrupole mass analyzer and the following UHPLC conditions: gradient 

elution mobile phase of 0.1% v/v formic acid in water : 0.1% v/v formic acid in 

methanol, flow rate of 0.3 mL/min and symmetry shield RP-18 column size 2.1×150 

mm, 3.5 µm. Using a multiple reaction monitoring mode for quantitative analyses of 

different ions, results show the method detection limit and the method quantitation 

limit in ranges of 0.055-1.7 and 0.16-5.0 mg/kg, respectively. In real sample analysis, 

the same mushroom species from different cultivated area were found to contain 

some different types and amounts of phenolic acids. However, the three major 

phenolic acids in the mushrooms are p-coumaric, p-hydroxybenzoic, and 

protocatechuic acids. 

 

Keywords: Ultra High Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry,  

            Phenolic acids 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและมูลเหตุจูงใจ 

 เห็ดเปนสวนประกอบในการปรุงอาหารหลายชนิด เปนอาหารที่คนคุนเคยและชื่นชอบ 

เนื่องจากเห็ดมีรสชาติดี มีประโยชน มีหลายชนิดใหเลือกรับประทาน และมีสรรพคุณทางยา แตไมใช

เห็ดทุกชนิดที่มีประโยชน เห็ดมีพิษที่รับประทานแลวทําใหเสียชีวิตก็พบได คุณคาทางอาหารและ

โภชนาการของเห็ดแตละชนิดจะแตกตางกันไป ขึ้นอยูกับชนิดของเห็ด เห็ดอุดมไปดวยโปรตีนซึ่งมี

คุณภาพดีกวาในผัก แตก็ยังเปนโปรตีนที่ไมสมบูรณบางสวน เมื่อเทียบกับเนื้อสัตว มีวิตามินและเกลือแร 

แตไขมันต่ํา สวนประกอบหลักเปนกรดอะมิโน คารโบไฮเดรต และไฟเบอร1 เห็ดที่มีการวิเคราะหวามี

สรรพคุณทางยานั้น สวนใหญเปนเห็ดที่คนนํามาปรุงอาหารไดงาย เชน เห็ดหอม เห็ดเข็มทอง เห็ด

นางฟา เห็ดฟาง เห็ดโคน เห็ดหูหนู เห็ดหลินจือ เปนตน จากสรรพคุณทั้งหมดที่กลาวมานี้ หลาย

งานวิจัยไดศึกษาสารสําคัญตางๆในเห็ดดวยเทคนิคที่แตกตางกัน เพื่อเปนประโยชนตอผูบริโภคและ

พัฒนาใหเปนสารสําคัญในยารักษาโรค มีรายงานสรรพคุณของเห็ดออรินจิหรือเห็ดนางรมหลวง ที่มีผล

ในการเพิ่มภูมิคุมกัน ปองกันภาวะไขมันในเลือดสูง ปกปองตับจากสารพิษ ตานอนุมูลอิสระ และตาน

เนื้องอก2 เห็ด Agaricus bisporus (white button mushroom; WBM) หรือที่รูจักกันในชื่อเห็ด

แชมปญอง หรือเห็ดกระดุม เปนเห็ดที่มีใยอาหารและสารตานอนุมูลอิสระสูง อุดมไปดวยวิตามินซี 

วิตามินดี วิตามิน B12 โฟเลต และพอลิฟนอล ซึ่งมีผลในการปองกันและรักษาโรคหัวใจ และ 

โรคเบาหวาน3 

 สารสกัดสําคัญในเห็ดที่มีฤทธิ์ทางเภสัชในการตานอนุมูลอิสระ คือสารประกอบกลุมฟนอลิก  

ใชปองกันและรักษาโรค เชน  ฤทธิ์ตานมะเร็ง  ตานไวรัส  ตานการแพ และการอักเสบ เปนตน4  

ดวยเห็ดมีประโยชนที่มากมาย Reis F. S.  และคณะ5   จึงตรวจวัดปริมาณสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยูใน

เห็ด  5 ชนิด ไดแก Agaricus bisporus (white), Agaricus bisporus (brown), Pleurotus 

ostreatus (oyster), Pleurotus eryngii (king oyster) และ Lentinula edodes (shiitake) โดย

พบวาสารตานอนุมูลอิสระในเห็ดแตละชนิดมีปริมาณไมเทากัน Palacios I. และคณะ6 ไดวิเคราะหหา
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ปริมาณสารประกอบกลุมฟนอลิกและฟลาโวนอยดโดยใชเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ ซึ่งเปนเทคนิคที่

ใชแพรหลายในการตรวจวัดปริมาณสารสําคัญในเห็ด โดยตัวอยางเห็ดที่ใชวิเคราะหเปนเห็ดที่ปลูกใน

ประเทศสเปน นอกจากนี้ Barros L. และคณะ7 ไดวิเคราะหหาปริมาณกรดฟนอลิก 5 ชนิด ไดแก กรด

พาราคูมาริก กรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดวานิลิก 2 ไอโซเมอร ในเห็ด 

16 ชนิด ซึ่งเปนเห็ดที่ปลูกในประเทศโปรตุเกส โดยใชเทคนิค HPLC-DAD-ESI/MS พบวาปริมาณกรด 

ฟนอลิกแตละชนิดในเห็ดแตละชนิด มีปริมาณที่แตกตางกัน จากงานวิจัยหลายๆ งานขางตนนั้น เห็ดที่

นํามาวิเคราะหนั้นเปนเห็ดที่หาไดจากในประเทศที่ทําการวิจัยนั้นๆ บางชนิดมีเพาะปลูกในหลาย

ประเทศรวมถึงประเทศไทย แตบางชนิดเปนเห็ดประจําทองถิ่นเฉพาะในประเทศที่ทําการวิจัย           

 ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจตรวจวัดหาปริมาณกรดฟนอลิก ซึ่งเปนสารตานอนุมูลอิสระที่พบ

มากในเห็ด โดยใชอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี (UHPLC-

MS/MS) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูง ตรวจวัดสารไดในปริมาณต่ําๆ และวิเคราะหปริมาณสารที่

ไมสามารถแยกพีกออกจากกันอยางสมบูรณดวยเทคนิค HPLC ธรรมดาได โดยศึกษาในเห็ดที่หาไดงาย

ในทองถิ่นของประเทศไทย มีการปลูกในหลายจังหวัด คือ เห็ดเข็มทอง (Flammulina velutipes) 

และเห็ดนางรมหลวง (Pleurotus eryngii) โดยเห็ดชนิดหนึ่งๆจะนํามาจากพื้นที่ปลูก 3 จังหวัดที่

แตกตางกัน เพื่อศึกษาปริมาณกรดฟนอลิกที่แตกตางกันในเห็ดชนิดเดียวกันแตตางพ้ืนที่ปลูก 

 

1.2 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 กรดฟนอลิกเปนอนุพันธของกรดเบนโซอิกและกรดซินนามิก มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูล

อิสระ สารตานมะเร็ง สารตานการอักเสบ และอ่ืนๆ Muszynska B. และคณะ8 จึงศึกษากรดฟนอลิกทั้ง

ในเชิงคุณภาพและปริมาณ โดยใชเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) ในการ

วิเคราะหเห็ดจากไฟลัม Basidiomycota ไดแก เห็ดขอนตนสน (Armillaria mellea) เห็ดบรูนซบ 

(Boletus badius) เห็ดตับเตา (Boletus edulis) เห็ดมันปู (Cantharellus cibarius) เห็ดฟานสีสม 

(Lactarius deliciosus) และเห็ดนางรม (Pleurotus ostreatus) ผลการวิเคราะหคือไดพบกรดเหลานี้

ในเห็ด คือ กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดพาราคูมาริก กรดเฟอรูลิก กรดซิแนพพิก กรดวานิลิก 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก และกรดซินนามิก โดยปริมาณที่พบแตกตางกันไปในแตละชนิดของเห็ด โดย

ปริมาณกรดฟนอลิกทั้งหมดพบตั้งแต 6.00 mg/kg ในเห็ดขอนตนสน จนถึง 48.25 mg/kg ในเห็ดบรูน-

ซบ สวนกรดโปรโตคาเทคชูอิกพบมากในเห็ดบรูนซบ กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิกและกรดซิแนพพิก



3 

 

พบมากในเห็ดนางรม กรดซินนามิกพบมากในเห็ดบรูนซบ สวนกรดที่เหลือคือ กรดวานิลิก กรดพาราคู

มาริก และกรดเฟอรูลิก พบไดในเห็ดบางชนิดเทานั้น ผลที่ไดนี้แสดงใหเห็นถึงความแตกตางทั้งเชิง

คุณภาพและเชิงปริมาณของกรดฟนอลิกในเห็ดในเห็ดแตละชนิด 

 Palacios I. และคณะ6 ทําการหาปริมาณฟนอลิกและฟลาโวนอยดทั้งหมดในเห็ดรับประทาน

ได 8 ชนิด ในประเทศสเปน ไดแก เห็ดแชมปญองหรือเห็ดกระดุม (Agaricus bisporus) เห็ดตับเตา 

(Boletus edulis) เห็ดเซนตจอรจ (Calocybe gambosa) เห็ดมันปู (Cantharellus cibarius) เห็ด

แตรดํา (Craterellus cornucopioiders) เห็ดมารช (Hygrophorus marzuolus) เห็ดฟานสีสม 

(Lactarius deliciosus) และเห็ดนางรม (Pleurotus ostreatus) โดยการหาปริมาณฟนอลิกทั้งหมด 

ใชการทดสอบ Folin-Ciocalteau และการหาปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมดใชการทดสอบจากปฏิกิริยา

การเปลี่ยนสี (Colorimetric reaction) แตการหาความเขมขนของกรดฟนอลิกแตละชนิดที่พบในเห็ด 

ซึ่งเกี่ยวของกับงานวิจัยฉบับนี้ หาความเขมขนโดยใชเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ  

ไดรายงานชนิดกรดฟนอลิกที่พบ คือ กรดคาเฟอิก กรดคลอโรจีนิก กรดพาราคูมาริก กรดเฟอรูลิก กรด

แกลลิก กรดเจนทิสิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดโฮโมเจนทิสิก และกรดโปรโตคาเทคชูอิก  

โดยกรดโฮโมเจนทิสิก คือกรดฟนอลิกที่พบวามีมากที่สุดในเห็ดทุกชนิด แตปริมาณที่พบแตกตางกันไป

ตามชนิดของเห็ด และกรดที่พบในเห็ดทุกชนิด คือ กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดโฮโมเจนทิสิก 

กรดแกลลิก และกรดโปรโตคาเทคชูอิก นอกจากนี้ยังตรวจพบฟลาโวนอยด 2 ชนิด คือ ไมริเซติน และ

ไพโรแกลลอล อีกดวย 

 Barros L. และคณะ7 วิเคราะหสารประกอบฟนอลิกในเห็ดโปรตุเกส 16 ชนิด โดยการสกัด

ดวยเมทานอล และใชเทคนิค HPLC-DAD-ESI/MS โดยตรวจไมพบสารฟลาโวนอยด แตพบกรดฟนอลิก 

5 ชนิดคือ กรดพาราคูมาริก กรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดวานิลิก 2  

ไอโซเมอร โดยกรดฟนอลิกที่พบวามีปริมาณมากที่สุดในเห็ดคือ กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

 Nowacka N. และคณะ9 ศึกษาสารประกอบฟนอลิกในเห็ดจากประเทศโปแลนด โดยการสกัด

ดวยเอทานอลและใชเทคนิค LC-ESI-MS/MS พบกรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

กรดวานิลิก กรดซาลิซิลิก กรดคาเฟอิก กรดพาราคูมาริก และกรดเฟอรูลิก โดยสารสวนใหญที่พบใน

เห็ดโปแลนดนี้คือกรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก  

 Kim M. และคณะ10 ทําการวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกและฟลาโวนอยดของเห็ด

รับประทานได 5 ชนิดและเห็ดที่ใชเปนยาอีก 5 ชนิดในเกาหลี โดยใชเทคนิคเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซ
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ลิควิดโครมาโทกราฟ สารประกอบฟนอลิกที่ตรวจวัดไดในการวิเคราะหนี้พบถึง 28 ชนิด  และความ

เขมขนสารประกอบฟนอลิกเฉลี่ยรวมทั้งหมดเทากับ 326 µg/g  ความเขมขนเฉลี่ยในเห็ดรับประทานได

เทากับ 147 µg/g และความเขมขนเฉลี่ยในเห็ดที่ใชเปนยาเทากับ 477 µg/g การวิเคราะหฟลาโวนอยด

ไดความเขมขนฟลาโวนอยดเฉลี่ยรวมทั้งหมดเทากับ 49 µg/g ความเขมขนเฉลี่ยในเห็ดรับประทานได

เทากับ 22 µg/g และความเขมขนเฉลี่ยในเห็ดที่ใชเปนยาเทากับ 76 µg/g  จะเห็นไดวาเห็ดที่ใชเปนยา

มีสารประกอบฟนอลิกและฟลาโวนอยดซึ่งเปนสารตานอนุมูลอิสระสูงกวาเห็ดที่รับประทานได 

 Lin J. และคณะ11 ทําการศึกษาคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระโดยการหาปริมาณกรดฟนอลิก

และฟลาโวนอยดในเห็ดนางรมหลวงหรือที่รูจักกันดีในชื่อ เห็ดออรินจิ (Pleurotus eryngii) ที่อายุเก็บ

เกี่ยวตางกัน คือ 10 วัน 12 วัน และ 15 วัน โดยการสกัดดวยเอทานอลและเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซ

ลิควิดโครมาโทกราฟ ไดผลคือการเก็บเกี่ยววันที่ 10 ใหปริมาณกรดฟนอลิกและฟลาโวนอยดมากที่สุด 

เมื่อเวลาผานไปเปนวันที่ 12 และ 15 ปริมาณที่พบกรดฟนอลิกและฟลาโวนอยดจะลดลงตามลําดับ 

เพราะฉะนั้นเวลาในการเก็บเกี่ยวกมีผลตอปริมาณสารสําคัญในเห็ดอีกดวยเชนกัน 

 

1.3 วัตถุประสงค 

 ตรวจวัดปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดดวยอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ- 

แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี (UHPLC-MS/MS) 

 

1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

1. หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหกรดฟนอลิกดวย UHPLC-MS/MS 

2. ตรวจความใชไดของวิธีวิเคราะห 

3. เลือกเห็ดแตละชนิดจาก 3 จังหวัดที่แตกตางกัน และหาปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ด 

 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. มีความรูความเขาใจในองคประกอบและหลักการทํางานของ UHPLC-MS/MS  

2. สามารถหาสภาวะที่เหมาะสมและวิเคราะหหาปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดได



 

2.1 กรดฟนอลิก12 

 กรดฟนอลิก คือสารประกอบฟนอล มีมากมายหลายชนิดและมีสูตรโครงสรางทางเคมี

ที่แตกตางกัน เปนสารที่มีวงแหวนอะโรมาติกทีมีหมูไฮดรอกซิลอยางนอย 

ซิลิก 1 หมู พบไดในพืชผักและผลไม ปริมาณที่พบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืช วิธีการปลู

สรรพคุณที่ดีตอสุขภาพ มีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ 

ที่ทําหนาที่ปองกันไมใหอนุมูลอิสระกอตัวขึ้น โดยจะทําการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ และ

หยุดการกอตัวใหมของอนุมูลอิสระ ชวยซอมแซมความเสียหายที่เกิดจากตัวอนุมูลอิสระที่ไปทําลาย

เซลลตางๆในรางกาย ทําใหสารตานอนุมูลอิสระ

หลอดเลือดหัวใจและโรคหลอดเลือดสมองได เปนตน 

และบางชนิดพบในปริมาณสูง 

ในตารางที่ 2.1 

ตารางที ่2.1 โครงสราง สูตรโมเลกุลและมวลโมเลกุลของกรดฟนอลิกท่ีใชในการศึกษา

ชื่อสาร 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก 

กรดคลอโรจีนิก 

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก

 

บทที่ 2 

ทฤษฎ ี

 

กรดฟนอลิก คือสารประกอบฟนอล มีมากมายหลายชนิดและมีสูตรโครงสรางทางเคมี

ที่แตกตางกัน เปนสารที่มีวงแหวนอะโรมาติกทีมีหมูไฮดรอกซิลอยางนอย 1 หมู และมีหมูกรดคารบอก

หมู พบไดในพืชผักและผลไม ปริมาณที่พบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืช วิธีการปลู

มีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant) ซึ่งสารตานอนุมูลอิสระคือสาร

ที่ทําหนาที่ปองกันไมใหอนุมูลอิสระกอตัวขึ้น โดยจะทําการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ และ

หยุดการกอตัวใหมของอนุมูลอิสระ ชวยซอมแซมความเสียหายที่เกิดจากตัวอนุมูลอิสระที่ไปทําลาย

เซลลตางๆในรางกาย ทําใหสารตานอนุมูลอิสระชวยในการปองกันโรคตางๆไดดี เชน โรคมะเร็ง โรค

หลอดเลือดหัวใจและโรคหลอดเลือดสมองได เปนตน เนื่องจากเห็ดเปนพืชที่มีกรดฟนอลิกหลายชนิด

ปริมาณสูง  งานวิจัยนี้จึงไดวิเคราะหกรดฟนอลิกในเห็ด 7 ชนิด มีโครงสรางดังแสดง

โครงสราง สูตรโมเลกุลและมวลโมเลกุลของกรดฟนอลิกท่ีใชในการศึกษา

สูตรโมเลกุล มวลโมเลกุล โครงสราง

C7H6O4 154.03 

C16H18O9 354.1 

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก C7H6O3 138.03 

 

กรดฟนอลิก คือสารประกอบฟนอล มีมากมายหลายชนิดและมีสูตรโครงสรางทางเคม ี

หมู และมีหมูกรดคารบอก-

หมู พบไดในพืชผักและผลไม ปริมาณที่พบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืช วิธีการปลูก โดยมี

ซึ่งสารตานอนุมูลอิสระคือสาร

ที่ทําหนาที่ปองกันไมใหอนุมูลอิสระกอตัวขึ้น โดยจะทําการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ และ

หยุดการกอตัวใหมของอนุมูลอิสระ ชวยซอมแซมความเสียหายที่เกิดจากตัวอนุมูลอิสระที่ไปทําลาย

ชวยในการปองกันโรคตางๆไดดี เชน โรคมะเร็ง โรค

เห็ดเปนพืชที่มีกรดฟนอลิกหลายชนิด 

ชนิด มีโครงสรางดังแสดง

โครงสราง สูตรโมเลกุลและมวลโมเลกุลของกรดฟนอลิกท่ีใชในการศึกษา 

โครงสราง 

 

 

 



 

ชื่อสาร 

กรดคาเฟอิก 

กรดซิแนพพิก 

กรดเฟอรูลิก 

กรดพาราคูมาริก 

 

2.2 อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ

 อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ

กันระหวางการแยกสารดวย

คุณสมบัติทางเคมีของสารแตละชนิด เชน มีขั้ว 

อาศัยสมดุลระหวางเฟสคงท่ี 

เคลื่อนที่ (mobile phase)

โทรมิเตอร ซึ่งใชหลักการทําใหสารเกิดการแตกตัวเปนไอออนและวัดคามวลตอประจุ 

รูปแบบการแตกตัวของสารเปนลักษณะเฉพาะของสารแตละชนิด 

สารได จึงเปนเทคนิคที่มีประโยชนในการวิเคราะหทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้ยังเปนเทคนิค

ที่ใชวิเคราะหผลที่ตองการปริมาณต่ําถึงระดับสวนในพันลานสวน

ทํางานของ UHPLC-MS/MS 

 

 

 

สูตรโมเลกุล มวลโมเลกุล โครงสราง

C9H8O4 180.04 

C11H12O5 224.07 

C10H10O4 194.06 

C9H8O3 164.05 

อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี

อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี

กันระหวางการแยกสารดวยอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ โดยใชหลักการแยกตาม

คุณสมบัติทางเคมีของสารแตละชนิด เชน มีขั้ว (polar) ไมมีขั้ว (non polar) ความเปนกรดเบส และ

เฟสคงท่ี (stationary phase) ซึ่งมีสถานะเปนของแข็งที่บรรจุอยูในคอลัมน 

hase) ที่เปนตัวทําละลายนําพาสารเขาและออกจากคอลัมน

ใชหลักการทําใหสารเกิดการแตกตัวเปนไอออนและวัดคามวลตอประจุ 

รูปแบบการแตกตัวของสารเปนลักษณะเฉพาะของสารแตละชนิด สามารถบอกโครงสรางทางเคมีของ

สารได จึงเปนเทคนิคที่มีประโยชนในการวิเคราะหทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้ยังเปนเทคนิค

เคราะหผลที่ตองการปริมาณต่ําถึงระดับสวนในพันลานสวน (ppb) ไดดีอีกดวย

MS/MS แสดงในรูป 2.1 

6 

โครงสราง 

 

 

 

 

แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี (UHPLC-MS/MS) 

แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี เปนเทคนิคควบคู

โดยใชหลักการแยกตาม

ความเปนกรดเบส และ

ซึ่งมีสถานะเปนของแข็งที่บรรจุอยูในคอลัมน กับเฟส

ออกจากคอลัมน และแมสสเปก- 

ใชหลักการทําใหสารเกิดการแตกตัวเปนไอออนและวัดคามวลตอประจุ (m/z) โดย

บอกโครงสรางทางเคมีของ

สารได จึงเปนเทคนิคที่มีประโยชนในการวิเคราะหทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้ยังเปนเทคนิค

อีกดวย แผนภาพการ
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รูปที ่2.1 สวนประกอบของเครื่อง UHPLC-MS/MS      

                        

หลักการและทฤษฎีอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (UHPLC)13 

 UHPLC เปนเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยสมดุลของเฟส 2 เฟส คือเฟสคงที่ (stationary 

phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) โดยเฟสเคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ผานเขาไปชะสารตัวอยางที่

ผานเขาคอลัมน ซึ่งมีเฟสคงที่ที่เปนของแข็งบรรจุอยู หลักการและทฤษฎีเหมือนกับเทคนิค HPLC แต 

UHPLC เปนการพัฒนาเทคนิค HPLC ในสวนของอนุภาคสารที่บรรจุอยูในคอลัมนหรือที่เรียกวาเฟส

คงที่ใหมีขนาดเล็กลง และคอลัมนมีขนาดสั้นลง ทําใหใชสารในการวิเคราะหนอยลง เวลาที่สารอยูใน

คอลัมนจึงสั้นลง ทําใหลักษณะฐานพีกแคบเกิดการแยกที่ดีขึ้น  จากการที่อนุภาคเฟสคงที่ในคอลัมนมี

ขนาดเล็กลง ทําใหเครื่อง UHPLC ตองการแรงดันเพื่อขับเคลื่อนเฟสเคลื่อนที่ที่สูงกวาเครื่อง HPLC จึง

ตองใช pump ที่มีความแข็งแรง ทนตอสภาพความดันสูง ซึ่ง UHPLC นี้สามารถทนแรงดันไดสูงสุดถึง 

1,200 bar จากเดิมเพียง 400 bar ทําใหอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่เพิ่มขึ้น เวลาในการวิเคราะหจึง

นอยลง 

 

องคประกอบของเครื่องมือในอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ14 

1. เครื่องสูบฉีดของเหลว (pump) 

  เนื่องจากอนุภาคของเฟสคงที่ที่บรรจุอยูในคอลัมนมีขนาดเล็กมาก ทําใหเกิดความดัน

 ในคอลัมนสูงและตานการไหลของเฟสเคลื่อนที่ จึงจําเปนตองใช pump ความดันสูง เพื่อ

 ผลักการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่ใหไหลผานคอลัมน นอกจากนี้ pump ยังทําหนาที่ควบคุม

 การไหลของเฟสเคลื่อนที่เขาสูระบบแยกได 2 วิธี คือ 

อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ 

ภาชนะบรรจุ

เฟสเคลื่อนที ่
ปม ระบบฉีดสาร คอลัมน 

สวนผลิต

ไอออน 

สวนวิเคราะหมวล 1 สวนวิเคราะหมวล 2 สวนตรวจวดัไอออน ประมวลผล 

แมสสเปกโทรเมตรี 
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 1.1  การผานเฟสเคลื่อนที่แบบไอโซเครติก (Isocratic elution) 

   เปนการใชเฟสเคลื่อนที่ชนิดเดียวหรือหลายชนิดที่มีอัตราสวนผสมของเฟส

  เคลื่อนที่คงทีต่ลอดการทดลอง เปน pump ชนิด Isocratic pump 

 

 

 

 

                                                               

รูปที ่2.2 ความสัมพันธระหวางอัตราสวนเฟสเคลื่อนที่กับเวลาในระบบ Isocratic elution 

 1.2  การผานสารละลายแบบเกรเดียนท (Gradient elution) 

   เปนการใชเฟสเคลื่อนที่มากกวา 1 ชนิด ที่มีการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของ

  เฟสเคลื่อนที่ในระหวางการวิเคราะห เปนวิธีที่เหมาะในการแยกสารผสมที่มีสมบัติใน

  การละลายแตกตางกันมาก สามารถแยกไดดีกวาแบบ Isocratic elution  โดยใน

  งานวิจัยนี้ใชการผานสารละลายแบบเกรเดียนท ใช pump ชนิด Binary pump ที่มี

  การผสมเฟสเคลื่อนที่แบบ high pressure mixing ซึ่งจะสูบฉีดเฟสเคลื่อนที่ 2 ชนิด

  เขามาผสมกันภายใตความดันสูง กอนผานเขาคอลัมน 

 

 

 

 

                                              

 

รูปที ่2.3 ความสัมพันธระหวางอัตราสวนเฟสเคลื่อนที่กับเวลาในระบบ Gradient elution 

 

time 

%  mobile phase 

%  mobile phase 

time 
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2. ระบบฉีดสาร (Injection system) 

  การฉีดสารตัวอยางเขาสูคอลัมนมีความสําคัญตอการแยกสาร เนื่องจากสารตัวอยางที่

ผาน เขาคอลัมนควรอยูในลักษณะที่มีแถบแคบที่สุดเทาที่จะทําได และไมรบกวนการไหลของเฟส

เคลื่อนที่ โดยในงานวิจัยนี้ใชการฉีดสารระบบ autosampler สําหรับความดันสูงสุด 1200 bar ที่

ฉีดสารดวยความเร็วและมีความแมนยําสูง โดยฉีดสารเขาไปใน six-port injection valve ดังรูปที ่

2.4 ที่ควบคุมการหมุนดวยมอเตอรความเร็วสูง เมื่อฉีดสารตัวอยางเขาไปในทอพักสารตัวอยาง 

(sample loop) ซึ่งมีปริมาตรคงที่ จากนั้นมอเตอรจะหมุนใหเฟสเคลื่อนที่ไลของเหลวทั้งหมดลงสู

คอลัมน  

 
รูปที ่2.4 six-port injection valve15  

3. คอลัมน (Column) 

  คอลัมนที่ ใชสําหรับงานวิจัยนี้  เปนคอลัมนที่ทําจากสแตนเลส มีความยาว 15 

เซนติเมตร เสนผานศูนยกลางคอลัมน 2.1 มิลลิเมตร เฟสคงท่ีภายในคอลัมนมีหลายประเภท ไดแก 

normal phase, reversed phase, ion-pairing, ion-exchange และ size-exclusion เปนตน 

ในที่นีเ้ฟสคงท่ีเปนชนิด reversed phase ซึ่งเปนที่นิยมสําหรับการวิเคราะหดวย UHPLC เปนการ

ใชเฟสคงที่ที่ไมมีสภาพขั้ว ในที่นี้คือ C-18 และใชเฟสเคลื่อนที่ที่มีสภาพขั้วสูง ในที่นี้ใชน้ําและ 

เมทานอล ลําดับการชะคือ สารที่มีขั้วมากจะถูกชะออกมาจากคอลัมนกอน เนื่องจากมีความ 

สามารถในการละลายในเฟสเคลื่อนที่ไดสูงกวา 

 

หลักและทฤษฏีแมสสเปกโทรเมตรี16 

 หลักของเทคนิคนี้ คือการเปลี่ยนรูปโมเลกุลของสารตัวอยางใหกลายเปนไอออนและมีประจุ

บวก ซึ่งถาหากมีพลังงานมากพอไอออนที่เกิดขึ้นนี้อาจแตกตัวกลายเปนไอออนยอยๆไดตอไปอีก 

จากนั้นจึงทําการแยกและตรวจวัดไอออนตางๆที่เกิดขึ้นตามคามวลตอประจุ (mass-to-charge ratio 
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หรือ m/z) ของไอออนเหลานั้น และบันทึกขอมูลที่ไดจากการตรวจวัดนี้ในรูปของแมสสเปกตรัมของ

สารตัวอยาง ซึ่งก็คือกราฟแสดงผลที่มีแกน x เปนปริมาณ (สัมพัทธ) ของไอออนแตละชนิดที่เกิดขึ้น 

และมีแกน y เปนคามวลตอประจุของไอออนเหลานั้น เทคนิคแมสสเปกโทรเมตรีเปนเทคนิคที่มีการ

ทําลายสารตัวอยางไปในกระบวนการทําใหเกิดเปนไอออน แตเนื่องจากเปนเทคนิคที่มีความไวในการ

ตรวจวัดสูงมาก ทําใหวิเคราะหสารตัวอยางใชปริมาณสารตัวอยางที่ต่ํามาก  

 

องคประกอบของเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอรที่ใชเปนเครื่องตรวจวัดเมื่อตอกับอัลตราไฮเพอร

ฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (UHPLC-MS/MS) 

1. ระบบนําเขาสารตัวอยาง (Inlet system) 

  สําหรับเทคนิค UHPLC-MS/MS นั้น เครื่อง UHPLC ที่ตอกับแมสสเปกโทรมิเตอร 

 จะทําหนาที่เปน Inlet system 

2. สวนผลิตไอออน (Ion source) 

  เปนสวนที่ใหพลังงานที่สูงเพียงพอกับสารตัวอยาง เพื่อใหเกิดไอออไนเซชันกลายเปน

 ไอออนโมเลกุล (molecule ion) หรือ parent ion โดยไอออนโมเลกุลที่เกิดขึ้นนี้ ถามี

 พลังงานสะสมสูงกวาพลังงานพันธะก็จะเกิดการแตกของพันธะภายในไอออนโมกุล กลายเปน

 ไอออนยอยๆ (fragment  ion) หรือ daughter ion ที่มีขนาดเล็กลงกวาเดิม ไอออนยอยๆที่

 เกิดขึ้นนี้หากยังมีพลังงานสูงอยู สามารถเกิดการแตกตัวไปเปนไอออนยอยลงไปไดอีก จากนั้น

 ไอออนตางๆที่เกิดขึ้นจากสวนผลิต ไอออนนี้จะถูกสงผานเขาสูสวนวิ เคราะหมวล (Mass 

 analyzer) สวนผลิตไอออนในปจจุบันมีหลายวิธี แตที่นิยมใชอยางแพรหลายมี 2 วิธีคือ 

2.1  Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI) 

  เปนการทําใหสารตัวอยางเกิดเปนไอออนในขณะที่สารอยูในสภาวะแกส  

 ที่ความดันบรรยากาศ โดยสารตัวอยางจะกลายเปนไอโดยการพนแกสรอนซึ่งใชแกส

 ไนโตรเจน หรือเรียกวา neubulizer gas เมื่อละอองของสารตัวอยางเขาสูสวนผลิต

 ไอออน ตัวทําละลายที่มีปริมาณมากกวาจะชนกับเข็มที่มีศักยไฟฟาพลังงานสูง ทําให

 เกิดเปนรีเอเจนตไอออน  (ซึ่งอาจเปนไดทั้งไอออนบวกและไอออนลบขึ้นอยูกับโหมด

 การวิเคราะหที่เลือกใช) โดยที่รีเอเจนตไอออนที่เกิดขึ้นจะชนกับสารตัวอยาง ทําให

 เกิดไอออนของสารตัวอยาง จากนั้นไอออนเพียงสวนหนึ่งเทานั้นจะถูกดึงดูดใหเคลื่อน 
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 ที่ผานชองเล็กๆ (skimmer) เขาไปสูสวนวิเคราะหมวล เทคนิคนี้ใชไดดีกับสารตัวอยาง

 ที่ไมไดอยูในรูปที่เกิดเปนไอออนในสารละลาย และสารตัวอยางท่ีคอนขางไมมีข้ัว 

2.2  Electrospray Ionization (ESI) 

  เปนเทคนิคผลิตไอออนที่ใชในงานวิจัยนี้ การผลิตไอออนดวยเทคนิคนี้

 เหมาะสําหรับการวิเคราะหสารตัวอยางที่อยูในรูปของไอออนในตัวทําละลาย โดยเมื่อ

 สารละลายออกจากระบบของ UHPLC จะเขาสูหลอดแคพิลลารี ซึ่งจะมีการใหคา

 ศักยไฟฟากําลังสูงประมาณ 3000 v ทําให ณ บริเวณนี้เกิดเปนสนามไฟฟาที่มีความ

 แรงมาก เมื่อสารละลายผานออกจากปลายหลอดแคพิลลารี จึงมีลักษณะเปนหยด

 ของเหลวที่มีประจุอยูที่ผิว และเมื่อเกิดการระเหยของหยดของเหลวจะทําใหหยด

 ของเหลวมีขนาดเล็กลงเรื่อยๆ ประจุจะเขาใกลกันมากขึ้นเกิดการแตกกระจายเปน

 ไอออน สําหรับเทคนิค ESI เรามารถเลือกที่จะวิเคราะหไอออนบวกหรือไอออนลบ 

 ก็ได ถาเลือกวิเคราะหไอออนบวก (positive mode) ไอออนบวกเทานั้นที่จะผานเขา

 ไปยังสวนตรวจวัดในทางกลับกันถาตองการวิเคราะหไอออนลบ (negative mode) 

 ไอออนลบเทานั้นที่จะวิ่งไปยังสวนตรวจวัด  

3. สวนวิเคราะหมวล (Mass analyzer) 

  หนาที่ของสวนวิเคราะหมวล คือ การวิเคราะหคามวลตอประจุ (m/z) ของอนุภาคที่

 สงมาจากสวนผลิตไอออน โดยทําการแยกไอออนตามคา m/z ของไอออนนั้น สวนวิเคราะห

 มวลมีหลายประเภท เชน Quadrupole, Time of flight (TOF), Magnetic sector 

 (Double focusing), Ion trap และ Ion cyclotron resonance (ICR) ในที่นี้จะกลาวถึง

 เฉพาะ Quadrupole ที่ใชในงานวิจัยนี้ เปนเครื่องวิเคราะหมวลที่ใชกันอยางแพรหลาย เพราะ

 มีขนาดกะทัดรัด ราคาไมสูง การใชงานคอนขางงาย อีกทั้งมีความทนทานและความเร็วในการ

 วิเคราะหสูง Quadrupole ประกอบดวยแทงโลหะกลม 4 แทงที่เชื่อมตอกันทางไฟฟา วางตัว

 ขนานกัน ดังรูปที่ 2.5 เริ่มจากการโฟกัสไอออนดวย ion optic ใหเคลื่อนที่ผานเขาไปใน

 บริเวณชองตรงกลางระหวางแทงโลหะทั้ง 4 การแยกไอออนทําโดยการปรับคาสนามไฟฟา

 ภายในบริเวณชองตรงกลางของแทงโลหะเหลานี้ ทําใหไอออนที่มี m/z เฉพาะคาหนึ่งๆเทานั้น 

 ที่สามารถเคลื่อนที่ผานออกไปยังสวนตรวจวัดได ในงานวิจัยนี้ใชสวนวิเคราะหมวลแบบ Triple 

 quadrupoles (TQ) ซึ่งประกอบดวย quadrupole ทั้งหมด 3 หนวย โดย quadrupole 



 

 หนวยแรก (Q1) ทําหนาที่

 (precursor ion) ที่ตองการศึกษาสงตอไปยัง 

 collision cell เหนี่ยวนําใหเกิดการแตกตัวของไอออน โดยไมมีการแยกมวลของไอออนแต

 อยางใด เรียกกระบวนการนี้วา 

 ที่เกิดจากการแตกตัวจาก 

 เปน MS2 เพื่อวิเคราะหไอออนยอยที่เกิดขึ้นเหลานี้ นอกจากนี้การวิเคราะหสารดวยระบบ 

 Triple quadrupole 

 เลือกวิเคราะหแบบ 

 จําเพาะเจาะจงโดย 

 จะทําให precursor io

 ion ที่เราเลือกไวเทานั้นที่จะผาน 

 ออกโดย Q3  

ทําหนาที่เปนแมสสเปกโทรมิเตอรตัวที่ 1 (MS1) เพื่อคัดเลือกไอออนตั้งตน 

ที่ตองการศึกษาสงตอไปยัง quadrupole หนวยที่สอง 

เหนี่ยวนําใหเกิดการแตกตัวของไอออน โดยไมมีการแยกมวลของไอออนแต

เรียกกระบวนการนี้วา collision induced dissociation (CID) 

ที่เกิดจากการแตกตัวจาก Q2 จะถูกสงตอไปยัง quadrupole หนวยที่สาม 

เพื่อวิเคราะหไอออนยอยที่เกิดขึ้นเหลานี้ นอกจากนี้การวิเคราะหสารดวยระบบ 

uadrupole สามารถทําไดหลายรูปแบบขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของงาน ในงานวิจัยนี้

เลือกวิเคราะหแบบ multiple reaction monitoring (MRM) เปน

 Q1 จะเลือกใหผานเฉพาะ precursor ion ที่สนใจ จากนั้น 

precursor ion แตกตัวเปน product ion เพื่อสงเขาสู Q3 โดยมวลของ 

ที่เราเลือกไวเทานั้นที่จะผาน Q3 ไปได สวน product ion ที่เหลือที่ไมไดเลือกจะถูกกรอง

 
รูปที ่2.5 แผนภาพของ Triple quadrupoles17 
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เพื่อคัดเลือกไอออนตั้งตน 

หนวยที่สอง (Q2) ซึ่งทําหนาที่เปน 

เหนี่ยวนําใหเกิดการแตกตัวของไอออน โดยไมมีการแยกมวลของไอออนแต

issociation (CID) และไอออนยอย 

หนวยที่สาม (Q3) ซึ่งทําหนาที่

เพื่อวิเคราะหไอออนยอยที่เกิดขึ้นเหลานี้ นอกจากนี้การวิเคราะหสารดวยระบบ 

สามารถทําไดหลายรูปแบบขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของงาน ในงานวิจัยนี้

เปนการวิเคราะหสารแบบ

ที่สนใจ จากนั้น collision cell 

โดยมวลของ product 

ที่เหลือที่ไมไดเลือกจะถูกกรอง

 



 

4. สวนตรวจวัด (Detector)

 continuous dynode electron multiplier detector 

electron multiplier (CEM) 

ในรูป 2.6 เมื่อไอออนที่ผานสวนวิเคราะหมวลจะตกกระทบที่ผิวภายในของ 

เกิดการปลดปลอยอิเล็กตรอนออกมาจํานวนหนึ่ง อิเล็กตรอนเหลานี้จะถูกเรงดวยสนามไฟฟา

ภายใน detector 

ปลดปลอยอิเล็กตรอนมากขึ้น เกิดการเพิ่มจํานวนของอิเล็กตรอนจากการเคลื่อนที่สะทอนผนัง

ไปมา มีการขยายสัญญาณอยางตอเนื่องไปจนถึงขั้วแอโนดที่อยูทางตอนปลาย

สัญญาณอิเล็กตรอนหรือสัญญาณไฟฟาจะถูกตรวจวัดและแปรใหอยูในรูปของแมสสเปกตรัม

 

  

  

(Detector) 

ontinuous dynode electron multiplier detector เรียกกันทั่วไปวา 

electron multiplier (CEM) หรือ channeltron มีลักษณะเปนหลอดแกวรูปกรวย ดังแสดง

ไอออนที่ผานสวนวิเคราะหมวลจะตกกระทบที่ผิวภายในของ 

เกิดการปลดปลอยอิเล็กตรอนออกมาจํานวนหนึ่ง อิเล็กตรอนเหลานี้จะถูกเรงดวยสนามไฟฟา

detector ใหวิ่งไปชนผนังบริเวณที่มีศักยไฟฟาสูงขึ้นที่อยูถัดไป ทําใหเกิดการ

ปลดปลอยอิเล็กตรอนมากขึ้น เกิดการเพิ่มจํานวนของอิเล็กตรอนจากการเคลื่อนที่สะทอนผนัง

การขยายสัญญาณอยางตอเนื่องไปจนถึงขั้วแอโนดที่อยูทางตอนปลาย

สัญญาณอิเล็กตรอนหรือสัญญาณไฟฟาจะถูกตรวจวัดและแปรใหอยูในรูปของแมสสเปกตรัม

รูป 2.6 channel electron multiplier detector

-3000 v 

signal 

Resistive 
conductive 
surface 
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เรียกกันทั่วไปวา channel 

มีลักษณะเปนหลอดแกวรูปกรวย ดังแสดง

ไอออนที่ผานสวนวิเคราะหมวลจะตกกระทบที่ผิวภายในของ detector และ

เกิดการปลดปลอยอิเล็กตรอนออกมาจํานวนหนึ่ง อิเล็กตรอนเหลานี้จะถูกเรงดวยสนามไฟฟา

ใหวิ่งไปชนผนังบริเวณที่มีศักยไฟฟาสูงขึ้นที่อยูถัดไป ทําใหเกิดการ

ปลดปลอยอิเล็กตรอนมากขึ้น เกิดการเพิ่มจํานวนของอิเล็กตรอนจากการเคลื่อนที่สะทอนผนัง

การขยายสัญญาณอยางตอเนื่องไปจนถึงขั้วแอโนดที่อยูทางตอนปลาย ซึ่งที่จุดนี้

สัญญาณอิเล็กตรอนหรือสัญญาณไฟฟาจะถูกตรวจวัดและแปรใหอยูในรูปของแมสสเปกตรัม 

 

detector 



 
 

 

บทที่ 3 

การทดลอง 

 

3.1 เครื่องมือและอุปกรณ 

 3.1.1 เครื่อง UHPLC-MS/MS (Ultra high performance liquid chromatograph-

  tandem mass spectrometer) 

  -  เครื่องสูบฉีดของเหลว Agilent 1290 Binary pump 

  -  ระบบฉีดสารตัวอยาง  Agilent 1290 Infinity autosampler 

  -  สวนวิเคราะหมวล  Agilent 6490 Triple quadrupole 

 3.1.2 คอลัมน symmetry shield RP 18 (2.1×150 mm, 3.5 µm) 

 3.1.3 เครื่องชั่ง (moldel XS, Mettler Toledo) 

 3.1.4 ไมโครปเปต ขนาด 2-20, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร (Eppendorf,  

  Germany) 

 3.1.5 disposable syringe 3 มิลลิลิตร (Nipro) 

 3.1.6 เครื่องเขยาสาร (Vortex genie 2, scientific industrial) 

 3.1.7 เครื่อง ultrasonic steri-cleaner 

 3.1.8 เครื่องปนละเอียด 

 3.1.9 ขวดกําหนดปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

 3.1.10 บีกเกอรขนาด 150 และ 250 มิลลิลิตร 

 3.1.11 กระบอกตวงขนาด 25 มิลลิลิตร 

 3.1.12 หัวดูดสําหรับไมโครปเปต (Sorenson, Bioscience, Inc.) 

 3.1.13 disposable syringe filter (Nylon, 13 mm, 0.2 µm) 

 3.1.14 vial 12×32mm, 9 mm (Vertical chromatography Co.,Ltd.) 

 3.1.15 ขวดเก็บสารขนาด 20 มิลลิลติร 

 3.1.16 โหลมีฝาปด 
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 3.1.17   ขวดบรรจุเฟสเคลื่อนที่ขนาด 250 มิลลิลิตร 

 3.1.18 กระดาษกรองเบอร 42 (Whatman) 

 

3.2 สารเคมี 

 3.2.1 น้ําบริสุทธิ์ (milli-q) 

 3.2.2 เมทานอล LC-MS reagent (J.T.Baker) 

 3.2.3 กรดฟอรมิก analytical reagent grade (Fisher scientific, UK) 

 3.2.4 กรดโปรโตคาเทคชูอิก (ChromaDex) 

 3.2.5 กรดคลอโรจีนิก (Aldrich chemistry) 

 3.2.6 กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก (Aldrich chemistry) 

 3.2.7 กรดเฟอรูลิก (Aldrich chemistry) 

 3.2.8 กรดคาเฟอิก (Sigma life science) 

 3.2.9 กรดซิแนพพิก (Aldrich chemistry) 

 3.2.10 กรดพาราคูมาริก (Sigma life science) 

 

3.3 การเตรียมสารละลาย 

 3.3.1  สารละลายเฟสเคลื่อนท่ีกรดฟอรมิกในน้ํา milli-q 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร  

   นําน้ํา milli-q เติมลงในขวดกําหนดปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร และปเปต

  กรดฟอรมิกเขมขนจํานวน 250 ไมโครลิตรลงไป ปรับปริมาตรดวยน้ํา milli-q จนถึง

  ขีดกําหนดปริมาตร เขยาใหเขากัน บรรจุลงในขวดบรรจุเฟสเคลื่อนที ่

 3.3.2  สารละลายเฟสเคลื่อนท่ีกรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร  

   นําเมทานอลเติมลงในขวดกําหนดปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร และปเปต

  กรดฟอรมิกเขมขนจํานวน 250 ไมโครลิตรลงไป ปรับปริมาตรดวยเมทานอล จนถึงขีด

  กําหนดปริมาตร เขยาใหเขากัน บรรจุลงในขวดบรรจุเฟสเคลื่อนที ่
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 3.3.3 สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกความเขมขน 1000 มิลลิกรัมตอลิตร 

   ชั่งกรดฟนอลิก 7 ชนิด อยางละ 10 มิลลิกรัม แยกภาชนะ ไดแก กรดคลอโร-

  จีนิก กรดเฟอรูลิก กรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดซิแนพพิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

  กรดคาเฟอิก และกรดพาราคูมาริก โดยละลายกรดเฟอรูลิกและกรดโปรโตคาเทคชูอิก

  ในเมทานอล:น้ํา อัตราสวน 50:50 ปริมาณ 10 มิลลิตร สวนกรดที่เหลือละลายใน 

  เมทานอล 10 มิลลิลิตร จากนั้นเก็บสารละลายในขวดเก็บสารขนาด 20 มิลลิลิตร 

 3.3.4 สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิก ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อทํา  

  MS Optimization 

   ปเปตสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1000 มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 

  3.3.3) จํานวน 20 ไมโครลิตร ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร และปเปตเมทานอล

  ปริมาตร 980 ไมโครลิตร เติมลงไป ไดปริมาตรรวมเปน 1000 ไมโครลิตร เขยาใหเขา

  กันดวยเครื่องเขยาสาร ทําซ้ําจนครบ 7 สารละลายมาตรฐาน 

 3.3.5 สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด (mix standard solution)  

  ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร 

   ปเปตสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1000 มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 

  3.3.3) ของกรดฟนอลิกท้ัง 7 ชนิด มาชนิดละ 20 ไมโครลิตร ลงใน vial เดียวกัน จาก

  นั้นปเปตเมทานอลเติมลงไปอีก 860 ไมโครลิตร ไดปริมาตรรวมเปน 1000 ไมโครลิตร

  เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร 

 3.3.6 สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด ความเขมขน 0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 

  1.00, 2.50 และ 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อหาชวงความเขมขนที่เปนเสนตรง  

  (calibration curve) 

  3.3.6.1  ปเปตสารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด ความเขมขน 20  

   มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 3.3.5) ปริมาตรตางๆลงใน vial แลวเติมเมทานอล

   เพื่อใหปริมาตรรวมเปน 1000 ไมโครลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานกรด 

   ฟนอลิกผสม 7 ชนิด ความเขมขน 0.10, 0.50, 1.00, 2.50 และ 5.00  

   มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร 
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  3.3.6.2 เนื่องจากขีดจํากัดปริมาตรของไมโครปเปต การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

   กรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด ความเขมขน 0.01 และ 0.05 จึงตองเตรียมจาก

   ความเขมขน 1.00 มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 3.3.6.1) โดยปเปตมา 10 และ 

   50 ไมโครลิตร ตามลําดับ ลงใน vial เติมเมทานอลจนมีปริมาตรรวม 1000 

   ไมโครลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร 

 

3.4 การวิเคราะหดวย UHPLC-MS/MS 

 สภาวะที่ใชในการวิเคราะหดวย UHPLC-MS/MS มีดังนี ้

 ปริมาตรสารที่ฉีด  : 2 ไมโครลิตร 

 อัตราการไหล  :  0.3 มิลลิลิตรตอนาท ี

 อุณหภูมิคอลัมน  :  30 องศาเซลเซียส 

 คอลัมน   : symmetry shield RP 18 (2.1×150 mm, 3.5 µm) 

 อุณหภูมิแกส N2  : 200 องศาเซลเซียส 

 เฟสเคลื่อนที ่  : กรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร กับกรด

     ฟอรมิกในเมทานอล 0.1% โดยปริมาตรตอปรมิาตร 

 สวนผลิตไอออน  :   electrospray ionization (ESI) ผลิตทั้งประจุบวกและลบ 

     (โหมด positive และ negative) 

 สวนวิเคราะหมวล : โหมด multiple reaction monitoring (MRM) 

  

3.5 การหาความใชไดของวิธีวิเคราะห (Method Validation)18 

 3.5.1 ชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหเชิงปริมาณโดยการสรางกราฟเทียบมาตรฐาน 

  (calibration curve) 

   งานวิจัยนี้หาปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดตัวอยางดวยวิธี External standard 

  calibration โดยนําสารมาตรฐานกรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด มาจํานวน 7 ความเขมขน 

  (จากขอ 3.3.6) วิเคราะหดวยเทคนิค UHPLC-MS/MS และสรางกราฟมาตรฐานขึ้น 

  ใหแกน y แสดงขอมูลพื้นที่ใตพีก (peak area) และแกน x แสดงความเขมขนของสาร 

  (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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2.5.2 ขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด (Limit of detection, LOD) 

 นํากราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกชวงความเขมขน

ต่ําสุด 4 ความเขมขนคือ 0.01-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ยกเวนกรดเฟอรูลิกและกรด 

คาเฟอิกใชความเขมขนชวง 0.05-1.00 มิลลิกรัมตอลิตร และกรดซิแนพพิกใชความ

เขมขนชวง 0.5-5.0 มิลลิกรัมตอลิตร มาใชในการคํานวณตามสูตร 

LOD = 
I
1

0h1
A
x/y3.3S

  

ความหมายของตัวแปร Sx/y, A, h0 และ I ดูไดในภาคผนวก ก. 

 3.5.3 ขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 

   วิธีทําเหมือนขอ 3.5.2 แตเปลี่ยนสูตรคํานวณเปน 

  LOQ = 
I
1

0h1
A
x/y10S

  

3.5.4 ขีดจํากัดของวิธีตรวจวัด (Method detection limit, MDL) 

 นําคา LOD ที่คํานวณไดจากขอ 3.5.2 คูณดวย dilution factor จะไดคา 

MDL ออกมา ซึ่งในที่นี้ใชเห็ดตัวอยาง 2 กรัม ละลายในเมทานอล 10 มิลลิลิตร ทําให 

dilution factor เทากับ 5 

 3.5.4 ขีดจํากัดของวิธีตรวจวัดเชิงปริมาณ (Method quantitation limit, MQL) 

   นําคา LOQ ที่คํานวณไดจากขอ 3.5.3 คูณดวย dilution factor เทากับ 5 

  จะไดคา MQL ออกมา 
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3.6 การเตรียมตัวอยาง 

 3.6.1  การเลือกเห็ด 

   เลือกเห็ดมา 2 ชนิด คือ เห็ดนางรมหลวงและเห็ดเข็มทอง โดยเห็ด 1 ชนิดจะ

  นํามาจากแหลงเพาะปลูก 3 แหลงที่แตกตางกัน คนละจังหวัด 

 3.6.2  การสกัดเห็ด 

  1) นําเห็ดมาลางใหสะอาด ผึ่งใหแหง 

  2) หั่นเห็ดเปนชิ้นเล็กๆ นําไปปน 

  3) ชั่งเห็ด 2 กรัม ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง นําใสในโหลที่มฝีาปด (ได 3 โหล) 

  4) เติมเมทานอลปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในโหลจนครบทั้ง 3 โหล ปดฝาทิ้งไว 24 

      ชั่วโมง 

  5) กรองเห็ด เก็บสารละลายที่ได นําเห็ดใสโหลเหมือนเดิม เติมเมทานอลอีก 5  

      มิลลิลิตร (ทําทั้ง 3 โหล) 

  6) นําโหลเห็ดไป sonicated เปนเวลา 30 นาท ี

  7) กรองเห็ดอีกครั้ง เก็บสารละลายที่ไดรวมกับขอ 5) ใสขวดเก็บสารปริมาตร 20 

      มิลลิลิตร 

  8) บรรจุสารละลายในขอ 7) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน disposable syringe ที่มี 

      filter (Nylon, 13 mm, 0.2 µm)  

  9) ฉีดสารผาน filter ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร เพื่อนําไปวิเคราะหดวย UHPLC-

        MS/MS 



 
 

 

บทที่ 4 

ผลการทดลองและการวิจารณผลการทดลอง 

 

4.1 การหาพารามิเตอรที่เหมาะสมในการแยกกรดฟนอลิกดวย UHPLC-MS/MS 

 วิธีการที่ใชในการหาพารามิเตอรที่เหมาะสมคือ MS Optimaization หรือการหามวลของ

ไอออนที่เหมาะสมตอการแยกสารดวยเทคนิค UHPLC-MS/MS โดยใชโปรแกรม MassHunter 

Optimizer พารามิเตอรที่ตองการเพื่อนําไปใชในการแยกกรดฟนอลิก คือ precursor ion, product 

ion และ collision energy ทําการวิเคราะหไอออน 2 โหมด คือ negative และ positive ไดคาตางๆ

ทั้งหมดดังตาราง ก.1 จากนั้นทําการเลือกคา precursor ion, product ion และ collision energy ที่

เหมาะสม โดยดูจากคา abundance เลือก product ion ที่ใหคา abundance สูง เพื่อประโยชนใน

การวิเคราะหปริมาณของสาร จะใหพีกที่มีพื้นที่ใตพีกสูง เหมาะกับการวิเคราะหในเชิงปริมาณ และ

เลือกคา abundance อีกคาหนึ่งที่มีคาใกลเคียงกันเพื่อเปนการยืนยันสารละลายมาตรฐาน ผลการ

เลือกพารามิเตอรที่เหมาะสม แสดงในตารางที ่4.1 

ตารางที ่4.1 พารามิเตอรของสารละลายมาตรฐาน 7 ชนิด ที่เลือกจากตาราง ก.1 เพื่อนําไปใชในการ

แยกกรดฟนอลิก 

ชื่อสาร โหมด 
มวล

โมเลกุล 

precursor 

ion 

product 

ion 

collision 

energy 
abundance 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก negative 154.03 153.02 108.8 9 12511 

กรดคลอโรจีนิก positive 354.1 355.11 
162.8 5 12112 

88.9 60 4911 

กรดพาราไฮดรอกซี-

เบนโซอิก 

negative 138.03 137.02 
93 9 11322 

65 33 548 

กรดคาเฟอิก 
positive 180.04 181.05 162.9 5 2500 

negative 180.04 179.03 134.9 13 9120 

กรดซิแนพพิก positive 224.07 225.08 
207 1 14853 

175 9 6564 
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ชื่อสาร โหมด 
มวล

โมเลกุล 

precursor 

ion 

product 

ion 

collision 

energy 
abundance 

กรดเฟอรูลิก positive 194.06 195.07 
176.8 5 12884 

144.9 13 4570 

กรดพาราคูมาริก negative 164.05 163.04 
118.9 13 13095 

92.8 37 1459 

 เลือก product ion จากทุกๆสารมาตรฐานมา 2 คา เพื่อทําปริมาณวิเคราะหและยืนยันสาร 

ยกเวนกรดโปรโตคาเทคชูอิกที่เลือกเพียงคาเดียว คือ product ion m/z = 108.8 เนื่องจากคาอื่นๆมี 

abundance ที่ต่ํามาก เมื่อนําคาไปใชทําใหไมสามารถตรวจวัดสารละลายได (ไมมีสัญญาณ) อีกทั้งกรด

โปรโตคาเทคชูอิกในเห็ดนั้นมีปริมาณที่สูง และไมเกิดการรบกวนจากสารอื่น ได baseline ที่เรียบ 

ดังนั้นการเลือก product ionเพียงคาเดียว ก็สามารถระบุกรดโปรโตคาเทคชูอิกได 

4.2 สภาวะทีใ่ชในการแยกกรดฟนอลิกดวย UHPLC-MS/MS 

 ในการแยกกรดฟนอลิกทั้ง 7 ชนิด ปริมาณสารที่ฉีดเขาเครื่อง UHPLC-MS/MS คือ 2 

ไมโครลิตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่คือ 0.3 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชเฟสเคลื่อนที่แบบเดียวกับ

การหากรดฟนอลิกในเห็ดดวยเทคนิค LC-ESI-MS/MS9  คือกรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% โดยมวลตอ

ปริมาตร (%v/v) : กรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร (%v/v) และผานเฟสเคลื่อนที่

แบบ gradient elution เพื่อประสิทธิภาพการแยกที่สมบูรณ จึงตองทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสม

ของเฟสเคลื่อนที่ ณ เวลาตางๆ หลายรูปแบบไดผลเปนโครมาโทแกรมดังรูป ข.1-ข.4 และไดอัตราสวน

สุดทายที่เหมาะสมที่สุดแสดงในตารางที ่4.2 และรูปที ่4.1 

ตารางที ่4.2 อัตราสวนที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่ตอเวลา 

เวลา กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v กรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v 

0.00 10 90 

12.00 70 30 

13.00 100 0 

14.50 100 0 

15.00 10 90 

16.00 10 90 



 

 ผลการแยกสารละลายมาตรฐาน 

รูปที่ 

รูปที่ 4.2 ลําดับการแยกของสารมาตรฐานผสม 

1 

4 

1 

2 

3 

5 

6 

7 

ผลการแยกสารละลายมาตรฐาน 7 ชนิด โดยใชสภาวะดังกลาว ไดโครมาโทแกรมดังนี้

รูปที่ 4.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐาน 7 ชนดิ 

ลําดับการแยกของสารมาตรฐานผสม 7 ชนิด ที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร

 

2 

 3 

 4 

5 
6 

 7 

22 

ไดโครมาโทแกรมดังนี้ 

 
  

 

มิลลิกรัมตอลิตร 



 

 จากโครมาโทแกรม รูป 

มาตรฐาน 7 ชนิด ไดดังนี้ 

  พีคที่ 1 : กรดโปรโตคาเทคชูอิก 

  พีคที่ 2 : กรดคลอโรจีนิก 

  พีคที่ 3 : กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก

  พีคที่ 4 : กรดคาเฟอิก

  พีคที่ 5 : กรดซิแนพพิก

  พีคที่ 6 : กรดเฟอรูลิก

  พีคที่ 7 : กรดพาราคูมาริก

 จากรูปที่ 4.2 จะเห็นไดวาพีกของกรดเฟอรูลิก

ไว เปนพีกทีค่าดวาจะมาจากสารอื่น โดยมี 

product ion ของกรดเฟอรูลิก

ดวยกัน ยืนยันไดโดยโครมาโทแกรมที่ใช

retention time ตรงกันมีพีกเดียวคือที่ 

ของสารอื่นในสารละลายมาตรฐานที่ผสมกันอยู

เฟอรูลิกเดี่ยวๆเพื่อดู retention time 

time ใกลเคียงกันกับกรดเฟอรูลิก

รูปที ่4.3 

จากโครมาโทแกรม รูป 4.2 สรุปลําดับการแยกและ retention time (tR

กรดโปรโตคาเทคชูอิก   tR = 5.23 นาท ี

กรดคลอโรจีนิก    tR = 6.82 นาท ี

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก tR = 7.22 นาท ี

กรดคาเฟอิก    tR = 7.68 นาท ี

กรดซิแนพพิก    tR = 8.62 นาท ี

กรดเฟอรูลิก    tR = 9.09 นาท ี

กรดพาราคูมาริก  tR = 9.40 นาท ี

จะเห็นไดวาพีกของกรดเฟอรูลิกมี 2 พีก (โครมาโทแกรมลําดับที่ 

คาดวาจะมาจากสารอื่น โดยมี retention time ตรงกับกรดคาเฟอิก

กรดเฟอรูลิก ไปตรงกับ fragment ที่เกิดขึ้นจริงบางสวน ของกรด

โครมาโทแกรมที่ใชวิเคราะหเชิงคุณภาพ ดังรูปที่ 4.3 

ตรงกันมีพีกเดียวคือที่ 9.09 นาที อีกพีกที่ตรวจวัดไดไมตรงกัน ซึ่งเกิดจากการรบกวน

ของสารอื่นในสารละลายมาตรฐานที่ผสมกันอยู  นอกจากนี้ยังทําการยืน

etention time ไดผลออกมาคือมีพีกเดียวที่ตําแหนง 8.99

กรดเฟอรูลิกในสารผสมมาตรฐาน โดยหางกัน 0.1 นาที แสดงใน

 โครมาโทแกรมยืนยัน retention time ของกรดเฟอรูลิก
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R) ของสารละลาย

โครมาโทแกรมลําดับที่ 6) โดยพีกที่วง

กับกรดคาเฟอิก เนื่องมาจากการเลือก 

ของกรดคาเฟอิกที่ผสมอยู

4.3 จะเห็นไดวาพีกที่มี 

นาที อีกพีกที่ตรวจวัดไดไมตรงกัน ซึ่งเกิดจากการรบกวน

นอกจากนี้ยังทําการยืนยันโดยการฉีดกรด 

8.99 นาที ซึ่ง retention 

แสดงในรูป ข.5 

 
ของกรดเฟอรูลิก 
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4.3 การหาความใชไดของวิธีวิเคราะห (Method Validation) 

 จากโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานทั้ง 7 ชนิด คือกรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดเฟอรูลิก 

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดพาราคูมาริก กรดคลอโรจีนิก กรดคาเฟอิก และกรดซิแนพพิก ในรูป 

ข.6-ข.19 นํามาหาคา LOD, LOQ, MDL และ MQL โดย IUPAC18 ไดยกเลิกการหาคา LOD และ 

LOQ แบบเกาที่หาไดจากคาความเขมขนต่ําสุดที่ใหความสูงสัญญาณเปน 3 เทาของสัญญาณรบกวน 

(signal-to noise ratio) และความสูงสัญญาณเปน 10 เทาของสัญญาณรบกวน ตามลําดับ โดยได

นิยามใหมดังสูตรจากขอ 3.5.2 และ 3.5.3 ซึ่งตัวแปรตางๆหาไดโดยใชฟงกชัน LINEST ในโปรแกรม 

Microsoft office excel และรายละเอียดสูตรคํานวณแสดงในภาคผนวก ก ผลการหาคา LOD, LOQ, 

MDL และ MQL แสดงในตารางที่ 4.4  

 เมื่อไดขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (LOQ) นํามาสรางกราฟสอบเทียบของสาร 

ละลายมาตรฐาน 7 ชนิด ไดกราฟสอบเทียบดังแสดงในรูป ข.20-ข.26 และไดพารามิเตอรตางๆ ของ

การวิเคราะหเชิงปริมาณ ตามตารางที่ 4.3 

ตารางที่ 4.3 พารามิเตอรตางๆ ของการวิเคราะหเชิงปริมาณ : slope, intercept และ R2 

ขนิดกรดฟนอลิก 
ชวงความเขมขน 

(mg/L) 
slope intercept R2 

โปรโตคาเทคชูอิก 0.05-5.00 13557 ± 105 (0.9 ± 2.5) × 10-2 0.9998 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 0.05-5.00 13366 ± 164 (4.8 ± 3.8) × 10-2 0.9994 

พาราคูมาริก 0.05-5.00 22303 ± 234 (6.2 ± 5.4) × 10-2 0.9996 

คลอโรจีนิก 0.10-5.00  7049 ± 181  (-4.8 ± 4.6) × 10-2 0.9980 

เฟอรูลิก 0.50-5.00 1388 ± 29 (1.6 ± 0.8) ×10-2 0.9992 

คาเฟอิก 0.50-5.00 20824 ± 164  (-6.5 ± 4.7) × 10-2 0.9999 

ซิแนพพิก 1.00-5.00  7220 ± 108 (-31.4 ± 3.6) ×10-2 0.9998 

 

 

 

 

 



 

 

 

     ตารางที ่4.4 คา LOD, LOQ, MDL และ MQL ที่ไดจากความเขมขนต่ําสุด 4 ความเขมขนจาก calibration curve 

ชนิดสารละลายมาตรฐาน 
ชวงความเขมขน 

(mg/L) 
slope Sx/y h0 

LOD 

(mg/L) 

LOQ 

(mg/L) 

MDL 

(mg/kg) 

MQL 

(mg/kg) 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก 0.01-0.50 13602 ± 97 37.9 0.177 0.011 0.033 0.055 0.16 

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 0.01-0.50 14068 ± 106 41.7 0.177 0.012 0.035 0.060 0.18 

กรดพาราคูมาริก 0.01-0.50 23961 ± 263 103 0.177 0.017 0.050 0.085 0.25 

กรดคลอโรจีนิก 0.01-0.50 6324 ± 138 54.0 0.177 0.034 0.10 0.17 0.50 

กรดเฟอรูลิก 0.05-1.00 1600 ± 58 44.5 0.292 0.11 0.35 0.55 1.8 

กรดคาเฟอิก 0.05-1.00 20889 ± 815 622 0.292 0.12 0.36 0.60 1.8 

กรดซิแนพพิก 0.50-5.00 7073 ± 159 558 0.413 0.34 1.0 1.7 5.0 
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4.4 การวิเคราะหตัวอยาง 

 จากการวิเคราะหเห็ด 2 ชนิด คือ เห็ดนางรมหลวงและเห็ดเข็มทอง โดยเห็ดแตละชนิดนั้น

นํามาจากแหลงเพาะปลูกที่แตกตางกัน 3 จังหวัด และสกัดซ้ํา 3 ครั้ง โดยใชเห็ด 2 กรัม ตอเมทานอล 

10 มิลลิลิตร เพื่อหาพื้นที่ใตพีกเฉลี่ย (ขอมูลแสดงในตาราง ก.2-ก.7) มาคํานวณหาปริมาณกรดฟนอลิก 

7 ชนิด โดยใชสมการเสนตรงตามตารางที่ 4.5  

ตารางที่ 4.5 สมการเสนตรงของกราฟสอบเทียบของสารละลายมาตรฐาน  

ชนิดสารละลายมาตรฐาน สมการเสนตรง R2 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก y = 13557x + 89.37 0.9998 

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก y = 13366x + 482.3 0.9994 

กรดพาราคูมาริก y = 22303x + 623.5 0.9996 

กรดคลอโรจีนิก y = 7049x – 478.5 0.9980 

กรดเฟอรูลิก y = 1388x +162.8 0.9992 

กรดคาเฟอิก y = 20824x – 645.1 0.9999 

กรดซิแนพพิก y = 7220x – 3137 0.9998 

 

 ผลการคํานวณหาปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดทั้ง 2 ชนิดในหนวยมิลลิกรัมตอกิโลกรัม แสดงใน

ตาราง 4.6 จะเห็นไดวาในเห็ดนางรมหลวงทั้ง 3 ตัวอยาง ตรวจไมพบกรดเฟอรูลิก กรดคาเฟอิก และ

กรดซิแนพพิก ในเห็ดเข็มทองก็ตรวจไมพบกรดทั้ง 3 ชนิดนี้เชนกัน ยกเวน เห็ดเข็มทองตัวอยางที่ 2 

เทานั้นที่ตรวจพบกรดคาเฟอิก แตก็มีปริมาณต่ํากวา MDL สวนกรดอีก 4 ชนิดที่เหลือ กรดโปรโตคา-

เทคชูอิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดพาราคูมาริก พบในเห็ดเกือบทุกตัวอยาง ขณะที่กรด

คลอโรจีนิกพบแคในเห็ดนางรมหลวงตัวอยางที่ 1 และเห็ดเข็มทองตัวอยางที่ 2 เทานั้น จะเห็นไดวา

ถึงแมจะเปนเห็ดชนิดเดียวกันก็ตาม แตถามาจากพ้ืนที่ปลูกที่แตกตางกัน ชนิดและปริมาณกรดฟนอลิก 

ที่พบก็จะแตกตางกันไป ซึ่งอาจขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอมในการโตของเห็ด ทั้งอาหารที่ไดรับ อุณหภูมิ  

หรือเวลาในการเก็บเกี่ยว
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    ตารางที่ 4.6 ปริมาณกรดฟนอลิก 7 ชนิดในเห็ดนางรมหลวงและเห็ดเข็มทอง 

   

 a: อยูระหวาง MDL และ MQL 

 b: ต่ํากวา MDL 

ชนิดกรดฟนอลิก 

ปริมาณกรดฟนอลิก (mg/kg) ในเห็ดนางรมหลวง ปริมาณกรดฟนอลิก (mg/kg) ในเห็ดเข็มทอง 

ตัวอยางที่ 1 : 

ระยอง 

ตัวอยางที่ 2 :  

เชืยงใหม 

ตัวอยางที่ 3 : 

ปทุมธานี 

ตัวอยางที่ 1 : 

สมุทรสาคร 

ตัวอยางที่ 2 : 

สระบุรี 

ตัวอยางที่ 3 : 

ปทุมธานี 

โปรโตคาเทคชูอิก 1.67 ± 0.08 0.40 ± 0.03 0.16 ± 0.04 ตรวจไมพบ 0.16 ± 0.05 ตรวจไมพบ 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 0.22 ± 0.04 0.24 ± 0.03 ตรวจไมพบ 0.09 ± 0.05a 0.77 ± 0.01 0.87 ± 0.01 

พาราคูมาริก ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 0.06 ± 0.02b 0.58 ± 0.09 0.12 ± 0.06a 0.76 ± 0.03 

คลอโรจีนิก 0.43 ± 0.03a ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 0.47 ± 0.03a ตรวจไมพบ 

เฟอรูลิก ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 

คาเฟอิก ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 0.33 ± 0.01b ตรวจไมพบ 

ซิแนพพิก ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิก 7 ชนิด

ออกจากกัน ดวยเทคนิค UHPLC-MS/MS เพื่อนําไปหาชนิดและปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดนางรม

หลวง และเห็ดเข็มทอง ที่ปลูกจากคนละจังหวัด โดยสกัดเห็ด 2 กรัม ดวยเมทานอล 10 มิลลิลิตร ใช

เฟสเคลื่อนที่ คือ กรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร และกรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% 

โดยปริมาตรตอปริมาตร ระบบเกรเดียนทอีลูชัน อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 เมื่อพิจารณากราฟสอบเทียบของสารละลายมาตรฐาน พบวา กราฟใหคาสหสัมพันธเชิงเสน

มากกวา 0.995 แสดงวาวิธีที่ใชสําหรับการวิเคราะหกรดฟนอลิกทั้ง 7 ชนิด มีชวงความเปนเสนตรงที่ดี

ในชวงที่สรางกราฟ มีขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด (LOD) และขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัดเชิง

ปริมาณ (LOQ) อยูในชวง 0.011-0.34 และ 0.033-1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ จากนั้นคํานวณคา

ขีดจํากัดของวิธีตรวจวัด (MDL) ไดจากคา LOD ไดคาอยูในชวง 0.055-1.7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และ

คํานวณคาขีดจํากัดของวิธีตรวจวัดเชิงปริมาณ (MQL) ไดจาก LOQ คาที่ไดอยูในชวง 0.16-5.0 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

 ผลการวิเคราะหกรดฟนอลิกในเห็ดพบวา ถึงแมจะเปนเห็ดชนิดเดียวกัน แตปลูกในคนละพื้นที่ 

ปริมาณและชนิดกรดฟนอลิกที่พบมีความแตกตางกันอยางระบุได แสดงวานอกจากพันธุกรรมของเห็ด

แลว สภาพแวดลอมในการปลูกและเจริญเติบโตมีสวนสําคัญอยางมากในการกําหนดสาระสําคัญตางๆ 

ในเห็ด อยางเชนกรดฟนอลิกที่มีสมบัติตานอนุมูลอิสระ สามารถนําไปสกัดทํายาได ดังนั้นการจะนํา

สารสําคัญในเห็ดไปใชเปนประโยชนทั้งทางโภชนาการและทางเภสัช จะตองมีการศึกษาวิจัย ควบคุม

การปลูกและโตของเห็ดดวย 

 นอกจากกรดฟนอลิก 7 ชนิดขางตนแลว ยังมีกรดฟนอลิกชนิดอื่นๆอีก ที่อาจพบไดในเห็ดบาง

ชนิด ถาสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกได อาจไดรับขอมูลเพิ่มเติมใหมๆ ที่สามารถนําเห็ดบาง

ชนิดไปใชประโยชนไดเพิ่มมากขึ้น นอกจากกรดฟนอลิกแลว ยังพบฟลาโวนอยดในเห็ดซึ่งมีสมบัติในการ

ตานอนุมลูอิสระไดอีกเชนกัน 
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ภาคผนวก ก 

 

การคํานวณ LOD และ LOQ 

จากขอ 3.5.2   Sx/y คือ The residual standard deviation 

  A คือ ความชันของกราฟสอบเทียบ 

  I คือ จํานวนสารที่นํามาทํา calibration curve 

  h0  คือ The leverage for the blank sample 

โดย  h0 =  





I

1i
2)calci(c

2
calc

 

เมื่อ calc  คือ ความเขมขนเฉลี่ยของสารมาตรฐานที่นํามาทํา calibration curve 

 ic  คือ ความเขมขนของสารมาตรฐานที่นํามาทํา calibration curve 
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ตาราง ก.1 พารามิเตอรทั้งหมดของสารละลายมาตรฐาน 7 ชนิด จากการทํา MS Optimization 

ชื่อสาร โหมด 
มวล

โมเลกุล 

precursor 

ion 

product 

ion 

collision 

energy 
abundance 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก 

positive 154.03 155.04 

118.8 29 402 

136.9 5 537 

97.7 29 47 

negative 154.03 153.02 
108.8 9 12511 

60.4 1 44 

กรดคลอโรจีนิก 

positive 354.1 355.11 

162.8 5 12112 

88.9 60 4911 

116.9 45 1977 

134.8 41 1702 

negative 354.1 353.09 

190.9 5 4518 

84.9 41 354 

197.4 1 44 

กรดพาราไฮดรอกซี-

เบนโซอิก 

positive 138.03 139.04 

121 1 426 

88.8 17 50 

106.9 5 395 

negative 138.03 137.02 
93 9 11322 

65 33 548 

กรดคาเฟอิก 
positive 180.04 181.05 

162.9 5 2500 

88.9 29 1963 

110.1 37 48 

38.9 60 462 

negative 180.04 179.03 134.9 68 9120 
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ชื่อสาร โหมด 
มวล

โมเลกุล 

precursor 

ion 

product 

ion 

collision 

energy 
abundance 

กรดซิแนพพิก 

positive 224.07 225.08 

207 1 14853 

90.9 29 6267 

65 45 3411 

175 9 6564 

negative 224.07 223.06 

93.1 25 1758 

192.9 9 2078 

208 1 2360 

121 21 1188 

กรดเฟอรูลิก 

positive 194.06 195.07 

88.9 33 6842 

176.8 5 12884 

144.9 13 4570 

116.9 21 3555 

negative 194.06 193.05 
134 13 973 

177.8 9 624 

กรดพาราคูมาริก 

positive 164.05 165.06 

146.9 5 9137 

90.9 25 6033 

64.9 45 3182 

118.9 17 4219 

negative 164.05 163.04 

118.9 13 13095 

92.8 37 1459 

92.3 37 55 
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ตาราง ก.2 เห็ดนางรมหลวง ตัวอยางที่ 1 จากจังหวัดระยอง 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(mg/L) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

โปรโตคาเทคชูอิก 4755 4370 4716 4614 0.334 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 1169 957 1098 1075 0.044 

กรดพาราคูมาริก nd nd nd - - 

คลอโรจีนิก 177 104 85 122 0.085 

กรดเฟอรูลิก nd nd nd - - 

กรดคาเฟอิก nd nd nd - - 

กรดซิแนพพิก nd nd nd - - 

nd = not detected 

 

ตาราง ก.3 เห็ดนางรมหลวง ตัวอยางที่ 2 จากจังหวัดเชียงใหม 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(mg/L) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

โปรโตคาเทคชูอิก 1209 1171 1097 1159 0.079 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 1138 1199 1070 1136 0.049 

กรดพาราคูมาริก nd nd nd - - 

คลอโรจีนิก nd nd nd - - 

กรดเฟอรูลิก nd nd nd - - 

กรดคาเฟอิก nd nd nd - - 

กรดซิแนพพิก nd nd nd - - 
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ตาราง ก.4 เห็ดนางรมหลวง ตัวอยางที่ 3 จากจังหวัดปทุมธานี 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(mg/L) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

โปรโตคาเทคชูอิก 514 643 444 534 0.033 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก nd nd nd - - 

กรดพาราคูมาริก 839 951 907 899 0.012 

คลอโรจีนิก nd nd nd - - 

กรดเฟอรูลิก nd nd nd - - 

กรดคาเฟอิก nd nd nd - - 

กรดซิแนพพิก nd nd nd - - 

 

 

ตาราง ก.5 เห็ดเข็มทอง ตัวอยางที่ 1 จากจังหวัดสมุทรสาคร 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(mg/L) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

โปรโตคาเทคชูอิก nd nd nd - - 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 698 575 848 707 0.017 

กรดพาราคูมาริก 3454 2791 3366 3204 0.116 

คลอโรจีนิก nd nd nd - - 

กรดเฟอรูลิก nd nd nd - - 

กรดคาเฟอิก nd nd nd - - 

กรดซิแนพพิก nd nd nd - - 
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ตาราง ก.6 เห็ดเข็มทอง ตัวอยางที่ 2 จากจังหวัดสระบุร ี

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(mg/L) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

โปรโตคาเทคชูอิก 623 578 380 527 0.032 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 2554 2497 2499 2517 0.152 

กรดพาราคูมาริก 1460 1005 1060 1175 0.025 

คลอโรจีนิก 219 164 148 177 0.093 

กรดเฟอรูลิก nd nd nd - - 

กรดคาเฟอิก 729 693 721 714 0.065 

กรดซิแนพพิก nd nd nd - - 

 

 

ตาราง ก.7 เห็ดเข็มทอง ตัวอยางที่ 3 จากจังหวัดปทุมธานี 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(mg/L) ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 3 

โปรโตคาเทคชูอิก nd nd nd - - 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 2778 2834 2796 2803 0.174 

กรดพาราคูมาริก 4198 3942 3964 4035 0.153 

คลอโรจีนิก nd nd nd - - 

กรดเฟอรูลิก nd nd nd - - 

กรดคาเฟอิก nd nd nd - - 

กรดซิแนพพิก nd nd nd - - 
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รูป ข.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 

เคลื่อนทีต่อเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 

รูป ข.2 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 

ภาคผนวก ข 

 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 7 ชนดิ ในการหาอัตราสวน

ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v : กรดฟอรมิกในเมทานอล 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 7 ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v : กรดฟอรมิกในเมทานอล 
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ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v ครั้งที่ 1 

 

ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v ครั้งที่ 2 



 

รูป ข.3 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 

 

รูป ข.4 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 

 

 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 7 ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v : กรดฟอรมิกในเมทานอล 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 7 ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v : กรดฟอรมิกในเมทานอล 

 2 
 3 

 1 

 4 

 5 

 6 

7 
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ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v ครั้งที่ 3 

 

ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v ครั้งที่ 4 

1.กรดโปรโตคาเทคชูอิก 

2.กรดคลอโรจีนิก 

3.กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

4.กรดคาเฟอิก 

5.กรดซิแนพพิก 

6.กรดเฟอรูลิก 

7.กรดพาราคูมาริก 



 

รูป ข.5 โครมาโทแกรมของกรดเฟอรูลิก  
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รูป ข.6 โครมาโทแกรมของสา

ความเขมขน 

รูป ข.7 โครมาโทแกรมของสา

ความเขมขน 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดโปรโตคาเทคชูอิก product ion m/z = 108.8

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดโปรโตคาเทคชูอิก product ion m/z = 108.8

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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product ion m/z = 108.8 

 
product ion m/z = 108.8 
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รูป ข.8 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

product ion m/z = 93.0 ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

 
รูป ข.9 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

product ion m/z = 93.0 ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.10 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดพาราคูมาริก product ion m/z = 118.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

 
รูป ข.11 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดพาราคูมาริก product ion m/z = 118.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.12 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก product ion m/z = 162.8 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

 
รูป ข.13 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก product ion m/z = 162.8 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.14 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรูลิก product ion m/z = 144.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

 
รูป ข.15 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรูลิก product ion m/z = 144.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.16 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดคาเฟอิก product ion m/z = 134.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

 
รูป ข.17 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดคาเฟอิก product ion m/z = 134.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.18 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดซิแนพพิก product ion m/z = 207.0 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

 
รูป ข.19 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดซิแนพพิก product ion m/z = 207.0 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.20 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดโปรโตคาเทคชูอิก 

 

 

รูป ข.21 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 
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รูป ข.22 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดพาราคูมาริก 

 

 

รูป ข.23 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก 

 

 

y = 22303x + 623.5

R² = 0.9996

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

0 1 2 3 4 5 6

พื้น
ที่ใ

ตพี
ก

ความเขมขนสารละลายมาตรฐาน (mg/L)

y = 7049x - 478.5

R² = 0.9980

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00

พื้น
ที่ใ

ตพี
ก

ความเขมขนสารละลายมาตรฐาน (mg/L)



51 
 

 

 

รูป ข.24 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรูลิก 

 

 

รูป ข.25 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดคาเฟอิก 
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รูป ข.26 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดซิแนพพิก 
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ประวัติผูวิจัย 

 นางสาวอิสญาภรณ พุทธสา เกิดเมื่อวันที่ 3 เดือนธันวาคม พ.ศ. 2535 ที่จังหวัดสมุทรปราการ 

สําเร็จการศึกษาชั้นมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนราชประชาสมาสัย ฝายมัธยม รัชดาภิเษก ใน

พระบรมราชูปถัมภ จังหวัดสมุทรปราการ เมื่อปการศึกษา 2554 เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตร-

บัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2555 ที่อยูที่สามารถ

ติดตอได บานเลขที่ 85/342 ซอยประชาอุทิศ 79 แขวงทุงครุ เขตทุงครุ กรุงเทพมหานคร 10140 
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