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บทคัดยอ 

 

 งานวิจัยนี้เปนการตรวจวัดปริมาณสารตานอนุมูลอิสระกรดฟนอลิกในเห็ด ไดแก กรดเฟอรูลิก 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดคลอโรจีนิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดคาเฟอิก กรดซิแนพพิก และ

กรดพาราคูมาริก ดวยเทคนิคอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทร 

เมตรี (UHPLC-MS/MS) โดยใชเครื่องวิเคราะหมวลชนิดทริเปลควอดรูโพล และภาวะของ UHPLC คือ 

เฟสเคลื่อนที่แบบเกรเดียนทของกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร และกรดฟอรมิก 

ในเมทานอล 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร ที่อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรตอนาที และคอลัมน 

symmetry shield RP-18 ขนาด 2.1×150 mm, 3.5 µm จากการใชการเลือกวิเคราะหเฉพาะไอออน

ตางๆกันดวยวิธี multiple reaction monitoring พบวา ขีดจํากัดของวิธีตรวจวัดอยูในชวง 0.055-1.7 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และขีดจํากัดของวิธีตรวจวัดเชิงปริมาณอยูในชวง 0.16-5.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ในการวิเคราะหตัวอยางจริง พบวาเห็ดชนิดเดียวกันแตมาจากพื้นที่ปลูกที่แตกตางกัน มีชนิดและ

ปริมาณของกรดฟนอลิกที่แตกตางกัน อยางไรก็ตาม กรดฟนอลิกสามชนิดที่พบมากในเห็ด คือ กรด

พาราคูมาริก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดโปรโตคาเทคชูอกิ 

 

คําสําคัญ: อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี, กรดฟนอลิก 
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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 ความเปนมาและมูลเหตุจูงใจ 

 เห็ดเปนสวนประกอบในการปรุงอาหารหลายชนิด เปนอาหารที่คนคุนเคยและชื่นชอบ 

เนื่องจากเห็ดมีรสชาติดี มีประโยชน มีหลายชนิดใหเลือกรับประทาน และมีสรรพคุณทางยา แตไมใช

เห็ดทุกชนิดที่มีประโยชน เห็ดมีพิษที่รับประทานแลวทําใหเสียชีวิตก็พบได คุณคาทางอาหารและ

โภชนาการของเห็ดแตละชนิดจะแตกตางกันไป ขึ้นอยูกับชนิดของเห็ด เห็ดอุดมไปดวยโปรตีนซึ่งมี

คุณภาพดีกวาในผัก แตก็ยังเปนโปรตีนที่ไมสมบูรณบางสวน เมื่อเทียบกับเนื้อสัตว มีวิตามินและเกลือแร 

แตไขมันต่ํา สวนประกอบหลักเปนกรดอะมิโน คารโบไฮเดรต และไฟเบอร1 เห็ดที่มีการวิเคราะหวามี

สรรพคุณทางยานั้น สวนใหญเปนเห็ดที่คนนํามาปรุงอาหารไดงาย เชน เห็ดหอม เห็ดเข็มทอง เห็ด

นางฟา เห็ดฟาง เห็ดโคน เห็ดหูหนู เห็ดหลินจือ เปนตน จากสรรพคุณทั้งหมดที่กลาวมานี้ หลาย

งานวิจัยไดศึกษาสารสําคัญตางๆในเห็ดดวยเทคนิคที่แตกตางกัน เพื่อเปนประโยชนตอผูบริโภคและ

พัฒนาใหเปนสารสําคัญในยารักษาโรค มีรายงานสรรพคุณของเห็ดออรินจิหรือเห็ดนางรมหลวง ที่มีผล

ในการเพิ่มภูมิคุมกัน ปองกันภาวะไขมันในเลือดสูง ปกปองตับจากสารพิษ ตานอนุมูลอิสระ และตาน

เนื้องอก2 เห็ด Agaricus bisporus (white button mushroom; WBM) หรือที่รูจักกันในชื่อเห็ด

แชมปญอง หรือเห็ดกระดุม เปนเห็ดที่มีใยอาหารและสารตานอนุมูลอิสระสูง อุดมไปดวยวิตามินซี 

วิตามินดี วิตามิน B12 โฟเลต และพอลิฟนอล ซึ่งมีผลในการปองกันและรักษาโรคหัวใจ และ 

โรคเบาหวาน3 

 สารสกัดสําคัญในเห็ดที่มีฤทธิ์ทางเภสัชในการตานอนุมูลอิสระ คือสารประกอบกลุมฟนอลิก  

ใชปองกันและรักษาโรค เชน  ฤทธิ์ตานมะเร็ง  ตานไวรัส  ตานการแพ และการอักเสบ เปนตน4  

ดวยเห็ดมีประโยชนที่มากมาย Reis F. S.  และคณะ5   จึงตรวจวัดปริมาณสารตานอนุมูลอิสระที่มีอยูใน

เห็ด  5 ชนิด ไดแก Agaricus bisporus (white), Agaricus bisporus (brown), Pleurotus 

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

พบวาสารตานอนุมูลอิสระในเห็ดแตละชนิดมีปริมาณไมเทากัน Palacios I. และคณะ6 ไดวิเคราะหหา



2 

 

ปริมาณสารประกอบกลุมฟนอลิกและฟลาโวนอยดโดยใชเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟ ซึ่งเปนเทคนิคที่

ใชแพรหลายในการตรวจวัดปริมาณสารสําคัญในเห็ด โดยตัวอยางเห็ดที่ใชวิเคราะหเปนเห็ดที่ปลูกใน

ประเทศสเปน นอกจากนี้ Barros L. และคณะ7 ไดวิเคราะหหาปริมาณกรดฟนอลิก 5 ชนิด ไดแก กรด

พาราคูมาริก กรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดวานิลิก 2 ไอโซเมอร ในเห็ด 

16 ชนิด ซึ่งเปนเห็ดที่ปลูกในประเทศโปรตุเกส โดยใชเทคนิค HPLC-DAD-ESI/MS พบวาปริมาณกรด 

ฟนอลิกแตละชนิดในเห็ดแตละชนิด มีปริมาณที่แตกตางกัน จากงานวิจัยหลายๆ งานขางตนนั้น เห็ดที่

นํามาวิเคราะหนั้นเปนเห็ดที่หาไดจากในประเทศที่ทําการวิจัยนั้นๆ บางชนิดมีเพาะปลูกในหลาย

ประเทศรวมถึงประเทศไทย แตบางชนิดเปนเห็ดประจําทองถิ่นเฉพาะในประเทศที่ทําการวิจัย           

 ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจตรวจวัดหาปริมาณกรดฟนอลิก ซึ่งเปนสารตานอนุมูลอิสระที่พบ

มากในเห็ด โดยใชอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี (UHPLC-

MS/MS) ซึ่งเปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูง ตรวจวัดสารไดในปริมาณต่ําๆ และวิเคราะหปริมาณสารที่

ไมสามารถแยกพีกออกจากกันอยางสมบูรณดวยเทคนิค HPLC ธรรมดาได โดยศึกษาในเห็ดที่หาไดงาย

ในทองถิ่นของประเทศไทย มีการปลูกในหลายจังหวัด คือ เห็ดเข็มทอง (Flammulina velutipes) 

และเห็ดนางรมหลวง (Pleurotus eryngii) โดยเห็ดชนิดหนึ่งๆจะนํามาจากพื้นที่ปลูก 3 จังหวัดที่

แตกตางกัน เพื่อศึกษาปริมาณกรดฟนอลิกที่แตกตางกันในเห็ดชนิดเดียวกันแตตางพ้ืนที่ปลูก 

 

1.2 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 กรดฟนอลิกเปนอนุพันธของกรดเบนโซอิกและกรดซินนามิก มีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูล

อิสระ สารตานมะเร็ง สารตานการอักเสบ และอ่ืนๆ Muszynska B. และคณะ8 จึงศึกษากรดฟนอลิกทั้ง

ในเชิงคุณภาพและปริมาณ โดยใชเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) ในการ

วิเคราะหเห็ดจากไฟลัม Basidiomycota ไดแก เห็ดขอนตนสน (Armillaria mellea) เห็ดบรูนซบ 

(Boletus badius) เห็ดตับเตา (Boletus edulis) เห็ดมันปู (Cantharellus cibarius) เห็ดฟานสีสม 

(Lactarius deliciosus) และเห็ดนางรม (Pleurotus ostreatus) ผลการวิเคราะหคือไดพบกรดเหลานี้

ในเห็ด คือ กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดพาราคูมาริก กรดเฟอรูลิก กรดซิแนพพิก กรดวานิลิก 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก และกรดซินนามิก โดยปริมาณที่พบแตกตางกันไปในแตละชนิดของเห็ด โดย

ปริมาณกรดฟนอลิกทั้งหมดพบตั้งแต 6.00 mg/kg ในเห็ดขอนตนสน จนถึง 48.25 mg/kg ในเห็ดบรูน-

ซบ สวนกรดโปรโตคาเทคชูอิกพบมากในเห็ดบรูนซบ กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิกและกรดซิแนพพิก
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พบมากในเห็ดนางรม กรดซินนามิกพบมากในเห็ดบรูนซบ สวนกรดที่เหลือคือ กรดวานิลิก กรดพาราคู

มาริก และกรดเฟอรูลิก พบไดในเห็ดบางชนิดเทานั้น ผลที่ไดนี้แสดงใหเห็นถึงความแตกตางทั้งเชิง

คุณภาพและเชิงปริมาณของกรดฟนอลิกในเห็ดในเห็ดแตละชนิด 

 Palacios I. และคณะ6 ทําการหาปริมาณฟนอลิกและฟลาโวนอยดทั้งหมดในเห็ดรับประทาน

ได 8 ชนิด ในประเทศสเปน ไดแก เห็ดแชมปญองหรือเห็ดกระดุม (Agaricus bisporus) เห็ดตับเตา 

(Boletus edulis) เห็ดเซนตจอรจ (Calocybe gambosa) เห็ดมันปู (Cantharellus cibarius) เห็ด

แตรดํา (Craterellus cornucopioiders) เห็ดมารช (Hygrophorus marzuolus) เห็ดฟานสีสม 

(Lactarius deliciosus) และเห็ดนางรม (Pleurotus ostreatus) โดยการหาปริมาณฟนอลิกทั้งหมด 

ใชการทดสอบ Folin-Ciocalteau และการหาปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมดใชการทดสอบจากปฏิกิริยา

การเปลี่ยนสี (Colorimetric reaction) แตการหาความเขมขนของกรดฟนอลิกแตละชนิดที่พบในเห็ด 

ซึ่งเกี่ยวของกับงานวิจัยฉบับนี้ หาความเขมขนโดยใชเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ  

ไดรายงานชนิดกรดฟนอลิกที่พบ คือ กรดคาเฟอิก กรดคลอโรจีนิก กรดพาราคูมาริก กรดเฟอรูลิก กรด

แกลลิก กรดเจนทิสิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดโฮโมเจนทิสิก และกรดโปรโตคาเทคชูอิก  

โดยกรดโฮโมเจนทิสิก คือกรดฟนอลิกที่พบวามีมากที่สุดในเห็ดทุกชนิด แตปริมาณที่พบแตกตางกันไป

ตามชนิดของเห็ด และกรดที่พบในเห็ดทุกชนิด คือ กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดโฮโมเจนทิสิก 

กรดแกลลิก และกรดโปรโตคาเทคชูอิก นอกจากนี้ยังตรวจพบฟลาโวนอยด 2 ชนิด คือ ไมริเซติน และ

ไพโรแกลลอล อีกดวย 

 Barros L. และคณะ7 วิเคราะหสารประกอบฟนอลิกในเห็ดโปรตุเกส 16 ชนิด โดยการสกัด

ดวยเมทานอล และใชเทคนิค HPLC-DAD-ESI/MS โดยตรวจไมพบสารฟลาโวนอยด แตพบกรดฟนอลิก 

5 ชนิดคือ กรดพาราคูมาริก กรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดวานิลิก 2  

ไอโซเมอร โดยกรดฟนอลิกที่พบวามีปริมาณมากที่สุดในเห็ดคือ กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

 Nowacka N. และคณะ9 ศึกษาสารประกอบฟนอลิกในเห็ดจากประเทศโปแลนด โดยการสกัด

ดวยเอทานอลและใชเทคนิค LC-ESI-MS/MS พบกรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

กรดวานิลิก กรดซาลิซิลิก กรดคาเฟอิก กรดพาราคูมาริก และกรดเฟอรูลิก โดยสารสวนใหญที่พบใน

เห็ดโปแลนดนี้คือกรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก  

 Kim M. และคณะ10 ทําการวิเคราะหสารประกอบฟนอลิกและฟลาโวนอยดของเห็ด

รับประทานได 5 ชนิดและเห็ดที่ใชเปนยาอีก 5 ชนิดในเกาหลี โดยใชเทคนิคเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซ
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ลิควิดโครมาโทกราฟ สารประกอบฟนอลิกที่ตรวจวัดไดในการวิเคราะหนี้พบถึง 28 ชนิด  และความ

เขมขนสารประกอบฟนอลิกเฉลี่ยรวมทั้งหมดเทากับ 326 µg/g  ความเขมขนเฉลี่ยในเห็ดรับประทานได

เทากับ 147 µg/g และความเขมขนเฉลี่ยในเห็ดที่ใชเปนยาเทากับ 477 µg/g การวิเคราะหฟลาโวนอยด

ไดความเขมขนฟลาโวนอยดเฉลี่ยรวมทั้งหมดเทากับ 49 µg/g ความเขมขนเฉลี่ยในเห็ดรับประทานได

เทากับ 22 µg/g และความเขมขนเฉลี่ยในเห็ดที่ใชเปนยาเทากับ 76 µg/g  จะเห็นไดวาเห็ดที่ใชเปนยา

มีสารประกอบฟนอลิกและฟลาโวนอยดซึ่งเปนสารตานอนุมูลอิสระสูงกวาเห็ดที่รับประทานได 

 Lin J. และคณะ11 ทําการศึกษาคุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระโดยการหาปริมาณกรดฟนอลิก

และฟลาโวนอยดในเห็ดนางรมหลวงหรือที่รูจักกันดีในชื่อ เห็ดออรินจิ (Pleurotus eryngii) ที่อายุเก็บ

เกี่ยวตางกัน คือ 10 วัน 12 วัน และ 15 วัน โดยการสกัดดวยเอทานอลและเทคนิคไฮเพอรฟอรแมนซ

ลิควิดโครมาโทกราฟ ไดผลคือการเก็บเกี่ยววันที่ 10 ใหปริมาณกรดฟนอลิกและฟลาโวนอยดมากที่สุด 

เมื่อเวลาผานไปเปนวันที่ 12 และ 15 ปริมาณที่พบกรดฟนอลิกและฟลาโวนอยดจะลดลงตามลําดับ 

เพราะฉะนั้นเวลาในการเก็บเกี่ยวกมีผลตอปริมาณสารสําคัญในเห็ดอีกดวยเชนกัน 

 

1.3 วัตถุประสงค 

 ตรวจวัดปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดดวยอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ- 

แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี (UHPLC-MS/MS) 

 

1.4 ขอบเขตงานวิจัย 

1. หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหกรดฟนอลิกดวย UHPLC-MS/MS 

2. ตรวจความใชไดของวิธีวิเคราะห 

3. เลือกเห็ดแตละชนิดจาก 3 จังหวัดที่แตกตางกัน และหาปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ด 

 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. มีความรูความเขาใจในองคประกอบและหลักการทํางานของ UHPLC-MS/MS  

2. สามารถหาสภาวะที่เหมาะสมและวิเคราะหหาปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดได



 

2.1 กรดฟนอลิก12 

 กรดฟนอลิก คือสารประกอบฟนอล มีมากมายหลายชนิดและมีสูตรโครงสรางทางเคมี

ที่แตกตางกัน เปนสารที่มีวงแหวนอะโรมาติกทีมีหมูไฮดรอกซิลอยางนอย 

ซิลิก 1 หมู พบไดในพืชผักและผลไม ปริมาณที่พบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืช วิธีการปลู

สรรพคุณที่ดีตอสุขภาพ มีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ 

ที่ทําหนาที่ปองกันไมใหอนุมูลอิสระกอตัวขึ้น โดยจะทําการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ และ

หยุดการกอตัวใหมของอนุมูลอิสระ ชวยซอมแซมความเสียหายที่เกิดจากตัวอนุมูลอิสระที่ไปทําลาย

เซลลตางๆในรางกาย ทําใหสารตานอนุมูลอิสระ

หลอดเลือดหัวใจและโรคหลอดเลือดสมองได เปนตน 

และบางชนิดพบในปริมาณสูง 

ในตารางที่ 2.1 

ตารางที ่2.1 โครงสราง สูตรโมเลกุลและมวลโมเลกุลของกรดฟนอลิกท่ีใชในการศึกษา

ชื่อสาร 

กรดโปรโตคาเทคชูอิก 

กรดคลอโรจีนิก 

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก

 

บทที่ 2 

ทฤษฎ ี

 

กรดฟนอลิก คือสารประกอบฟนอล มีมากมายหลายชนิดและมีสูตรโครงสรางทางเคมี

ที่แตกตางกัน เปนสารที่มีวงแหวนอะโรมาติกทีมีหมูไฮดรอกซิลอยางนอย 1 หมู และมีหมูกรดคารบอก

หมู พบไดในพืชผักและผลไม ปริมาณที่พบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืช วิธีการปลู

มีสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant) ซึ่งสารตานอนุมูลอิสระคือสาร

ที่ทําหนาที่ปองกันไมใหอนุมูลอิสระกอตัวขึ้น โดยจะทําการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ และ

หยุดการกอตัวใหมของอนุมูลอิสระ ชวยซอมแซมความเสียหายที่เกิดจากตัวอนุมูลอิสระที่ไปทําลาย

เซลลตางๆในรางกาย ทําใหสารตานอนุมูลอิสระชวยในการปองกันโรคตางๆไดดี เชน โรคมะเร็ง โรค

หลอดเลือดหัวใจและโรคหลอดเลือดสมองได เปนตน เนื่องจากเห็ดเปนพืชที่มีกรดฟนอลิกหลายชนิด

ปริมาณสูง  งานวิจัยนี้จึงไดวิเคราะหกรดฟนอลิกในเห็ด 7 ชนิด มีโครงสรางดังแสดง

โครงสราง สูตรโมเลกุลและมวลโมเลกุลของกรดฟนอลิกท่ีใชในการศึกษา

สูตรโมเลกุล มวลโมเลกุล โครงสราง

C7H6O4 154.03 

C16H18O9 354.1 

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก C7H6O3 138.03 

 

กรดฟนอลิก คือสารประกอบฟนอล มีมากมายหลายชนิดและมีสูตรโครงสรางทางเคม ี

หมู และมีหมูกรดคารบอก-

หมู พบไดในพืชผักและผลไม ปริมาณที่พบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืช วิธีการปลูก โดยมี

ซึ่งสารตานอนุมูลอิสระคือสาร

ที่ทําหนาที่ปองกันไมใหอนุมูลอิสระกอตัวขึ้น โดยจะทําการยับยั้งปฏิกิริยาลูกโซของอนุมูลอิสระ และ

หยุดการกอตัวใหมของอนุมูลอิสระ ชวยซอมแซมความเสียหายที่เกิดจากตัวอนุมูลอิสระที่ไปทําลาย

ชวยในการปองกันโรคตางๆไดดี เชน โรคมะเร็ง โรค

เห็ดเปนพืชที่มีกรดฟนอลิกหลายชนิด 

ชนิด มีโครงสรางดังแสดง

โครงสราง สูตรโมเลกุลและมวลโมเลกุลของกรดฟนอลิกท่ีใชในการศึกษา 

โครงสราง 

 

 

 



 

ชื่อสาร 

กรดคาเฟอิก 

กรดซิแนพพิก 

กรดเฟอรูลิก 

กรดพาราคูมาริก 

 

2.2 อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ

 อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ

กันระหวางการแยกสารดวย

คุณสมบัติทางเคมีของสารแตละชนิด เชน มีขั้ว 

อาศัยสมดุลระหวางเฟสคงท่ี 

เคลื่อนที่ (mobile phase)

โทรมิเตอร ซึ่งใชหลักการทําใหสารเกิดการแตกตัวเปนไอออนและวัดคามวลตอประจุ 

รูปแบบการแตกตัวของสารเปนลักษณะเฉพาะของสารแตละชนิด 

สารได จึงเปนเทคนิคที่มีประโยชนในการวิเคราะหทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้ยังเปนเทคนิค

ที่ใชวิเคราะหผลที่ตองการปริมาณต่ําถึงระดับสวนในพันลานสวน

ทํางานของ UHPLC-MS/MS 

 

 

 

สูตรโมเลกุล มวลโมเลกุล โครงสราง

C9H8O4 180.04 

C11H12O5 224.07 

C10H10O4 194.06 

C9H8O3 164.05 

อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี

อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี

กันระหวางการแยกสารดวยอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ โดยใชหลักการแยกตาม

คุณสมบัติทางเคมีของสารแตละชนิด เชน มีขั้ว (polar) ไมมีขั้ว (non polar) ความเปนกรดเบส และ

เฟสคงท่ี (stationary phase) ซึ่งมีสถานะเปนของแข็งที่บรรจุอยูในคอลัมน 

hase) ที่เปนตัวทําละลายนําพาสารเขาและออกจากคอลัมน

ใชหลักการทําใหสารเกิดการแตกตัวเปนไอออนและวัดคามวลตอประจุ 

รูปแบบการแตกตัวของสารเปนลักษณะเฉพาะของสารแตละชนิด สามารถบอกโครงสรางทางเคมีของ

สารได จึงเปนเทคนิคที่มีประโยชนในการวิเคราะหทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้ยังเปนเทคนิค

เคราะหผลที่ตองการปริมาณต่ําถึงระดับสวนในพันลานสวน (ppb) ไดดีอีกดวย

MS/MS แสดงในรูป 2.1 

6 

โครงสราง 

 

 

 

 

แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี (UHPLC-MS/MS) 

แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรี เปนเทคนิคควบคู

โดยใชหลักการแยกตาม

ความเปนกรดเบส และ

ซึ่งมีสถานะเปนของแข็งที่บรรจุอยูในคอลัมน กับเฟส

ออกจากคอลัมน และแมสสเปก- 

ใชหลักการทําใหสารเกิดการแตกตัวเปนไอออนและวัดคามวลตอประจุ (m/z) โดย

บอกโครงสรางทางเคมีของ

สารได จึงเปนเทคนิคที่มีประโยชนในการวิเคราะหทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพ นอกจากนี้ยังเปนเทคนิค

อีกดวย แผนภาพการ
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รูปที ่2.1 สวนประกอบของเครื่อง UHPLC-MS/MS      

                        

หลักการและทฤษฎีอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (UHPLC)13 

 UHPLC เปนเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยสมดุลของเฟส 2 เฟส คือเฟสคงที่ (stationary 

phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) โดยเฟสเคลื่อนที่จะเคลื่อนที่ผานเขาไปชะสารตัวอยางที่

ผานเขาคอลัมน ซึ่งมีเฟสคงที่ที่เปนของแข็งบรรจุอยู หลักการและทฤษฎีเหมือนกับเทคนิค HPLC แต 

UHPLC เปนการพัฒนาเทคนิค HPLC ในสวนของอนุภาคสารที่บรรจุอยูในคอลัมนหรือที่เรียกวาเฟส

คงที่ใหมีขนาดเล็กลง และคอลัมนมีขนาดสั้นลง ทําใหใชสารในการวิเคราะหนอยลง เวลาที่สารอยูใน

คอลัมนจึงสั้นลง ทําใหลักษณะฐานพีกแคบเกิดการแยกที่ดีขึ้น  จากการที่อนุภาคเฟสคงที่ในคอลัมนมี

ขนาดเล็กลง ทําใหเครื่อง UHPLC ตองการแรงดันเพื่อขับเคลื่อนเฟสเคลื่อนที่ที่สูงกวาเครื่อง HPLC จึง

ตองใช pump ที่มีความแข็งแรง ทนตอสภาพความดันสูง ซึ่ง UHPLC นี้สามารถทนแรงดันไดสูงสุดถึง 

1,200 bar จากเดิมเพียง 400 bar ทําใหอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่เพิ่มขึ้น เวลาในการวิเคราะหจึง

นอยลง 

 

องคประกอบของเครื่องมือในอัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ14 

1. เครื่องสูบฉีดของเหลว (pump) 

  เนื่องจากอนุภาคของเฟสคงที่ที่บรรจุอยูในคอลัมนมีขนาดเล็กมาก ทําใหเกิดความดัน

 ในคอลัมนสูงและตานการไหลของเฟสเคลื่อนที่ จึงจําเปนตองใช pump ความดันสูง เพื่อ

 ผลักการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่ใหไหลผานคอลัมน นอกจากนี้ pump ยังทําหนาที่ควบคุม

 การไหลของเฟสเคลื่อนที่เขาสูระบบแยกได 2 วิธี คือ 

อัลตราไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ 

ภาชนะบรรจุ

เฟสเคลื่อนที ่
ปม ระบบฉีดสาร คอลัมน 

สวนผลิต

ไอออน 

สวนวิเคราะหมวล 1 สวนวิเคราะหมวล 2 สวนตรวจวดัไอออน ประมวลผล 

แมสสเปกโทรเมตรี 
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 1.1  การผานเฟสเคลื่อนที่แบบไอโซเครติก (Isocratic elution) 

   เปนการใชเฟสเคลื่อนที่ชนิดเดียวหรือหลายชนิดที่มีอัตราสวนผสมของเฟส

  เคลื่อนที่คงทีต่ลอดการทดลอง เปน pump ชนิด Isocratic pump 

 

 

 

 

                                                               

รูปที ่2.2 ความสัมพันธระหวางอัตราสวนเฟสเคลื่อนที่กับเวลาในระบบ Isocratic elution 

 1.2  การผานสารละลายแบบเกรเดียนท (Gradient elution) 

   เปนการใชเฟสเคลื่อนที่มากกวา 1 ชนิด ที่มีการเปลี่ยนแปลงอัตราสวนของ

  เฟสเคลื่อนที่ในระหวางการวิเคราะห เปนวิธีที่เหมาะในการแยกสารผสมที่มีสมบัติใน

  การละลายแตกตางกันมาก สามารถแยกไดดีกวาแบบ Isocratic elution  โดยใน

  งานวิจัยนี้ใชการผานสารละลายแบบเกรเดียนท ใช pump ชนิด Binary pump ที่มี

  การผสมเฟสเคลื่อนที่แบบ high pressure mixing ซึ่งจะสูบฉีดเฟสเคลื่อนที่ 2 ชนิด

  เขามาผสมกันภายใตความดันสูง กอนผานเขาคอลัมน 

 

 

 

 

                                              

 

รูปที ่2.3 ความสัมพันธระหวางอัตราสวนเฟสเคลื่อนที่กับเวลาในระบบ Gradient elution 

 

time 

%  mobile phase 

%  mobile phase 

time 
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2. ระบบฉีดสาร (Injection system) 

  การฉีดสารตัวอยางเขาสูคอลัมนมีความสําคัญตอการแยกสาร เนื่องจากสารตัวอยางที่

ผาน เขาคอลัมนควรอยูในลักษณะที่มีแถบแคบที่สุดเทาที่จะทําได และไมรบกวนการไหลของเฟส

เคลื่อนที่ โดยในงานวิจัยนี้ใชการฉีดสารระบบ autosampler สําหรับความดันสูงสุด 1200 bar ที่

ฉีดสารดวยความเร็วและมีความแมนยําสูง โดยฉีดสารเขาไปใน six-port injection valve ดังรูปที ่

2.4 ที่ควบคุมการหมุนดวยมอเตอรความเร็วสูง เมื่อฉีดสารตัวอยางเขาไปในทอพักสารตัวอยาง 

(sample loop) ซึ่งมีปริมาตรคงที่ จากนั้นมอเตอรจะหมุนใหเฟสเคลื่อนที่ไลของเหลวทั้งหมดลงสู

คอลัมน  

 
รูปที ่2.4 six-port injection valve15  

3. คอลัมน (Column) 

  คอลัมนที่ ใชสําหรับงานวิจัยนี้  เปนคอลัมนที่ทําจากสแตนเลส มีความยาว 15 

เซนติเมตร เสนผานศูนยกลางคอลัมน 2.1 มิลลิเมตร เฟสคงท่ีภายในคอลัมนมีหลายประเภท ไดแก 

normal phase, reversed phase, ion-pairing, ion-exchange และ size-exclusion เปนตน 

ในที่นีเ้ฟสคงท่ีเปนชนิด reversed phase ซึ่งเปนที่นิยมสําหรับการวิเคราะหดวย UHPLC เปนการ

ใชเฟสคงที่ที่ไมมีสภาพขั้ว ในที่นี้คือ C-18 และใชเฟสเคลื่อนที่ที่มีสภาพขั้วสูง ในที่นี้ใชน้ําและ 

เมทานอล ลําดับการชะคือ สารที่มีขั้วมากจะถูกชะออกมาจากคอลัมนกอน เนื่องจากมีความ 

สามารถในการละลายในเฟสเคลื่อนที่ไดสูงกวา 

 

หลักและทฤษฏีแมสสเปกโทรเมตรี16 

 หลักของเทคนิคนี้ คือการเปลี่ยนรูปโมเลกุลของสารตัวอยางใหกลายเปนไอออนและมีประจุ

บวก ซึ่งถาหากมีพลังงานมากพอไอออนที่เกิดขึ้นนี้อาจแตกตัวกลายเปนไอออนยอยๆไดตอไปอีก 

จากนั้นจึงทําการแยกและตรวจวัดไอออนตางๆที่เกิดขึ้นตามคามวลตอประจุ (mass-to-charge ratio 
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หรือ m/z) ของไอออนเหลานั้น และบันทึกขอมูลที่ไดจากการตรวจวัดนี้ในรูปของแมสสเปกตรัมของ

สารตัวอยาง ซึ่งก็คือกราฟแสดงผลที่มีแกน x เปนปริมาณ (สัมพัทธ) ของไอออนแตละชนิดที่เกิดขึ้น 

และมีแกน y เปนคามวลตอประจุของไอออนเหลานั้น เทคนิคแมสสเปกโทรเมตรีเปนเทคนิคที่มีการ

ทําลายสารตัวอยางไปในกระบวนการทําใหเกิดเปนไอออน แตเนื่องจากเปนเทคนิคที่มีความไวในการ

ตรวจวัดสูงมาก ทําใหวิเคราะหสารตัวอยางใชปริมาณสารตัวอยางที่ต่ํามาก  

 

องคประกอบของเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอรที่ใชเปนเครื่องตรวจวัดเมื่อตอกับอัลตราไฮเพอร

ฟอรแมนซลิควิดโครมาโทกราฟ (UHPLC-MS/MS) 

1. ระบบนําเขาสารตัวอยาง (Inlet system) 

  สําหรับเทคนิค UHPLC-MS/MS นั้น เครื่อง UHPLC ที่ตอกับแมสสเปกโทรมิเตอร 

 จะทําหนาที่เปน Inlet system 

2. สวนผลิตไอออน (Ion source) 

  เปนสวนที่ใหพลังงานที่สูงเพียงพอกับสารตัวอยาง เพื่อใหเกิดไอออไนเซชันกลายเปน

 ไอออนโมเลกุล (molecule ion) หรือ parent ion โดยไอออนโมเลกุลที่เกิดขึ้นนี้ ถามี

 พลังงานสะสมสูงกวาพลังงานพันธะก็จะเกิดการแตกของพันธะภายในไอออนโมกุล กลายเปน

 ไอออนยอยๆ (fragment  ion) หรือ daughter ion ที่มีขนาดเล็กลงกวาเดิม ไอออนยอยๆที่

 เกิดขึ้นนี้หากยังมีพลังงานสูงอยู สามารถเกิดการแตกตัวไปเปนไอออนยอยลงไปไดอีก จากนั้น

 ไอออนตางๆที่เกิดขึ้นจากสวนผลิต ไอออนนี้จะถูกสงผานเขาสูสวนวิ เคราะหมวล (Mass 

 analyzer) สวนผลิตไอออนในปจจุบันมีหลายวิธี แตที่นิยมใชอยางแพรหลายมี 2 วิธีคือ 

2.1  Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI) 

  เปนการทําใหสารตัวอยางเกิดเปนไอออนในขณะที่สารอยูในสภาวะแกส  

 ที่ความดันบรรยากาศ โดยสารตัวอยางจะกลายเปนไอโดยการพนแกสรอนซึ่งใชแกส

 ไนโตรเจน หรือเรียกวา neubulizer gas เมื่อละอองของสารตัวอยางเขาสูสวนผลิต

 ไอออน ตัวทําละลายที่มีปริมาณมากกวาจะชนกับเข็มที่มีศักยไฟฟาพลังงานสูง ทําให

 เกิดเปนรีเอเจนตไอออน  (ซึ่งอาจเปนไดทั้งไอออนบวกและไอออนลบขึ้นอยูกับโหมด

 การวิเคราะหที่เลือกใช) โดยที่รีเอเจนตไอออนที่เกิดขึ้นจะชนกับสารตัวอยาง ทําให

 เกิดไอออนของสารตัวอยาง จากนั้นไอออนเพียงสวนหนึ่งเทานั้นจะถูกดึงดูดใหเคลื่อน 
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 ที่ผานชองเล็กๆ (skimmer) เขาไปสูสวนวิเคราะหมวล เทคนิคนี้ใชไดดีกับสารตัวอยาง

 ที่ไมไดอยูในรูปที่เกิดเปนไอออนในสารละลาย และสารตัวอยางท่ีคอนขางไมมีข้ัว 

2.2  Electrospray Ionization (ESI) 

  เปนเทคนิคผลิตไอออนที่ใชในงานวิจัยนี้ การผลิตไอออนดวยเทคนิคนี้

 เหมาะสําหรับการวิเคราะหสารตัวอยางที่อยูในรูปของไอออนในตัวทําละลาย โดยเมื่อ

 สารละลายออกจากระบบของ UHPLC จะเขาสูหลอดแคพิลลารี ซึ่งจะมีการใหคา

 ศักยไฟฟากําลังสูงประมาณ 3000 v ทําให ณ บริเวณนี้เกิดเปนสนามไฟฟาที่มีความ

 แรงมาก เมื่อสารละลายผานออกจากปลายหลอดแคพิลลารี จึงมีลักษณะเปนหยด

 ของเหลวที่มีประจุอยูที่ผิว และเมื่อเกิดการระเหยของหยดของเหลวจะทําใหหยด

 ของเหลวมีขนาดเล็กลงเรื่อยๆ ประจุจะเขาใกลกันมากขึ้นเกิดการแตกกระจายเปน

 ไอออน สําหรับเทคนิค ESI เรามารถเลือกที่จะวิเคราะหไอออนบวกหรือไอออนลบ 

 ก็ได ถาเลือกวิเคราะหไอออนบวก (positive mode) ไอออนบวกเทานั้นที่จะผานเขา

 ไปยังสวนตรวจวัดในทางกลับกันถาตองการวิเคราะหไอออนลบ (negative mode) 

 ไอออนลบเทานั้นที่จะวิ่งไปยังสวนตรวจวัด  

3. สวนวิเคราะหมวล (Mass analyzer) 

  หนาที่ของสวนวิเคราะหมวล คือ การวิเคราะหคามวลตอประจุ (m/z) ของอนุภาคที่

 สงมาจากสวนผลิตไอออน โดยทําการแยกไอออนตามคา m/z ของไอออนนั้น สวนวิเคราะห

 มวลมีหลายประเภท เชน Quadrupole, Time of flight (TOF), Magnetic sector 

 (Double focusing), Ion trap และ Ion cyclotron resonance (ICR) ในที่นี้จะกลาวถึง

 เฉพาะ Quadrupole ที่ใชในงานวิจัยนี้ เปนเครื่องวิเคราะหมวลที่ใชกันอยางแพรหลาย เพราะ

 มีขนาดกะทัดรัด ราคาไมสูง การใชงานคอนขางงาย อีกทั้งมีความทนทานและความเร็วในการ

 วิเคราะหสูง Quadrupole ประกอบดวยแทงโลหะกลม 4 แทงที่เชื่อมตอกันทางไฟฟา วางตัว

 ขนานกัน ดังรูปที่ 2.5 เริ่มจากการโฟกัสไอออนดวย ion optic ใหเคลื่อนที่ผานเขาไปใน

 บริเวณชองตรงกลางระหวางแทงโลหะทั้ง 4 การแยกไอออนทําโดยการปรับคาสนามไฟฟา

 ภายในบริเวณชองตรงกลางของแทงโลหะเหลานี้ ทําใหไอออนที่มี m/z เฉพาะคาหนึ่งๆเทานั้น 

 ที่สามารถเคลื่อนที่ผานออกไปยังสวนตรวจวัดได ในงานวิจัยนี้ใชสวนวิเคราะหมวลแบบ Triple 

 quadrupoles (TQ) ซึ่งประกอบดวย quadrupole ทั้งหมด 3 หนวย โดย quadrupole 



 

 หนวยแรก (Q1) ทําหนาที่

 (precursor ion) ที่ตองการศึกษาสงตอไปยัง 

 collision cell เหนี่ยวนําใหเกิดการแตกตัวของไอออน โดยไมมีการแยกมวลของไอออนแต

 อยางใด เรียกกระบวนการนี้วา 

 ที่เกิดจากการแตกตัวจาก 

 เปน MS2 เพื่อวิเคราะหไอออนยอยที่เกิดขึ้นเหลานี้ นอกจากนี้การวิเคราะหสารดวยระบบ 

 Triple quadrupole 

 เลือกวิเคราะหแบบ 

 จําเพาะเจาะจงโดย 

 จะทําให precursor io

 ion ที่เราเลือกไวเทานั้นที่จะผาน 

 ออกโดย Q3  

ทําหนาที่เปนแมสสเปกโทรมิเตอรตัวที่ 1 (MS1) เพื่อคัดเลือกไอออนตั้งตน 

ที่ตองการศึกษาสงตอไปยัง quadrupole หนวยที่สอง 

เหนี่ยวนําใหเกิดการแตกตัวของไอออน โดยไมมีการแยกมวลของไอออนแต

เรียกกระบวนการนี้วา collision induced dissociation (CID) 

ที่เกิดจากการแตกตัวจาก Q2 จะถูกสงตอไปยัง quadrupole หนวยที่สาม 

เพื่อวิเคราะหไอออนยอยที่เกิดขึ้นเหลานี้ นอกจากนี้การวิเคราะหสารดวยระบบ 

uadrupole สามารถทําไดหลายรูปแบบขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของงาน ในงานวิจัยนี้

เลือกวิเคราะหแบบ multiple reaction monitoring (MRM) เปน

 Q1 จะเลือกใหผานเฉพาะ precursor ion ที่สนใจ จากนั้น 

precursor ion แตกตัวเปน product ion เพื่อสงเขาสู Q3 โดยมวลของ 

ที่เราเลือกไวเทานั้นที่จะผาน Q3 ไปได สวน product ion ที่เหลือที่ไมไดเลือกจะถูกกรอง

 
รูปที ่2.5 แผนภาพของ Triple quadrupoles17 
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เพื่อคัดเลือกไอออนตั้งตน 

หนวยที่สอง (Q2) ซึ่งทําหนาที่เปน 

เหนี่ยวนําใหเกิดการแตกตัวของไอออน โดยไมมีการแยกมวลของไอออนแต

issociation (CID) และไอออนยอย 

หนวยที่สาม (Q3) ซึ่งทําหนาที่

เพื่อวิเคราะหไอออนยอยที่เกิดขึ้นเหลานี้ นอกจากนี้การวิเคราะหสารดวยระบบ 

สามารถทําไดหลายรูปแบบขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของงาน ในงานวิจัยนี้

เปนการวิเคราะหสารแบบ

ที่สนใจ จากนั้น collision cell 

โดยมวลของ product 

ที่เหลือที่ไมไดเลือกจะถูกกรอง

 



 

4. สวนตรวจวัด (Detector)

 continuous dynode electron multiplier detector 

electron multiplier (CEM) 

ในรูป 2.6 เมื่อไอออนที่ผานสวนวิเคราะหมวลจะตกกระทบที่ผิวภายในของ 

เกิดการปลดปลอยอิเล็กตรอนออกมาจํานวนหนึ่ง อิเล็กตรอนเหลานี้จะถูกเรงดวยสนามไฟฟา

ภายใน detector 

ปลดปลอยอิเล็กตรอนมากขึ้น เกิดการเพิ่มจํานวนของอิเล็กตรอนจากการเคลื่อนที่สะทอนผนัง

ไปมา มีการขยายสัญญาณอยางตอเนื่องไปจนถึงขั้วแอโนดที่อยูทางตอนปลาย

สัญญาณอิเล็กตรอนหรือสัญญาณไฟฟาจะถูกตรวจวัดและแปรใหอยูในรูปของแมสสเปกตรัม

 

  

  

(Detector) 

ontinuous dynode electron multiplier detector เรียกกันทั่วไปวา 

electron multiplier (CEM) หรือ channeltron มีลักษณะเปนหลอดแกวรูปกรวย ดังแสดง

ไอออนที่ผานสวนวิเคราะหมวลจะตกกระทบที่ผิวภายในของ 

เกิดการปลดปลอยอิเล็กตรอนออกมาจํานวนหนึ่ง อิเล็กตรอนเหลานี้จะถูกเรงดวยสนามไฟฟา

detector ใหวิ่งไปชนผนังบริเวณที่มีศักยไฟฟาสูงขึ้นที่อยูถัดไป ทําใหเกิดการ

ปลดปลอยอิเล็กตรอนมากขึ้น เกิดการเพิ่มจํานวนของอิเล็กตรอนจากการเคลื่อนที่สะทอนผนัง

การขยายสัญญาณอยางตอเนื่องไปจนถึงขั้วแอโนดที่อยูทางตอนปลาย

สัญญาณอิเล็กตรอนหรือสัญญาณไฟฟาจะถูกตรวจวัดและแปรใหอยูในรูปของแมสสเปกตรัม

รูป 2.6 channel electron multiplier detector

-3000 v 

signal 

Resistive 
conductive 
surface 
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เรียกกันทั่วไปวา channel 

มีลักษณะเปนหลอดแกวรูปกรวย ดังแสดง

ไอออนที่ผานสวนวิเคราะหมวลจะตกกระทบที่ผิวภายในของ detector และ

เกิดการปลดปลอยอิเล็กตรอนออกมาจํานวนหนึ่ง อิเล็กตรอนเหลานี้จะถูกเรงดวยสนามไฟฟา

ใหวิ่งไปชนผนังบริเวณที่มีศักยไฟฟาสูงขึ้นที่อยูถัดไป ทําใหเกิดการ

ปลดปลอยอิเล็กตรอนมากขึ้น เกิดการเพิ่มจํานวนของอิเล็กตรอนจากการเคลื่อนที่สะทอนผนัง

การขยายสัญญาณอยางตอเนื่องไปจนถึงขั้วแอโนดที่อยูทางตอนปลาย ซึ่งที่จุดนี้

สัญญาณอิเล็กตรอนหรือสัญญาณไฟฟาจะถูกตรวจวัดและแปรใหอยูในรูปของแมสสเปกตรัม 

 

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 

  -  ระบบฉีดสารตัวอยาง  Agilent 1290 Infinity autosampler 

  -  สวนวิเคราะหมวล  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 ไมโครปเปต ขนาด 2-20, 20-200 และ 100-1000 ไมโครลิตร (Eppendorf,  

  Germany) 

 3.1.5 disposable syringe 3 มิลลิลิตร (Nipro) 

 3.1.6 เครื่องเขยาสาร (Vortex genie 2, scientific industrial) 

 3.1.7 เครื่อง ultrasonic steri-cleaner 

 3.1.8 เครื่องปนละเอียด 

 3.1.9 ขวดกําหนดปริมาตร 250 มิลลิลิตร 

 3.1.10 บีกเกอรขนาด 150 และ 250 มิลลิลิตร 

 3.1.11 กระบอกตวงขนาด 25 มิลลิลิตร 

 3.1.12 หัวดูดสําหรับไมโครปเปต (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 โหลมีฝาปด 
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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 กรดฟอรมิก 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  สารละลายเฟสเคลื่อนท่ีกรดฟอรมิกในน้ํา milli-q 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร  

   นําน้ํา milli-q เติมลงในขวดกําหนดปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร และปเปต

  กรดฟอรมิกเขมขนจํานวน 250 ไมโครลิตรลงไป ปรับปริมาตรดวยน้ํา milli-q จนถึง

  ขีดกําหนดปริมาตร เขยาใหเขากัน บรรจุลงในขวดบรรจุเฟสเคลื่อนที ่

 3.3.2  สารละลายเฟสเคลื่อนท่ีกรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร  

   นําเมทานอลเติมลงในขวดกําหนดปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร และปเปต

  กรดฟอรมิกเขมขนจํานวน 250 ไมโครลิตรลงไป ปรับปริมาตรดวยเมทานอล จนถึงขีด

  กําหนดปริมาตร เขยาใหเขากัน บรรจุลงในขวดบรรจุเฟสเคลื่อนที ่
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 3.3.3 สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกความเขมขน 1000 มิลลิกรัมตอลิตร 

   ชั่งกรดฟนอลิก 7 ชนิด อยางละ 10 มิลลิกรัม แยกภาชนะ ไดแก กรดคลอโร-

  จีนิก กรดเฟอรูลิก กรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดซิแนพพิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

  กรดคาเฟอิก และกรดพาราคูมาริก โดยละลายกรดเฟอรูลิกและกรดโปรโตคาเทคชูอิก

  ในเมทานอล:น้ํา อัตราสวน 50:50 ปริมาณ 10 มิลลิตร สวนกรดที่เหลือละลายใน 

  เมทานอล 10 มิลลิลิตร จากนั้นเก็บสารละลายในขวดเก็บสารขนาด 20 มิลลิลิตร 

 3.3.4 สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิก ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อทํา  

  MS Optimization 

   ปเปตสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1000 มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 

  3.3.3) จํานวน 20 ไมโครลิตร ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร และปเปตเมทานอล

  ปริมาตร 980 ไมโครลิตร เติมลงไป ไดปริมาตรรวมเปน 1000 ไมโครลิตร เขยาใหเขา

  กันดวยเครื่องเขยาสาร ทําซ้ําจนครบ 7 สารละลายมาตรฐาน 

 3.3.5 สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด (mix standard solution)  

  ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอลิตร 

   ปเปตสารละลายมาตรฐานความเขมขน 1000 มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 

  3.3.3) ของกรดฟนอลิกท้ัง 7 ชนิด มาชนิดละ 20 ไมโครลิตร ลงใน vial เดียวกัน จาก

  นั้นปเปตเมทานอลเติมลงไปอีก 860 ไมโครลิตร ไดปริมาตรรวมเปน 1000 ไมโครลิตร

  เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร 

 3.3.6 สารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด ความเขมขน 0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 

  1.00, 2.50 และ 5.00 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อหาชวงความเขมขนที่เปนเสนตรง  

  (calibration curve) 

  3.3.6.1  ปเปตสารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด ความเขมขน 20  

   มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 3.3.5) ปริมาตรตางๆลงใน vial แลวเติมเมทานอล

   เพื่อใหปริมาตรรวมเปน 1000 ไมโครลิตร จะไดสารละลายมาตรฐานกรด 

   ฟนอลิกผสม 7 ชนิด ความเขมขน 0.10, 0.50, 1.00, 2.50 และ 5.00  

   มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร 
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  3.3.6.2 เนื่องจากขีดจํากัดปริมาตรของไมโครปเปต การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

   กรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด ความเขมขน 0.01 และ 0.05 จึงตองเตรียมจาก

   ความเขมขน 1.00 มิลลิกรัมตอลิตร (จากขอ 3.3.6.1) โดยปเปตมา 10 และ 

   50 ไมโครลิตร ตามลําดับ ลงใน vial เติมเมทานอลจนมีปริมาตรรวม 1000 

   ไมโครลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร 

 

3.4 การวิเคราะหดวย UHPLC-MS/MS 

 สภาวะที่ใชในการวิเคราะหดวย UHPLC-MS/MS มีดังนี ้

 ปริมาตรสารที่ฉีด  : 2 ไมโครลิตร 

 อัตราการไหล  :  0.3 มิลลิลิตรตอนาท ี

 อุณหภูมิคอลัมน  :  30 องศาเซลเซียส 

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

 อุณหภูมิแกส N2  : 200 องศาเซลเซียส 

 เฟสเคลื่อนที ่  : กรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร กับกรด

     ฟอรมิกในเมทานอล 0.1% โดยปริมาตรตอปรมิาตร 

 สวนผลิตไอออน  :   electrospray ionization (ESI) ผลิตทั้งประจุบวกและลบ 

     (โหมด positive และ negative) 

 สวนวิเคราะหมวล : โหมด multiple reaction monitoring (MRM) 

  

3.5 การหาความใชไดของวิธีวิเคราะห (Method Validation)18 

 3.5.1 ชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหเชิงปริมาณโดยการสรางกราฟเทียบมาตรฐาน 

  (calibration curve) 

   งานวิจัยนี้หาปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดตัวอยางดวยวิธี External standard 

  calibration โดยนําสารมาตรฐานกรดฟนอลิกผสม 7 ชนิด มาจํานวน 7 ความเขมขน 

  (จากขอ 3.3.6) วิเคราะหดวยเทคนิค UHPLC-MS/MS และสรางกราฟมาตรฐานขึ้น 

  ใหแกน y แสดงขอมูลพื้นที่ใตพีก (peak area) และแกน x แสดงความเขมขนของสาร 

  (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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2.5.2 ขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด (Limit of detection, LOD) 

 นํากราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิกชวงความเขมขน

ต่ําสุด 4 ความเขมขนคือ 0.01-0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ยกเวนกรดเฟอรูลิกและกรด 

คาเฟอิกใชความเขมขนชวง 0.05-1.00 มิลลิกรัมตอลิตร และกรดซิแนพพิกใชความ

เขมขนชวง 0.5-5.0 มิลลิกรัมตอลิตร มาใชในการคํานวณตามสูตร 

LOD = 
I
1

0h1
A
x/y3.3S

  

ความหมายของตัวแปร Sx/y, A, h0 และ I ดูไดในภาคผนวก ก. 

 3.5.3 ขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 

   วิธีทําเหมือนขอ 3.5.2 แตเปลี่ยนสูตรคํานวณเปน 

  LOQ = 
I
1

0h1
A
x/y10S

  

3.5.4 ขีดจํากัดของวิธีตรวจวัด (Method detection limit, MDL) 

 นําคา LOD ที่คํานวณไดจากขอ 3.5.2 คูณดวย dilution factor จะไดคา 

MDL ออกมา ซึ่งในที่นี้ใชเห็ดตัวอยาง 2 กรัม ละลายในเมทานอล 10 มิลลิลิตร ทําให 

dilution factor เทากับ 5 

 3.5.4 ขีดจํากัดของวิธีตรวจวัดเชิงปริมาณ (Method quantitation limit, MQL) 

   นําคา LOQ ที่คํานวณไดจากขอ 3.5.3 คูณดวย dilution factor เทากับ 5 

  จะไดคา MQL ออกมา 
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3.6 การเตรียมตัวอยาง 

 3.6.1  การเลือกเห็ด 

   เลือกเห็ดมา 2 ชนิด คือ เห็ดนางรมหลวงและเห็ดเข็มทอง โดยเห็ด 1 ชนิดจะ

  นํามาจากแหลงเพาะปลูก 3 แหลงที่แตกตางกัน คนละจังหวัด 

 3.6.2  การสกัดเห็ด 

  1) นําเห็ดมาลางใหสะอาด ผึ่งใหแหง 

  2) หั่นเห็ดเปนชิ้นเล็กๆ นําไปปน 

  3) ชั่งเห็ด 2 กรัม ทําซ้ําอีก 2 ครั้ง นําใสในโหลที่มฝีาปด (ได 3 โหล) 

  4) เติมเมทานอลปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในโหลจนครบทั้ง 3 โหล ปดฝาทิ้งไว 24 

      ชั่วโมง 

  5) กรองเห็ด เก็บสารละลายที่ได นําเห็ดใสโหลเหมือนเดิม เติมเมทานอลอีก 5  

      มิลลิลิตร (ทําทั้ง 3 โหล) 

  6) นําโหลเห็ดไป sonicated เปนเวลา 30 นาท ี

  7) กรองเห็ดอีกครั้ง เก็บสารละลายที่ไดรวมกับขอ 5) ใสขวดเก็บสารปริมาตร 20 

      มิลลิลิตร 

  8) บรรจุสารละลายในขอ 7) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน disposable syringe ที่มี 

      filter (Nylon, 13 mm, 0.2 µm)  

  9) ฉีดสารผาน filter ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร เพื่อนําไปวิเคราะหดวย UHPLC-

        MS/MS 



 
 

 

บทที่ 4 

ผลการทดลองและการวิจารณผลการทดลอง 

 

4.1 การหาพารามิเตอรที่เหมาะสมในการแยกกรดฟนอลิกดวย UHPLC-MS/MS 

 วิธีการที่ใชในการหาพารามิเตอรที่เหมาะสมคือ MS Optimaization หรือการหามวลของ

ไอออนที่เหมาะสมตอการแยกสารดวยเทคนิค UHPLC-MS/MS โดยใชโปรแกรม MassHunter 

Optimizer พารามิเตอรที่ตองการเพื่อนําไปใชในการแยกกรดฟนอลิก คือ precursor ion, product 

ion และ collision energy ทําการวิเคราะหไอออน 2 โหมด คือ negative และ positive ไดคาตางๆ

ทั้งหมดดังตาราง ก.1 จากนั้นทําการเลือกคา precursor ion, product ion และ collision energy ที่

เหมาะสม โดยดูจากคา abundance เลือก product ion ที่ใหคา abundance สูง เพื่อประโยชนใน

การวิเคราะหปริมาณของสาร จะใหพีกที่มีพื้นที่ใตพีกสูง เหมาะกับการวิเคราะหในเชิงปริมาณ และ

เลือกคา abundance อีกคาหนึ่งที่มีคาใกลเคียงกันเพื่อเปนการยืนยันสารละลายมาตรฐาน ผลการ

เลือกพารามิเตอรที่เหมาะสม แสดงในตารางที ่4.1 

ตารางที ่4.1 พารามิเตอรของสารละลายมาตรฐาน 7 ชนิด ที่เลือกจากตาราง ก.1 เพื่อนําไปใชในการ

แยกกรดฟนอลิก 

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 คา เพื่อทําปริมาณวิเคราะหและยืนยันสาร 

ยกเวนกรดโปรโตคาเทคชูอิกที่เลือกเพียงคาเดียว คือ product ion m/z = 108.8 เนื่องจากคาอื่นๆมี 

abundance ที่ต่ํามาก เมื่อนําคาไปใชทําใหไมสามารถตรวจวัดสารละลายได (ไมมีสัญญาณ) อีกทั้งกรด

โปรโตคาเทคชูอิกในเห็ดนั้นมีปริมาณที่สูง และไมเกิดการรบกวนจากสารอื่น ได baseline ที่เรียบ 

ดังนั้นการเลือก product ionเพียงคาเดียว ก็สามารถระบุกรดโปรโตคาเทคชูอิกได 

4.2 สภาวะทีใ่ชในการแยกกรดฟนอลิกดวย UHPLC-MS/MS 

 ในการแยกกรดฟนอลิกทั้ง 7 ชนิด ปริมาณสารที่ฉีดเขาเครื่อง UHPLC-MS/MS คือ 2 

ไมโครลิตร อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่คือ 0.3 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชเฟสเคลื่อนที่แบบเดียวกับ

การหากรดฟนอลิกในเห็ดดวยเทคนิค LC-ESI-MS/MS9  คือกรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% โดยมวลตอ

ปริมาตร (%v/v) : กรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร (%v/v) และผานเฟสเคลื่อนที่

แบบ gradient elution เพื่อประสิทธิภาพการแยกที่สมบูรณ จึงตองทําการหาอัตราสวนที่เหมาะสม

ของเฟสเคลื่อนที่ ณ เวลาตางๆ หลายรูปแบบไดผลเปนโครมาโทแกรมดังรูป ข.1-ข.4 และไดอัตราสวน

สุดทายที่เหมาะสมที่สุดแสดงในตารางที ่4.2 และรูปที ่4.1 

ตารางที ่4.2 อัตราสวนที่เหมาะสมของเฟสเคลื่อนที่ตอเวลา 

เวลา กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v กรดฟอรมิกในน้ํา 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 โดยใชสภาวะดังกลาว ไดโครมาโทแกรมดังนี้

รูปที่ 4.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐาน 7 ชนดิ 

ลําดับการแยกของสารมาตรฐานผสม 7 ชนิด ที่ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร

 

2 

 3 

 4 

5 
6 

 7 
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ไดโครมาโทแกรมดังนี้ 

 
  

 

มิลลิกรัมตอลิตร 



 

 จากโครมาโทแกรม รูป 

มาตรฐาน 7 ชนิด ไดดังนี้ 

  พีคที่ 1 : กรดโปรโตคาเทคชูอิก 

  พีคที่ 2 : กรดคลอโรจีนิก 

  พีคที่ 3 : กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก

  พีคที่ 4 : กรดคาเฟอิก

  พีคที่ 5 : กรดซิแนพพิก

  พีคที่ 6 : กรดเฟอรูลิก

  พีคที่ 7 : กรดพาราคูมาริก

 จากรูปที่ 4.2 จะเห็นไดวาพีกของกรดเฟอรูลิก

ไว เปนพีกทีค่าดวาจะมาจากสารอื่น โดยมี 

product ion ของกรดเฟอรูลิก

ดวยกัน ยืนยันไดโดยโครมาโทแกรมที่ใช

retention time ตรงกันมีพีกเดียวคือที่ 

ของสารอื่นในสารละลายมาตรฐานที่ผสมกันอยู

เฟอรูลิกเดี่ยวๆเพื่อดู retention time 

time ใกลเคียงกันกับกรดเฟอรูลิก

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 ี

จะเห็นไดวาพีกของกรดเฟอรูลิกมี 2 พีก (โครมาโทแกรมลําดับที่ 

คาดวาจะมาจากสารอื่น โดยมี retention time ตรงกับกรดคาเฟอิก

กรดเฟอรูลิก ไปตรงกับ fragment ที่เกิดขึ้นจริงบางสวน ของกรด

โครมาโทแกรมที่ใชวิเคราะหเชิงคุณภาพ ดังรูปที่ 4.3 

ตรงกันมีพีกเดียวคือที่ 9.09 นาที อีกพีกที่ตรวจวัดไดไมตรงกัน ซึ่งเกิดจากการรบกวน

ของสารอื่นในสารละลายมาตรฐานที่ผสมกันอยู  นอกจากนี้ยังทําการยืน

etention time ไดผลออกมาคือมีพีกเดียวที่ตําแหนง 8.99

กรดเฟอรูลิกในสารผสมมาตรฐาน โดยหางกัน 0.1 นาที แสดงใน

 โครมาโทแกรมยืนยัน retention time ของกรดเฟอรูลิก

23 

R) ของสารละลาย

โครมาโทแกรมลําดับที่ 6) โดยพีกที่วง

กับกรดคาเฟอิก เนื่องมาจากการเลือก 

ของกรดคาเฟอิกที่ผสมอยู

4.3 จะเห็นไดวาพีกที่มี 

นาที อีกพีกที่ตรวจวัดไดไมตรงกัน ซึ่งเกิดจากการรบกวน

นอกจากนี้ยังทําการยืนยันโดยการฉีดกรด 

8.99 นาที ซึ่ง retention 

แสดงในรูป ข.5 

 
ของกรดเฟอรูลิก 
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4.3 การหาความใชไดของวิธีวิเคราะห (Method Validation) 

 จากโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานทั้ง 7 ชนิด คือกรดโปรโตคาเทคชูอิก กรดเฟอรูลิก 

กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก กรดพาราคูมาริก กรดคลอโรจีนิก กรดคาเฟอิก และกรดซิแนพพิก ในรูป 

ข.6-ข.19 นํามาหาคา LOD, LOQ, MDL และ MQL โดย IUPAC18 ไดยกเลิกการหาคา LOD และ 

LOQ แบบเกาที่หาไดจากคาความเขมขนต่ําสุดที่ใหความสูงสัญญาณเปน 3 เทาของสัญญาณรบกวน 

(signal-to noise ratio) และความสูงสัญญาณเปน 10 เทาของสัญญาณรบกวน ตามลําดับ โดยได

นิยามใหมดังสูตรจากขอ 3.5.2 และ 3.5.3 ซึ่งตัวแปรตางๆหาไดโดยใชฟงกชัน LINEST ในโปรแกรม 

Microsoft office excel และรายละเอียดสูตรคํานวณแสดงในภาคผนวก ก ผลการหาคา LOD, LOQ, 

MDL และ MQL แสดงในตารางที่ 4.4  

 เมื่อไดขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (LOQ) นํามาสรางกราฟสอบเทียบของสาร 

ละลายมาตรฐาน 7 ชนิด ไดกราฟสอบเทียบดังแสดงในรูป ข.20-ข.26 และไดพารามิเตอรตางๆ ของ

การวิเคราะหเชิงปริมาณ ตามตารางที่ 4.3 

ตารางที่ 4.3 พารามิเตอรตางๆ ของการวิเคราะหเชิงปริมาณ : slope, intercept และ R2 

ขนิดกรดฟนอลิก 
ชวงความเขมขน 

(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 คา LOD, LOQ, MDL และ MQL ที่ไดจากความเขมขนต่ําสุด 4 ความเขมขนจาก calibration curve 

ชนิดสารละลายมาตรฐาน 
ชวงความเขมขน 

(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 การวิเคราะหตัวอยาง 

 จากการวิเคราะหเห็ด 2 ชนิด คือ เห็ดนางรมหลวงและเห็ดเข็มทอง โดยเห็ดแตละชนิดนั้น

นํามาจากแหลงเพาะปลูกที่แตกตางกัน 3 จังหวัด และสกัดซ้ํา 3 ครั้ง โดยใชเห็ด 2 กรัม ตอเมทานอล 

10 มิลลิลิตร เพื่อหาพื้นที่ใตพีกเฉลี่ย (ขอมูลแสดงในตาราง ก.2-ก.7) มาคํานวณหาปริมาณกรดฟนอลิก 

7 ชนิด โดยใชสมการเสนตรงตามตารางที่ 4.5  

ตารางที่ 4.5 สมการเสนตรงของกราฟสอบเทียบของสารละลายมาตรฐาน  

ชนิดสารละลายมาตรฐาน สมการเสนตรง 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 

 

 ผลการคํานวณหาปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดทั้ง 2 ชนิดในหนวยมิลลิกรัมตอกิโลกรัม แสดงใน

ตาราง 4.6 จะเห็นไดวาในเห็ดนางรมหลวงทั้ง 3 ตัวอยาง ตรวจไมพบกรดเฟอรูลิก กรดคาเฟอิก และ

กรดซิแนพพิก ในเห็ดเข็มทองก็ตรวจไมพบกรดทั้ง 3 ชนิดนี้เชนกัน ยกเวน เห็ดเข็มทองตัวอยางที่ 2 

เทานั้นที่ตรวจพบกรดคาเฟอิก แตก็มีปริมาณต่ํากวา MDL สวนกรดอีก 4 ชนิดที่เหลือ กรดโปรโตคา-

เทคชูอิก กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดพาราคูมาริก พบในเห็ดเกือบทุกตัวอยาง ขณะที่กรด

คลอโรจีนิกพบแคในเห็ดนางรมหลวงตัวอยางที่ 1 และเห็ดเข็มทองตัวอยางที่ 2 เทานั้น จะเห็นไดวา

ถึงแมจะเปนเห็ดชนิดเดียวกันก็ตาม แตถามาจากพ้ืนที่ปลูกที่แตกตางกัน ชนิดและปริมาณกรดฟนอลิก 

ที่พบก็จะแตกตางกันไป ซึ่งอาจขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอมในการโตของเห็ด ทั้งอาหารที่ไดรับ อุณหภูมิ  

หรือเวลาในการเก็บเกี่ยว
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    ตารางที่ 4.6 ปริมาณกรดฟนอลิก 7 ชนิดในเห็ดนางรมหลวงและเห็ดเข็มทอง 

   

 a: อยูระหวาง MDL และ MQL 

 b: ต่ํากวา MDL 

ชนิดกรดฟนอลิก 

ปริมาณกรดฟนอลิก (mg/kg) ในเห็ดนางรมหลวง ปริมาณกรดฟนอลิก (mg/kg) ในเห็ดเข็มทอง 

ตัวอยางที่ 1 : 

ระยอง 

ตัวอยางที่ 2 :  

เชืยงใหม 

ตัวอยางที่ 3 : 

ปทุมธานี 

ตัวอยางที่ 1 : 

สมุทรสาคร 

ตัวอยางที่ 2 : 

สระบุรี 

ตัวอยางที่ 3 : 

ปทุมธานี 

โปรโตคาเทคชูอิก 1.67 ± 0.08 0.40 ± 0.03 0.16 ± 0.04 ตรวจไมพบ 0.16 ± 0.05 ตรวจไมพบ 

พาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 0.22 ± 0.04 0.24 ± 0.03 ตรวจไมพบ 0.09 ± 0.05a 0.77 ± 0.01 0.87 ± 0.01 

พาราคูมาริก ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 0.06 ± 0.02b 0.58 ± 0.09 0.12 ± 0.06a 0.76 ± 0.03 

คลอโรจีนิก 0.43 ± 0.03a ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 0.47 ± 0.03a ตรวจไมพบ 

เฟอรูลิก ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 

คาเฟอิก ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 0.33 ± 0.01b ตรวจไมพบ 

ซิแนพพิก ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ ตรวจไมพบ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 งานวิจัยนี้เปนการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกสารละลายมาตรฐานกรดฟนอลิก 7 ชนิด

ออกจากกัน ดวยเทคนิค UHPLC-MS/MS เพื่อนําไปหาชนิดและปริมาณกรดฟนอลิกในเห็ดนางรม

หลวง และเห็ดเข็มทอง ที่ปลูกจากคนละจังหวัด โดยสกัดเห็ด 2 กรัม ดวยเมทานอล 10 มิลลิลิตร ใช

เฟสเคลื่อนที่ คือ กรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% โดยปริมาตรตอปริมาตร และกรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% 

โดยปริมาตรตอปริมาตร ระบบเกรเดียนทอีลูชัน อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรตอนาท ี 

 เมื่อพิจารณากราฟสอบเทียบของสารละลายมาตรฐาน พบวา กราฟใหคาสหสัมพันธเชิงเสน

มากกวา 0.995 แสดงวาวิธีที่ใชสําหรับการวิเคราะหกรดฟนอลิกทั้ง 7 ชนิด มีชวงความเปนเสนตรงที่ดี

ในชวงที่สรางกราฟ มีขีดจํากัดต่ําสุดของการตรวจวัด (LOD) และขีดจํากัดต่ําสุดในการตรวจวัดเชิง

ปริมาณ (LOQ) อยูในชวง 0.011-0.34 และ 0.033-1.0 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ จากนั้นคํานวณคา

ขีดจํากัดของวิธีตรวจวัด (MDL) ไดจากคา LOD ไดคาอยูในชวง 0.055-1.7 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และ

คํานวณคาขีดจํากัดของวิธีตรวจวัดเชิงปริมาณ (MQL) ไดจาก LOQ คาที่ไดอยูในชวง 0.16-5.0 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

 ผลการวิเคราะหกรดฟนอลิกในเห็ดพบวา ถึงแมจะเปนเห็ดชนิดเดียวกัน แตปลูกในคนละพื้นที่ 

ปริมาณและชนิดกรดฟนอลิกที่พบมีความแตกตางกันอยางระบุได แสดงวานอกจากพันธุกรรมของเห็ด

แลว สภาพแวดลอมในการปลูกและเจริญเติบโตมีสวนสําคัญอยางมากในการกําหนดสาระสําคัญตางๆ 

ในเห็ด อยางเชนกรดฟนอลิกที่มีสมบัติตานอนุมูลอิสระ สามารถนําไปสกัดทํายาได ดังนั้นการจะนํา

สารสําคัญในเห็ดไปใชเปนประโยชนทั้งทางโภชนาการและทางเภสัช จะตองมีการศึกษาวิจัย ควบคุม

การปลูกและโตของเห็ดดวย 

 นอกจากกรดฟนอลิก 7 ชนิดขางตนแลว ยังมีกรดฟนอลิกชนิดอื่นๆอีก ที่อาจพบไดในเห็ดบาง

ชนิด ถาสามารถหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกได อาจไดรับขอมูลเพิ่มเติมใหมๆ ที่สามารถนําเห็ดบาง

ชนิดไปใชประโยชนไดเพิ่มมากขึ้น นอกจากกรดฟนอลิกแลว ยังพบฟลาโวนอยดในเห็ดซึ่งมีสมบัติในการ

ตานอนุมลูอิสระไดอีกเชนกัน 
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ภาคผนวก ก 

 

การคํานวณ LOD และ LOQ 

จากขอ 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 ความเขมขนเฉลี่ยของสารมาตรฐานที่นํามาทํา calibration curve 

 ic  คือ ความเขมขนของสารมาตรฐานที่นํามาทํา calibration curve 

 

 

 

  



33 
 

ตาราง ก.1 พารามิเตอรทั้งหมดของสารละลายมาตรฐาน 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 ตัวอยางที่ 1 จากจังหวัดระยอง 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(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 ตัวอยางที่ 2 จากจังหวัดเชียงใหม 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(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 ตัวอยางที่ 3 จากจังหวัดปทุมธานี 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(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 ตัวอยางที่ 1 จากจังหวัดสมุทรสาคร 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(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 - - 

 

 

 

 



37 
 

 

ตาราง ก.6 เห็ดเข็มทอง ตัวอยางที่ 2 จากจังหวัดสระบุร ี

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(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 ตัวอยางที่ 3 จากจังหวัดปทุมธานี 

ชนิดกรดฟนอลิก 
พื้นที่ใตพีกในการสกัด 

พื้นที่ใตพีกเฉลี่ย 
ความเขมขนที่ได 

(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 - - 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข  



 

รูป ข.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 

เคลื่อนทีต่อเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 

รูป ข.2 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 

ภาคผนวก ข 

 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 7 ชนดิ ในการหาอัตราสวน

ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v : กรดฟอรมิกในเมทานอล 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 7 ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v : กรดฟอรมิกในเมทานอล 
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ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v ครั้งที่ 1 

 

ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v ครั้งที่ 2 



 

รูป ข.3 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 

 

รูป ข.4 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 

 

 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 7 ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v : กรดฟอรมิกในเมทานอล 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสม 7 ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

เคลื่อนที่ตอเวลา ระหวางกรดฟอรมิกในน้ํา 0.1% v/v : กรดฟอรมิกในเมทานอล 

 2 
 3 

 1 

 4 

 5 

 6 

7 
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ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

กรดฟอรมิกในเมทานอล 0.1% v/v ครั้งที่ 3 

 

ชนดิ ในการหาอัตราสวนที่เหมาะสมของเฟส

กรดฟอรมิกในเมทานอล 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

ความเขมขน 

รูป ข.7 โครมาโทแกรมของสา

ความเขมขน 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดโปรโตคาเทคชูอิก product ion m/z = 108.8

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดโปรโตคาเทคชูอิก product ion m/z = 108.8

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร 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 ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

 
รูป ข.9 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิก 

product ion m/z = 93.0 ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.10 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดพาราคูมาริก product ion m/z = 118.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

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

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.12 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดคลอโรจีนิก product ion m/z = 162.8 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

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

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.14 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรูลิก product ion m/z = 144.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

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

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.16 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดคาเฟอิก product ion m/z = 134.9 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

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

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 2 
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รูป ข.18 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานกรดซิแนพพิก product ion m/z = 207.0 

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร ครั้งที่ 1 

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

ความเขมขน 0.01-5.00 มิลลิกรัมตอลิตร 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 
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รูป ข.24 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดเฟอรูลิก 

 

 

รูป ข.25 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดคาเฟอิก 
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รูป ข.26 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานกรดซิแนพพิก 
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ประวัติผูวิจัย 

 นางสาวอิสญาภรณ พุทธสา เกิดเมื่อวันที่ 3 เดือนธันวาคม พ.ศ. 2535 ที่จังหวัดสมุทรปราการ 

สําเร็จการศึกษาชั้นมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนราชประชาสมาสัย ฝายมัธยม รัชดาภิเษก ใน

พระบรมราชูปถัมภ จังหวัดสมุทรปราการ เมื่อปการศึกษา 2554 เขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตร-

บัณฑิต ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2555 ที่อยูที่สามารถ

ติดตอได บานเลขที่ 85/342 ซอยประชาอุทิศ 79 แขวงทุงครุ เขตทุงครุ กรุงเทพมหานคร 10140 
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