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∫∑§—¥¬àÕ
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å‡ªìπº≈‘µ¿—≥±å∑’Ë‡°‘¥®“°ªØ‘°‘√‘¬“≈‘ªî¥‡ªÕ√åÕÕ° ‘́‡¥™—π  “√π’È‡ªìπ “√°àÕ¡–‡√Áß

∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫‚√§µà“ßÊ ‰¥â·°à ‚√§‡∫“À«“π ‚√§¡–‡√Áß ·≈–‚√§æ“√å°‘π —π „πß“π«‘®—¬π’È‰¥â∑”°“√À“
ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß ‚¥¬°“√∑” “√Õπÿæ—π∏å
°—∫°√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘°·≈–»÷°…“ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡√«¡∑—Èßª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß°“√«‘‡§√“–Àå  “√Õπÿæ—π∏å¢Õß
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å‡°‘¥‰¥â¥’∑’Ë ¿“«–‡ªìπ°√¥·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 80 Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡¡◊ËÕ«‘‡§√“–Àå¥â«¬‡∑§π‘§
‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß·≈–À—««—¥‰¥‚Õ¥·Õ‡√¬å æ∫«à“‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë‡ªìπ 50 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å‚ª·µ ‡ ’́¬¡-
‰¥‰Œ‚¥√‡®πøÕ ‡øµ·≈–‡¡∏“πÕ≈ Õ—µ√“ à«π 60:40 §à“æ’‡Õ™ 6.8 ®–„Àâ§à“ª√‘¡“≥µË” ÿ¥∑’Ëµ√«®«—¥‰¥â (LOD)
0.01 ‰¡‚§√‚¡≈“√å √âÕ¬≈–¢Õß°“√°≈—∫§◊π (% recovery) Õ¬Ÿà„π™à«ß 100-105 ®“°°“√µ√«®«—¥
„ππÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß®“°µ≈“¥·≈–´ÿª‡ªÕ√å¡“√å‡°Áµ¡’ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å 47.89-95.87 ‰¡‚§√°√—¡
µàÕ°‘‚≈°√—¡

§” ”§—≠: ¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å ≈‘ªî¥‡ªÕ√åÕÕ°´‘‡¥™—π °√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘°

Abstract
Malondialdehyde, produced by lipid peroxidation reaxtion, has been proven to be

a mutagenic substance and related to many diseases such as diabetes, cancer and parkinsonûs disease.
In this work, malondialdehyde was assayed by derivatising with 2-thiobarbituric acid at 80 ÌC in acid
medium. The derivative was chromatographic quantified using a 50 mM KH2PO4-methanol (60:40)
elution (pH 6.8) and diode array detector. The analysis gave limit of detection (LOD) at 0.01 !M with
recovery 100-105%. The amount of malondialdehyde in soybean milks from local market and
supermarket was found at 47.89-95.87 !g/kg.

Keywords:  malondialdehyde lipid peroxidation 2-thiobarbuturic acid
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∫∑π”
°“√‡°‘¥ÕÕ‚µÕÕ°´‘‡¥™—π (auto oxidation)

‡ªìπ “‡ÀµÿÀ≈—°¢Õß°“√‡ ◊ËÕ¡§ÿ≥¿“æ¢ÕßÕ“À“√
À≈“¬ª√–‡¿∑ ‚¥¬‡©æ“–ª√–‡¿∑∑’ËÕÿ¥¡‰ª¥â«¬‰¢¡—π
À√◊ÕπÈ”¡—π ‚¥¬°√¥‰¢¡—πª√–‡¿∑‰¡àÕ‘Ë¡µ—«
(polyunsaturated fatty acids, PUFA)  “¡“√∂‡°‘¥
ªØ‘°‘√‘¬“≈‘ªî¥‡ªÕ√åÕÕ° ‘́‡¥™—π (lipid- peroxidation)
‰¥âßà“¬ [1] °“√‡ ◊ËÕ¡≈ß¢ÕßÕ“À“√ª√–‡¿∑π’È¡’
§«“¡ —¡æ—π∏å°—∫°“√‡°‘¥‡ªÕ√åÕÕ°‰´¥å ´÷Ëß “√π’È
®–‰¡à‡ ∂’¬√ ·≈–‡ªìπº≈‘µ¿—≥±åª∞¡¿Ÿ¡‘ (primary
product) ¢ÕßªÆ‘°‘√‘¬“≈‘ªî¥‡ªÕ√åÕÕ°´‘‡¥™—π
‡¡◊ËÕ‡ªÕ√åÕÕ°‰´¥å‡°‘¥°“√ ≈“¬µ—«®–∑”„Àâ‡°‘¥º≈‘µº≈
2 ™π‘¥ ‰¥â·°à Õ—≈¥’‰Œ¥å ·≈– §’‚µπ ÷́Ëß “√ Õß™π‘¥π’È
® – à ßº≈µà Õ°“√ ‡ ◊Ë Õ¡≈ß¢Õß√ ™“µ‘ Õ “À“√
·≈–°“√ Ÿ≠‡ ’¬§ÿ≥§à“∑“ß‚¿™π“°“√ ·µà‚¥¬ à«π„À≠à
 “√∑’Ë‡ªìπº≈‘µ¿—≥±å∑ÿµ‘¬¿Ÿ¡‘ (secondary product)
¢Õß°√–∫«π°“√≈‘ªî¥‡ªÕ√åÕÕ° ‘́‡¥™—π®–‡ªìπ
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å (malondialdehyde À√◊Õ MDA)

¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å®–„™â‡ªìπ “√µâπ·∫∫
(model) À√◊Õµ—«™’È∫Õ°∑“ß™’««‘∑¬“ (biomarker)
 ”À√—∫»÷°…“°√–∫«π°“√≈‘ªî¥‡ªÕ√åÕÕ° ‘́‡¥™—π
„π ‘Ëß¡’™’«‘µ ´÷Ëß∂â“ “√π’È¡’ª√‘¡“≥‡æ‘Ë¡¢÷Èπ ®–· ¥ß∂÷ß
§«“¡º‘¥ª°µ‘À√◊Õ‡ ’Ë¬ßµàÕ°“√‡ªìπ‚√§µà“ßÊ ‡™àπ

‚√§‡∫“À«“π ‚√§¡–‡√Áß ·≈–‚√§æ“√å°‘π —π [2]
·≈–„πÕÿµ “À°√√¡Õ“À“√¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥‘‰Œ¥å
®–‡ªìπµ—«∫àß∫Õ°∂÷ß°“√‡ ◊ËÕ¡¢Õß√ ™“µ‘ §ÿ≥§à“
∑“ß‚¿™π“°“√¢ÕßÕ“À“√„π√–À«à“ß°√–∫«π°“√º≈‘µ
·≈–°“√‡°Á∫√—°…“Õ“À“√ ‡π◊ËÕß®“°¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
‡ªìπ “√‚¡‡≈°ÿ≈¢π“¥‡≈Á° ¡’§«“¡‡ªìπ¢—È« Ÿß  “¡“√∂
≈–≈“¬πÈ”‰¥â¥’ ·≈–‰¡à‡ ∂’¬√ ®÷ß∑”„Àâ¬“°„π°“√ °—¥
·≈–¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å‡Õß‰¡à¡’‚§√‚¡øÕ√å (chromophore)
Õ‘‡≈°‚µ√øÕ√å (electrophore) À√◊Õø≈ŸÕÕ‚√øÕ√å
(fluorophore) ∑’Ë®– “¡“√∂µ√««®«—¥‰¥â ¥—ßπ—Èπ
°“√«‘‡§√“–Àå‚¥¬°“√ √â“ßÕπÿæ—π∏å°—∫°√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘°
(2-thiobarbituric acid À√◊Õ TBA) ‡°‘¥‡ªìπ
(MDA-TBA complex) ®–ßà“¬°«à“ ¡’À≈“¬‡∑§π‘§
∑’Ëπ”¡“„™â«—¥ MDA-TBA complex ´÷Ëß “¡“√∂
µ√«®«—¥‰¥â∑—Èß∑“ßµ√ß ‰¥â·°à °“√„™â‡∑§π‘§∑“ß
 ‡ª°‚∑√ ‚°ªï ·≈–∑“ßÕâÕ¡ ‰¥â·°à °“√„™â‡∑§π‘§
∑“ß‚§√¡“‚∑°√“øï [3]

Õπÿæ—π∏å¢Õß “√¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å°—∫°√¥
‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘°‡°‘¥®“°ªØ‘°‘√‘¬“°“√§«∫·πàπ
(condensation) ¢Õß°√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘°·≈–¡“
≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å‰¥â‡ªìπ “√¡’ ’‡√’¬°«à“ TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances)
· ¥ß¥—ß ¡°“√∑’Ë 1

 ¡°“√∑’Ë 1 ªØ‘°‘√‘¬“¢Õß malondialdehye °—∫ 2- thiobarbituric acid
∑’Ë¡“: Lenka Fialova (2010/2011). Lipids (fatty acids, lipoperoxidation, digestion). p. 9
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„π°“√»÷°…“À“ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
®“°°“√‡°‘¥≈‘ªî¥‡ªÕ√åÕÕ° ‘́‡¥™—π‰¥â¡’°“√»÷°…“
·≈–¡’√“¬ß“πº≈ß“π«‘®—¬§àÕπ¢â“ß¡“° ‚¥¬¡’
º≈°“√»÷°…“„πµ—«Õ¬à“ß∑“ß™’«¿“æ (biological sample)
·≈–µ—«Õ¬à“ßÕ“À“√µà“ßÊ [4-5] ø√“π‚§Õ’  ·≈–§≥–
[6] ‰¥â∑”°“√»÷°…“‡ª√’¬∫‡∑’¬∫‡∑§π‘§‡æ◊ËÕ„™â
„π°“√»÷°…“À“ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„πµ—«Õ¬à“ß
π¡ºß ‚¥¬°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬ 2 ‡∑§π‘§ §◊Õ ‡∑§π‘§
‚§√¡“‚∑√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß ·≈–‡∑§π‘§
·°ä ‚§√¡“‚∑°√“øï æ∫«à“°“√«‘‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥‘‰Œ¥å„πµ—«Õ¬à“ßπ¡ºß 4 µ—«Õ¬à“ß
¥â«¬‡∑§π‘§ HPLC MDA-TBA ª√‘¡“≥∑’Ëæ∫
§◊Õ809, 848, 516 ·≈– 385 ‰¡‚§√°√—¡µàÕ°‘‚≈°√—¡
HPLC MDA-DNPH ª√‘¡“≥∑’Ëæ∫ §◊Õ 92, 414, 99
·≈– 113 ‰¡‚§√°√—¡µàÕ°‘‚≈°√—¡ ·≈– GC-MS
MDA-PH ª√‘¡“≥∑’Ëæ∫ §◊Õ 51, 266, 65 ·≈– 93
‰¡‚§√°√—¡µàÕ°‘‚≈°√—¡ æ∫«à“°“√«‘‡§√“–Àå¥â«¬‡∑§π‘§
GC-MS MDA-PH ®–¡’§«“¡®”‡æ“– ·≈–∂Ÿ°µâÕß
¡“°°«à“°“√„™â‡∑§π‘§ HPLC-UV ‡π◊ËÕß®“°
 “¡“√∂°”®—¥ “√√∫°«πµ—«Õ◊ËπÊ ÕÕ°®“°√–∫∫‰¥â

 ‡µø“‡π’¬ ´’´“ [7] »÷°…“ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„ππ¡∑“√° ‚¥¬ °—¥¥â«¬«‘∏’ aquouse
acid extracton √à«¡°—∫«‘∏’°√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘° (TBA test)
´÷Ëß„ππ¡∑“√° ®–¡’°“√‡µ‘¡πÈ”¡—πæ◊™ ∑’Ë¡’ª√‘¡“≥
¢Õß°√¥‰¢¡—πª√–‡¿∑‰¡àÕ‘Ë¡µ—« (PUFA) ‡¢â“‰ª„π
°√–∫«π°“√º≈‘µπ¡ ®“°°“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å „πµ—«Õ¬à“ßπ¡ 20 ™π‘¥
·≈–µ—«Õ¬à“ßπ¡«—«∫“ß™π‘¥ ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫
¢âÕ¡Ÿ≈°—πæ∫«à“ √–¥—∫ª√‘¡“≥¢Õß¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
„ππ¡∑“√° Õ¬Ÿà „π™à «ß  200-1200 ppb
´÷Ëß§à“∑—ÈßÀ¡¥®– Ÿß°«à“„ππ¡«—«∂÷ß 5 ‡∑à“

®“°¢âÕ¡Ÿ≈‡∫◊ÈÕßµâπ æ∫«à“ «‘∏’°“√«‘‡§√“–Àå
À“ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å∑’Ëπ‘¬¡„™â„π°“√µ√«®
«‘‡§√“–Àå∑—Ë«‰ªπ‘¬¡„™â«‘∏’∑“ß ‡ª°‚∑√‡¡∑√’∫ [8]
 à«π«‘∏’∑“ß‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß
π‘¬¡„™â«‘∏’°“√‡µ√’¬¡ “√Õπÿæ—π∏å°—∫°√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘°

¬—ß‰¡àæ∫√“¬ß“π„π°“√π”‰ªµ√«®«‘ ‡§√“–Àå
„πµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß ®÷ß‡ªìπ∑’Ëπà“ π„®
®–∑”°“√»÷°…“„πß“π«‘®—¬π’È ‚¥¬π¡‡ªìπÕ“À“√
∑’Ë§ÿ≥§à“∑“ß‚¿™π“°“√ π‘¬¡∫√‘‚¿§°—π∑ÿ°‡æ»∑ÿ°«—¬
‡π◊ËÕß®“°π¡¡’‰¢¡—π‡ªìπ à«πª√–°Õ∫ ‚¥¬‡©æ“–
„ππ¡«—«¡’ª√‘¡“≥‰¢¡—π§àÕπ¢â“ß Ÿß “¡“√∂‡°‘¥
≈‘ªî¥‡ªÕ√åÕÕ° ‘́‡¥™—π‰¥â Õ¬à“ß‰√°Áµ“¡„πªí®®ÿ∫—π
¬—ß¡’πÈ”π¡æ√âÕ¡¥◊Ë¡®”π«π¡“°∑’Ëº≈‘µ®“°∂—Ë«‡À≈◊Õß
´÷ËßÕ“®‡°‘¥≈‘ªî¥ÕÕ°´‘‡¥™—π‰¥â‡™àπ°—π ¥â«¬‡Àµÿπ’È
ºŸâ«‘®—¬®÷ß π„®∑’Ë®–»÷°…“°“√‡°‘¥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
„πµ—«Õ¬à“ß πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß·ª√√Ÿª ‚¥¬»÷°…“À“
«‘∏’°“√∑’Ë ‡À¡“– ¡„π°“√«‘ ‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„πµ—«Õ¬à“ß ¥â«¬«‘∏’°“√«‘‡§√“–Àå
¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß

«—µ∂ÿª√– ß§å¢Õß°“√«‘®—¬
1. ‡ æ◊Ë Õ »÷ ° … “ «‘ ∏’ ° “ √ ∑’Ë ‡ À ¡ “ –   ¡

·≈–ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß«‘∏’°“√„π°“√«‘ ‡§√“–Àå
À “ª√‘ ¡ “≥¡“≈Õπ‰¥Õ— ≈¥’ ‰ Œ¥å ¥â « ¬ ‡∑§π‘ §
‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß¥â«¬°“√‡µ√’¬¡
Õπÿæ—π∏å

2. ‡æ◊Ë Õ»÷°…“«‘∏’°“√µ√«®À“ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„ππÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õßæ√âÕ¡¥◊Ë¡

«‘∏’¥”‡π‘π°“√«‘®—¬
1. ‡ § √◊Ë Õ ß ‚ § √¡ “ ‚∑° √ “ øï ¢ Õ ß ‡ À≈ «

 ¡√√∂π– Ÿß·≈–µ—«µ√«®«—¥·∫∫ diode array
®“°∫√‘…—∑ Hewlett-Packard √ÿàπ HP 1100

2. §Õ≈—¡πå C18 (SphereClone 5 !m ODS,
¢π“¥ 250 x 4.60 mm) ®“°∫√‘…—∑ Phenomenex

3. Hydrochloric acid (AR grade)
4. Potassium dihydrogen phosphate

(AR grade)
5. 1,1,3,3-Tetraethoxypropane (TEP)
6. 2-Thiobarbituric acid (HPLC grade)
7. Trichloroacetic acid (AR grade)
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µÕπ∑’Ë  1 »÷°…“«‘∏’°“√∑’Ë ‡À¡“– ¡
·≈–ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß«‘∏’°“√„π°“√«‘‡§√“–ÀåÀ“
ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å

1.1 °“√‡µ√’¬¡ “√≈–≈“¬¡“µ√∞“π
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å (10 mM)

π” “√≈–≈“¬¡“µ√∞“π‡µµ√–-‡Õ∑∏Õ°´’
‚æ√‡æπª√‘¡“≥ 23.0 ¡‘≈≈‘°√—¡ ·≈–°√¥
‰Œ‚¥√§≈Õ√‘° (0.1 N) „ à„π¢«¥«—¥ª√‘¡“µ√¢π“¥
10 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ª√—∫ª√‘¡“µ√„Àâ‡ªìπ 10 ¡‘≈≈‘≈‘µ√
π”‰ª·™à∑’ËÕà“ßπÈ”√âÕπ 40 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  π“π 40 π“∑’
 “√≈–≈“¬∑’Ë‰¥â‡°Á∫‰¥âπ“π 1 ‡¥◊Õπ ∑’Ë 4 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ 

1.2 °“√‡µ√’¬¡Õπÿæ—π∏å “√¡“µ√∞“π
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å·≈–°√“ø¡“µ√∞“π

ªî‡ªµ “√≈–≈“¬°√¥‰µ√§≈Õ‚√Õ– ’́µ‘°
(5% w/v) ª√‘¡“µ√ 3 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ≈ß„πÀ≈Õ¥∑¥≈Õß
¢π“¥ 10 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ‡µ‘¡ “√¡“µ√∞“π¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
§«“¡‡¢â¡¢âπ 100 ‰¡‚§√‚¡≈“√å ª√‘¡“µ√ ¥—ßπ’È
0.00, 10.0, 25.0, 50.0, 100.0 ·≈– 200.0
‰¡‚§√≈‘µ√ ®“°π—Èπªî‡ªµπÈ”°≈—Ëπª√“»®“°‰ÕÕÕπ
‡µ‘¡≈ß‰ªª√‘¡“µ√ 1,000, 990, 975, 950, 900
·≈– 750 ‰¡‚§√≈‘µ√ §«“¡‡¢â¡¢âπ ÿ¥∑â“¬¢Õß
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å§◊Õ 0.0, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0
·≈– 5.0 ‰¡‚§√‚¡≈“√å µ“¡≈”¥—∫ ªî‡ªµ “√≈–≈“¬
°√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘° (25 mM) 1 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ®“°π—Èπ
º ¡„Àâ‡¢â“°—π¥â«¬‡§√◊ËÕß‡¢¬à“‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’
·≈â«π”·™à„πÕà“ßπÈ”√âÕπ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 80 Õß»“‡´≈‡´’¬ 
‡ªìπ‡«≈“ 60 π“∑’ ®“°π—Èππ”‰ª·™à„ππÈ”‡¬Áπ∑—π∑’
‡ªìπ‡«≈“π“π 10 π“∑’ °√Õß “√≈–≈“¬¥â«¬
°√–¥“…°√Õß¢π“¥ 0.45 ‰¡§√Õπ ©’¥ “√≈–≈“¬
∑’Ë‰¥â 25 ‰¡‚§√≈‘µ√ ‡¢â“‡§√◊ËÕß‚§√¡“‚∑°√“øï
¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß „™âµ—«µ√«®«—¥·∫∫‰¥‚Õ¥·Õ‡√¬å
·≈–«—¥§à“°“√¥Ÿ¥°≈◊π· ß∑’Ë 531 π“‚π‡¡µ√

1.3 °“√»÷°…“À“ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡
„π°“√«‘‡§√“–Àå “√Õπÿæ—π∏å¢Õß¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï

»÷ °…“§«“¡ ‡¢â ¡¢â π¢Õß∫—ø ‡øÕ√å

·≈–Õ—µ√“ à«π¢Õß‚¡∫“¬‡ø  (Mobile phase)
∑’Ë¡’º≈µàÕ°“√·¬° “√Õπÿæ—π∏å¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
¥—ßπ’È

°. KH2PO4 (50 mM) ·≈–Õ—µ√“ à«π
√–À«à“ß KH2PO4 °—∫‡¡∏“πÕ≈ ¡’¥—ßπ’È 50:50,
55:45, 60:40, 65:35 ·≈– 70:30 (pH 6.0)

¢. KH2PO4 ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 20, 30,
40, 50, 60 ·≈– 70 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å

§. pH ¢Õß “√≈–≈“¬ KH2PO4
‡ªìπ 5.40, 5.60, 5.80, 6.00, 6.20, 6.40, 6.60,
6.80 ·≈– 7.00

ß. Õ—µ√“°“√‰À≈¢Õß‚¡∫“¬‡ø 
(Flow rate) ‰¥â·°à 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ·≈– 1.0
¡‘≈≈‘≈‘µ√µàÕπ“∑’

1.4 °“√»÷°…“ª√– ‘∑∏‘¿“æ¢Õß
«‘∏’°“√«‘‡§√“–Àå

1.4.1 »÷°…“À“ Limit of detection
(LOD) ·≈– Limit of quantitation (LOQ)

∑” ° “ √ ∑ ¥ ≈ Õ ß ‚ ¥ ¬  s p i k e
 “√¡“µ√∞“π¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 0.10
‰¡‚§√‚¡≈“√å „π·∫≈ß°å (πÈ”ª√“»®“°‰ÕÕÕπ)
·≈â«∑”°“√‡µ√’¬¡Õπÿæ—π∏å¢Õß¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
∑”°“√∑¥≈Õß 10 ´È”

1.4.2 »÷°…“À“‡ªÕ√å‡´Áπµå√âÕ¬≈–
°≈—∫§◊π (% recovery)

»÷°…“À“‡ªÕ√å‡´Áπµå√âÕ¬≈–°≈—∫§◊π
‚ ¥¬ ‡µ‘ ¡   “ √¡ “µ √ ∞ “π¡“≈Õπ ‰¥Õ— ≈ ¥’ ‰ Œ¥å
∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 1.0 ‰¡‚§√‚¡≈“√å ≈ß‰ª„πµ—«Õ¬à“ß
πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß ·≈–∑”°“√∑¥≈Õß‡À¡◊ÕπÀ—«¢âÕ
°“√‡µ√’¬¡µ—«Õ¬à“ß„πµÕπ∑’Ë 2

µÕπ∑’Ë 2 «‘‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥¡“≈Õπ
‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„πµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß

µ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß∑’Ëπ”¡“∑¥≈Õß
‰¥â·°à πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß™π‘¥ home made ®—¥´◊ÈÕ®“°
µ≈“¥ ¥„π‡¢µ°√ÿß‡∑æ πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õßæ√âÕ¡¥◊Ë¡
™π‘¥ Ÿµ√‡®  Ÿµ√º ¡πÈ”µ“≈  Ÿµ√º ¡π¡ºß
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·≈–Õ◊ËπÊ ®—¥ ◊́ÈÕ®“° ÿ́ª‡ªÕ√å¡“√å‡°µ ®”π«π 14 µ—«Õ¬à“ß
2.1 °“√‡µ√’¬¡µ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß
µ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß 12.50 °√—¡

≈ß„π¢«¥«—¥ª√‘¡“µ√¢π“¥ 25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ®“°π—Èπ
‡µ‘¡πÈ”°≈—Ëπª√“»®“°‰ÕÕÕπ‡æ◊ËÕ≈–≈“¬πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß
ª√—∫ª√‘¡“µ√¥â«¬πÈ”°≈—Ëπª√“»®“°‰ÕÕÕπ„Àâ‡ªìπ
25 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ π”µ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß‰ª∫à¡
„πÕà“ßπÈ”√âÕπ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 40 Õß»“‡´≈‡´’¬ 
‡ªìπ‡«≈“ 40 π“∑’ ®“°π—Èπµ—Èß∑‘Èß‰«â„Àâ‡¬Áπ
∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß ªî‡ªµ “√≈–≈“¬‰µ√§≈Õ‚√Õ–´’µ‘°
3 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ º ¡°—∫µ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õßª√‘¡“µ√
1 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ ·≈â«‡µ‘¡°√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘° 1 ¡‘≈≈‘≈‘µ√
º ¡µ—«Õ¬à“ß„Àâ‡¢â“°—π¥â«¬‡§√◊ËÕß‡¢¬à“‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’
π”µ—«Õ¬à“ß¥—ß°≈à“«‰ª„ à‡§√◊ËÕßÀ¡ÿπ‡À«’Ë¬ß∑’Ë§«“¡‡√Á«
6,000 √Õ∫µàÕπ“∑’ ‡ªìπ‡«≈“ 10 π“∑’ ®“°π—Èπ
π” à«π„ ¢Õßµ—«Õ¬à“ß‰ª∫à¡„πÕà“ßπÈ”√âÕπ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘
80  Õ ß»“ ‡´≈ ‡ ’́ ¬    ‡ªì π ‡ «≈ “  60  π“∑’
π” “√≈–≈“¬‰ª·™à„ππÈ”‡¬Áπ∑—π∑’ ‡ªìπ‡«≈“π“π
10 π“∑’ ‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß‡æ◊ËÕ‰«â∑¥≈ÕßµàÕ‰ª

2.2 °“√∑¥≈Õß«‘‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„πµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß

π”µ—«Õ¬à“ß®“°¢âÕ 2.1 °√Õß¥â«¬
°√–¥“…°√Õß¢π“¥ 0.45 ‰¡§√Õπ ·≈â«π”‰ª©’¥
‡¢â“‡§√◊ËÕß‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß
∑’Ëª√‘¡“µ√ 25 ‰¡‚§√≈‘µ√ ¥â«¬ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡
®“°°“√∑¥≈ÕßµÕπ∑’Ë 1 ∫—π∑÷°æ◊Èπ∑’Ëæ’§¢Õß
æ’§ “√Õπÿæ—π∏å¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å ‡æ◊ËÕπ”‰ª
‡∑’¬∫°√“ø¡“µ√∞“π∑’Ë‡µ√’¬¡‰«â §”π«≥À“ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„πµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß

º≈°“√«‘®—¬
1. º≈°“√»÷°…“À“ ¿“«–∑’Ë ‡À¡“–

 ¡„π°“√«‘‡§√“–Àåª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
® “°°“ √»÷ °…“°“ √·¬° “ √Õπÿ æ— π ∏å

¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï
æ∫«à“ “√≈–≈“¬ KH2PO4 ‡¢â¡¢âπ 50 mM
∑’ËÕ—µ√“ à«π¢Õß KH2PO4 ·≈–‡¡∏“πÕ≈‡ªìπ 60:40
(pH 6.0) ®–„Àâæ’§∑’Ë ¡¡“µ√ ¥—ß¿“æ∑’Ë 1

¿“æ∑’Ë 1 · ¥ß‚§√¡“‚∑·°√¡¢Õß “√Õπÿæ—π∏å¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å∑’Ë„™â‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë‡ªìπ KH2PO4 °—∫
‡¡∏“πÕ≈„πÕ—µ√“ à«πµà“ßÊ
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KH2PO4 ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ 50 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å Õ—µ√“ à«π 60:40 pH 6.0 ®–„Àâæ◊Èπ∑’Ë„µâæ’§∑’Ë Ÿß ÿ¥ æ’§ ¡¡“µ√
∞“πæ’§·§∫ ‡«≈“ 5.243 π“∑’ ¥—ßµ“√“ß∑’Ë 1

µ“√“ß∑’Ë 1 · ¥ßº≈¢Õß§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß KH2PO4 ∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπµà“ßÊ

KH2PO4 (mM) Retention time, tR (min) Peak area
20 4.807 1099.928
30 5.061 1114.887
40 5.120 1110.786
50 5.243 1150.899
60 5.338 1105.666
70 5.428 1124.902

pH ∑’Ë¡’º≈µàÕ°“√·¬° “√Õπÿæ—π∏å¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å ∑”°“√»÷°…“∑’Ë pH µà“ßÊ ‰¥â·°à 5.40 5.60 5.80
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 ·≈– 7.00 ∑’ËÕ—µ√“ à«π‡ø ‡§≈◊ËÕπ∑’Ë 50 mM KH2PO4 µàÕ‡¡∏“πÕ≈
‡ªìπ 60:40 ®“°º≈°“√»÷°…“æ∫«à“∑’Ë pH 6.8 „Àâæ◊Èπ∑’Ë„µâæ’§∑’Ë Ÿß ÿ¥ ‡«≈“ 4.997 π“∑’ ·≈–‡¡◊ËÕ pH
¢Õß∫—ø‡øÕ√å≈¥≈ß∑”„Àâ “√Õπÿæ—π∏å¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å∂Ÿ° retained „π§Õ≈—¡πå‰¥âπ“π¡“°¢÷Èπ ∑”„Àâ„™â‡«≈“
„π°“√·¬°¡“°¢÷Èπ ·≈–∑”„Àâæ◊Èπ∑’Ë„µâæ’§≈¥≈ßµ“¡≈”¥—∫ ¥—ßµ“√“ß∑’Ë 2

µ“√“ß∑’Ë 2 · ¥ßº≈¢Õß pH ∑’Ë¡’º≈µàÕ§à“ retention time

pH Retention time, tR (min) Peak area
5.4 5.628 902.787
5.6 5.528 922.030
5.8 5.358 950.908
6.0 5.288 954.275
6.2 5.188 974.110
6.4 5.103 951.695
6.6 5.044 968.314
6.8 4.997 996.111
7.0 4.850 963.427
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»÷°…“º≈¢ÕßÕ—µ√“°“√‰À≈‚¡∫“¬‡ø ∑’Ë¡’º≈µàÕ°“√·¬° “√Õπÿæ—π∏å¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å ‚¥¬ª√—∫
Õ—µ√“°“√‰À≈¢Õß‚¡∫“¬‡ø ∑’Ë 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ·≈– 1.0 ¡‘≈≈‘≈‘µ√µàÕπ“∑’ æ∫«à“∑’ËÕ—µ√“°“√‰À≈
¢Õß‚¡∫“¬‡ø ∑’Ë 0.7 ¡‘≈≈‘≈‘µ√µàÕπ“∑’ ®–„Àâ§à“æ’§∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡ Ÿß∑’Ë ÿ¥ ‡«≈“ 7.071 π“∑’ ¥—ß¿“æ∑’Ë 2

¿“æ∑’Ë 2 º≈¢Õß°“√·ª√º—πÕ—µ√“°“√‰À≈‚¡∫“¬‡ø 

¿“æ∑’Ë 3 · ¥ß°√“ø¡“µ√∞“π¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
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2.  ª√‘¡“≥¢Õß¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„ππÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß
∑”°“√«‘‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„πµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß™π‘¥ home made

πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õßæ√âÕ¡¥◊Ë¡™π‘¥ Ÿµ√‡®  Ÿµ√º ¡πÈ”µ“≈  Ÿµ√º ¡π¡ºß ·≈–Õ◊ËπÊ ∑’Ë®—¥´◊ÈÕ„π ÿ́ª‡ªÕ√å¡“√å‡°µ
¥â«¬‡∑§π‘§‚§√¡“‚∑°√“øï¢Õß‡À≈« ¡√√∂π– Ÿß µ—«Õ¬à“ß· ¥ß„π¿“æ∑’Ë 5 ·≈–µ“√“ß∑’Ë 3 ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å∑’Ëµ√«®æ∫®–¡’§à“∑’Ë°√–®“¬¡“° ·≈–Õ¬Ÿà„π√–¥—∫∑’ËµË”

¿“æ∑’Ë 4 ‚§√¡“‚∑·°√¡¢Õß “√Õπÿæ—π∏å¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å∑’Ë§«“¡‡¢â¡¢âπ¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å 5.0
‰¡‚§√‚¡≈“√å

¿“æ∑’Ë 5 ‚§√¡“‚∑·°√¡¢Õßµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß
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µ“√“ß∑’Ë 3  · ¥ßº≈°“√«‘‡§√“–ÀåÀ“ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å„πµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õßæ√âÕ¡¥◊Ë¡ (n=14)

≈”¥—∫µ—«Õ¬à“ß ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å (!!!!!g/kg) + SD
1 70.68+4.76
2 92.90+5.86
3 47.89+1.62
4 86.07+4.23
5 59.30+3.37
6 72.95+3.64
7 68.25+1.74
8 58.17+1.05
9 58.44+1.92
10 75.86+4.02
11 92.36+5.28
12 95.87+3.63
13 80.02+3.64
14 80.61+3.29

À¡“¬‡Àµÿ:
µ—«Õ¬à“ß∑’Ë 1-3 πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß Ÿµ√πÈ”µ“≈πâÕ¬ (3 ¬’ËÀâÕ)
µ—«Õ¬à“ß∑’Ë 4-6 πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß Ÿµ√À«“π (3 ¬’ËÀâÕ)
µ—«Õ¬à“ß∑’Ë 7-10 πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß Ÿµ√‡® (4 ¬’ËÀâÕ)
µ—«Õ¬à“ß∑’Ë 11-13 πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß Ÿµ√À«“πº ¡π¡ºß (3 ¬’ËÀâÕ)
µ—«Õ¬à“ß∑’Ë 14 πÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß home made ®—¥´◊ÈÕ®“°µ≈“¥ ¥„π‡¢µ°√ÿß‡∑æ

 √ÿª·≈–Õ¿‘ª√“¬º≈
®“°°“√»÷°…“À“ ¿“«–∑’Ë ‡À¡“– ¡

„π°“√·¬°¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å æ∫«à“∑’Ë√–¥—∫
§«“¡‡¢â¡¢âπ 50 ¡‘≈≈‘‚¡-≈“√å ‚ª·µ ‡´’¬¡-
‰¥‰Œ‚¥√‡®πøÕ ‡øµ pH 6.80 Õ—µ√“°“√‰À≈
‚¡∫“¬‡ø  0.7 ¡‘≈≈‘≈‘µ√µàÕπ“∑’ ·≈–Õ—µ√“ à«π
∫—ø‡øÕ√å°—∫‡¡∏“πÕ≈ 60:40 §◊Õ ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡
„™â «‘ ‡ § √ “ –Àå À “ª√‘ ¡ “≥¡“≈Õπ‰¥Õ— ≈¥’ ‰ Œ¥å
„πµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß Limit of detection (LOD)
·≈– Limit of quantitation (LOQ) ‡∑à“°—∫ 0.01
·≈– 0.04 ‰¡‚§√‚¡≈“√å [5] ·≈–√âÕ¬≈–°“√°≈—∫§◊π

Õ¬Ÿà„π™à«ß 100-105 ‡ªÕ√å‡´Áπµå ®“°°“√»÷°…“
æ∫«à“ª√‘¡“≥∑’Ëµ√«®æ∫®–Õ¬Ÿà„π™à«ß 47.89-95.87
‰¡‚§√°√—¡µàÕ°‘‚≈°√—¡ ´÷Ëßª√‘¡“≥∑’Ëæ∫¬—ßÕ¬Ÿà„π
√–¥—∫∑’ËµË” ÷́Ëßµ—«Õ¬à“ßπÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß∑’Ëµ√«®æ∫
ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å‰¡à·µ°µà“ß°—π∑—È ß
 Ÿµ√À«“π  Ÿµ√À«“ππâÕ¬ ·≈– Ÿµ√À«“πº ¡π¡ºß
®“°º≈¥— ß°≈à “«  ‡¡◊Ë Õ ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å∑’Ëµ√«®æ∫„ππÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß
·≈–π¡ºß ¥â«¬‡∑§π‘§ ·≈–∑”Õπÿæ—π∏å¥â«¬°√¥
‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘°™π‘¥‡¥’¬«°—π ª√‘¡“≥∑’Ëµ√«®æ∫
„ππÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊ÕßÕ¬Ÿà„π™à«ß 47.89-95.87
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‰¡‚§√°√—¡µàÕ°‘‚≈°√—¡  à«π„ππ¡ºßÕ¬Ÿà„π™à«ß
385-848 ‰¡‚§√°√—¡µàÕ°‘‚≈°√—¡ [6] ª√‘¡“≥
¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å∑’Ëæ∫„πª√‘¡“≥∑’Ë Ÿß„ππ¡ºß
Õ “ ® ® – ‡ °‘ ¥ ® “ ° ‡ µâ “ π ¡ «— « ‡ °‘ ¥ ° “ √ Õ— ° ‡   ∫
«—«‡°‘¥¿“«–‡§√’¬¥ “‡Àµÿ¥—ß°≈à“«®–∑”„ÀâπÈ”π¡«—«
¡’ª√‘¡“≥Õπÿ¡Ÿ≈Õ‘ √–‡æ‘Ë¡¡“°¢÷Èπ ·≈–‡¡◊ËÕ¡’‰¢¡—π
™π‘¥‰¡àÕ‘Ë¡µ—« ·≈–πÈ”µ“≈ Õ¬Ÿà„ππÈ”π¡ ‰¢¡—π
™π‘¥‰¡àÕ‘Ë¡µ—«®–∂Ÿ°‡ª≈’Ë¬π„Àâ‡ªìπÕ—≈¥’‰Œ¥åµ—«Õ◊ËπÊ
·≈–¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å  “¡“√∂‡°‘¥ªØ‘°‘√‘¬“‰¥â°—∫
°√¥‰∑‚Õ∫“√å∫‘∑Ÿ√‘° ∑”„Àâ§à“∑’Ëµ√«®«—¥‰¥â¡’

§«“¡∂Ÿ°µâÕßπâÕ¬µàÕ°“√À“ª√‘¡“≥¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å
[5] ·µà ”À√—∫°“√«‘‡§√“–Àå„ππÈ”π¡∂—Ë«‡À≈◊Õß
®–‡ÀÁπ«à“‚§√¡“‚∑·°√¡∑’Ë ‰¥âª√“°Øæ’§¢Õß
Õπÿæ—π∏å¡“≈Õπ‰¥Õ—≈¥’‰Œ¥å‡∑à“π—Èπ · ¥ß«à“
°“√√∫°«π®“° “√Õ◊ËπÊ πâÕ¬¡“°

°‘µµ‘°√√¡ª√–°“»
ß “π«‘ ®— ¬π’È ‰ ¥â √— ∫∑ÿ π π— ∫ πÿ π°“ √∑”

ª√‘≠≠“π‘æπ∏å ”À√—∫∫—≥±‘µ»÷°…“®“°ß∫ª√–¡“≥√“¬‰¥â
¡À“«‘∑¬“≈—¬»√’π§√‘π∑√«‘‚√≤ ª√–®”ªï 2556
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