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บทคัดย่อ
 รายงานฉบบันีเ้ป็นการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค GC-MS ร่วมกับ Isotope Dilution Mass spectrometry (IDMS) 
เพ่ือแยกสารผสมเบนโซฟีโนนและอนุพันธ์ ได้แก่ 4-เมทิลเบนโซฟีโนน, 4-ไฮดรอกซีเบนโซฟีโนน, 2-ไฮดรอกซีเบนโซฟีโนน, 
4,4’-บิส (ไดเมทิลอะมิโน) เบนโซฟีโนน และ 4,4’-บิส (ไดเอทิลอะมิโน) เบนโซฟีโนน  สารก่อมะเร็งท้ัง 6 ตัวน้ีมักใช้เป็นสารเริ่ม
ปฏิกิรยิาด้วยแสงชนิดหนึง่ทีเ่ป็นส่วนประกอบของหมกึทีพิ่มพ์บนบรรจภุณัฑ์กระดาษ  ในการศึกษาน้ีได้ใช้เบนโซฟีโนน-D10 เป็น
สารมาตรฐานภายใน และ ใช้แคปปิลาลีคลอลัมน์ ชนิด 50% ไดฟีนิล/50% ไดเมทิล พอลีไซลอกเซน เป็น GC-MS คอลัมน์ การ
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมนี้ได้โดยการเปลี่ยน อุณหภูมิเริ่มต้น อุณหภูมิสุดท้าย และอัตราการเพิ่มอุณหภูมิของตู้อบคอลัมน์ เมื่อ
ใช้โหมด GC-MS full scan ผลการศึกษาพบว่ามี 3 วิธีที่สามารถแยกสารอันตรายทั้ง 6 สาร ได้ภายในเวลา 24, 29 และ 41 min 
ตามล�าดับ ได้เลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมส�าหรับตู้อบคอลัมน์โดยเลือกจากวิธีท่ีใช้เวลาในการทดสอบสั้นท่ีสุด คือ 24 min และ
เปลี่ยนโหมดในการทดสอบจากโหมด GC-MS full scan ไปเป็นโหมด selective ion monitoring (SIM) เพ่ือให้เห็นความแตก
ต่างของพีกที่ใช้การค�านวณหาปริมาณของเบนโซฟีโนน (m/z = 105) และ ของเบนโซฟีโนน-D10 (m/z = 110)  สุดท้ายสภาวะ
ท่ีเหมาะสมของเทคนคิ GC-MS ท่ีได้จากการศกึษาครัง้นีส้ามารถน�าไปใช้เพ่ือทดสอบหาปรมิาณสารเบนโซฟีโนนและอนุพันธ์อกี 
5 ชนิด ในตัวอย่างกระดาษบรรจุภัณฑ์อาหารโดยเปรียบเทียบปริมาณกับกราฟมาตรฐานซึ่งมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพัทธ์อยู่ใน
เกณฑ์การยอมรับได้ (r2 ≥ 0.990)

Abstract
 This report is a study of optimized condition for GC-MS and Isotope Dilution Mass spectrometry (IDMS) techniques 
to separate mixture of benzophenone and its derivatives; involving 4-methylbenzophenone, 4-hydroxybenzophenone, 
2-hydroxybenzophenone, 4,4’-bis (dimethylamino) benzophenone and 4,4’-bis (diethylamino) benzophenone.  These 
6 carcinogenic compounds are photo-initiators; used in UV cure ink for food packaging paper. In this study, 
benzophenone-D10 was used as an internal standard and 50% diphenyl/50% dimethyl polysiloxane capillary column 
was selected as a GC-MS column.  This study was performed through varying of GC oven temperature; including 
initial, final and increasing temperature rate under the GC-MS full scan mode. The results show 3 studied methods 
could obtain all 6 dangerous compounds separately in 24, 29 and 41 min, respectively. The optimized GC oven 
temperature was selected from the method using the shortest runtime (24 min) and the GC-MS full scan mode has 
been changed to a selective ion monitoring (SIM) mode instead to achieve the differences between quantified peak 
of benzophenone (m/z = 105) and of benzophenone-D10 (m/z = 110).  Finally, the optimized condition of the GC-MS 
technique from this study can be used to analyze benzophenone and its 5 derivatives in food packaging paper 
sample by comparison to standard calibration curve that the correlation coefficient was in the limit of acceptance 
(r2 ≥ 0.990)
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1. บทน�า (Introduction)
 สารเบนโซฟีโนนและอนุพันธ์เป็นสารที่มักใช้เป็นสารเริ่ม
ปฏกิิรยิาด้วยแสง (Photo-initiator) ท�าหน้าทีเ่ป็นตัวเร่งปฏิกิรยิา
ในกระบวนการพอลเิมอร์ไรเซชนั (Polymerization process) เพ่ือ
ท�าให้หมกึพิมพ์เกิดการแข็งตวัเป็นฟิล์มเคลอืบบนวัสดทุีพิ่มพ์ เช่น 
กระดาษหรอืกระดาษแข็ง สารเหล่าน้ีหากเกิดเป็นพอลเิมอร์ไม่
หมด จะตกค้างอยู่บนกระดาษในรูปของโมเลกุลเดี่ยวซึ่งเป็น
โครงสร้างท่ีอนัตราย และถูกจดัเป็นสารก่อมะเรง็ [1] อกีท้ังยังมี
โอกาสแพร่สูอ่าหารได้หากใช้สมัผสัอาหาร
 ปัจจบุนัยังไม่มข้ีอก�าหนดหรอืกฎระเบยีบทัง้ของประเทศไทย
และต่างประเทศในการควบคมุปรมิาณสารอนัตรายเหล่าน้ีตกค้าง
ในวัสดสุมัผสัอาหารประเภทกระดาษ แต่ในปี ค.ศ. 2012 ได้มคี�า
แนะน�า (Guideline) จากกลุม่ผูเ้ก่ียวข้องและผูเ้ชีย่วชาญด้าน
บรรจภุณัฑ์อาหารประเภทกระดาษและกระดาษแข็งในประเทศ
กลุม่สหภาพยุโรป [2] เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการควบคุมปรมิาณ
สารอนัตรายกลุม่เบนโซฟีโนน (1-6) (รปูที ่1) และมแีนวโน้มว่า
ในอนาคตข้อก�าหนดตามค�าแนะน�าฉบบันีอ้าจถูกพัฒนาไปเป็น
กฎระเบยีบของสหภาพยุโรปได้ การเตรยีมความพร้อมรบัมอืกับ
กฎระเบียบระหว่างประเทศทีอ่าจเกิดข้ึนในอนาคตด้วยการพัฒนา
วิธีวิเคราะห์ทดสอบสารเบนโซฟีโนนและอนพัุนธ์ในวสัดสุมัผสั
อาหารประเภทกระดาษให้มคีวามรวดเรว็จงึเป็นสิง่จ�าเป็น อกีทัง้
จากค�าแนะน�า (Guideline) ดงักล่าวได้อ้างถึงวิธีทดสอบสารกลุม่
นีไ้ว้สองวธีิ วธีิแรกอ้างถึงงานวจิยัของ Castle L. และคณะ [3] ท่ี
ศกึษาการแยกสาร 4,4’-bis (dimethylamino) benzophenone, 
DMAB (5) และสาร 4,4’-bis (diethylamino) benzophenone, 
DEAB (6) จากกระดาษสัมผัสอาหารโดยการสกัดด้วยตัวท�า
ละลายเอทานอล และใช้สาร 2-amino-4methylbenzophenone 
เป็นสารมาตรฐานภายใน ก่อนน�าไปทดสอบด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟ
อร์แมนซ์ลคิวิดโครมาโทกราฟี (HPLC) ส่วนวิธีท่ีสองเป็นวิธีของ 
S.M. Johns และคณะ [4] ทีส่กัดตวัอย่างกระดาษสมัผสัอาหาร
ด้วยตัวท�าละลายคลอโรฟอร์มเป็นเวลาข้ามคืนที่อุณหภูมิห้อง
เพ่ือศกึษาการเคลือ่นย้ายสารเบนโซฟีโนนจากตวัอย่างกระดาษ
สู่อาหารท่ีอุน่ด้วยไมโครเวฟ แล้วทดสอบหาปรมิาณเบนโซฟีโนน
ด้วยเทคนิคก๊าซโครมาโทกราฟี แมสสเปกโทเมตรี (Gas 
chromatography mass spectrometry, GC-MS) ร่วมกับ เทคนิค 
Isotope dilution mass spectrometry (IDMS)  ซึง่อาศยัหลกั
การเติมโมเลกุลสารท่ีเหมอืนกับสารทีต้่องการวเิคราะห์ แต่สาร
น้ันจะมอีะตอมบางตวัถูกแทนด้วยไอโซโทป (Isotopically labelled 
analogue) และสารทีเ่ตมิน้ีจะท�าหน้าทีเ่ป็นสารมาตรฐานภายใน
เพ่ือใช้ค�านวณหาปรมิาณสารทีต้่องการศกึษาเมือ่ใช้ร่วมกับเทคนิค
แมสสเปกโทเมตร ี[5] ซึง่งานวิจยัของ Johns S.M. และคณะ [4] 
ได้เลอืกใช้สาร benzophenone-D5 ซึง่เป็นสารเคมทีีม่โีครงสร้าง
คล้ายกับเบนโซฟีโนนท่ีต้องการวัด แต่แตกต่างกันเพียงทีโ่ครงสร้าง
ของ benzophenone-D5 นั้นจะมีอะตอมของดิเทอเรียม (D) 
จ�านวน 5 อะตอม อยู่แทนท่ีอะตอมของไฮโดรเจน ซึง่ส่งผลให้น�า้

หนกัโมเลกุลของเบนโซฟีโนน-D5 (m/z = 187) จะหนกักว่าน�า้
หนักโมเลกุลสารเบนโซฟีโนน (1) (m/z = 182)  และความต่าง
ของน�า้หนกัโมเลกุลจะวดัได้โดยแมสเปกโทรมเิตอร์ อย่างไรก็ตาม
แม้การใช้เบนโซฟีโนน-D5 เป็นสารมาตรฐานภายในจะเพ่ิมคุณภาพ
ในงานทดสอบ แต่การท่ีต้องสงัเคราะห์สารน้ีขึน้มาเองก็ท�าให้เกิด
ความยุ่งยากและเสยีเวลา ในส่วนอนพัุนธ์ของเบนโซฟีโนนอกี 3 
ตวั คอื 4-methylbenzophenone (2), 4-hydroxybenzophenone 
(3) และ 2-hydroxybenzophenone (4) แม้ในค�าแนะน�า (Guideline) 
จะกล่าวถึงสารดงักล่าวแต่ไม่ได้อ้างองิถึงวิธีทดสอบใดๆ 

รูปที่ 1 โครงสร้างทางเคมีของเบนโซฟีโนน (1) อนุพันธ์ของเบนโซฟีโนน 
(2-6) และสารมาตรฐานภายในที่ใช้ (7)

ในเวลาต่อมาได้เริ่มมีงานวิจัยท่ีใช้สาร benzophenone-D10 
(7, รูปท่ี 1) ท่ีมีน�้าหนักโมเลกุล m/z = 192 ท�าหน้าท่ีเป็นสาร
มาตรฐานภายในซึง่สารนีส้ามารถหาซือ้ได้ไม่จ�าเป็นต้องสงัเคราะห์
เองท�าให้สะดวกท่ีจะน�ามาใช้งาน ตัวอย่างของงานวิจัยท่ีใช้
เทคนิค IDMS ด้วยสาร (7) ได้แก่ การหาปริมาณของเบนโซฟี
โนน (1) และอนุพันธ์  (2) ในซเีรยีลอาหารเช้าโดยการสกัดด้วย
เทคนิคอลัตร้าโซนิค และวิเคราะห์ด้วยก๊าซโครมาโทกราฟี แทน
เดมแมสสเปกโทเมตรี (GC-MSn) ซึ่งสามารถให้ค่าคืนกลับ 
(%recovery) ได้ในช่วง 74-98% [6]  และเวลาที่เบนโซฟีโนน 
(1) และอนุพันธ์ (2) ออกมา คือ 9.4 และ 10.2 นาทีตามล�าดับ 
หรืองานวิจัยของ Van Den Houwe k. และคณะ  ในปี ค.ศ. 
2014 [7]  ได้ประเมนิการแพร่กระจายของสารเร่งปฏิกิรยิาแสง
จากกระดาษแขง็ สูอ่าหารเทียมชนดิแห้ง (Tenax®) ด้วยเครือ่งมอื 
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รปูท่ี 2 ลกัษณะของตวัอย่างกระดาษท่ีใช้ในการศกึษา

 2.2 สารเคมี
  - benzophenone (reagent plus, 99.9%), 
4-methylbenzophenone (reagent plus, 99.9%), 
4-hydroxybenzophenone (reagent plus, 99.9%), 
2-hydroxybenzophenone (reagent plus, 98.6%), 
4,4’-bis(dimethylamino)benzophenone (reagent plus, 99.5%) 
และ 4,4’-bis(diethylamino)benzophenone (reagent plus, 
99.7%) ย่ีห้อ Sigma-Aldrich
  - benzophenone D-10 ส�าหรบัใช้เป็น Internal standard 
ย่ีห้อ AccuStandard (Standard, 99.5%)
  - ตวัท�าละลาย cyclohexane และ dichloromethane 
ย่ีห้อ Fisher (AR, 99.9%) 
 2.3 การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน
  2.3.1 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานเด่ียว
   2.3.1.1 สารละลายมาตรฐานเบนโซฟีโนน (1) 
ความเข้มข้นตัวละ 100 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั
 ชัง่สารเบนโซฟีโนน (1) น�า้หนัก 20 มลิลิกรมั ใส่ลงในภาชนะ
แก้วขนาดเลก็เส้นผ่านศนูย์กลาง 8 มลิลเิมตร สงู 0.5 เซนตเิมตร 
น�าภาชนะแก้วทีม่สีารใส่ลงในขวดแก้วสชีามฝีาเกลยีวปิดขนาด 
40 มิลลิลิตร ที่บรรจุตัวท�าละลายผสม cyclohexane : 
dichloromethane (1:1) น�า้หนกั 19.98 กรมั จะได้สารละลาย
เบนโซฟีโนนความเข้มข้น 1000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เจือจาง
สารละลาย 10 เท่า โดยชัง่สารละลายเบนโซฟีโนนความเข้มข้น 
1000 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั ท่ีเตรยีมได้น�า้หนกั 0.5 กรมั แล้วเจอื
จางด้วยตวัท�าละลายผสม cyclohexane : dichloromethane 
(1:1) น�้าหนัก 4.5 กรัม ในขวดแก้วสีชามีฝาเกลียวปิด จะได้
สารละลายเบนโซฟีโนนความเข้มข้น 100 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั 
   2.3.1.2 สารละลายมาตรฐานของสารอนุพันธ์
ของเบนโซฟีโนน (2-6) สารละลายมาตรฐานภายใน (7) ความ
เข้มข้นตวัละ 100 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั ให้ท�าซ�า้ข้อ 2.3.1.1 แต่
เปลีย่นจากสาร (1) เป็น (2-6) และสารมาตรฐานภายใน (7) จะ
ได้สารละลายมาตรฐานเด่ียวของสาร (2)-(7) ความเข้มข้นตัวละ 
100 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั
  2.3.2 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานผสม
   2.3.2.1 สารละลายมาตรฐานผสมเบนโซฟีโนน
และอนุพันธ์ (1-6) ความเข้มข้น 100 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั ความ
เข้มข้น 25 และ 50 มลิลกิรมัต่อลติร

Ultra-performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry (UPLC-MS/MS) ด้วยร้อยละของค่าคนืกลบัของ
เบนโซฟีโนน และอนพัุนธ์ ในช่วง ร้อยละ 43-92 แม้งานวิจยัชิน้
นี้จะศึกษาสารเร่งปฏิกิริยาแสงจ�านวน 15 ตัว แต่มีสารเพียง
สามตัว คือ สาร (1), (2) และ (5) เท่าน้ันท่ีถูกระบุอยู่ในที่ค�า
แนะน�า (Guideline) [2] งานวิจัยต่อมาในปี พ.ศ. 2559 ผู้วิจัย 
[8] ได้ตพิีมพ์บทความทีเ่ก่ียวกบัการศกึษาการสกัดสารเบนโซฟี
โนน (1) จากกระดาษกล่องใส่ขนมด้วยตวัท�าละลายชนิดต่างๆ 
ก ่อนน�าไปทดสอบด ้วยเทคนิค GC-MS โดยเลือกใช ้ 
benzophenone-D10 เป็นสารมาตรฐานภายใน ผลการศกึษา
ครัง้น้ัน พบว่า การสกัดด้วยเทคนคิอลัตร้าโซนิคโดยใช้เอทานอล
ร้อยละ 95 เป็นตัวท�าละลาย น้ัน เป็นเทคนิคท่ีเหมาะสมที่สุด
ในการสกัดตัวอย่างที่มีปริมาณเบนโซฟีโนนปนเปื้อนสูง เป็นที่
น่าสงัเกตว่าแม้จะใช้เทคนิค GC-MS เช่นเดยีวกันกับทีจ่ะใช้ใน
งานวิจัยในฉบับนี้ แต่การศึกษา [8] ยังไม่ได้ครอบคลุมถึงการ
ทดสอบแยกสารผสมเบนโซฟีโนน (1) และอนุพันธ์ (2-6) 
 จากท่ีกล่าวมาทั้งหมดจะเห็นได้ว่ายังไม่มีงานใดที่
ศกึษาการแยกสารผสมเบนโซฟีโนน (1) และอนุพันธ์ (2-6)ด้วย
วิธีทดสอบเพียงวิธีเดียว และเพ่ือเป็นการเตรียมพร้อมรับข้อ
ก�าหนดหรือกฎระเบียบท้ังในประเทศ และระหว่างประเทศใน
การควบคุมสารอันตรายเหล่าน้ีกระดาษสัมผัสอาหาร หรือ
กระดาษบรรจุภัณฑ์ ดังน้ันงานวิจัยฉบับน้ีจึงมุ่งเน้นที่จะหาส
ภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนคิ GC-MS ร่วมกับเทคนคิ IDMS เพ่ือ
แยกสารผสมเบนโซฟีโนน (1) และอนุพันธ์ (2-6) ให้ได้รวดเร็ว
และถกูต้อง โดยมแีนวคดิท่ีจะเลอืกใช้สาร benzophenone-D10 
เป็นสารมาตรฐานภายใน เช่นเดียวกับงานวิจัยผ่านมา [6-8]

2. วิธีการวิจัย (Experimental)
 2.1 ตวัอย่างกระดาษ
  กระดาษสมัผสัอาหารจ�านวน 4 ตวัอย่าง ซือ้จากร้าน
จ�าหน่ายอุปกรณ์เบเกอรี่ในย่านส�าเพ็ง เขตสัมพันธ์วงศ์ 
กรงุเทพมหานคร ได้แก่ กล่องใส่ขนม จ�านวน 1 ตวัอย่าง (ตวัอย่าง
ที ่1) และกระทงส�าหรบัอบขนมจ�านวน 3 ตัวอย่าง (ตวัอย่างท่ี 2, 
3 และ 4)  ตัวอย่างท้ังหมดแสดงในรปูท่ี 2
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 ชัง่สารเบนโซฟีโนนและอนพัุนธ์ (1-6) แต่ละตวั ตวัละ 10 
มิลลิกรัม ใส่ลงในภาชนะแก้วขนาดเล็กเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 
มลิลเิมตร สงู 0.5 เซนตเิมตร น�าภาชนะแก้วท่ีมสีารใส่ลงในขวด
แก้วมฝีาเกลยีวปิดขนาด 40 มลิลลิติร ท่ีบรรจตุวัท�าละลายผสม 
cyclohexane:dichloromethane (1:1) น�า้หนัก 20 กรมั เขย่า
ขวดเบาๆ  จนกว่าสารจะลายลายหมด จะได้สารละลายผสม 
(1-6) ความเข้มข้น 500 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั แล้วเจอืจางสารละลาย
ทีเ่ตรยีมได้ 5 เท่า โดยชัง่สารละลายผสม (1-6) ความเข้มข้น 500 
มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั น�า้หนัก 5 กรมั ใส่ลงในขวดแก้วสชีามฝีา
เกลียวปิดซึง่บรรจทุ�าละลายผสม cyclohexane: dichloromethane 
(1:1) น�า้หนัก 20 กรมั เขย่าขวดเบาๆ จนสารละลายผสมกันด ีจะ
ได้สารละลายมาตรฐานผสม (1-6) ความเข้มข้น 100 มลิลกิรมั
ต่อกิโลกรมั ชัง่สารละลายทีเ่ตรยีมได้น�า้หนัก 1.25 และ 5 กรมั 
ใส่ลงในขวดวดัปรมิาตรขนาด 5 และ 10 มลิลลิติร ตามล�าดับ
แล้วปรบัปรมิาตรด้วยตวัท�าละลายเดมิ จะได้สารละลายมาตรฐาน
ผสม (1-6) ความเข้มข้น 25 และ 50  มลิลกิรมัต่อลติร ตามล�าดับ
   2.3.2.2 สารละลายมาตรฐานผสมเบนโซฟีโนน 
(1) อนุพันธ์ (2-6) และ สารละลายมาตรฐานภายใน (7)  ความ
เข้มข้น 10 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั
    ท�าเหมือนข้อ 2.3.2.1 แต่เพ่ิมสาร
มาตรฐานภายใน (7)  น�า้หนกั 10 มลิลกิรมั ในขัน้ตอนการเตรี
ยมสารละลายผสม (1-7) ความเข้มข้น 500 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั 
แล้วเจอืจางสารละลายทีเ่ตรยีมได้ 50 เท่า โดยชัง่สารละลายผสม 
(1-7) ความเข้มข้น 500 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั น�า้หนัก 1 กรมั ใส่
ลงในขวดแก้วสีชามีฝาเกลียวปิดซึ่งบรรจุท�าละลายผสม 
cyclohexane: dichloromethane (1:1) น�า้หนกั 49 กรมั เขย่า
ขวดเบาๆ จนสารละลายผสมกันด ีจะได้จะสารละลายผสม (1-7) 
ความเข้มข้น 10 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั 
  2.3.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานส�าหรับสร้าง
กราฟมาตรฐาน
   2.3.3.1 กราฟมาตรฐานท่ีใช้ในการศกึษาสภาวะ
ทีเ่หมาะสมของ GC-MS
    ปิเปตสารละลายมาตรฐานผสม (1-6) 
ความเข้มข้น 25 มลิกิรมัต่อลติร มา 50, 100, 250, 500, 750 และ 
1000 ไมโครลิตร ใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติม 
สารละลายมาตรฐานภายใน (7) ความเข้มข้น 100 มลิลกิรมัต่อ
กิโลกรมั ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ลงในขวดวัดปรมิาตรแต่ละ
ขวดแล้วจงึปรบัปรมิาตรด้วยตวัท�าละลายผสม cyclohexane: 
dichloromethane (1:1) สารละลายมาตรฐานผสมเบนโซฟีโนน
และอนุพันธ์ (1-6) ทีไ่ด้จะมคีวามเข้มข้น 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 
0.75 และ 1.00 มลิลกิรมัต่อลติร ตามล�าดบั 
   2.3.3.2 กราฟมาตรฐานที่ใช้ส�าหรับทดสอบ
ตัวอย่างกระดาษ ตวัอย่างที ่2, 3 และ 4
    ปิเปตสารละลายมาตรฐานของสารผสม 
(1-6) ความเข้มข้น 50 มลิลกิรมัต่อลติร ปรมิาตร 25, 50, 250, 

500, 1000, 1500, 2000 และ 2500 ไมโครลติร ลงในขวดวดั
ปรมิาตรขนาด 25 มลิลลิติร ปรมิาตรละ 1 ขวด แล้วเติมเบนโซฟี
โนน-D10 ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 200 
ไมโครลิตรลงในทุกขวด ปรับปริมาตรด้วย cyclohexane: 
dichloromethane (1:1) จะได้สารละลายมาตรฐานของสารผสม 
(1-6) ความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 
มลิลกิรมัต่อลติร ตามล�าดบั
 2.4 การเตรยีมสารสกัดตวัอย่าง
  2.4.1 การสกัดตวัอย่างกระดาษตัวอย่างท่ี 1
   ชัง่ตัวอย่างกระดาษท่ีตัดเป็นชิน้เลก็ๆ ขนาดไม่
เกิน 1×1 ซม. น�า้หนัก 0.1 กรมั ใส่ลงในขวดสชีามฝีาเกลยีวปิด
ขนาด 40 มลิลลิิตร จ�านวน 3 ขวด แต่ละขวดเติมตัวท�าละลายเอ
ทานอล ร้อยละ 95 (ในน�า้) ปรมิาตร 20 มลิลลิติร และ สารละลาย
มาตรฐานภายใน (benzophenone-D10) ความเข้มข้น 100 
มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ปิดฝาให้สนทิแล้ว
ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภูมห้ิองข้ามคนืแล้วจงึกรองและน�าสารละลายท่ีได้
มาเป่าด้วยก๊าซไนโตรเจนเพ่ือระเหยตัวท�าละลายออกจนแห้ง 
ก่อนเติมตัวท�าละลายผสม cyclohexane: dichloromethane 
(1:1) ปรมิาตร 5 มลิลลิติร จ�านวน 3 ครัง้ ถ่ายสารละลายดงักล่าว
ลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 25 มลิลิลิตร ปรบัปรมิาตรแล้วน�าไป
วิเคราะห์ด้วย GC-MS  
  2.4.2 การสกัดตัวอย่างกระดาษตัวอย่างที่ 2, 3 และ 
4 [8]
   ชัง่ตัวอย่างกระดาษ (ตัวอย่างท่ี 2-4) ท่ีตัดเป็น
ชิน้เลก็ๆ ขนาดไม่เกิน 1×1 ซม. ปรมิาณ 2 กรมั ใส่ลงในขวดสชีา
ขนาด 40 มิลลิลิตร ตัวอย่างละ 4 ขวด  แต่ละขวดเติม 
benzophenone-D10 ความเข้มข้น 100 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั 
ปรมิาตร 200 ไมโครลติร และเฉพาะขวดท่ี 4 ของทกุตวัอย่างให้
เตมิสารละลายมาตรฐานผสม (1-6) ความเข้มข้น 50 มลิลกิรมั
ต่อลติร ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ก่อนน�าไปสกัด ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภูมิ
ห้องเพื่อให้ตัวท�าละลายระเหยประมาณ 10 นาที หลังจากนั้น
และเตมิเอทานอลร้อยละ 95 ในน�า้ (v/v) ปรมิาตร 10 มลิลลิติร 
ลงไป  ปิดฝาแล้วแช่ขวดสกัดใน ultrasonic bath (Sonorex: 
super RX 255H, Germany)ที ่60oC เป็นเวลา 0.5 ชัว่โมง แล้วก
รองผ่านหลอดหยดท่ีปลายอดุด้วยส�าลใีส่ลงในขวดก้นกลมขนาด 
100 มิลลิลิตร สกัดซ�้าอีกสองครั้งแล้วน�าสารละลายท่ีกรองได้
ท้ังหมดไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator (Buchi, 
Switzerland) ชะด้วยตัวท�าละลายผสมระหว่าง cyclohexane: 
dichloromethane (1:1) ถ่ายลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตร แล้วน�าไปวิเคราะห์ด้วย GC-MS ด้วย
สภาวะเหมาะสมท่ีศกึษาได้
 2.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการแยกสารผสมเบน
โซฟีโนนและอนุพนัธ์ด้วยเทคนิค GC-MS
  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการแยกสารผสมท่ีศึกษา
ด้วยเทคนคิ GC-MS ใช้เครือ่ง GC-MS รุน่ Trace GC Ultra/ISQ 
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(Thermo Scientific, Sci Spec, China) ประกอบด้วยเครือ่ง GC รุน่ Trace 1300 ร่วมกับเครือ่งฉดีตวัอย่างอตัโนมตั ิรุน่ AI 1310 
เครือ่งแมสสเปกโทรมเิตอร์ รุน่ ISQ LT และคาพิลารคีอลมัน์เคลอืบด้วย 50% diphenyl/50% dimethyl polysiloxane (TG-17Sil 
MS, Thermo Scientific; 30 m x 0.25 mm x 0.25 µm) ใช้ก๊าชฮเีลยีมเป็นก๊าซตัวพาท่ีอตัราการไหล 1 มลิลลิติรต่อนาที  อณุหภูมิ
ของ injector, mass transfer line และ ion source  คอื 280, 300 และ 275oC ตามล�าดบั ปรมิาตรท่ีฉดี คอื 1ไมโครลติร และศึกษา
ในโหมด Full scan mode และ SIM mode รายละเอยีดเพ่ิมเตมิตามข้อ 2.5.1 และ2.5.2 
  2.5.1 การวเิคราะห์ด้วยโหมด Full scan mode : ต้ังค่าเครือ่ง GC-MS ให้แสกนมวลของไอออนช่วง 50-350 amu   
   2.5.1.1 น�าสารละลายเบนโซฟีโนน (1) และอนพัุนธ์ (2-7) ความเข้มข้นตวัละ 100 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั แต่ละตวัมา
ทดสอบโดยสาร (1-4 และ 7) ต้ังอณุหภูม ิและอตัราการเพ่ิมอณุหภูมขิองตูอ้บคอลมัน์ ตามวธีิ Full scan1(ตารางที ่1) และสาร (5) 
และ (6) ต้ังอณุหภูม ิและอตัราการเพ่ิมอณุหภูมขิองตูอ้บคอลมัน์ ตามวิธี Full scan2 และ Full scan3 (ตารางท่ี 1)  ตามล�าดบั บนัทกึ
เวลา และค่ามวลสาร (m/z) ของสารแต่ละตัว
   2.5.1.2 น�าสารละลายผสม (1-6) ความเข้มข้น 100 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั มาทดสอบตามวิธี Full scan4 และ Full 
scan5 (ตารางที ่1)  และน�าสารละลายผสม (1-7) ความเข้มข้น 10 มลิลกิรมัต่อกิโลกรมั มาทดสอบตามวิธี Full scan5, Full scan6 
และ Full scan7 (ตารางที ่1) แล้วพิจารณาผลโครมาโทแกรมท่ีได้เพ่ือเลือกสภาวะอณุหภมูขิองตู้อบคอลมัน์ท่ีสามารถแยกสารผสม 
(1-6) ได้ภายในระยะเวลาท่ีเรว็ท่ีสดุ

ตารางที ่1 สภาวะอณุหภูมขิองตูอ้บคอลมัน์ท่ีใช้ศกึษาการแยกสารละลายมาตรฐานเบนโซฟีโนนและอนพัุนธ์ ด้วยเทคนคิ GC-MS 
: Full scan mode

GC method name Total runtime (min) Step Rate (oC/min) Temp (oC) Hold time (min)

Full scan1* 17
0 - 80 2

1 20 280 5

Full scan2 27
0 - 80 2

1 20 280 10

Full scan3 37
0 - 80 2

1 20 280 25

Full scan4 22.5
0 - 80 2

1 20 290 10

Full scan5 24
0 - 150 2

1 20 290 15

Full scan6 29
0 - 50 2

1 20 290 15

Full scan7 41
0 - 150 2

1 10 290 15

*สภาวะของอุณหภูมิตู้อบคอลัมน์เป็นสภาวะเดียวกับงานวิจัยของ Jonhs S. M. และคณะ [4]

  2.5.2 การวิเคราะห์ด้วยโหมด Selective ion monitoring mode (SIM mode): น�าสภาวะอุณหภูมิของตู้อบคอลัมน์ วิธี 
Full scan5, Full scan6 และ Full scan7 ไปตั้งการวัดของเครื่อง GC-MS ให้เป็น SIM mode ได้เป็น วิธี SIM1 SIM2 และ SIM3 
ตามล�าดับ (ตารางที่ 2)
  2.5.3 น�าสารละลายมาตรฐานผสมเบนโซฟีโนนและอนุพันธ์ (1-6) ที่มีความเข้มข้น 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 และ 
1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร ไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค GC-MS: SIM mode ทั้ง  SIM1 SIM2 และ SIM3 (ตารางที่ 2) ทุกความเข้มข้น 
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แล้วสร้างกราฟมาตรฐานของเบนโซฟีโนนโดยใช้อัตราส่วนพ้ืนท่ีใต้พีกของเบนโซฟีโนน (1, m/z = 105 ต่อพ้ืนท่ีใต้พีกของสาร
มาตรฐานภายใน (7, m/z = 110) เป็นแกน Y และความเข้มข้นของเบนโซฟีโนน (มิลลิกรัมต่อลิตร) เป็นแกน X
  2.5.4 น�าสารสกดัตวัอย่างที ่1 ไปทดสอบด้วยเทคนคิ GC-MS โดยใช ้SIM1 SIM2 และ SIM3  เปรยีบเทยีบปรมิาณของ
เบนโซฟีโนนจากตัวอย่างกระดาษ (sample 1) เมื่อค�านวณจาก การทดสอบด้วย SIM1 SIM2 และ SIM3 และทดสอบด้วยสถิติ 
Anova: Single Factor จากโปรแกรม Microsoft Excel ที่ระดับความเชื่อมั่น ร้อยละ 95 ส�าหรับการทดสอบค่าเฉลี่ยของปริมาณ
เบนโซฟีโนนที่พบ โดยมีสมมติฐาน คือ ค่าเฉลี่ยของเบนโซฟีโนนที่ทดสอบด้วยวิธี SIM1 SIM2 และ SIM3 ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยยะส�าคัญ โดยมีเกณฑ์การยอมรับสมมติฐาน คือ ค่า F

critical
 > F

cal

ตารางที่ 2 รายละเอียดของการเลือกวัดมวลของไอออน (Mass list) เมื่อใช้ SIM mode 

GC method name SIM mode name Time (min) Mass List (amu)

Full scan5 SIM1 

4.0-24.0 50-350

5.0 77, 82, 105, 110, 182 and 192

6.5 77, 119, 121, 181, 196, 197 and 198

16.0 148 and 268

18.0 132, 309 and 324

Full scan6 SIM2

4.0-29.0 50-350

10.0 77, 82, 105, 110, 182 and 192

10.7 77, 119, 121, 181, 196, 197 and 198

21.0 148 and 268

23.0 132, 309 and 324

Full scan7 SIM3

4.0-34.0 50-350

16.5 77, 82, 105, 110, 182 and 192

18.5 77, 119, 121, 181, 196, 197 and 198

30.0 148 and 268

34.0 132, 309 and 324

 2.6 การทดสอบหาปรมิาณสารเบนโซฟีโนนและอนุพนัธ์ในตวัอย่างท่ี 2-4 ด้วยสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค GC-
MS ที่ศึกษาได้
  2.6.1 น�าสารละลายมาตรฐานของสารผสม (1-6) ความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ที่เตรียมได้จากข้อ 2.3.3.2 มาทดสอบด้วย GC-MS วิธี SIM1 โดยเลือกพีกแมสโครมาโทแกรมของสารแต่ละตัวที่จะใช้
ค�านวณหาปริมาณสาร (quantification ion) จากมวลของไอออน  (mass ion) ท่ีให้ค่าสัญญาณสูงสุดของแต่ละสาร คือ 105, 
119, 121, 121, 148, และ 309 ส�าหรับสาร (1-6) ตามล�าดับ (ตารางที่ 3) แล้วสร้างกราฟมาตรฐานโดยให้แกน Y คือ อัตราส่วน
ของพ้ืนทีใ่ต้พีกของมวลของไอออนดงักล่าวแต่ละตวัต่อพ้ืนท่ีใต้พีกของสารมาตรฐานภายใน (m/z = 110) และ แกน X คอื ความ
เข้มข้นของสารมาตรฐาน (มลิลกิรมัต่อลติร) โดยค่าสมัประสทิธ์ิสหสัมพันธ์ของกราฟมาตรฐาน Correlation coefficient, r2 ≥0.990
  2.6.2 น�าสารสกัดตัวอย่าง 2-4 ที่เตรียมได้จากข้อ 2.4.2 มาทดสอบด้วย GC-MS วิธี SIM1 (ตารางที่ 2)
   2.6.2.1 กรณีที่ค่าสัญญาณของ Quantification ion (ตารางที่ 3) ของสารที่ทดสอบได้มีค่า signal/noise (S/N) 
น้อยกว่า 3 จะรายงานผลว่าไม่พบพีกและไม่พบสารนั้นๆ
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3. ผลและวิจารณ์ (Results and discussion)
 3.1 การศึกษาการแยกสารผสม (1-6) ด้วย GC-MS 
(Full scan mode) ที่สภาวะต่างๆ กัน
  จากผลการศกึษาเมือ่น�าสาร(1-6) แต่ละตวัมาทดสอบ
ด้วย GC-MS โดยใช้โหมด Full scan พบว่าเมือ่ตัง้อณุหภูมแิละ
อัตราการเ พ่ิมอุณหภูมิของตู ้อบคอลัมน ์ตามวิ ธี  Fu l l 
scan1ซึ่งเป็นวิธีที่ Jonhs S. M. และคณะ [4] ใช้ในการศึกษา
ปริมาณสารเบนโซฟีโนน (1) ในตัวอย่างกระดาษสัมผัสอาหาร
พบว่าเมื่อใช้วิธีดังกล่าวสามารถแยกสาร (1-4) ได้ที่เวลา 
(retention time) 9.7, 10.4, 12.2, และ 10.2 นาที ตามล�าดับ 
(ตารางที่ 4) แต่สาร (5) และ (6) ซึ่งมีน�้าหนักโมเลกุลมากกว่า
ยังคงค้างอยู่ในคอลัมน์ แสดงว่าการคงอุณหภูมิไว้ที่  280oC 
เป็นเวลา 5 นาที น้ันไม่เพียงพอท่ีจะท�าให้สาร (5) และ (6) ออก
จากคอลมัน์ได้ ดงัน้ันจงึได้ทดลองเพ่ิมระยะเวลาการคงอณุหภูมิ
ไว้ที่ 280oC  จาก 5 นาที (Full scan1, ตารางที่ 1) ไปเป็น 10 
นาที  (Full scan2, ตารางที ่1) และ 25 นาที (Full scan3, ตาราง
ที ่1) ซึง่ผลการการเพ่ิมระยะเวลาดงักล่าวพบว่า วธีิ Full scan2 
สามารถแยกสาร (5) ออกมาได้ที่เวลา 23.3 นาที แต่ยังคงไม่
สามารถแยกสาร (6) ซึ่งมีมวลมากที่สุด (m/z = 324) ออกมา
จากคอลมัน์ได้ อย่างไรก็ตามเมือ่เพ่ิมระยะเวลาการคงอณุหภูมิ
ไว้ที่  280oC  เป็น 25 นาที (Full scan3, ตารางที่ 1) สารแยก
สาร (6) ออกมาได้ที่เวลา 27.9 นาที 

ตารางที่ 3 มวลของไอออนท่ีใช้ในการทดสอบเชิงปริมาณ 
(quantification ion) และการทดสอบเชงิคณุภาพ (qualification 
ion) ของสารเบนโซฟีโนน สารอนพัุนธ์ และสารมาตรฐานภายใน

Substances Quantification ion 
(amu)

Qualification ion 
(amu)

(1) 105 182, 77

(2) 118 196, 181

(3) 121 198,197

(4) 121 198,197

(5) 148 268, 224

(6) 309 324, 132

(7) 110 192, 82

   2.6.2.2 กรณีผล GC-MS พบพีกของสาร (1-6) 
ทั้ง qualification และ quantification ion  (ตารางที่ 3) ให้น�า
อตัราส่วนของพ้ืนท่ีใต้พีกของ quantification ion  ของสารทีพ่บ
ต่อพืน้ทีใ่ต้พีกของสาร internal standard (m/z = 110) ท่ีทดสอบ
ได้เทียบกับกราฟมาตรฐานค�านวณหาค่าเฉลี่ย (C

sample
 ) จาก

สูตร

 คือ ความเข้มข้นท่ีวัดได้เมื่อเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของสารละลายขวดท่ี 4 ท่ีมีการเติม
สารละลายมาตรฐาน (1-6) ทีท่ราบความเข้มข้น, 
mg/kg

คอื ค่าเฉลีย่ความเข้มข้นวัดได้เมือ่เทยีบกับกราฟ
มาตรฐานของสารละลายของสารขวดท่ี 1-3 ท่ี
ไม่มีการเติมสารละลายมาตรฐาน (1-6) ท่ีมีอยู่
ในตัวอย่างกระดาษ, mg/kg

คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐานท่ีเติมในตัวอย่าง
กระดาษ, mg/kg

 คือ ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นวัดได้เมื่อเทียบกับ
กราฟมาตรฐานของสารละลายของสารขวดท่ี 
1-3 ท่ีไม่มกีารเตมิสารละลายมาตรฐาน (1-6) 
ที่มีอยู่ในตัวอย่างกระดาษ, mg/kg

คือ ความเข้มข้นของสาร (1-6)  ท่ีวัดได้เม่ือ
เทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายขวด
ท่ี 1-3  ท่ีไม่มีการเติมสารละลายมาตรฐาน 
(1-6), mg/kg

 ค�านวณหา% recovery จากสูตร 
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ตารางที ่4 ค่า retention time และ มวลของไอออน (amu) ของ
สารเบนโซฟีโนน (1) และอนุพันธ์ (2-7) เมื่อทดสอบด้วย GC-
MS: Full scan1- Full scan3 (ตารางที่ 1)

Substances Retention time (min) Mass spectrume (amu)

(1) 9.7a 182, 105d, 77

(2) 10.4a 196, 119d, 105, 91,77, 65

(3) 12.2a 198, 121d, 105, 93, 77

(4) 10.2a 198, 121d,105, 93, 77

(5)   23.3b 268, 224, 148d, 120

(6) 27.9c 324, 309d, 236, 132

(7) 9.7a 192, 110d, 82

aทดสอบด้วยวิธี Full scan1 
bทดสอบด้วยวิธี Full scan2  
cทดสอบด้วยวิธี Full scan3 
dมวลของไอออนที่ให้ค่าสัญญาณสูงสุดของสารตัวนั้น 
eใช้ Library search (NIST/EPA/NIH mass spectral library 
version 2.0, 2011)

 ด้วยวิธี Full scan3 แม้จะสามารถท�าให้สารตัวที่ (6) ออก
จากคอลัมน์ได้ แต่เมื่อพิจารณาเวลาในการทดสอบพบว่าวิธีนี้
ใช้เวลาในการวิเคราะห์ถึง 37 นาที (ตารางที่ 1) ดังนั้นเพื่อเร่ง
ระยะเวลาในการชะสาร (5-6) ออกจากคอลัมน์ จึงได้ทดลอง
เพ่ิมอณุหภมูสิงูสดุจาก 280oC  เป็น 290oC  ตามวิธี Full scan4 
(ตารางท่ี 1) ด้วยอัตราการเพ่ิมอุณหภูมิของตู้อบคอลัมน์จาก 
80oC เป็น 290oC เท่าเดิม คือ 20 oC /min ผลการฉีดสารผสม 
(1-6) พบว่า อุณหภูมิสูงสุดที่เพิ่มขึ้นเป็น 290oC ท�าให้วิธี Full 
scan4 สามารถแยกสาร (5) ออกจากคอลัมน์ได้ที่เวลา 20.5 
นาท ี(รปูที ่3a) ซึง่เรว็กว่าเมือ่อณุหภูมขิองสงูสดุของตูอ้บคอลัมน์
เป็น 280oC อยู่ 2.8 นาที ในขณะที่ระยะเวลาของการแยกสาร 
(1-4) ไม่ต่างจากเดมิ อย่างไรก็ตามแม้วิธี Full scan4 จะมเีวลา
รวมในการวิเคราะห์เพียง 22.5 นาที แต่วิธีนี้ยังไม่สามารถพา
สาร (6) ออกจากคอลัมน์ได้ ด้วยเหตุนี้วิธี Full scan5 (ตาราง
ที ่1) จงึถูกสร้างข้ึนโดยมเีป้าหมาย คอื การเพ่ิมอณุหภมูเิริม่ต้น
ของตู้อบคอลมัน์จาก 80oC ไปเป็น 150oC เพ่ือให้สาร (1-4)  ถูก
ชะออกจากคอลมัน์เรว็ขึน้ และแม้อุณหภูมสิงูสดุของตูอ้บคอลมัน์
ถูกตั้งไว้ที่ 290oC เช่นเดียวกับวิธี Full scan4 แต่ขยายระยะ
เวลาการคงอุณหภูมิสูงสุดไว้จาก 10 นาที (Full scan4) เป็น 
15 นาที (Full scan5) เพื่อให้มีเวลาเพียงพอที่สาร (6) จะออก
จากคอลัมน์ได้ ซึ่งผลการทดสอบแยกสารผสม (1-6) ด้วยวิธี 
Full scan5 เป็นตามทีค่าดการณ์ไว้ คอื สามารถแยกสาร (1-6) 
ได้ โดยเวลาทีส่ารแต่ละตวัถูกชะจากคอลมัน์เรว็กว่า (รปูท่ี 3b) 

เมื่อเทียบกับแมสโครมาโทแกรมท่ีได้จากการแยกด้วยวิธี Full 
scan4 (รูปที่ 3a)
 อย่างไรก็ตามแม้ว่าวิธี Full scan5 (ตารางที ่1) จะสามารถ
แยกสารผสม (1-6) ได้ในเวลาเพียง 24 นาที แต่พบว่าเมื่อใช้
วิธีดังกล่าวในการทดสอบแยกสารผสม (1-6) ที่มีการเติมสาร 
internal standard (7) ลงไปด้วยกลับพบว่า สาร (1) และ (7) 
จะออกมาท่ีเวลาเดียวกัน (รูปท่ี 4a) ในขณะท่ี เมื่อใช้วิธี Full 
scan6 (ตารางที่ 1)  และ Full scan7 (ตารางที่ 1) จะสามารถ
แยกสาร (1) และ (7) จากกันได้มากกว่า (รปูท่ี 4a และ 4c) แม้
เวลารวมในการทดสอบจะนานกว่า  ดงัน้ันด้วยการใช้โหมด full 
scan เพียงอย่างเดียวมีข้อจ�ากัดในการแยก สาร (1) และ (7) 
ด้วยเหตุน้ี SIM mode ของ GC-MS จึงถูกน�ามาใช้ เน่ืองจาก
โหมดน้ีสามารถเลือกวัดมวลของไอออนท่ีต้องการได้ และ
เน่ืองจากสาร (7) หรอื benzophenone-D10 เป็นสารไอโซโทป 
(isotope) ของเบนโซฟีโนน (1) ท่ีไฮโดรเจนอะตอม (hydrogen 
atom, H: รปูที ่1) ถกูแทนท่ีด้วยดวิเทอเรยีมอะตอม (deuterium 
atom, D รูปที่ 1) จ�านวน 10 อะตอมท�าให้น�้าหนักของโมเลกุล
ของสาร (7) มีค่า คือ m/z = 192 ซึ่งมากกว่าสาร (1) ที่มี m/z 
= 182 และความแตกต่างน้ีตรวจสอบได้ด้วยเครื่องแมสเปก-
โทมิเตอร์ 

รูปที่ 3 GC-MS โครมาโทแกรม ของการแยกสารผสม (1-6)
ความเข้มข้น 100 mg/kg เมื่อใช้วิธี a) Full scan4 และ b) Full scan5
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 3.2 การศึกษาการแยกสารผสมเบนโซฟีโนน อนุพันธ์ 
และสารมาตรฐานภายในด้วย GC-MS โดยใช้ SIM mode
 เมื่อน�าสภาวะอุณหภูมิของตู้อบคอลัมน์ท่ีได้จากวิธี Full 
scan5, Full scan6 และ Full scan7 (ตารางที ่1) มาปรบัใช้กับ 
SIM mode ของเครื่อง GC-MS จะได้เป็น วิธี SIM1 SIM2 และ 
SIM3 ตามล�าดับ (ตารางที่ 2) โดย Mass list ของสาร (1-7) 
จากทั้ง 3วิธีจะถูกตั้งไว้เหมือนกันเพียงแต่แตกต่างกันท่ีระยะ
เวลาในการเลอืกวัดมวลของไอออนเพ่ือให้สอดคล้องกับเวลาที่
สาร (1-7) ออกจากคอลมัน์ และเพ่ือศกึษาว่าการเกิด co-elution 
ของสาร (1) และ (7) เมื่ออุณหภูมิของตู้อบคอลัมน์ใช้ตามวิธี 
Full scan5 ของ SIM1 (ตารางที่ 2) จะส่งผลต่อการทดสอบหา
ปริมาณเบนโซฟีโนนในสารสกดัตัวอย่างกระดาษหรือไม่ จึงได้
ทดลองสร้างกราฟมาตรฐานจากสารละลายมาตรฐานผสม 
(1-6) และสาร (7) ซึง่ท�าหน้าทีเ่ป็นสารละลายมาตรฐานภายใน
ด้วยวิธี SIM1,  SIM2 และ SIM3 (ตารางท่ี 2) แล้วน�ากราฟ
มาตรฐานที่ได้จากท้ังสามวิธี ไปใช้ในการหาปริมาณเบนโซฟี
โนน (1) จากสารสกัดตัวอย่าง 1 พบว่าแม้สมการของกราฟ
มาตรฐานที่ได้จากท้ังสามวิธีจะมีค่าความชัน (slope) ต่างกัน
เล็กน้อย แต่ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ของกราฟมาตรฐาน 
(Correlation coefficient), r2  > 0.995 (ตารางที่ 5)  ดังนั้นจะ
เห็นได้ว่าวิธี SIM1 ซึ่งพีกของสาร (1) และ (7) ออกมาที่เวลา
ใกล้เคียงกันมาก (6.15 และ 6.11 นาที ตามล�าดับ) และไม่
สามารถแยกได้เมื่อใช้ Full scan5 แต่กราฟมาตรฐานของสาร 
(1) ที่สร้างเมื่อให้อัตราส่วนพื้นที่พีกของสาร (1) และ (7) เป็น
แกน Y และ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเบนโซฟีโนน 

รูปที่ 4 GC-MS โครมาโทแกรมของการแยกสารผสม (1-7) ความเข้มข้น 
10 mg/kg เมื่อใช้วิธี a) Full scan5, b) Full scan6 และ c) Full scan7

เป็นแกน X จากการทดสอบด้วย GC-MS วิธี SIM1 มคีวามเป็น
เส้นตรง (r2 = 0.9992) เช่นเดยีวกับเมือ่ใช้วิธี SIM2 (r2 = 0.996) 
และ SIM3  (r2 = 0.9984) (ตารางที ่5) ซึง่เป็นวธีิทีส่าร (1) และ 
(7) ไม่เกิด co-elution และยังพบว่าผลของการหาปริมาณเบน
โซฟีโนน (1) จากสารสกัดตัวอย่าง 1 ท่ีมีปริมาณเบนโซฟีโนน 
(1)ในปริมาณที่สูงมาก เมื่อน�ามาทดสอบด้วย วิธี SIM1 SIM2 
และ SIM3 ได้ค่าเฉลีย่ของสารเบนโซฟีโนน (1) คอื 425.9, 430.8 
และ 445.3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ ซึ่งค่าที่ได้ไม่แตก
ต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (F

critical
= 5.1432  > F

cal
 = 

0.3223) เมื่อทดสอบด้วยสถิติ Anova : single factor โดย
โปรแกรม Microsoft Excel 

ตารางที ่5 ผลการเปรยีบเทยีบการสร้างกราฟมาตรฐานของเบน
โซฟีโนน (1) เมือ่ทดสอบโดย GC-MS ด้วยวิธี SIM1 SIM2 และ 
SIM3

Conc. Benzophenone (1)
(mg/L)

Peak area ratio of (1) to (7)

SIM1 SIM2 SIM3

0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

0.0440 0.1049 0.1203 0.1088

0.1062 0.0750 0.0584 0.0618

0.2395 0.5633 0.5969 0.5839

0.5566 1.3257 1.3603 1.3389

0.8543 2.0712 2.1427 2.1554

1.1315 2.8155 2.8567 2.9365

Slope 2.4539 2.5111 2.547

Correlation coefficient, r2 0.9992 0.9996 0.9984

 จะเห็นได้ว ่าการใช้เทคนิค IDMS  โดยเลือกใช้สาร 
benzophenone-D10  เป็นสารมาตรฐานภายในร่วมกับวิเคราะห์
ด้วย GC-MS (SIM1) ที่ใช้เวลาทั้งหมดในการวิเคราะห์ คือ 24 
นาที นัน้ สามารถสร้างกราฟมาตรฐานของสารเบนโซฟีโนน (1) 
ท่ีเกิดการ co-elution ร่วมกับสารมาตรฐานภายใน (7) และ
กราฟมาตรฐานท่ีได้มคีวามเป็นเส้นตรง อกีทัง้เมือ่น�ากราฟทีไ่ด้
ไปใช้หาปรมิาณเบนโซฟีโนนในสารสกัดตัวอย่างท่ี 1 พบว่า ค่าท่ี
ได้ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับวิธี SIM2 
และ SIM3 ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์ด้วย GC-MS 
นาน 29 และ 41 นาท ีตามล�าดบั ดงันัน้สภาวะทีเ่หมาะสมของ
การแยกสารผสมเบนโซฟีโนนและอนุพันธ์ รวม 6 ชนิด (1-6) 
ด้วยเทคนิค GC-MS ร่วมกับเทคนิค IDMS ที่ได้จากการศึกษา
ครั้งนี้ คือ สภาวะที่อุณหภูมิของตู้อบคอลัมน์ตั้งไว้ตามวิธี Full 
scan5 (ตารางท่ี 1)แต่เลอืกวัดไอออนด้วยตามวิธี SIM1 (ตาราง
ที่ 2)
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 3.3 การหาปริมาณสาร (1-6) ในตัวอย่างกระดาษตัวอย่างที่ 2-4 ด้วยสภาวะที่เหมาะสมของ GC-MS ที่ศึกษาได้ 
  เมือ่น�าสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค GC-MS ทีศ่กึษาได้มาทดสอบแยกสารสกัดตวัอย่างกระทงกระดาษอบขนม จ�านวน 
3 ตัวอย่าง (ตัวอย่างท่ี 2-4, รูปที่ 2) ท่ีปัจจุบันยังไม่มีมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมของประเทศไทยในการก�าหนดคุณภาพ
ของกระดาษที่ใช้ในการอบขนมเหล่านี้ ผลการทดสอบจากการเปรียบเทียบผลของ GC-MS ที่ได้ระหว่างสารสกัดตัวอย่างที่ 2-4 
เทียบกับกราฟมาตรฐานของสาร (1-6) ช่วงความเข้มข้น 0.05- 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร (r2 > 0.990) พบเพียงการปนเปื้อนของสาร 
(1) ในตัวอย่างที่ 4 (กระทงสีน�้าตาล) ปริมาณ 0.94  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เท่านั้น โดยมีค่าเฉลี่ยของค่าคืนกลับของสาร (1) คือ 
ร้อยละ 91.1 (เติมสารมาตรฐานความเข้มข้น 1 มิลลิลกรัมต่อลิตร) ซึ่งค่านี้เป็นไปตามเกณฑ์ก�าหนดที่ระบุไว้ใน  AOAC Peer-
Verified methods, 1998  ที่ก�าหนดให้ร้อยละของค่าคืนกลับของสารท่ีระดับความเข้มข้น 1-10 ppm ควรอยู่ในช่วย 80-110%) 
[9] และเมื่อพิจารณาค่าคืนกลับของสาร (2), (4), และ (6) ที่มีค่าเท่ากับ 97.3, 98.6 และ 102.4 ตามล�าดับ สารทั้งสามตัวนี้ก็มี
ค่าคืนกลับอยู่ในเกณฑ์การยอมรับเช่นเดียวกัน ซึ่งแสดงว่าการทดสอบสารทั้ง 4 ชนิด ดังกล่าวมีความถูกต้องอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับได้ ส่วนในกรณีของค่าเฉลี่ยของค่าคืนกลับของสาร (3) และ สาร (5) ซึ่งมีค่าอยู่ที่ร้อยละ 119.5 และ 142.2 แม้จะอยู่เกิน
เกณฑ์การยอมรับ แต่ไม่กระทบต่อผลการออกรายงานเนื่องจากในตัวอย่างที่ศึกษาไม่พบสารดังกล่าว

ตารางที่ 6 สรุปผลการทดสอบตัวอย่างสาร (1-6) ในตัวอย่างกระดาษที่ 2-4 ด้วยเทคนิค GC-MS:SIM1 

substances

ตัวอย่างที่ 2 ตัวอย่างที่ 3 ตัวอย่างที่ 4 ค่าเฉลี่ย
recovery

(%) 
Conc.

(mg/kg)
recovery

(%)
Conc.

(mg/kg)
recovery

(%)
Conc.

(mg/kg)
recovery

(%)

(1) ไม่พบ 107.4 ไม่พบ 65.9 0.94 100.2 91.1

(2) ไม่พบ 120.1 ไม่พบ 72.1 ไม่พบ 99.7 97.3

(3) ไม่พบ 156.3 ไม่พบ 90.0 ไม่พบ 112.4 119.5

(4) ไม่พบ 114.6 ไม่พบ 73.34 ไม่พบ 107.9 98.6

(5) ไม่พบ 175.6 ไม่พบ 114.1 ไม่พบ 138.8 142.2

(6) ไม่พบ 133.8 ไม่พบ 68.5 ไม่พบ 105.0 102.4

 

4. สรุป (Conclusion)
 จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของ GC-MS เพ่ือแยกสารผสมเบนโซฟีโนน (1) และอนุพันธ์ (2-6) พบว่าเมื่อใช้ 
benzophenone-D10  (7) ท�าหน้าที่เป็นสารมาตรฐานภายใน และใช้โหมดการวิเคราะห์ของ GC-MS เป็นแบบ SIM mode โดย
เลือกการวิธี SIM1 และตั้งอุณหภูมิของตู้อบคอลัมน์ตามวิธี Full scan5 สามารถแยกสารผสมเบนโซฟีโนนและอนุพันธ์ (1-6) ได้
ภายใน 24 นาที  สามารถสร้างเป็นกราฟมาตรฐานของสารแต่ละชนิดโดยค่าสัมประสิทธ์ิสหสมัพันธ์ของกราฟมาตรฐาน (Correlation 
coefficient), r2 > 0.995 และยังได้น�าสภาวะท่ีศึกษาได้ไปทดสอบหาปริมาณสาร(1-6)  จากสารสกัดตัวอย่างกระดาษสัมผัส
อาหาร จ�านวน 3 ตวัอย่าง ซึง่ผลการทดสอบพบเพียงการปนเป้ือนของสารเบนโซฟีโนนในกระทงขนมอบ (ตวัอย่างที ่4) ในปรมิาณ 
0.94  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมกระดาษ (%recovery = 91)
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ค�าแนะน�าในการส่งต้นฉบับ

วารสารผลงานวิชาการ กรมวิทยาศาสตร์บริการ

Bulletin of Applied Sciences

 บทความทีส่่งตพิีมพ์จะต้องไม่เคยตพิีมพ์หรอือยู่ในระหว่างการรอพิจารณาเพ่ือตพิีมพ์ในวารสารอืน่ บทความทีเ่สนอมาเพ่ือ
ตพิีมพ์อาจเขยีนเป็นภาษาไทยหรอืภาษาองักฤษก็ได้ แต่บทคดัย่อต้องมท้ัีงสองภาษา ทัง้น้ีบทความทุกเรือ่งจะได้รบัการพิจารณา
ตรวจแก้จากผูท้รงคณุวฒุใินสาขาทีเ่ก่ียวข้อง  และกองบรรณาธิการขอสงวนสทิธ์ิในการตรวจแก้ไขต้นฉบบัและพิจารณาตพิีมพ์
ตามล�าดับก่อนหลัง

ความรับผิดชอบ
 บทความที่ตีพิมพ์ในวารสารผลงานวิชาการกรมวิทยาศาสตร์บริการ ถือเป็นผลงานทางวิชาการ และเป็นความเห็นส่วนตัว
ของผู้เขียน ไม่ใช่ความเห็นของกรมวิทยาศาสตร์บริการ หรือกองบรรณาธิการ ผู้เขียนต้องรับผิดชอบต่อบทความของตน และ
บทความที่ตีพิมพ์ในเล่มนี้ไม่เคยพิมพ์ในวารสารใดมาก่อน และจะไม่น�าส่งไปเพื่อพิจารณาตีพิมพ์ในวารสารอื่นภายใน 60 วัน

การเตรียมต้นฉบับและการส่งต้นฉบับ
 ชือ่เรือ่ง:   ชือ่เรือ่งต้องมทีัง้ภาษาไทยและภาษาองักฤษ   ตวัอกัษร  Cordia New  ขนาด18  ตวัหนา จดัวางข้อความชือ่เรือ่ง
ตรงกึ่งกลางหน้ากระดาษ  โดยชื่อเรื่องภาษาอังกฤษเฉพาะค�าขึ้นต้น ให้พิมพ์ตัวใหญ่ 
 ชื่อผู้วิจัย ผู้วิจัยร่วม: ชื่อผู้วิจัย ผู้วิจัยร่วม ต้องมีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ  ตัวอักษร Cordia New ขนาด 12 ตัวปกติ 
จัดวางข้อความชื่อผู้วิจัย ผู้วิจัยร่วมก่ึงกลางหน้ากระดาษ  ใช้เลข 1.2.3....โดยยกก�าลังแสดงตรงชื่อ  และเป็นเลขเดียวกันเพ่ือ
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 บทคัดย่อ  (Abstract):  บทคัดย่อต้องมีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ  ตัวอักษร Cordia New  ขนาด14 ตัวปกติ เนื้อหา
ในคัดย่อ ควรระบุวัตถุประสงค์ ผลการวิจัย และบทสรุปโดยย่อ 
 ค�าส�าคัญ  (Keywords): ค�าส�าคัญต้องมีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ระบุค�าส�าคัญหรือวลีสั้นๆ จ�านวน 3-5 ค�า ค�าที่ 1, 
ค�าที่ 2, ค�าที่ 3  ตัวอักษร Cordia New ขนาด 12 ตัวปกติ  

 เนื้อเรื่อง แบ่งเป็นส่วนต่างๆดังนี้ 
1. บทน�า (Introduction):  หัวข้อบทน�า ตัวอักษร  Cordia New  ขนาด 16 ตัวหนา  จัดชิดขอบด้านซ้าย  หัวข้อย่อย ตัวอักษร  
Cordia New  ขนาด 14 ตัวหนา  เนื้อหา ตัวอักษร  Cordia New  ขนาด 14  ตัวปกติ
2. วิธีการวิจัย (Experimental):  หัวข้อวิธีการวิจัย ตัวอักษร Cordia New  ขนาด 16 ตัวหนา จัดชิดขอบด้านซ้าย  หัวข้อย่อย ตัว
อักษร  Cordia New  ขนาด  14 ตัวหนา  เนื้อหา ตัวอักษร  Cordia New  ขนาด 14  ตัวปกติ
3. ผลและวิจารณ์ (Results and discussion): หัวข้อผลและวิจารณ์  ตัวอักษร Cordia New  ขนาด 16 ตัวหนา จัดชิดขอบด้าน
ซ้าย  หัวข้อย่อย ตัวอักษร  Cordia New  ขนาด  14 ตัวหนา  เนื้อหา ตัวอักษร  Cordia New  ขนาด 14  ตัวปกติ



116        BULLETIN OF APPLIED SCIENCES VOL. 7 NO. 7 AUGUST 2018

4. สรุป (Conclusion): หัวข้อสรุป  ตัวอักษร Cordia New  ขนาด16 ตัวหนา จัดชิดขอบด้านซ้าย   เนื้อหา ตัวอักษร  Cordia New  
ขนาด14  ตัวปกติ
5. กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement):  หัวข้อกิตติกรรมประกาศ  ตัวอักษร Cordia New  ขนาด16 ตัวหนา จัดชิดขอบ
ด้านซ้าย  เนื้อหา ตัวอักษร  Cordia New  ขนาด14  ตัวปกติ
6. เอกสารอ้างอิง  (References):  การอ้างอิงเอกสารให้ใช้ระบบเรียงตามตัวเลข  ใส่หมายเลขในวงเล็บเหล่ียม [ ] เรียงตาม
ล�าดับการอ้างอิงในเรื่อง  เอกสารอ้างอิงทุกฉบับจะต้องมีการอ้างอิงหรือกล่าวถึงในบทความ 
    ตัวอย่าง
 [1] AKGUL, M. and A. TOZLUOGLU. Alkaline-ethanol pulping of cotton stalks. Scientific Research and Essays. 
  2010, 5(10), 1068-1074.
 [2] STADELMAN, W. J. and O. J. COTTERILL. Egg Science and Technology. 4th ed. New York : Food  Produce 
  Press, 1990, 591 p.
 [5] TECHNICAL DIVISION ON REFERENCE MATERIALS OF AOAC INTERNATIONAL. Standard format and 
  guidance for AOAC standard method performance requirement documents [online]. 2011. [viewed 26 
  January 2017]. Available from: http://stakeholder.aoac.org/SPIFAN/SMPR_Guidelines_v13.pdf   

 ตาราง (Table) และรูป (Figure) :  ตัวอักษร Cordia New  ขนาด 12 ตัวปกติ
      - ตาราง :  ให้ระบุล�าดับที่ของตาราง หัวตารางให้จัดชิดขอบด้านซ้าย ชื่อตารางให้อยู่ด้านบนของตาราง
 - รูป  :  ให้ระบุล�าดับที่ของรูป ค�าบรรยายรูปภาพให้อยู่ใต้รูปภาพ และจัดกึ่งกลางคอลัมน์   
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