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บทคัดยอ 
การแยกและการหาปริมาณ formaldehyde ดวยเทคนิค high performance liquid chromatography ถูก

พัฒนาข้ึน โดยทําให formaldehyde อยูในรูปอนุพันธ ดวย 2,4-pentanedione และทําการแยกสารบน monolithic 
RP-18 column โดยตรวจวัดที่ความยาวคล่ืน 412 nm มีการศึกษาสภาวะที่ใชในการทําใหเกิด formaldehyde 
derivative เพ่ือใหไดความไวสูงสุด องคประกอบของ mobile phase ที่เหมาะสมคือ methanol-นํ้า (50-50 v/v) ใน 
10 mM citric acid buffer ที่ pH 6.5 คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ retention time, peak area และ peak height สําหรับ 
formaldehyde derivative มีคา 0.19, 0.54 และ 0.56% ตามลําดับ คา detection limit (ศึกษาที่อัตราสวนสัญญาณตอ 
noise เทากับ 3) มีคา 0.08 ng/mL วิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถนําไปประยุกตใชในการหาปริมาณ formaldehyde ในเห็ด
และแคปซูลยา 
 

คําสําคัญ : เห็ด  แคปซูลยา  high performance liquid chromatography 
 
Abstract 

The high performance liquid chromatography technique for separation and determination of 
formaldehyde derivatized with 2, 4-pentanedione has been developed by using a monolithic RP-18 column at 
412 nm detection wavelength. The pre-column formation of formaldehyde derivative was investigated for the 
highest sensitivity. The optimal mobile phase composition was methanol-water (50-50 v/v) in 10 mM citric acid 
buffer at pH 6.5. The standard deviations of retention time, peak area and peak height for formaldehyde 
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derivative were 0.19, 0.54 and 0.56%, respectively. The detection limit (determined by a signal to noise ratio of 
3) was 0.08 ng/mL. The developed method was applied for formaldehyde determination in mushrooms and drug 
capsules. 
 

Keywords: mushroom, drug capsule, high performance liquid chromatography 
 

1. บทนํา 
Formaldehyde มีช่ือเรียกหลายช่ือ เชน 

methanal, methyl aldehyde, methylene oxide, 
formalin และ formic aldehyde เปนตน มีรายงานวิจัย
เก่ียวกับการปนเปอนของ formaldehyde ในอาหาร 
[1] ซึ่งการปนเปอนมาจากการนําอาหารไปแชใน 
formalin เพ่ือใหอาหารสดและอยูไดนานกวาปกติ 
นอกจาก น้ียั งมี ง าน วิจั ยที่ พบว า ใน เห็ ดหอมมี 
formaldehyde ปนอยูประมาณ 400 μg/g [2]  

Formaldehyde เปนสารที่สงผลตอสุขภาพเมื่อ
เขาสูรางกาย จะทําใหเกิดอาการแสบตา นํ้าตาไหล
ตลอดเวลา ทําใหปวดหัวเมื่อสูดดม ปวดทอง อาเจียน 
อุจจาระรวง นอกจากน้ียังมีผลเสียทําใหการทํางาน
ของตับ ไต หัวใจ และสมองเสื่อมลง ผูที่ไวตอสารน้ี
จะแสดงอาการปวดศีรษะ หายใจติดขัด และแนน
หนาอก หากรางกายไดรับบอยๆ พบวา formaldehyde 
สามารถทําลายระบบการมองเห็น ระบบทางเดิน
หายใจ และมีความเสี่ยงตอการเปนโรคมะเร็ง 
โดยเฉพาะมะเร็งเม็ดเลือดขาว formaldehyde ถูก
จัดเปนสารกอมะเร็งโดย International Agency for 
Research on Cancer (IARC) [3] 

นอกจากมีการปนเปอนของ formaldehyde ใน
อาหารแลว ยังพบวาในขบวนการผลิตแคปซูลยาจาก 
gelatin มีการเติม formaldehyde ลงไปดวย เพ่ือให
โครงสรางของ gelatin เกิด crosslink [4,5] มีผลให
แคปซูลยาที่ไดมีความแข็งแรงคงรูปไดมากขึ้น ซึ่ง

แคปซูลยาจะถูกนําไปใชบรรจุยาผง อาหารเสริม
สุขภาพ หรือสมุนไพร แตเน่ืองมาจาก formaldehyde 
เปนสารพิษเมื่อเขาสูรางกาย กระทรวงสาธารณสุขจึง
ไดกําหนดให formaldehyde เปนวัตถุหามใชผสมใน
อาหาร ดังน้ันหากคนไขหรือประชาชนกินยา อาหาร
เสริม หรือสมุนไพรที่บรรจุในแคปซูลเปนประจํา 
และตอเน่ืองเปนเวลานานจะย่ิงทําใหสุขภาพแยลง 
หากแคปซูลน้ันมี formaldehyde ปนเปอนอยู 

ปจจุบันนิยมใช C18 bonded phase เปน 
columnในการวิเคราะห formaldehyde ดวยเทคนิค 
high performance liquid chromatography (HPLC) 
ในตัวอยางตางๆ เชนในตัวอยางเหลา [6] เห็ดหอม [2] 
เครื่องสําอาง [7] polymer [8] blood plasma [9] textile 
[10] ปลาหมึก [11] และ sugar cane spirits [12] 
นอกจากน้ีมีการใชเทคนิค gas chromatography-mass 
spectrometry (GC-MS) วิเคราะห formaldehyde ใน
ตัวอยางยา [13] รวมทั้งใชเทคนิค flow injection 
fluorimetric analysis ในการวิเคราะห formaldehyde 
ในตัวอยางเครื่องด่ืมและอาหาร [14] ตาราง 1 แสดง
การเปรียบเทียบเทคนิคการแยกและการปริมาณของ 
formaldehyde จากตารางจะเห็นวาหากใช 
chromolithic C18 monolithic column [11] แทน 
bonded phase C18 จะมีผลให retention time ของ 
formaldehyde derivative เร็วขึ้น การวิจัยน้ีจึงตองการ
พัฒนาเทคนิค HPLC โดยใช monolithic column RP-
18 สําหรับการวิเคราะห formaldehyde ในตัวอยาง
เห็ดและแคปซูลยาเพ่ือใหมีความไวในการตรวจวัด
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เพ่ิมขึ้นหรือ limit of detection ลดลง และใชเวลาใน การวิเคราะหนอย 
 
ตารางที่ 1 เปรียบเทียบเทคนิคที่ใชสําหรับหาปริมาณ formaldehyde 
 

 

ตัวอยาง 
 

Method-Column (loop) 
Detection  

(derivatizing agent) 
Detection 

limit (ng/mL) 
Retention 
time (min) 

เอกสาร 
อางอิง 

เห็ดหอม (Shiitake 
mushroom) 

HPLC-C18  
250 mm x 4.6 mm i.d.,  
5 μm (10 μL) 

352 nm (DNPH)* 5 4 [2] 

เหลา (spirits)  HPLC-C18  
150 mm x 3.9 mm i.d.,  
4 μm (20 μL) 

365 nm (ethyl 3-
oxobutanoate) 

24 3 [5] 

เคร่ืองสําอาง 
(cosmetics) 

HPLC-C8  
250 mm x 4mm i.d.,  
10 μm (10 μL) 

345 nm (DNPH)* 200 11 [6] 

polymer HPLC-C18  
250 mm x 4.6 mm i.d.,  
5 μm (100 μL) 

360 nm - 12 [7] 

blood plasma HPLC-C18  
250 mm x 4.6 mm i.d.,  
5 μm (10 μL) 

Fluorescence detector 
(ampicillin) 

460 8 [8] 

textiles HPLC-C18  
150 mm x 4.6 mm, 5 μm  

360 nm (DNPH)* 60 6 [9] 

ปลาหมึก (squid) HPLC-C18 
200 mm x 4.6 mm, 5 μm (20 μL) 

355 nm (DNPH)* 8.92 8 [10] 

sugar cane spirit HPLC-Chromolith C18  
100 mm x 4.6mm  (20 μL) 

365 nm (DNPH)* 8 1 [11] 

ยา (pharmaceutical 
excipients) 

GC-MS MS detector (ethanol) - 3.4 [12] 

เคร่ืองด่ืมและ
อาหาร 

 

Flow injection 
 
 

Fluorescence detector 
(cyclohexane-1,3-dione) 
412 nm (2,4-pentanedione) 

0.04 
 
 

- 
 
 

[13] 
 
 

แคปซูลยา 
 

HPLC-Chromolith C18  
100 mm x 4.6mm  (20 μL) 

Fluorescence detector 
(cyclohexane-1,3-dione) 
412 nm (2,4-pentanedione) 

0.08 1.3 งานวิจัยนี ้

*DNPH = 2,4-dinitrophenylhydrazine 
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2. อุปกรณและวิธีการทดลอง 

2.1 เคร่ืองมือ 
เครื่อง HPLC ประกอบดวย gradient 

pump ของ Waters (Milford, MA, USA) Model 600E 
และ injector loop เปน Rheodyne (Cotani, CA, USA) 
Model 7125 stainless steel injector (20 μL loop) มี 
UV-VIS detector (Jasco, Tokyo, Japan) ทําการ
ตรวจวัดที่ความยาวคล่ืน  412 nm ใช Chromolith RP-
18 (100 mm x 4.6 mm I.D., Merck) เปน analytical 
column และตออยูกับ C18 (10 μm) guard column, 
flow rate ของ mobile phase เปน 2 mL/min และ 
อุณหภูมิของ column ควบคุมไวที่ 30°C, Sep-Pak 
C18 จาก Waters, เครื่อง UV-VIS Spectrophotometer 
Lamda 35 (Perkin Elmer, USA)  

2.2  สารเคมี 
นํ้ า ที่ ใ ช เ ป น นํ้ าที่ ผ า นก า รก ล่ั นและ 

deionised (DI water) สารเคมีไดแก HPLC grade 
methanol, 37% formaldehyde, ammonium acetate, 
2,4-pentanedione, acetic acid and citric acid จาก 
Merck (Darmstadt, Germany) เห็ดตางๆ (เห็ดหอม
แหง เห็ดหอมสด เห็ดหูหนู เห็ดเข็มทอง เห็ดนางฟา 
เห็ดฟาง เห็ดนางรม เห็ดภูฐาน เห็ดเออรินจิ เห็ดโคน
ญีปุน, white crab mushroom และ brown beech 
mushroom) ซื้อจากตลาดสดและหางสรรพสินคา 
สําหรับแคปซูลยาซื้อมาจากรานขายยา คลินิกแพทย
แผนจีน และโรงพยาบาล ทั้งในประเทศไทยและ
ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน 

Mobile phase สําหรับการตรวจวัด 
formaldehyde derivative ในตัวอยางแคปซูลยา
ประกอบดวย 50% methanol ใน 10 mM citric buffer 
ที่ pH 6.5 

Mobile phase สําหรับการตรวจวัด 
formaldehyde derivative ในตัวอยางเห็ดประกอบดวย 
46% methanol ใน 10 mM citric buffer ที่ pH 6.5 

2.3 วิธีการทดลอง 
2.3.1 การเตรียม 2,4-pentanedione  

ช่ัง 15 g ของ ammonium acetate 
เติม acetic acid เขมขน 0.3 mL และ 0.1637 g ของ 
2,4-pentanedione ตามดวยนํ้า 50 mL นําสารละลาย
ไปปรับ pH ใหเทากับ 6.5 จากน้ันปรับปริมาตรใน 
volumetric flask เปน 100 mL สารละลายมี 2,4-
pentanedione เขมขน 16.7 mM  

2.3.2 การเตรียม standard formalde-hyde 
derivative 

Formaldehyde derivative ของ 
standard ความเขมขนตางๆ เตรียมโดยเจือจาง 11.1 
μg/mL ของ standard formaldehyde กอนเติม 4 mL 
ของสารละลาย 2,4-pentanedione และนําสารละลาย
ไปอุนใน water bath ที่ 40°C นาน 30 นาที แลวปรับ
ปริมาตรเปน 25 mL ดวยนํ้า 

2.3.3 การสกัดและการเกิด formaldehyde 
derivative ในตัวอยาง  

(1) ตัวอยางเห็ด ช่ังเห็ดหนัก 5 g 
และน้ํา 200 mL ใสลงในเครื่องปน หลังปนจนเห็ด
ละเอียด นําสารทั้งหมดไป ultrasonic นาน 40 นาที 
จากน้ันกรองแยกอนุภาคขนาดใหญออกดวยตะแกรง
ละเอียด สวนที่เหลือนําไป centrifuge ดวยความเร็ว 
4000 rpm นาน 10 นาที แยกสารละลายสวนใส 5 mL 
ใสใน beaker เติม 4 mL ของสารละลาย 2,4-
pentanedione นําสารละลายไปอุนใน water bath ที่ 
40°C นาน 30 นาที จากน้ันปรับปริมาตรเปน 25 mL 
ดวยนํ้า กรองสารละลายผานตัวกรองขนาด 0.45 μm 
กอนฉีดสารละลายเขาเครื่อง HPLC 
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ในการหาปริมาณ formaldehyde ใน
ตัวอยางเห็ดดวยวิธี standard addition จะมีการเติม 
standard formaldehyde ลงไปใน beaker กอนเติม
สารละลาย 2,4-pentanedione 

(2) ตัวอยางแคปซูลยา ช่ังแคปซูลยา 
0.2 g เติมนํ้า 40 mL ลงในแคปซูลยาที่บรรจุใน 
beaker คนสารละลายดวย magnetic stirrer นาน 10 
นาที  ยกเวนแคปซูลยาตองใหความรอนที่  70°C 
ควบคูไปกับการคนสารตัวอยางจนสารตัวอยางละลาย
เปนสารแขวนลอยเนื้อเดียวกัน ถายสารตัวอยางลงใน 
volumetric flask ขนาด 50 mL และทําใหถึงขีด
ปริมาตรดวยนํ้า จากน้ัน pipet สารละลาย 10 mL     
ใสใน beaker และเติม 4 mL ของสารละลาย 2,4-
pentanedione นําสารละลายไปอุนใน water bath ที่ 
40°C นาน 30 นาที และปรับปริมาตรสารตัวอยางเปน 
25 mL ดวยนํ้า 

ผาน methanol (3 mL) เขาใน C18 
cartridge ตามดวยนํ้า 15 mL จากน้ันผานสารตัวอยาง 
(2.5 mL) ชาๆ เขาสู C18 cartridge และตามดวยนํ้า 20 
mL formaldehyde จะถูก eluted ออกจาก C18 
cartridge แบบ direct flushed ดวยการผาน methanol 
ชาๆ 3 mL เขาสู volumetric flask ขนาด 5 mL และ 
ทําใหถึงขีดปริมาตรดวยนํ้า สารละลายตัวอยางจะถูก
ฉีดเขา HPLC และ peak area ของ formaldehyde จะ
วัดที่ 412 nm  
 

3. ผลและการวิจารณผล 

 จากตาราง 1 จะเห็นวาจะมีการเปล่ียนให 
formaldehyde อยูในรูป formaldehyde derivative โดย
ให formaldehyde ทําปฏิกิริยากับสารบางตัวเชน 2,4-
dinitrophenylhydrazine [2, 6, 9-11] กอนจะตรวจวัด
ดวยเทคนิค HPLC โดยใช bonded phase C18 และ 

monolithic column C18 เปน analytical column ซึ่ง
เมื่อเปรียบเทียบเวลาที่ใชในการวิเคราะหจะเห็นวา 
monolithic column C18 จะใชเวลาในการวิเคราะห
นอยกวา bonded phase C18 ดังน้ันการวิจัยน้ีจึง
เลือกใช monolithic column C18 และตองการพัฒนา
เทคนิค HPLC ใหมีความไว (sensitivity) มากขึ้น โดย
ใช 2,4-pentanedione เปน derivatizing agent พบวา 
formaldehyde derivative ของมันจะให absorbance 
สูงสุดที่ความยาวคล่ืน 412 nm จึงเลือกความยาวคลื่น 
ในการวิเคราะหที่ 412 nm  

3.1 การสกัด formaldehyde และการเกิด 
formaldehyde derivative ในสารตัวอยาง 

3.1.1 ตัวอยางเห็ดหอม 
Formaldehyde เปนสารที่ละลายนํ้า

ไดดี หลังจากสกัดสามารถนํามาทําปฏิกิริยาไดกับ 
2,4-pentanedione ภายใตอุณหภูมิ 40°C นาน 30 นาที 
พบวา formaldehyde derivative ที่เกิดขึ้นเสถียรนาน 2 
ช่ัวโมง นอกจากน้ียังทําการศึกษาวาถาตองการให 
formaldehyde ออกจากเน้ือเยื่อเห็ดหอมหมด ตองใช
เวลาและอุณหภูมิ เทาใด  การทดลองเริ่มจากนํา
เห็ดหอมที่หั่นเปนช้ินเล็กๆ 4 g ใสใน beaker เติมนํ้า 
100 mL จากน้ันใหความรอนที่อุณหภูมิ 80, 90 และ 
100°C บน hot plate ดวยระยะเวลา 30 นาที 60 นาที 
และ 90 นาที ที่แตละอุณหภูมิ โดยทําในระบบปด 
เปรียบเทียบกับระบบเปด ผลการทดลองแสดงดัง
ตาราง 2 จากตารางจะเห็นวาถาใหความรอน 100°C 
กับตัวอยางเห็ดหอมในระบบเปด formaldehyde จะ
ถูกกําจัดออกหมดภายใน 30 นาที 

3.1.2 ตัวอยางแคปซูลยา 
 หลังจากละลายแคปซูลยาและ 

formaldehyde ทําปฏิกิริยากับ  2,4-pentanedione ได 
formaldehyde derivative แลว จําเปนตองกําจัด 
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matrix ออกจากตัวอยางกอนจะฉีดสารละลายเขา
เครื่อง HPLC วิธีกําจัดทําไดโดยผานสารตัวอยางเขา 
C18 cartridge และลาง matrix ออกจาก C18 ดวยนํ้า 
แต formaldehyde derivative ยังคงติดอยูกับ C18 

cartridge จากน้ัน elute formaldehyde derivative ออก
จาก C18 cartridge โดยใช methanol 3 ml และปรับให
ครบปริมาตรดวยนํ้า 

 
ตารางที่ 2 เปรียบเทียบปริมาณ formaldehyde ที่ตรวจพบในเนื้อเยื่อเห็ดหลังจากใหความรอนดวยระยะเวลาที่

ตางกันและที่ตางอุณหภูมิในระบบปดและในระบบเปด 
 

ระบบ อุณหภูมิ (°C) ระยะเวลา (นาที) ปริมาณ Formaldehyde ที่พบในเน้ือเยื่อเห็ดหอมแหง (μg/mL) 
ปด 80 

 
 

90 
 
 

100 

30 
60 
90 
30 
60 
90 
30 
60 
90 

154 
91 
62 
71 
30 
19 
36 
22 
8 

เปด 80 
 
 

90 
 
 

100 

30 
60 
90 
30 
60 
90 
30 
60 
90 

136 
73 
45 
37 
20 
12 

ตรวจไมพบ 
ตรวจไมพบ 
ตรวจไมพบ 

 
3.2 Separation parameters ในตัวอยาง 

การวิเคราะหหา formaldehyde ในรูปของ
อนุพันธ เพ่ือใหไดความไว (sensitivity) สูงสุด 
จํา เปนตองศึกษาปจจัยตางๆ  ที่มีผลตอความไว 

(sensitivity) ของ formaldehyde derivative ไดแก 
ความเขมขนของ 2,4-pentanedione และ pH ของ 
formaldehyde derivative ที่เหมาะสม ซึ่งความเขมขน
ของ 2,4-pentanedione ที่เหมาะสมสําหรับเตรียม 
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standard และตัวอยาง คือตองใส 2,4-pentanedione 
เขมขน 16.7 mM ปริมาตร 4 mL และ pH ของ 
formaldehyde complex ที่เหมาะสมคือ 6.5 

สภาวะที่เหมาะสมของ mobile phase มี
ความสําคัญในการแยกของสาร ซึ่งจะสามารถกําหนด 
retention time ได นอกจากน้ี pH ของ mobile phase ก็
มีผลตอ peak height และ peak area ของ formalde-
hyde derivative ดังน้ันจึงทําการศึกษาชนิดของ buffer 
โดยเปรียบเทียบ peak height ที่ไดจาก acetate และ 
citrate buffer ที่ pH=pKa ของกรด acetic และกรด 
citric พบวา peak height ของ citrate buffer ให peak 
height สูงกวา หลังจากนั้นศึกษาอิทธิพลของ pH 
ในชวง 6.3, 6.5, และ 7.0 ของ citrate buffer พบวา pH 
6.5 ให peak height สูงที่สุด จึงเลือก pH ที่ 6.5 

จากการทดลองพบวาถา mobile phase 
ประกอบดวย methanol-นํ้า (50-50 v/v) ใน 10 mM 
citrate buffer ที่ pH 6.5 จะเหมาะสมในการตรวจวัด 
formaldehyde ในแคปซูลยาและ retention time ของ 
formaldehyde derivative มีคา 1.29 นาที แตใน
ตัวอยางเห็ด mobile phase ประกอบดวย methanol-นํ้า 
(46-54 v/v) ใน 10 mM citrate buffer ที่ pH 6.5 จะ
เหมาะสมในการตรวจวัด formaldehyde ในเห็ดและ 
retention time ของ formaldehyde derivative มีคา 
1.47 นาที เ น่ืองจากในตัวอยางเห็ดบางชนิดจะมี 
สัญญาณรบกวนบริเวณ base line ที่เวลา 1.3 นาที จึง
ลด methanol ลงเหลือเพียง 46% รูปที่ 1 เปน 
chromatogram ของ standard formaldehyde deriva-
tive ที่มี mobile phase ประกอบดวย methanol-นํ้า 
(50-50 v/v) ใน 10 mM citrate buffer ที่ pH 6.5 และ 
mobile phase ประกอบดวย methanol-นํ้า (46-54 v/v) 
ใน 10 mM citrate buffer ที่ pH 6.5 
 

 
 

รูปท่ี 1  Chromatogram ของ standard formaldehyde 
derivative (10 ppb) ที่มี mobile phase 
ประกอบดวย methanol-นํ้า (50-50 v/v) ใน 10 
mM citrate buffer ที่ pH 6.5 และ mobile 
phase ประกอบดวย methanol-นํ้า (46-54 v/v) 
ใน 10 mM citrate buffer ที่ pH 6.5 

 

3.3 Analytical performance characteristics 
คา detection limit (ศึกษาที่อัตราสวน

สัญญาณตอ noise เทากับ 3) คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (% 
RSD) ของ retention time, peak area และ peak height 
ของ formaldehyde derivative ที่ไดจากmobile phase 
ที่มี methanol-นํ้า (50-50 v/v) ใน 10 mM citrate 
buffer ที่ pH 6.5 และ mobile phase ประกอบดวย 
methanol-นํ้า (46-54 v/v) ใน 10 mM citrate buffer ที่ 
pH 6.5 แสดงไวในตารางที่ 3 

Linearity ของ formaldehyde derivative 
จะศึกษาอยูในชวงความเขมขน 2 ng/mL-1500 ng/mL 
ที่ความเขมขนมากกวา น้ี  จะเกิดการตกตะกอน 
สําหรับ mobile phase ที่ประกอบดวย methanol-นํ้า 
(50-50 v/v) ใน 10 mM citrate buffer ที่ pH 6.5 ให 
linearity equation คือ y=1673.2x+11152 (R2=0.9996) 
และ mobile phase ที่ประกอบดวย methanol-นํ้า (46-

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Time (min)

HCHO derivative2mAU

50% methanol

46% methanol
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54 v/v) ใน 10 mM citrate buffer ที่ pH 6.5 ให 
linearity equation คือ y = 147952X + 1849.4 (R2 = 

0.9998) 

 
ตารางที่ 3 Detection limit และ % RSD ของ retention time, peak area และ peak height ของ formaldehyde 

derivative 
 

 
Mobile phase 

 

Detection 
limit (ng/mL) 

% RSD สําหรับ intraday (n=10) % RSD สําหรับ interday (n=10) 
Retention 

time 
Peak  
area 

Peak 
height 

Retention 
time 

Peak  
area 

Peak 
height 

50% methanol 0.08 0.19 0.54 0.56 0.34 0.45 0.55 
46% methanol 0.12 0.17 0.24 0.44 0.32 0.40 0.52 
 

 
 

รูปท่ี 2  Chromatograms ของ (a) blank (b) standard 
10 ppb HCHO (c) เห็ดหอมสด (UDS) และ 
(d) เห็ดหอมแหง Mobile phase ประกอบดวย 
46% MeOH ใน 10 mM citric acid ที่ pH 6.5 
Injection loop 20 μL; detection: 412 nm 

 
3.4 การหาปริมาณ formaldehyde ในสาร

ตัวอยาง 
3.4.1 ตัวอยางเห็ด เห็ดที่นํามาหาปริมาณ 

formaldehyde มีหลายสายพันธุคือ เห็ดหอมแหง 

เห็ดหอมสด เห็ดหูหนู เห็ดเข็มทอง เห็ดนางฟา เห็ด
ฟาง เห็ดนางรม เห็ดภูฐาน เห็ดเออรินจิ เห็ดโคนญีปุน 
white crab mushroom และ brown beech mushroom 
จากการศึกษา % recovery พบวาตัวอยางเห็ดมี matrix 
จึงจําเปนตองหาปริมาณ formaldehyde ในตัวอยาง
เห็ดดวยวิธี standard addition ตัวอยางเห็ดที่ตรวจพบ 
formaldehyde มีเฉพาะในเห็ดหอมแหงและเห็ดหอม
สด ซึ่งมีคาแตกตางกันดังแสดงในตาราง 4 จากตาราง
จะเห็นวาปริมาณ formaldehyde ที่ตรวจพบใน
เห็ดหอมแหงมีมากกวาในเห็ดหอมสด (รูปที่ 2) 

3.4.2 แคปซูลยา ตัวอยางแคปซูลยาที่นํามา
หาปริมาณ formaldehyde ไดมาจากแคปซูลเปลาที่
ขายในรานขายยาทั่วไป แคปซูลยาที่มีสมุนไพรจาก
รานแพทยแผนจีนทั้งในประเทศไทยและประเทศ
สาธารณรัฐประชาชนจีน รวมทั้งแคปซูลยาที่บรรจุยา
ปฏิชีวนะท่ีแพทยและเภสัชกรจายใหคนไข โดย
แคปซูลที่มีตัวยาบรรจุอยูจะเทตัวยาออกหมดและทํา
ความสะอาดกอนนํามาทดสอบ พบวาหลังจากละลาย
แคปซูลยาและกําจัด matrix ออกโดยการผานตัวอยาง
เขา C18 cartridge จะไมมี matrix มารบกวนการ

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Time (min)

d
c
b
a

10 mAU

HCHO derivative
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วิเคราะห จึงสามารถใช external calibration curve มา
หาปริมาณ formaldehyde ได จากการศึกษา % 
recovery โดย spike formaldehyde ลงในตัวอยาง
แคปซูลยา (n=3) พบวาได % recovery อยูในชวง 

97.3% ถึง 100.05% ปริมาณ formaldehyde ที่ตรวจ
พบ ใ น แ คปซู ล ย า แ ส ด ง ใ น ต า ร า ง  5  ซึ่ ง พ บ 
formaldehyde ในตัวอยางแคปซูลยามากนอยตางกัน 
(รูปที่ 3 และ 4) 

 
ตารางที่ 4 ปริมาณ formaldehyde ที่ตรวจพบในเห็ด 

 

เห็ด ปริมาณ formaldehyde ที่พบในเน้ือเยื่อเห็ด (μg/mL) 
เห็ดหอมแหง 

ตัวอยาง 1 (STM) 
ตัวอยาง 2 (MTM) 
ตัวอยาง 3 (LTM) 
ตัวอยาง 4 (LJM) 

 
58 
9.8 
37 

425 
เห็ดหอมสด   

 ตัวอยาง 1 (MC) 
 ตัวอยาง 2 (V) 
 ตัวอยาง 3 (D) 
 ตัวอยาง 4 (UDS) 
 ตัวอยาง 5 (TT) 
 ตัวอยาง 6 (HD) 

 
0.4 
13 
1 

2.2 
4 

2.6 
เห็ดฟาง  ตรวจไมพบ 
เห็ดหนูดํา ตรวจไมพบ 
เห็ดหูหนูขาว ตรวจไมพบ 
เห็ดนางฟา ตรวจไมพบ 
เห็ดนางรม ตรวจไมพบ 
เห็ดหิมะ  ตรวจไมพบ 
เห็ดเข็มทอง ตรวจไมพบ 
เห็ดภูฐาน  ตรวจไมพบ 
เห็ดเออรินจิ  ตรวจไมพบ 
เห็ดโคนญีปุน ตรวจไมพบ 
white crab mushroom   ตรวจไมพบ 
brown beech mushroom ตรวจไมพบ 
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ตารางที่ 5 ปริมาณ formaldehyde ที่ตรวจพบใน
แคปซูล 

 

 

สีแคปซูลยา 
Formaldehyde (ng/mL) ± SD 

(n=3) 
ใสไมมีสี (SR) 
ขาว-ชมพู 
เหลือง-ฟา 
เหลือง 
ใสไมมีสี (CN) 
ใสไมมีสี (SL) 
เขียว-ฟา 

609±8.50 
290±4.00 
782±7.02 
305±4.51 
351±3.51 
1029±8.50 
6383±7.00 

 

 
 

รูปท่ี 3  Chromatograms ของ (a) blank และ (b) 
standard 10 ppb HCHO Mobile phase 
ประกอบดวย 50% MeOH, 10 mM citric acid 
pH 6.5 Injection loop 20 μL; detection: 412 
nm 

 

4. สรุปผลการทดลอง 

เวลาที่ใชในการหาปริมาณ formaldehyde ใน
รูป formaldehyde derivative ดวยเทคนิค HPLC 

หลังจาก formaldehyde ทําปฏิกิริยากับ 2,4-pentane-
dione ไดคา retention time นอยกวา 1.5 นาทีและมี
ความไวสูงในการตรวจวัดเมื่อใช monolithic C18 
column ในการแยกสาร โดยไมมี peak อื่นรบกวนใน
การวิเคราะห เทคนิคที่พัฒนาขึ้นน้ีสามารถนําไป
ประยุกตใชหาปริมาณ formaldehyde ในตัวอยางเห็ด
ชนิดต า งๆ  และแคปซูลยา  ซึ่ งการทดลองพบ 
formaldehyde ปนเปอนทั้งในตัวอยางเห็ดหอมและ
แคปซูลยาที่นํามาทดสอบ 
 

 
 

รูปท่ี 4  Chromatograms ของ (a) 10 ppb HCHO 
derivative (b) แคปซูลสีเหลือง-ฟา (c) 
แคปซูลสีเขียว-ฟา และ (d) แคปซูลใสไมมีสี 
(SL) 

 

5. กิตติกรรมประกาศ 
ผูทํ า วิ จั ยขอขอบคุณ  ภาควิชา เคมี  คณะ

วิท ย า ศ าสต ร แ ล ะ เ ทค โนโล ยี  มห า วิ ท ย า ลั ย 
ธรรมศาสตร ศูนยรังสิต ที่ใหการสนับสนุนในการใช
เครื่องมือในการวิจัยครั้งน้ี  รวมท้ังงบประมาณที่
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตรใหการสนับสนุน 
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HCHO derivative
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