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Development of liquid chromatography mass spectroscopy for determination of purine s and 
uric acid in Thai vegetables 

 
Narira Rukdee, Piyanuch Rojsanga and Chutima Phechkrajang 

 
 

Abstract 
Accumulation of purines and uric acid in bone joints are causative of gout disease. Gout patients 
should avoid high purines and uric acid containing foods. Thai vegetables are widely consumed but 
information of purines and uric acid in such vegetables is limited. Objective of this research is 
developing a liquid chromatography mass spectroscopy method for determination of purines and uric 
acid in Thai vegetables. In our study, a successive liquid chromatography mass spectroscopy method 
was developed and validated according to a standard guideline, USFDA. An electrospray ionization 
triple-quadrupole liquid chromatography mass spectroscopy was utilized. Three purines, adenosine 
guanosine, xanthine, and uric acid were well determined by using caffeine as internal standard. Then, 
the method was used to determine purines and uric acid in sixteen Thai vegetables. The 
determination results showed that most vegetable samples contained low level of purines and uric 
acid. These results implied that Thai vegetables were suitable to consume by patients who have to 
control purines and uric acid such as gout patients. 
 
Key words: Gout disease, Purines, Uric acid 
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การพัฒนาวิธวีิเคราะหเพ่ือหาปริมาณพิวรีนและกรดยูริกในผกัพ้ืนบานไทย 
 

นริสา รักดี, ปยนุช โรจนสงา และ ชุติมา เพชรกระจาง 
 

บทคัดยอ 
 

การสะสมของพิวรีนและกรดยูริกท่ีขอกระดูกเปนสาเหตุของโรคเกาซ ผูปวยโรคเกาซจึงควรหลีกเลี่ยงอาหารท่ี
มีพิวรีนและกรดยูริกสูง ผักพืน้บานไทยเปนอาหารที่นิยมรบัประทานท่ัวไปแตปจจุบันไมมีขอมูลที่แนชัด
เกี่ยวกับปริมาณของพิวรีนและกรดยูริกในผักพื้นบานชนดิตางๆ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพฒันาวิธีลิควิ
ดโครมาโตกราฟ แมสสเปคโตรสโคป เพื่อหาปริมาณพิวรีนและกรดยูรกิในผักพื้นบานไทย ในการศึกษานี้วิธี
ลิควิดโครมาโตกราฟ แมสสเปคโตรสโคป ไดพัฒนาขึ้นสําเร็จ และทําการตรวจสอบเพื่อยืนยันความใชไดของวิธี
ตามเกณฑมาตรฐานของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกา วิธีวิเคราะหพัฒนาขึ้น
โดยใชเครื่องลคิวิดโครมาโตกราฟ แมสสเปคโตรสโคป ชนิดทริปเปลควอดรูโพล และใชอิเล็กโตรสเปรยไอออไน
เซชัน พิวรนี 3 ชนิดคือ อะดีโนซีน กัวโนซีน แซนทีน และกรดยูริก สามารถถูกตรวจวิเคราะหไดเปนอยางดี 
โดยใชคาเฟอีน เปนสารมาตรฐานภายใน จากนั้นนําวิธีดังกลาวไปตรวจสอบปริมาณพิวรีนและกรดยูริกในผัก
พื้นบานไทยทัง้หมด 16 ชนดิ ผลการตรวจสอบพบวา ในผักทุกชนิดท่ีใชในการศึกษามีปริมาณพิวรีนและกรด
ยูริกในระดับตํ่า จากผลดังกลาวแสดงวาผักพื้นบานไทยเหมาะสมที่จะบริโภคสําหรับผูปวยที่จําเปนตองควบคุม
พิวรีนและกรดยูริกเชนผูปวยเกาซ 
 
คําสําคัญ โรคเกาซ พิวรีน กรดยูริก 
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1. ความเปนมา 
ชนิดของอาหารท่ีบริโภคประจําวันเปนส่ิงสําคัญท่ีจะทําใหสุขภาพรางกายแข็งแรง โดยเฉพาะอยาง

ย่ิงผูท่ีอยูในสภาวะโรคบางอยางก็ตองมีการควบคุมการบริโภคอาหารท่ีอาจสงผลไมดีตอโรคหรืออาการท่ี

เปนอยู เชนผูปวยโรคเกาต (Gout) ท่ีไมควรบริโภคอาหารที่มีกรดยูริกมากเกินไป โรคเกาตมีสาเหตุท่ีสําคัญ

จากขบวนการเมตาโบลิซึมท่ีผิดปกติของสารพิวรีน (Purines) ทําใหการสังเคราะหกรดยูริก (Uric acid) มาก

เกิดสภาวะการมีกรดยูริกสูงในรางกายและตกตะกอนของยูริกตามขอตางๆ ทําใหเกิดอาการขออักเสบ ปวด

บวมแดง ผูปวยโรคเกาตนอกจากการรับประทานยาตานการอักเสบและยาลดกรดยูริกแลว จําเปนตองควบคุม

ชนิดของอาหารท่ีบริโภคประจําวันดวย คือไมควรรับประทานอาหารที่มีกรดยูริกสูง เชน เครื่องในสัตว 

เนื้อสัตวบางชนิด เชน เปด ไก เปนตน  

ผักพ้ืนบานชนิดตางๆ เปนอาหารท่ีคนไทยนิยมรับประทาน โดยเฉพาะสวนท่ีเปนยอดออนท่ีมี

รายงานวามีสารพิวรีนมากและมีขอแนะนําใหจํากัดการบริโภคในผูปวยโรคเกาต ปจจุบันยังไมมีการวิจัยท่ี

เดนชัดเกี่ยวกับปรมิาณของกรดยูริกในผักพ้ืนบานชนิดตางๆของไทย ทําใหผูปวยไมสามารถควบคุมการ

บริโภคท่ีเหมาะสมได งานวิจัยนี้จึงไดจัดทําขึ้นโดยมีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะหเพ่ือหาปริมาณกรด

ยูริกและพิวรีนซึ่งเปนสารตั้งตนของการสังเคราะหกรดยูริก ในผักพ้ืนบานของไทย เพ่ือใชเปนขอมูลในการ

แนะนําผูปวยโรคเกาต  

2. วัตถุประสงค 
1. เพ่ือพัฒนาวิธีการวิเคราะห LC-MS ท่ีมีประสิทธิภาพสําหรับการหาปริมาณพิวรีน และกรดยูริกในพืชผัก

พ้ืนบาน 
2. เพ่ือหาปริมาณของพิวรีนและกรดยูริกในพืชผักพ้ืนบานอยางนอย 15 ชนิด เพ่ือใชเปนขอมูลการบริโภค

สําหรับผูปวยโรคเกาต 
3. ผลการวิจัย 

3.1 การพัฒนาวิธี LC-MS/MS สําหรับแยกสารมาตรฐานพิวรีน และกรดยูริก 

โครงสรางของพิวรีน 4 ชนิด คือ adenosine guanosine hypoxanthine xanthine และ uric acid แสดง

ดังรูปดานลาง 
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Column: Ascentis Express C18 (10 cm  2.1 mm, 2.7 μm) with guard  column      
Ascentis Express C18 (0.5 cm  2.1 mm, 2.7 μm) 

Mobile phase:  (A)= 0.2% formic acid in deionized water 

  (B) = 0.1% formic acid in methanol  

Gradient program:   
Time 
(min) 

%A %B 

0.50 98 2 
1.50 98 2 
3.10 10 90 
4.00 10 90 
5.50 98 2 
8.50 98 2 

Column temperature: 40C 
Mobile phase flow rate: 0.2 mL/min 

พลังงานท่ีใชในการแตกมวลและ transition ions ของสารที่ศึกษาแสดงดังตารางดานลาง 

Substances Precursor ions Transition ions 
Collision energy  CE    

(V) 
Uric acid 166.90 124.00 19.2 

69.00 19.0 
Xanthine 151.00 107.90 9.0 

79.90 25.5 
Adenosine 267.95 135.95 -14.7 

118.98 -43.1 
Guanosine 284.00 152.10 -12.1 

135.00 -32.1 
Caffeine 195.10 138.05 -18.2 

110.05 -22.1 
3.2 การตรวจสอบความถูกตองของวิธี LC-MS/MS 

การตรวจสอบความถูกตองของวิธี LC-MS/MS ท่ีพัฒนาขึ้น ใชมาตรฐานการยอมรับของ US FDA 

โดยทําการศึกษา linearity, accuracy, precision, recovery, specificity, matrix effect และ stability ผล

การศึกษาเปนดังนี้  

1. Specificity ระบบการวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นมคีวามจําเพาะกับสารแตละชนิดท่ีตองการ จะเห็น
ไดจากผลโครมาโตแกรมที่แสดง พบวาสารแตละชนิดมีคา retention time ตางกัน และแตละ 
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3. Recovery ของการเตรียมตัวอยาง อยูในชวง 88.3-115.6%  

 
 
 
 
 
 
 
 

4. Matrix effect 
 
 
 
 
 
 
 

5. Accuracy และ precision (repeatability) 
 

Accuracy และ precision ของ uric acid 
Uric acid 

Nominal conc. 
(ng/mL) 

% Recovery 
#1 

% Recovery 
#2 

% Recovery 
#3 

Average 
(n=3) 

% RSD 
(n=3) 

100 103.6 84.6 83.4 90.5 12.5 
200 99.8 95.8 89.5 95.1 5.4 
500 100.7 97.5 102.7 100.3 2.6 
2000 107.0 98.9 106.6 104.2 4.4 

 

 

 

 

 

 

 

Substance Equation Recovery (%) 
Uric acid Y = 0.8828X + 0.0004 88.3 
Xanthine Y = 1.1561X + 5E-05 115.6 

Adenosine Y = 0.8968X - 0.0358 89.7 
Guanosine Y = 0.8769X - 0.0055 87.7 

Substance Equation Matrix Effect Percent matrix effect 
Uric acid Y = 1.3821X - 0.1471 Ion Enhancement 38.2 
Xanthine Y = 1.0832X - 0.0683 Ion Enhancement 8.3 
Adenosine Y = 1.5825X + 27.266 Ion Enhancement 58.2 
Guanosine Y = 1.5646X + 5.4401 Ion Enhancement 56.5 



  Accuracy และ precision ของ xanthine 

Xanthine 
Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery 
#1 

% Recovery 
#2 

% Recovery 
#3 

Average 
(n=3) 

% RSD 
(n=3) 

100 106.1 101.7 102.3 103.4 2.3 
200 109.0 100.9 102.6 104.2 4.1 
500 107.3 112.0 109.3 109.5 2.1 
2000 101.6 111.0 105.9 106.2 4.4 

 
 

Accuracy และ precision ของ adenosine 
Adenosine 

Nominal conc. 
(ng/mL) 

% Recovery 
#1 

% Recovery 
#2 

% Recovery 
#3 

Average 
(n=3) 

% RSD 
(n=3) 

10 116.2 113.1 81.0 103.4 18.9 
50 106.1 89.4 92.3 95.9 9.3 
300 100.5 104.7 104.6 103.3 2.3 
1000 91.9 99.5 100.5 97.3 4.8 

 

Accuracy และ precision ของ guanosine 
Guanosine 

Nominal conc. 
(ng/mL) 

% Recovery 
#1 

% Recovery 
#2 

% Recovery 
#3 

Average 
(n=3) 

% RSD 
(n=3) 

10 108.2 83.1 114.7 102.0 16.4 
50 94.4 93.5 96.6 94.8 1.7 
300 93.5 104.8 97.4 98.6 5.9 
1000 85.5 112.5 99.0 99.0 13.6 

 

 

 

 

 

 



 Intermediate precision 
Intermediate precision ของ uric acid 

Uric acid 
Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery 
day 1 

% Recovery 
day 2 

% Recovery 
day 3 

Average 
(n=3) 

% RSD 
(n=3) 

100 97.1 99.3 103.6 100.0 3.3 
200 104.6 99.9 99.8 101.4 2.7 
500 101.9 97.4 100.7 100.0 2.3 
2000 99.6 98.0 107.0 101.5 4.7 

 
Intermediate precision ของ xanthine 

Xanthine 
Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery 
day 1 

% Recovery 
day 2 

% Recovery 
day 3 

Average 
(n=3) 

% RSD 
(n=3) 

100 83.5 82.7 102.3 89.5 12.4 
200 90.5 88.7 102.6 93.9 8.1 
500 107.8 101.5 109.3 106.2 3.9 
2000 95.0 97.8 105.9 99.6 5.7 

 
Intermediate precision ของ adenosine 

Adenosine 
Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery 
day 1 

% Recovery 
day 2 

% Recovery 
day 3 

Average 
(n=3) 

% RSD 
(n=3) 

10 98.2 91.7 113.1 101.0 10.8 
50 103.9 109.9 89.4 101.1 10.4 
300 100.7 113.9 104.7 107.1 7.3 
1000 93.4 91.9 99.5 94.9 4.3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



Intermediate precision ของ guanosine 
Guanosine 

Nominal conc. 
(ng/mL) 

% Recovery 
day 1 

% Recovery 
day 2 

% Recovery 
day 3 

Average 
(n=3) 

% RSD 
(n=3) 

10 95.2 86.3 83.1 88.2 7.1 
50 105.9 101.8 93.5 100.4 6.3 
300 102.3 103.6 104.8 103.6 1.2 
1000 103.1 103.4 112.5 106.3 5.0 

 
จากผลการศึกษา method validation ของวิธี LC-MS/MS ที่พัฒนาขึ้นเพื่อใชในการ

ปริมาณของสารพิวรีนและ uric acid ในตัวอยางผักพบวาคาพารามิเตอรตางๆอยูในเกณฑที่
ยอมรับได และคาความเขมขนตํ่าสุดท่ีสามารถวัดปริมาณได (LLOQ) คือ 100 ng/mL สําหรับ 
uric acid และ xanthine และ 10 ng/mL สําหรับ adenosine และ guanosine ซึ่งความเขมขน
ดังกลาวเปนจุดท่ีมีคาความถูกตองและความแมนยําอยูในเกณฑที่ยอมรบัได คือคาความถูกตอง
รายงานในรูปของ % Recovery อยูในชวง 80-120% และ ความแมนยํารายงานในรูปของ 
%RSD ของผลวิเคราะหที่ทําซ้ําใน 1 วัน (Repeatability) และผลวิเคราะหที่ทําซ้ําตางวัน 
(Intermediate precision) อยูในเกณฑที่ยอมรับไดคือ ไมเกิน 20% 
6. Stability จากการศึกษาความคงตัวพบวา adenosine  และ guanosine มีความคงตัวดีกวา 

uric acid และ xanthine โดยที่ adenosine และ guanosine คงตัวที่อณุหภูมิหองอยางนอย 
72 ชั่วโมง  สวนความคงตัวของสารละลายมาตรฐานทั้ง 2 ชนิดรวมทั้ง ความคงตัวของสาร
ทั้งสองใน matrix ของตัวอยาง ที่ -20C พบวาความเขมขนคอนขางคงที่เปนเวลาอยางนอย 
2 สัปดาห ในขณะ uric acid และ xanthine ไมคอยคงตัวโดยพบวา ความเขมขนลดลง
มากกวา 10% ภายใน 24 ชั่วโมงเมื่อต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นอกจากนั้นยังพบวาสารทั้งสอง
ทั้งในรูปของสารละลายมาตรฐานและในสารละลายของ matrix ของตัวอยาง มีการสลายตัว
มากกวา 10% ที่อุณหภูมิ -20C  ดังนั้นการเตรียมสารละลายมาตรฐานของ uric acid และ 
xanthine จึงตองเตรียมแลวใชทันที (freshly prepared) สวนสารละลายมาตรฐานของ 
adenosine และ guanosine สามารถเตรียมและใชภายใน 2 สัปดาห 

3.3 การหาปริมาณพิวรีนและกรดยูริกในผักพ้ืนบาน 
การตรวจสอบปริมาณสารพิวรีนและ uric acid ในตัวอยางผักแตละชนิด จะใชการเทียบ

ปริมาณกับกราฟของสารมาตรฐานที่เตรียมโดยการเติมสารมาตรฐานลงในตัวอยางผักนั้นๆ 

(matrix match calibration) เนื่องจาก matrix effect ของผักแตละชนิดแตกตางกัน โดยตัวอยาง

ผักแตละชนิดท่ีนํามาเตรียมกราฟของสารมาตรฐาน จะใชตัวอยางผักจากรานคา 3 รานเทาๆกัน

นํามารวมกัน การรายงานผลจะรายงานในหนวย ng/g ของตัวอยาง หากปริมาณที่ตรวจพบนอย

กวาระดับ LLOQ จะรายงานวา “พบนอยกวา LLOQ” ผกัท่ีทําการตรวจวิเคราะหในงานวิจัยนี้มีท้ังส้ิน 

16 ชนิด ดังตอไปนี้ 

 



ตัวอยางผัก ชื่อภาษาอังกฤษ ชื่อวิทยาศาสตร 
1. ถั่วฝกยาว Yardlong bean Vigna unguiculate subsp. Sesquipedalis 
2. แตงกวา Cucumber Cucumis sativus Linn. 

3. ผักกาดขาว   Chinese cabbage Brassica pekinensis 
4. ถั่วงอก Bean Sprouts Vigna radiate (L.) 
5. ผักบุงจีน Morning glory Lpomcea aquatic Forsk. Var. reptan 
6. ถั่วพู Winged bean Psophocarpus tetragonolobus 
7. ผักหวานปา        Melientha suavis Melientha suavis Pierre 
8. ผักกะเฉด Water minosa Neptunia oleracea Lour. 
9. ยอดกระถิน White Popinac, Lead Tree Leucaena leucocephala (Lam.)de Wit 
10. ชะอม Acacia pennata Acacia Insuavis Lace 
11. ตําลึง Ivy Gourd Coccinia grandis (L.) Voigt 
12. ใบบัวบก Asiatic Pennywort, Tiger 

Herbal 
Centella asiatica  Urban 

13. ผักปลัง(ขาว) Malabar Nightshade, 
Vinespinach 

Basella alba Linn. 

14. ผักพาย (ผักกาน
จอง)      

Yellow Velvet Leaf, 
Tummy-wood 

Limnocharis flava Buch. 

15. ผักแพว (ผักไผ) Vietnamese Coriander Polygonum odoratum 
16. มะเขือเปราะ Thai Eggplant, Yellow 

berried nightshade  
Solanum xanthocarpum Schrad. & 
Wendl.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
สรุปปริมาณพิวรีนและ uric acid ในหนวย มิลลิกรัมตอน้ําหนักผัก 100 กรัม ไดดังตารางตอไปนี้  

 

ตัวอยางผัก 
ปริมาณพิวรีนและ uric acid (มลิลิกรัมตอ 100 กรัม) 

Uric acid Xanthine Adenosine Guanosine 
ถั่วฝกยาว 0.1-0.2 3.4-4.9 1.1-1.2 0.4-0.6 
แตงกวา ไมพบ ไมพบ 0.1 0.1 

ผักกาดขาว ไมพบ < LLOQ 0.2-0.7 0.1-0.2 
ถั่วงอก ไมพบ < LLOQ 0.8-2.7 0.4-0.9 
ผักบุงจีน 0.2-0.5 ไมพบ 3.3-5.0 0.2 
ถั่วพู < LLOQ 

0.2 1.4-2.9 0.2-0.4 
ผักหวานปา 0.6-1.3 < LLOQ -0.2 1.1-2.6 0.8-1.8 
ผักกะเฉด ไมพบ ไมพบ 

0.4-0.7 1.3-1.5 
ยอดกระถิน 0.2-0.5 < LLOQ -0.1 0.1-0.3 1.6-6.2 

ชะอม ไมพบ 
0.0-0.8 0.1-0.2 1.8-3.5 

ตําลึง ไมพบ ไมพบ-0.1 
0.9-4.7 0.6-1.5 

ใบบัวบก ไมพบ ไมพบ 
1.2-2.1 0.2-0.3 

ผักปลัง(ขาว) 7.8-10.1 ไมพบ-< LLOQ 0.6-1.2 0.2-0.4 
ผักพาย (ผักกานจอง) 7.8-10.1 ไมพบ-0.2 1.2-2.0 0.6-0.7 

ผักแพว (ผักไผ) ไมพบ-< LLOQ < LLOQ 0.1 0.1-0.2 

มะเขือเปราะ 0.0-0.1 ไมพบ < LLOQ 0.4-0.5 
 

ผลจากตารางจะเห็นวาผักท่ีนํามาวิเคราะหท้ังหมดจัดเปนประเภทอาหารที่พิวรีนต่ํา โดยท่ี 

อาหารท่ีมีพิวรีนสูง หมายถึงอาหารท่ีมีปริมาณพิวรีนมากกวาหรือเทากับ 400 มิลลิกรัมตอ 100 

กรัม อาหารท่ีมีพิวรีนปากกลาง หมายถึงอาหารท่ีมีปริมาณพิวรีน 100 - 400 มิลลิกรัมตอ 100 

กรัม) และอาหารท่ีมีพิวรีนต่ํา หมายถึงอาหารท่ีมีปริมาณพิวรีนนอยกวาหรือเทากับ 100 

มิลลิกรัมตอ 100 กรัม 

4 การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
4.1 ไดวิธีวิเคราะหปริมาณสารพิวรีนและกรดยูริกในผักพ้ืนบานท่ีมีความถูกตอง แมนยํา และมีความไวสูง 

4.2 ทราบปริมาณพิวรีนและกรดยูริก ในผักพ้ืนบานท่ีคนไทยนิยมรับประทาน จํานวน 16 ชนดิ ซึ่งเปนขอมูลท่ี

จะนําไปเผยแพร และใชแนะนําใหผูปวยโรคเกาตได 
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บทที่ 1 บทนํา 

ชนิดของอาหารท่ีบริโภคในแตละวันเปนส่ิงสําคัญที่สงผลถึงสุขภาพ โดยเฉพาะอยางยิ่งผูที่อยู

ในสภาวะโรคบางชนิดตองมีการควบคุมการบริโภคอาหารที่อาจสงผลไมดีตอโรคหรืออาการที่เปนอยู 

เชนผูปวยโรคเกาต (Gout) ที่ไมควรบริโภคอาหารที่มีกรดยูริกมากเกินไปเปนตน       โรคเกาตมี

สาเหตุที่สําคัญจากขบวนการเมตาโบลิซึมที่ผิดปกติของสารพิวรีน (purines) ทําใหการสังเคราะห

กรดยูริก (Uric acid) มากสงผลใหมีปริมาณกรดยูริกสูงในรางกายและตกตะกอนตามขอตางๆ ทําให

เกิดอาการขออักเสบ ปวดบวมแดง ผูปวยโรคเกาตนอกจากการรับประทานยาตานการอักเสบและยา

ลดกรดยูริกแลว จําเปนตองควบคุมชนิดของอาหารท่ีบรโิภคประจําวันดวย โดยไมควรรับประทาน

อาหารท่ีมีกรดยูริกสูง เชน เครื่องใน เนื้อสัตวบางชนิดเชน เปด ไก เปนตน  

ผักพื้นบานชนิดตางๆจัดเปนอาหารที่คนไทยนิยม โดยเฉพาะสวนที่เปนยอดออน  ที่มี

รายงานวามีสารพิวรีนมากและมีขอแนะนําใหจํากัดการบริโภคในผูปวยโรคเกาต  อยางไรก็ตาม

ปจจุบันยังไมมีการวิจัยที่ระบุปริมาณของกรดยูริกในผักพื้นบานชนิดตางๆของไทยที่ชัดเจน  ทําให

ผูปวยไมสามารถควบคุมการบริโภคท่ีเหมาะสมได งานวิจัยนี้จึงไดจัดทําขึ้นโดยมีวัตถุประสงคเพื่อ

พัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณกรดยูริกและพิวรีนซึ่งเปนสารต้ังตนของการสังเคราะหกรดยูริก ในผัก

พื้นบานของไทย เพื่อใชเปนขอมูลในการแนะนําผูปวยโรคเกาต 

สารพิวรีนเปนชื่อเรียกโดยรวมของ เบสพิวรีน นิวคลีโอไทด และนิวคลีโอซายด ทั้งนี้พิวรีนจะ

สามารถเปลี่ยนไปเปนกรดยูริกไดโดยใชเอนไซมแซนทีน ออกซิเดส (xanthine oxidase)  สารพิวรีน

มีอยูในพืชผักหลายชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งในสวนที่เติบโตเร็วของพืช เชน สวนยอดและเมล็ด 

ปจจุบันมีรายงานและการทําวิจัยเรื่องการหาปริมาณของกรดยูริก และสารพิวรีนในพืชผักบางชนิด

เชน ผักกวางตุง บรอคโคลี่ เห็ดญี่ปุน เปนตน แตยังไมมีรายงานที่ชัดเจนเกี่ยวกับปริมาณของสารพิว

รีนและกรดยูริกในพืชผักพื้นบานชนิดตางๆของไทย 
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บทที่ 2 ทบทวนวรรณกรรม 

1. โรคเกาซ (Gout disease) 

โรคเกาซเปนโรคท่ีไมติดตอ มีสาเหตุจากการที่กรดยูริกไปตกผลึกในรูปของ monosodium 

urate แลวไปสะสมที่เนื้อเยื่อในขอกระดูก หรือเนื้อเยือ่รอบๆกระดูกทําใหเกิดการอักเสบ ปวด บวม 

แดงของขอ หากมีอาการเรื้อรงัเปนเวลานาน จะทําใหรูปรางกระดูกผิดปกติ 1,2 กรดยูริก (uric acid) 

เปนผลผลิตในขบวนการเมตาโบลิซึมของพวิรีนของเนื้อเยือ่ในรางกาย3 (รูปที่ 1)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 การสรางกรดยูริกจากพิวรีน 
 

 

หากมีความผิดปกติของขบวนการเมตาโบลิซึมของพิวรนี ที่สงผลใหปริมาณของกรดยูรกิ

สูงขึ้น จะทําใหเกิดภาวะ hyperuricemia ถาไมสามารถลดระดับ hyperuricemia ลงไดจะทําใหเกิด

อาการของเกาซชนิดเฉียบพลัน และในระยะเวลาที่นานขึ้นก็จะกลายเปนเกาซชนิดเรือ้รัง1,4  
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ภาวะ hyperuricemia หมายถึงการมีระดับกรดยูริกในรปูของ serum urate มากกวา 0.45 

mmol/L หรือ 7.0 mg/dL ในผูชาย และ 0.36 mmol/L หรอื 6.0 mg/L ในผูหญิง ผูที่มีภาวะ 

hyperuricemia ทุกคนอาจจะไมมีอาการของโรคเกาซ แตภาวะ hyperuricemia เปนปจจัยเส่ียงสําคัญ

ของการเกิดโรคเกาซ ระดับของกรดยูริก และพิวรีนที่เปนสารต้ังตนของการสรางกรดยูรกิในรางกายใน

ผูปวยเกาซ และผูมีภาวะ hyperuricemia จะมีระดับสูงกวาคนปกติอยางมีนัยสําคัญ5  

มีการศึกษาที่พบวาโรคเกาซมีความสัมพันธตอความผิดปกติของระบบอื่นๆในรางกายดวย 

เชนระบบหัวใจและหลอดเลอืด ระบบการทํางานของไต เปนตน และพบวามีผูปวยเกาซจํานวนมากที่

เสียชีวิตจากอาการของหลอดเลือดหัวใจ1  

นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาที่ระบุวาภาวะโภชนาการเชนการบริโภคอาหารที่มีพิวรีนมาก เชน

เนื้อวัว อาหารทะเล การด่ืมแอลกอฮอล หรอืโรคความผิดปกติของเลือดบางอยาง เปนสาเหตุทําใหมี

การสรางกรดยูริกมากขึ้น4,6  

2. วิธีวิเคราะหปริมาณพิวรีนและกรดยูริก 

รายงานการศึกษาเกี่ยวกับการหาปริมาณพิวรีนและกรดยรูิกในตัวอยางชนิดตางๆมีดังตอไปนี้ 

Kaneko และคณะ (2009)7 ทําการหาปริมาณ adenosine, guanosine, hypoxanthine และ 

xanthine ในตัวอยางประเภทเครื่องด่ืมแอลกอฮอล เพื่อเปนขอมูลสําหรับผูปวยเกาซในประเทศญี่ปุน 

วิธีตรวจวิเคราะหที่ใชคือ high-performance liquid chromatography (HPLC) ใชเครื่องตรวจวัดชนิด 

UV ความยาวคลื่น 260 nm ใชคอลัมนชนิด size exclusion ควบคุมอุณภูมิที่ 35C และใช 150 mM 

sodium phosphate buffer, pH 2.5 เปน mobile phase 

Kim และคณะ (2009)8 ทําการตรวจวัดปริมาณ uric acid ในตัวอยาง human umbilical vein 

endothelial cells, plasma และ urine วิธีตรวจวิเคราะหที่ใชคือ LC-MS/MS ชนิด triple-quadrupole 

และ electrospray ionization 

Zhang และคณะ (2012)9 ทําการตรวจวัดปริมาณ hypoxanthine, xanthine และ uric acid 

ในตัวอยาง urine โดยวิธี electrochemical ระบบ 3 ขั้วไฟฟา โดยใช reference electrode คือ 

saturated calomel, counter electrode เปนลวด platinum และ working electrode ที่พัฒนาขึ้นใหม

คือ poly(l-arginine)/grapheme composite film modified electrode 

Wang (2011)10 ทําการตรวจวัดปริมาณ hypoxanthine, xanthine และ uric acid ในตัวอยาง 

urine โดยวิธี electrochemical ระบบ 3 ขั้วไฟฟา โดยใช reference electrode คือ saturated 

calomel, counter electrode เปนแผน platinum และ working electrode ที่พัฒนาขึ้นใหมคือ poly 

(pyrocatechol violet)/functionalized multi-walled carbon nanotubes composite film modified 

electrode 

Revin และ John (2012)11 ทําการตรวจวัดปริมาณ Inosine ที่มี hypoxanthine และ uric acid 

ในตัวอยาง human blood และ urine โดยวิธี electrochemical ระบบ 3 ขัว้ไฟฟา โดยใช reference 



4 
 

electrode คือ Ag/AgCl, counter electrode เปนลวด platinum และ working electrode ที่พัฒนาขึ้น

ใหมคือ 3-amino-5-mercapto-1,2,4-triazole modified glassy carbon electrode 

Wang และ Tong (2010)12 ทําการตรวจวัดปริมาณ xanthine, hypoxanthine และ uric acid 

ในตัวอยาง human serum โดยวิธี electrochemical ระบบ 3 ขั้วไฟฟา โดยใช reference electrode 

คือ saturated calomel, counter electrode เปนแผน platinum และ working electrode ที่พัฒนาขึ้น

ใหมคือ poly(bromocresol purple) modified glassy carbon electrode 

Yang และคณะ (2012)13 ทําการหาปริมาณ adenine, guanine, hypoxanthine, xanthine 

และ uric acid ในเนื้อวัว วิธีตรวจวิเคราะหที่ใชคือ high-performance liquid chromatography 

(HPLC) ใชเครื่องตรวจวัดชนิด UV ความยาวคลื่น 254 nm ใชคอลัมนชนดิ reversed-phase C18 

ควบคุมอุณภูมิที่ 25C และใช potassium phosphate buffer, pH 4.0 เปน mobile phase 

 

3. เทคนิคการวิเคราะหแบบลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตรเมตร ี(LC-MS) 

LC-MS เปนวิธีการโครมาโตกราฟของเหลวที่อาศัยการแยกของสารผสมในคอลัมนทีบ่รรจุ

ดวยวัฏภาคนิ่ง (stationary phase) ที่เปนของแข็งและผานวัฏภาคเคลื่อนที ่ (mobile phase) ที่เปน

ของเหลวเขาไปภายในอยางตอเนื่อง สารตางๆท่ีอยูในสารผสมจะแยกออกจากกนัโดยอาศัยความ

แตกตางในการชอบจับระหวางสารแตละชนิดกับวัฏภาคนิ่ง สารชนิดใดจับกับวัฏภาคนิ่งไดดี นัน่คือ

สารท่ีมีสภาพขั้ว (polarity) คลายกับวัฏภาคนิ่ง จะเคลื่อนที่ผานออกมาจากคอลัมนชากวาสารที่จับ

กับวัฏภาคนิ่งไดนอยหรอืสารที่มีสภาพขั้วตางจากวัฏภาคนิ่ง  สารแตละชนิดท่ีถูกแยกออกมาจะถูก

เปลี่ยนใหกลายเปนไอออนทีบ่ริเวณเชื่อมตอ (Interface) ระหวางเครื่อง LC และเครื่องตรวจวัดมวล 

(Mass spectrometer, mass detector, MS) สารแตละชนิดในรูปไอออนจะถูกวัดคามวลตอประจุ 

(m/z) ภายในเครื่อง MS 

 สําหรับ Mass detector ที่นิยมใชปจจุบันมีหลายชนิดเชน quadrupole mass analyzer, ion-

trap mass analyzer, time-of-flight mass analyzer14 แตที่ใชในการศึกษานี้มี 2 ชนิดคือ quadrupole 

และ ion-trap 

Quadupole 1 ชุดประกอบดวยแทง (rod) 4 แทง มีการใหไฟฟากระแสตรง (DC) และ

กระแสสลับ (RF) เขาไป การวิเคราะหมวลของอิออนที่จําเพาะคาใดคาหนึ่งทําไดโดยการปรับ

กระแสไฟฟาใหเหมาะสม ทําใหเฉพาะอิออนที่มีมวลตอประจุคาใดคาหนึ่งเทานัน้ที่จะผานออกมาถึง 

ion detector ไดสวนอิออนอืน่ๆไมสามารถผานออกมาได 
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Ion trap mass filter ประกอบดวย 3 อิเล็กโทรดคือ ring electrode 1 ชิ้นและ endcap 

electrodes 2 ชิ้น มีการใหศักยไฟฟาเขาไปที่อิเล็กโทรด ทําใหเกิดเปนสนามไฟฟาขึ้นภายใน แบบ 3 

มิติ ในการเลือก mass หรือ molecular weight ที่ตองการทําไดโดยการปรับสนามไฟฟาใหเหมาะสมที่

ทําให ion mass ที่ตองการมีการเคล่ือนที่อยาง stable ภายในโดยไมชนกับ electrodes  หรอืกลาวได

วาเฉพาะ ion ที่ตองการจะถูกจับหรือถูก trap ไวภายใน กอนที่จะถูกปลอยไปที่ ion detector  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4 Ion‐trap mass analyzer 

 

ขอมูลที่ไดจากเครื่อง LC-MS/MS มีหลายประเภทขึ้นกับ mode การวิเคราะหที่เลือกดังนี้ 

  Full scan analysis ขอมูลที่ไดจะเปน Total ion current plot (TIC) ลักษณะกราฟ TIC จะ

คลายกับกราฟหรือ chromatogram ที่ไดจากเครื่อง HPLC-UV โดย chromatogram TIC จะพลอต 

ระหวาง intensity (แกน y) และเวลา (แกน x) โดยทั่วไป full scan analysis มักจะถูกกําหนดใหทํา

การ scan อิออนในชวงมวลตอประจุชวงใดชวงหนึ่งเชน m/z 100-m/z 500 chromatogram ที่

ปรากฏแตละจุดเวลาเปนผลรวมของมวลของทุกอิออนทีอ่อกมาที่เวลาเดียวกัน  จึงมีประโยชนนอย

ในการแยกสารท่ีมมีวลเทากัน หรอือิออนท่ีมีมวลคาใดคาหนึ่งที่สนใจ คามวลของทุกๆสารตอ1ครั้ง

การ scan  

Selected ion monitoring (SIM) กราฟ SIM จะพลอตระหวาง intensity (แกน y) และเวลา 

(แกน x) เชนกันแตจะกําหนดชวงมวลใหแคบลงหรอืเจาะจงเฉพาะมวลของอิออนท่ีตองการวิเคราะห
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เพียง 1 คา ดังนั้นกราฟท่ีไดอาจจะแปรผลไดงายขึ้นแตกรณีทีม่ีอิออนที่มีมวลเทากันและมีคา 

retention time เดียวกันก็ไมสามารถแยกความแตกตางได  

  Selected reaction monitoring (SRM) หรือ multiple reaction monitoring (MRM) เปน 

mode ที่ใชตรวจสอบมวลของอิออนทีแ่ตกออกมา (fragment ion, transition ion ) จากอิออนต้ังตน 

(parent ion) ตัวใดตัวหนึ่ง SRM จะสามารถแยกความแตกตางของสารที่มีมวลหรือ parent ion 

เทากันไดเนื่องจาก fragment ion ที่แตกออกมาจะเปนชิ้นสวนที่จําเพาะของอิออนแตละชนิด  mode 

SRM อาจปรากฏพีคเพียงแคพีคเดียวที่เกิดจากมวลของ fragment ion ที่เลือก จึงมีประโยชนมากใน

การวิเคราะหปริมาณ 
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บทที่ 3 

วัตถุประสงค 

โครงการวิจัยการพัฒนาวิธีวิเคราะหเพื่อหาปริมาณพิวรีนและกรดยูริกในผักพื้นบานไทย มีวัตถุประสงค

การวิจัยดังนี้ 

1. เพื่อพัฒนาวิธีการวิเคราะห LC/MS ที่มีประสิทธิภาพสําหรับการหาปริมาณพิวรีนและกรดยูริกในพืชผกั
พื้นบาน 

2. เพื่อหาปริมาณของพิวรีนและกรดยูริกในพืชผักพื้นบานอยางนอย 15 ชนิด เพื่อใชเปนขอมูลการบรโิภค

สําหรับผูปวยโรคเกาต 
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บทที่ 4 

สารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 

วิธีดําเนินการวิจัยแบงเปน 6 สวนคือ 

4.1 สารเคมีและอุปกรณ 

4.2 การพัฒนาวิธีไฮเพอรฟอรมานลิควิดโครมาโตกราฟเพื่อหาปริมาณพิวรีนและกรดยรูิก 

4.3 การพัฒนาวิธีลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตรเมตรีชนิด ion-trap เพื่อหาปริมาณพิวรีนและกรดยูริก 

4.4 การพัฒนาวิธีลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตรเมตรีชนิด triple-quadrupole เพื่อหาปริมาณพิวรีนและ
กรดยูริก 

4.5 การตรวจสอบเพื่อยืนยันความใชไดของวิธี (method validation) 

4.6 การตรวจวิเคราะหปริมาณพิวรีนและกรดยูริกในตัวอยางผักพื้นบาน 

รายละเอียดของแตละสวนมีดังตอไปนี้ 

4.1 สารเคมี เครื่องมือและอปุกรณ 

4.1.1 สารเคมี 

Name  Grade  Source/Supplier 
Acetonitrile  HPLC  Burdick and Jackson Korea 
Ammonium hydroxide  Analytical  Sigma-Aldrich, USA 
Ammonium acetate  Analytical  Sigma-Aldrich, USA 
Adenosine  Analytical  Sigma-Aldrich, USA 
Caffeine  Analytical  Sigma-Aldrich, USA 
Deionized water Sterile water for injection V&V Bangkok, Co. Ltd., Thailand 
Dextrometrophan HBr Analytical Sigma-Aldrich, USA 
Formic acid Analytical Sigma-Aldrich, Germany 
Guanosine Analytical Sigma-Aldrich, Slovakia 
Hypoxanthine Analytical Sigma-Aldrich, China 
Methanol HPLC Burdick and Jackson Korea 
Uric acid Analytical Sigma-Aldrich, Hungary 
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4.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ 
 

Name Source/Supplier 
Analytical balance Shimadzu, Japan         
High performance liquid chromatography (LC-10AD)         Shimadzu, Japan 

 
HPLC column (Chromolith® C18, 4.6×100 mm)                 Merck, Germany    

 
HPLC column (Symmetry®C18, 4.6×150 mm, 5μm)   Sigma-Aldrich, USA 
(Ascentis® Express C18, 2.1×100 mm, i.d. 2.7 μm) HPLC guard 
column   

Sigma-Aldrich, USA 
 

LCQ Fleet Thermo 
Mass spectrometry (LC-MS 8030) Shimadzu, Japan          
Micropipette Trefflab, Germany 
Nylon membrane filter (47 mm, 0.2 μm) Filtrex, Thailand 
Nylon syringe filter (13 mm, 0.22 μm) National scientific, USA 
Sorvall RC5 plus super speed centrifuge N.Y.R. Co., Ltd., USA 
Ultra high performance liquid chromatography (LC-30AD)     Shimadzu, Japan 
Ultrasonic bath D.S.C. group, Thailand            
Vortex mixer (VTX-3000L) Uzusio, Japan 
  
   
  
4.2 การพัฒนาวิธีไฮเพอรฟอรมานลิควิดโครมาโตกราฟเพื่อหาปริมาณพิวรีนและกรดยรูิก 

เครื่องมือวิธีไฮเพอรฟอรมานลิควิดโครมาโตกราฟ (HPLC) ที่ใชคือ Shimadzu รุน LC-10AD ตอกับ

เครื่องตรวจวัดชนิด UV รุน SPD-10A ทําการพัฒนาวิธีวิเคราะหโดยศึกษาผลของชนิดและความเขมขนของตัว

ทําละลายอินทรียที่เปนสวนประกอบใน mobile phase ศึกษาชนิดของ mobile phase buffer และ pH ที่

เหมาะสม คาความยาวคล่ืนของเครื่องตรวจวัดใชที่ 284nm ตลอดการศึกษา 

4.2.1 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานความเขมขน 100 μg/mL 

 สารละลายมาตรฐานความเขมขน 100 μg/mL ของ adenine, guanosine, xanthine, hypoxanthine 

และ uric acid เตรียมแยกกันโดยการชั่งสารมาตรฐานอยางถูกตอง ละลายดวย 10 mM ammonium hydroxide 

ใหไดความเขมขนที่ตองการ 

4.2.2 การเตรยีม 10 mM ammonium acetate buffer 
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 10 mM ammonium acetate buffer เตรียมโดยการชั่งผง ammonium acetate 770.8 mg ละลายใน 

deionized water 1000 mL ปรับ pH ที่ตองการดวย glacial acetic acid 

4.2.3 การพัฒนาวิธีวิเคราะห 

การพัฒนาวิธีวิเคราะหใช column ชนิด chromolith C18 (4.6 × 100 mm) และ mobile phase ที่ใช

เปนสวนผสมของ 10 mM ammonium acetate buffer โดยศึกษาระหวาง pH 4.5 และ 2.5 และตัวทําละลาย

อินทรียโดยศึกษาระหวาง acetonitrile และ methanol ความเขมขนของตัวทําละลายอินทรียที่ศึกษาคือ 3-40% 

โดยปริมาตร 

4.3 การพัฒนาวิธีลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตรเมตรีชนิด ion-trap เพื่อหาปริมาณพิวรีนและกรดยูริก 

เครื่องมือท่ีใชในการศึกษาคือ ion-trap mass spectrometry รุน Thermo LCQ Fleet ระบบ ionization แบบ 

electrospray ทําการปรับเครื่องมือและพลังงานท่ีใชในการแตกมวลที่เหมาะสมสําหรับสารแตละชนิดท่ีใชใน

การศึกษา เพื่อใหสารแตละชนิดแตกตัวให transition ions ที่เสถียร 

4.3.1 การพัฒนาวิธีวิเคราะห 

การพัฒนาวิธีในเบื้องตนไดใชสภาวะ mobile phase ที่เหมาะสมสําหรับวิธี HPLC-UV ในชวงแรกมา

ปรับใช และปรบัสภาวะของเครื่อง mass analyzer โดยใชสารมาตรฐานแตละชนิดท่ีความเขมขน 1000 μg/mL 

ตรวจสอบสภาวะ ionization ที่เหมาะสมกับสารแตละชนิดคือ positive ionization และ negative ionization 

พลงังานท่ีใชในการแตกมวล (collision induced dissociation, CID) ทําการศึกษาในชวง 20-45 eV เพื่อใหได 

transition ions ที่เสถียรอยางนอย 2 ions สําหรับสารแตละชนิด transition ion ที่ 1 ใชในการหาปริมาณ 

transition ion ที่ 2 ใชในการยืนยันชนิดของสาร คาพารามิเตอรของเครือ่ง mass analyzer มีดังตอไปนี้ 

Spray voltage 5.00 kV 
Capillary temperature 350 C 
Capillary voltage 26.0 V 
Tube lens 70.0 V 

 

ตอมาไดเปลี่ยน mobile phase จาก 10 mM ammonium acetate buffer มาเปน 0.2% formic acid in 

deionized water เพื่อลด background ของ mass analyzer การชะลางสารใชอัตราการไหลของ mobile phase 

0.3 mL/min และระบบ gradient ดังนี้ 
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Time % solvent A (0.2% formic acid in DI water) % solvent B (0.1% formic in methanol) 
0.00 98.0 2.0 
8.00 98.0 2.0 
8.10 10.0 90.0 
13.00 10.0 90.0 
13.10 98.0 2.0 
15.00 98.0 2.0 

 

4.4  การพัฒนาวิธีลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตรเมตรีชนิด triple-quadrupole เพื่อหาปริมาณพิวรีนและ

กรดยูริก 

4.4.1 การเตรยีม 10 mM ammonium hydroxide 

 10 mM ammonium hydroxide เตรียมโดยการเจือจาง 25% ammonium hydroxide จํานวน 14 mL 

ดวย deionized water ปรับปริมาตรใหเปน 100 mL จะได ammonium hydroxide ความเขมขน 1 M เจือจาง

สารละลายนี้อีก 100 เทาดวย deionized water จะได ammonium hydroxide ความเขมขน 10 mM 

4.4.2 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานความเขมขน 100 μg/mL 

สารละลายมาตรฐานความเขมขน 100 μg/mL ของ adenine, guanosine, xanthine และ uric acid 

เตรียมแยกกันโดยการชั่งสารมาตรฐานอยางถูกตอง ละลายดวย 10 mM ammonium hydroxide ใหไดความ

เขมขนที่ตองการ 

4.4.3 สารละลายมาตรฐานผสม 

สารละลายมาตรฐานผสมระหวาง adenosine และ guanosine แตละสารมีความเขมขน 10 μg/mL 

เตรียมโดยการปเปตสารละลายมาตรฐานความเขมขน 100 μg/mL ของ adenine, guanosine อยางละ 5.0 mL 

ใส volumetric flask ขนาด 50 mL เจือจางดวย 10 mM ammonium hydroxide จนครบปริมาตร สวน

สารละลายมาตรฐานผสมระหวาง xanthine และ uric acid แตละสารมีความเขมขน 20 μg/mL เตรียมโดยการป

เปตสารละลายมาตรฐานความเขมขน 100 μg/mL ของ adenine, guanosine อยางละ 10.0 mL ใส volumetric 

flask ขนาด 50 mL เจือจางดวย 10 mM ammonium hydroxide จนครบปริมาตร 

4.4.4 การเตรยีมสารละลายมาตรฐานภายใน ความเขมขน 10 μg/mL 
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สารมาตรฐานภายใน (internal standard) ที่ใชคือ caffeine เตรียมโดยการชั่งสารมาตรฐาน caffeine 

ละลายและเจือจางดวย 10 mM ammonium hydroxide จนไดความเขมขน 10 μg/mL 

4.4.5 การพัฒนาวิธีวิเคราะห 

เครื่องมือ LC-MS/MS ที่ใชในการพัฒนาวิธีวิเคราะหคือ Ultra-high performance liquid 

chromatography (UPLC) รุน LC-30AD Nexera (Shimadzu, Japan) มีอุปกรณประกอบดวย CBM-20A 

controller, LC-30AD binary pump, DGU-20A 5R degasser, SIL 30-AC autosampler และ column oven 

รุน CTO-30A การแยกสารท้ังหมดใช column Ascentis Express C18 (2.1 × 100 mm, 2.7μm) และใช 

guard column Ascentis Express C18-guard column (2.1 × 5 mm, 2.7μm) ต้ังอุณหภูมิของ column ที่ 

40C ตลอดการใชงาน การแยกสารใชระบบ gradient ใช mobile phase 2 ชนิดคือ mobile phase A (0.2% 

formic acid in deionized water) และ mobile phase B (0.1% formic acid in methanol) อัตราการไหลของ 

mobile phase เปน 0.2 mL/min สภาวะของ gradient ที่ใชมีดังตอไปนี้ 

Time (min) % Mobile phase A % Mobile phase B 
0.50 98.0 2.0 
1.50 98.0 2.0 
3.10 10.0 90.0 
4.00 10.0 90.0 
5.50 98.0 2.0 
8.50 98.0 2.0 

 

เครื่องตรวจวัดสารคือ triple quadrupole mass spectrometer รุน LCMS-8030 (Shimadzu, Japan) 

ระบบ ionization แบบ electrospray การปรับเครื่องมอืใชสารละลายของสารมาตรฐานความเขมขน 1000 

μg/mL โดยเตรียมแยกแตละชนิด ใชการวัดแบบ full scan และ multiple reaction monitoring (MRM) ปรับ

พลังงานในการแตกมวลเพื่อใหได transition ions ที่เสถียรอยางนอย 2 ions สําหรับแตละสาร transition ions 

ตัวหนึ่งใชในการหาปริมาณ อีก transition ion หนึ่งใชเพื่อยืนยันชนิดของสาร ระบบของเครือ่งต้ังตามสภาวะ

ตอไปนี้ 

Nebulizing gas N2 flow 3.0 L/min 
Drying gas N2 flow 12.0 L/min 
Temperature  350C 
Heat block temperature 500C 
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การตรวจวัดปริมาณใชคาอัตราสวนของพื้นที่ใตพีคของ transition ion ตอพื้นที่ใตพีคของสาร

มาตรฐานภายใน (peak area ratio) 

4.5 การตรวจสอบเพื่อยืนยันความใชไดของวิธี (method validation) 

การตรวจสอบเพื่อยืนยันความใชไดของวิธี (method validation) จะใชหัวหอมใหญเปนตัวอยาง blank 
เนื่องจากมีรายงานวา หัวหอมใหญมีปริมาณกรดยูริกตํ่า15 เกณฑมาตรฐานหรอื guideline ที่ใชในการศึกษา 
method validation คือเกณฑของ The united States Food and Drug Administration (USFDA)16 ซึ่ง
พารามิเตอรที่แนะนําวาควรตรวจสอบคือ linearity, recovery, accuracy, precision, matrix effect, stability 
และ lower limit of quantitation (LLOQ) 

4.5.1 Accuracy และ precision 

ใชตัวอยางควบคุมคุณภาพ (quality control sample) ที่ 4 ระดับความเขมขน คอื 100-2000 

ng/mL สําหรับ uric acid และ xanthine  และในชวงความเขมขน 10-1000 ng/mL สําหรับ adenosine 

และ guanosine ในการศึกษา accuracy  และ precision การเตรียม quality control sample (QCS) 

ทําดังนี้ 

1. เตรียม stock standard solution ความเขมขน 100 μg/mL โดยการชั่งสารมาตรฐาน uric 

acid, xanthine, adenosine และ guanosine ใหมีน้ําหนักถกูตอง ละลายและปรับปริมาตรดวย ละลาย

และปรับปริมาตรดวย 10 mM ammonium hydroxide ใหไดความเขมขน 100 μg/mL 

2. เจือจาง stock standard solution ความเขมขน 100 μg/mL ใหไดความเขมขนของ uric 

acid และ xanthine เปน 20 μg/mL สวน adenosine และ guanosine  เจือจางเปน 10 μg/mL ดวย 

10 mM ammonium hydroxide 

3. เตรียม caffeine ความเขมขน 10 μg/mL เพื่อใชเปน internal standard โดยการชั่งสาร

มาตรฐาน caffeine ละลายและเจือจางดวย 10 mM ammonium hydroxide ใหไดความเขมขน 10 

μg/mL 

4. ชั่งตัวอยาง blank (หัวหอมใหญ) ประมาณ 20 กรัม นํามาปนใหละเอยีดกับ 10 mM 

ammonium hydroxide 200 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 นาที 

5. ชั่ง ตัวอยาง blank (หัวหอมใหญ) ที่ปนละเอียด ใส centrifuge tube จํานวน 5 หลอด โดย

แตละ หลอดมนี้ําหนักเทากับ 10. 5676 กรมั ( น้ําหนักตัวอยาง  blank 1 กรัม + น้ําหนัก 10 mM 

ammonium hydroxide 10 มิลลิลิตร) 

6. นํา centrifuge tube แตละหลอด มาเติมสารตางๆ ดังตาราง 
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ตารางการเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษา Accuracy และ precision 

Sample Concentrations 
of uric acid 
and xanthine 
(ng/mL) 

Concentrations 
of adenosine 
and guanosine 
(ng/mL) 

mL of uric 
acid + 
xanthine 20 
μg/mL  

mL of 
adenosine + 
guanosine 10 
μg/mL  

mL of 
caffeine, 
10 μg/mL 

mL of 
10 mM 
HN4OH 

QCS 0 0 0 - - 1.00 9.00 
QCS 1 100 10 2.00 2.00 1.00 5.00 
QCS 2 200 50 0.50 0.60 1.00 7.90 
QCS 3 500 300 0.20 0.10 1.00 8.70 
QCS 4 2000 1000 0.10 0.02 1.00 8.88 

 

 

ทําท้ังหมด 3 ซ้ําใน 1 วัน แลวคํานวณคา accuracy ในรูปของ % recovery และ ความแมนยําของการ

วิเคราะห (repeatability) ในรปูของ% RSD ของผลวิเคราะห 

                                       % Recovery = (found conc /nominal conc) x 100 

                                        % RSD = (SD/Average) x 100 

                 เกณฑการยอมรับ :  % Recovery = 85-115% (ที่จุด LLOQ = 80-120%) 

                                           % RSD ≤ 15% (ที่จุด LLOQ ≤ 20%) 

  

4.5.2 Recovery และ matrix effect 

1. การเตรียมตัวอยาง blank 

วิธีเตรียมตัวอยาง blank ทําการหั่นยอยหัวหอมใหญเปนชิ้นเล็กแลวชั่งตัวอยาง 20 กรัม เติม 

10 mM ammonium hydroxide ลงไป 200 mL ปนใหละเอียดดวยเครื่องบดผสมอาหาร นําตัวอยางที่

ปนละเอียดแลวมา centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แยกสวนใส 

(sample filtrate) ออกมา 

2.  เตรียม stock standard solution ความเขมขน 100 μg/mL โดยการชั่งสารมาตรฐาน uric 

acid, xanthine, adenosine และ guanosine ใหมีน้ําหนักถูกตอง ละลายและปรับปริมาตรดวย ละลาย

และปรับปริมาตรดวย 10 mM ammonium hydroxide ใหไดความเขมขน 100 μg/mL เจือจาง stock 

standard solution ความเขมขน 100 μg/mL ใหไดความเขมขนของ uric acid และ xanthine เปน 20 

μg/mL สวน adenosine และ guanosine  เจือจางเปน 10 μg/mL ดวย 10 mM ammonium 

hydroxide 
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3. เตรียมสารละลายของสารมาตรฐานภายใน (internal standard) โดยการชั่งสารมาตรฐาน 

caffeine ละลายและเจือจางดวย 10 mM ammonium hydroxide ใหไดความเขมขน 10 μg/mL 

4. เตรียมสารละลายมาตรฐานรวม ในชวงความเขมขน 10-1000 ng/mL สําหรับ adenosine 

และ guanosine และ 100-2000 ng/mL สําหรับ uric acid และ xanthine  โดยผสมสารตางๆเขา

ดวยกันตามตารางดังนี ้

ตารางการเตรียมสารมาตรฐานรวมเพื่อศึกษา Recovery และ matrix effect 

 

 

ผสมสารละลายทั้งหมดใหเขากันโดยใช vortex mixer 10 วินาที นําไปกรองผาน nylon membrane 

ขนาด 0.2 μm กอนฉีดเขาเครื่อง LC-MS/MS 

5. การเตรียมสารละลายมาตรฐานรวม ในชวงความเขมขน 10-1000 ng/mL สําหรับ 

adenosine และ guanosine และ 100-2000 ng/mL สําหรับ uric acid และ xanthine  และมีตัวอยาง 

blank ผสมอยู โดยผสมสารตางๆเขาดวยกันตามตารางดังนี ้
 

 

 

 

 

 

 

Solution 
number 

mL of uric acid + 
xanthine 20 
μg/mL 

mL of adenosine + 
guanosine 10 
μg/mL  

mL of caffeine 10 
μg/mL 

mL of 10 mM 
NH4OH 

1 - - 1.00 9.00 
2 2.00 2.00 1.00 5.00 
3 1.50 1.50 1.00 6.00 
4 1.00 1.00 1.00 7.00 
5 0.75 0.80 1.00 7.45 
6 0.50 0.60 1.00 7.90 
7 0.40 0.40 1.00 8.20 
8 0.30 0.20 1.00 8.50 
9 0.20 0.10 1.00 8.70 
10 0.10 0.02 1.0 8.88 
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การเตรียมสารมาตรฐานรวมที่มี filtrate ของตัวอยาง blank เพื่อศึกษา Recovery และ matrix effect 

Solution 
number 

mL of uric acid 
+ xanthine 20 
μg/mL 

mL of adenosine 
+ guanosine 10 
μg/mL 

mL of 
caffeine 10 
μg/mL 

mL of 
filtrate 

mL of 10 mM 
NH4OH 

1 - - 1.00 10.00 9.00 
2 2.00 2.00 1.00 10.00 5.00 
3 1.50 1.50 1.00 10.00 6.00 
4 1.00 1.00 1.00 10.00 7.00 
5 0.75 0.80 1.00 10.00 7.45 
6 0.50 0.60 1.00 10.00 7.90 
7 0.40 0.40 1.00 10.00 8.20 
8 0.30 0.20 1.00 10.00 8.50 
9 0.20 0.10 1.00 10.00 8.70 
10 0.10 0.02 1.00 10.00 8.88 

 

6. การเตรียมตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐานรวม ในชวง ความเขมขน 10-1000 ng/mL 

สําหรับ adenosine และ guanosine และ 100-2000 ng/mL สําหรับ uric acid และ xanthine  (ใช

สําหรับการศึกษา recovery ของการเตรียมตัวอยาง) 

ชั่งตัวอยาง blank (หัวหอมใหญ) ประมาณ 20 กรัม นํามาปนใหละเอียดกับ 10 mM 

ammonium hydroxide 200 มิลลิลิตร เปนเวลา 5 นาที จากนั้นชั่ง blank sample (หัวหอมใหญ) ที่ปน

ละเอียด ใส centrifuge tube จํานวน 10 หลอด โดยแตละ หลอดมีน้าํหนักเทากับ 10. 5676 กรัม 

(น้ําหนักตัวอยาง blank 1 กรมั + น้ําหนัก 10 mM ammonium hydroxide 10 มิลลิลิตร) 
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ตารางการเตรียมตัวอยางที่เติมสารมาตรฐานเพื่อศึกษา Recovery ของการเตรียมตัวอยาง 

Solution 
number 

mL of uric acid + 
xanthine 20 
μg/mL 

mL of adenosine + 
guanosine 10 μg/mL 

mL of 
caffeine(internal 
standard) 10 μg/mL 

mL of 10 
mM NH4OH 

1 - - 1.000 9.000 
2 2.000 2.000 1.000 5.000 
3 1.500 1.500 1.000 6.000 
4 1.000 1.000 1.000 7.000 
5 0.750 0.800 1.000 7.450 
6 0.500 0.600 1.000 7.900 
7 0.400 0.400 1.000 8.200 
8 0.300 0.200 1.000 8.500 
9 0.200 0.100 1.000 8.700 
10 0.100 0.020 1.000 8.880 

 

นําสารละลายทั้งหมดไป centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นํา

สวนใสไปกรองผาน nylon membrane ขนาด 0.2  μm กอนฉีดเขาเครื่อง LC-MS 

 

7. การศึกษา recovery ทําโดยการ plot กราฟระหวาง สารมาตรฐานรวม ที่เติม filtrate 

ของตัวอยางblank ลงไป (แกน x)  และ ตัวอยาง blank ที่ปนละเอียด แลวเติมสารมาตรฐานลงไป 

ผสมใหเขากัน นําไป centrifuge ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10  นาที นําสวนใสมากรอง

ผาน membrane ขนาด 0.2 μmกอนนําไปวิเคราะห (แกน y) คํานวณสมการเสนตรงโดยวิธี least 

square regression แลวนําคา slope  มาคํานวณคา recovery % จากสมการ  

 

                                             Recovery (%) = slope*100  

 

8. การศึกษา matrix effect ทําโดย การ plot กราฟระหวาง สารมาตรฐานรวม (แกน x)  

และ สารมาตรฐานรวม ที่เติม filtrate ของตัวอยางblank ลงไป (แกน y)  คํานวณสมการเสนตรงโดย

วิธี least square regression แลวนําคา slope  มาคํานวณ matrix effect (ion suppression หรอื ion 

enhancement) จากสมการ 

 

                                           Matrix effect (%) = (1-slope) x 100 
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                           การแปลผล:  

   คา slope นอยกวา 1 หรือ matrix effect เปนบวก แปลวามี ion suppression   

                        คา slope มากกวา 1 หรอื matrix effect  เปนลบ แปลวามี ion enhancement  

    

4.5.3 Linearity และ lower limit of quantitation (LLOQ) 

เตรียมตัวอยางที่เติมสารละลายมาตรฐานรวม ตามวิธีการในขอ 6 ของการศึกษา recovery และ 

matrix effect นําคา peak area ของแตละสารในตัวอยาง blank (หลอดท่ี 1) ลบออกจาก peak area 

ของสารแตละชนิดในหลอดที่ 2-10 จากนั้นคํานวณคา area ratio ของสารกับ internal standard แลว

นําไป plot กราฟระหวางความเขมขนของสาร (แกน x ) และ area ratio (แกน y) โดย plot แยกกนั

สําหรับสารแตละชนิด 

เกณฑการยอมรับ 

linearity: คา r ≥ 0.99 และคาเบี่ยงเบนของผลวิเคราะหไมเกิน 15 % ตลอดชวง ยกเวนจุด LLOQ 

      คา LLOQ : ความเขมขนตํ่าสุดท่ีมีคาเบี่ยงเบนของผลวิเคราะหไมเกิน 20%   

4.5.4 Stability 

       ในงานวิจัยนี้มีการศึกษาความคงตัวของสารมาตรฐานและสารตัวอยาง ดังตอไปนี้ 

 1. ความคงตัวของสารตัวอยางที่เติมสารมาตรฐานลงไปที่ 3 ระดับความเขมขนคือ ตํ่า กลาง สูง  

โดยเตรียมสารตัวอยางที่เติมสารมาตรฐานลงไป 3ระดับความเขมขน นําไปแชไวในตูแชแข็ง

อุณหภูมิ -20C ทําการศึกษาความคงตัว 3 รอบการละลาย แตละรอบหางกัน 1 สัปดาห 

   2. ความคงตัวของสารมาตรฐานที่อุณหภูมิ -20C 

 3. ความคงตัวของสารมาตรฐานที่อุณหภูมิหอง 
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4.6 การตรวจวิเคราะหปริมาณพิวรีนและกรดยรูิกในตัวอยางผักพื้นบาน 

การตรวจวิเคราะหปริมาณสารพิวรีนและ uric acid ในตัวอยางผักแตละชนิด จะใชการเทียบปริมาณ

กับกราฟของสารมาตรฐานที่เตรียมโดยการเติมสารมาตรฐานลงในตัวอยางผักนั้นๆ (matrix match calibration) 

เนื่องจาก matrix effect ของผักแตละชนิดแตกตางกัน โดยตัวอยางผักแตละชนิดท่ีนํามาเตรียมกราฟของสาร

มาตรฐาน จะใชตัวอยางผักจากรานคา 3 รานเทาๆกันนาํมารวมกัน การรายงานผลจะรายงานในหนวย ng/g 

ของตัวอยาง หากปริมาณที่ตรวจพบนอยกวาระดับ LLOQ จะรายงานวา “พบนอยกวา LLOQ” ผักท่ีทําการตรวจ
วิเคราะหในงานวิจัยนี้มีท้ังส้ิน 16 ชนิด ดังตอไปนี้ 

ตัวอยางผัก ชื่อภาษาอังกฤษ ชื่อวิทยาศาสตร 
1. ถั่วฝกยาว Yardlong bean Vigna unguiculate subsp. Sesquipedalis 
2. แตงกวา Cucumber Cucumis sativus Linn. 

3. ผักกาดขาว   Chinese cabbage Brassica pekinensis 
4. ถั่วงอก Bean Sprouts Vigna radiate (L.) 
5. ผักบุงจีน Morning glory Lpomcea aquatic Forsk. Var. reptan 
6. ถั่วพู Winged bean Psophocarpus tetragonolobus 
7. ผักหวานปา        Melientha suavis Melientha suavis Pierre 
8. ผักกะเฉด Water minosa Neptunia oleracea Lour. 
9. ยอดกระถิน White Popinac, Lead Tree Leucaena leucocephala (Lam.)de Wit 
10. ชะอม Acacia pennata Acacia Insuavis Lace 
11. ตําลึง Ivy Gourd Coccinia grandis (L.) Voigt 
12. ใบบัวบก Asiatic Pennywort, Tiger 

Herbal 
Centella asiatica  Urban 

13. ผักปลัง(ขาว) Malabar Nightshade, 
Vinespinach 

Basella alba Linn. 

14. ผักพาย (ผักกาน
จอง)      

Yellow Velvet Leaf, 
Tummy-wood 

Limnocharis flava Buch. 

15. ผักแพว (ผักไผ) Vietnamese Coriander Polygonum odoratum 
16. มะเขือเปราะ Thai Eggplant, Yellow 

berried nightshade  
Solanum xanthocarpum Schrad. & 
Wendl.  
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บทที่ 5 

ผลการวิจัยและอภิปราย 

5.1 การพัฒนาวิธีไฮเพอร์ฟอรม์านลิควิดโครมาโตกราฟีเพื่อหาปริมาณพิวรนีและกรดยูริก 

การพัฒนาวิธวีิธีไฮเพอร์ฟอร์มานลิควิดโครมาโตกราฟี (High-performance liquid chromatography, 

HPLC) เพื่อวิเคราะห์ปริมาณ พิวรีน (adenosine, guanosine) แซนทีน (xanthine) ไฮโปแซนทีน 

(hypoxanthine) และกรดยูริก (รูปท่ี 1) ใช้คอลัมน ์Chromolith C18 และตรวจวัดสารทุกตัวด้วย UV detector 

ท่ีความยาวคลื่น 284 นาโนเมตร mobile phase ใช้ส่วนผสมของ 10 mM ammonium acetate buffer, pH 

4.50.1 และ acetonitrile โดยปรับอัตราส่วนของ acetonitrile เป็น 5% และ 40% อัตราส่วนโดยปริมาตร ใช้

อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรตอ่นาที ระบบการชะล้างสารเปน็แบบ isocratic  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 โครงสร้างของกรดยูริกและสารพิวรีนท่ีท าการศึกษา 
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จากการใช้ระบบ mobile phase ดังกล่าว พบว่าสารทุกตัวมีค่า retention time ไม่แตกต่างกันมากใน

แต่ละอัตราสว่นของ acetonitrile (รูปท่ี 2A-2J) แสดงว่า pH ของ mobile phase อาจจะไม่เหมาะสมและสารทุก

ตัวถูกจับไม่ดีภายในคอลัมน์ ต่อมาท าการเปลี่ยน pH ของ mobile phase ต่ าลงเป็น pH 2.50.1 และใช้ความ

เข้มข้นของ acetonitrile เป็น 5% อัตราส่วนโดยปริมาตร ระบบการชะล้างสารเป็นแบบ isocratic พบว่าสารแต่

ละตัวถูกจับไว้ภายในคอลัมนด์ีขึ้นและเริ่มมีค่า retention time แตกต่างกัน (รูปท่ี 3A-3F) แต่เมื่อน ารูปโครมาโต

แกรมท้ังหมดมาซ้อนทับกันยังพบว่าการแยกของแต่ละสารยังไม่สามารถแยกจากกันได้ดีนัก (รูปท่ี 3F) จึงท า

การเปลี่ยนชนดิของตัวท าละลายอินทรีย์ใน mobile phase จาก acetonitrile เป็น methanol โดยใช้ความ

เข้มข้น 5% อัตราส่วนโดยปรมิาตรเท่าเดิมพบวา่ retention time ของสารแต่ละชนดินานขึ้นและรูปโครมาโตแก

รมที่ซ้อนทับมีการแยกท่ีดีขึ้น แต่ กรดยูริก และ ไฮโปแซนทีน ยังแยกกันไม่ดี (รูปท่ี 4) จึงลดอัตราส่วนของ 

methanol เป็น 3% อัตราส่วนโดยปริมาตรพบวา่การแยกของแต่ละสารดีขึ้น (รปูที่ 5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2A) Uric acid 

 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium  

                      acetate buffer pH, 4.5 : 

                      acetonitrile 95:5 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 
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(2B) Uric acid HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium acetate 

                     buffer pH, 4.5 : acetonitrile 

                     60:40 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

(2C) Adenosine 

 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium  

                     acetate buffer pH, 4.5 :  

                     acetonitrile 95:5 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 
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(2D) Adenosine 

 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium acetate 

                     buffer pH, 4.5 : acetonitrile 

                     60:40 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

(2E) Guanosine 

 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium 

                     acetate buffer pH, 4.5 :  

                     acetonitrile 95:5 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 
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(2F) Guanosine 

 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium 

                     acetate buffer pH, 4.5 : 

                     acetonitrile 60:40 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

(2G) Xanthine 

 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium 

                     acetate buffer pH, 4.5 : 

                     acetonitrile 95:5 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 
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(2H) Xanthine 

 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium 

                     acetate buffer pH, 4.5 : 

                     acetonitrile 60:40 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium 

                     acetate buffer pH, 4.5 : 

                     acetonitrile 95:5 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

(2I) Hypoxanthine 
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รูปที่ 2  (A-J) Chromatograms ของกรดยูริกและสารพิวรีนใน mobile phase 10 mM ammonium acetate, pH  4.5 

และ acetonitrile, 95:5 และ 60:40 อัตราส่วนโดยปรมิาตร  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HPLC condition 

LC system: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase : 10 mM ammonium 

                     acetate buffer pH, 4.5 : 

                     acetonitrile 60:40 (%v/v)  

Injection volume: 20uL 

(2J) Hypoxanthine 

 

3A: Chromatogram of uric acid 

HPLC Conditions 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : acetonitrile; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 uric acid 
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3B: Chromatogram of adenosine 

HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : acetonitrile; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 adenosine 

 

3C: Chromatogram of guanosine 

HPLC Conditions   

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : acetonitrile; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 guanosine 
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3D: Chromatogram of xanthine 
HPLC Conditions   

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : acetonitrile; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 xanthine 

3E: Chromatogram of hypoxanthine 

HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : acetonitrile; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 hypoxanthine 
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       รูปที่ 3 (A-F) Chromatograms ของกรดยูริกและสารพวิรีนใน mobile phase ammonium  

                 acetate pH 2.5 และ acetonitrile, 95:5 อัตราส่วนโดยปริมาตร   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3F: Overlay chromatograms of uric acid and purine compounds 
HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : acetonitrile; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 
Adenosine 

Guanosine 

Xanthine 

Hypoxanthine 

Uric acid 

4A: Chromatogram of uric acid 
HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 uric acid 
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HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

4B: Chromatogram of adenosine 

 adenosine 

4C: Chromatogram of guanosine 

HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 guanosine 
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4D: Chromatogram of xanthine 
HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 xanthine 

HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

4E: Chromatogram of Hypoxanthine 

 hypoxanthine 
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รูปที่ 4 (A-F) Chromatograms ของกรดยูริกและสารพิวรีนใน mobile phase ammonium acetate pH 

          2.5 และ methanol, 95:5 อัตราส่วนโดยปริมาตร  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adenosine 

Guanosine 

Xanthine 

Hypoxanthine 

4F: Overlay chromatograms of uric acid and purine compounds 

Uric acid 

HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       95:5 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

min 

5A: Chromatogram of uric acid 

HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       97:3 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 uric acid 
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5B: Chromatogram of adenosine 

HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       97:3 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 adenosine 

5C: Chromatogram of guanosine 

HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 
 guanosine 
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5D: Chromatogram of xanthine 
HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       97:3 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 xanthine 

5E: Chromatogram of hypoxanthine 
HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       97:3 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

 hypoxanthine 
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รูปที่ 5 (A-F) Chromatograms ของกรดยูริกและสารพิวรีนใน mobile phase ammonium acetate pH  

         2.5 และ methanol, 97:3 อัตราส่วนโดยปริมาตร  

 

5.2 การพัฒนาวิธีลิควดิโครมาโตกราฟีแมสสเปคโตรเมตรีชนิด ion-trap เพื่อหาปริมาณพวิรีนและกรดยูริก 

5.2.1 การหา fragmentation ions 

การพัฒนาวิธวีิเคราะห์เพื่อหาปริมาณพิวรนีและกรดยูริกในผักพื้นบ้านมีสารท้ังหมด  5 ชนิดท่ี

ท าการศึกษา คือ uric acid, xanthine, hypoxanthine, adenosine, guanosine โดยใช ้dextromethorphan 

เป็น internal standard การพัฒนาวิธีวิเคราะห์โดยใช้ LC-MS/MS ion-trap พบว่าไม่สามารถหาสภาวะการ

ทดลองท่ีเหมาะสมท่ีจะวัดปรมิาณ hypoxanthine ได้ เนื่องจาก hypoxanthine เป็นโมเลกุลขนาดเล็กมีมวล

โมเลกุล 135 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ช่วงแรกได้เตรียมสารละลายมาตรฐาน hypoxanthine ความเข้มข้น 100 

µg/mL น าไปทดลองเพื่อหา fragmentation ion พบว่าม ีfragmentation ion (transition ion) m/z = 92 แต่เมื่อ

ท าการทดลองในช่วงต่อไปโดยการเตรียมสารมาตรฐานในชว่งความเข้มข้น 0.1-50 µg/mL เพื่อเตรียมกราฟ

สารมาตรฐาน (standard curve) พบว่า hypoxanthine ให้สัญญาณ peak area ต่ ามากและให้สัญญาณไม่

สม่ าเสมอในการฉีดแตล่ะครั้งหรือบางครั้งไม่พบสัญญาณ แม้กระท่ังท่ีระดับความเข้มข้นสงูสุดท่ีท าการศึกษาคือ 

50 µg/mL สาเหตุดังกล่าวอาจเนื่องมาจาก  ระบบของเครื่องตรวจวัดท่ีใช้เป็น mass analyzer ชนิด ion-trap 

5F: Overlay chromatograms of uric acid and purine compounds 
HPLC Condition 

LC System: Shimadzu model LC-10AD 

Column: Chromolith C18, 4.6 x 100 mm 

Flow rate: 0.50 mL/min 

Mobile phase:    10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 : methanol; 

                       97:3 (v/v)  

Injection volume: 20uL 

UV detector: 284 nm 

Adenosine 

Guanosine 
Xanthine Hypoxanthine 

Uric acid 

min 
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ซึ่งสารทุกชนิดท่ีออกมาจากคอลัมน์หรือระบบลิควิดโครมาโตกราฟี จะเข้าไปสู่ ions chamber ท้ังหมด แล้วจึง

เกิด fragmentation และตรวจวัด fragmentation ions ท่ีมีน้ าหนัก (m/z) ตามท่ีเลือกไว้ hypoxanthine parent 

ion (m/z 135) และ transition ion (m/z 92) มีมวลค่อนข้างน้อยเมื่ออยู่รวมกันกับสารอื่นๆ ภายใน ions 

chamber อาจเกิดการชนกับ ions ท่ีเป็น adduct อื่นๆ ท าให้ตรวจพบ ions m/z 135 และ 92 ได้น้อยและ

ปริมาณท่ีตรวจพบไม่สม่ าเสมอ ซึ่งปัญหาดังกล่าวพบกับสารอื่นๆที่เหลือคือ uric acid, xanthine, adenosine, 

guanosine และ dextromethorphan ด้วยแต่ไม่มากเท่ากรณีของ hypoxanthine ซึ่งมีมวลโมเลกุลน้อยท่ีสุดใน

กลุ่มสารท่ีท าการศึกษา   จึงตัด hypoxanthine ออกจากการศึกษาครั้งนี้ก่อน โดยสรุปจึงมสีารที่จะพัฒนาวิธี

วิเคราะห์ได้โดยวธิี LC-MS ท้ังหมด 4 ชนิด คือ uric acid, xanthine, adenosine และ guanosine  

ในการวิเคราะห์ปริมาณจะใช้อตัราส่วนระหว่างพื้นท่ีใต้ peak ของ parent ion ของสารต่อพื้นท่ีใต้ 

peak ของ parent ion ของ internal standard (peak area ratio) และใช้ fragmentation ions 1 ชนิด 

(transition ion) เพื่อยืนยันชนดิของสาร จากการทดลองหา fragmentation ions โดยใชส้ารมาตรฐานแต่ละชนิด

ในความเข้มข้น 10 µg/mL พบ fragmentation ions หรือ transition ions ของสารแต่ละชนิดดังแสดงในตารางท่ี 

1 

ตารางท่ี 1. แสดง parent ions และ transition ions ของพิวรีนและกรดยูริกท่ีใช้ในการศึกษา 

สาร Parent ions  (m/z) Transition ions (m/z) 
Uric acid 167 124 
Xanthine 151 108 

Adenosine 268 136 
Guanosine 284 152 
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การแตกมวล (fragmentation) ของสารแต่ละชนิดเพื่อให้ได้ transition ions ในตาราง เปน็ดังรูปท่ี 6-9 

Uric acid: 167>>124 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 6. Fragmentation ของ uric acid ได้ transition ion, m/z 124 

Xanthine: 151>>108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7. Fragmentation ของ xanthine ได้ transition ion, m/z 108 

m/z = 124 [M-H+]- 

 

m/z = 167 [M-H+]- 

 

m/z = 151 [M-H+]- 

 

m/z = 108 [M-H+]- 
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Adenosine: 268>>136 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 8. Fragmentation ของ adenosine ได้ transition ion, m/z 136 

 

Guanosine: 284>>152 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 9. Fragmentation ของ guanosine ได้ transition ion, m/z 152 

 

m/z = 268 [M+H+]+ 

 

m/z = 136 [M+H+]+ 

 

m/z = 284 [M+H+]+ 

 

m/z = 152 [M+2H+]+ 
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จากการทดลองพบว่า uric acid และ xanthine ให้สัญญาณใน negative mode ได้ดี แต่ให้สัญญาณน้อยหรือไม่

สามารถตรวจวัดได้เลยเมื่อใช ้ positive mode ในขณะที่ adenosine guanosine และ dextromethorphan ให้

สัญญาณดีใน positive mode ดังนั้นระบบการวิเคราะห์และตรวจวัดจึงใช้ท้ัง positive mode และ negative 

mode โดยท่ีตั้งแต่เวลาเริ่มต้นจนถึง 7 นาทีตั้งระบบการตรวจวดัเป็น negative mode ซึ่ง uric acid และ 

xanthine จะออกมาในช่วงเวลาดังกล่าว หลังจากนั้นจะ switch ไปตรวจวัดใน positive mode เพื่อตรวจวัด 

adenosine guanosine และ Dextromethrophan ท่ีออกมาในช่วง 7-13 นาท ี

การใช้งานในระบบ negative และ positive mode พบว่าท้ังสอง modes มีความไว (sensitivity) 

ต่างกันคือ positive mode มีความไวดีกว่าประมาณ 10-100 เท่า    ในการวิเคราะห์ด้วยระบบ LC-MS ท่ี

อธิบายในบทท่ี 4 สารต่างๆจะถูกแยกออกมาในช่วงเวลา 5-12.5 นาที ค่า retention time, transition ions และ 

พลังงานท่ีใช้ในการแตกของสารแต่ละชนิดแสดงดังตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2. สรุปผลค่า retention time, transition ions, พลังงานท่ีใช้ในการแตกของสารแต่ละชนิด 

(collision induced dissociation,cid) 

สาร Retention time (min) Transition cid (eV) 
Uric acid 5.07 167>>124 33 
Xanthine 6.39 151>>108 30 
Adenosine 7.89 268>>136 28 
Guanosine 10.78 284>>152 22 
Dextromethorphan 12.37 272>>215 40 

 

จากการศึกษา method validation เบื้องต้นของวิธี LC-MS/MS ion-trap ผลการศึกษาพบว่า

ค่าพารามิเตอร์บางอย่างเช่นความแม่น (precision) ไม่อยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ แม้ว่าจะท าซ้ าหลายครั้ง  

5.3 การพัฒนาวิธีลิควิดโครมาโตกราฟีแมสสเปคโตรเมตรีชนิด triple-quadrupole เพื่อหาปริมาณพิวรีนและ
กรดยูริก 

การวิเคราะห์สารพวิรีนและ uric acid โดยใช้ระบบ LC-MS/MS triple quadrupole ท่ีแสดงในบทท่ี 4

พบว่าให้ผลการศึกษาท่ีดีขึ้น สามารถตรวจสอบ transition ions ของสารแต่ละชนิดรวมทั้งสารมาตรฐานภายใน 

(internal standard: caffeine) ได้โดยมีตัวอย่างโครมาโตแกรมดังแสดงในรูปท่ี 10 และพลงังานท่ีใช้ในการแตก

มวลและ transition ions ของสารที่ศึกษาแสดงดังตารางท่ี 3 
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รูปท่ี 10. โครมาโตแกรม transition ions ของพิวรีน uric acid และ caffeine (internal standard) 

 

Uric acid 166.90>124.00 

Xanthine 151.00>107.90 

Uric acid 166.90>69.00 

Xanthine 151.00>79.90 

Caffeine 195.10>138.05 

Guanosine 284.00>152.10 

Caffeine 195.10>110.05 

Guanosine 284.00>135.00 

Adenosine 267.95>118.98 

Adenosine 267.95>135.95 
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ตารางท่ี 3. พลังงานท่ีใช้ในการแตกมวลและ transition ions ของสารที่ศึกษา 

Substances Precursor ions Transition ions 
Collision energy  CE    

(V) 
Uric acid 166.90 124.00 19.2 

  69.00 19.0 
Xanthine 151.00 107.90 9.0 

  79.90 25.5 
Adenosine 267.95 135.95 -14.7 

  118.98 -43.1 
Guanosine 284.00 152.10 -12.1 

  135.00 -32.1 
Caffeine 195.10 138.05 -18.2 

  110.05 -22.1 
  

5.4 การตรวจสอบเพื่อยืนยันความใช้ได้ของวิธี (method validation) 

ผลการศึกษา method validation มีดังต่อไปนี้ 

5.4.1 Specificity 

 ระบบการวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึน้มีความจ าเพาะกับสารแต่ละชนิดท่ีต้องการ จะเห็นได้จากผล

โครมาโตแกรมที่แสดง พบวา่สารแต่ละชนิดมีค่า retention time ต่างกัน และแต่ละ retention time จะ

ตรวจวดัเฉพาะสารท่ีต้องการเท่านั้นไม่มีสารอื่นเจือปน ยืนยันได้จากการตรวจวัด fragmentation ion 

ของสารแต่ละชนดิได้ที่เวลาเดยีวกันกับ parent ion 

5.4.2 Linearity 

การศึกษา linearity ท าโดยการน าสารมาตรฐานมาเติมลงในตัวอย่าง blank ท่ีปั่นละเอียดแล้ว

ผสมให้เข้ากัน โดยมีความเขม้ข้นของสารมาตรฐาน 10-1000 ng/mL ส าหรับ adenosine และ 

guanosine และ 100-2000 ng/mL ส าหรับ uric acid และ xanthine  ผ่านขั้นตอนตามวิธีการเตรียม

ตัวอย่างจริง plot กราฟระหวา่งค่า peak area ratio (แกน Y) กับความเข้มข้น (แกน X) ค านวณค่า

สมการแสดงความสัมพันธ์โดยวิธี least square regression ได้ผลดังต่อไปนี้ 
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รูปท่ี 11. Linearity ของ uric acid 

 

2. Xanthine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12. Linearity ของ Xanthine 
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y = 0.8471x + 37.18 
r = 0.9974 
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3. Adenosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 13. Linearity ของ Adenosine 

 

4. Guanosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 14. Linearity ของ Guanosine 
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Peak area ratio of standard 

Matrix effect graph: Xanthine 

                 ตารางท่ี 4. สรุปผล Linearity แสดงสมการและค่า r ของกราฟ linearity ของสารแต่ละชนิด 

 

 

 

 

 ผลการศึกษา linearity ของวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นโดยการประเมินจากค่า correlation coefficient (r) 

พบว่าค่า r มีค่าประมาณ 0.99 หรือมากกว่า แสดงว่าคา่การวัดของวิธีมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้นอยู้ใน

เกณฑ์ท่ียอมรับได้ส าหรับสารท้ัง 4 ชนิดคือ uric acid, xanthine adenosine และ guanosine  

5.4.3 Recovery และ matrix effect                                                                   

   การศึกษาผลของ matrix (matrix effect)  

 ศึกษาโดยการเปรียบเทียบ peak area ratios ของสารมาตรฐานที่เติมลงใน สารสกดั 

blank (แกน Y) กับ peak area ratios ของสารมาตรฐานใน 10 mM ammonium hydroxide (แกน 

X)  น าค่า slope ของสมการแสดงความสัมพันธ์มาค านวณค่า matrix effect ผลการศึกษาเป็น

ดังตอ่ไปนี้ 

1. Xanthine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 15. ผลการศึกษา matrix effect ของ xanthine  

Substance Equations r 
Uric acid Y = 0.0031x + 0.3348 0.9878 
Xanthine Y = 0.0032x - 0.1038  0.9974 
Adenosine Y = 0.8471x+ 37.18 0.9974 
Guanosine Y = 0.302x + 1.4408 0.9991 
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Matrix effect graph: Uric acid 

y = 1.5825x + 27.266 
r = 0.9981 
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Matrix effect graph: Adenosine 

 

2. Uric acid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 16. ผลการศึกษา matrix effect ของ uric acid  

 

3. Adenosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 17. ผลการศึกษา matrix effect ของ adenosine  
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y = 1.5646x + 5.4401 
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Matrix effect graph: Guanosine 

4. Guanosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 18. ผลการศึกษา matrix effect ของ guanosine  

 

ตารางท่ี 5. สรุปผล matrix effect 

Substance Equation Matrix Effect Percent matrix effect 
Uric acid Y = 1.3821X - 0.1471 Ion Enhancement 38.2 
Xanthine Y = 1.0832X - 0.0683 Ion Enhancement 8.3 
Adenosine Y = 1.5825X + 27.266 Ion Enhancement 58.2 
Guanosine Y = 1.5646X + 5.4401 Ion Enhancement 56.5 

 

จากการศึกษาพบว่าม ีmatrix effect ของวิธีวิเคราะห์ส าหรบัสารทั้ง 4 ชนิดในลักษณะท่ีจะท า

ให้สัญญาณการตรวจวดัสูงขึ้น (ion enhancement) ในการน าวธิีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นนี้ไปใช้ในการ

ตรวจปริมาณ สารทั้ง 4 ชนิดในผักชนิดต่างๆ จึงต้องท าการ compensate matrix effect โดยเตรียม 

calibration curve ใน matrix ของผักชนิดนั้นๆ (matrix matched calibration standard)  

5.4.4 การศึกษา recovery ของการเตรียมตัวอย่าง 

ศึกษาโดยการเปรียบเทียบ peak area ratios ของสารมาตรฐานที่เติมลงใน สารสกัด blank 

(แกน X) กับ peak area ratios ของสารมาตรฐานที่เติมลงในตัวอย่าง blank ท่ีปั่นละเอียดแล้วผสมให้

เข้ากัน ผ่านขั้นตอนตามวิธีการเตรียมตัวอย่างจริง ก่อนน าไปฉีด (แกน Y)  น าค่า slope ของสมการ

แสดงความสัมพันธ์มาค านวณค่า recovery ของการเตรียมตัวอย่าง ผลการศึกษามีดังต่อไปนี ้
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Peak area ratio of standard spiked sample matrix 

Recovery graph: Uric acid 

y = 1.1561x + 0.0457 
 r = 0.9963 
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Peak area ratio of standard spiked sample matrix 

Recovery graph: Xanthine 

ผลการศึกษา recovery (extraction recovery) 

1. Uric acid 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      รูปท่ี 19. ผลการศึกษา extraction recovery ของ uric acid  

 

2. Xanthine 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      รูปท่ี 20. ผลการศึกษา extraction recovery ของ xanthine  
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Recovery graph: Adenosine 
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Peak area ratio of standard spiked sample matrix 

Recovery graph: Guanosine 

3. Adenosine 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 21. ผลการศึกษา extraction recovery ของ adenosine  

 

4. Guanosine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 22. ผลการศึกษา extraction recovery ของ guanosine  
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ตารางท่ี 6. สรุปผล recovery (extraction recovery) ของการเตรียมตัวอย่าง 

Substance Equation Recovery (%) 
Uric acid Y = 0.8828X + 0.0004 88.3 
Xanthine Y = 1.1561X + 5E-05 115.6 

Adenosine Y = 0.8968X - 0.0358 89.7 
Guanosine Y = 0.8769X - 0.0055 87.7 
  

 ผลการศึกษา recovery ของการสกัดสารในวธิีการเตรียมตัวอย่าง พบว่าสารทั้ง 4 ชนิดสามารถถูก

สกัดออกมาได้ในปริมาณสูง ในช่วง 87.7-115.6% แสดงว่าตวัท าละลายและวธิีการเตรียมตัวอย่างท่ีใช้มี

ประสิทธภิาพดใีนการสกัดสารท้ัง 4 ชนิด 

 5.4.5 Accuracy และ precision  

  ผลการศึกษา accuracy และ precision โดยใช้ตัวอย่างควบคุมคุณภาพ (quality control 

sample) ท่ี 4 ระดบัความเข้มข้น คือ 100-2000 ng/mL ส าหรับ uric acid และ xanthine  และในช่วง

ความเข้มข้น 10-1000 ng/mL ส าหรับ adenosine และ guanosine ในการศึกษา accuracy  และ 

precision ได้ผลดังต่อไปนี้ 

 ผลการศึกษา Accuracy และ precision (repeatability) 

           ตารางท่ี 7. แสดงผลการศึกษา accuracy และ precision ของ uric acid 

Uric acid 

Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery #1 % Recovery #2 % Recovery #3 Average 

(n=3) 

% RSD 

(n=3) 

100 103.6 84.6 83.4 90.5 12.5 

200 99.8 95.8 89.5 95.1 5.4 

500 100.7 97.5 102.7 100.3 2.6 

2000 107.0 98.9 106.6 104.2 4.4 
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        ตารางท่ี 8. แสดงผลการศึกษา accuracy และ precision ของ xanthine 

Xanthine 

Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery #1 % Recovery #2 % Recovery #3 Average 

(n=3) 

% RSD 

(n=3) 

100 106.1 101.7 102.3 103.4 2.3 

200 109.0 100.9 102.6 104.2 4.1 

500 107.3 112.0 109.3 109.5 2.1 

2000 101.6 111.0 105.9 106.2 4.4 

 

 

ตารางท่ี 9. แสดงผลการศึกษา accuracy และ precision ของ adenosine 

Adenosine 

Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery #1 % Recovery #2 % Recovery #3 Average 

(n=3) 

% RSD 

(n=3) 

10 116.2 113.1 81.0 103.4 18.9 

50 106.1 89.4 92.3 95.9 9.3 

300 100.5 104.7 104.6 103.3 2.3 

1000 91.9 99.5 100.5 97.3 4.8 
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ตารางท่ี  10. แสดงผลการศึกษา accuracy และ precision ของ guanosine 

Guanosine 

Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery #1 % Recovery #2 % Recovery #3 Average 

(n=3) 

% RSD 

(n=3) 

10 108.2 83.1 114.7 102.0 16.4 

50 94.4 93.5 96.6 94.8 1.7 

300 93.5 104.8 97.4 98.6 5.9 

1000 85.5 112.5 99.0 99.0 13.6 

 

ผลการศึกษา Intermediate precision 

         ตารางท่ี 11. แสดงผลการศึกษา Intermediate precision ของ uric acid 

Uric acid 

Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery 

day 1 

% Recovery 

day 2 

% Recovery 

day 3 

Average 

(n=3) 

% RSD 

(n=3) 

100 97.1 99.3 103.6 100.0 3.3 

200 104.6 99.9 99.8 101.4 2.7 

500 101.9 97.4 100.7 100.0 2.3 

2000 99.6 98.0 107.0 101.5 4.7 
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        ตารางท่ี 12. แสดงผลการศึกษา Intermediate precision ของ xanthine 

Xanthine 

Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery 

day 1 

% Recovery 

day 2 

% Recovery 

day 3 

Average 

(n=3) 

% RSD 

(n=3) 

100 83.5 82.7 102.3 89.5 12.4 

200 90.5 88.7 102.6 93.9 8.1 

500 107.8 101.5 109.3 106.2 3.9 

2000 95.0 97.8 105.9 99.6 5.7 

 

ตารางท่ี 13. แสดงผลการศึกษา Intermediate precision ของ adenosine 

Adenosine 

Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery 

day 1 

% Recovery 

day 2 

% Recovery 

day 3 

Average 

(n=3) 

% RSD 

(n=3) 

10 98.2 91.7 113.1 101.0 10.8 

50 103.9 109.9 89.4 101.1 10.4 

300 100.7 113.9 104.7 107.1 7.3 

1000 93.4 91.9 99.5 94.9 4.3 
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ตารางท่ี 14. แสดงผลการศึกษา Intermediate precision ของ guanosine 

Guanosine 

Nominal conc. 

(ng/mL) 

% Recovery 

day 1 

% Recovery 

day 2 

% Recovery 

day 3 

Average 

(n=3) 

% RSD 

(n=3) 

10 95.2 86.3 83.1 88.2 7.1 

50 105.9 101.8 93.5 100.4 6.3 

300 102.3 103.6 104.8 103.6 1.2 

1000 103.1 103.4 112.5 106.3 5.0 

 

สรุปผลการศึกษา method validation 

จากผลการศึกษา method validation ของวิธี LC-MS/MS ท่ีพัฒนาขึ้นเพื่อใช้ในการปริมาณของ

สารพิวรีนและ uric acid ในตัวอย่างผักพบว่าค่าพารามิเตอร์ต่างๆอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ และค่าความ

เข้มข้นต่ าสุดที่สามารถวัดปรมิาณได้ (LLOQ) คือ 100 ng/mL ส าหรับ uric acid และ xanthine และ 10 

ng/mL ส าหรับ adenosine และ guanosine ซึ่งความเข้มข้นดังกล่าวเป็นจุดที่มีค่าความถูกต้องและความ

แม่นย าอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ คือค่าความถูกต้องรายงานในรูปของ % Recovery อยู่ในช่วง 80-120% 

และ ความแม่นย ารายงานในรูปของ %RSD ของผลวิเคราะห์ท่ีท าซ้ าใน 1 วัน (Repeatability) และผล

วิเคราะห์ท่ีท าซ้ าต่างวัน (Intermediate precision) อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้คือ ไม่เกิน 20% 

5.4.6 การศึกษาความคงตัว (stability) 

จากการศึกษาความคงตัวพบว่า adenosine  และ guanosine มีความคงตัวดีกว่า uric acid และ 

xanthine โดยท่ี adenosine และ guanosine คงตัวที่อุณหภูมิห้องอย่างน้อย 72 ชั่วโมง  ส่วนความคงตัว

ของสารละลายมาตรฐานทั้ง 2 ชนิดรวมท้ัง ความคงตัวของสารท้ังสองใน matrix ของตัวอย่าง ท่ี -20C 

พบว่าความเข้มข้นค่อนข้างคงท่ีเป็นเวลาอย่างน้อย 2 สัปดาห์ ในขณะ uric acid และ xanthine ไม่ค่อยคง

ตัวโดยพบว่า ความเข้มข้นลดลงมากกว่า 10% ภายใน 24 ชั่วโมงเมื่อตั้งท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง นอกจากนั้น

ยังพบว่าสารทั้งสองท้ังในรูปของสารละลายมาตรฐานและในสารละลายของ matrix ของตัวอย่าง มีการ

สลายตัวมากกว่า 10% ท่ีอุณหภูมิ -20C  ดังนั้นการเตรียมสารละลายมาตรฐานของ uric acid และ 

xanthine จึงต้องเตรียมแล้วใช้ทันที (freshly prepared) ส่วนสารละลายมาตรฐานของ adenosine และ 

guanosine สามารถเตรียมและใช้ภายใน 2 สปัดาห์ กราฟผลการศึกษาความคงตัวแสดงในรูปที่ 22-24 
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รูปท่ี 22. ผลการศึกษาความคงตัวของสารมาตรฐานที่อุณหภมิ -20C 
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รูปท่ี 23. ผลการศึกษาความคงตัวของตัวอย่างท่ีเติมสารมาตรฐานที่อุณหภูมิ -20C ท าแช่แข็งและ

ละลาย 3 รอบ 
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รูปท่ี 24. ผลการศึกษาความคงตัวของสารมาตรฐานที่อุณหภูมิห้อง 
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5.5 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณพิวรีนและกรดยูริกในตัวอยา่งผักพื้นบ้าน 

สรุปปริมาณพิวรีนและ uric acid ในหน่วย มิลลิกรัมต่อน้ าหนักผกั 100 กรมั ได้ดังตารางต่อไปนี ้ 

ตัวอย่างผัก 
ปริมาณพิวรีนและ uric acid (มิลลิกรัมต่อ 100 กรมั) 

Uric acid Xanthine Adenosine Guanosine 
ถั่วฝักยาว 0.1-0.2 3.4-4.9 1.1-1.2 0.4-0.6 
แตงกวา ไม่พบ ไม่พบ 0.1 0.1 

ผักกาดขาว ไม่พบ < LLOQ 0.2-0.7 0.1-0.2 
ถั่วงอก ไม่พบ < LLOQ 0.8-2.7 0.4-0.9 
ผักบุ้งจีน 0.2-0.5 ไม่พบ 3.3-5.0 0.2 
ถั่วพู < LLOQ 0.2 1.4-2.9 0.2-0.4 

ผักหวานป่า 0.6-1.3 < LLOQ -0.2 1.1-2.6 0.8-1.8 
ผักกะเฉด ไม่พบ ไม่พบ 0.4-0.7 1.3-1.5 
ยอดกระถิน 0.2-0.5 < LLOQ -0.1 0.1-0.3 1.6-6.2 

ชะอม ไม่พบ 0.0-0.8 0.1-0.2 1.8-3.5 
ต าลึง ไม่พบ ไม่พบ-0.1 0.9-4.7 0.6-1.5 

ใบบวับก ไม่พบ ไม่พบ 1.2-2.1 0.2-0.3 
ผักปลัง(ขาว) 7.8-10.1 ไม่พบ-< LLOQ 0.6-1.2 0.2-0.4 

ผักพาย (ผักก้านจอง) 7.8-10.1 ไม่พบ-0.2 1.2-2.0 0.6-0.7 
ผักแพว (ผักไผ่) ไม่พบ-< LLOQ < LLOQ 0.1 0.1-0.2 
มะเขือเปราะ 0.0-0.1 ไม่พบ < LLOQ 0.4-0.5 

 

ผลจากตารางจะเห็นว่าผักที่น ามาวิเคราะห์ทัง้หมดจัดเป็นประเภทอาหารที่พวิรีนต่ า โดยที่ อาหารที่

มีพิวรีนสูง หมายถงึอาหารทีม่ีปริมาณพิวรีนมากกว่าหรือเทา่กับ 400 มิลลิกรัมต่อ 100 กรมั อาหารที่มพีิวรีน

ปากกลาง หมายถึงอาหารทีม่ีปริมาณพิวรีน 100 - 400 มิลลิกรัมต่อ 100 กรมั) และอาหารที่มีพวิรีนต่ า 

หมายถึงอาหารที่มปีริมาณพวิรนีน้อยกว่าหรือเท่ากับ 100 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม 

 

5.6 ข้อดีและข้อเสียของวธิี LC-MS/MS triple quadripole ที่พัฒนาขึ้น 

 วิธ ีLC-MS/MS triple quadripole ที่พัฒนาขึ้นเพื่อหาปริมาณพวิรีนและ uric acid ในผักชนิดต่างๆ มีข้อดีดังนี ้

- มีความจ าเพาะสูง (high selectivity) กว่าการใช้ระบบตรวจวัดชนิด UV เน่ืองจากวิธทีี่พัฒนาขึ้นใช้ค่า

สัญญาณของ transition ions 2 ค่าที่จ าเพาะของสารแต่ละชนิด โดย transition ion ชนิดหนึ่งใช้หา

ปริมาณ และอีกชนิดหนึ่งใช้เพือ่ตรวจยืนยันชนิดของสาร ท าให้เชื่อมั่นได้ว่าค่าที่วัดได้เป็นค่าที่ถูกต้อง

ของสารแต่ละชนิดจริง 
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- ค่าที่วัดได้ของตัวอย่างแต่ละชนดิมีความคงที่ ความแม่นย าของการวัดดีกว่าการใช้ระบบ mass detector 

ชนิด ion-trap และเมื่อเปรียบเทียบกับวิธวีิเคราะห์ทางไฟฟา้เคมีที่มกีารใช้ขั้วไฟฟ้าชนิดต่างๆ พบว่า

ความไว (sensitivity) ของวิธ ี LC-MS/MS จะคงทีม่ากกว่า ขณะที่วธิีไฟฟ้าเคมีโดยทั่วไป sensitivity 

ลดลงตามจ านวนตัวอยา่งทีต่รวจวัดจงึมักพบปัญหา reproducibility ของสัญญาณไม่คงที ่

- การเตรียมตวัอย่างง่าย ไม่ซับซอ้น 

- ใช้ column เส้นผ่านศูนย์กลางเล็ก ใช้เวลาในการวิเคราะหต์่อตวัอย่างเพียง 15 นาท ี

ข้อเสียของวธิีที่พฒันาขึ้นมีดังนี ้

- เคร่ืองมือมีราคาแพงเมื่อเทียบกบัเครื่อง HPLC-UV, LC-MS/MS ion-trap รวมทัง้เครื่องมือวิเคราะห์ทาง

ไฟฟ้าเคม ีเมื่อคิดเป็นราคาค่าวิเคราะห์เฉล่ียต่อตัวอย่างจงึมีค่าใช้จ่ายที่สูงกว่าวิธีอื่น 

- การใช้เคร่ืองมือมีความซบัซ้อน ต้องใช้ผู้วิเคราะห์ที่เชี่ยวชาญ 

- ต้องใช้สารเคมีทีม่ีระดับความบรสุิทธิ์สูง เนื่องจากจะเกิดสัญญาณรบกวนมากหากใช้สารเคมีทัว่ไป 
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บทที่ 6 

สรุปผล 

ในโครงการวิจยันี้ไดทําการพัฒนาวิธีโครมาโตกราฟทั้งหมด 3 วิธี เพื่อหาปริมาณพิวรินและกรดยูริกใน

ผักพื้นบานไทย วิธีทั้งสามคือ วิธีไฮเพอรฟอรมานลิควิดโครมาโตกราฟระบบตรวจวัด UV (HPLC-UV) วิธี      

ลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตเมตรีชนิด ion-trap และ วิธีลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตเมตรีชนิด triple 

quadrupole ผลการศึกษาพบวาวิธีที่ประสบความสําเร็จคือวิธีลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตเมตรีชนิด triple 

quadrupole ระบบการ ionization แบบ electrospray สามารถตรวจวัดสารพิวรีน 3 ชนิดคือ adenosine, 

guanosine, hypoxanthine และ uric acid ไดโดยใชสาร caffeine เปนสารมาตรฐานภายใน (internal 

standard) ทําการตรวจสอบเพื่อยืนยันความใชไดของวิธี (method validation) ตามเกณฑของ สํานักงาน

คณะกรรมการอาหารและยาสหรัฐอเมริกา (USFDA) เนื่องจากเปนเกณฑมาตรฐานท่ีนยิมใชและเปนที่ยอมรับ 

หัวขอที่ทําการศึกษาคือ accuracy, precision, recovery, matrix effect, linearity, lower limit of quantitation 

และ stability โดยใชหัวหอมใหญเปนตัวอยาง blank ผลการศึกษาพบวาคาตางๆเปนไปตามเกณฑมาตรฐานที่

ยอมรับได แสดงวาวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถนําไปใชตรวจปริมาณพิวรีนและกรดยูริกไดตามวัตถปุระสงค 

นําวิธีลิควิดโครมาโตกราฟแมสสเปคโตเมตรีชนิด triple quadrupole ที่พัฒนาขึ้นและผานการศึกษา 

method validation แลวไปตรวจสอบปริมาณพิวรีนและกรดยูริกในผักพื้นบานไทยจํานวน 16 ชนิดคือ 

ถั่วฝกยาว แตงกวา  ผักกาดขาว  ถั่วงอก  ผกับุงจีน ถั่วพ ู ผักหวานปา  ผักกะเฉด  ยอดกระถิน  ชะอม  ตําลึง  ใบ

บัวบก ใบบัวบก ผักปลัง ผักพาย (ผักกานจอง) ผักแพว (ผักไผ) มะเขือเปราะ โดยผักแตละชนิดซื้อมาจากตลาด 

3 แหงในกรุงเทพมหานคร ผลการตรวจพบวาผักแตละชนิดมีปริมาณพิวรีนและกรดยูริกแตกตางกัน และผัก

ชนิดเดียวกันที่มาจากตางแหลงก็มีปริมาณพิวรีนและกรดยูริกท่ีแตกตางกันบาง ความแตกตางนี้อาจมีสาเหตุมา

จากแหลงปลูก และระยะเวลาเก็บเกี่ยวผลผลิตตางกัน อยางไรก็ตามเม่ือจัดกลุมตามเกณฑของพิวรีนและกรด

ยูริกในอาหารแลว พบวาผกัทุกชนิดจัดอยูในกลุมอาหารที่มีพิวรีนและกรดยูริกนอย ผูปวยเกาซและผูที่มีภาวะ

ยูริกสูงสามารถบริโภคผักพืน้บานไทยได   
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ภาคผนวก 1 
ตารางเปรียบเทียบกิจกรรมที่วางแผน กิจกรรมที่ดําเนินจริง และผลที่ไดรับ 
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เดือนที ่ กิจกรรมที่วางแผนไว กิจกรรมที่ดําเนินมา ผลที่ไดรับ 
6 เดือนที่ 1  พัฒนาวิธีการสกัดและวิธี

LC/MS สําหรับการแยกสา
รพิวรีนและกรดยูริกใน
พืชผัก 

ไดวิธีการสกัดและวิธี 
LC/MS สําหรับการแยก
สารพิวรีนและกรดยูริก
ในพืชผัก 

ทราบขอมูลการสกัดดวยน้ํา
แบบใชและไมใชความรอน และ
ไดวิธีการวิเคราะหดวย HPLC 
ที่สามารถประยุกตใชกับ 
LC/MS ไดตอไป 

6 เดือนที่ 2  ตรวจสอบความถูกตองของ
วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นและ
วิเคราะหปริมาณ สารพิวรีน
และกรดยูริกในผักพื้นบาน 
5 ตัวอยาง โดยพารามิเตอร
ที่จะศึกษาคือ accuracy, 
precision, linearity, 
selectivity และ stability 

ทราบขอมูลปรมิาณสา
รพิวรีนและกรดยูริกใน
ผักพื้นบาน 5 ตัวอยาง 

ไดวิธี LC-MS ในการวิเคราะห
ปริมาณสารพิวรีนและกรดยูรกิ
ในตัวอยางผัก และไดผล
เบื้องตนของการตรวจสอบ
ความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

6 เดือนที่ 3 วิเคราะหปริมาณ สารพิวรีน
และกรดยูริกในผักพื้นบาน 
5 ตัวอยาง 

ทราบขอมูลปรมิาณสา
รพิวรีนและกรดยูริกใน
ผักพื้นบาน 5 ตัวอยาง 

ไดผลการตรวจสอบความ
ถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณ
สารพิวรีนและกรดยูริกโดยวิธี 
LC-MS/MS triple quadrupoles 
และทราบขอมูลปริมาณสารพิว
รีนและกรดยูรกิในผักพื้นบาน 7 
ตัวอยาง 

6 เดือนที่ 4 วิเคราะหปริมาณ สารพิวรีน
และกรดยูริกในผักพื้นบาน 
5 ตัวอยาง 
และประมวลผลขอมูลสา
รพิวรีนและกรดยูริกในผัก
พื้นบานทั้งหมด 

ทราบขอมูลปรมิาณสา
รพิวรีนและกรดยูริกใน
ผักพื้นบานทั้งหมด 

ไดขอมูลปริมาณสารพิวรีนและ
กรดยูริกในผักพื้นบานทั้งหมด 

16 ชนิด  
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Abstract: Purines and uric acid are causative of gout 
disease. This study is aimed at developing new and rapid 
methods for determining purines and uric acid in Thai 
vegetables using a high-performance liquid 
chromatography with UV detector (HPLC-UV) and a 
liquid chromatography ion-trap mass spectrophotometry 
(LC-MS). For HPLC-UV method, Chromolith C18 
column (4.6  100 mm) and UV detector setting at 284 
nm were used throughout the study. Type and 
concentration of organic solvents were evaluated to 
obtain an appropriate mobile phase condition. 
Accordingly, the optimum separation was achieved from 
the mixture of 10 mM ammonium acetate, pH 2.5 and 
methanol (97:3, v/v). Using ion-trap LC-MS technique, a 
mixture of 0.1% formic acid and acetonitrile with 
gradient elution was exploited as mobile phase condition. 
Five intended compounds (adenosine, guanosine, 
hypoxanthine, xanthine and uric acid) were well 
separated and detected under this condition. Results 
obtained from this study would be enormously valuable 
to the treatment of gout disease.           
 
1. Introduction 
 

Daily meal is an important factor of health. In 
addition, when human is subjected to some diseases, 
controlling of foods is necessary to control the 
symptoms. For example, gout disease causes from 
increasing of uric acid in human body. Elevating of 
uric acid causes from wrong metabolism of purines 
pathway, exceed synthesized uric acid will deposit in 
joints and leading to inflame, red swollen of the joint 
and pain [1-2].  

Purine is the common name of purine bases, 
nucleotides and nucleosides. In human body, purines 
can be metabolized to uric acid by using enzyme 
xanthine oxidase. Various Thai vegetables, especially 
the shoot part, have been reported for high containing 
of purines. Such vegetables should be limit consumed 
in gout patients. However, there was not official report 
of purines and uric acid in Thai vegetables. By these 
reasons, this study was conducted to contribute 
valuable information for controlling gout symptoms. 

There were reports for quantitative determination 
methods of purines and uric acid. Liquid-
chromatography mass spectrophotometry (LC-MS) 
was used to quantify purines and uric acid in Japanese 
soup, beer, Chinese cabbage, potato and beef [3-6]. 

High-performance liquid chromatography (HPLC) was 
also used to determine purines and uric acid in meat, 
alcoholic beverage, vegetarian meat, soy bean, and 
mushroom [7-10]. Although HPLC is the basic 
instrument in general laboratories, certain and 
expensive columns were used in these studies. In this 
research, a simple HPLC-UV method was developed 
for determination of purines and uric acid by using 
C18 column. An ion-trap LC-MS method was also 
developed to determine such compounds. The 
optimum HPLC-UV and LC-MS methods will be 
further validated and used to quantify purines and uric 
acid in Thai vegetables.  

 
2. Materials and Methods 
 
A Shimadzu LC-10AD system equipped with UV 
detector was employed for chromatographic separation 
on a Chromolith C18 column (4.6 x 100 mm). A 
mixture of 10 mM ammonium acetate buffer, pH 2.5 
and methanol (97:3, v/v) was used as a mobile phase. 
The flow rate of mobile phase was 0.5 mL/min. The 
UV detector wavelength was set at 284 nm. Standards 
purines (adenosine, guanosine, hypoxanthine, 
xanthine), uric acid, dextrometrophan HBr and 
ammonium acetate were purchased from Sigma 
Chemical, methanol (HPLC grade) was purchased 
from Labscan (Thailand). For LC-MS ion-trap system, 
a Thermo LCQ Fleet equipped with Symmetry C18 
column (4.6 x 150 mm, 5µm) was used. A gradient 
program was applied consisting of A) 0.2 % formic 
acid in deionized water; B) 0.1% formic in methanol 
(HPLC grade). The gradient started with a 8 min initial 
equilibration with 2% of solvent B , then increased to 
90% in 0.1 min, and held for 4.9 min to elute strongly 
retained analytes and clean the column. Finally, 
solvent B was decreased to 2% within 0.1 min and 
held for 1.9 min.  Flow rate was set at a constant 300 
μL/min for the whole run and 10 μL of sample was 
injected.  Electrospray ionization (ESI) was utilized, 
spray voltage was 5.00kV, capillary temperature was 
350.0 C, capillary voltage was 26.00V and tube lens 
was set at 70.00V. Dextrometriphan HBr was used as 
an internal standard for LC-MS experiment.  
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