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บทคัดย่อ  วิธีวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์รวมทั้งหมดในยาสีฟัน โดยวิธี GC-FID ภายใต้สภาวะคอลัมน์ชนิด capillary 
HP-1 ขนาด 15 เมตร × 0.53 มิลลิเมตร × 1.5 ไมโครเมตร carrier gas เป็นแก๊สฮีเลียมโดยใช้แก๊สไฮโดรเจนและ 
อากาศเป็น make-up gas โปรแกรมของอตัราการไหลของแก๊สเริม่ต้นที ่3 มลิลลิติรต่อนาท ีและปรบัเป็น 45 มลิลลิติรต่อนาที 
เครือ่งตรวจวดัชนดิ Flame ionization (FID) ปรมิาตรทีฉ่ดี 3 ไมโครลติร อณุหภมูขิองคอลมัน์เริม่ต้นที ่80 องศาเซลเซยีส และ
เพิม่จนถงึ 280 องศาเซลเซยีส คงทีน่าน 2.5 นาท ีอณุหภมูขิอง injector และเครือ่งตรวจวดัเท่ากบั 280 และ 300 องศาเซลเซยีส
ตามล�ำดบั จากการทดสอบความถกูต้องของวธิ ีโดยใช้ตวัอย่างยาสฟัีนทีม่สีารโซเดยีมโมโนฟลอูอโรฟอสเฟตและยาสฟัีนทีม่สีาร 
โซเดยีมฟลอูอไรด์ โดย hydrolyse สารโซเดยีมโมโนฟลอูอโรฟอสเฟตด้วย hydrochloric acid ได้ฟลอูอไรด์และท�ำให้ฟลอูอไรด์ 
เกิดปฏิกิริยากับสาร triethylchlorosilane (TECS) ภายใต้สภาวะกรดเกิดเป็นอนุพันธ์ คือ สาร triethylfluorosilane 
(TEFS) โดยใช้ cyclohexane เป็น internal standard สกัดด้วย xylene แล้วฉีดเข้าเครื่อง GC พบว่าค่า  retention time 
ของ internal standard และ TEFS เท่ากับ 2.6 และ 4.3 นาที ตามล�ำดับ มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้น
ของฟลูออไรด์กับ peak area ratio ตลอดช่วงความเข้มข้น 0.05 ถึง 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า r เท่ากับ 0.9993 
และค่า r แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารที่เติมกับปริมาณที่ตรวจพบเท่ากับ 0.9868 และ 0.9898 ตามล�ำดับ 
ผลการวเิคราะห์ปรมิาณฟลอูอไรด์รวมทัง้หมดในตวัอย่างทัง้ 2 ชนดิ วเิคราะห์ภายในวนัเดยีวกนัได้ค่า %RSD เท่ากบั 0.56 และ 
0.68 ตามล�ำดับ พบว่าไม่มีความแตกต่างของผลวิเคราะห์ซ�้ำระหว่างวัน 5 วัน โดยมีค่า p-value เท่ากับ 0.93 และ 0.36 ตาม
ล�ำดับ ซึ่งแสดงถึงความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ ผลวิเคราะห์ spiked sample ได้ค่า recovery อยู่ในช่วงร้อยละ 80.2 – 118.5 
และ 81.4 – 106.9 ตามล�ำดับ ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (LOD) และขีดจ�ำกัดของการวิเคราะห์เชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 
30 และ 330 ส่วนในล้านส่วนตามล�ำดับ ค่าความไม่แน่นอนขยายสัมพัทธ์เท่ากับร้อยละ 6.0 ซึ่งผลการทดสอบความถูกต้องของ
วิธีอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ สามารถน�ำไปใช้วิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์รวมทั้งหมดในยาสีฟันได้
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บทน�ำ

ฟลูออไรด์เป็นองค์ประกอบที่ส�ำคัญในยาสีฟันท�ำหน้าที่เคลือบฟันให้แข็งแรงขึ้นทนต่อกรดท�ำให้ป้องกัน 

ฟันผุได้ นอกจากนี้ฟลูออไรด์ยังมีผลต่อแบคทีเรียโดยจะลดการสร้างกรดของแบคทีเรีย ลดการเกาะติดของจุลินทรีย์

บนผิวฟันด้วย อย่างไรก็ตาม การที่ร่างกายได้รับปริมาณฟลูออไรด์ที่มากเกินไปจะท�ำให้เกิดฟันตกกระ (fluorosis) 

ในกรณีที่รุนแรงฟันจะเกิดเป็นรอยสีน�้ำตาล ผิวฟันจะขรุขระเป็นจุดและท�ำความสะอาดได้ยาก อาจมีการปวดข้อมือ 

ข้อเท้า ถ้าเป็นมากลุกลามไปยังกระดูกสันหลังจนไม่สามารถเคลื่อนไหวได้ ความเข้มข้นของฟลูออไรด์ที่แนะน�ำใช้ 

ในการป้องกนัฟันผคุอื 1,000-1,500 ส่วนในล้านส่วนโดยน�ำ้หนกั  ในต่างประเทศ เช่น ประเทศองักฤษ ประเทศแคนาดา 

แนะน�ำให้ใช้ยาสีฟันผสมฟลูออไรด์ปริมาณน้อยกว่า 600 ส่วนในล้านส่วนในยาสีฟันส�ำหรับเด็กอายุน้อยกว่า 6 ปี(1, 2) 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขก�ำหนดปริมาณสูงสุดของฟลูออไรด์ในผลิตภัณฑ์ส�ำเร็จรูปไม่เกินร้อยละ 0.11 

โดยน�้ำหนัก(3) สารประกอบของฟลูออไรด์ที่นิยมใช้ในยาสีฟัน เช่น โซเดียมฟลูออไรด์ (sodium fluoride), โซเดียม

โมโนฟลูออโรฟอสเฟต (sodium monofluorophosphate), สแตนนัสฟลูออไรด์ (stannous fluoride) และเอมีน 

ฟลูออไรด์ (amine fluoride) เป็นต้น ในยาสีฟันประกอบด้วยสารขัดฟัน (abrasives) ช่วยขจัดคราบอาหารและ

คราบหนิปูนท่ีเกาะอยูบ่นฟัน สารขดัฟันท่ีนิยมใช้ เช่น แคลเซยีมฟอสเฟต, แคลเซยีมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต 

(Calcium monohydrogenphosphate dihydrate), แคลเซียมคาร์บอเนต (Calcium carbonate), ซิลิกอน 

ไดออกไซด์ (Silicon dioxide) เป็นต้น นอกจากนี้มีสารช่วยลดปัญหาการเสียวฟัน เช่น โพแทสเซียมไนเตรต 

(Potassium nitrate), สแตนนัสฟลูออไรด์ (stannous fluoride), โพแทสเซยีมออกซาเลต (Potassium oxalate), 

สทรอนเตียม คลอไรด์ (Strontium chloride) เป็นต้น ซึ่งปัจจุบันมีการแนะน�ำสารตัวใหม่ส�ำหรับการลดภาวะ 

เนื้อฟันไวเกิน โดยกลไกการอุดตันท่อเนื้อฟัน ได้แก่ สทรอนเตียม อะซิเทต (Strontium acetate), แคลเซียม

คาร์บอเนต (Calcium carbonate) และอะจินีน (arginine) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่ง(4, 5)  วิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

ฟลูออไรด์ในยาสีฟันมีหลายเทคนิค เช่น วิธี fluoride ion selective electrode (ISE) โดยละลายยาสีฟันในน�้ำและ

เติมกรดเปอร์คลอริก เพื่อท�ำให้โมโนฟลูออโรฟอสเฟตอิออน (monofluorophosphate ion) แตกตัวเป็น 

ฟลูออไรด์อิออน (fluoride ion) และวัดปริมาณฟลูออไรด์อิออนด้วยเครื่อง Ion analyser โดยใช้หลักการของ 

potentiometry และใช้สารละลายบัฟเฟอร์ชนิด total ionic strength adjustment buffer (TISAB IV) ที่มีค่า 

pH 8.5 เพื่อช่วยควบคุมการรบกวนที่เกิดจาก ion อ่ืนๆ เช่น hydroxide ion เป็นต้น(6) การวิเคราะห์ปริมาณ 

ฟลูออไรด์อิออนและโมโนฟลูออโรฟอสเฟตอิออนในยาสีฟัน โดยวิธี ion chromatography ภายใต้สภาวะคอลัมน์

ชนิด Ion Pac AS 18 analytical, 4 × 280 mm ใช้ potassium hydroxide เป็น eluent และเครื่องตรวจวัดชนิด 

suppresser conductivity วิธ ีion  chromatography สามารถวเิคราะห์ปรมิาณฟลอูอไรด์และโมโนฟลอูอโรฟอสเฟต 

ได้ในการวิเคราะห์คราวเดียวกัน(7) วิธี capillary electrophoresis สามารถวัดปริมาณฟลูออไรด์และโมโนฟลูออโร

ฟอสเฟตได้ในการวิเคราะห์คราวเดียวกัน โดยใช้คอลัมน์ชนิด capillary ความยาว 52 cm เส้นผ่านศูนย์กลาง 

75 ไมโครเมตร electrolyte ประกอบด้วย 10 mM sodium chromate และ 0.1 mM cetyltrimethyl 

ammonium bromide มีค่า pH 9.7 ค่า voltage -15 kv และเครือ่งตรวจวดัชนดิยวูคีวามยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร 

(indirect detection)(8) วิธี gas chromatography (GC) เตรียมตัวอย่างโดยวิธี head space solid-phase 

micro extraction (HS-SPME) โดยเตรียมอนุพันธ์ของฟลูออไรด์ด้วยสาร triethylchlorosilane (TECS) 

และตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC ภายใต้สภาวะ capillary column ชนิด HP-1 ขนาด 40 เมตร × 0.53 มิลลิเมตร 

(I.D), เคลือบหนา 5 ไมโครเมตร ใช้ splitless mode อุณหภูมิของ injector 200 องศาเซลเซียส อัตราการไหลของ

แก๊สฮีเลียม 1.3 มิลลิเมตรต่อนาที เครื่องตรวจวัดชนิด flame ionization detector (FID) อุณหภูมิ 250 องศา

เซลเซียส และก�ำหนดโปรแกรมอุณหภูมิของ oven ที่ช่วงเวลาต่างๆ วิธีนี้สามารถวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์ในยาสีฟัน

ที่มีสารประกอบฟลูออไรด์ต่างๆ เช่น เอมีนฟลูออไรด์ และโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตได้ด้วย(9) นอกจากนี ้
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มีวิธีมาตรฐานของประชาคมยุโรปในการวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์ในยาสีฟัน โดยเตรียมอนุพันธ์ของฟลูออไรด์ด้วย

สาร triethylchlorosilane (TECS) ในสภาวะกรดและสกดัอนพุนัธ์ของฟลอูอไรด์ด้วยไซลนี (xylene) แล้ววเิคราะห์

ปริมาณฟลูออไรด์ด้วย GC-FID ภายใต้สภาวะคอลัมน์ stainless steel ความยาว 1.8 เมตร × 3 มิลลิเมตร (I.D.) 

support ด้วย Gaschrom Q 10 ถึง 100 mesh ใช้ silicone oil DC 200 เป็น stationary phase เก็บคอลัมน์ 

ค้างคืนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส อัตราการไหลของแก๊สไนโตรเจน 35 มิลลิลิตรต่อนาที เครื่องตรวจวัดชนิด FID 

อุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส อุณหภูมิของคอลัมน์และ injector เท่ากับ 70 และ 150 องศาเซลเซียสตามล�ำดับ 

คณะวิจัยจึงได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์รวมทั้งหมดในยาสีฟัน โดยดัดแปลงจากวิธีมาตรฐานของประชาคม

ยุโรป โดยวิธี GC-FID ซึ่งได้ดัดแปลงสภาวะของ GC เพื่อให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ปริมาณ 

ฟลอูอไรด์รวมทัง้หมดในยาสฟัีนได้ ในการศกึษานีค้ณะวจิยัได้ใช้ตวัอย่างยาสฟัีนทีม่สีารประกอบของฟลอูอไรด์ทัง้ชนดิ

โซเดยีมฟลอูอไรด์และโซเดยีมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตในการทดสอบความถกูต้องของวธิแีละประเมนิค่าความไม่แน่นอน

ของวิธีวิเคราะห์ด้วย เพื่อให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่ดีมีประสิทธิภาพ ส�ำหรับใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการในการให้

บริการและเฝ้าระวังคุณภาพผลิตภัณฑ์ทางกฎหมาย

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน :  สารละลาย fluoride 0.1 M พร้อมใบรับรอง ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Fisher Scientific, 

cyclohexane ความบริสุทธิ์ไม่น้อยกว่าร้อยละ 99.99 ผลิตภัณฑ์ของ Fisher Scientific 

สารเคมี :  hydrochloric acid (AR grade) ผลิตภัณฑ์ของ Merck,  xylene (AR grade) ผลิตภัณฑ์

ของ Merck, triethylchlorosilane (TECS) ผลิตภัณฑ์ของ Sigma – Aldrich, น�้ำกลั่นหรือน�้ำปราศจากอิออน 

(deionizerd water)

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ (GC) ผลิตภัณฑ์ของ Agilent รุ่น 6890 N ประกอบด้วยเครื่องฉีดสารอัตโนมัติ

รุ่น 7683B Series และเครื่องตรวจวัดชนิด Flame Ionization Detector (FID), Capillary column HP-1 

(100% dimethyl siloxane), 15 เมตร × 0.53 มิลลิเมตร × 1.5 ไมโครเมตร, เครื่องชั่งความละเอียด 0.1 มิลลิกรัม 

ผลิตภัณฑ์ของ METTLER TOLEDO, เครื่องเขย่าผสมสาร (shaker) ควบคุมการเขย่าได้ในช่วง 10-300 stroke 

ต่อนาที ผลิตภัณฑ์ของ IKA รุ่น HS 500, เครื่องหมุนเหว่ียงความเร็ว 3,000-6,000 รอบต่อนาที ผลิตภัณฑ์ของ 

Hettich รุ่น EBA 12, vortex mixer ผลิตภัณฑ์ของ Scientific Industries, volumetric flask พลาสติกขนาด 

50 มิลลิลิตร, vial ขนาด 2 มิลลิลิตร และ dropper พลาสติก

สภาวะของเครื่อง GC

Column	 :	 Capillary column HP-1 ขนาด 15 เมตร × 0.53 มลิลเิมตร × 1.5 ไมโครเมตร

อุณหภูมิของ column	 :	 เริ่มต้นที่ 80 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 

				    อตัราเพิม่อุณหภมู ิ120 องศาเซลเซยีสต่อนาท ีจนถึงอุณหภมู ิ280 องศาเซลเซยีส 

				    คงไว้ที่นาน 2.5 นาที

อุณหภูมิของ injector	 :	 280 องศาเซลเซียส

อุณหภูมิของ detector	 :	 300 องศาเซลเซียส

Carrier gas	 :	 แก๊สฮีเลียม ใช้แก๊สไฮโดรเจนและอากาศเป็น make-up gas
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Flow rate 	 :	 เริ่มต้นที่ 3 มิลลิลิตรต่อนาที นาน 4 นาที อัตราเพิ่ม 100 มิลลิลิตรต่อนาที  

				    จนถึง 45 มิลลิลิตรต่อนาที คงไว้นาน 2.5 นาที

Injection volume	 :	 3 ไมโครลิตร

การเตรียมสารละลาย Internal standard solution

ปิเปต cyclohexane 1.0 มิลลิลิตร และ xylene 5.0 มิลลิลิตร ใส่ใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร

เขย่าให้เข้ากัน

การเตรียมสารละลายผสมของ triethylchlorosilane internal standard solution

ปิเปต triethylchlorosilane (TECS) 0.6 มิลลิลิตร และสารละลาย internal standard solution 

0.12 มิลลิลิตร ใส่ใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย xylene เขย่าให้เข้ากัน (เตรียมใหม่ 

ทุกครั้ง)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน stock standard solution

ปิเปตสารละลายมาตรฐาน fluoride 0.1 M (1.9 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) จ�ำนวน 0.7 มิลลิลิตร 

ใส่ใน volumetric flask พลาสตกิขนาด 25 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตรด้วยน�ำ้กลัน่ ได้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 

fluoride 0.05 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตัวอย่าง

ทดสอบความถูกต้องของวิธี โดยใช้ยาสีฟันที่มีส่วนผสมของโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟต 0.76 %w/w 

และยาสีฟันที่มีส่วนผสมของโซเดียมฟลูออไรด์ 0.22 %w/w ค�ำนวณเป็นฟลูออไรด์ไอออน 1,000 ไมโครกรัมต่อกรัม

ทั้ง 2 ตัวอย่าง และยาสีฟันที่ไม่มีฟลูออไรด์เพื่อศึกษาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และ

ขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

หลักการ

สารโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตจะถูก hydrolyse ด้วย hydrochloric acid ได้ฟลูออไรด์และฟลูออไรด์

จะถูกเปลี่ยนเป็นสาร triethylfluorosilane (TEFS) ที่ระเหยได้ โดยเกิดปฏิกิริยากับสาร triethylchlorosilane 

(TECS) ในสภาวะกรด และใช้ cyclohexane เป็น internal standard สกัดด้วย xylene (เป็น liquid – liquid 

extration) แล้วน�ำชั้น xylene ไปวิเคราะห์ด้วย GC ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ดังนี้ 

		  PO3F
2-  F'

		  (C2H5)3 – Si – C1 + H2O   
  

  (C2H5)3 – Si – OH + HCl		

		              (TECS)

		  (C2H5)3 – Si – OH + H+ + F-	 
  

 (C2H5)3 – Si – F + H2O		

		     					                  (TEFS)



Total Fluoride in Toothpaste by Gas chromatography-flame    Kamonluck  Intharatsamee and Suthida  MeethongIonization Detection

188 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

การวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์ในตัวอย่าง

ชั่งตัวอย่างประมาณ 0.15 กรัม ลงในหลอด centrifuge พลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน�้ำกลั่น 

5.0 มิลลิลิตร เขย่าให้เป็นเนื้อเดียวกัน โดยใช้ vortex mixer เติม xylene 1.0 มิลลิลิตร เติม hydrochloric acid 

5.0 มิลลิลิตร และเติมสารละลายผสมของ triethylchlorosilane/internal standard solution 0.5 มิลลิลิตร 

ปิดฝาหลอดแล้วน�ำไปเขย่าด้วย shaker ควบคุมการเขย่าที่ 150 strokes ต่อนาทีนาน 45 นาที น�ำไป centrifuge 

ที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดชั้น xylene ด้วย dropper ใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ปิดฝาแล้ว

น�ำไปฉีดเข้าเครื่อง GC

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์(11)

การทดสอบความจ�ำเพาะ (Specificity/Selectivity)

ฉีดสารสกัดอนุพันธ์ TEFS ที่เตรียมจากสารละลายมาตรฐานที่มีปริมาณฟลูออไรด์ 0.050 มิลลิกรัม และ

เตรยีมจากสารละลายตวัอย่างยาสฟัีนชนดิครมีทีม่โีซเดยีมโมโนฟลอูอโรฟอสเฟตและยาสฟัีนทีม่โีซเดยีมฟลอูอไรด์เข้า

เครื่อง GC ภายใต้สภาวะที่ก�ำหนดเพื่อตรวจสอบการแยกพีคของฟลูออไรด์จากการรบกวนของสารอื่นในตัวอย่าง โดย

ค่า retention time ของอนุพันธ์ TEFS จะแตกต่างจากสารอื่นและพีคแยกกันอย่างชัดเจน

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range)

การทดสอบความเป็นเส้นตรงของระบบ (System linearity)

ปิเปตสารละลาย stock standard solution จ�ำนวน 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด 

centrifuge พลาสติกขนาด 50 มิลลิลิตร จ�ำนวน 5 หลอด ตามล�ำดับ ได้สารละลายมาตรฐาน 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 

และ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามล�ำดับ เติมน�้ำกลั่น 5.0 มิลลิลิตร เติม xylene 1.0 มิลลิลิตร เติม hydrochloric 

acid 5.0 มิลลิลิตร และเติมสารละลายผสมของ triethylchlorosilane/internal standard solution 0.5 มิลลิลิตร 

ปิดฝาหลอดเขย่าให้เข้ากันโดยใช้ vortex mixer แล้วน�ำไปเขย่าด้วย shaker ควบคุมการเขย่าที่ 150 strokes 

ต่อนาทีนาน 45 นาที ดูดชั้น xylene ด้วย dropper ใส่ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร ปิดฝาแล้วน�ำไปฉีดเข้าเครื่อง GC

สร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 

ฟลูออไรด์กับ peak area ratio ของสารมาตรฐานและ internal standard ค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ 

(correlation coefficient, r) ซึ่งควรมีค่าใกล้เคียง 1

Peak area ratio 	 =	 peak area ของ triethylfluorosilane/peak area ของ cyclohexane

การทดสอบความเป็นเส้นตรงของวิธี (Method linearity)

น�ำข้อมูลจากการทดสอบร้อยละการคนืกลบัของวธิ ี(Percent recovery) มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่าง

ความเข้มข้นของฟลูออไรด์ที่เติมในตัวอย่าง spiked sample ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 50, 100 และ 150 ของ 

ความเข้มข้นที่มีในยาสีฟันกับความเข้มข้นที่ตรวจพบ ค่าสัมประสิทธิ์สัมพันธ์ (r) ควรใกล้เคียง 1

การทดสอบความเที่ยง (precision)

การทดสอบความเที่ยงของการวิเคราะห์ทั้งการวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกัน และการวิเคราะห์ซ�้ำระหว่างวัน

repeatability 

ฉีดสารสกัดอนุพันธ์ TEFS ที่เตรียมจากสารมาตรฐานที่มีปริมาณฟลูออไรด์ 0.05 มิลลิกรัม และเตรียมจาก

สารละลายตัวอย่างยาสีฟันที่มีโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตและยาสีฟันที่มีโซเดียมฟลูออไรด์ซ�้ำ 5 ครั้ง เพื่อศึกษา
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ความท�ำซ�้ำได้ของระบบโครมาโตกราฟี ค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ของ peak area ratio 

ซึ่งไม่ควรเกินร้อยละ 3 

การวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกัน การวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์รวมทั้งหมดในตัวอย่างยาสีฟันชนิดครีมท่ีมี

โซเดยีมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตและยาสีฟันท่ีมโีซเดยีมฟลอูอไรด์ โดยวเิคราะห์ซ�ำ้ตวัอย่างละ 5 ครัง้ ค�ำนวณค่าเบีย่งเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ของปริมาณฟลูออไรด์ที่ตรวจพบ %RSD ไม่ควรเกินร้อยละ 3

Intermediate precision : between - days

การวิเคราะห์ซ�้ำระหว่างวัน วิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์รวมทั้งหมดในยาสีฟันชนิดครีมที่มีโซเดียมโมโน 

ฟลูออโรฟอสเฟตและยาสีฟันท่ีมีโซเดียมฟลูออไรด์ โดยวิเคราะห์ซ�้ำเป็นเวลา 5 วัน ประเมินความแตกต่างของ 

ผลวิเคราะห์ทั้ง 5 วัน ด้วยสถิติ ANOVA ค่า p-value ต้องมากกว่า 0.05

การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (percent recovery)

วิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์รวมทั้งหมดในสารละลาย spiked sample ดังนี้ ช่ังตัวอย่างยาสีฟันชนิดครีม 

ที่มีโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตและยาสีฟันที่มีโซเดียมฟลูออไรด์ ประมาณ 0.05 กรัม แยกใส่ลงในหลอด centri-

fuge พลาสติก ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐาน stock standard solution 0.05 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ลงในตัวอย่างที่ 3 ระดับความเข้มข้นคือ เติมปริมาตร 0.8, 1.6 และ 2.4 มิลลิลิตรตามล�ำดับ น�ำมาสกัดและวิเคราะห์

ตามวิธีการวิเคราะห์ที่พัฒนา ค�ำนวณค่าร้อยละของการคืนกลับควรอยู่ในช่วงร้อยละ 90-110

การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (limit of detection, LOD)

ค�ำนวณค่าประมาณของ LOD จากการสร้างกราฟมาตรฐาน ดังนี้

LOD (mg/mL), estimated	 =	 3 × standard error/slope 

LOD (µg/g), estimated	 =	 LOD (mg/mL) × 1 mL × 100%

		                                                1000 × น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

เตรียมสารละลายมาตรฐานฟลูออไรด์และสารละลายตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐานฟลูออไรด์ลงใน

ตัวอย่างที่ไม่มีฟลูออไรด์ให้มีความเข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOD ด�ำเนินการเช่นเดียวกันและน�ำสารสกัด

ด้วย xylene มาฉีดเข้าเครื่อง GC สัญญาณจากเครื่องตรวจวัดจะต้องสังเกตเห็นได้ ค�ำนวณความเข้มข้นของฟลูออไรด์

ในตัวอย่างเป็นไมโครกรัมต่อกรัม

การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)

ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จากการสร้างกราฟมาตรฐาน ดังนี้

LOQ (mg/mL), estimated	 =	 10 x standard error/slope 

LOQ (µg/g), estimated	 =	 LOQ (mg/mL) × 1 mL × 100%

		      				      1000 × น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

เตรยีมสารละลายตวัอย่างท่ีเตมิสารละลายมาตรฐานฟลอูอไรด์ลงในยาสฟัีนทีไ่ม่มฟีลอูอไรด์ให้มคีวามเข้มข้น

ใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOQ แล้วตรวจวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์ในตัวอย่าง โดยวิเคราะห์ซ�้ำ 5 ครั้ง ค�ำนวณ 

ค่า %RSD ต้องไม่เกินร้อยละ 3 และค่าร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ 90-110 ค�ำนวณความเข้มข้นของ 

ฟลูออไรด์ในตัวอย่างเป็นไมโครกรัมต่อกรัม
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ค่าความไม่แน่นอนของการวัด(12)

แหล่งที่มาของค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์ในยาสีฟัน โดยวิธี GC เช่น ความ 

ไม่แน่นอนจากความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน การสอบเทียบเครื่องช่ัง อุปกรณ์ที่ใช้เตรียม สารละลายมาตรฐาน 

ความเข้มข้นของฟลูออไรด์ในสารละลายตัวอย่างที่อ่านได้จากเครื่อง GC การวิเคราะห์ซ�้ำ (precision) ร้อยละ 

ของการคืนกลับ (percent recovery) ของการทดสอบความถูกต้องของวิธี น�ำมาค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนรวม 

(combined uncertainty, uc) แล้วค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยาย (expanded uncertainty, U) ที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% โดยใช้ค่า coverage factor (k) เท่ากับ 2 

ผล

การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจง

จากการฉีดสารสกัดอนุพันธ์ TEFS ที่เตรียมจากสารมาตรฐานฟลูออไรด์ (1a) และเตรียมจากสารละลาย

ตัวอย่าง ยาสีฟันชนิดครีมที่มีโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟต (2b) และยาสีฟันที่มีโซเดียมฟลูออไรด์ (3c) พบว่า 

ภายใต้สภาวะเครื่อง GC สามารถแยกสาร TEFS ออกจากสารอื่นในตัวอย่างได้โดยค่า retention time ของ 

internal standard และสาร TEFS ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของฟลูออไรด์เท่ากับ 2.6 และ 4.3 นาที ตามล�ำดับ (ภาพที่ 1)

ภาพที่ 1  โครมาโทกราฟของสาร triethylfluorosilane (TEFS) และ internal standard solution ในสารละลาย

มาตรฐานฟลูออไรด์ (1a) สารละลายตวัอย่างทีม่สีารโซเดยีมโมโนฟลอูอโรฟอสเฟต (2b) และสารโซเดยีมฟลอูอไรด์ (3c)
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การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์

ความเป็นเส้นตรงของระบบ

จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานและ peak area ratio พบว่าในช่วง 

ความเข้มข้น 0.05 – 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงกับ peak area ratio โดยมีค่าสัมประสิทธิ์

สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9993 (ภาพที่ 2) 

ภาพที่ 2 ความสัมพันธ์ความเป็นเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานฟลูออไรด์ และ peak area ratio

ความเป็นเส้นตรงของวิธี

แสดงด้วยความสัมพนัธ์ของปรมิาณทีเ่ตมิฟลอูอไรด์ในยาสฟัีนทีม่โีซเดยีมโมโนฟลอูอโรฟอสเฟต และยาสฟัีน

ที่มีโซเดียมฟลูออไรด์กับปริมาณฟลูออไรด์ที่ตรวจพบ มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9868 และ 0.9898 

ตามล�ำดับ (ภาพที่ 3) 
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การทดสอบความเที่ยง

จากการฉีดสารสกัดอนุพันธ์ TEFS ที่เตรียมจากสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างยาสีฟันท่ีมี

โซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตและยาสีฟันที่มีโซเดียมฟลูออไรด์ซ�้ำ 2 ครั้ง พบว่ามีความสามารถท�ำซ�้ำได้ของระบบ 

โครมาโทกราฟี โดยมีค่า %RPD ของ peak area ratio เท่ากับร้อยละ 1.18, 0.01 และ 1.36  ตามล�ำดบั (ตารางที ่1)

ภาพที ่3  ความสัมพนัธ์ความเป็นเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานฟลอูอไรด์ เมือ่เตมิลงในตวัอย่างยาสฟัีน 

และปริมาณฟลูออไรด์ที่ตรวจพบ

	 1	 0.7574	 0.8680	 0.6889

	 2	 0.7664	 0.8621	 0.6796

เฉลี่ย	 0.7619	 0.8621	 0.6842

%RPD	 1.18	 0.01	 1.36

			   peak area ratio

ฉีดครั้งที่	 สารละลายมาตรฐาน	 ละลายตัวอย่างที่มีโซเดียม	 ละลายตัวอย่างที่มี

			   โมโนฟลูออโรฟอสเฟต	 โซเดียมฟลูออไรด์

ตารางที่ 1  ร้อยละของความแตกต่างสัมพันธ์ของ peak area ratio จากการฉีดซ�้ำ 2 ครั้ง

จากการวิเคราะห์ปรมิาณฟลอูอไรด์ในตวัอย่างยาสฟัีนทีม่สีารโซเดยีมโมโนฟลอูอโรฟอสเฟตและยาสฟัีนทีม่ี

สารโซเดียมฟลูออไรด์ ซ�้ำ 5 ครั้งในวันเดียวกัน ได้ค่า %RSD เท่ากับ 0.56 และ 0.68 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2) 

และพบว่าไม่มคีวามแตกต่างของผลวเิคราะห์จากการวเิคราะห์ซ�้ำ 5 วัน โดยมีค่า p-value เทา่กบั 0.93 และ 

0.36 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3)
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การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ

จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง spiked sample พบว่าร้อยละของการคืนกลับของฟลูออไรด์ที่เติมในตัวอย่าง

ยาสีฟันชนิดครีมที่มีสารโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตและยาสีฟันที่มีสารโซเดียมฟลูออไรด์ อยู่ในช่วงร้อยละ 

80.2 - 118.5 และ 81.4 - 106.9 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 4)  

	 1	 1082	 985
	 2	 1089	 988
	 3	 1083	 999
	 4	 1093	 998
	 5	 1096	 999
	 เฉลี่ย	 1089	 994
	 SD	 6.11	 6.76
	 %RSD	 0.56	 0.68

ตารางที่ 2  ผลการทดสอบความเที่ยงในการวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวของวิธีวิเคราะห์ฟลูออไรด์ในยาสีฟัน 

        วิเคราะห์ซ�้ำที่
	 ปริมาณฟลูออไรด์ (ไมโครกรัมต่อกรัม)

  	 ยาสีฟันที่มีโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟต	 ยาสีฟันที่มีโซเดียมฟลูออไรด์

	 1	 1082	 1089	 1083	 1093	 1096	 985	 998	 994	 991	 999
	 2	 1099	 1086	 1094	 1085	 1095	 988	 999	 997	 989	 995
	 3	 1093	 1080	 1096	 1088	 1098	 999	 992	 985	 993	 994
	 4	 1086	 1094	 1083	 1096	 1097	 998	 997	 988	 996	 992
	 5	 1089	 1092	 1095	 1087	 1090	 999	 993	 983	 997	 988

	p-value	 0.93	 0.36

ตารางที่ 3  ความเที่ยงในการวิเคราะห์ซ�้ำระหว่างวันของวิธีวิเคราะห์ฟลูออไรด์ในยาสีฟัน

		  ปริมาณฟลูออไรด์ (ไมโครกรัมต่อกรัม)

	
วันที่

	 ยาสีฟันที่มีโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟต	 ยาสีฟันที่มีโซเดียมฟลูออไรด์

		  ครั้งที่	 ครั้งที่	 ครั้งที่	 ครั้งที่	 ครั้งที่	 ครั้งที่	 ครั้งที่	 ครั้งที่	 ครั้งที่	 ครัง้ที่ 
		  1	 2	 3	 4	 5	 1	 2	 3	 4	 5

ตารางที่ 4  ร้อยละของการคืนกลับของวิธีวิเคราะห์ฟลูออไรด์ในยาสีฟัน

	 0.04	 0.1764	 80.2-112.3	 0.1521	 83.8-106.9

	 0.08	 0.2445	 90.3-110.4	 0.1998	 92.9-96.4

	 0.12	 0.3530	 110.1-118.5	 0.2409	 81.4-94.1

	ความเข้มข้นที่เติม	 ยาสีฟันที่มีโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟต	 ยาสีฟันที่มีโซเดียมฟลูออไรด์

	 สารมาตรฐาน	 ความเข้มข้นที่		  ความเข้มข้นที่
	 (มิลลิกรัม)	 ตรวจพบ (มิลลิกรัม)	 % recovery	 ตรวจพบ (มิลลิกรัม)	 % recovery
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ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบและขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ

จากการใช้สมการ regression ค�ำนวณค่า estimated IDL ได้เท่ากับ 0.008 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ

เมื่อฉีด spiked sample พบว่า IDL เท่ากับ 0.005 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อค�ำนวณเป็นความเข้มข้นในตัวอย่างได้

ค่า  LOD เท่ากับ 30 ไมโครกรัมต่อกรัม 

จากการใช้สมการ regression ค�ำนวณค่า estimated LOQ ได้เท่ากับ 0.05 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

เมื่อค�ำนวณเป็นความเข้มข้นในตัวอย่างเท่ากับ 330 ไมโครกรัมต่อกรัม โดยมีค่าร้อยละของการคืนกลับเท่ากับ 90 

และ %RSD เท่ากับ 3 ซึ่งอยู่ในช่วงยอมรับได้คือความเข้มข้น 330 ไมโครกรัมต่อกรัม ค่าร้อยละของการคืนกลับ 

ควรอยู่ในช่วง 80-120 และ % RSD ต้องไม่เกิน 3

ค่าความไม่แน่นอนของการวัด

การประเมินค่าความไม่แน่นอนของวิธวีเิคราะห์ปรมิาณฟลอูอไรด์รวมทัง้หมดในยาสฟัีน โดยวธิ ีGC ทีร่ะดบั

ความเชื่อมั่น 95% และค่า k เท่ากับ 2 พบว่าค่าความไม่แน่นอนขยายสัมพัทธ์ (relative expanded uncertainty) 

เท่ากับ 0.06 (ตารางที่ 5)  

ตารางที่ 5  แหล่งท่ีมาและการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนในการวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์ในยาสีฟัน โดยวิธ ี

GC-FID

ความบริสุทธิ์ของสารละลายมาตรฐาน	 1903.8	 ug/mL	 5.48483	 0.002881

น�้ำหนักตัวอย่าง	 0.1505	 g	 0.00007	 0.00048

ความเข้มข้นของฟลูออไรด์	 0.1432	 mg/mL	 0.00169	 0.01183

ในสารละลายตัวอย่าง	

ความเที่ยง	 100	 %	 0.2190	 0.00219

Recovery	 104.85	 %	 1.0540	 0.01005

		  ความไม่แน่นอนรวม		  0.03

		  k		  2

		  ความไม่แน่นอนขยาย		  0.06

			   Standard 	 Relative 	
แหล่งของความไม่แน่นอน	 Value	 Unit	 uncertainty	 standard 
				    uncertainty

 วิจารณ์

วธิวีเิคราะห์ปรมิาณฟลูออไรด์รวมท้ังหมดในยาสฟัีน โดยวธิ ีGC-FID ทีพ่ฒันาขึน้นีด้ดัแปลงจากวธิวีเิคราะห์

มาตรฐานของประชาคมยโุรปเพือ่แก้ไขปัญหา กรณยีาสฟัีนทีม่สีารขดัฟันหรอืส่วนประกอบอ่ืนเมือ่ท�ำปฏกิิรยิากับโซเดยีม

โมโนฟลูออโรฟอสเฟตหรือโซเดียมฟลูออไรด์แล้วเกิดเป็นสารประกอบที่ไม่ละลายน�้ำ ท�ำให้การวิเคราะห์โดยวิธ ี

ion selective electrode และวัดปริมาณฟลูออไรด์ด้วย potentiometer จะได้ปริมาณน้อยกว่าปริมาณที่มีจริง 

วิธีที่พัฒนาขึ้นน้ีสารโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟตจะถูก hydrolysed ด้วย hydrochloric acid ได้ฟลูออไรด์  

ซึง่จะเกดิปฏกิริยิากบั triethylchlorosilane ได้อนพุนัธ์ triethylfluorosilane และใช้ cyclohexane เป็น internal 
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standard ซึ่งถูกสกัดด้วย xylene แล้วฉีดเข้าเครื่อง GC ภายใต้สภาวะที่พัฒนาขึ้น ทั้งนี้สภาวะของ GC ที่ดัดแปลง

จากวิธีมาตรฐานประชาคมยุโรป ได้แก่ ชนิดของคอลัมน์จาก packed column เป็น capillary column แก๊สตัวพา

และอัตราการไหลดัดแปลงจากแก๊สไนโตรเจน 35 มิลลิลิตรต่อนาทีเป็นแก๊สฮีเลียม และใช้แก๊สไฮโดรเจนและอากาศ

เป็น make-up gas โดยปรับอัตราการไหลจาก 3 มิลลิลิตรต่อนาที เป็น 45 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิของคอลัมน์ 

จาก 70 องศาเซลเซียส เป็นโปรแกรมอุณหภูมิเริ่มต้นที่ 80 องศาเซลเซียส และเพิ่มเป็น 280 องศาเซลเซียส, อุณหภูมิ

ของ injector จาก 150 องศาเซลเซียส เป็น 280 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิของเครื่องตรวจวัดดัดแปลงจาก 250 

องศาเซลเซียส เป็น 300 องศาเซลเซียส ทั้งนี้ปริมาตรที่ฉีดเท่ากันคือ 3 ไมโครลิตร ซึ่งสามารถแยกสาร  triethyl-

fluorosilane ได้โดยค่า retention time ของ internal standard และ triethylfluorosilane เท่ากับ 2.6 และ 

4.3 นาที ตามล�ำดับ จากการทดสอบความถูกต้องของวิธีเรื่อง repeatability จากการวิเคราะห์ตัวอย่างยาสีฟันที่มีสาร

โซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟต 0.76  %w/w และยาสีฟันที่มีสารโซเดียมฟลูออไรด์ 0.22  %w/w คิดเป็นฟลูออไรด์ 

1,000 ส่วนในล้านส่วน โดยน�้ำหนักพบว่ามีค่า %RSD เท่ากับร้อยละ 0.56 และ 0.68 ตามล�ำดับ ซึ่งตามวิธีมาตรฐาน

ของประชาคมยโุรปให้ค่าความแตกต่างสัมพัทธ์ (%RSD) จากการวเิคราะห์ 2 ซ�ำ้ เท่ากับร้อยละ 8 นอกจากนีค่้าร้อยละ

ของการคนืกลบัในการวิเคราะห์ spiked sample ในตวัอย่างทีม่โีซเดยีมโมโนฟลอูอโรฟอสเฟตและตวัอย่างทีม่โีซเดยีม 

ฟลูออไรด์ เท่ากับร้อยละ 80.2 – 118.5 และ 81.4 – 106.9 ตามล�ำดับ ซึ่งไม่เกินเกณฑ์ยอมรับ(11) คือที่ความเข้มข้น 

1000 ไมโครกรัม เกณฑ์ยอมรับของ %RSD และ %recovery คือต้องไม่เกินร้อยละ 3 และร้อยละ 80-120 ตามล�ำดับ 

จะเหน็ได้ว่าวิธวิีเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้น้ีมีคณุสมบตัขิองการทดสอบความถกูต้องของวธิอียูใ่นเกณฑ์ยอมรบั มคีวามสะดวก 

รวดเร็ว สามารถแยกพีคได้ภายใน 10 นาที เหมาะสมส�ำหรับการใช้ในการตรวจวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการ

สรุป

วธิวิีเคราะห์ปรมิาณฟลูออไรด์รวมทัง้หมดในยาสฟัีน โดยใช้เครือ่ง GC ภายใต้สภาวะทีก่�ำหนดจากการทดสอบ

ความถูกต้องของวิธีพบว่ามีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกับค่า peak area 

ratio ตลอดช่วงความเข้มข้น 0.05-0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกันให้ค่า %RSD น้อยกว่า 

1 และไม่มีความแตกต่างของผลวิเคราะห์ในการวิเคราะห์ซ�้ำ 5 วัน พบว่าระดับความเข้มข้นต�่ำสุดที่เครื่องมือสามารถ

ตรวจวดัเชงิคณุภาพ (IDL) และความเข้มข้นต�ำ่สดุทีส่ามารถตรวจพบได้ในตวัอย่างเท่ากบั 0.005 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร 

และ 30 ไมโครกรัมต่อกรัม ตามล�ำดับ ซึ่งสามารถวิเคราะห์ปริมาณของฟลูออไรด์ได้ตั้งแต่ 330 ไมโครกรัมต่อกรัม 

มีค่าความไม่แน่นอนขยายสัมพัทธ์ (Relative expanded uncertainty) น้อยกว่า 0.1 วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมี 

ความเหมาะสมส�ำหรับใช้ในห้องปฏิบัติการเพื่อให้บริการตรวจวิเคราะห์และการเฝ้าระวังคุณภาพผลิตภัณฑ์ยาสีฟันที่มี

ส่วนประกอบของโซเดียมโมโนฟลูออโรฟอสเฟต และโซเดียมฟลูออไรด์ได้
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Determination of total fluoride in  

toothpaste by GC-FID

Kamonluck  Intharatsamee  and  Suthida  Meethong
Bureau of Cosmetics and Hazardous Substances, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, 

Nonthaburi, 11000 Thailand.

ABSTRACT	 Determination of total fluoride in toothpaste was developed by using GC-FID technique 
under the condition i.e. HP-1 capillary  column of 15 m × 0.53 mm × 1.5 µm. Carrier gas consist of 
helium together with hydrogen and air as make-up gas. Flowrate program starts from 3 ml/min and 
increase to 45 ml/min. Using flame ionization detector and inject volume is 3 µl. Temperature program of 
column is  started at 80 ํC and increase to 280 ํC . The injector and detector temperature are 280 ํC and 
300 ํC , respectively. Sodium  monofluorophosphate is acid hydrolysed to be fluoride. Fluoride is converted 
to  triethylfluorosilane (TEFS) by direct reaction with triethylchlorosilane (TECS) in acid solution and  
simultaneously extracted with  xylene containing cyclohexane  as an internal standard, then inject to 
GC. The method validation result show the retention time of internal standard and TEFS of 2.6 and 
4.3 minutes, respectively. The linear relationship between concentration of fluoride and peak area 
ratio over the concentration range of 0.05 - 0.25 mg/ml with correlation coefficient (r) of 0.9993. The 
r  of relationship between added concentration of fluoride and found concentration is 0.9868 and 0.9898 
respectively, Repretability was tested by replicate analysis of fluoride in toothpastes containing 
sodium  monofluorophosphate  and sodium fluoride show %RSD of  0.56 and 0.68, respectively. There is no 
different of analytical results between five days which p-value is 0.93 and 0.36 respectively, show the 
precision of the method. Analysis of spiked sample showed percent recovery of 80.2 – 118.5% and 81.4 - 106.9%, 
respectively. Limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) were 30 and 330 µg/g, respectively. 
Relative expanded uncertainty was 6.0 %.The developed method with acceptable validation results could 
be routinely used to analyse total fluoride in toothpaste. 
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