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สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000 

1

การพฒันาและทดสอบความใชไดของวธิวีเิคราะห

สารฟโพรนิลและเมตาโบไลตตกคางในไขและผลิตภณัฑ

บทคัดยอ ฟโพรนิล (fi pronil) เปนสารกําจัดแมลงที่เมื่อสลายตัวใหสารเมตาโบไลตที่มีพิษทําลายระบบประสาทรุนแรง 
ประเทศไทยอนุญาตใหใชในพืชแตหามใชกับสัตวท่ีเปนอาหาร ในป พ.ศ. 2560 พบไขที่ผลิตในสหภาพยุโรปปนเปอน
สารฟโพรนิล สรางความวิตกแกผูบริโภคไทย ทําใหตองหาวิธีเพื่อใชสําหรับตรวจสอบการตกคางของสารฟโพรนิลในไขและ
ผลิตภัณฑที่จําหนายในประเทศไทย จึงไดพัฒนาการสกัดจากวิธี EN 15662: 2018 QuEChERS ตรวจวัดดวยเทคนิค
selected reaction monitoring  (SRM)  จากเครือ่ง GC-MS/MS คาํนวณผลดวย matrix-matched calibration curve 
ผลการทดสอบความใชไดของวธีิวเิคราะหสารฟโพรนลิและเมตาโบไลต 2 ชนิด (fi pronil-desulfi nyl และ fi pronil-sulfone)
ในไขไกและไขเปด พบวาคา LOD และ LOQ เปน 0.002 และ 0.005 mg/kg ตามลําดับ การทดสอบความแมน
กับตวัอยางทีเ่ติมสารทีร่ะดบั 0.005, 0.05 และ 0.1 mg/kg คารอยละในการคนืกลบั (recovery)  อยูในชวง 92.9–111.6% โดยมี
ความเท่ียงแสดงดวย RSD นอยกวา 8.6% การประมาณคาความไมแนนอนของการวดัใหคา relative standard uncertainty 
นอยกวา 20% มีชวงการวิเคราะหอยูระหวาง 0.005–0.5 mg/kg อยูในเกณฑยอมรับ เปนวิธีที่มีความไว แมนยําและเชื่อถือได 
เหมาะสําหรับใชในหองปฏิบัติการ เมื่อใชวิธีนี้ตรวจสอบไขและผลิตภัณฑจํานวน 66 ตัวอยาง ที่เก็บจากกรุงเทพมหานครและ
ปริมณฑลในป พ.ศ. 2564 ผลไมพบการตกคางของสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตในทุกตัวอยาง บงชี้วาวิธีที่พัฒนานี้สามารถนํา
ไปใชสําหรับการเฝาระวังการตกคางในไขและผลิตภัณฑตอไป
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บทนํา

ฟโพรนิล (fipronil) เปนสารเคมีปองกันกำจัด

ศัตรูพืช (pesticide) ประเภทสารฆาแมลง (insecti-

cide) กลุม phenyl pyrazole มีขอบขายในการใชงาน

กวาง สามารถกำจัดแมลงไดหลายชนิด เชน ใชกำจัดเห็บ

และหมัดในสุนัข ใชฆาเพลี้ย หนอน มด ปลวก เปนตน(1) 

เปนสารที่ถูกจำกัดใหใชเฉพาะกับพืชและสัตวเลี้ยงใน

บานเพือ่การสาธารณสขุเทานัน้ หามมใิหใชในฟารมเลีย้ง

สัตวที่ใชเปนอาหาร เนื่องจากเมื่อสัตวไดรับสารฟโพรนิล

เขาสูรางกายจะเกิดกระบวนการ metabolism เปนสาร

เมตาโบไลตที่มีความเปนพิษตอมนุษยสูงโดยเฉพาะ

กับเด็ก(2) สำนักงานปกปองสิ่งแวดลอมแหงชาติของ

สหรัฐอเมรกิา (Environmental Protection Agency: 

EPA) พบวาเม่ือไดรับสารน้ีเขาไปจะเกิดอาการเหงื่อ

ออกมาก คลื่นไส อาเจียน ปวดและเวียนศีรษะ ปวดทอง

ชัก และเสียชีวิตได(3) ขอมูลจากองคการอนามัยโลก 

(World Health Organization: WHO) ระบุวาสาร

ฟโพรนิลเปนสารพิษระดับกลาง จัดอยูใน Class II 

moderately hazardous เมือ่ไดรบัในปริมาณมากจะเปน

อนัตรายตอตบั ไต และระบบนำ้เหลอืง(4) ฟโพรนลิเปนสาร

ทีม่โีมเลกลุขนาดเล็ก มีความเปนข้ัวปานกลางและสามารถ

ละลายในตวัทำละลายบางชนดิไดด ีเชน acetone  toluene

เปนตน(5) ในธรรมชาติสารฟโพรนิลจะทำปฏิกิริยา

ตางๆ เชน photolysis, hydrolysis, reduction 

และ oxidation เกิดเปนสาร fipronil-desulfinyl, 

fipronil-amide, fipronil-sulfide และ fipronil-

sulfone ตามลำดับ(6) ดังแสดงในภาพที่ 1 การตรวจวัด

การปนเปอนตกคางจึงตองคำนึงถึงสารเมตาโบไลต

ตางๆ ที่เกิดขึ้นดวย เชน เมื่อสารฟโพรนิลถูก oxidized 

ดวย cytochrome P450 ในสัตวจะเกิดเปน fipronil-

sulfone(7) ซึ่งเปนสารที่มีความเปนพิษตอสัตวมีกระดูก

สันหลังมากกวาเดิมถึง 20 เทา แมวาฟโพรนิลเปนสารที่

มคีวามคงตวัตำ่ แตสารเมตาโบไลตกลบัมคีวามคงตวัสงูกวา

มาก(8) นอกจากนี้ยังสามารถจับตัวกับชั้นไขมันไดดีมี

คุณสมบัติเปน bioaccumulate ในหวงโซอาหาร พบวา

ในธรรมชาติเมือ่ฟโพรนลิถูกเรงปฏกิริยิาดวยแสงเกิดเปน

สาร fipronil-desulfinyl ในปริมาณมาก งานวิจัยนี้จึง

เลอืกตรวจวเิคราะหสารรวม 3 ชนดิ ไดแก สารตัง้ตนหรอื 

active form คือ ฟโพรนิล  และสารเมตาโบไลต 2 ชนิด 

ไดแก fipronil-desulfinyl และ fipronil-sulfone

จากการสบืคนวิธตีรวจวเิคราะหสารฟโพรนลิ พบวา

มขีอมลูการพฒันาและทดสอบความใชไดของวธิวีเิคราะห

ในปริมาณจำกัด โดยปกติจะใชเครื่อง GC-ECD, 

GC-MS/MS และ LC-MS/MS เปนเครื่องมือ

ตรวจวิเคราะห(9,10) สวนวิธีการเตรียมตัวอยางมีทั้งวิธี 

liquid-liquid partition, solid-phase extraction

(SPE) และ solid-phase microextraction ซึ่งเปน

วิธีที่ยุงยาก ใชสารเคมีจำนวนมาก และสงผลกระทบ

ตอสิง่แวดลอม ปจจบุนัมกีารนำวธิ ีQuEChERS (quick, 

easy, cheap, effective, rugged, and safe) มา

ประยกุตใชอยางแพรหลาย(11)  มรีายงานการใชวธินีีส้ำหรบั

การเตรยีมตวัอยางไขเพือ่วเิคราะหสารฟโพรนลิไมมากนกั

ภาพที่ 1  โครงสรางทางเคมีของสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตที่เกิดจากปฏิกิริยาตางๆ(5)
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ซึ่งเปนวิธีที่นาจะมีความเหมาะสมตอการใชงานมากที่สุด

เพราะนอกจากจะใชตรวจวิเคราะหฟโพรนิลแลวยัง

สามารถใชเปน multiresidue method รวมกับสาร

ชนิดอื่นๆ ไดเปนจำนวนมาก(12) มีรายงานการใชวิธีนี้

สำหรับเตรียมตัวอยางไขเพ่ือวิเคราะหสารฟโพรนิล

ไมมากนัก รวมทั้งความทาทายของการเตรียมตัวอยางไข

คือ การกำจัดสารรบกวน (interference) ที่เปนโปรตีน 

ไขมัน และคอเลสเตอรอล ซึ่งเปนองคประกอบใหไดมาก

ทีส่ดุ เพือ่เพิม่ความไว (sensitivity) ใหสามารถตรวจวดั

ไดที่ระดับต่ำมากได การเลือกใช GC-MS/MS เปน

เคร่ืองมือที่มีความเหมาะสมเพราะใหความไวและความ

เปนเสนตรง (linearity) ของการวิเคราะหที่ดี

ในป พ.ศ. 2560 องคการความปลอดภัยของ

อาหารแหงสหภาพยุโรป (European Food Safety 

Authority: EFSA) พบการปนเปอนของสารฟโพรนิล

และสารอื่นๆ ในตัวอยางไขไกท่ีมีการสุมตรวจ สูงเกิน

กวากฎหมายของสหภาพยุโรปซึ่งกำหนดไวที่ 0.005 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม(13-15) ทำใหมีการทำลายไขไกเปน

จำนวนมาก และมีการขยายผลการตรวจในสินคาเนื้อไก

และผลิตภัณฑแปรรูปจากไขไกดวย สงผลใหเกิดความ

ตระหนกัไปทัว่โลก ประเทศญีปุ่น และ Codex(16) กำหนด

ปริมาณสารพิษตกคางสูงสุด (Maximum Residue

Limit: MRL) ของสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตใน

ไขที่ 0.02 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สำหรับประเทศไทย 

กำหนดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เลขที่ 387 

พ.ศ. 2560 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง โดยกำหนด

ปริมาณสารพิษตกคางสูงสุดในพืชบางชนิดที่ระดับ

แตกตางกันไป และคาดีฟอลตลิมิต (default limit)

สำหรับอาหารอื่นๆ รวมทั้งไขไวที่ 0.005 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม โดยชนิดสารพิษตกคางในพืชเปน fipronil

(ละลายในไขมัน) และในสัตวเปนผลรวมของ fipronil

และ fipronil-sulfone รายงานผลเปน fipronil

(ละลายในไขมัน)(17) ซึ่งปจจุบันกรมวิทยาศาสตร

การแพทย โดยสำนักคุณภาพและความปลอดภัย

อาหาร ใหบริการตรวจวิเคราะหสารฟโพรนิลในผักและ

ผลไม(18) โดยมี limit of detection (LOD) เทากับ 

0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม แตยังไมมีวิธีตรวจสาร

ฟโพรนิลและเมตาโบไลตในไขและผลิตภัณฑในระดับ

ที่กฎหมายกำหนด จึงตองมีการพัฒนาวิธีเตรียมตัวอยาง

การสกัดและการตรวจวัดดวยเครื่องมือ ใหสามารถตรวจ

วิเคราะหไดตามคาที่กฎหมายกำหนด นอกจากนี้ตอง

มีการประเมินความใชไดของวิธี เพื่อใชในงานบริการ

เม่ือไดวิธีวิเคราะหที่เหมาะสมแลว จึงทำการสุมเก็บ

ตัวอยางเพื่อสำรวจติดตามเบื้องตนการปนเปอนของ

สารฟโพรนิล ปจจุบันไมพบขอมูลการใชสารฟโพรนิล

ในฟารมไกในประเทศไทย และยงัไมมรีายงานการสำรวจ

การปนเปอนของสารฟโพรนิลในไขไกในประเทศ

จึงเปนการสำรวจครั้งแรกของประเทศไทยวามีการใช

งานผิดวัตถุประสงคหรือไม เพื่อทราบสถานการณและ

สามารถใชเพื่อแจงเตือนภัย โดยทำการสุมเก็บตัวอยาง

จากตลาดสด หางสรรพสินคา รานคาปลีก และราน

สะดวกซื้อในพื้นที่ประชากรหนาแนนของประเทศ คือ

เขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 5 จังหวัด ไดแก 

ปทมุธาน ีนครปฐม นนทบรุ ีสมทุรปราการ และสมทุรสาคร

รวมทัง้สิน้ 6 จงัหวดั ซึง่สนิคาทีผ่ลติในเขตเกษตรกรรมอืน่

ถูกนำมาจำหนายในบริเวณนี้จำนวนมาก และมีการ

กระจายตัวของสินคาออกไปในบริเวณกวาง หากพบ

การปนเปอนจะสามารถตรวจสอบกลับไปยังแหลง

ผลิตได แตหากไมพบการปนเปอนใดๆ ในบริเวณนี้

อาจมีการขยายผลเปนโครงการสำรวจติดตามไปยังพื้นท่ี

ตางๆ ใหครอบคลุมทั้งประเทศตอไป

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาและทดสอบ

ความใชไดของวิธีวิเคราะหสารฟโพรนิลตกคางในไขและ

ผลิตภัณฑ สำหรับใหบริการตรวจวิเคราะหตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที ่387 พ.ศ. 2560 เรือ่ง อาหาร

ที่มีสารพิษตกคาง และคากำหนดของโครงการมาตรฐาน

อาหารระหวางประเทศ (Codex Alimentarius) 

โดยมีคุณลักษณะของวิธีสอดคลองกับมาตรฐานและ

กฎหมายที่เกี่ยวของ รวมทั้งสำรวจและตรวจสอบสินคา

ไขและผลติภณัฑจากไขทีจ่ำหนายในเขตกรงุเทพมหานคร

และปริมณฑล เพื่อใหทราบสถานการณเบื้องตนของ

การตกคางของสารฟโพรนลิในอาหารกอนถงึมอืผูบรโิภค

ใชผลสำหรับแจงเตือนภัยและขยายผลการสำรวจ

ติดตามในวงกวางใหครอบคลุมทั้งประเทศตอไป อีกทั้ง

สามารถนำเสนอขอมลูใหแกหนวยงานทีเ่กีย่วของสำหรบั

การจัดการความเสี่ยงของการไดรับสารพิษอีกดวย
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วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน  

สารเคมี (Reagents) ไดแก acetonitrile 

(HPLC, Merck, USA) acetone (AR, RCl Labscan,

USA) n-hexane (PG, Burdick & Jackson, USA)

ethyl acetate (HPLC, Burdick & Jackson

Korea) QuEChERS Extraction Packet (Agilent

Technologies,  USA) EN Method Part 

No: 5982-7650 เปนสวนผสมของ MgSO4 4 g 

NaCl 1 g sodium citrate dehydrate 1 g และ

disodium hydrogen citrate sesquihydrate 0.5 g

Dispersive SPE 15 mL, Fatty sample, EN

(Agilent Technologies, USA) เปนสวนผสมของ

MgSO4 900 mg PSA 150 mg และ C18EC 150 mg

(Agilent Technologies,USA) น้ำ rverse osmosis

(RO) D-sorbitol (AR, purity ≥ 98%) วัสดุควบคุม

คณุภาพ Quality Control Material (QCM) FCPM11-

EGG2QC Pesticide Residues (fat soluble) in 

Chicken (Hens) 

สารมาตรฐาน (standards) ไดแก fipronil 

fipronil-desulfinyl และ fipronil-sulfone เกรด

วัสดุอางอิงรับรอง (Certified Reference Material: 

CRM, Dr. Ehrenstorfer, Germany) ความบริสุทธิ์ 

(purity) ≥ 98.5% 

การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน ทำโดยเตรียมสารละลาย

มาตรฐาน (Stock standard solution) แตละชนิด

ที่มีความเขมขน 100 μg/mL ใน acetone แลวเตรียม

สารละลายมาตรฐานผสม 3 ชนิด (mixed intermediate

standard solution) ความเขมขน 10 μg/mL ใน

volumetric flask ขนาด 10 mL ปรับปริมาตรดวย

acetone เก็บรักษาที่อุณหภูมิ ≤ -18°C กอนการใชงาน

เจือจาง intermediate standard solution ดวย

acetone หรือสารสกัดจากตัวอยาง เพื่อทำ working

standard solution ชวงความเขมขน 0.002, 0.005,

0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1.0 μg/mL

เติมสารละลาย  D-sorbitol 3% (analytical protec-

tant) ปริมาตร 3  μL ในสารละลาย 1  mL ใชวิเคราะห

ทนัทหีรอืสามารถเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมู ิ≤ -18°C ไดไมเกนิ

1 สัปดาห

เครื่องมือและอุปกรณ   

เครื่องชั่งความละเอียด 0.001 g Sartorius รุน 

LP 620S และ 0.01 mg Sartorius รุน MC 210S 

(Sartorius AG, Germany) สำหรับชั่งตัวอยางและ

สารมาตรฐานเครื่องระเหยสารละลายแบบ heating

box และใชแกสไนโตรเจน (N2) ในการระเหยสาร

สกัด REACTI-THERM III #TS-18824 Thermo

scientific เครื่องหมุนปนผสมสารละลาย Vortex-2 

Genie micropipette ขนาด 2–20 μL amber vial

centrifuge tube ตูแชแข็งอุณหภูมิต่ำกวา -18°C 

certified volumetric flask กอนการใชงานเครื่องแกว

ทกุชนดิใหลางดวย acetone 2 ครัง้ และ n-hexane 2 ครัง้

จากนั้นผึ่งใหแหงกอนนำมาใชงาน

เครื่อง Gas Chromatograph-Tandem 

Mass Spectrometry (GC-MS/MS) ของ Thermo 

Scientific TRACE™ 1300 Gas Chromatograph

(Thermo Scientific, Italy) ตอกับเครื่อง TSQ 

9000, Triple Quadrupole Mass Spectrometer

(Thermo Scientific, Italy) โดยใช PAL RTC auto-

sampler และใช TraceFinder 4.1 EFS software 

ทำใหสารเปนประจุดวย electron ionization mode 

(EI, 70 eV) สารจะถูกแยกดวย fused silica capillary 

column DB-5ms (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 µm 

film thickness) ของ Agilent Technologies โปรแกรม

ทีใ่ชสำหรบัปรบัอุณหภมูใิน oven ของเครือ่ง GC เริม่จาก 

70°C เปนเวลา 1 นาที เพิ่มที่อัตรา 50°C ตอนาที จนถึง 

150°C เพิ่มที่อัตรา 6°C ตอนาที จนถึง 200°C เพิ่มที่

อตัรา 16°C ตอนาท ีจนถงึ 280°C คงไว 8.5 นาท ีจากนัน้

เพิ่มที่อัตรา 50°C ตอนาที ถึงอุณหภูมิสุดทายที่ 300°C

คงไว 0.5 นาที ใชเวลาทั้งสิ้นประมาณ 25 นาที โดยมี 

injection volume เปน 2 μL ใช inlet ชนิด pro-

grammable temperature vaporizing (PTV) 

ตั้งอุณหภูมิของ PTV ไวที่ 80°C คางไว 0.1 นาที

เพิ่มที่อัตรา 5°C ตอวินาที จนถึง 300°C ตั้งอุณหภูม ิ
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ion source เปน 280°C และ quadrupole MS1 

และ MS2 เปน 180°C เมื่อสารเขาสูเครื่อง GC-MS/

MS จะถูกทำใหแตกตัวเปนประจุโดยใชแกสไนโตรเจน 

เปน quench gas และ Argon เปน collision gas 

ถูกตรวจวัดดวย selected reaction monitoring

(SRM) mode ดังแสดงในตารางที่ 1 และภาพที่ 2

ตารางที่ 1 Selected reaction monitoring (SRM) transitions และ collision energies ของสาร fipronil 

 และเมตาโบไลต

Compound 

(RT, min)

Precursor

(m/z)

Product 

(m/z)

Collision Energy 

(eV)
Transition type

fipronil-desulfinyl 

(12.07)

333

333

388

388

390

390

231

281

281

333

333

335

20

12

26

12

12

12

Quantification

Qualification-1

Qualification-2

Qualification-3

Qualification-4

Qualification-5

fipronil 

(13.86)

255

255

351

367

367

369

157

228

255

213

245

215

34

14

14

28

20

30

Quantification

Qualification-1

Qualification-2

Qualification-3

Qualification-4

Qualification-5

fipronil-sulfone

(15.02)

255

335

383

385

452

452

228

255

255

257

241

255

10

10

15

15

20

25

Quantification

Qualification-1

Qualification-2

Qualification-3

Qualification-4

Qualification-5
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ภาพที่ 2 กลไกการทำงานของ selected reaction monitoring (SRM) mode ดวยเครื่อง GC-MS/MS
       (ภาพจากเอกสารประกอบการบรรยายการใชเครื่องมือจากบริษัท AB Sciex Thailand Ltd.)

ตัวอยางและการเตรียมตัวอยาง 

ตัวอยางที่ใชในการพัฒนาและทดสอบความใชได

ของวธิ ี2 ชนดิ ไดแก ไขไกและไขเปด ใชเฉพาะไขขาวและ

ไขแดง ไมรวมเปลือก ปนผสมตัวอยางแตละชนิดใหเปน

เนื้อเดียวกันดวยเครื่องตีผสมอาหาร ชั่งแบงตัวอยางเพื่อ

เปน analytical portions โดยชั่งตัวอยางน้ำหนักไขไก

และไขเปด 10.0±0.1 g ลงใน centrifuge tube ขนาด 

50 mL ตัวอยางที่ยังไมนำมาวิเคราะหจะถูกเก็บรักษา

ในตูแชแข็งที่อุณหภูมิต่ำกวา -15°C สำหรับตัวอยาง

ที่ เปนผลิตภัณฑจากไข ใชตัวอยางอาหารประมาณ

200–300 กรัม ปนผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน

การสกดัตวัอยาง นำตวัอยางท่ีชัง่ไวเติม acetonitrile

ปริมาตร 10 mL เขยาดวยมืออยางแรง 1 นาที เติม 

QuEChERS extraction pocket เขยาตออีก 1 นาที

นำไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที

นาน 5 นาที แบงสารสกัดสวนใสดานบน 5 mL

ใสใน centrifuge tube ขนาด 15 mL จากนั้นเติม 

Dispersive SPE เขยาดวยมือ 30 วินาที นำไปปนตก

ตะกอนดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที

เก็บสารละลายชั้นบน ปริมาตร 2  mL นำไประเหยแหง 

ปรบัปริมาตรดวยตวัทำละลายผสมของ n-hexane:ethyl 

acetate (3:1) เปน 2 mL เติม D-sorbitol 3% ปรมิาตร 6 

μL ไดความเขมขนตวัอยาง 1 g/mL จากนัน้นำไปวิเคราะห

ดวยเครื่อง GC-MS/MS

ตัวอยางสำหรับการสำรวจติดตามเบื้องตน สำนัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ทำการเก็บตัวอยาง

ไดแก  ไขสดชนิดแบงขายและชนิดมีบรรจุ ภัณฑ 

ประกอบดวยไขไกและไขเปด ตัวอยางละ 12 ฟอง

ไขนกกระทา ตัวอยางละ 30 ฟอง และผลิตภัณฑจากไข

ไดแก ขนมที่ทำจากไข เชน ทองหยอด ทองหยิบ

ฝอยทอง ตวัอยางละ 200–300 g ไขเหลวบรรจขุวดไขตุน

พรอมบริโภคเตาหูไข ตัวอยางละ 2 หนวย (ขวด/ถวย/

หลอด) และไขผง ตัวอยางละ 200–300 g โดยสถานที่

เก็บตัวอยางเปนตลาดสด หางสรรพสินคารานคาปลีก และ

รานสะดวกซือ้ในเขตกรงุเทพมหานคร ปทมุธาน ีนครปฐม 

นนทบุรี สมุทรปราการ และสมุทรสาคร รวม 6 จังหวัด 

จำนวน 11 ตัวอยางตอจังหวัด รวมทั้งสิ้น 66 ตัวอยาง 

โดยแบงระยะการเก็บเปน 3 เดือน เดือนละ 2 จังหวัด 

ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที ่2 แผนการเก็บตวัอยางไขและผลติภณัฑ  จำนวน 

66 ตัวอยาง ในป พ.ศ. 2564 (จังหวัดละ 11 ตัวอยาง)

เดือน จังหวัด

เมษายน กรุงเทพมหานคร นนทบุรี

พฤษภาคม ปทุมธานี สมุทรสาคร
มิถุนายน นครปฐม สมุทรปราการ

การพัฒนาและทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห 

การพัฒนาวิธีวิเคราะห

ประยกุตใชวธิทีีอ่างองิจากวธิมีาตรฐานของสหภาพ

ยุโรป EN 15662:2018 ซึ่งเปนวิธีวิเคราะหสารเคมี

ปองกันกำจัดศัตรูพืชในอาหารที่เปนผลิตภัณฑจากพืช 

(food of plant origin) แบบ multiresidue method 
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(S/N) จากนั้นยืนยันคา LOD ที่ระดับความเขมขน

0.002 mg/kg โดยเติมสารมาตรฐานลงในตัวอยางไขไก

และไขเปด สกดัตามขัน้ตอนวเิคราะหจำนวน 7 ซำ้ (n = 7)

แลวคำนวณคา S/N คา LOD คือ ระดับความเขมขนที่

ใหคา S/N มากกวา 3

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

ขดีจำกดัของการวดัเชงิปรมิาณ (limit of quan-

titation: LOQ) ศึกษาโดยใชขอมูลจากการทดสอบ

ความแมนและความเที่ยงของการวิเคราะห ที่ระดับความ

เขมขน 0.005 mg/kg วิเคราะห จำนวน 7 ซ้ำ (n = 7) 

แลวคำนวณ %recovery กำหนดเกณฑยอมรับอยูใน

ชวงรอยละ 70–120 และคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

(RSD) กำหนดเกณฑยอมรับ ≤ 20%

ความเปนเสนตรงของชวงการวิเคราะห 

ความเปนเสนตรงของชวงการวิเคราะหศึกษาโดย

การเติมสารมาตรฐานในตัวอยาง (sample blank) ที่ 6

ระดับความเขมขน ไดแก 0.005, 0.020, 0.050, 0.1,

0.2 และ 0.5 mg/kg วิเคราะหระดับละ 3 ซ้ำ (n = 3)

สรางกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนที่เติมลง

ในตัวอยางกับความเขมขนที่ตรวจพบ คำนวณหา

คาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ (correlation coefficient: r)

กำหนดเกณฑยอมรับ r มีคามากกวา 0.995

ความแมน (accuracy) และความเที่ยง 

(precision)

ศึกษาโดยเติมสารมาตรฐานในตัวอยาง (sample 

blank) ที่ 3 ระดับความเขมขน ไดแก LOQ, 10 และ

20 เทาของ LOQ ซึง่มคีวามเขมขนเปน 0.005, 0.05 และ 

0.1 mg/kg ตามลำดับ วิเคราะหระดับละ 7 ซ้ำ (n = 7) 

แลวคำนวณ %recovery และ RSD โดยเกณฑยอมรับ

ความแมน (mean recovery) ในชวง 70–120% และ

เกณฑยอมรับความเที่ยง (RSD) มีคา ≤ 20%

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด 

(Estimation of Measurement Uncertainty: MU)

ของการวิเคราะหสารกำจัดศัตรูพืชในอาหารที่ทดสอบ

ใชวิธีการของ EURACHEM(19) ซึ่งเปนการคำนวณ

โดยใชทุกแหลงที่มาของความไมแนนอน จากนั้น

ดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ (GC) และเครื่องลิควิด

โครมาโทกราฟ (LC) โดยการสกัดดวย acetonitrile 

และ partition ดวยวิธี QuEChERS ทำใหบริสุทธิ์ดวย

dispersive SPE ดัดแปลงใหใชกับอาหารที่เปน

ผลิตภัณฑจากสัตว (animal origin food) ซึ่งเปน

ตัวอยางไขไกและไขเปด ดวยการหา mass transition 

condition จากเครื่อง GC-MS/MS ที่จำเพาะตอสาร

สนใจและคัดเลือก dispersive SPE ท่ีเหมาะสมตอ

การวิเคราะหอาหารท่ีมีไขมันเปนองคประกอบ (fatty 

sample) รวมถึงการปรับตัวทำละลายสุดทายใหมีความ

เปนขั้วที่เหมาะสมกับสารฟโพรนิล

ความจำเพาะของวิธี 

ฉีดสารมาตรฐานเขาเครื่อง GC-MS/MS ตาม

สภาวะที่กำหนด จำนวน 3 ซ้ำ บันทึก retention time 

(RT) และ ion intensity ratio แลวทดสอบความ

จำเพาะของวิธีโดยวิเคราะห method blank (reagent 

blank) ที่ใชน้ำ RO แทนตัวอยาง และ sample blank 

ไดแก ไขไกและไขเปด เมื่อไมพบพีคหรือพบพีคที่มี

สัญญาณ signal-to-noise ratio (S/N) นอยกวา 3 

ที่มี RT และ/หรือ คา m/z ใกลเคียงกับสารมาตรฐาน

ถือวาวิธีปราศจากสารรบกวนและวิธีมีความจำเพาะ

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน 

กราฟมาตรฐานแบบ matrix-matched 

calibration (MMC) ศึกษาโดยใชสารสกดัท่ีไดจากไขไก

และไขเปดท่ีเปน blank เปนตัวทำละลาย เจือจาง 

intermediate standard solution ใหได 12 ระดับ

ความเขมขน ไดแก 0.0002, 0.0005, 0.001, 0.002, 

0.005, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 และ 1 μL/mL

และฉีดเขาเคร่ือง GC-MS/MS แบบสุม (random, 

n = 3) คำนวณหาคาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ (correlation

coefficient: r) กำหนดเกณฑยอมรับ r มีคามากกวา 

0.995

ขีดจำกัดของการตรวจพบ 

ขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of detection:

LOD) ศึกษาโดยเติมสารละลายมาตรฐานลงในสารสกัด

จากไขไกและไขเปดท่ีระดบั LOD แลวนำไปฉีดเขาเครือ่ง 

GC-MS/MS คำนวณคา signal-to-noise ratio 
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คำนวณคาความไมแนนอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น

รอยละ 95 โดยใชคา k = 2 เปนวิธีที่มีความถูกตองเปน

ที่ยอมรับและเหมาะสมตอการนำไปใชงาน

การทดสอบผลกระทบของเมทริกซ 

ศกึษาผลกระทบของเมทรกิซ (matrix effect: ME)

โดยฉีดสารมาตรฐานความเขมขนที่ตองการที่ไดจาก 

spiked matrix blank และ standard on solution

แลวสราง curve ระหวางความเขมขน (x-axis) กับ peak

area หรือ intensity/response (y-axis) คำนวณ 

slope ของกราฟมาตรฐาน จากสมการ y = ax+b  โดย x 

คือ analyte concentration, y คือ analyte peak, 

a คือ ความชันของ calibration curve และ b คือ จุด

ตัดแกน y คำนวณ matrix factor จากสมการ MF

(matrix factor) = a(matrix)/a(solvent)  จากนั้น

คำนวณ ME (%) จากสมการ ME (%) = (MF-1) × 100

หากผลการประเมินพบวา ME (%) มีผลกระทบนอย 

(soft) แสดงวาผลกระทบของเมทริกซไมมีผลอยางมีนัย

สำคญัทางสถติขิองการวเิคราะห และสามารถใช standard

on solution ในการคำนวณผลได หากพบวามีผลกระทบ

ปานกลางและมาก (medium and strong) แสดงวา

ไมสามารถใช standard on solution ในการคำนวณ

ผลได เกณฑการตัดสินผลกระทบของเมทริกซ ดังแสดง

ในตารางที่ 3 หากเครื่องหมาย ME (%) เปนบวก 

ผลกระทบของเมทรกิซจะเปนแบบ enhancement หาก

เครื่องหมาย ME (%) เปนลบ ผลกระทบของเมทริกซ

จะเปนแบบ suppression(20)

การทวนสอบความใชไดของวิธี

การทวนสอบความใชไดของวิธีศึกษาโดยนำวัสดุ

ควบคุมคุณภาพในตัวกลาง (matrix quality control

material) QCM Product Code FCPM11-EGG2QC

จาก FAPAS® ซึ่งทราบคาความเขมขนของ fipronil-

sulfone ใน chicken (hens) eggs เปน 12.0 μg/kg

มีชวงยอมรับอยูระหวาง 6.7–17.3 μg/kg เมื่อวิเคราะห

ดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นแลว ผลที่ไดตองอยูในชวงยอมรับ

จึงจะแสดงวาวิธีมีความถูกตอง และขยายขอบขายชนิด

ตัวอยางจากการใชตัวอยางไขไกและไขเปดในขั้นตอน

การทดสอบความใชไดของวิธี ดวยการทำ internal 

quality control โดยการทดสอบการคืนกลับที่ระดับ 

LOQ ในตัวอยางไขนกกระทาและผลิตภัณฑอาหารท่ีทำ

จากไขอื่นๆ ทุกชนิดที่ทำการทดสอบ ผลตองอยูในเกณฑ

ยอมรับ %recovery อยูระหวาง 70–120% 

ตารางที่ 3  เกณฑการตัดสินผลกระทบของเมทริกซ

Matrix effect (%) Consideration Result Consideration

-20% to 20 % Soft Negative (-) Suppression

 > 20% to 50% Medium Zero (0) No matrix effect

 > 50% Strong Positive (+) Enhancement

ผล

ผลการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห ความ

จำเพาะของวิธี พบวา peak ท่ีไดจากการวิเคราะห 

method blank และ sample blank ที่เปนไขไกและ

ไขเปด โดยใชเครื่อง GC-MS/MS ดวยเทคนิค SRM 

ตรวจไมพบสารรบกวนที่ใหพีคตรงหรือใกลเคียงกับ 

retention time (RT) ของสารมาตรฐาน และพีคที่

ตรวจพบมีสัญญาณ signal-to-noise ratio (S/N)

นอยกวา 3 ซึ่งแสดงวาวิธีมีความจำเพาะ ดังแสดงในภาพ

ที่ 3 การวิเคราะหแบบ SRM ดวยเครื่อง GC-MS/MS

ทำใหตรวจวัดพีคสารฟโพรนิลและเมตาโบไลต ไดอยาง

ชัดเจน เปนเทคนิคที่มีความไวและความจำเพาะสูง 

สามารถตรวจวัดสารสนใจในเมทริกซที่มีสารรบกวนไดดี

ดังแสดงในภาพที่ 4-5
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ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมของ method blank (a) matrix blank ไขไก (b) และ matrix blank ไขเปด (c)

ภาพที่ 4 Quantification and qualification peak ของสาร fipronil-desulfinyl (a), fipronil (b) และ 

 fipronil-sulfone (c)
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ภาพที่ 5 Total ion chromatogram (TIC) ของสาร fipronil-desulfinyl, fipronil และ fipronil-sulfone 

 ใน acetone (a), ไขไก (b) และไขเปด (c)

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐานสามารถ

สรางกราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง concentra-

tion กับ peak area (response) ของสารสนใจมีความ

เปนเสนตรงในชวง 0.0002 ถึง 1 µL/mL ดังแสดงใน

ภาพที ่6 โดยกราฟมาตรฐานของสารทุกชนิดมคีา r ในชวง 

0.997–0.999 ซึ่งสูงกวาเกณฑยอมรับที่ 0.995

ผลการทดสอบขดีจำกดัของการตรวจพบ (LOD) 

ของสารทั้ง 3 ชนิด เทากับ 0.002  mg/kg (S/N > 3) 

และการยืนยันโดยการสกัดตัวอยางท่ีระดับ LOD ผล

พบวาพบสารทุกชนิดทั้ง 7 ซ้ำ โดยมีขีดจำกัดของการวัด

เชงิปรมิาณ (LOQ) มคีาเทากบั 0.005 mg/kg ดงัแสดง

ในตารางที่ 4

ผลการทดสอบความแมนและความเที่ยงของวิธี

ดังแสดงในตารางที่ 5 ความแมนและความเที่ยงที่ระดับ 

LOQ, 10 และ 20 เทาของ LOQ ที่ 0.005, 0.05 และ

0.1 mg/kg ให %recovery อยูระหวาง 92.9–111.6%

โดยมีความเที่ยงแสดงดวย RSD นอยกวา 8.6% ซึ่งอยู

ในเกณฑยอมรับที่ 70–120% และ ≤ 20% ตามลำดับ

ผลการทดสอบความเปนเสนตรงของชวงการ

วิเคราะหดังแสดงในตารางที่ 4 LOD ที่ 0.002 mg/kg

และ LOQ ที่ 0.005 mg/kg พบวาสารทั้ง 3 ชนิด มีชวง

ความเปนเสนตรงอยูระหวาง 0.005–0.5 mg/kg ดวย

คุณลักษณะทั้งหมดที่ทำการทดสอบความใชไดแสดงวา

สามารถใชวิธีนี้วิเคราะหสารสนใจดังกลาวได

การทดสอบผลกระทบของเมทริกซ จากภาพท่ี 6

ความชันของกราฟมาตรฐานสาร fipronil-desulfinyl,

fipronil และ fipronil-sulfone และคา ME  (%) ทีค่ำนวณ

ไดดังแสดงในตารางที่ 6 พบวาผลกระทบของเมทริกซ
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ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ Limit of detection (LOD), Limit of quantitation (LOQ) และ Linearity 

 of working range

Compounds
S/N ratio

(at LOD = 0.002 mg/kg)
Working range

(mg/kg)
r

(chicken egg/duck egg)

fipronil-desulfinyl Infinity 0.005-0.5 0.9998/0.9990

fipronil 31-4329 0.005-0.5 0.9997/0.9991

fipronil-sulfone 63-170 0.005-0.5 0.9998/0.9995

Compounds Matrix
Spiked level 

(mg/kg)
%Recovery 

(mean, mg/kg)
%RSD

fipronil-desulfinyl

chicken egg
0.005
0.05
0.1

95.7 (0.00479)
99.1 (0.04956)
99.1 (0.09908)

8.62
6.11
4.86

duck egg
0.005
0.05
0.1

98.8 (0.00494)
94.4 (0.04720)
111.0 (0.11100)

6.17
5.55
7.86

fipronil

chicken egg
0.005
0.05
0.1

92.9 (0.00465)
100.7 (0.05033)
101.0 (0.10100)

6.47
6.40
5.77

duck egg
0.005
0.05
0.1

111.6 (0.00558)
100.7 (0.05034)
104.2 (0.10420)

6.55
8.57
8.56

fipronil-sulfone

chicken egg
0.005
0.05
0.1

96.2 (0.00481)
105.1 (0.05256)
101.6 (0.10160)

5.64
5.41
2.85

duck egg
0.005
0.05
0.1

107.0 (0.00535)
99.1 (0.04954)
110.8 (0.11080)

6.03
6.22
8.15

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบความแมนและความเที่ยง (accuracy and precision)



การวิเคราะหสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตตกคางในไขและผลิตภัณฑ     วีรวุฒิ วิทยานันท และ ธรณิศวร ไชยมงคล

59วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2565

ตารางที่ 6  ผลกระทบของ matrix ของ fipronil-desulfinyl, fipronil และ fipronil-sulfone แบบ on solution,

  matrix ไขไก และ matrix ไขเปด

Compound
Matrix Effect (%)

chicken/solution duck/solution chicken/duck

fipronil-desulfinyl 39.67 medium 54.47 strong 9.58 soft

fipronil 60.60 strong 92.07 strong 6.39 soft

fipronil-sulfone 53.75 strong 78.74 strong 13.98 soft

ภาพที่ 6 กราฟมาตรฐานของสาร fipronil-desulfinyl (a), fipronil (b) และ fipronil-sulfone (c) ใน 

 solution, matrix ไขไก และ matrix ไขเปด
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ภาพที่ 7  แผนภูมิแทง ME (%) ของ fipronil และเมตาโบไลต

ไขไกและไขเปดตอการวิเคราะห on solution เปนแบบ

เพิ่มสัญญาณ (enhancement) และไขทั้ง 2 ชนิด ไมมี

ผลกระทบอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของการวิเคราะห

ตอกัน สามารถใชทดแทนกันไดและพบวาผลกระทบ

ของเมทริกซไขไกและไขเปดมีผลอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถิติของการวิเคราะหตอการวิเคราะห on solution 

ดังแสดงในภาพที่ 7

ผลการประมาณคาความไมแนนอนของการวดัตาม

แนวของ ISO GUM Approach หรือ Bottom-up 

approach (ที่ระดับความเชื่อมั่นประมาณ 95%, k = 2)

จากการประมาณคาความไมแนนอน พบวาแหลงความ

ไมแนนอนที่สำคัญที่สุด คือ calibration curve (C0) 

(43%) และ method precision (36%) สวน bias หรอื 

recovery (8%), standard concentration (6%) และ 

sample weight (3%) และองคประกอบอื่นๆ นั้นถือ

เปนองคประกอบที่นอยมาก ดังแสดงในภาพที่ 8 

ภาพที่ 8 สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสารฟโพรนิลในไขไก 

                          ที่ระดับ 0.005 mg/kg (C0 = calibration curve)
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ตารางที่ 7  ผลการตรวจวิเคราะหสาร fipronil และเมตาโบไลต  แบงตามประเภทของผลิตภัณฑ

ประเภทตัวอยาง
Analyte

Fipronil-desulfinyl Fipronil Fipronil-sulfone

ไขสดชนิดแบงขาย ไมมีบรรจุภัณฑ (n = 18) Not detected Not detected Not detected

ไขสดบรรจุในบรรจุภัณฑที่ระบุแหลงผลิต

(n = 18)

Not detected Not detected Not detected

ผลิตภัณฑจากไข (n = 30) Not detected Not detected Not detected

ผลการทวนสอบความใชไดของวิธีที่พัฒนาข้ึน

กอนนำไปใชงาน ซ่ึงตองสามารถใหผลการวิเคราะหที่

ถูกตอง พบวาเมื่อนำวัสดุควบคุมคุณภาพในตัวกลาง 

matrix quality control material, QCM Product 

Code FCPM11-EGG2QC ท่ีผลิตโดย FAPAS®

ซึง่ทราบคาทีแ่นนอนของ fipronil-sulfone ใน chicken

(hens) eggs เปน 12.0 μg/kg ชวงยอมรับอยูระหวาง

6.7–17.3 μg/kg ผลการวิเคราะห fipronil-sulfone

เปน 11.0μg/kg ซึ่งอยูในชวงยอมรับได จากนั้นทดสอบ 

IQC โดยการศึกษาการคืนกลบั ผลพบวา %recovery อยู

ในเกณฑยอมรับที่ 70–120% ผลการสำรวจเบื้องตน พบ

วาเมื่อใชวิธีที่พัฒนาขึ้นและผานการทดสอบความใชได

ของวิธีวิเคราะหแลว ตรวจสอบไขและผลิตภัณฑจำนวน 

66 ตวัอยาง ทีเ่ก็บจากกรงุเทพมหานครและปริมณฑลในป 

พ.ศ. 2564 ผลไมพบการตกคางของสารฟโพรนิลและ

เมตาโบไลตในทุกตัวอยาง ดังแสดงในตารางที่ 7

วิจารณ

การเตรียมตัวอยางเปนขั้นตอนที่มีความสำคัญ

ตอการใหผลการวิเคราะหท่ีถกูตอง การเตรยีมตวัอยางไข

ใหเปนเนื้อเดียวกัน (homogenization) ทำไดงายกวา

การเตรียมตัวอยางผักผลไม เนื่องจากตัวอยางมีสถานะ

เปนของเหลว การวิจัยน้ีไมไดทำการวิเคราะหสารฟโพรนิล

ที่อาจตกคางหรือเคลือบที่เปลือกไข แตจะทำการตรวจ

วิเคราะหเฉพาะสวนที่บริโภคไดเพื่อใหสอดคลองกับ

มาตรฐานการเตรียมตัวอยาง(21) สำหรับการสกัดใช 

acetonitrile ที่มีความเปนขั้วระดับกลางสามารถละลาย

สารฟโพรนิลและเมตาโบไลตไดดี และมีคุณสมบัติทำให

โปรตีนในตัวอยางเสื่อมสภาพและจับตัวกันเปนกอน

แยกออกจากสวนอื่นๆ (protein precipitation) การ

สกัดควรใชการเขยาในแนวตั้งของ centrifuge tube 

และเขยาดวยมืออยางแรง สามารถใชเครื่องเขยาแบบ 

mechanic แทนได โดยใสแทงเซรามิกเพื่อชวยในการ

ทำใหกอนโปรตีนแตกตวัไดดข้ึีน หากเขยาไมแรงเพยีงพอ 

กอนตวัอยางจะตดิท่ีหลอดพลาสตกิทำใหไมสามารถสกดั

สารออกมาได หลังจากไดสารสกัดแลว ใช dispersive 

SPE ในการทำใหบริสุทธิ์(22) ซึ่งมีสวนผสมสำคัญ คือ 

C18EC สารนี้มีคุณสมบัติดูดซับไขมันไดดี จึงเปนการ

กำจัดไขมันจากตัวอยางผลิตภัณฑจากสัตวไดอยางมี

ประสิทธิภาพ 

เนื่องจากสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตเปนสาร

ระเหยไดเมื่อถูกความรอนและคงตัวที่ อุณหภูมิสูง

จึงสามารถใชเครื่องมือชนิด gas chromatograph 

สำหรบัแยกและวเิคราะหสารได สารฟโพรนลิเปนสารทีม่ี 

electron สามารถตรวจวดัดวยตวัตรวจวดัชนดิ electron 

capture detector (ECD) ซึ่งเปนเครื่องมือพื้นฐาน

ที่ใชในหองปฏิบัติการสำหรับวิเคราะหสารเคมีปองกัน

กำจัดศัตรูพืชที่มี electron ในกลุม organochlorine 

(OC) ดังนั้นเบื้องตนคณะผูวิจัยจึงไดทดลองฉีดสาร

มาตรฐานเพื่อวิเคราะหดวยเครื่อง GC-ECD พบวา

เครื่องมือนี้มี selectivity และ sensitivity ที่ดี สามารถ

ตรวจวัดไดระดับต่ำมากที่ 0.0002 mg/mL (0.2 ppb)

และสามารถแยกสารสนใจออกจากกันไดอยางชัดเจน

ในขั้นตอนการทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟ
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มาตรฐาน พบวาชวงความเปนเสนตรงอยูที่ระดับความ

เขมขนต่ำ ในชวงแคบระหวาง 0.0002–0.005 mg/mL

เทานั้น และเมื่อความเขมขนสูงขึ้น ECD detector

จะอิ่มตัว (saturated) ทำใหกราฟมีลักษณะโคงที่

ความเขมขนสูง จึงไมสามารถใชงานในชวงการวิเคราะห

ที่ยาวครอบคลุมคากำหนดได ดังแสดงในภาพที่ 9

ภาพที่ 9 Chromatogram ที่ไดจากเครื่อง ECD ของ method blank (a) fipronil และ metabolites (b) และ

 กราฟมาตรฐาน

ดวยคุณสมบัติดานความไว (sensitivity) ที่ดี จึงนำมา

ประยุกตใชในการตรวจแบบคัดกรอง (screening

method) ที่ระดับต่ำมากไดและหากตรวจพบเบื้องตน

จึงทำการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณดวยเทคนิค single 

point calibration หรือใชเครื่อง GC-MS/MS

ในลำดับตอไป

ในข้ันตอนการพัฒนาและการทดสอบความใชได

ของวิธีวิเคราะหนั้น ดำเนินการไดตรงตามวัตถุประสงค 

กลาวคือ parameters ตางๆ ที่ทำการทดสอบมี

คุณลักษณะและคุณสมบัติอยูในเกณฑยอมรับตาม 

pesticide analytical guideline ของสหภาพยุโรป 

SANTE/12682/2019 สามารถนำวิธีน้ีไปใชในหอง

ปฏิบัตกิารได ทัง้น้ีหากหองปฏบิตักิารมีประสบการณดาน

การเตรียมตวัอยางดวยวิธ ีQuEChERS ในการวิเคราะห

ผกัและผลไมอยูแลว สามารถนำวิธนีีไ้ปประยกุตใชไดโดย

ปรับเพียงขั้นตอนการเลือก dispersive SPE ที่เหมาะสม

สำหรับขั้นตอนท่ีสำคัญและมีความทาทายท่ีสุด คือ

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของเครือ่งมอืวเิคราะห และการ

ตรวจวัดที่ระดับต่ำมาก 2–5 สวนในพันลานสวน (ppb) 

ทั้งนี้เครื่องมือที่เลือกใช คือ GC-MS/MS จะตอบ

สนอง detection limit ได เนื่องจากเปนเครื่องมือที่มี

ประสิทธิภาพสูง จากการวิเคราะหแบบ SRM โดยการ

เลือก mass transition จำเพาะของสารและเครื่องมือ

จะตรวจจับเฉพาะสารสนใจโดยไมมี interferences อื่น

ปนเปอนในระบบ วิธีนี้ชวยเพิ่ม sensitivity ใหสามารถ

ตรวจที่ระดับต่ำมากได การใช mass ของ 2 products 

ion จากเครือ่ง GC-MS/MS ชนดิ triple quadrupole 

ให degree of selectivity ซึ่งใชในการประเมินความ

เช่ือมั่นในการระบุชนิดสารสูงตรงตามมาตรฐานและเปน

ที่ยอมรับในระดับสากลโดยไมตองมีการยืนยันเพิ่มเติม 

อุปสรรคที่พบระหวางการดำเนินงาน คือ ประสบ

ปญหาที่ไมสามารถควบคุมไดในชวงการเก็บตัวอยาง
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ในเขต พ้ืนที่ ก ารระบาดของโรคติดตอ อุบัติ ใหม

(COVID-19) อยางรุนแรงในชวงธันวาคม 2563 

ถึง เมษายน 2564 ทำใหภาครัฐตองออกมาตรการ

หามเขาถึงพื้นที่เปาหมายของการเก็บตัวอยาง ไดแก 

กรุงเทพมหานครและปริมณฑล และเพื่อความปลอดภัย

ของคณะผูวิจัยจึงตองมีการปรับแผนในการเก็บตัวอยาง

ออกไป  1–2 เดอืน เพือ่รอจนกวาสถานการณจะคลีค่ลายลง

แตเนื่องจากพื้นท่ีเปาหมายเปนพื้นท่ีใกลเคียงกับหอง

ปฏิบัติการในรัศมีไมเกิน 100 กิโลเมตร หลังจากมีการ

ผอนคลายมาตรการลง จึงจะเขาเก็บตัวอยางในพื้นที่

เปาหมายไดอยางรวดเร็วและดำเนินการตามแผนที่วาง

ไวจนสำเร็จ ผลการสำรวจเบื้องตนไมพบการตกคางของ

สารฟโพรนิลและเมตาโบไลตในทุกตัวอยาง ทำใหทราบ

สถานการณเบื้องตนของการตกคางของสารฟโพรนิลใน

อาหารในเขตพืน้ทีเ่ปาหมาย ซึง่บงชีว้า ณ บรเิวณทีส่ำรวจ

ตัวอยางไมมีการตกคางของสารสนใจในระดับท่ีจะกอให

เกดิอนัตราย และสถานท่ีผลิตไมมีการใชงานสารฟโพรนลิ

ผิดวัตถุประสงคในฟารมเลี้ยงสัตว ซึ่งผลการวิเคราะหนี้

สะทอนความปลอดภัยของอาหารเฉพาะสวนที่บริโภคได

เทานัน้ หากตองการศกึษาเพิม่เตมิการใชสารในการกำจดั

ไรในฟารมไกหรอืไม อาจมีการตรวจเพ่ิมเตมิการวิเคราะห

ในสวนเปลือกไขไดดวย ขอมูลดังกลาวนี้สามารถใชสราง

ความมัน่ใจแกผูบรโิภคไขและผลติภณัฑมีความปลอดภยั

ตอการบริโภค อาจมีการขยายผลเพื่อจัดทำโครงการ

สำรวจติดตามในวงกวางครอบคลุมทั้งประเทศตอไปได 

สำหรับการควบคุมคุณภาพผลการวิเคราะห เพ่ือ

ใหเกิดความเชื่อมั่นตองทำการควบคุมคุณภาพ เชน 

การวิเคราะห method blank/reagent blank, 

spiked sample และ duplicate sample ทุกชุดของ

การสกัด (batch) หรืออยางนอย 10% ของตัวอยาง 

และเนื่องจาก MS detector เปนเครื่องมือตรวจวัดที่ 

sensitivity สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดตามระยะ

เวลาการใชงาน จึงตองมีการตรวจสอบ instrument

drift ดวยเสมอ โดย response ใน analytical batch

เดยีวกนั จะตองแตกตางกนัไมเกนิ 30% และหากพบสาร

ที่สงสัยวาเปนสารสนใจจะตองทำการตรวจยืนยันดวย

ทุกครั้งการยืนยันชนิดของสารท่ีตรวจพบตองยืนยันผล

ดวย ion intensities ratio โดยคา ion intensities

ratio ของสารที่วิเคราะหแตละตัวในตัวอยาง และ

ion intensities ratio เฉล่ียของสารมาตรฐานนั้น

จะตองแตกตางกันไมเกิน 30% หรือใชวิธีทางเลือกอื่น

(alternative method) เชน GC-ECD หรือ 

LC-MS/MS เปนตน และยืนยันปริมาณที่ตรวจพบ

โดยทำการทดสอบตัวอยางใหม (retest) แบบ

duplicate test รายงานโดยใชคาเฉลี่ยของการทำซ้ำ

และเกณฑยอมรับของ %RPD ตองไมเกิน 25% เปนการ

ยืนยันวากระบวนการวิเคราะหทั้งหมดมีความถูกตอง

เหมาะสมและสอดคลองกับเอกสารอางอิงและมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทดสอบและสอบเทียบ ISO/IEC 

17025:2017

จากปญหาตั้งตนที่สหภาพยุโรปพบไขจำนวนมาก

ถูกปนเปอนดวยสารฟโพรนิล ซึ่งเปนสารเคมีที่หามใช

ในฟารมเลี้ยงสัตวที่ใชเปนอาหาร ทำใหตองสั่งปดฟารม

เลี้ยงไกจำนวนมากเพื่อดำเนินการตรวจสอบ และตอง

ระงับการขายและเรียกคืนไขเพื่อนำไปทำลายทิ้ง เรื่อง

ดังกลาวบงช้ีวาแมกลุมประเทศพัฒนาแลวและมีความ

เขมขนของการตรวจสอบสินคาอาหารจากตางประเทศ

ที่จะนำเขามาจำหนายภายในประเทศสมาชิก แตกลับ

มีมาตรการที่หละหลวมตอการตรวจสอบภาคการผลิต

ภายในสหภาพยุโรปเอง ในสวนของประเทศไทยซึ่งเปน

ประเทศผูผลิตอาหารรายใหญของโลกและมีการสงออก

สินคาเกษตรเปนมูลคามหาศาล จำเปนตองมีหนวยงาน

ที่ดูแลดานความปลอดภัยของอาหาร ดำเนินการตรวจ

สอบสินคาที่มีวางจำหนายอยางสม่ำเสมอและตอเนื่อง

อยางเปนระบบ ภาครัฐตองใหการสนับสนุนทรัพยากร

ที่เพียงพอตอการสำรวจติดตาม ซึ่งจะเปนประโยชน

โดยตรงตอประชาชนตอการดำรงไวซึ่งสุขภาพที่ดี ลด

คาใชจายทางการแพทยและการสาธารณสุข ในสวนของ

ภาคการผลิตนอกจากจะตองมีการใหความรูดานการใช

สารเคมีอยางถูกตองในภาคเกษตรกรรมแลว ยังตอง

มีการกำกับดูแลอยางเขมงวดจากหนวยงานตนน้ำใน

ขัน้ตอนการผลติ ตรวจสอบความปลอดภยัสนิคาหนาฟารม

กอนวางจำหนาย ผลการสำรวจเบ้ืองตนของโครงการ

แสดงใหเห็นวาไขและผลิตภัณฑจากไขที่จำหนายในเขต

กรุงเทพมหานครและปริมณฑลยังคงมีความปลอดภัย 

และเพื่อเปนการรักษาระดับคุณภาพสินคาที่จำหนายใน
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ทองตลาด จำเปนตองมีการวิเคราะหสารตกคางทั้งจาก

ฟารมผูผลิตกอนนำออกจำหนาย ผูผลิตรายใหญที่มีหอง

ปฏบัิตกิารสามารถนำวธิทีีพั่ฒนาขึน้นีไ้ปใชในหองปฏบิติัการ

เพ่ือควบคุมคุณภาพสินคาของตนได และหนวยงาน

กำกับดูแลดานกฎหมายตองมีแผนการเก็บตัวอยางอยาง

สมำ่เสมอและตองไดรบัการสนับสนุนทรพัยากรจากหนวย

งานที่เกี่ยวของอยางตอเนื่องดวย

สรุป

วิธีทดสอบท่ีไดจากการพัฒนาและทดสอบความ

ใชไดของวิธีวิเคราะหมีคุณสมบัติเหมาะสม สอดคลอง

กับมาตรฐานและกฎหมายของประเทศไทย ไดแก 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 387 พ.ศ. 2560 

เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง และมาตรฐานระดับ

นานาชาติตามโครงการมาตรฐานอาหารระหวางประเทศ

(Codex Alimentarius) สามารถใชเปนวิธีการ

ทดสอบที่ใหบริการของหนวยงาน และเพื่อใชในการ

สำรวจติดตามเพ่ือประเมินสถานการณการตกคางของ

สารพิษได ผลการสำรวจสินคาไขและผลิตภัณฑจากไข

ที่ จำหนายในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

ไมพบสาร fipronil และเมตาโบไลตตกคางในทุก

ตัวอยาง สามารถสรางความมั่นใจแกผูบริโภคได

ระดับหนึ่ง รวมถึงการเฝาระวังความปลอดภัยจำเปน

ตองดำเนินการอยางเปนระบบและตอเน่ือง เพื่อสราง

ความเชื่อมั่นใหแกผูบริโภคและประเทศคูคา

กิตติกรรมประกาศ

งานวจิยันีไ้ดรบัทนุสนบัสนนุจากกรมวิทยาศาสตร

การแพทย ภายใตโครงการพัฒนาขีดความสามารถและ

เครือขายหองปฏิบัติการดานอาหารเพื่อความมั่นคงดาน
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ABSTRACT Fipronil is an insecticide whose degradation products are highly neurotoxic for humans. 
In Thailand, fi pronil is approved to use for plant protection but not as a veterinary drug. It was found that, 
egg contamination by fi pronil in Europe in 2017 has generated concerns in Thai consumers. Thus, an 
analytical method is required for the investigation of the fi pronil residues in commercialized egg and egg 
products in Thailand. Fipronil was extracted by a developed procedure based on EN 15662:2018 QuEChERS, 
detected by selected reaction monitoring techniques in GC-MS/MS and quantifi ed by matrix-matched calibration
curve. The validation of the method to detect fi pronil and two metabolites, fi pronil-desulfi nyl, and 
fi pronil-sulfone, in chicken and duck eggs showed that the LOD and the LOQ were 0.002 and 0.005 mg/kg,
respectively. Satisfactory recoveries were obtained in the range of 92.9–111.6% in spiked samples at 0.005, 
0.05 and 0.1 mg/kg with RSD lower than 8.6%. The relative standard uncertainty value was less than 
20% and the method working ranges were between 0.005–0.5 mg/kg which were acceptable. This method 
was sensitive, precise, reliable, and suitable for use in the laboratory. The validated method was further 
applied for the analysis of 66 egg and egg product samples collected from Bangkok Metropolitan Region 
in 2021. The result showed no detectable fi pronil residues in any samples. Overall results indicated that 
the described method would be applied for detecting the fi pronil and its metabolite residues in the future. 

Keywords:  Fipronil, Eggs, GC-MS/MS, Method development and validation
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