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บทคัดยอ อีทีฟอน (ethephon) เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชที่นิยมใชหลังการเก็บเกี่ยวเพื่อเรงการสุกของผลไม

โดยผลไมเขตรอนที่ศึกษา ไดแก กลวย มะมวง สับปะรด และทุเรียน และผลไมเขตอบอุน ไดแก แอปเปล เชอรรี และ

สตรอวเบอรรี การใชที่ไมเหมาะสมอาจกอใหเกิดการตกคางสงผลตอความปลอดภัยของผูบริโภค งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค

เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหอีทีฟอนตกคางในผลไมโดยอาศัยการสลายตัวของอีทีฟอนภายใตสภาวะดางใหเกิดแกสเอทิลีน และ

ตรวจวัดดวยเทคนิค headspace–gas chromatography–mass spectrometry (HS–GC–MS) ผลการตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธีพบวามีความจําเพาะสูง โดยเอทิลีนมีคา retention time เทากับ 2.45 นาที มีไอออนลักษณะเฉพาะที่ 

m/z 27, 26 และ 28 ไมพบสัญญาณรบกวนใน method blank ขณะที่ matrix blank ของผลไมทุกชนิดตรวจพบเอทิลีน

ตามธรรมชาติในระดับตํ่ากวาคาขีดจํากัดของการตรวจพบ (LOD) การหาปริมาณใชกราฟมาตรฐานภายนอก เน่ืองจาก 

matrix eff ect อยูในระดับตํ่าและไมมนียัสาํคญัทางสถติ ิกราฟมาตรฐานชวง 0.1–4.0 ไมโครกรมัของอทีฟีอน ใหคา R² เทากับ 

1.0000 และชวงการวเิคราะหในตวัอยางผลไมใหคา R² อยูในชวง 0.9986–0.9998 วธิมีคีา LOD และคาขดีจาํกดัของการตรวจวัด

เชิงปริมาณ (LOQ) สําหรับผลไมเขตรอนเทากับ 0.10 และ 0.30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และสําหรับผลไมเขตอบอุนเทากับ 

0.02 และ 0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ ผลไมเขตรอนใหคาการคืนกลับ 81.4–119.0% และคา %RSD อยูในชวง 

1.5–16.0 ขณะทีผ่ลไมเขตอบอุนใหคาการคนืกลบั 89.8–120.0% และคา %RSD อยูในชวง 2.9–13.9 โดยสรปุ วธิทีีพ่ฒันาขึน้

มีความถูกตอง เชื่อถือได เหมาะสมสําหรับการตรวจยืนยันการตกคางของอีทีฟอนในผลไม

คําสําคัญ: สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคาง, อีทีฟอน, เอทิลีน, ผลไม, แกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโตรเมทรี
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

บทนํา

ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมที่มี

ภูมิอากาศเขตรอนชื้น เหมาะสมตอการเพาะปลูกผลไม

เศรษฐกิจหลากหลายชนิด เชน ทุเรียน มะมวง สับปะรด 

และกลวย ซึ่งมีบทบาทสำคัญตอเศรษฐกิจของประเทศ

และเปนสินคาสงออกหลักในภาคเกษตรกรรม ขอมูล

จากสำนักงานนโยบายและยุทธศาสตรการคา กระทรวง

พาณิชย ระบุวาในป พ.ศ. 2567 ประเทศไทยมีมูลคา

การสงออกผลไมรวมทั้งในรูปแบบสดและแปรรูป

สูงถึง 6,510.6 ลานดอลลารสหรัฐ โดยเฉพาะผลไมสด

มีมูลคาการสงออก 5,149.4 ลานดอลลารสหรัฐ ทั้งนี้ 

ทุเรียนเปนผลไมสดที่มีมูลคาการสงออกสูงสุด มีปริมาณ

การสงออก 859,183 ตัน คิดเปนมูลคา 3,755.7

ลานดอลลารสหรัฐ หรอืรอยละ 72.9 ของมูลคาการสงออก

ผลไมสดทั้งหมดของประเทศ และมีตลาดสงออกหลัก

ไดแก จนี ฮองกง เกาหลใีต มาเลเซยี และสหรฐัอเมรกิา(1) 

แนวโนมดังกลาวสะทอนถึงบทบาทสำคัญของผลไมไทย

ในระบบเศรษฐกิจโลก และมีความจำเปนในการรักษา

มาตรฐานดานคุณภาพและความปลอดภัยอาหารเพื่อ

สรางความเชื่อมั่นแกผูบริโภคในตลาดสากล อยางไร

ก็ตามแมประเทศไทยจะมีศักยภาพสูงดานการผลิตและ

การสงออกผลไม แตพฤติกรรมการบริโภคผักและผลไม

ของประชาชนภายในประเทศยงัคงตำ่กวาเกณฑทีอ่งคการ

อนามัยโลก (World Health Organization; WHO) 

แนะนำ โดยผลการสำรวจระดับประเทศของสถาบันวิจัย

ประชากรและสังคม มหาวิทยาลัยมหดิล ซ่ึงดำเนนิการเก็บ

ขอมูลในชวงป พ.ศ. 2561–2562 และเผยแพรรายงาน

ในป พ.ศ. 2565 ชี้ใหเห็นวาการบริโภคผักและผลไม

ของคนไทยสวนใหญยังไมถึงระดับอยางนอย 400 กรัม

ตอวัน ซึ่งเปนปริมาณที่ WHO แนะนำเพื่อชวยลดความ

เสี่ยงของโรคไมติดตอเรื้อรัง (non-communicable 

diseases; NCDs)(2,3) สถานการณดังกลาวเนนย้ำถึง

ความจำเปนในการสงเสริมการบริโภคผลไมที่มีคุณภาพ

และปลอดภัยจากสารเคมีตกคาง เพื่อคุมครองสุขภาพ

ผูบริโภคควบคูไปกับการยกระดับมาตรฐานความ

ปลอดภัยอาหารของประเทศ

อีทีฟอน (ethephon; 2-chloroethyl-

phosphonic acid) จัดเปนสารควบคุมการเจริญเติบโต

ของพชื (plant growth regulator) ทีส่ามารถสลายตวั

ภายใตสภาวะดางใหเกิดแกสเอทิลีน ซึ่งเปนฮอรโมนพืช

ตามธรรมชาติที่มีบทบาทสำคัญตอกระบวนการ

เจริญเติบโตและการสุกของผลไม(4,5) โดยในชวงกอน

การเก็บเก่ียว (pre-harvest) นิยมใชเพื่อกระตุน

การออกดอกใหเกิดพรอมกัน ขณะที่ในชวงหลังการ

เกบ็เกีย่ว (post-harvest) ใชเพือ่เรงและควบคมุการสกุ

ของผลไมใหมคีวามสมำ่เสมอ(6,7) ผลไมท่ีมีการใชอทีฟีอน

อยางแพรหลายในประเทศไทย ไดแก ทุเรียน มะมวง

และกลวย อยางไรกต็ามแมอทีฟีอนจะมปีระโยชนตอการ

จัดการผลผลิตทางการเกษตร แตการใชที่ไมเหมาะสม

อาจสงผลใหเกิดสารตกคางในผลผลิตและกอใหเกิด

ความเสีย่งตอผูบรโิภค โดยมรีายงานวาการไดรบัอทีฟีอน

ในปริมาณสูงอาจทำใหเกิดการระคายเคืองตอระบบ

ทางเดินอาหาร สงผลตอระบบประสาท และอาจกอให

เกิดความเปนพิษตอตับ ซึ่งสัมพันธกับคุณสมบัติทาง

พิษวิทยาของสารดังกลาว(8,9) ดวยเหตุนี้ประเทศไทย

จึงกำหนดมาตรการควบคุมดานความปลอดภัยอาหาร

โดยประกาศกระทรวงสาธารณสขุ (ฉบบัที ่460) พ.ศ. 2568

ซึ่งออกตามความในพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522

ไดกำหนดเกณฑคาปรมิาณสารตกคางสงูสดุ (maximum

residue limit; MRL) แตกตางกันตามชนิดของผลไม

ไดแก กลวยและลูกผสม 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ทุเรียน 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม มะมวง 2 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม สับปะรด 1.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม กลุมเชอรรี 

5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และองุนรวมถึงแอปเปลกำหนด

คา MRL เทากับ 0.8 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม(10) นอกจากนี้

ในระดับสากลคณะกรรมาธิการโคเด็กซ (Codex

Alimentarius Commission) ไดกำหนดคาปริมาณ

สารตกคางสูงสุดของอีทีฟอนในผลไมหลายชนิดในชวง 

0.8–5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ขึ้นกับชนิดของผลไม(11)

และยังมีการรายงานเหตุการณที่ผลไมไทยถูกตรวจ

พบสารตกคางเกินคามาตรฐานในตางประเทศ ซ่ึงสง

ผลกระทบตอภาพลักษณของประเทศและการคาระหวาง

ประเทศอยางมีนัยสำคัญ(12) 

แมจะมีการกำหนดเกณฑมาตรฐานทางกฎหมาย

ที่ชัดเจน แตการเฝาระวังสารตกคางของ ethephon 

ยังคงเผชิญขอจำกัดดานการตรวจวิเคราะห ปจจุบัน
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Determination of Ethephon in Fruits by HS-GC-MS Jirapong Luangchaiyaporn et al.

มีการประยุกตใชเทคนิคทางโครมาโทกราฟหลายวิธี

ในการวิเคราะหสารอีทีฟอนในผลไม ไดแก high-

performance liquid chromatography (HPLC–UV), 

l iquid chromatography–tandem mass

spectrometry (LC–MS/MS), ion chromato-

graphy–mass spectrometry (IC–MS/MS) และ

gas chromatography (GC)(13-17) โดยเทคนิค 

LC–MS/MS สามารถวิเคราะหอีทีฟอนในรูปเดิมได

โดยตรง มีความไวและความจำเพาะสูง เหมาะสำหรับ

การตรวจวดัสารตกคางในระดับต่ำในผลไมหลายชนดิ(13,15,16,18)

อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวจำเปนตองอาศัยขั้นตอน

การเตรียมตัวอยางหลายข้ันตอน และอาจไดรับ

ผลกระทบจาก matrix effect ขององคประกอบ

ที่ซับซอนของเนื้อผลไม ซึ่งอาจสงผลตอความถูกตอง

และความเชื่อถือไดของผลการวิเคราะห(13,15,18,19) สวน

การวิเคราะหดวย GC โดยตรวจสารอีทีฟอนโดยตรง

เปนวิธีการที่ไมเหมาะสม เนื่องจากอีทีฟอนเปนสารที่

มีขั้วสูง ละลายน้ำไดดี และระเหยยาก จึงมักตองอาศัย

การสลายตัวภายใตสภาวะดางใหเกิดแกสเอทิลีนกอน

ตรวจวัดดวยเทคนิค headspace GC(14,17,20) ดังนั้น 

เทคนิค headspace-gas chromatography–mass 

spectrometry (HS–GC–MS) ซึ่งอาศัยการตรวจวัด

แกสเอทิลีนในเฟสไอเหนือผิวตัวอยาง จึงมีขอไดเปรียบ

ดานการเตรียมตัวอยางที่ไมซับซอน ใหสัญญาณที่มี

เสถียรภาพ และชวยลดการรบกวนจากเมทริกซของ

ผลไมไดอยางมีประสิทธิภาพ ทำใหเปนอีกทางเลือกที่มี

ศักยภาพสำหรับการวิเคราะหสารอีทีฟอนในผลไม(14,17)

เพื่อสนับสนุนการดำเนินงานดานการเฝาระวัง

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร จึงมีความจำเปน

ตองพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะหอีทีฟอนในรูปแบบ 

single residue method ท่ีมีความจำเพาะ ความถกูตอง

และความเชื่อถือได งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนา

และประเมินความใชไดของวิธีวิเคราะหอีทีฟอนดวย

เทคนิค HS–GC–MS สำหรับการตรวจวิเคราะห

ในผลไม เพ่ือใหสามารถนำไปประยุกตใชไดอยางมี

ประสิทธิภาพ ทั้งในดานการขยายขอบขายการตรวจสอบ

ใหสอดคลองกับกฎหมายอาหาร ประกาศกระทรวง

สาธารณสขุ และมาตรฐานคณะกรรมาธกิารอาหารระหวาง

ประเทศ (Codex) ตลอดจนการรองรับการคาระหวาง

ประเทศ โดยเฉพาะผลไมสงออก นอกจากนี้ผลการตรวจ

วิเคราะหยังสามารถนำไปใชในการประเมินสถานการณ

สารตกคางในระดับประเทศ สนับสนุนการประเมินความ

ปลอดภัยอาหาร และใชเปนขอมูลประกอบการเตือนภัย

เพื่อคุมครองผูบริโภค รวมถึงการวางแผนปองกันและ

แกไขปญหาเชิงรุกอยางเหมาะสมตอไป

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐานที่ใชในการศึกษา คือ อีทีฟอน

มาตรฐาน (ethephon standard) ความบรสิทุธิ ์≥ 97% 

เกรดวสัดอุางองิรบัรอง (certified reference material;

CRM) (Dr. Ehrenstorfer, LGC Standards, 

Germany)

สารเคมีที่ใช ไดแก เมทานอล (methanol,

gradient grade for LC) (LiChrosolv®, Supelco,

Merck, Germany) กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 

ความเขมขน 0.1 โมลตอลติร ซึง่เตรยีมจากกรด HCl 37%

(EMSURE®, Supelco, Merck, Germany)

นำ้บรสิทุธิ ์DI water (Type I, resistivity > 18 MΩ·cm)

โซเดียมไฮดรอกไซดอ่ิมตัว (saturated NaOH)

ซึ่งเตรียมโดยเติม NaOH (EMSURE®, Supelco, 

Merck, Germany) จนถึงจุดอิ่มตัวและมีผลึกตกคาง

รวมถงึเอน็-เฮกเซน (n-hexane) และอะซโีตน (acetone)

(B&J Brand™, Honeywell Burdick & Jackson, 

USA)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

เตรียม stock standard solution ความเขมขน 

1,000 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร โดยชัง่สารอทีฟีอนนำ้หนกั 

10 มลิลกิรมั ละลายในกรดไฮโดรคลอรกิ 0.1 โมลตอลติร

จากนั้นปรับปริมาตรใน volumetric flask ขนาด 10 

มิลลิลิตร เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ ≤ −18 องศาเซลเซียส

และมีอายุการใชงานไมเกิน 3 เดือน

เตรียม intermediate standard solution 

โดยเจือจาง stock standard solution ดวยสารละลาย 

MeOH:HCl อัตราสวน 6:4 โดยปริมาตร ใหได
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

ความเขมขน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเตรียม
สารมาตรฐานระดับ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดย
การเจอืจางตออกี 10 เทา ท้ังสองระดบันีใ้ชสำหรบัเตรยีม 
working standard solution

เตรียม working standard solutions ในชวง
ความเขมขน 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 
4.0 ไมโครกรัม ในขวด headspace ขนาด 20 มิลลิลิตร
โดยเตรียมกอนใชงานทันที หรือสามารถเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ ≤ −18 องศาเซลเซียส ไมเกิน 1 สัปดาห

เครื่องมือและอุปกรณ
เคร่ืองมือท่ีใช ไดแก เครือ่งช่ังไฟฟา (รุน LP620S, 

Sartorius, Germany) ความละเอียด 0.001 กรัม 
สำหรับชั่งน้ำหนักตัวอยางผลไม และเครื่องช่ังไฟฟา
(รุน MC 210S, Sartorius, Germany) ความละเอยีด 
0.01 มิลลิกรัม สำหรับชั่งสารมาตรฐาน เครื่องบดปน
อาหาร (รุน Original 4000, RONIC, Poland) สำหรบั
ทำใหตวัอยางเปนเน้ือเนียนสม่ำเสมอ เครือ่งหมนุปนผสม

สารละลายแบบ vortex (รุน G560E Vortex-2 Genie,
Scientific Industries, USA) หลอดเซนตริฟวจ
กนแหลม (conical centrifuge tube) ขนาด 50 มลิลลิติร 
(JET BIOFIL, China) สำหรับเตรียมตัวอยาง
กอนการวิเคราะห และตูแชแข็ง (รุน 3552-1, Thermo
Scientific, USA) อุณหภมู ิ≤ −18 องศาเซลเซยีส  สำหรบั
เก็บรักษาสารมาตรฐานและตัวอยางกอนการวิเคราะห

การตรวจวดัแกสเอทลีินใชเครือ่ง Gas Chromato-
graphy–Mass Spectrometry (GC–MS)
(รุน TRACE™ 1610, Thermo Scientific, USA) 
เชือ่มตอกบัเครือ่งวเิคราะหมวลสาร ISQ™ 7610 Single 
Quadrupole พรอมระบบฉีดตัวอยางอัตโนมัติแบบ 
headspace TriPlus™ RSH (HS) (รุน 365L2321-
SM, Thermo Scientific, USA) โดยควบคุม
การทำงานและเกบ็ขอมลูดวยซอฟตแวร Chromeleon™ 7
โดยสภาวะการทำงานที่ ไดรับการคัดเลือกสำหรับ
การวิเคราะหแกสเอทิลีนดวยเทคนิค HS–GC–MS
ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 สภาวะการทำงานของเครื่อง HS–GC–MS สำหรับการตรวจวัดแกสเอทิลีน

Category Parameter Condition

Headspace Vial size
Injection volume

20 mL headspace vial
2 mL (headspace injection)

Gas Chromatography Inlet conditions

Column

Carrier gas and flow rate
Oven temperature 
program

Inlet temperature 180°C; split mode; split 
ratio 20:1; septum purge flow 15 mL/min
PLOT/Q fused silica capillary column, 
30 m × 0.32 mm i.d., film thickness 20 µm
Helium, constant flow at 2.5 mL/min 40°C
(4 min)ramp from 40 to 240°C at 30°C/
minhold at 240°C for 5 min

Mass Spectrometry Ionization mode
Acquisition mode
Target ions (ethylene)
Ion source temperature
Transfer line temperature

Electron ionization (EI, 70 eV)
Selected ion monitoring (SIM)
m/z 27 (quantifier), 26 and 28 (qualifiers)
200°C
250°C

อุปกรณที่ใช ไดแก micropipette ขนาด 2–20, 

20–200 และ 100–1,000 ไมโครลิตร (Eppendorf, 

Germany) พรอมหัว tip ปลอดสารปนเปอน ขวดแกว 

headspace vial ปริมาตร 20 มิลลิลิตร พรอมฝาปด

อลมูเินยีม และ septum ทนความรอน และ volumetric

flask สำหรับเตรียมสารละลาย เครื่องแกวทุกชนิด

ทำความสะอาดโดยลางดวย acetone 2 ครั้ง และ

n-hexane 2 ครั้ง แลวผึ่งใหแหงกอนใชงาน เพื่อ

หลีกเลี่ยงความปนเปอนจากสารระเหยหรือคราบ

อินทรีย
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Determination of Ethephon in Fruits by HS-GC-MS Jirapong Luangchaiyaporn et al.

การพฒันาวธิกีารฉีดตวัอยางดวยเทคนคิ headspace

ทดลองปรับพารามิเตอรการฉีดตัวอยางเขาสู

เครื่อง HS–GC–MS โดยเปรียบเทียบสภาวะการฉีด

ตัวอยางแบบ split ระหวาง split ratio ที่ 1:15 และ 

1:20 เปรียบเทียบอุณหภูมิของ inlet temperature 

ระหวาง 180 และ 220 องศาเซลเซียส และปริมาตรการ

ฉีดระหวาง 1.0 และ 2.0 มิลลิลิตร เพื่อคัดเลือกสภาวะที่

เหมาะสมสำหรบัการวิเคราะห ทำการทดลองแตละสภาวะ 

จำนวน 3 ซ้ำ เปรียบเทียบ response signal เฉลี่ยที่ได

และคัดเลือกสภาวะที่ใหสัญญาณสูงรวมกับมี peak 

shape ที่มีความสมมาตร คมชัด ฐานแคบ และตั้งอยูบน

เสนฐานทีร่าบเรยีบมากท่ีสุดเพือ่นำไปใชในการตรวจสอบ

ความใชไดของวิธีตอไป

ปฏิกิริยาการเกิดแกสเอทิลีน

เมื่อเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดอิ่มตัว

ลงในขวด headspace ที่มีสารอีทีฟอน อีทีฟอนจะเกิด

การสลายตัวภายใตสภาวะดางรวมกับการเรงปฏิกิริยา

ดวยความรอน สงผลใหเกิดการปลดปลอยแกสเอทิลีน

ดังสมการที่ 1 เอทิลีนที่เกิดขึ้นเปนสารระเหยงายและ

สามารถกระจายเขาสูเฟสแกสในบริเวณ headspace 

ไดอยางสมบูรณ จากนั้นระบบหัวฉีดอัตโนมัติจะดูดสวน

ของ headspace และสงผานทอสงที่ควบคุมอุณหภูมิ

เขาสูคอลัมนชนิด PLOT/Q เพื่อแยกแกสเอทิลีน

ออกจากสารระเหยอ่ืนที่อาจมีอยูในเมทริกซของตัวอยาง

ผลไมตรวจวัดดวยเครื่องตรวจวัดมวลสารแบบ single 

quadrupole ซึ่งใชตัวกรองมวลชนิดควอดรูโพลหนึ่งชุด

ในการคัดเลือกไอออนตามอัตราสวนมวลตอประจุ 

(m/z) โดยอาศัยสนามไฟฟากระแสตรงรวมกับ

สนามไฟฟากระแสสลับความถี่วิทยุ การทำงานในโหมด

selected ion monitoring (SIM) ชวยเพิ่มความไว

และความจำเพาะของการตรวจวัดโดยติดตามเฉพาะ

ไอออนเปาหมายและลดสัญญาณรบกวนจากเมทริกซ

สงผลใหวธิวีเิคราะหมคีวามเหมาะสมสำหรบัการวเิคราะห

เชงิปรมิาณของสารอทีฟีอนในตวัอยางอาหารทีม่เีมทริกซ

ซับซอนไดอยางถูกตองและเชื่อถือได

การเตรียมตัวอยางสำหรับการทดสอบความใชไดของ

วิธีวิเคราะห

ตัวอยางที่ใชในการศึกษา ประกอบดวย ผลไม

เขตรอน (tropical fruits) ไดแก กลวย มะมวง สับปะรด 

และทุเรียน และผลไมเขตอบอุน (temperate fruits) 

ไดแก แอปเปล เชอรรี และสตรอวเบอรรี

เตรยีม matrix blank โดยใชตวัอยางท่ีไมพบสาร

ทีส่นใจ (analyte-free sample) โดยใชตวัอยางทัง้หมด

หากมีน้ำหนักไมเกิน 1 กิโลกรัม หรือสุมตัวอยางดวยวิธี 

quartering และเลือกใชสวนตรงขามกันของผลหากมี

น้ำหนักมากกวา 1 กิโลกรัม จากนั้นตัดทิ้งเฉพาะสวนที่

ไมบริโภค ไดแก เมล็ด กาน และจุกสับปะรด และใช

เฉพาะสวนทีบ่ริโภคไดตามชนิดของผลไม เตรยีมตวัอยาง

ไมนอยกวา 500 กรมั ปนใหเปนเน้ือเดยีวกนั และแบงเปน 

analytical portion และ reserved portion โดยเก็บ

ที่อุณหภูมิ −15 องศาเซลเซียส หรือต่ำกวา เพื่อปองกัน

การลดลงหรือเพิ่มขึ้นของสารตกคาง(21,22)

การสกัดตัวอยาง

กอนการเตรียมตัวอยางตองทำความสะอาด

เครื่องแกวทุกชิ้นโดยลางดวย acetone และ n-hexane 

แลวคว่ำใหแหง เพื่อกำจัดสิ่งปนเปอนที่อาจสงผลตอ

ความถูกตองของการวิเคราะห ตัวอยางผลไมที่ผานการ

ทำใหเปนเนื้อเดียวกัน จำนวน 5.0±0.1 กรัม นำมาชั่งใส

ขวด headspace ขนาด 20 มิลลิลิตร แลวเติมเมทานอล

อุณหภูมิ 4–8 องศาเซลเซียส ปริมาตร 3.0 มิลลิลิตร 

และสารละลาย saturated NaOH อุณหภูมิ 4–8 

องศาเซลเซียส ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตรลงในขวด จากนั้น
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

ปดผนึกดวย aluminum crimp seal ทันทีในขณะที่

สารละลายยังมีอุณหภูมิต่ำ เพื่อลดการสูญเสียแกสที่อาจ

เกิดขึ้นระหวางการเตรียมตัวอยาง

ตวัอยางถกูผสมดวยเครือ่ง vortex เปนเวลา 1 นาที

กอนนำไปเขยาใน water bath ที่อุณหภูมิ 70 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อเรงใหเกิดการสลายตัว

ของอีทีฟอนเปนแกสเอทิลีน จากนั้นนำไป sonication 

เปนเวลา 2 นาที เพื่อชวยขจัดฟองอากาศและชวยใหเขา

สูภาวะสมดุลระหวางเฟสของเนื้อผลไมและเฟสแกสใน 

headspace แกสเอทิลีนท่ีเกิดข้ึนจะถูกดูดเขาสูเครื่อง 

GC–MS ดวยเทคนิค headspace injection เพื่อให

ไดการตรวจวัดที่มีความไวและความจำเพาะสูง

การทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห (method 

validation)

ความจำเพาะเจาะจง (specificity/selec-

tivity)

ความจำเพาะของวิธีประเมินโดยการฉีดสาร

มาตรฐานความเขมขนท่ีเหมาะสมเพ่ือตรวจสอบคา 

retention time (RT) โดยกำหนดเกณฑยอมรับเปน 

±0.1 นาที รวมถึงตรวจสอบ quantification ion และ 

qualification ions จากนั้นทำการวิเคราะห method 

blank ซึ่ง chromatogram ตองไมพบสัญญาณที่มีคา

RT และ/หรือคา m/z ตรงกับสารมาตรฐาน และ

วิเคราะห matrix blank ของตัวอยางผลไมทุกชนิดตาม

วธิทีีก่ำหนด โดยตองไมพบสัญญาณของสารเปาหมายหรอื

หากพบสัญญาณ ปริมาณของสารตองต่ำกวาคาขีดจำกัด

การตรวจพบ (limit of detection; LOD) ของเครือ่งมือ

ความเปน เส นตรงของกราฟมาตรฐาน

(linearity of calibration curve)

ประเมินความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน

โดยการฉีดสารมาตรฐานอยางนอย 5 ระดับความเขมขน 

โดยระดบัตำ่สดุตองเทากบัหรอืตำ่กวาคาขีดจำกดัของการ

วดัเชงิปริมาณ (limit of quantitation; LOQ)  สรางกราฟ

ความสัมพันธระหวางความเขมขน (x-axis) กับ peak 

area หรอื intensity/response (y-axis) และคำนวณ

คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R²) โดยกำหนดเกณฑ

การยอมรับ R² ≥ 0.99

การประเมินผลกระทบของเมทริกซ (matrix 

effect)

ทำการศึกษาผลกระทบของเมทริกซ (matrix 

effect) ในกลุมผลไมเขตรอน ซึง่เปนเมทรกิซทีม่สีญัญาณ

พื้นหลัง (background) สูง และอาจสงผลรบกวนตอ

การตรวจวเิคราะหได ดำเนนิการโดยเปรยีบเทยีบคาความ

เขมขนที่คำนวณไดจากเมทริกซของผลไมกับคาที่ไดจาก

สารละลายมาตรฐานในเมทานอล (MeOH) ที่ระดับ

ความเขมขนเดียวกัน โดยใชการวิเคราะหสมการถดถอย

เชิงเสน (linear regression)(23,24) ระหวางคาที่ได

จากเมทริกซและจาก MeOH ตามสมการ Cmatrix =

aCMeOH + b รายงานคา slope และ intercept 

พรอมชวงความเช่ือมั่นรอยละ 95 (95% CI) โดย

กำหนดเกณฑการยอมรบัวาผลของเมทรกิซอยูในระดบัที่

ยอมรับไดเมื่อ 95% CI ของ slope ครอบคลุมคา 1 และ

ของ intercept ครอบคลุมคา 0 ความเปนเสนตรงของ

สมการประเมนิจากคา R² โดยกำหนดเกณฑการยอมรบัที่ 

R² ≥ 0.99 นอกจากนี้ไดทำการทดสอบ paired t-test 

แบบ two-tailed เพื่อสนับสนุนการประเมินเชิงสถิติ 

โดยกำหนดเกณฑการยอมรับเมื่อคา p-value > 0.05

(n = 6, df = 5, α = 0.05)

ข ีดจำกัดของการตรวจพบและขีดจำกัดของ

การตรวจวัดเชิงปริมาณ (LOD and LOQ) 

การหาคา LOD และ LOQ ดำเนินการโดยใช

2 แนวทาง ไดแก 1) ใช target LOD โดยการพิจารณา

จากอตัราสวนสญัญาณตอสญัญาณรบกวน (signal-to-

noise ratio; S/N) โดยกำหนดคา LOD เปนระดับ

ความเขมขนที่ใหคา S/N > 3 และคา LOQ เปนระดับ

ความเขมขนทีใ่หคา S/N > 10 และ 2) คำนวณจากระดบั

พื้นหลังของเอทิลีนที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติในเมทริกซ 

โดยทำการวิเคราะห matrix blank เพื่อนำคาท่ีไดมา

คำนวณคาเฉลี่ย (Mean) และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

(SD) และคำนวณคา LOD ตามสมการ LOD = Mean 

(blank) + 3SD(25) จากนั้นทำการยืนยันคา LOD โดย

การเติมสารมาตรฐานลงใน matrix blank ทุกชนิด

ตัวอยาง ที่ระดับความเขมขนของ LOD จำนวน 10 ซ้ำ

โดย S/N ตองใหคามากกวา 3 ในทุกตัวอยาง และ

มีอัตราสวนความเขมสัญญาณของ confirmation ion 
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อยูภายใน ±30% ของสารมาตรฐาน สำหรับการยนืยนัคา 

LOQ ทำการเติมสารมาตรฐานลงใน matrix blank ที่

ระดับความเขมขนของ LOQ จำนวน 10 ซ้ำ และประเมิน

คารอยละการคืนกลับเฉลี่ย (mean %recovery) และ

คารอยละสวนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ (%RSD) โดย

กำหนดเกณฑการยอมรับของ %recovery อยูในชวง 

70–120% และ %RSD ไมเกิน 20%

ความแมนและความเที่ยง (accuracy and 

precision)

ความแมนและความเท่ียงของวิธวิีเคราะหประเมนิ

โดยการเติมสารมาตรฐานลงใน matrix blank ของ

ตัวอยางผลไม โดยกำหนดระดับความเขมขนในผลไม

เขตรอน ไดแก กลวย มะมวง สับปะรด และทุเรียน

ที่ระดับความเขมขน 0.30, 1.00 และ 2.00 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม สวนผลไมเขตอบอุน ไดแก แอปเปล เชอรรี

และสตรอวเบอรรี ทำการทดสอบท่ีระดับความเขมขน

0 .05,  0 .30 และ 1 .00 มิลลิกรัมตอกิ โลกรัม

ซึ่งครอบคลุมชวงความเขมขนที่พิสูจนแลววามีความเปน

เสนตรง โดยวเิคราะหตวัอยางในแตละระดบั จำนวน 10 ซำ้

จากนั้นคำนวณคารอยละการคืนกลับ (%recovery) 

และคา %RSD เพื่อประเมินสมรรถนะของวิธีวิเคราะห

ซึง่กำหนดเกณฑการยอมรบัใหคา %Recovery อยูในชวง 

70–120% และคา %RSD ไมเกิน 20% ตามแนวทาง 

SANTE/11312/2021 v2026(26)

ชวงการวิ เคราะหและความเปนเสนตรง 

(working range and linearity)

ยืนยันชวงการวิเคราะห (Range) โดยการเติม

สารมาตรฐานลงใน matrix blank ของผลไมเขตรอน 

ไดแก กลวย มะมวง สับปะรด และทุเรียน อยางนอย 5 

ระดับความเขมขน ภายในชวงกราฟมาตรฐานท่ีพิสูจน

แลววาเปนเสนตรง โดยทำการวิเคราะหตามวิธี ระดับละ 

3 ซ้ำ และประเมินความเปนเสนตรงจากคาสัมประสิทธิ์

การตัดสินใจ (R²) ซึ่งตองไมนอยกวา 0.99 สำหรับ

เมทริกซของผลไมเขตอบอุนไมไดทำการประเมินชวง

การวิเคราะห เน่ืองจากชวงความเขมขนท่ีใชในการ

ประเมินความแมนและความเที่ยงครอบคลุมชวงที่วิธี

วิเคราะหแสดงความเปนเสนตรงไดอยางเหมาะสม

ความไมแนนอนของการวดั (measurement 

uncertainty)

ประเมินตามแนวทาง EURACHEM และ ISO 

GUM โดยพิจารณาแหลงที่มาของความไมแนนอน

ทั้งหมดที่เกี่ยวของกับการวิเคราะห ไดแก การชั่งน้ำหนัก

การเตรียมสารมาตรฐานและ working solution 

การเจือจาง การเตรียมตัวอยาง ความเปนเสนตรง

ความแมน ความเที่ยง และความแปรผันของเครื่องมือ 

จากนั้นคำนวณคา combined standard uncertainty 

และขยายคาดวย coverage factor k = 2 เพื่อใหไดคา

ความไมแนนอนแบบขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

การทดสอบความชำนาญ (proficiency 

testing)

เพื่อยืนยันสมรรถนะของวิธี หองปฏิบัติการได

เขารวมการทดสอบความชำนาญของ FAPAS® 19436 

(Apple Purée) โดยดำเนินการวิเคราะหตามวิธี

HS–GC–MS ที่พัฒนาขึ้นภายใตสภาวะเดียวกับ

การวิเคราะหตัวอยางจริง เพื่อยืนยันความถูกตองและ

ความสามารถของหองปฏิบัติการตามมาตรฐานสากล

ผล

การพฒันาวธิกีารฉีดตัวอยางดวยเทคนคิ headspace

เมือ่เปรยีบเทยีบปรมิาตรการฉดีตวัอยาง (injection

volume) ระหวาง 1 มลิลลิติร และ 2 มลิลลิติร โดยทำการ

ทดลองแตละสภาวะ จำนวน 3 ซ้ำ ดังแสดงในภาพที่ 1

พบวาเมื่อใชปริมาตร 2 มิลลิลิตรใหสัญญาณเฉลี่ยสูงกวา

การใชปริมาตร 1 มิลลิลิตรในทุกสภาวะ เมื่อพิจารณา

เฉพาะสภาวะที่ใช 2 มิลลิลิตร พบวาสภาวะที่ใช inlet 

temperature 220 องศาเซลเซยีส และ split ratio 1:15 

ใหสัญญาณเฉลี่ยสูงที่สุด (average signal = 12,450) 

รองลงมา คือ สภาวะ 2 มิลลิลิตร inlet temperature 

180 องศาเซลเซียส split ratio 1:20 (average signal 

= 12,110) และสภาวะ 2 มิลลิลิตร inlet temperature 

180 องศาเซลเซียส split ratio 1:15 (average signal 

= 11,883) ขณะทีส่ภาวะ 2 มลิลลิติร inlet temperature 

220 องศาเซลเซียส split ratio 1:20 ใหสัญญาณเฉลี่ย

ตำ่ทีส่ดุในกลุม 2 มลิลลิติร (average signal = 11,238)
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

โดยสภาวะ 2 มลิลลิติร inlet temperature 180 องศา-

เซลเซียส split ratio 1:15 มีคา SD ต่ำท่ีสุด (331)

และสภาวะ 2 มิลลลิติร inlet temperature 220 องศา-

เซลเซียส split ratio 1:20 มีคา SD สูงที่สุด (1,290) 

ในกลุมเดยีวกนั ในการศกึษาน้ีเลอืกใชสภาวะ 2 มลิลลิติร 

inlet temperature 180 องศาเซลเซียส split ratio

1:20 เนื่องจากให sensitivity ที่ดี ใชอุณหภูมิต่ำ

โดยไมทำลายตัวอยาง และ split ratio สูงทำใหได 

peak shape ที่เหมาะสมตอการวิเคราะหมากกวา

ภาพที่ 1 กราฟแสดงการเปรียบเทียบสภาวะการฉีดตัวอยางตอสัญญาณเฉลี่ย

การทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห (method 

validation results)

ความจำเพาะของวิธี

การประเมินความจำเพาะของวิธีดำเนินการ

โดยการฉีดสารมาตรฐานเอทิลีนที่ไดจากการสลายตัว

ของอีทีฟอน จำนวน 3 ครั้งตอแตละระดับความเขมขน 

เพื่อตรวจสอบ retention time (RT) และสัดสวนของ

ไอออน โดยกำหนด m/z 27 เปน quantifier ion และ 

m/z 26 และ 28 เปน qualifier ions ผลการทดลอง

แสดงวาเอทิลีนมีคา RT คงท่ีท่ี 2.45±0.0 นาที ใน

ทุกระดับความเขมขนที่ศึกษา ไดแก 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 

1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 µg และอัตราสวนของไอออน

ทัง้สามตวัสอดคลองกับสารมาตรฐาน ดงัแสดงในภาพที ่2

พบวา method blank ไมปรากฏพีคที่ RT 2.45 นาที 

ขณะที่ตัวอยางอีทีฟอนความเขมขน 0.3 µg หลังการ

สลายตัวภายใตสภาวะดางใหพีคที่ตำแหนงเดียวกัน

โดย mass spectrum ของพีคดังกลาวแสดงไอออน

ที่ m/z 26, 27 และ 28 และโครมาโทแกรมแบบ SIM 

ของ m/z 26, 27 และ 28 แสดงพีคที่ RT = 2.45 นาที 

นอกจากนี้การวิเคราะห matrix ของทุกชนิดตัวอยาง 

พบสัญญาณเอทิลีนตามธรรมชาติ แตเมื่อคำนวณเปน

ปริมาณที่พบในตัวอยางแลว พบวาปริมาณต่ำกวา LOD 

ทุกชนิดตัวอยาง ดังแสดงในภาพที่ 3 และ 4
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ภาพที่ 2 โครมาโทแกรมจากเครื่อง GC–MS แสดง (a) method blank, (b) ตัวอยางอีทีฟอน 0.3 µg  

 หลังการสลายตัวภายใตสภาวะดาง, (c) mass spectrum ของเอทิลีน (m/z 26, 27 และ 28) และ

 (d) extracted ion chromatograms (SIM) ของ m/z 26, 27 และ 28 ที่ RT = 2.45 นาที

ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมจากเครื่อง GC–MS ของเอทิลีนที่ตรวจวัดไดในเมทริกซผลไมเขตรอน ไดแก 

 (a) กลวย (banana), (b) มะมวง (mango), (c) สับปะรด (pineapple) และ (d) ทุเรียน (durian)
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน (linearity of 

calibration curve)

ทำการสรางกราฟมาตรฐานแบบ external 

calibration ครอบคลุมชวงความเขมขน 0.1–4.0 

ไมโครกรัม (0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 

4.0 ไมโครกรัม) โดยวิเคราะหซ้ำระดับละ 3 ครั้ง และ

ใชคาเฉล่ียของ response ในแตละระดับความเขมขน 

ผลการพล็อตความสัมพันธระหวางความเขมขนของ

สารอีทีฟอนและพื้นท่ีพีคของเอทิลีนใหคาสัมประสิทธิ์

การตัดสินใจ (R²) เทากับ 1.0000 ซึ่งสูงกวาเกณฑ

ที่กำหนด (R² ≥ 0.99) แสดงใหเห็นถึงความเปน

เสนตรงของวิธีที่ดีเยี่ยมตลอดชวงความเขมขนที่ศึกษา

ดังแสดงในภาพที่ 5

ภาพที่ 4 โครมาโทแกรมจากเครื่อง GC–MS ของเอทิลีนที่ตรวจวัดไดในเมทริกซผลไมเขตอบอุน ไดแก 

 (a) สตรอวเบอรรี (strawberry), (b) เชอรรี (cherry) และ (c) แอปเปล (apple)

ภาพที่ 5 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณ ethephon (µg) กับ analyte peak area (response)
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ผลกระทบจากเมทริกซ (matrix effect)

ผลการประเมิน matrix effect ดวยวิธี linear

regression(23,24) ระหวางความเขมขนที่ไดจากเมทริกซ

ของผลไมเขตรอน ไดแก มะมวง สับปะรด ทุเรียน และ

กลวย กบัความเขมขนจากสารละลายมาตรฐานใน MeOH 

ดังแสดงในตารางที่ 2 พบวาเมทริกซทุกชนิดใหสมการ

ถดถอยท่ีมีความเปนเสนตรงสูง มีคา R² อยูในชวง

0.9987–0.9997 ซึ่งผานเกณฑที่กำหนด คา slope 

อยูในชวง 1.024–1.044 โดยทุเรียนและสับปะรดมีชวง

ความเช่ือมัน่รอยละ 95 ของ slope ครอบคลมุคา 1 ขณะที่

มะมวงและกลวยใหคา slope สงูกวา 1 เล็กนอย นอกจากนี้

คา intercept ของทุกเมทริกซมีคาต่ำและชวงความ

เชื่อมั่นรอยละ 95 (95% CI) ครอบคลุมศูนย ผลจาก

การทดสอบ paired t-test แบบ two-tailed (n = 6, 

df = 5, α= 0.05) พบวาเมทรกิซทกุชนดิใหคา p-value 

มากกวา 0.05 สำหรับเมทริกซของผลไมเขตอบอุนไมได

ทำการประเมนิ matrix effect เนือ่งจาก background ที่

ตรวจพบอยูในระดบัตำ่เมือ่เปรยีบเทยีบกับผลไมเขตรอน

ตารางที่ 2 ผลการประเมินผลกระทบจากเมทริกซของผลไมโดยวิธี linear regression และ paired t-test

Matrix Slope
95% CI 
(Slope)

Intercept
95% CI 

(Intercept)
R² t p-value

มะมวง
สับปะรด
ทุเรียน
กลวย

1.042
1.030
1.024
1.044

1.007 to 1.078
0.979 to 1.082
0.998 to 1.050
1.014 to 1.074

−0.009
−0.024
−0.011
−0.019

−0.089 to 0.071
−0.139 to 0.092
−0.069 to 0.048
−0.087 to 0.049

0.9994
0.9987
0.9997
0.9996

2.267
1.099
1.418
2.112

0.073
0.322
0.216
0.088

หมายเหตุ:  1) Linear regression คำนวณจากสมการ Cmatrix = aCMeOH + b โดยใช MeOH เปนตัวแปรอิสระ
               2) คา t และ p-value ไดจากการทดสอบ paired t-test แบบ two-tailed
               3) Paired t-test ใชจำนวนคูขอมูล n = 6, df = 5 และกำหนดระดับนัยสำคัญทางสถิติที่ α = 0.05

การทดสอบคาขีดจำกัดของการตรวจพบ 

(LOD)

การทดสอบคาขีดจำกัดของการตรวจพบใน

ผลไมเขตรอน ไดแก กลวย มะมวง สับปะรด และทุเรียน 

ดำเนินการโดยวิเคราะหตัวอยางท่ีเติมสารมาตรฐานที่

ระดับ 0.10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม จำนวน 10 ซ้ำ พบวาคา

อัตราสวนสัญญาณตอสัญญาณรบกวน (S/N ratio) อยู

ในชวง 147–399, 182–412, 88–158 และ 108–299 

ตามลำดับ ซึ่งสูงกวาเกณฑท่ียอมรับได สำหรับผลไม

เขตอบอุน ไดแก แอปเปล เชอรร ีและสตรอวเบอรร ีคำนวณ

คา LOD จากการวิเคราะห matrix blank จำนวน 10 ซำ้

โดยใชสมการ LOD = Mean(blank) + 3SD พบวาคา 

LOD ที่คำนวณไดของแอปเปลและสตรอวเบอรรีเทากับ 

0.011 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และเชอรรีเทากับ 0.007 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม อยางไรก็ตามเพื่อความเหมาะสม

ในการใชงานจริง จึงกำหนดคา LOD สำหรับผลไม

เขตอบอุนเทากับ 0.02 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และทำการ

ยนืยนัโดยเตมิสารมาตรฐานทีร่ะดบัดงักลาว จำนวน 10 ซ้ำ 

แลววิเคราะหตามวิธี พบวาคา S/N ratio ของแอปเปล 

เชอรรี และสตรอวเบอรรี อยูในชวง 6–39, 20–36 และ 

11–41 ตามลำดับ แสดงใหเห็นวาวิธีสามารถตรวจพบ

อีทีฟอนไดอยางเหมาะสมที่ระดับความเขมขนดังกลาว

ผลการทดสอบ LOD ดังแสดงในตารางที่ 3
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

การทดสอบคาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

(LOQ) ความแมน (%recovery) และความเที่ยง

ของวิธีวิเคราะห (%RSD) 

การทดสอบคาขีดจำกัดเชิงปริมาณ ความแมน 

และความเที่ยงของวิธีวิเคราะหอีทีฟอนในตัวอยางผลไม

ดำเนินการโดยแบงตัวอยางออกเปน 2 กลุม ไดแก 

ผลไมเขตรอน (กลวย มะมวง สบัปะรด และทเุรยีน) และ

ผลไมเขตอบอุน (แอปเปล เชอรรี และสตรอวเบอรรี)

โดยผลไมเขตรอนมีคา LOQ เทากับ 0.30 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม ในขณะที่ผลไมเขตอบอุนมีคา LOQ ต่ำกวา 

คือ 0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สำหรับผลการทดสอบ

ในผลไมเขตรอนที่ระดับความเขมขน 0.30, 1.00 และ 

2.00 มลิลกิรมัตอกโิลกรมั (n = 10) ดงัแสดงในตารางที ่4 

พบวา กลวยมคีา %recovery อยูในชวง 105.7–112.6% 

และคา %RSD อยูในชวง 7.3–16.0% ขณะท่ีมะมวงมคีา 

%recovery 113.0–115.9% และ %RSD 1.5–6.4% 

สับปะรดมีคา %recovery 108.3–119.0% และ %RSD 

5.6–9.3% สวนทุเรียนมีคา %recovery 81.4–105.5% 

และ %RSD 5.6–8.5% ในสวนของผลไมเขตอบอุน 

ผลทดสอบที่ระดับความเขมขน 0.05, 0.30 และ 1.00 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (n = 10) พบวาแอปเปลมีคา

%recovery อยูในชวง 98.6–120.0% และคา %RSD

อยูในชวง 2.9–11.1% ขณะที่เชอรรีมีคา %recovery 

89.8–98.2% และ %RSD 7.2–13.9% และสตรอวเบอรรี

มีคา %recovery 90.0–97.1% และ %RSD 5.4–9.6% 

โดยรวม ผลการประเมินทั้งหมดพบวาวิธีวิเคราะห

ใหคาความแมนและความเที่ยงเปนไปตามเกณฑ

การยอมรับของ SANTE/11312/2021 v2026(26) 

สำหรับการวิเคราะหสารตกคางในอาหาร

ตารางที่ 3 คาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) และคา signal-to-noise ratio (S/N ratio) ของวิธีวิเคราะห

 อีทีฟอนในตัวอยางผลไมแตละชนิด

กลุมตัวอยาง ชนิดตัวอยาง
LOD ที่คำนวณได 

(mg/kg)

LOD ที่ยืนยันได 

(mg/kg)

S/N ratio 

at LOD*

ผลไมเขตรอน กลวย

มะมวง

สับปะรด

ทุเรียน

- 0.10 147–399

182–412

88–158

108–299

ผลไมเขตอบอุน แอปเปล

เชอรรี

สตรอวเบอรรี

0.011

0.007

0.011

0.02 6–39

20–36

11–41

หมายเหตุ: คา S/N ratio ที่ระดับ LOD จากการทดสอบ 10 ซ้ำ, ยืนยันคา LOD ที่ 0.10 และ 0.02 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ในผลไม
 เขตรอนและผลไมเขตอบอุน ตามลำดับ

ตารางที่ 4  ผลการประเมินคา LOQ ความแมน และความเที่ยงของวิธีวิเคราะหอีทีฟอนในตัวอยางผลไม

กลุมตัวอยาง ชนิดตัวอยาง
ระดับที่เติมสารมาตรฐาน 
(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

%Recovery %RSD

ผลไมเขตรอน
กลวย 0.30 (LOQ)

1.00
2.00

105.7
112.6
109.8

16.0
7.3
15.9
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ตารางที่ 4  ผลการประเมินคา LOQ ความแมน และความเที่ยงของวิธีวิเคราะหอีทีฟอนในตัวอยางผลไม (ตอ)

กลุมตัวอยาง ชนิดตัวอยาง
ระดับที่เติมสารมาตรฐาน 
(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

%Recovery %RSD

ผลไมเขตรอน

มะมวง 0.30 (LOQ)
1.00
2.00

113.0
115.8
115.9

6.4
1.5
4.5

สับปะรด 0.30 (LOQ)
1.00
2.00

108.3
119.0
112.4

9.3
6.0
5.6

ทุเรียน 0.30 (LOQ)
1.00
2.00

91.8
81.4
105.5

5.6
8.5
7.3

ผลไมเขตอบอุน แอปเปล 0.05 (LOQ)
0.30
1.00

120.0
101.6
98.6

5.6
2.9
11.1

เชอรรี 0.05 (LOQ)
0.30
1.00

98.2
89.8
92.8

7.2
11.8
13.9

สตรอวเบอรรี 0.05 (LOQ)
0.30
1.00

97.1
96.6
90.0

5.4
6.1
9.6

หมายเหตุ: ผลไมเขตรอนกำหนด LOQ ที่ 0.30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และผลไมเขตอบอุนกำหนด LOQ ที่ 0.05 มิลลิกรัมตอ
 กิโลกรัม จากการทดสอบ 10 ซ้ำ

ความเปนเสนตรงของชวงการวิ เคราะห

(linearity of working range)

ความเปนเสนตรงของชวงการวิเคราะหประเมิน

เฉพาะในเมทรกิซของผลไมเขตรอน โดยเตมิสารมาตรฐาน

อยางนอย 5 ระดับความเขมขน ไดแก 0.30, 0.50, 

1.00, 2.00, 3.00 และ 4.00 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และ

วิเคราะหซ้ำระดับละ 3 ครั้ง ผลการประเมินพบวาสมการ

กราฟมาตรฐานของแตละเมทริกซมีความเปนเสนตรง

ที่ดี โดยคาที่ตรวจวัดไดใหคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ

(R²) อยูในชวง 0.9986–0.9998 สำหรับทุกเมทริกซ 

ซึ่งรายละเอียดสมการเชิงเสนและคา R² ดังแสดงใน

ตารางที่ 5 สำหรับเมทริกซผลไมเขตอบอุนไมไดทำ

การประเมนิชวงการวเิคราะหเพิม่เตมิ เนือ่งจากมสีญัญาณ

พื้นหลังของเอทิลีนและผลกระทบจากเมทริกซอยูใน

ระดับต่ำ โดยชวงความเขมขนที่ใชทดสอบครอบคลุม

ชวงความเปนเสนตรงของวิธีวิเคราะหไดอยางเหมาะสม

ตารางที่ 5 สมการกราฟมาตรฐานและคา R² ของชวงการวิเคราะห

เมทริกซ สมการเชิงเสน (calibration equation) R²

มะมวง
สับปะรด
ทุเรียน
กลวย

y = 1.0453x + 0.0057
y = 1.0272x − 0.0137
y = 0.9651x + 0.0022
y = 1.0412x − 0.0092

0.9994
0.9986
0.9995
0.9998
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด 

(measurement uncertainty; MU)

การประเมินคาความไมแนนอนของการวดัสำหรบั

วิธีวิเคราะหสารอีทีฟอนดวยเทคนิค HS–GC–MS 

ดำเนินการตามแนวทางของ EURACHEM Guide 

และ ISO GUM (Bottom-up approach)(27) โดย

คำนวณคา individual standard uncertainty (ui) 

จากแหลงที่มาที่เกี่ยวของในทุกขั้นตอนของกระบวนการ

วเิคราะห และนำมารวมเพือ่หาคา combined standard

uncertainty ตามหลักการรวมกำลังสอง ผลการ

แจกแจงสดัสวนความไมแนนอนแสดงใหเหน็วา method 

precision (repeatability) เปนแหลงที่มีอิทธิพล

ตอคาความไมแนนอนมากท่ีสุด คิดเปนรอยละ 59.03 

รองลงมา คือ standard concentration และขั้นตอน

การเจอืจาง รอยละ 12.97, sample volume (pipette +

temperature) รอยละ 10.24, sample weight 

รอยละ 6.82, bias (recovery) รอยละ 6.66 และ

calibration curve (Co) รอยละ 4.27 ตามลำดับ

ซึ่งเมื่อรวมแหลงที่มาท้ังหมดแลวคิดเปน 100% ของ

ความไมแนนอนรวม โดยคา combined relative

standard uncertainty (uc) มีคาเทากับ 0.10534

เมื่อนำไปคำนวณกับผลการวิเคราะหที่ระดับ 0.30 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม จะไดคา u(x) เทากับ 0.0316 

มลิลกิรมัตอกิโลกรมั และเม่ือขยายคาความไมแนนอนดวย

coverage factor (k = 2) ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ประมาณ 

95% จะไดคา expanded uncertainty (U) เทากับ 

0.0632 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ดังแสดงในตารางที่ 6

ตารางที่ 6 สรุปองคประกอบความไมแนนอนและคาที่คำนวณไดของวิธี HS–GC–MS

แหลงที่มาความไมแนนอน U(x)/x % Contribution

Sample weight
Sample volume (pipette + temperature)

Calibration curve (Co)
Standard concentration + dilution
Method precision (repeatability)
Bias (recovery)

0.01155
0.01735
0.00724
0.02198
0.10000
0.01129

6.82
10.24
4.27
12.97
59.03
6.66

Total 0.1694 100.0

Combined standard uncertainty (relative)

Combined standard uncertainty 
(สำหรับ 0.30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

u(x) = 0.10534 × 0.30 = 0.0316 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

Expanded uncertainty (95%, k = 2) U = 2 × 0.0316 = 0.063 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

uc  = (u(×)/×)2 = 0.10534

การทดสอบความชำนาญ (proficiency test)

เขารวมแผนทดสอบความชำนาญ FAPAS® 

19436 (Apple Purée)(28) ซึ่งมีหองปฏิบัติการรายงาน

ผลการวเิคราะหอทีฟีอนทัง้ส้ิน 50 แหง โดย 45 แหง ไดรบั

การประเมนิเปนคา z-score สวนอกี 5 แหง รายงานผลเปน

ขีดจำกัดการหาปริมาณ (<LOQ) จึงไมถูกนำมาคำนวณ 

z-score เมื่อพิจารณาหลักการวิเคราะห (method

principle) ทีเ่ปดเผยใน Appendix I พบวามกีารระบเุพยีง

17 แหง ไดแก การใชเทคนิค GC จำนวน 1 แหง

(รอยละ 2.0) และ LC จำนวน 16 แหง (รอยละ 32.0)

สวนอีก 33 แหง (รอยละ 66.0) ไมไดระบุขอมูลดังกลาว 

ทั้งนี้คากำหนด (assigned value) ของอีทีฟอนเทากับ 

38.1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม หองปฏิบัติการของผูวิจัย

ซึ่งเปนหองเดียวที่ใชเทคนิค GC รายงานคาอีทีฟอน

เทากับ 39.8 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ไดคา z-score 

เทากับ 0.2 ในเกณฑยอมรับ (|z|≤ 2) เมื่อเปรียบเทียบ
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Determination of Ethephon in Fruits by HS-GC-MS Jirapong Luangchaiyaporn et al.

ขัน้ตอนการเตรียมตวัอยาง หองปฏิบตักิาร สำนักคณุภาพ

และความปลอดภัยอาหาร (สคอ.) ใชการแปรสภาพสาร

ในระบบ headspace ภายใตสภาวะดางโดยใชเมทานอล

เปนตัวทำละลายและไมมีขั้นตอน clean-up ขณะที่

หองปฏบิตักิารอืน่ใชวิธเีตรยีมตวัอยางท่ีหลากหลาย ไดแก

QuEChERS, QuPPe, solvent extraction และ 

liquid–liquid extraction โดยบางหองปฏิบัติการ

มีการปรับคา pH และมีขั้นตอน clean-up เพิ่มเติม 

สำหรับการคำนวณผล หองปฏิบตักิาร สคอ. ใช external 

calibration curve ในขณะที่หองปฏิบัติการอื่นใชทั้ง 

external calibration, matrix-matched calibration

และ standard-addition calibration และพบทัง้กรณี

ที่ใชและไมใช internal standard

วิจารณ

ผลการทดลองการเปรียบเทียบระหวางปริมาตร

และสภาวะการฉีดตัวอยางตอสัญญาณตอบสนองที่ได

จากเครื่องมือแสดงใหเห็นวาการเพิ่มปริมาตรการฉีด

จาก 1 มิลลิลิตร เปน 2 มิลลิลิตร สงผลใหไดสัญญาณ

สูงขึ้นอยางมีนัยสำคัญในทุกสภาวะ เนื่องจากมีปริมาณ

สารเขาสูระบบมากข้ึน เม่ือพิจารณาเฉพาะสภาวะที่ใช 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร พบวาสภาวะที่อุณหภูมิ 220 องศา-

เซลเซียส และ split ratio 1:15 ใหสัญญาณสูงที่สุด

แตมีความแปรปรวนของสัญญาณมากกวา ขณะที่สภาวะ

180 องศาเซลเซียส ใหสัญญาณในระดับสูงและมีความ

เสถยีรของสญัญาณดกีวาโดยรวม สำหรบัสภาวะ 2 มลิลลิติร

180 องศาเซลเซียส split ratio 1:20 ใหสัญญาณ

ตอบสนองในระดับสูงพรอมคาความแปรปรวนที่ยอมรับได

แสดงถึงความสมดุลระหวางความไวและความเสถียร

ของการวิเคราะห จึงเหมาะสมสำหรับการนำไปใชงาน

วิเคราะหและการตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห

ตอไป ผลการศึกษาน้ียืนยันวาเทคนิค HS–GC–MS 

ที่พัฒนาขึ้นมีความเหมาะสมสำหรับการวิเคราะหสาร

อีทฟีอนในผลไม โดยอาศัยหลกัการสลายตวัของอทีฟีอน

ภายใตสภาวะดางใหเกิดแกสเอทิลีนซึ่งเปนสารระเหย

งาย และตรวจวัดในเฟสแกสดวยระบบ GC–MS ใน

โหมด SIM ซึ่งชวยเพิ่มทั้งความจำเพาะและความไวของ

การตรวจวัด แนวทางการวิเคราะหเปนการวิเคราะห

ทางออมโดยตรวจวัดอนุพันธุที่เกิดขึ้นนี้สามารถแกไข

ขอจำกัดของการวิเคราะหอีทีฟอนโดยตรงซึ่งเปนสารที่มี

ข้ัวสูง ระเหยยาก และไมเหมาะสมตอการวิเคราะหดวย 

GC ไดอยางมีประสิทธิภาพ ผลการทดสอบความใชได

ของวิธีวิเคราะหสารอีทีฟอนดวยเทคนิค HS–GC–MS 

แสดงใหเห็นวาวิธีที่พัฒนาขึ้นมีสมรรถนะที่เหมาะสม

และสอดคลองกับหลักการการเกิดปฏิกิริยาเคมีและการ

วเิคราะหดวยเครือ่งมอืในทกุพารามเิตอรทีท่ำการทดสอบ 

โดยเริ่มจากความจำเพาะของวิธี พบวาแกสเอทิลีนซึ่ง

เกิดจากการสลายตัวของสารอีทีฟอนสามารถตรวจวัดได

อยางจำเพาะเจาะจง โดยใหคา retention time คงท่ี

ที่ 2.45 นาที ทุกระดับความเขมขนที่ทดสอบ (0.1–4.0 

ไมโครกรัม) และมีอัตราสวนของไอออน m/z 27

(quantifier) รวมกับ m/z 26 และ 28 (qualifiers) 

ที่สอดคลองกับสารมาตรฐานในทุกระดับความเขมขน

ซึ่งยืนยันความถูกตองเชิงโครงสรางของสัญญาณที่ตรวจ

วัดไดอยางชัดเจน ผลดังกลาวมีความสำคัญอยางยิ่ง

สำหรับการวิเคราะหแกสเอทิลีนซึ่งเปนสารโมเลกุล

ขนาดเล็กและมี fragmentation pattern จำกัด ทั้งนี้ 

ประสิทธิภาพที่ไดสะทอนถึงความเหมาะสมของคอลัมน

ชนิด PLOT/Q ในการแยกสารกาซโมเลกุลขนาดเล็ก 

รวมถึงความสามารถของระบบตรวจวัดมวลสารแบบ 

single quadrupole ในการคัดเลือกไอออนเปาหมาย

ไดอยางจำเพาะภายใตโหมด SIM 

การไมพบพีคของเอทิลีนใน method blank

แสดงวาระบบปราศจากสารปนเปอนและมีความเหมาะสม

ของขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง ขณะที่การตรวจพบ

เอทิลีนใน matrix blank ของทั้งผลไมเขตรอนและ

ผลไม เขตอบอุน เปนไปตามธรรมชาติของผลไม

ซึ่งสามารถผลิตเอทิลีนไดเอง โดย matrix blank ของ

ผลไมเขตรอน ไดแก กลวย มะมวง สับปะรด และทุเรียน 

ใหสัญญาณเอทิลีนต่ำกวา LOD ทั้งหมด ในขณะที่ผลไม

เขตอบอุน ไดแก แอปเปล เชอรรี และสตรอวเบอรรี 

ตรวจพบสญัญาณเอทลินีในระดบัทีใ่หคา S/N อยูในชวง

6–41 อยางไรก็ตามสัญญาณดังกลาวยังคงต่ำกวา 

LOD ที่กำหนด และไมกอใหเกิดการรบกวนในระบบ

โครมาโทกราฟหรือผลกระทบตอการระบุชนิดสาร

และการคำนวณเชิงปริมาณภายใตเงื่อนไขของวิธีที่ใช
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

จึงสะทอนใหเห็นวาวิธีสามารถแยกเอทิลีนที่เกิดจาก

อีทีฟอนออกจากเอทิลีน background ของเมทริกซ

ไดอยางมีประสิทธิภาพ และมีความจำเพาะเพียงพอ

สำหรับการวิเคราะหในเมทริกซผลไมที่หลากหลายได

ในดานการวเิคราะหเชงิปรมิาณ การสรางกราฟมาตรฐาน

แบบ external calibration ในชวงความเขมขน 0.1–4.0

ไมโครกรัม ใหคา R² เทากับ 1.0000 เมื่อพิจารณา

ถึงลักษณะของวิธีวิเคราะห ซ่ึงอาศัยการแปรสภาพ

ทางเคมีของสารกอนการตรวจวัดดวยเครื่ องมือ

ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาปฏิกิริยาการสลายตัวของ

อีทีฟอนใหเกิดแกสเอทิลีนเกิดขึ้นอยางสม่ำเสมอ 

มีความสัมพันธเชิงเสนกับปริมาณสารตั้งตนตลอดชวง

ที่ศึกษา และสะทอนถึงความสม่ำเสมอของกระบวนการ

นำสง เอทิลีนเข าสู เฟสแกสและการตรวจวัดดวย

HS–GC–MS เม่ือพิจารณาความเปนเสนตรงของ

ชวงการวิเคราะหในเมทริกซของผลไมเขตรอน พบวา

คา R² ของแตละเมทริกซยังคงอยูในระดับสูงมาก ไดแก 

กลวย 0.9998 มะมวง 0.9994 ทุเรียน 0.9995 และ

สับปะรด 0.9986 แมวาความชันของสมการเชิงเสน

จะอยูในชวง 0.9651–1.0453 ซึ่งแตกตางกันเล็กนอย

ผลทีไ่ดชีใ้หเหน็วาความแปรผนัของสญัญาณทีส่งัเกตพบ

มคีวามสมัพันธกบัลักษณะของเมทรกิซท่ีสงผลตอความไว

ของการตรวจวัดมากกวาการลดลงของความเปนเสนตรง

ของวิธีวิเคราะห ทั้งนี้ผลดังกลาวสะทอนใหเห็นวา

วิธีที่พัฒนาขึ้นมีความทน (robust) ตออิทธิพลของ

เมทริกซ และสามารถรองรับผลของ matrix effect ได

ในระดับที่ยอมรับได

ผลการประเมิน matrix effect พบวาเมทรกิซของ

ผลไมเขตรอนทุกชนิดใหความเปนเสนตรงของสัญญาณ

อยูในระดับสูง (R² = 0.9987–0.9997) โดยคา slope 

อยูใกลเคียงคาอุดมคติ (1.024–1.044) แมวามะมวง

และกลวยจะมีชวงความเชื่อมั่นรอยละ 95 ของคา slope 

ไมครอบคลุมคา 1 ซ่ึงสะทอนถึงแนวโนมของ matrix 

enhancement effect เล็กนอย แตผลการทดสอบ 

paired t-test ใหคา p-value มากกวา 0.05 สำหรับ

ทุกเมทริกซ แสดงวาความแตกตางระหวางสัญญาณ

จากเมทริกซและสารมาตรฐานใน MeOH ไมมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ ขณะที่สับปะรดและทุเรียนมีชวงความเชื่อมั่น

ของคา slope ครอบคลุมคา 1 แสดงวาไมพบผลของ

เมทริกซอยางชัดเจน นอกจากนี้คา intercept ของ

ทุกเมทริกซมีคาต่ำและชวงความเชื่อมั่นครอบคลุมศูนย

บงช้ีวาไมพบสญัญาณรบกวนพืน้ฐานจากเมทรกิซ สำหรบั

ผลไมเขตอบอุนไมไดทำการประเมิน matrix effect 

เนือ่งจากสญัญาณพืน้หลงัอยูในระดบัตำ่ และการคำนวณ

ผลใชสารมาตรฐานใน MeOH สำหรบัสราง calibration 

curve ซึ่งเพียงพอและไมสงผลตอความนาเช่ือถือของ

ผลการวิเคราะห โดยสรุป matrix effect โดยรวมอยูใน

ระดบัตำ่ และวธิ ีHS–GC–MS สามารถใชสารมาตรฐาน

ใน MeOH สำหรับการคำนวณไดอยางเหมาะสมโดย

ไมจำเปนตองใช matrix-matched calibration

ภายใตชวงความเขมขนและเงื่อนไขที่ศึกษา

การประเมนิคาขดีจำกดัของการตรวจพบ (LOD) 

แสดงใหเห็นถึงความแตกตางระหวางเมทริกซของผลไม

เขตรอนและผลไมเขตอบอุน สำหรับผลไมเขตรอน 

กำหนดคา LOD ที่ 0.10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เพื่อ

หลีกเลี่ยงสัญญาณรบกวนจาก ethylene ที่เกิดขึ้นเอง

ตามธรรมชาติของผลไมเขตรอน โดยอางอิงเกณฑ

อัตราสวนสัญญาณตอสัญญาณรบกวน (signal-to-

noise ratio: S/N) > 3 ซึง่ใหคา S/N อยูในชวง 147–399

สำหรบักลวย, 182–412 สำหรับมะมวง, 88–158 สำหรบั

สับปะรด และ 108–299 สำหรับทุเรียน ซึ่งสะทอนถึง

ความแตกตางของโครงสรางเนื้อเยื่อ ปริมาณน้ำ และ

องคประกอบของสารอินทรียระเหยงายในผลไม

แตละชนิดรวมถึงปริมาณเอทิลีนที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ

ขณะที่ผลไมเขตอบอุนตรวจพบเอทิลีนที่เกิดขึ้นเอง

ตามธรรมชาติใน matrix blank ในระดับต่ำกวาผลไม

เขตรอนอยางชัดเจน จึงประเมินคา LOD โดยใชแนวคิด 

Mean(blank) + 3SD จากการวิเคราะห matrix 

blank จำนวน 10 ซ้ำ เพื่อประเมินปริมาณเอทิลีนที่

เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ ซึ่งใหคา LOD ที่คำนวณได

เทากับ 0.011 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สำหรับแอปเปลและ

สตรอวเบอรร ีและ 0.007 มลิลิกรมัตอกโิลกรมั สำหรบัเชอรรี

ทั้งนี้เพื่อใหเหมาะสมตอการประยุกตใชงานจริงและ

ลดผลกระทบจากความแปรปรวนของสัญญาณพื้นหลัง 

จึงกำหนดคา LOD เชิงปฏิบัติสำหรับผลไมเขตอบอุนที่ 

0.02 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และทำการยืนยันคา LOD
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ดงักลาวโดยการเตมิอทีีฟอนท่ีความเขมขน 0.02 มิลลกิรมั

ตอกิโลกรัม ลงใน matrix blank ของผลไมเขตอบอุน 

แลวประเมินคา S/N อีกครั้ง ซึ่งใหคา S/N อยูในชวง 

6–39 สำหรับแอปเปล, 20–36 สำหรับเชอรรี และ 

11–41 สำหรับสตรอวเบอรรี โดยทุกกรณีมีคา S/N > 3 

ซึ่งอยูในเกณฑยอมรับ ผลการทดสอบ LOQ ความแมน

(%recovery) และความเท่ียง (%RSD) ของวิธวิีเคราะห

อทีฟีอนในผลไมทัง้เขตรอนและเขตอบอุน แสดงใหเหน็วา

วิธีมีสมรรถนะอยูในเกณฑยอมรับสำหรับการวิเคราะห

สารตกคางในอาหาร โดยใหคา %recovery อยูในชวง 

81.4–120.0% และคา %RSD อยูในชวง 1.5–16.0% 

ซึ่งเปนไปตามเกณฑ SANTE/11312/2021 v2026(26) 

อยางไรกต็ามผลไมเขตรอนมแีนวโนมใหคา %recovery 

สูงและมีความแปรปรวนมากกวาผลไมเขตอบอุน โดย

มะมวงและสับปะรดใหคา %recovery สูงกวา 110% 

ในหลายระดับความเขมขน ซึ่งอาจเกิดจาก matrix 

enhancement effect จากองคประกอบของเมทริกซ 

เชน นำ้ตาล แปง และสารอนิทรยี ท่ีสงเสรมิการตอบสนอง

ของสัญญาณ ขณะที่ทุ เ รี ยนใหค า  %recovery

ต่ำที่สุด (81.4%) และกลวยใหคา %RSD สูงที่สุด

(16.0%) สะทอนถึงผลกระทบของเมทริกซตอ

ประสิทธิภาพการสกัดและความสม่ำเสมอของผล

การวิเคราะห นอกจากนี้ปริมาณเสนใยและองคประกอบ

ของเมทริกซจากทั้งเนื้อและเปลือกในผลไมบางชนิด 

อาจรบกวนประสิทธิภาพของปฏิกิริยา derivatization

ทำใหการเกิดอนุพันธของอีทีฟอนไมสมบูรณและเพิ่ม

ความแปรปรวนของสัญญาณ สอดคลองกับผลการ

ประเมินคา LOD และ LOQ ท่ีพบวาผลไมเขตรอน

มีคา LOD และ LOQ สูงกวาผลไมเขตอบอุน โดยมี

คาเทากับ 0.10 และ 0.30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

ตามลำดับ เนื่องจากผลไมเขตรอนหลายชนิด เชน กลวย 

มะมวง และทุเรียน เปนผลไมประเภท climacteric ซึ่ง

มีการผลิตเอทิลีนตามธรรมชาติในปริมาณสูงระหวาง

กระบวนการสุก จึงทำใหตรวจพบสัญญาณพื้นหลังของ

เอทิลีนไดมากกวา อยางไรก็ตามคา LOQ ดังกลาวยัง

ต่ำกวาคา MRL ของอทีีฟอนในผลไมเขตรอน เชน กลวย 

มะมวง และสับปะรด ที่ 0.5, 2 และ 1.5 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม(10) แสดงใหเห็นวาวิธีมีความไวเพียงพอสำหรับ

การตรวจติดตามสารตกคางในผลไมกลุมนี้ สำหรับ

ผลไมเขตอบอุนใหคา %recovery และ %RSD ที่

สมำ่เสมอกวา โดยมคีา %recovery อยูในชวง 89.8–120.0%

และคา %RSD อยูในชวง 2.9–13.9% แสดงถึง

ผลกระทบของเมทริกซที่นอยกวาเมื่อเปรียบเทียบ

กับผลไมเขตรอน แมวาแอปเปลที่ระดับ LOQ จะใหคา

%recovery สูงถึง 120.0% และเชอรรีที่ระดับ 1.00 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม จะใหคา %RSD เทากับ 13.9%

แตยงัคงอยูในชวงทีย่อมรบัไดตามเกณฑทีก่ำหนด อกีทัง้

ผลไมเขตอบอุนมีการประเมินคา LOD และ LOQ

ที่ 0.02 และ 0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ

ซึ่งต่ำกวาคา MRL ของอีทีฟอนในแอปเปลและเชอรรี

ที่กำหนด 0.8 และ 5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ(10)

สะทอนใหเห็นวาวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความเหมาะสมสำหรับ

การตรวจวิเคราะหอีทีฟอนตกคางในผลไมที่มีความ

แตกตางของเมทริกซทั้งสองกลุมไดอยางมีประสิทธิภาพ

ผลการประเมินคาความไมแนนอนของการวัด

สำหรับวิธีวิเคราะหอีทีฟอนดวยเทคนิค HS–GC–MS 

ตามแนวทางของ EURACHEM Guide และ ISO 

GUM (bottom-up approach) แสดงใหเห็นวาแหลง

ที่มาของความไมแนนอนรวมมีที่มาหลักจากสมรรถนะ

ของวิธีวิเคราะห (method performance) โดยเฉพาะ

ความเทีย่งของวธิ ี(method precision/repeatability) 

มีสัดสวนสูงที่สุด ซึ่งสะทอนวาความแปรปรวนของผล

การวัดมีที่มาหลักจากกระบวนการวิเคราะหโดยรวม 

มากกวาความไมแนนอนขององคประกอบเชิงระบบ 

(systematic sources) ในขณะที่องคประกอบดาน

การเตรยีมสารมาตรฐาน การเจอืจาง ปรมิาตร และนำ้หนกั

ตัวอยาง รวมถึง calibration และ bias จาก recovery 

มีบทบาทรองลงมา แสดงใหเห็นวาการควบคุมขั้นตอน

เชิงปริมาณและระบบการสอบเทียบอยูในระดับท่ีเหมาะสม

และไมเปนตัวกำหนดหลักของความไมแนนอนของวิธี 

โดยคาระดบัความไมแนนอนทีไ่ดมคีวามเหมาะสมตอการ

รายงานผลการวเิคราะหอทีฟีอนในเมทรกิซอาหารภายใต

สภาวะการใชงานจริง และสอดคลองกับเกณฑความ

เหมาะสมตอวัตถุประสงค (fitness for purpose) 

สำหรับการวิเคราะหสารตกคาง ผลการเขารวมแผน

ทดสอบความชำนาญเปนหลักฐานจากภายนอกที่มี
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

น้ำหนักในการยืนยันความถูกตองและความนาเช่ือถือ

ของวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้น โดยจากขอมูลการทดสอบ

ความชำนาญ FAPAS® 19436 พบวาหองปฏิบัติการ

ของผูวิจัยเปนเพียงหองปฏิบัติการเดียวที่มีการระบุการ

ใชเทคนคิ GC ในการวิเคราะหอทีีฟอน ในขณะทีผู่เขารวม

รายอ่ืนสวนใหญระบุ เทคนิค LC หรือไมไดระบุ

รายละเอียดของเครื่องมือท่ีใช ท้ังน้ีหองปฏิบัติการ

ของผูวิจัยรายงานผลการวิเคราะหอีทีฟอนเทากับ 39.8 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ซึ่งใกลเคียงกับคา assigned 

value ที่กำหนดไวเทากับ 38.1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

และใหคา z-score เทากับ 0.2 ซึ่งอยูใกลศูนยและอยูใน

เกณฑยอมรบั ผลดงักลาวสะทอนใหเหน็วาแมเทคนคิ GC

จะเปนกลุมสวนนอยในบริบทของการทดสอบความ

ชำนาญคร้ังนี้ แตสามารถใหผลการวิเคราะหท่ีถูกตอง

และเปนที่ยอมรับในระดับสากลได ในทางตรงกันขาม 

ผลการเปรียบเทียบดังกลาวชี้ใหเห็นวา ความแตกตาง

ของผลการวิเคราะหในกลุม LC มีความสัมพันธกับ

ความหลากหลายของขัน้ตอนการเตรยีมตัวอยาง รปูแบบ

การสอบเทียบ และการจัดการ matrix effect เมื่อ

พิจารณาในบริบทนี้  วิธี  HS–GC–MS ซ่ึงอาศัย

การแปรสภาพสารและการตรวจวัดในเฟสแกส จึงมีขอ

ไดเปรียบในดานการลดความซับซอนของเมทริกซ ความ

สมำ่เสมอของขัน้ตอนปฏบิตั ิและความสามารถในการให

ผลการวิเคราะหที่ทำซ้ำไดดี โดยภาพรวมผลการทดสอบ

ความชำนาญเมื่อรวมกับผลการตรวจสอบความใชได

ของวิธีสนับสนุนวาวิธี HS–GC–MS ที่พัฒนาข้ึน เปน

วิธีวิเคราะหที่มีความนาเชื่อถือในเชิงประจักษ สามารถ

รองรบัการวเิคราะหอทีีฟอนในผลไมหลากหลายเมทรกิซ

ตามที่ไดตรวจสอบความใชไดไว และเหมาะสมสำหรับ

การนำไปใชในงานตรวจยืนยัน การควบคุมคุณภาพ 

และการเฝาระวังดานความปลอดภัยอาหารภายใตระบบ

คุณภาพหองปฏิบัติการในระดับสากล

จากผลการทดสอบความชำนาญที่ พบว า

หองปฏิบัติการสวนใหญเลือกใชเทคนิค LC ขณะที่

วิธี HS–GC–MS ใหผลการวิเคราะหท่ีสอดคลองกับ

คาอางองิในระดบัสากล งานวจิยัในอนาคตสามารถตอยอด

โดยออกแบบการศึกษาเปรียบเทียบสมรรถนะของ

ทั้งสองเทคนิคอยางเปนระบบภายใตเมทริกซเดียวกัน 

โดยประเมินพารามิเตอรของการวิเคราะหที่สำคัญ ไดแก 

ความไว/ความจำเพาะ ความแมน ความเที่ยง และ

ความแปรปรวนระหวางเมทริกซ การศึกษาในลักษณะนี้

จะมีความสำคัญอยางยิ่งสำหรับผลไมเขตรอน ซ่ึงมี

องคประกอบซับซอนและอาจสงผลตอสมรรถนะของวิธี

แตกตางกันในแตละเทคนิค นอกจากนี้แมว าวิธี

HS–GC–MS จะสามารถลดผลกระทบจากสาร

ไมระเหยในเมทริกซไดดี แตผลการทดลองยังแสดง

ใหเห็นวาผลไมแตละชนิดใหคา LOD และ LOQ

แตกตางกันอยางชัดเจน งานในอนาคตจึงควรศึกษาผล

ขององคประกอบเมทรกิซตอการตอบสนองของสญัญาณ

อยางเปนระบบ โดยพิจารณาความสัมพันธระหวาง

ปรมิาณเพกตนิ นำ้ตาล เสนใย และสารระเหยพ้ืนหลงั กบั

ประสทิธภิาพการสลายตวัของอีทฟีอนและการปลดปลอย

เอทิลีนในระบบ headspace ขอมูลดังกลาวจะเปน

ประโยชนตอการจดักลุมเมทรกิซหรอืการกำหนดเงือ่นไข

การวิเคราะหที่เหมาะสมสำหรับผลไมแตละประเภท ใน

ดานการควบคุมคุณภาพ การศึกษาความคงตัวของสาร

มาตรฐานและสารละลายมาตรฐานทำงานภายใตสภาวะ

ตางๆ จะชวยลดความแปรปรวนระหวางการวิเคราะหใน

แตละ batch และเพิ่มความเชื่อมั่นของผลการวิเคราะห

ในระยะยาว โดยเฉพาะสำหรับหองปฏิบัติการที่นำวิธีไป

ใชในงานตรวจวเิคราะหประจำ สำหรบัการประยกุตใช วธิี 

HS–GC–MS โดยการนำไปใชในงานเฝาระวงัสารตกคาง

และงานบรกิารตรวจวเิคราะห เชน การตรวจสอบอทีฟีอน

ในผลไมสงออกหรือการตรวจยืนยันเชิงกฎหมาย งานใน

อนาคตควรประเมินความเหมาะสมของวิธีในดานตนทุน 

เวลาในการวเิคราะห และจำนวนตัวอยางทีส่ามารถรองรบั

ไดตอวัน เพื่อสนับสนุนการนำไปใชในระดับปฏิบัติการ

นอกจากนี้หลักการสลายตัวของสารใหเกิดเอทิลีนที่ใช

ในงานวิจัยนี้ยังสามารถตอยอดไปสูการวิเคราะหสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตหรือสารกำจัดศัตรูพืชชนิดอื่น

ที่มีกลไกการสลายตัวคลายกัน เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห

เฉพาะกลุม (class-specific methods) ในอนาคต 

ผลจากการทดสอบความชำนาญที่แสดงความสอดคลอง

กับคากำหนดสามารถนำไปตอยอดสูการจัดทำแนวทาง

หรือวิธีปฏิบัติงานมาตรฐาน (standard operating 

procedure; SOP) สำหรับการวิเคราะหอีทีฟอนดวย
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เทคนิค HS–GC–MS เพื่อสนับสนุนการนำวิธีไปใช

ในหองปฏิบัติการอื่นและลดความแปรปรวนของผล

การวิเคราะหระหวางหองปฏิบัติการ

สรุป

ผลการศึกษานี้ยืนยันวาเทคนิค HS–GC–MS ที่

พัฒนาข้ึนมีความเหมาะสมสำหรับการวิเคราะหอีทีฟอน

ตกคางในผลไม โดยอาศัยการสลายตัวของอีทีฟอน

ภายใตสภาวะดางใหเกิดแกสเอทิลีนและตรวจวัดดวย 

GC–MS ในโหมด SIM ซึ่งชวยแกขอจำกัดของ

การวิเคราะหอีทีฟอนโดยตรง เน่ืองจากเปนสารที่มี

ขั้วสูงและระเหยไดยาก ผลการตรวจสอบความใชไดของ

วธิแีสดงใหเหน็วาวธิมีีความจำเพาะสูง มีความเปนเสนตรง

ความไวเหมาะสม และไดรับผลกระทบจากเมทริกซ

ในระดับต่ำ จึงสามารถใชสารมาตรฐานใน solvent 

สำหรับการคำนวณไดโดยไมจำเปนตองใช matrix-

matched calibration วิธีดังกลาวสามารถแยกเอทิลีน

ที่เกิดจากอีทีฟอนออกจากเอทิลีนตามธรรมชาติของ

ผลไมไดอยางชัดเจน แมวาผลไมเขตรอนจะมีคา LOD 

และ LOQ สูงกวาผลไมเขตอบอุนจากการมีสัญญาณ

พื้นหลังของเอทิลีนสูงกวา แตคาท่ีไดท้ังหมดต่ำกวาคา 

MRL ของอทีฟีอนและเหมาะสมสำหรบัการตรวจตดิตาม

สารตกคางในผลไม นอกจากนีผ้ลการประเมนิความแมน

และความเทีย่งเปนไปตามเกณฑ SANTE/11312/2021 

v2026 รวมถึงผลการประเมินความไมแนนอนของ

การวดัและการเขารวมแผนทดสอบความชำนาญยงัยนืยนั

ถึงความถูกตองและความนาเชื่อถือของวิธี โดยสรุป

วธิทีีพ่ฒันาขึน้มศัีกยภาพ เหมาะสมสำหรบัการตรวจยนืยนั 

การควบคุมคุณภาพและการเฝาระวังอีทีฟอนตกคาง

ในผลไมภายใตระบบคุณภาพหองปฏิบัติการตาม

มาตรฐานสากล

การเปดเผยการใชปญญาประดิษฐ

บทความนี้ เปนผลงานที่จัดทำขึ้นดวยตนเอง

ทั้งหมดและไมไดใชระบบปญญาประดิษฐ (AI) ในการ

สรางขอความหรือเนื้อหาทางวิชาการ ผูเขียนรับผิดชอบ

ตอความถูกตองของเนื้อหาทั้งหมดแตเพียงผูเดียว

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ นางสาวสิริลักษณ ชัยรินทร สำหรับ

การชวยรวบรวมและจัดเตรียมขอมูลผลการวิเคราะห 

รวมถึงการสนับสนุนการจัดหาสารมาตรฐานที่ใชใน
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การวิเคราะหสารอีทีฟอนตกคางในผลไมดวยเทคนิค HS-GC-MS จิระพงศ เหลืองชัยพร และคณะ

Development and Method Validation
for the Analysis of Ethephon Residues

in Fruits Using Headspace Gas 
Chromatography–Mass Spectrometry

Jirapong Luangchaiyaporn, Thoranit Chaimongkol, and Weerawut Wittayanan 
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT Ethephon is a plant growth regulator widely used during postharvest handling to accelerate 

fruit ripening. In this study, tropical fruits including banana, mango, pineapple, and durian, as well as 

temperate fruits including apple, cherry, and strawberry, were investigated. Improper use of ethephon may 

result in residue contamination and potential risks to consumer safety. This study aimed to develop and 

validate a method for the determination of ethephon residues in fruits based on the alkaline decomposition 

of ethephon to generate ethylene gas, followed by analysis using headspace–gas chromatography–mass 

spectrometry (HS–GC–MS). The developed method demonstrated high selectivity, with ethylene detected 

at a retention time of 2.45 min and characteristic ions at m/z 27, 26, and 28. No interfering peaks were 

observed in the method blank, while naturally occurring ethylene in all fruit matrix blanks was detected 

below the limit of detection (LOD). Quantifi cation was performed using external calibration because 

matrix eff ects were low and statistically insignifi cant. Linearity was achieved within the range of 0.1–4.0 µg

(R² = 1.0000), while matrix calibration curves showed R² values of 0.9986–0.9998. The LOD and limit of 

quantitation (LOQ) values for tropical fruits were 0.10 and 0.30 mg/kg, respectively, whereas those for 

temperate fruits were 0.02 and 0.05 mg/kg, respectively. Tropical fruits showed recoveries of 81.4–119.0% 

with %RSD values of 1.5–16.0, while temperate fruits showed recoveries of 89.8–120.0% with %RSD 

values of 2.9–13.9. Overall, the developed HS–GC–MS method was accurate, reliable, and suitable for 

confi rmatory determination of ethephon residues in fruits.

Keywords: Pesticide residues, Ethephon, Ethylene, Fruits, Gas chromatography–mass spectrometry       


