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การทวนสอบวิธีวิเคราะห์ปริมาณปรอททั้งหมด

ในอาหารทะเลด้วยเครื่องวิเคราะห์ปรอท

โดยเทคนิคการเผา

เขมิกา  เหมโลหะ  และนิรันดร  แร่กาสินธุ์
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บทคัดย่อ  ปรอทสามารถวิเคราะห์ได้หลายวิธี การวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองวิเคราะห์ปรอทเทคนิคการเผาเป็นอีกหน่ึงวิธีที่ได้รับ
ความสนใจ การศกึษาในครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ทวนสอบวธิวีเิคราะห์ปรมิาณปรอททัง้หมดในอาหารทะเลด้วยเครือ่งวเิคราะห์
ปรอทโดยเทคนิคการเผาตามวิธี U.S. EPA. 7473 (2007) ท�ำการศึกษาช่วงและความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์  
ความเข้มข้นต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ ความเข้มข้นต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้อย่างแม่นย�ำ ความแม่นย�ำ
และความเที่ยงของการวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการเดียว ผลการศึกษาพบว่า วิธีดังกล่าวมีความเป็นเส้นตรงในช่วง 0.01 – 1.0 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจมากกว่า 0.99 ความเข้มข้นต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้เท่ากับ 
0.001 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้นต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้อย่างแม่นย�ำมีค่า 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
โดยมีค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนเท่ากับ 96.71 การทดสอบความแม่นย�ำได้ใช้วัสดุอ้างอิงที่มีใบรับรองมาตรฐานพบว่า ค่าเฉลี่ย
ของการทดสอบมีค่าไม่แตกต่างจากค่าอ้างอิงอย่างมีนัยส�ำคัญที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 ความเที่ยงของการวิเคราะห์ 
ในห้องปฏบิตักิารเดยีวมค่ีาอยูใ่นช่วงการยอมรบั ดังน้ันวธิน้ีีเหมาะสมทีจ่ะน�ำมาใช้ในการวเิคราะห์ปรมิาณปรอททัง้หมดในอาหาร
ทะเลที่ช่วงความเข้มข้น 0.01 – 1.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และพบว่าวิธีนี้สะดวก รวดเร็ว ลดปริมาณการใช้สารเคมีท�ำให้เกิด
ความปลอดภัยต่อผู้ปฏิบัติงานและสิ่งแวดล้อม
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บทน�ำ

ปรอทเป็นโลหะท่ีพบได้ท่ัวไปตามธรรมชาตใินชัน้เปลอืกโลก มลีกัษณะเป็นสเีงนิวาว เป็นของเหลวทีอ่ณุหภมิู

ห้อง ปรอทเกดิจากการสลายตวัของสินแร่ท่ีมีปรอทเป็นองค์ประกอบ โดยอาจปะปนมากบัก๊าซจากการระเบดิของภเูขาไฟ 

มนุษย์น�ำปรอทมาใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ เช่น การผลิตเทอร์โมมิเตอร์ การใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในกระบวนการ 

ทางเคมี ใช้เป็นส่วนผสมของยารักษาโรคและการอุดฟัน ใช้เป็นส่วนประกอบของสารก�ำจัดศัตรูพืชในอุตสาหกรรม

การเกษตร เป็นต้น ปรอทที่มีอยู่ตามธรรมชาติจะอยู่ในรูปของสารประกอบอินทรีย์ และสารประกอบอนินทรีย์ โดยสาร

ประกอบอินทรีย์ในรูปเมทิลเมอร์คิวรีจะมีความเป็นพิษต่อมนุษย์มากที่สุด มนุษย์มีโอกาสได้รับเมทิลเมอร์คิวรี 

จากการบริโภคปลา และหอยทะเล เนื่องจากในธรรมชาติของระบบนิเวศในทะเล แบคทีเรียสามารถเปลี่ยนปรอท 

ให้อยู่ในรูปเมทิลเมอร์คิวรี และสัตว์ทะเลที่มีขนาดใหญ่มีแนวโน้มที่จะมีการสะสมปรอทในตัวเองเนื่องจากการบริโภค

สัตว์เล็กผ่านห่วงโซ่อาหาร พิษของปรอทชนิดเฉียบพลันจะท�ำให้เกิดการระคายเคืองระบบทางเดินอาหาร พิษเรื้อรัง

จะส่งผลกระทบต่อระบบประสาทส่วนกลาง ส่งผลให้การเคลื่อนไหวผิดปกติ ไม่สามารถทรงตัวได้ ปรอททั้งหมดจะถูก 

ดูดซึมผ่านกระแสเลือดและจะสะสมในตับและไต (1, 2)   การวิเคราะห์ปริมาณปรอทสามารถท�ำได้หลายวิธี เช่น อะตอม

มิกแอบซอพชั่นสเปกโตรโฟโตเมทรีเทคนิคโคลเวเปอร์ อะตอมมิกแอบซอพช่ันสเปกโตรโฟโตเมทรีเทคนิคไฮไดรด์ 

เจนเนอเรชัน่ และอนิดกัทีฟลคีอปเปิลพลาสมาแมสสเปกโตรโฟโตเมทร ีเป็นต้น ซึง่วธิดีงักล่าวต้องมกีารเตรยีมตวัอย่าง

ให้อยู่ในรูปของสารละลาย(3) และใช้สารเคมีในกระบวนการวิเคราะห์ ส่งผลให้เกิดกากของเสียจากสารเคมี แต่พบว่ามี 

อีกหนึ่งวิธีวิเคราะห์ที่ไม่ต้องเตรียมตัวอย่าง ใช้สารเคมีในกระบวนการวิเคราะห์น้อย สามารถวิเคราะห์ได้ทั้งตัวอย่าง

ที่เป็นของเหลว ของแข็ง และกึ่งของเหลว ได้แก่ การวิเคราะห์ด้วยเครื่องวิเคราะห์ปรอทโดยเทคนิคการเผา ซึ่งเป็น 

วธิมีาตรฐานอ้างองิตาม United States Environmental Protection Agency (U.S. EPA.) method 7473 (2007)(4) 

โดยมีหลักการ คือ การท�ำให้ตัวอย่างแห้งและเผาภายใต้บรรยากาศของออกซิเจน สารที่ได้จากการเผาทั้งหมดจะถูกส่ง 

ไปยัง catalyst ซึ่งท�ำหน้าที่ดักจับสารประกอบอินทรีย์ น�้ำ และสารประกอบออกไซด์ รวมทั้งรีดิวซ์ปรอทให้อยู่ในรูป  

Hg0 ปรอททีไ่ด้ท้ังหมดจะถกูดกัจับไว้ท่ี amalgamator เมือ่ให้ความร้อนไอปรอทจะถกูปลดปล่อยออกมาแล้วท�ำการวดั

ค่าการดดูกลนืแสงท่ี 253.7 นาโนเมตร ศนูย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที ่11  สรุาษฎร์ธาน ีมภีารกิจส�ำคัญในการวจิยั ประเมนิ

ความเสี่ยง และการพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการอ้างอิง เพื่อน�ำองค์ความรู้ไปใช้ในการเฝ้าระวังคุณภาพผลิตภัณฑ์  

โดยศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 11 สุราษฎร์ธานี มีพื้นที่รับผิดชอบดูแลจังหวัดภาคใต้ตอนบน ได้แก่ ชุมพร 

ระนอง สุราษฎร์ธานี และนครศรีธรรมราช ซึ่งจังหวัดดังกล่าวมีพื้นที่ส่วนใหญ่ติดชายฝั่งทะเล อาหารทะเลจึงเป็น

ส่ิงที่ได้รับความนิยมทั้งการบริโภค และซื้อฝาก ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 (พ.ศ. 2529) เรื่อง 

มาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อน ก�ำหนดให้ในอาหารทะเลมีการปนเปื้อนปรอทได้ไม่เกิน 0.5 มิลลิกรัมต่ออาหาร 

1 กิโลกรัม ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ท่ี 11 สุราษฎร์ธานี ในฐานะที่เป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิง ได้ด�ำเนินการ 

คัดเลือกและทวนสอบวิธีวิเคราะห์ ให้มีความเหมาะสม และถูกต้องเป็นไปตามระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025 

การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทวนสอบวิธีวิเคราะห์ปริมาณปรอททั้งหมดในอาหารทะเลด้วยเครื่องวิเคราะห์

ปรอทโดยเทคนิคการเผา โดยท�ำการศึกษาช่วงและความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ ความเข้มข้นต�่ำสุดที่

สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ ความเข้มข้นต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้อย่างแม่นย�ำ  ความแม่นย�ำและ 

ความเที่ยงของการวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการเดียว(5, 6, 7, 8, 9) เพื่อให้ผลการทดสอบมีความน่าเช่ือถือ และเป็น 

การพัฒนาศักยภาพห้องปฏิบัติการให้เป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปรอทได้อย่างมีความถูกต้อง 

ส�ำหรบัการตรวจสอบ เฝ้าระวังความปลอดภยัของอาหารทะเล ซึง่นอกจากจะเป็นการคุม้ครองผูบ้รโิภคแล้วหากมข้ีอมูล

สถานการณ์ความปลอดภยัของอาหารทะเล สามารถใช้ข้อมลูดงักล่าวร่วมกบัหน่วยงานอืน่ในการวางแผนการจดัการ หรือ

เผยแพร่ข้อมูลเพื่อช่วยกระตุ้นส่งเสริมเศรษฐกิจในพื้นที่ด้วย
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วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือ

เครื่องบดปั่นอาหาร (Moulinex), เครื่องช่ังไฟฟ้าความละเอียด 4 ต�ำแหน่ง และเครื่องวิเคราะห์ปรอท 

โดยเทคนิคการเผา Direct mercury analyzer ยี่ห้อ Milestones รุ่น DMA-80 wide range 

สารมาตรฐาน และสารเคมี 

สารละลายมาตรฐานปรอท ผลิตภัณฑ์ของ FLUKA ความเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร, วัสดุอ้างอิง 

DROM-4 (Fish protein certified reference material for trace metals) ซึ่งมีความเข้มข้นของปรอททั้งหมด

ที่ 0.410 ± 0.055 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม วัสดุอ้างอิง 1556b (Oyster tissue) ซึ่งมีความเข้มข้นของปรอททั้งหมดที่ 

0.0371 ± 0.0013 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และกรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 60 AR Grade

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

1.	 สารละลายมาตรฐานปรอทความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมโดย ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 

1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 1% (v/v) กรดไนตริก เป็น 100 มิลลิลิตร

2.	 สารละลายมาตรฐานปรอทความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมโดย ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 

1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 1% (v/v) กรดไนตริก เป็น 100 มิลลิลิตร

3.	 สารละลายมาตรฐานปรอทความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมโดย ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 

10 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 1% (v/v) กรดไนตริก เป็น 100 มิลลิลิตร

4.	 สารละลายมาตรฐานปรอทความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมโดย ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 

1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 1% (v/v) กรดไนตริก เป็น 100 มิลลิลิตร

5.	 สารละลายมาตรฐานปรอทความเข้มข้น 0.001 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมโดย ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 

0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 1% (v/v) กรดไนตริก เป็น 100 มิลลิลิตร

ตัวอย่าง และการเตรียมตัวอย่าง

ตัวอย่างอาหารทะเล ได้แก่ ปลา หอย กุ้ง ปู และหมึก เตรียมตัวอย่างส�ำหรับทดสอบโดยล้างท�ำความสะอาด

ตัวอย่างสดด้วยน�้ำ  เลือกเฉพาะส่วนเนื้อที่บริโภคได้ น�ำมาบดปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องบดปั่นอาหาร ท�ำการ

ทดสอบปริมาณปรอทในตัวอย่างทั้งหมด เลือกตัวอย่างมีปริมาณปรอทน้อย (ต�่ำกว่า 0.001 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

เป็น Sample blank ส�ำหรับการศึกษาในครั้งนี้ 

การท�ำความสะอาดภาชนะบรรจุตัวอย่างทดสอบ

เตรียมภาชนะบรรจุตัวอย่าง (boat) วางในถาดของเครื่องวิเคราะห์ปรอทโดยเทคนิคการเผา เลือก

สภาวะเครื่องส�ำหรับการท�ำความสะอาด (clean method) เพื่อให้เผาไล่ปรอทที่ตกค้างในภาชนะบรรจุตัวอย่าง 

Clean method 

		  Heat & Purge	 650 ํC	 180	 Sec

การวิเคราะห์ปริมาณปรอท

ชั่งตัวอย่างที่จะท�ำการวิเคราะห์ 0.1 ± 0.05 กรัม ลงในภาชนะบรรจุตัวอย่างที่ผ่านการท�ำความสะอาด แล้ว 

น�ำไปวางในถาดของเครื่องวิเคราะห์ปรอทโดยเทคนิคการเผา เลือกสภาวะเครื่องส�ำหรับการทดสอบ (test  method) 
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Test method

			   -	 Dry	 200 ํC	 120	 Sec

			   -	 Heat & Purge	 650 ํC	 240	 Sec

ความยาวคลื่น 253.7 นาโนเมตร 

การทวนสอบวิธีวิเคราะห์ (Method verification)

1.	 ทดสอบช่วงของความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ โดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานปรอทที่ระดับ

ความเข้มข้น 0, 0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0 และ 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมความเข้มข้นละ 6 ซ�้ำ 

น�ำไปวิเคราะห์ปริมาณปรอทท้ังหมดด้วยเครื่องวิเคราะห์ปรอท สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นที่เตรียม 

(แกน x) กับสัญญาณที่ได้จากเครื่องมือ (แกน y) ค�ำนวณสมการเส้นตรง และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 

(Coefficient of determination: R2) 

2.	 ทดสอบค่าต�ำ่สดุทีส่ามารถตรวจวเิคราะห์ได้ (limit of detection, LOD) และค่าต�ำ่สดุทีส่ามารถตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณได้อย่างแม่นย�ำ (limit of quantitative, LOQ) จากกราฟมาตรฐาน โดยการพิจารณาจุดตัดกราฟ

มาตรฐานของ y-intercept  คอืค่าความเข้มข้นต�ำ่สดุ ค�ำนวณความเข้มข้นต�ำ่สดุทีส่ามารถตรวจวเิคราะห์ได้ (xLOD) 

และค่าต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้อย่างแม่นย�ำ (xLOQ) จากสูตร

				         Sy/x	 	 xLOD	 =
			          b

 				        Sy/x	 	 xLOQ	 =
			            b

	  	

เมื่อ			  Sy/x	 = 	

โดย	 	 yi 	 คือ	 ค่าสัญญาณที่อ่านจากเครื่องมือ

	  	 yi 	 คือ	 ค่าสัญญาณที่ควรเป็น ค�ำนวณได้จากสมการ regression 

		        		    ค่า y บน regression line ที่ค่า x ระดับต่างๆ 

	   	 yi - y	 คือ 	 y-residual 

	 	  n - 2	 คือ	 degree of freedom ของ linear regression line

		  b 	 คือ	 slope

ยืนยันความแม่นย�ำ  และความเที่ยงที่ LOQ โดยการเติมสารมาตรฐานปรอทที่ระดับความเข้มข้นที่ได้จาก 

การค�ำนวณลงใน sample blank (เตรียมจ�ำนวน 10 ซ�้ำ) น�ำไปวิเคราะห์ปริมาณปรอท ค�ำนวณค่าเฉลี่ยร้อยละ 

การกลับคืน (% recovery) และร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 

				         (C1 - C2)Recovery (%)	 =                   × 100
					        C3

C1	 คือ    ความเข้มข้นของ Sample blank ที่เติมสารละลายมาตรฐานปรอท

C2	 คือ    ความเข้มข้นของ Sample blank

C3	 คือ    ความเข้มข้นของสารมาตรฐานปรอทที่เติมใน Sample blank

√  ∑(yi - yi)
2 

      n-2
^

^

^

3

10
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				    SD
%RSD		 =		  × 100	
				    X  

	  

3.	 ทดสอบ Matrix effect โดยการวิเคราะห์ละลายสารมาตรฐาน ที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.1 และ 

1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร และวิเคราะห์ Sample blank ที่เติมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นเดียวกัน โดยเตรียม 

ความเข้มข้นละ 6 ซ�้ำเพื่อน�ำไปวิเคราะห์ (ชั่ง Sample blank 6 ครั้งต่อการทดสอบที่ 1 ระดับความเข้มข้น) สร้าง 

กราฟความสมัพนัธ์ระหว่างสารมาตรฐาน (แกน x) กบัความเข้มข้นของ Sample blank ทีเ่ตมิสารมาตรฐาน (แกน y) 

ทดสอบความเป็นเส้นตรงและทดสอบช่วงความเช่ือมัน่ (confidential interval: CI) ของความชัน (slope) จากสมการ

		  Confidence limits  ของ slope (CIslope)  	 =	 b ± t(n - 2)Sb  

				       Sy/x	 
		  โดย  Sb  คือ  Standard deviation ของ slope   Sb 	=

				  

4.	 ทดสอบความแม่น (Accuracy) โดย

	 4.1	 ทดสอบ % recovery จากการวเิคราะห์ Sample blank ทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐานทีเ่ข้มข้น 0.01, 

0.05, 0.1, 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเตรียมความเข้มข้นละ 10 ซ�้ำเพื่อน�ำไปวิเคราะห์ปริมาณปรอททั้งหมด 

(ชั่ง Sample blank 10 ครั้ง ต่อการทดสอบที่ 1 ระดับความเข้มข้น) ค�ำนวณ % recovery

	 4.2	 ทดสอบความถูกต้อง (trueness) จากการวิเคราะห์วัสดุอ้างอิง โดยชั่งวัสดุอ้างอิงที่น�้ำหนัก 

0.1 ± 0.05 กรัม น�ำไปวิเคราะห์ปริมาณปรอททั้งหมด ท�ำการทดสอบจ�ำนวน 10 ซ�้ำ (ชั่งวัสดุอ้างอิง 10 ครั้ง) ค�ำนวณ

ค่า t จากสูตร

					     (X - µ)
		  t	 =
				    (S/√n) 
	  

 		  X	 คือ	 ค่าเฉลี่ยของผลการวิเคราะห์

 		  µ 	 คือ	 ค่าจริง หรือค่าอ้างอิง

 		  S	 คือ	 ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของผลการวิเคราะห์

		  n	 คือ	 จ�ำนวนครั้งที่วิเคราะห์

5.	 ความเที่ยง (Precision) โดย

	 5.1	 ทดสอบความเที่ยงจากการวิเคราะห์ซ�้ำ  (Repeatability) จากการวิเคราะห์ Sample blank 

ที่เติมสารละลายมาตรฐานที่เข้มข้น 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเตรียมความเข้มข้นละ 10 ซ�้ำ

เพื่อน�ำไปวิเคราะห์ปริมาณปรอททั้งหมด (ชั่ง Sample blank 10 ครั้งต่อการทดสอบที่ 1 ระดับความเข้มข้น) ค�ำนวณ 

%RSD และ HORRAT

	 5.2	 ทดสอบความเท่ียงจากการวิเคราะห์ภายในห้องปฏิบัติการเดียวโดยผู ้วิเคราะห์คนเดียว 

เครื่องมือเดียว ต่างวัน (Within-laboratory reproducibility) จากการวิเคราะห์ Sample blank ที่เติมสารละลาย

มาตรฐานที่เข้มข้น 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเตรียมความเข้มข้นละ 6 ซ�้ำเพื่อน�ำไปวิเคราะห์

ปริมาณปรอททั้งหมด (ชั่ง Sample blank 6 ครั้งต่อการทดสอบที่ 1 ระดับความเข้มข้น) ท�ำซ�้ำเหมือนเดิมแต่ต่างวัน 

เป็นเวลา 5 วัน ค�ำนวณ %RSD และ HORRAT	

√  ∑  (xi - x)
2

i



Total  Mercury Analysis in Seafood by Using Direct Mercury Analyzer 	 Khemikar  Hemloha and Nirundorn  Raekasin

168 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

6.	 การประเมินผลการทวนสอบความถูกต้อง

	 6.1	 ประเมิน matrix effect โดยทดสอบความเป็นเส้นตรงและทดสอบช่วงความเชือ่มัน่ (confidential 

interval: CI) ของความชัน (slope) จากสมการ ถ้า CIslope ผ่าน 1 แสดงว่าไม่มี matrix effect

	 6.2	 ประเมิน %recovery ของการทดสอบความแม่นที่ระดับ LOQ และความแม่นจากการวิเคราะห์

ตามเกณฑ์ AOAC ก�ำหนด (ตารางที่ 1)

	 ความเข้มข้น (mg/kg)	 Acceptable recovery (%)

	 0.01	 70-125

	 1.0	 75-120

	 10.0	 80-115

ตารางที่ 1  แสดงค่าคาดหวังของค่าร้อยละการกลับคืนที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ

	 6.3	 ประเมินความถูกต้องจากการวิเคราะห์วัสดุอ้างอิง เปรียบเทียบค่า t ที่ได้จากการค�ำนวณ (tcal)  

กับค่า t ทางสถิติจากตาราง (tcritical) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ถ้าค่าที่ได้จากการค�ำนวณ (tcal) น้อยกว่าค่า t 

ทางสถิติจากตาราง (tcritical) แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญระหว่างค่าจากการทดสอบ กับค่าจริง

หรือค่าอ้างอิง

	 6.4	 ประเมินผลความเที่ยงจากการค�ำนวณ %RSD เกณฑ์การยอมรับตาม Horwitz’s equation  

(ตารางที่ 2)

	 Horwitz’s equation ส�ำหรับ repeatability, %RSDr	 =   0.66 × 2C-0.15

	 Horwitz’s equation ส�ำหรับ within-laboratory reproducibility, %RSDi	 =  2C-0.15

	 เมื่อ C คือค่าความเข้มข้นที่ศึกษา (Concentration of analyst)

	 0.01	 21.1	 32.0

	 0.05	 16.6	 25.1

	 0.1	 14.9	 22.6

	 0.5	 11.7	 17.8

	 1.0	 10.6	 16.0

	Concentration of analyst (mg/kg)	 Expected %RSDr	 Expected %RSDi

ตารางที่ 2 แสดงค่าคาดหวังความเที่ยงจากการค�ำนวณ %RSD ตาม Horwitz’s equation

	 6.5	 ประเมินความเที่ยงจากการค�ำนวณค่า HORRAT 

				       RSDobs		  HORRAT 	 =
				    RSDexpected

     		 RSDobs	 คือ 	 %RSD ที่ได้จากการทดสอบ

    		 RSDexpected 	 คือ 	 %RSD ที่ได้จาก Horwitz’s equation

		  เกณฑ์การยอมรับค่า HORRAT ที่ AOAC ก�ำหนดไว้ คือ <2
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ผล

ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์

จากการศึกษา พบว่าช่วงของการวิเคราะห์ มีค่า 0.01 ถึง 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เมื่อชั่งน�้ำหนัก 0.1 กรัม 

โดยมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจมากกว่า 0.99; R2 > 0.99  

ภาพที่ 1 แสดงกราฟมาตรฐานปรอททั้งหมดในช่วง 0.01 – 1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ค่าต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (limit of detection, LOD) และค่าต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์

ปริมาณได้อย่างแม่นย�ำ (limit of quantitative, LOQ)

ค่าต�่ำสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (LOD) มีค่า 0.001 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และค่าต�่ำสุดที่สามารถตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณได้อย่างแม่นย�ำ  (LOQ) มีค่า 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยมี %recovery เท่ากับ 96.71 และ 

%RSD เท่ากับ 3.85

Matrix effect

ผลการทดสอบ matrix effect พบว่า ค่า Confidence limits  ของ slope (CIslope) มีค่า 1.00 – 1.03

ความแม่น (Accuracy) 

พบว่ามีค่าเฉลี่ย % Recovery ที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.05, 0.10, 0.50 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

เท่ากับ 96.71, 94.29, 90.25, 94.83 และ 98.53 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3 แสดงค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนของการทดสอบความแม่นที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 

	 0.01	 96.71 ± 3.73
	 0.05	 94.29 ± 3.89
	 0.10	 90.25 ± 2.42
	 0.50	 94.83 ± 5.50
	 1.0	 98.53 ± 2.12

	 ความเข้มข้น (mg/kg)	 %Recovery ± SD



Total  Mercury Analysis in Seafood by Using Direct Mercury Analyzer 	 Khemikar  Hemloha and Nirundorn  Raekasin

170 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

ทดสอบความถูกต้อง (Trueness) จากการวิเคราะห์วัสดุอ้างอิงรับรองทั้ง 2 ตัวอย่าง ท�ำการทดสอบ  10 ซ�้ำ 

พบว่า ค่า tcal ที่ได้จากการค�ำนวณมีค่าน้อยกว่า tcal ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4 แสดงค่าเฉลี่ยและ t ที่ได้จากการทดสอบวัสดุอ้างอิง

	 DORM-4	 0.406 ± 0.019	 0.67	 1.83
	 1556b	 0.0370 ± 0.0006	 0.312	 1.83

	 Certificate	 Mean ± SD	 tcal	 tcritical
	 reference material 	 (mg/kg)

ความเที่ยง (Precision) 

Repeatability พบว่า  ค่า  %RSD ทีร่ะดบัความเข้มข้น 0.01, 005, 0.1, 0.5 และ 1.0 มลิลกิรมัต่อกโิลกรัม 

จ�ำนวน 10 ซ�้ำ มีค่า 4.09, 4.58, 1.21, 1.50 และ 3.23 ตามล�ำดับ และมีค่า HORRAT เท่ากับ 0.19, 0.28, 0.08, 

0.13 และ 0.31 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 5)

ตารางที่ 5 แสดงค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์และค่า HORRAT ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ของการ

ทดสอบความเที่ยงจากการวิเคราะห์ซ�้ำ ความเข้มข้นละ 10 ซ�้ำ

	 0.01	 4.09	 0.19

	 0.05	 4.58	 0.28

	 0.1	 1.21	 0.08

	 0.5	 1.50	 0.13

	 1.0	 3.23	 0.31

	 Concentration of analyst (mg/kg)	 %RSDr	 HORRAT

Within-laboratory reproducibility พบว่า  ค่า  %RSD ทีร่ะดบัความเข้มข้น 0.01, 005, 0.1, 0.5 และ 

1.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ�ำนวน 10 ซ�้ำ เป็นระยะเวลา 5 วัน มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3.85, 4.13, 2.68, 5.80 และ 2.15 

ตามล�ำดับ และมีค่า HORRAT เท่ากับ 0.12, 0.16, 0.12, 0.33 และ 0.13 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 6)

ตารางที่ 6 แสดงค่าเฉล่ียร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ และค่า HORRAT ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 

ของการทดสอบความเที่ยงภายในห้องปฏิบัติการเดียวโดยผู้วิเคราะห์คนเดียว เครื่องมือเดียว ความเข้มข้นละ 6 ซ�้ำ 

เป็นระยะเวลา 5 วัน

	 Concentration of analyst (mg/kg)	 %RSDi	 HORRAT

	 0.01	 3.85	 0.12

	 0.05	 4.13	 0.16

	 0.1	 2.68	 0.12

	 0.5	 5.80	 0.33

	 1.0	 2.15	 0.13
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วิจารณ์

วิธีที่ท�ำการศึกษาเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว เนื่องจากลดขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างและใช้สารเคมีน้อย ท�ำให้

ลดของเสียที่เกิดจากกระบวนการวิเคราะห์ ปลอดภัยต่อนักวิเคราะห์และส่ิงแวดล้อม เนื่องจากปรอททั้งหมดท่ีได้จาก

กระบวนการวิเคราะห์จะถูกดักจับไว้ที่ mercury trap ในขั้นตอนสุดท้ายของการวิเคราะห์ โดยวิธีดังกล่าวสามารถ 

ตรวจวิเคราะห์ปรอททั้งหมดได้ครอบคลุมตามเกณฑ์ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 เรื่อง มาตรฐานอาหาร 

ที่มีสารปนเปื้อนซึ่งก�ำหนดให้มีการปนเปื้อนปรอททั้งหมดในอาหารทะเลได้ไม่เกิน 0.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม(10) และ

เมื่อทวนสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์พบว่า วิธีที่ท�ำการศึกษามีความแม่นย�ำ  และความเที่ยงอยู่ในเกณฑ์การ

ยอมรับ นอกจากนี้ห้องปฏิบัติการได้เข้าร่วมทดสอบความช�ำนาญทางห้องปฏิบัติการกับ FAPAS (Food Analysis 

Performance Assessment Scheme) ในการทดสอบ Metallic contaminants in canned crab meat; 

May-June 2014. พบว่า ผลการทดสอบที่ห้องปฏิบัติการรายงานโดยใช้วิธีดังกล่าวมีความน่าเชื่อถือ (|Z| < 2)(11) 

ทั้งนี้วิธีที่ท�ำการศึกษา มีข้อควรระวัง คือใช้ตัวอย่างในการวิเคราะห์น้อย โดยคู่มือของเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์

แนะน�ำให้ชั่งตัวอย่าง 0.1 กรัม และอุปกรณ์ส�ำหรับใส่ตัวอย่างในการวิเคราะห์มีขนาดบรรจุได้สูงสุดที่ 1.5 กรัม 

ดังนั้นในกระบวนการวิเคราะห์จึงควรระมัดระวังในขั้นตอนการชั่งตัวอย่าง และเนื่องวิธีดังกล่าวเป็นการวิเคราะห์

ตัวอย่างโดยตรงไม่ผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่าง โอกาสการปนเปื้อนปรอทจะอยู่ในข้ันตอนกระบวนการวิเคราะห์ 

โดยเครือ่งมอืทัง้หมด ดงันัน้ก่อนการวเิคราะห์จะต้องท�ำความสะอาดอุปกรณ์ส�ำหรบัใส่ตวัอย่าง รวมทัง้ระบบภายในเคร่ืองมือ 

เพ่ือให้มั่นใจว่าอุปกรณ์ดังกล่าวไม่มีการปนเปื้อนปรอท โดยการน�ำภาชนะส�ำหรับใส่ตัวอย่างไปท�ำการเผาไล่ปรอท 

และให้เครื่องเผาไล่ปรอททั้งหมดภายในระบบโดยไม่มีตัวอย่าง ซึ่งค่าปรอททั้งหมดที่วิเคราะห์ได้ต้องมีค่าน้อยมาก 

การศกึษาในครัง้นีต้ัง้เกณฑ์ไว้ทีน้่อยกว่า 0.1 นาโนกรมัของปรอท (น้อยกว่าค่า LOD ของการทดสอบ) ก่อนทีจ่ะด�ำเนนิ

การวิเคราะห์ตัวอย่าง และภายหลังจากการวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีปริมาณปรอททั้งหมดสูง (ค่า Area เกิน 10) เพื่อให้

มั่นใจว่าวิธีปฏิบัติดังกล่าวสามารถน�ำมาใช้ได้กับผลิตภัณฑ์ที่ท�ำการทดสอบเท่านั้น การน�ำผลที่ได้จากการศึกษาไปใช้ 

ในการปฏิบัติงานประจ�ำวัน จะต้องมีการวางแผนการควบคุมคุณภาพในการวิเคราะห์ รวมถึงก�ำหนดเกณฑ์ในการ

ประเมนิผลการควบคมุคณุภาพให้เหมาะสม เพือ่เป็นการประกนัคณุภาพผลการทดสอบ ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจาก 

การศึกษาในครั้งนี้คือใช้เป็นแนวทางในการทวนสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์อื่นๆ ต่อไป

สรุป

การตรวจวิเคราะห์ปรอทท้ังหมดด้วยเครือ่งปรอทเทคนคิการเผา ซึง่อ้างอิงวธิมีาตรฐาน U.S. EPA. method 

7473 (2007) สามารถใช้การตรวจวิเคราะห์ปริมาณปรอททั้งหมดในอาหารทะเลในช่วง 0.01 ถึง 1.00 มิลลิกรัม 

ต่อกิโลกรัมได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีความแม่นย�ำ และความเที่ยงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ 

เอกสารอ้างอิง
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The method verification of total mercury 

analysis in seafood by using direct  

mercury analyzer combustion technique

Khemikar  Hemloha  and  Nirundorn  Raekasin   
Regional Medical Sciences Center 11 Surat Thani, Amphoe Muang, Surat Thani  84100. Thailand.

Abstract  Nowadays, mercury contaminated in food could be analyzed by several techniques. 
Direct mercury analyzer combustion technique was now in attention. This study aimed to verify of 
total mercury analysis in seafood by using direct mercury analyzer combustion technique according 
U.S. EPA. Method 7473 (2007). The analysis was subjected on range and linearity, the limit of  
detection, the limit of quantitation, accuracy, and precision within single laboratory. The results were 
shown the linear range from 0.01 to 1.00 mg/kg. The determination coefficient was greater than 0.99, 
limit of detection was 0.001 mg/kg and limit of quantitation was 0.01 mg/kg related to 96.71 of average 
percentage recovery. Accuracy test using certified reference materials were found that average test value 
was not different than reference value significantly at 95% confidence level. The analysis precision in single 
laboratory was accepted. Thus, this method appropriate to apply in the determination of total mercury in 
seafood was concentration range of 0.01 to 1.0 mg/kg. However, in comparison this method is faster than 
other method, because sample preparation procedure was not required and could be chemical reduced, 
environmentally friendly and safe for human. 

Key words: Mercury, S eafood, Method verification, Direct mercury analyzer combustion  
technique
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บทคัดย่อ  แคปิลลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซีส (capillary zone electrophoresis: CZE) เป็นเทคนิคที่ใช้ในการตรวจสอบ

เอกลักษณ์ของยาชีววัตถุเพื่อการรักษา (biotherapeutic products: BTP) ที่ผลิตจากเทคโนโลยีชีวภาพ เช่น โมโนโคลนอล

แอนติบอดี ฮอร์โมน และไซโตไคน์ การศึกษานี้จึงได้ท�ำการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี CZE โดยใช้เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซีส 

แบบแคปิลลารี PA 800 plus (Beckman Coulter) แคปิลลารีแบบ neutral coated และเคร่ืองตรวจวัดแบบ UV 

ที่ความยาวคลื่น 214 nm ในการตรวจสอบเอกลักษณ์ของยาชีววัตถุเพื่อการรักษา (BTP) พบว่าวิธีนี้มีความจ�ำเพาะดี  

ความเที่ยงของวิธีมีค่าร้อยละของคาการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ของสารที่แยกได้ออกมาในพีคหลักน้อยกว่า 

0.2 มีความคงทนที่ดีจากการทดสอบโดยเปลี่ยนผู้วิเคราะห์และสารละลายบัฟเฟอร์หรือเปลี่ยนแคปิลลารีก็ไม่มีผลกระทบ 

ต่อความถูกต้องของวิธี ซึ่งได้ค่า %RSD ของพีคหลักเพียง 0.2 แสดงให้เห็นว่าวิธี CZE เป็นวิธีที่เหมาะสมในการน�ำมาใช ้

ในการตรวจเอกลักษณ์ของ BTP ร่วมกับวิธีอื่นเพื่อประกอบการขึ้นทะเบียนต�ำรับยาของประเทศไทย
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บทน�ำ

เทคนิคแคปิลลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซีส (capillary zone electrophoresis: CZE)  เป็นวิธีการแยกสาร 

โดยอาศัยความแตกต่างตามชนิดของประจุของสาร เมื่อเคล่ือนที่ภายใต้สนามไฟฟ้าในท่อแคปิลลารีที่บรรจุบัฟเฟอร์

หรือสารละลายอิเล็กโทรไลต์ สารที่มีประจุบวก ประจุลบ และสารที่เป็นกลางทางไฟฟ้าจะเคลื่อนที่ออกจากแคปิลลารี

ด้วยความเร็วที่แตกต่างกัน โดยสารประจุบวกจะเคลื่อนที่ด้วยความเร็วสูงสุดไปยังขั้วแคโทดโดยอาศัยการไหลแบบ 

อิเล็กโทรออสโมติก (Electroosmotic flow) และแรงดึงดูดจากขั้วแคโทด สารประจุลบจะเคลื่อนที่ด้วยความเร็วต�่ำ

สุดเนื่องจากมีแรงดึงดูดจากขั้วแอโนดในทิศทางตรงกันข้าม ส่วนสารที่เป็นกลางทางไฟฟ้าจะเคลื่อนที่ด้วยความเร็ว

ระหว่างความเร็วของสารประจุบวกและประจุลบ สารที่มีประจุแตกต่างกันในตัวอย่างจะเคลื่อนออกจากแคปิลลารี 

โดยอาศัยการไหลแบบอิเล็กโทรออสโมติก(1) โดยมี UV detector เป็นตัวตรวจวัดปริมาณสาร และแสดงผลเป็น 

อิเล็กโทรฟีโรแกรม (electropherogram) ที่แสดงผลการแยกสารตามประจุไฟฟ้าประกอบด้วยพีคหลักและพีคอื่นที่

มีความแตกต่างทางประจุ และปริมาณสารที่แตกต่างกันตามความสูงของพีค โดยแสดงเวลาที่สารเคลื่อนออกมา 

(migration time: MT)เป็นนาท ีเทคนคินีส้ามารถน�ำไปประยกุต์ใช้ประโยชน์ในการวเิคราะห์สารประเภทโปรตนีชนดิ

ต่างๆ ได้เป็นอย่างด ีนอกจากนัน้ ยงัสามารถน�ำมาใช้เป็นหนึง่ในวธิกีารตรวจสอบเอกลกัษณ์ของยาชวีวตัถเุพือ่การรักษา 

(Biotherapeutic Products: BTP) โดยเฉพาะอย่างยิ่งชนิดที่ผลิตโดยเทคโนโลยีชีวภาพซึ่งเป็นยาโปรตีน(2, 3)

ภาพที่ 1 หลักการแยกสารโดยวิธีแคปิลลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซีส(4)

Capillary Zone Electrophoresis (CZE) in neutral coated capillary

BTP ได้แก่ โมโนโคลนอลแอนติบอดี ไซโตไคน์ ฮอร์โมน เช่น granulocyte colony stimulating factor 

(G-CSF) มีข้อดีคือสามารถน�ำมาใช้ในการรักษาโรคได้อย่างจ�ำเพาะโดยผู้ที่ได้รับยาจะมีอาการข้างเคียงน้อย ขณะ

เดยีวกนัยาดงักล่าวซึง่เป็นสารโปรตนีมีกระบวนการผลติหลายขัน้ตอน โมเลกลุซบัซ้อนและโครงสร้างโมเลกลุมกีารปรับ

เปล่ียนได้ง่ายซึ่งมีผลกระทบจากปฏิกิริยาต่างๆ ที่เกิดขึ้นตั้งแต่การผลิตจนถึงระหว่างการเก็บ จึงท�ำให้ยาแต่ละรุ่นมี

โอกาสทีจ่ะมีโมเลกลุท่ีมีลักษณะแตกต่างกนัซ่ึงปรากฏเป็นหลายรปูแบบ (isoforms) โดยเฉพาะความแตกต่างของประจุ 

(charge heterogeneity)(5)  ซึ่งมีผลกระทบต่อการออกฤทธิ์และความคงตัวของยา การตรวจเอกลักษณ์ของยาแต่ละ

รุ่นจึงมีความส�ำคัญและจ�ำเป็นอย่างยิ่ง วิธีที่นิยมใช้วิเคราะห์โมเลกุลที่แตกต่างกันโดยอาศัยหลักการแยกสารโดยประจุ 

เช่น  Isoelectric Focusing (IEF) แบบเจล(6) แต่มีข้อด้อยคือใช้เวลานาน ผู้วิเคราะห์ต้องมีทักษะที่ดีในการทดสอบ
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และวเิคราะห์ผล จึงได้ประยกุต์ใช้วิธ ีCZE โดยการใช้แคปิลลารแีบบ neutral coated ทีเ่คลอืบด้วย polyacrylamide(7) 

และมีสารที่ท�ำให้เกิด cross link ใน running buffer เกิดเป็นร่างแหท�ำให้การแยก mAb เป็นแบบ sieving 

mechanism ที่อาศัยขนาดของโมเลกุลร่วมกับประจุรวมที่แตกต่างกัน เป็นวิธีอัตโนมัติที่นิยมใช้มากในปัจจุบัน(6) 

เพ่ือแยกและวิเคราะห์โปรตีนที่มีความแตกต่างแม้เพียงเล็กน้อยของประจุบนโมเลกุลในการตรวจเอกลักษณ์ของยา

โปรตีนเพื่อให้ทราบถึงคุณภาพของ BTP และความสม�่ำเสมอของการผลิตซึ่งเป็นส่ิงส�ำคัญและจ�ำเป็นเพื่อให้ได้ยามี

คุณภาพตามข้อก�ำหนด(8-9)  ซึ่งมีการใช้เทคนิคนี้ทั้งในโรงงานผลิตยาและงานวิจัยที่ใช้วิธี CZE ทดสอบคุณภาพของยา 

mAb หลายชนิด เช่น rituximab, infliximab, trastuzumab, tocilizumab(5, 10) 

ดังนั้นจุดประสงค์ของการศึกษานี้เพื่อประยุกต์วิธี CZE และท�ำการทดสอบความถูกต้อง ความเที่ยง และ

ความคงทนของวิธโีดยทดลองเปลีย่นท่อแคปิลลาร ีและทดสอบด้วยนกัวเิคราะห์ 2 คน รวมทัง้การใช้สารละลายทีเ่ตรยีม

ต่างวันกัน

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบแคปิลลารี (capillary electrophoresis: CE) รุ ่น PA 800 Plus  

Pharmaceutical Analysis System (Beckman Coulter, USA) ประกอบด้วยชุดคอมพิวเตอร์ และโปรแกรม

ประมวลผล 32 Karat Software version 9.1 patch และ PA 800 plus Software version 1.1 patch  มีเครื่อง

วัดค่าการดูดกลืนแสงชนิด UV 214 nm และแคปิลลารีแบบ neutral coated ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางภายใน 50 μm 

ยาว 50 cm เครื่องเขย่าสาร (Vortex Genie II, Scientific Industries)

สารละลาย และสารมาตรฐาน

Washing/Running buffer: 40 mM ε-Amino-n-Caproic Acid (EACA: Sigma # A-7824), 

0.2% Hydroxypropyl methylcellulose (HPMC: Sigma # H-7509) pH 4.5

Blank: Formulation buffer (trisodium citrate dehydrate (Fluka # 71403) 7.35 g, sodium 

chloride (Sigma # S9888) 8.77 g, 0.7% tween-80 100 ml, ultrapure water)

สารมาตรฐาน : BTP ที่เป็น mAb ชนิดต่างๆ จ�ำนวน 5 ชนิด ส�ำหรับทดสอบ mAb ชนิด A B C D และ E 

จากผู้ผลิตตามล�ำดับ ที่ตรงกับชนิดของตัวอย่างยาที่จะทดสอบ

ตัวอย่าง 

ตัวอย่างยา BTP ชนิด mAb ชนิดต่างๆ จ�ำนวน 5 ชนิด คือ mAb ชนิด A B C D และ E ซึ่งเป็นตัวอย่าง 

ที่ส่งตรวจเพื่อประกอบการขึ้นทะเบียนต�ำรับยา

สารผสมระหว่างสารมาตรฐานและตัวอย่างชนิดเดียวกัน (Co-mix) ที่มีปริมาณโปรตีนแต่ละชนิดเท่ากัน 

ที่ความเข้มข้นละ 0.5 mg/ml 

การเตรียมตัวอย่าง

เตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐานโดยการเจือจางสารมาตรฐานและตัวอย่างให้มีความเข้มข้นของโปรตีน 0.5 

mg/ml ด้วย ultrapure water

เตรียม Co-Mix โดยการผสมสารมาตรฐานและตัวอย่างชนิดเดียวกันที่เจือจางให้มีความเข้มข้นโปรตีน 0.5 

mg/ml ด้วย ultrapure water แล้วปิเปตมาปริมาตรอย่างละ 100 µl
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วิธีวิเคราะห์

สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์

ก�ำหนดสภาวะของเครื่องมือในการแยกสาร และบันทึกลงในโปรแกรมการวิเคราะห์โปรแกรมประมวลผล 

32 Karat Software version 9.1 patch (Beckman Coulter, USA) เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1  สภาวะของเครื่อง CE (PA 800 plus, Beckman Coulter) ที่ใช้ส�ำหรับวิเคราะห์ CZE ในขั้นตอน 

การแยกสาร

	 1	 rinse-pressure	 40.0 psi	 2.00 min	 ล้างด้วยสารละลายบัฟเฟอร์

	 2	 inject-pressure	 1.0 psi	 10.0 sec	 ฉีดตัวอย่าง

	 4	 separation- voltage	 30.0 kV	 15.00 min	 ขั้นตอนการแยก

	 5	 stop data			   สิ้นสุดขั้นตอนการแยก

	 6	 rinse-pressure	 40.0 psi	 2.00 min	 ล้างด้วยน�้ำ

	 7	 end		  20.0 sec	 จบขั้นตอนการวิเคราะห์

	step#	 event	 value	 duration	 comments

psi หมายถึง หน่วยที่ใช้ในการฉีดโดยใช้ความดัน

การทดสอบความถูกต้องของวิธี (Method Validation)

1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี  (Specificity)

ทดสอบสารมาตรฐาน mAb ชนิด A ตวัอย่าง mAb ชนดิ A และ Co-Mix ของสารมาตรฐานและตวัอย่าง mAb 

ชนิด A ที่มีความเข้มข้นของโปรตีน 0.5 mg/ml โดยฉีดที่ความดัน 1 psi เป็นเวลา 10 วินาที ตามสภาวะที่ก�ำหนด 

(ตารางที ่1) ชนดิละ 6 ซ�ำ้ แล้วเปรยีบเทยีบผลอิเล็กโทรฟีโรแกรม และ MT ของสารทีฉ่ดีทัง้ 3 ชนดิ ซึง่อิเล็กโทรฟีโรแกรม

ของตัวอย่างและ MT ของตัวอย่างควรเหมือนกับสารมาตรฐาน และทดสอบ blank ที่สภาวะเดียวกัน ซึ่งจะไม่ปรากฏ

พีคใดๆ ในอิเล็กโทรฟีโรแกรม

2.	 การทดสอบความเที่ยง  (Precision) 

2.1	 การทดสอบซ�้ำในวันเดียวกัน (Repeatability)

ทดสอบสารมาตรฐาน mAb ชนิด A ตัวอย่าง mAb ชนิด A และ Co-Mix ของสารมาตรฐานและตัวอย่าง 

mAb ชนิด A ตามข้อ 1  

2.2	 การวิเคราะห์ซ�้ำต่างวัน (Intermediate precision)

ทดสอบตัวอย่าง mAb ชนิด A ตามข้อ 1  เป็นเวลา 3 วัน เปรียบเทียบความสอดคล้องของผลวิเคราะห์ 

จากแต่ละวัน 

3.	 การทดสอบความคงทนของวิธี (Robustness) 

3.1	 ศึกษาผลกระทบของวิธีเมื่อเปลี่ยนท่อแคปิลลารี 

ท�ำการทดสอบตัวอย่าง mAb ชนิด A จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยใช้แคปิลลารีจ�ำนวน 2 ท่อ ที่เป็นยี่ห้อเดียวกัน 

แต่ต่างรุ่นการผลิต ผลที่ได้ต้องไม่มีความแตกต่างของค่า  MT ที่ได้จากข้อ 2 เมื่อมีการเปลี่ยนท่อแคปิลลารี 
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3.2	 ศึกษาผลกระทบของวิธีเมื่อเปลี่ยนนักวิเคราะห์

ท�ำการทดสอบตัวอย่าง mAb ชนิด A จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยนักวิเคราะห์ 2 คน  ผลที่ได้ต้องไม่มีความแตกต่าง

ของค่า  MT ที่ได้จากข้อ 2 เมื่อมีการเปลี่ยนนักวิเคราะห์ 

3.3	 ศึกษาผลกระทบของวิธีเมื่อเปลี่ยนสารละลายที่ใช้ทดสอบ

ท�ำการทดสอบตัวอย่าง mAb ชนิด A  จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยเปรียบเทียบผลของการใช้สารละลาย washing/

running buffer ท่ีเตรยีมจ�ำนวน 2 ชดุ ผลท่ีได้ต้องไม่มคีวามแตกต่างของค่า  MT ทีไ่ด้จากข้อ 2 เมือ่มกีารใช้สารละลาย

ต่างกัน 

4.	 การทดสอบตัวอย่าง 

วิเคราะห์เอกลักษณ์ของตัวอย่างโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ�ำนวน 4 ชนิด คือ mAb ชนิด B, C, D และ E

ผล

ความจ�ำเพาะ 

จากการตรวจสอบ blank พบว่าไม่มีพีคใดๆ ปรากฏ ในขณะที่สารมาตรฐาน ตัวอย่าง และ Co-Mix ของ 

mAb ชนิด A มีอิเล็กโทรฟีโรแกรมไม่แตกต่างกัน และมีค่า MT ตรงกันคือที่ 8.98 นาที (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2 อิเล็กโทรฟีโรแกรมของการทดสอบความจ�ำเพาะซึ่งแสดงผลของ blank, สารมาตรฐาน, ตัวอย่าง และ  

Co-mix ของ mAb ชนิด A โดยมีแกนตั้งเป็นค่าการดูดกลืนแสงและแกนนอนเป็นค่า migration time

ความเที่ยง  

ผลตรวจสอบตัวอย่าง mAb ชนิด A ซ�้ำ 6 ครั้ง ภายในวันเดียวกันและการตรวจสอบซ�้ำ เป็นเวลา 3 วัน 

วันละ 6 ครั้ง พบว่า %RSD  ของพีคหลักมีค่าเพียง 0.06 และ 0.13 (ตารางที่ 2)
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จากการทดสอบสารมาตรฐาน ตัวอย่าง และ Co-Mix ซ�้ำ 6 ครั้ง และน�ำผลที่ได้มาเปรียบเทียบกัน พบว่าค่า 

MT ของพีคหลักในแต่ละครั้งของการทดสอบสารมาตรฐาน ตัวอย่าง และ Co-Mix มีความแตกต่างกันไม่เกิน 

0.02 นาที (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความเที่ยงโดยการตรวจสอบตัวอย่าง mAb ชนิด A ซ�้ำ 6 ครั้ง ภายในวันเดียวกันและ 3 วัน

	 1	 8.96	 8.98	 8.97	 9.01
	 2	 8.96	 8.98	 9.00	 9.00
	 3	 8.97	 8.99	 8.98	 9.00
	 4	 8.96	 8.99	 9.00	 9.00
	 5	 8.97	 8.98	 9.00	 9.00
	 6	 8.97	 8.98	 8.97	 9.00

	 Mean	 8.97		  8.99	  	

	 SD*	 0.005		  0.012	  	

	 %RSD**	 0.06		  0.13	  	

* SD = standard deviation

	** %RSD = percent relative standard deviation

	
ครั้งที่

		  Main peak migration time (min)

		  วันเดียวกัน		  ตรวจสอบซ�้ำ 3 วัน

			   วันที่ 1	 วันที่ 2	 วันที่ 3

	 1	 9.00	 8.98	 0.02	 9.00	 8.98	 0.02	 8.98	 8.98	 0.00
	 2	 8.99	 8.98	 0.01	 8.99	 8.98	 0.01	 8.98	 8.98	 0.00
	 3	 8.98	 8.99	 0.01	 8.98	 8.99	 0.01	 8.99	 8.99	 0.00
	 4	 8.98	 8.99	 0.01	 8.98	 8.98	 0.00	 8.99	 8.98	 0.01
	 5	 8.98	 8.98	 0.00	 8.98	 8.98	 0.00	 8.98	 8.98	 0.00
	 6	 8.98	 8.98	 0.00	 8.98	 8.98	 0.00	 8.98	 8.98	 0.00

		  Mean		  0.01	 Mean	 0.01	 Mean	 0.00

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความเที่ยงโดยการเปรียบเทียบผลการตรวจสอบสารมาตรฐาน (mAb std.) ตัวอย่าง 

(mAb ชนิด A) และ Co-Mix ซ�้ำ 6 ครั้ง แสดงค่าความแตกต่างของ migration time (Diff) 

	 Main peak migration time (min)
ครั้งที่	
		  mAb std.	 mAb A	 Diff	 mAb std.	 Co-mix	 Diff	 mAb A	 Co-mix	  Diff

ความคงทน

ตรวจสอบตัวอย่าง mAb ชนิด A จ�ำนวน 6 ซ�้ำ กับแคปิลลารีจ�ำนวน 2 ท่อ นักวิเคราะห์ 2 คน และสารละลาย 

2 ชุด พบว่าค่า MT ที่ได้ไม่ต่างกัน ได้ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน MT ของพีคหลักน้อยกว่า 0.02 (ตารางที่ 4)
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การตรวจสอบตัวอย่าง Biotherapeutic products	

ผลการตรวจสอบตัวอย่าง BTP ชนิดโมโนโคลนอลแอนติบอดี 4 ชนิด พบว่าตัวอย่าง mAb ชนิด B, C, D  

และ E แสดงอิเล็กโทรฟีโรแกรมและค่า MT ตรงกับสารมาตรฐานของตัวอย่างแต่ละชนิด (ภาพที่ 3)

ตารางที่ 4  ผลการตรวจสอบความคงทนเมื่อตรวจสอบตัวอย่าง mAb ชนิด A ซ�้ำ 6 ครั้ง เมื่อเปลี่ยนท่อแคปิลลารี  

2 ท่อ โดยนักวิเคราะห์ 2 คน และโดยใช้สารละลาย 2 ชุด

	 1	 8.96	 8.98	 8.96	 9.00	 8.96	 9.01
	 2	 8.96	 8.98	 8.96	 9.00	 8.96	 9.00
	 3	 8.97	 8.99	 8.97	 8.99	 8.97	 8.99
	 4	 8.96	 8.99	 8.96	 9.00	 8.96	 8.99
	 5	 8.97	 8.98	 8.97	 8.99	 8.97	 8.98
	 6	 8.97	 8.98	 8.97	 8.99	 8.97	 8.99

Mean 	 8.97	 8.98	 8.98

SD	 0.011	 0.017	 0.017

%RSD	 0.12	 0.18	 0.19

* SD = standard deviation
** %RSD = percent relative standard deviation

					    Main peak migration time (min)
ครั้งที่
		  แคปิลลารี 1	 แคปิลลารี 2	 นักวิเคราะห์ 1	 นักวิเคราะห์ 2	 สารละลาย 1	 สารละลาย 2

ภาพที่ 3  อิเล็กโทรฟีโรแกรมของการทดสอบสารมาตรฐานและตัวอย่าง mAb ชนิด B, C, D และ E ตามล�ำดับ
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วิจารณ์

ในต�ำรายา เช่น USP(8), Ph Eur(9) ได้มีการระบุการใช้เทคนิค CZE ส�ำหรับการตรวจเอกลักษณ์ของยา

โปรตีนที่ผลิตโดยเทคโนโลยีชีวภาพซึ่งเป็นการวิเคราะห์เชิงคุณภาพไว้  ดังนั้นการศึกษานี้จึงท�ำการศึกษาความถูกต้อง

ของวิธีโดยทดสอบสภาวะของเครื่องมือตามที่ก�ำหนดนี้ในด้านความจ�ำเพาะ ความเที่ยงของวิธีรวมทั้งความคงทนของ

สภาวะเมื่อเปลี่ยนแปลงปัจจัยบางอย่าง ตัวอย่าง mAb ที่น�ำมาทดสอบทั้ง 5 ชนิดเป็นตัวอย่างยาน�ำเข้าจากต่างประเทศ 

ส่งมาเพ่ือขอรับการตรวจวิเคราะห์คุณภาพและน�ำผลไปประกอบการขึ้นทะเบียนต�ำรับยาซึ่งทั้งหมดเป็น BTP ชนิด

ต้นแบบ (originator) มีทั้งชนิดที่เป็นโปรตีนและไกลโคโปรตีนที่โมเลกุลมีขนาดน�้ำหนักประมาณ 145 -150 kDa ใช้

รกัษาโรคต่างๆ เช่น โรคลูปัส (Systemic Lupus Erythematosus) โรครมูาตอยด์ มะเรง็กระดกู มะเรง็เมด็เลอืดขาว 

และมะเร็งเต้านม และถึงแม้ว่า  mAb จะมีน�้ำหนักใกล้เคียงกันดังกล่าว การแยกสารในท่อแคปิลลารีชนิด neutral 

coated ซึง่ไม่มีประจุบนผวิท่อท่ีจะมีปฏกิริยิากบัประจบุนโมเลกุลของสารนี ้แต่อาศยัการแยกโดยใช้ทัง้น�ำ้หนกัและประจุ

รวมบนโมเลกุลในการวิ่งไปยังปลายขั้ว จึงสามารถใช้ตรวจสอบเอกลักษณ์ได้ 

การศึกษาก่อนหน้าได้ทดสอบหาปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมแล้ว พบว่าที่ความเข้มข้น 0.5 mg/ml โดยฉีดที่

ความดัน 1 psi เป็นเวลา 10 วินาที ตามสภาวะที่ก�ำหนดนี้สามารถมองเห็นพีคที่เล็กที่สุดได้อย่างชัดเจน ดังนั้นในการ

ศกึษานีจ้งึเลอืกใช้ความเข้มข้นนีต้ลอดการศกึษา และเนือ่งจากยา mAb แต่ละชนดิมจี�ำนวนน้อยและราคาสงู จงึท�ำการ

สุ่มเลือกเพียง 1 ชนิด คือ mAb ชนิด A เป็นตัวแทนส�ำหรับทดสอบสภาวะของเทคนิคในการศึกษานี้ ผลการทดสอบ

สภาวะของวิธีที่ก�ำหนดนี้ให้ผลในด้านความจ�ำเพาะ ความเที่ยง และความคงทนของวิธีที่เหมาะสม จากการตรวจสอบ

ความจ�ำเพาะโดยใช้ตัวอย่าง mAb ชนิด A สารมาตรฐาน และ Co-mix ของ mAb ชนิด A ได้อิเล็กโทรฟีโรแกรมและ

ค่า MT ไม่แตกต่างกัน วิธีมีความเที่ยงจากการวิเคราะห์ในวันเดียวกันและต่างวัน ได้ค่า MT ของพีคหลักมีส่วน 

เบี่ยงเบนมาตรฐานเพียง 0.01 และน้อยกว่า 0.02 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2) นอกจากนี้ผลการตรวจสอบความเที่ยง 

โดยการเปรยีบเทียบค่า MT ระหว่างพีคหลักของสารมาตรฐานกับ mAb ชนดิ A และสารมาตรฐานกับ Co-Mix  รวมทัง้

ตัวอย่าง mAb ชนิด A กับ Co-mix ทั้ง 6 ครั้ง ไม่มีความแตกต่างกันโดยมีค่า MT แตกต่างกันไม่เกิน 0.02 นาที 

(ตารางที่ 3) ส่วนผลการตรวจสอบความคงทน (ตารางที่ 4) จากการใช้แคปิลลารียี่ห้อเดียวกันแต่ต่างรุ่นการผลิต 

การทดสอบโดยนกัวเิคราะห์ 2 คน รวมทัง้การใช้ elution buffer ทีเ่ตรยีมแต่ละครัง้พบว่าการเปลีย่นแปลงเหล่านีไ้ม่มี

ผลกระทบต่อสภาวะของวิธี CZE น้ี เน่ืองจากส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่า MT ของพีคหลักมีน้อยกว่า 0.02 

นอกจากนี้ อิเล็กโทรฟีโรแกรมที่ได้มีลักษณะเป็น sharp peak แสดงให้เห็นว่าไม่เกิดการดูดซับ (protein  

adsorption) โปรตีนกับผนังแคปิลลารีหรือเกิดน้อยมาก

เม่ือทดลองใช้วิธ ีCZE ตามสภาวะทีไ่ด้ทดสอบแล้วมาตรวจสอบเอกลกัษณ์ของ mAb ชนดิ B, C, D และ E 

พบว่าอิเล็กโทรฟีโรแกรมที่ได้เป็นไปตามชนิดของยา (ภาพที่ 3) ซึ่งประกอบด้วยพีคขนาดเล็กและใหญ่ โดยพีคที่มีค่า

การดูดกลืนแสงสูงที่สุดเป็นพีคหลัก พีคที่ออกมาก่อนเป็น basic peak โดยมี acid peak ออกมาภายหลัง ตัวอย่าง 

mAb ชนิด B และ C ให้อิเล็กโทรฟีโรแกรมที่มีพีคหลักชัดเจนและมีพีคเล็กอยู่ด้านซ้ายและขวาของพีคหลัก ส่วนอิเล็ก

โทรฟีโรแกรมของ mAb ชนิด D และ E มีพีคใหญ่ที่เห็นชัดเจนอย่างน้อย 3 พีค รวมทั้งพีคหลักมี basic peak 2 พีค 

และมีพีคขนาดเล็กเป็น acid peak ด้านขวา ตัวอย่าง mAb ทุกชนิดที่ทดสอบได้อิเล็กโทรฟีโรแกรมที่มีค่า MT 

และจ�ำนวนพีคที่ปรากฏตรงกับสารมาตรฐาน ซึ่งในการขึ้นทะเบียนจะถือว่าผ่านเกณฑ์การตรวจเอกลักษณ์ตาม 

ข้อก�ำหนด(8, 9)

นอกจากนี้วิธี CZE ยังมีข้อดีคือใช้เวลาท�ำการทดสอบสั้นเพียง 30 นาที (ตารางที่ 1) เมื่อเทียบกับวิธีอื่นที่

ใช้วิเคราะห์โมเลกุลโปรตีนจากความแตกต่างของประจุ เช่น IEF แบบเจลที่ต้องใช้เวลาท�ำการทดสอบถึง 180 นาที 

ส่วน Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) ใช้เวลาท�ำการทดสอบ

มากกว่า 60 นาที นอกจากนั้น CZE ยังสามารถท�ำการวิเคราะห์ตัวอย่างได้ถึง 4 ตัวอย่าง ภายในเวลาเพียง 1 ชั่วโมง 



Capillary Zone Electrophoresis Technique for Identity Testing of Biotherapeutic Products	 Titaporn  Pootipinyowat et al. 

182 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

สรุป

วิธี CZE ตามสภาวะที่ใช้นี้มีความจ�ำเพาะ ความเที่ยง และความคงทนที่ดี มีประสิทธิภาพในการแยกโปรตีน

และไกลโคโปรตนีสงู ใช้เวลาน้อยจงึเหมาะส�ำหรบัน�ำมาใช้เป็นวธิมีาตรฐานในการตรวจวเิคราะห์คณุภาพด้านเอกลกัษณ์

ของยาชีววัตถุเพื่อการรักษาร่วมกับวิธีอื่นๆ ตามข้อก�ำหนด(11) เพื่อประกอบการขึ้นทะเบียนต�ำรับยาต่อไป
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Method Validation of Capillary Zone 

Electrophoresis Technique for Identity 

Testing of Biotherapeutic Products: 

Monoclonal Antibody 

Titaporn  Pootipinyowat  Wichuda  Jariyapan  Saiwarul  Jadoonkittinan

and  Teeranart  Jivapaisarnpong
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 11000,  

Thailand. 

ABSTRACT  Capillary zone electrophoresis (CZE) is one of the analytical techniques for identity 
testing of biotherapeutic products (BTP) produced by biotechnological techniques for example: 
monoclonal antibody, hormones and cytokines. Therefore, this study was aimed to validate CZE by using 
PA 800 plus capillary electrophoresis system (Beckman Coulter), neutral coated capillary and UV detector 
at 214 nm. The proposed CZE condition showed high specificity and percent relative standard deviation 
(%RSD) of precision of main peak was less than 0.2. Moreover, the method was robust as shown in results 
of 0.2 %RSD when tested by two different analysts and different lots of elution buffers or capillary tubes. 
The obtained data suggested that CZE is potential for using as one of analytical methods for identity 
testing of BTP for marketing authorization in Thailand.   

Key words: CZE, biotherapeutic products, monoclonal antibody 
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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)
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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. 

Key words: Total fluoride in toothpaste, GC-FID
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บทคัดย่อ  กรดเบนโซอิกและโซเดียมเบนโซเอต เป็นวัตถุกันเสียที่นิยมใช้ในการยืดอายุของน�้ำพริกหนุ่ม กรดและเกลือนี ้

จัดเป็นวัตถุกันเสียตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข  ฉบับที่ 281 พ.ศ. 2547 เรื่องวัตถุเจือปนอาหาร  และ Codex อนุญาต

ให้น�ำมาใช้ในการผลิตอาหารได้ไม่เกิน 1,000 มิลลิกรัมต่ออาหารหนึ่งกิโลกรัม ผลส�ำรวจในปี 2552 พบว่า น�้ำพริกหนุ่มที่วาง

จ�ำหน่ายในจงัหวดัเชยีงใหม่มากกว่าร้อยละ 60 มกีรดเบนโซอกิสงูเกนิกว่าก�ำหนด ดงันัน้เพือ่คุม้ครองผูบ้รโิภค ศนูย์วทิยาศาสตร์

การแพทย์ที ่1 เชยีงใหม่ ร่วมกบัส�ำนกังานสาธารณสขุจงัหวดัเชยีงใหม่ ท�ำการส�ำรวจการใช้กรดเบนโซอกิในน�ำ้พรกิหนุม่ ในช่วงปี 

พ.ศ. 2553-2556  พบว่าน�้ำพริกหนุ่มที่วางจ�ำหน่ายในจังหวัดเชียงใหม่ มีกรดเบนโซอิกเกินเกณฑ์ก�ำหนด ร้อยละ 47.7, 40.0, 

30.0 และ 23.5 ตามล�ำดับ เมื่อน�ำข้อมูลทั้ง 4 ปี มาประเมินการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิก ทั้งชนิดค่าเฉลี่ยของปริมาณอาหาร 

ทีบ่รโิภคเฉพาะผูท้ีบ่รโิภค และค่าเปอร์เซน็ไทล์ ที ่97.5 ของปรมิาณอาหารทีบ่รโิภคส�ำหรบัประชากรทัง้หมด ในกลุม่อาย ุ19-35, 

35-65 และมากกว่า 65 ปี และค�ำนวณการได้รับสัมผัส เพื่อประเมินความปลอดภัยของผู้บริโภค 3 ช่วงอายุ ผลการประเมิน

พบว่าทั้ง 3 ช่วงอายุ ได้รับกรดเบนโซอิกจากการบริโภคน�้ำพริกหนุ่มในระดับที่ไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพของผู้บริโภค
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บทน�ำ

น�้ำพริกหนุ่มเป็นผลิตภัณฑ์ท้องถิ่นในแถบภาคเหนือของประเทศไทย โดยท�ำมาจากพริกเม็ดใหญ่ท่ียังไม ่

แก่จัด และมีส่วนผสมส�ำคัญ คือ หอม กระเทียม เกลือ น�้ำปลา วัตถุปรุงรสอื่นๆ ผู้ผลิตบางรายอาจจะลดความเผ็ด 

โดยเติมมะเขือเผาลงไป ท�ำให้มีรสชาติถูกปากคนไทย ประชาชนจึงนิยมบริโภค รวมทั้งน�ำไปเป็นของฝากส�ำหรับ 

นกัท่องเทีย่ว แต่เนือ่งจากส่วนผสมของน�ำ้พรกิหนุม่เป็นผลติผลทางการเกษตรทีเ่น่าเสยีง่าย ผูผ้ลติจงึมกัยดือายกุารเกบ็

รักษาของผลิตภัณฑ์ระหว่างรอจ�ำหน่ายโดยใช้กรดเบนโซอิก หรือโซเดียมเบนโซเอต ซึ่งเป็นวัตถุกันเสียที่มีการวาง

จ�ำหน่ายอย่างแพร่หลาย หาซ้ือได้ง่ายตามท้องตลาด และร้านขายสารเคมี ในที่นี้การวิเคราะห์โซเดียมเบนโซเอต 

จะค�ำนวณเป็นกรดเบนโซอิก ดังนั้นจะกล่าวถึงแต่กรดเบนโซอิกเท่านั้น ซึ่งกรดเบนโซอิกนี้มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ในอาหารได้สูงสุดในช่วงความเป็นกรดด่าง (pH) ระหว่าง 2.5 ถึง 4.0(1)  ซ่ึงกรด 

เบนโซอิกจัดเป็นวัตถุกันเสียตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 281 พ.ศ. 2547 เรื่องวัตถุเจือปนอาหาร(2) และ 

มาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ (Codex) อนุญาตให้น�ำมาใช้ในการผลิตอาหารได้ เพราะผ่านการประเมินความ

ปลอดภัยทางพิษวิทยาแล้วว่ามีความเป็นพิษต�่ำ โดย The Joint FAO/WHO Expert Committee of Food 

Additives (JECFA) ได้ก�ำหนดค่าความปลอดภัยไว้เป็นค่า Acceptable Daily Intake (ADI) เป็นปริมาณท่ี

ร่างกายสามารถได้รับสารนั้นต่อวันตลอดชั่วชีวิตโดยที่ไม่ก่อให้เกิดผลกระทบใดๆ ต่อสุขภาพ(3)  ส�ำหรับกรดเบนโซอิก

และเกลือเบนโซเอตก�ำหนดอยู่ที่ 0-5 มิลลิกรัมต่อน�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน แต่ถ้าได้รับกรดเบนโซอิกในปริมาณ 

ที่สูงมากอาจท�ำให้เกิดอาการคลื่นไส้ อาเจียน ปวดท้อง ท้องเสีย เลือดตกใน อัมพาต กรณีที่ได้รับเกิน 500 มิลลิกรัม

ต่อน�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัม อาจท�ำให้เสียชีวิตได้(4) แต่เนื่องจากไม่มีกฎหมายที่เกี่ยวข้องโดยตรงกับน�้ำพริกหนุ่ม ดังนั้น

ส�ำนกังานสาธารณสขุจงัหวดัจงึให้ใช้กรดเบนโซอกิได้ไม่เกนิ 1,000 มลิลกิรมัต่อน�ำ้พรกิหนุม่ 1 กโิลกรมั โดยอ้างองิจาก

มาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ (Codex) หัวข้อ Seasonings and condiments(5) และเพื่อเป็นการคุ้มครอง 

ผู ้บริโภค ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดเชียงใหม่ ได้เก็บตัวอย่างน�้ำพริกหนุ ่มส่งตรวจปริมาณกรดเบนโซอิกท่ี 

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 1 เชียงใหม่ ตั้งแต่ปีงบประมาณ 2553 ถึง 2556 โดยการส�ำรวจพบว่าน�้ำพริกหนุ่ม 

บางตัวอย่างมีปริมาณกรดเบนโซอิกสูงถึง 7,406 มิลลิกรัมต่อน�้ำพริกหนุ่ม 1 กิโลกรัม ท�ำให้ผู้บริโภคอาจมีความเสี่ยง

ต่อการได้รับสารเคมีที่เป็นอันตรายต่อสุขภาพได้ ดังนั้นศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 1  เชียงใหม่ จึงได้รวบรวมข้อมูล

น�้ำพริกหนุ่มนี้ มาประเมินการได้รับสัมผัสของการใช้กรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่ม เพื่อความปลอดภัยของผู้บริโภค 

ต่อไป

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง

ตัวอย่างน�ำ้พรกิหนุ่มจ�ำนวน 188 ตัวอย่าง เก็บตวัอย่างส่งโดยกลุม่งานคุ้มครองผู้บรโิภค ส�ำนกังานสาธารณสขุ

จังหวัดเชียงใหม่ ในช่วงเดือนตุลาคม 2553 – กันยายน 2556 เพื่อตรวจวิเคราะห์หาปริมาณกรดเบนโซอิก และ 

ค่าความเป็นกรดด่าง 

เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้

เครื่องชั่ง 4 ต�ำแหน่ง, pH-meter, Magnetic stirrer with TFE-coated stirring bar, เครื่องปั่น, 

กระดาษกรองชนิด Nylon 66 ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ขนาด 13 และ 47 มิลลิเมตร, กระดาษกรองเบอร์ 42 
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HPLC: Agilent 1100 Series, Column: ZORBAX Eclipes XDB-C18 (150 mm × 4.6 mm × 5 µm), 

Column temperature: 30 ํC, Injection volume:10 µL, Flow  rate: 1.0  mL/min, UV detector 

wavelength:  235  nm

Mobile  phase: Solvent A: 0.01 M Ammonium acetate buffer pH  4.5 – 4.6, Solvent B:  

Methanol 

Gradient   condition:

	 No.	 Time  (min)	 % solvent (A)	 % solvent (B)

	 1.	 0.00	 82	 18.0

	 2.	 10.00	 55	 45.0

	 3.	 12.00	 55	 45.0

	 4.	 12.50	 82	 18.0

	 5.	 15.00	 82	 18.0

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคมี :  Methanol, Ammonium acetate, Potassium ferro cyanide, Zinc acetate, Acetic acid 

สารมาตรฐาน : Sodium benzoate (SIGMA-ALDRICH®, purity 99.7%)

วิธีเตรียมสารละลาย

1.	 0.01 M Ammonium acetate buffer pH 4.5-4.6

 	 ละลาย Ammonium acetate 0.77 กรัม ด้วยน�้ำประมาณ 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ด้วยกรดอะซิติก

เข้มข้น ให้ได้ pH 4.5–4.6 ปรับปริมาตรด้วยน�้ำเป็น 1,000 มิลลิลิตร กรองด้วย membrane filter 

2.	 Extracting solution 

	 น�ำสารละลายในข้อ 1  มา  60 ส่วน  ผสมให้เข้ากันกับ Methanol  จ�ำนวน 40 ส่วน

3.	 Carrez I solution 

 	 ละลาย  Potassium ferro cyanide 150 กรัม ด้วยน�้ำ ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร

4.	 Carrez II solution 

	 ละลาย  Zinc acetate 230 กรัม ด้วยน�้ำ ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร

วิธีการตรวจวิเคราะห์กรดเบนโซอิก(6) 

ชั่งตัวอย่าง 5-10  กรัม ในบีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตร ขนาด 100 มิลลิลิตร 

เติม extracting solution ประมาณ 80 มิลลิลิตร, carrez I solution และ carrez II solution อย่างละ 1 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรให้ถึงขีดด้วย  extracting solution เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 15 นาที  กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 42  

และกระดาษกรองชนิด Nylon 66 ท่ีมีรพูรนุขนาด 0.45 ไมโครเมตร น�ำสารละลายทีไ่ด้ไปทดสอบปรมิาณกรดเบนโซอกิ 

ด้วยเทคนิค HPLC โดยวิธีวิเคราะห์นี้มีการทดสอบค่าความถูกต้องของวิธีดังนี้
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การประเมินการได้รับสัมผัส

ข้อมูลการบริโภค ปี พ.ศ. 2549(7)

ข้อมูลการบริโภคน�้ำพริกหนุ่มที่น�ำมาใช้ประเมินการได้รับสัมผัส น�ำมาจากหนังสือ ข้อมูลการบริโภคอาหาร

ของประเทศไทย (FOOD CONSUMPTION DATA OF THAILAND) จัดท�ำโดย ส�ำนักมาตรฐานสินค้าและ

ระบบคุณภาพ ส�ำนักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ โดยน�ำข้อมูล 

การบริโภค (น�้ำพริกคลุกข้าว) จากค่าเฉลี่ยของปริมาณอาหารที่บริโภคเฉพาะผู้ที่บริโภค (eater only) และค่าเปอร์

เซ็นไทล์ที่ 97.5 ของปริมาณอาหารที่บริโภคส�ำหรับประชากรทั้งหมด (per capita) ในกลุ่มอายุ 19-35, 35-65 และ

มากกว่า 65 ปี มาใช้เป็นข้อมูลในการประเมินการได้รับสัมผัส  และน�ำปริมาณกรดเบนโซอิกมาใช้ในการค�ำนวณการได้

รับสัมผัส

การประเมินการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิก(8)

1.	 น�ำข้อมูลปริมาณของกรดเบนโซอิกที่เจือปนอยู่ในน�้ำพริกหนุ่มที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ และข้อมูล 

การบริโภคน�้ำพริกหนุ่ม (อ้างจากน�้ำพริกคลุกข้าว) จากหนังสือข้อมูลการบริโภคอาหารของประเทศไทย มาค�ำนวณ

ปริมาณการได้รับสัมผัส ประมวลผลจากข้อมูลรายตัวอย่าง และแปลผลการประเมิน ที่ระดับความน่าจะเป็นต่างๆ 

ซึ่งการประเมินนี้ ใช้การค�ำนวณปริมาณการได้รับสัมผัสจากสมการดังต่อไปนี้ 

	 ∑Exposure	 = 	 ∑(Food consumption × concentration)

	 Exposure 	 = 	 ปริมาณการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิก จากการบริโภคน�้ำพริกหนุ่มใน 1 วัน

                                 		  (มิลลิกรัม/น�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัม/วัน)

	 Food  consumption	 = 	 ปริมาณการบริโภคน�้ำพริกหนุ่ม (กรัม/น�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัม/วัน)                                     

	 Concentration      	 = 	 ปริมาณของกรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่ม (มิลลิกรัม/กิโลกรัม)

2.	 การประเมินลักษณะความเสี่ยง โดยน�ำข้อมูลการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิกไปประเมินความเสี่ยง 

เปรียบเทียบกับค่า ADI  ค�ำนวณจากสมการ

LOD, มิลลิกรัม/กิโลกรัม	 5.0

LOQ, มิลลิกรัม/กิโลกรัม	 10.0

Accuracy, %		  95.35 - 100.00

Precision % RSDr		  2.25 (ที่ระดับความเข้มข้น 10.42 มิลลิกรัม/กิโลกรัม)

% PRSDR		  7.42  (ที่ระดับความเข้มข้น 10.42  มิลลิกรัม/กิโลกรัม)

Linearity, มิลลิกรัม/ลิตร	 1.0 - 60.0

		  (r = 1.00000)

Working range, มิลลิกรัม/ลิตร	 0.5 - 60.0

Uncertainty, มิลลิกรัม/กิโลกรัม	 4.90  (ที่ระดับความเข้มข้น 166  มิลลิกรัม/กิโลกรัม)

คุณสมบัติของวิธี		  ค่าที่ได้

		  Exposure                       
Risk 	 =
		      ADI
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ในที่นี้ค่า ADI = 5 ซึ่งมาจากการก�ำหนดค่า ADI ของ JECFA คือกรดเบนโซอิกและเกลือเบนโซเอต 

อยู่ที่ 0-5 มิลลิกรัมต่อน�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน จึงน�ำค่าสูงสุดมาใช้ค�ำนวณ และถ้า Risk ที่ค�ำนวณได้มีค่า 

มากกว่า 1 หมายถึง มีความเสี่ยงที่จะเกิดผลเสียต่อสุขภาพผู้บริโภค 

3.	 ค�ำนวณโดยแปลงปริมาณการได้รับสัมผัสเป็นร้อยละของค่า ADI ดังนั้นถ้าการได้รับสัมผัสสารนั้น 

มีค่าสูงกว่า 100% ADI แสดงว่ามีความเสี่ยงที่จะก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพผู้บริโภค

ผล

ผลการทดสอบ  ปริมาณกรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่ม (ตารางที่ 1) 

ตารางที่ 1  ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่มที่เก็บจากเชียงใหม่ พ.ศ. 2553 - พ.ศ. 2556 

ทั้งหมด 188 ตัวอย่าง 

	 2553	 86	 41	 47.7
	 2554	 45	 18	 40.0
	 2555	 40	 12	 30.0
	 2556	 17	 4	 23.5

	 ปี พ.ศ.	 จ�ำนวนตัวอย่าง	 จ�ำนวนตัวอย่างที่	 คิดเป็นร้อยละ
			   ไม่เข้ามาตรฐาน	

ผลของการประเมินการได้รับสัมผัสปริมาณกรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่ม (ตารางที่ 2 - 4)

ตารางที่ 2 ปริมาณการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิกโดยเฉลี่ย ค�ำนวณจากค่าเฉลี่ยของปริมาณอาหารที่บริโภคเฉพาะผู้ที่

บริโภค (eater only) รายงานเป็น margin of safety (MOS) หรือ Risk

2553	 0.00 – 0.22	 0.05	 0.00 – 0.25	 0.06	 0.00 – 0.19	 0.04
2554	 0.00 – 0.10	 0.03	 0.00 – 0.11	 0.04	 0.00 –0.08	 0.03
2555	 0.00 - 0.36	 0.03	 0.00 – 0.40	 0.04	 0.00 – 0.30	 0.03
2556	 0.00 – 0.08	 0.02	 0.00 – 0.09	 0.02	 0.00 – 0.07	 0.02

วัยหนุ่มสาว (19-35 ปี)

น�้ำหนักเฉลี่ย 58.28 กก.

วัยผู้ใหญ่ (35-65 ปี)

น�้ำหนักเฉลี่ย 60.37 กก.	

วัยชรา (>65 ปี)

น�้ำหนักเฉลี่ย 54.53 กก.

 	 ช่วงปริมาณการ		  ช่วงปริมาณการ		  ช่วงปริมาณการ
ปี พ.ศ.		  ค่าเฉลี่ย		  ค่าเฉลี่ย		  ค่าเฉลีย่
	 ได้รับสัมผัส		  ได้รับสัมผัส		  ได้รับสัมผัส



การประเมนิการได้รบัสมัผสัของกรดเบนโซอกิในน�ำ้พรกิหนุม่	 พชัรดิา  พชิยั และนฤมล  ขนัตกีลุ

203วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

ตารางที่ 3  ปริมาณการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิกจากการบริโภคน�้ำพริกหนุ่ม ที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์คิดจากค่าเฉลี่ย

การบริโภคส�ำหรับประชากรทั้งหมด (per capita) รายงานเป็น margin of safety (MOS) หรือ Risk

วัยหนุ่มสาว (19-35 ปี)

น�้ำหนักเฉลี่ย 58.28 กก.

วัยผู้ใหญ่ (35-65 ปี)

น�้ำหนักเฉลี่ย 60.37 กก.	

วัยชรา (>65 ปี)

น�้ำหนักเฉลี่ย 54.53 กก.

 	 ช่วงปริมาณการ		  ช่วงปริมาณการ		  ช่วงปริมาณการ
ปี พ.ศ.		  ค่าเฉลี่ย		  ค่าเฉลี่ย		  ค่าเฉลีย่
	 ได้รับสัมผัส		  ได้รับสัมผัส		  ได้รับสัมผัส

2553	 0.00 – 2.16	 0.49	 0.00 – 2.09	 0.48	 0.00 – 1.85	 0.42
2554	 0.00 – 1.15	 0.37	 0.00 – 1.11	 0.36	 0.00 – 0.99	 0.32
2555	 0.00 – 3.51	 0.34	 0.00 – 3.39	 0.33	 0.00 – 3.00	 0.29
2556	 0.00 – 0.81	 0.21	 0.00 – 0.79	 0.20	 0.00 – 0.70	 0.18

ตารางที่ 4 ปริมาณการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิกจากการบริโภคน�้ำพริกหนุ่ม เมื่อเทียบเป็นร้อยลของค่า ADI 

โดยจ�ำแนกตามกลุ่มอายุของประชากร

วัยหนุ่มสาว

(19-35 ปี)

วัยผู้ใหญ่

(35-65 ปี) 

วัยชรา

(>65 ปี)

	

	 เฉลี่ย	 97.5 pctl	 เฉลี่ย	 97.5 pctl	 เฉลี่ย	 97.5 pctl

	 (eater only)	 (per capita)	 (eater only)	 (per capita)	 (eater only)	 (per capita)

2553	 1.02	 9.89	 1.14	 9.55	 0.86	 8.45

2554	 0.63	 7.46	 0.71	 7.20	 0.53	 6.38

2555	 0.70	 6.78	 0.78	 6.55	 0.59	 5.80

2556	 0.43	 4.17	 0.48	 4.03	 0.36	 3.57

ปี

พ.ศ.

เฉล่ีย  (eater only)	 หมายถึง ปริมาณการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิกโดยเฉล่ีย ค�ำนวณจากค่าเฉล่ียของปริมาณอาหารที่บริโภค 
	 เฉพาะผู้ที่บริโภค (eater only)
97.5 pctl (per capita)  หมายถึง ปริมาณการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิก ที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ค�ำนวณจากค่าเฉลี่ยการบริโภค 
	 ส�ำหรับประชากรทั้งหมด (per capita)

ผลจากการวิเคราะห์ปรมิาณกรดเบนโซอกิในตวัอย่างน�ำ้พรกิหนุม่ทัง้หมด 188 ตวัอย่าง ทีจ่�ำหน่ายในจงัหวดั

เชยีงใหม่  ปี พ.ศ. 2553-2556 พบว่ามีการใช้กรดเบนโซอกิเกนิจากมาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ (Codex) ก�ำหนด 

คิดเป็นร้อยละ 47.7, 40.0, 30.0 และ 23.5 ตามล�ำดับ  การประเมินการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิกจากการบริโภคน�้ำ

พริกหนุ่ม (ตารางที่ 2) พบว่า การประเมินที่ระดับการได้รับสัมผัสเฉลี่ยจากค่าเฉลี่ยของปริมาณอาหารที่บริโภคเฉพาะ

ผู้ที่บริโภค (eater only) กลุ่มประชากรอายุ 19-35 ปี มีค่า margin of safety (MOS) หรือ Risk คือ 0.05, 0.03, 

0.03, และ 0.02 ช่วงอายุ 35-65 ปี มีค่า 0.06, 0.04, 0.04 และ 0.02 ส�ำหรับช่วงอายุมากกว่า 65 ปี มีค่า 0.04, 0.03, 

0.03 และ 0.02 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3) การประเมินการได้รับสัมผัสที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ โดยคิดจากการบริโภค

ส�ำหรับประชากรทั้งหมด (per capita) ในกลุ่มประชากรอายุ 19-35 ปี มีค่า Risk คือ 0.49, 0.37, 0.34, และ 0.21 

ช่วงอายุ 35-65 ปี มีค่า 0.48, 0.36, 0.33 และ 0.20  ส�ำหรับช่วงอายุมากกว่า 65 ปี มีค่า 0.42, 0.32, 0.29 และ 0.18 

ตามล�ำดับ และน�ำค่าที่ได้มา เปรียบเทียบกับค่า ADI คิดเป็นร้อยละค่า ADI (ตารางที่ 4) พบว่าการได้รับสัมผัสเฉลี่ย
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ของผู้บริโภคเฉพาะผู้ที่บริโภค (eater only) ในปี พ.ศ. 2553-2556 มีร้อยละของค่า ADI ในช่วงอายุ 19-35 ปี  

คือ 1.02, 0.63, 0.70 และ 0.43 ในช่วงอายุ 35-65 ปี คือ 1.14, 0.71, 0.78 และ 0.48 ส�ำหรับในช่วงอายุมากกว่า 

65 ปี คือ 0.86, 0.53, 0.59 และ 0.36 ตามล�ำดับ ส�ำหรับที่ 97.5 เปอร์เซน็ไทล์ ค่าเฉลีย่การบรโิภคประชากรทัง้หมด 

(per capita) มร้ีอยละของค่า ADI ดงัน้ี ในช่วงอาย ุ19-35 ปี  คือ 9.89, 7.46, 6.78  และ 4.17 ช่วงอายุ 35-65 ปี 

คือ 9.55, 7.20, 6.55 และ 4.03 โดยที่ช่วงอายุมากกว่า 65 ปี คือ 8.45, 6.38, 5.80 และ 3.57 ตามล�ำดับ

วิจารณ์

เนื่องจากผู้ประกอบการนิยมใช้กรดเบนโซอิก และโซเดียมเบนโซเอต (ค�ำนวณเป็นกรดเบนโซอิก) ใน 

น�ำ้พรกิหนุม่อย่างแพร่หลาย แต่กรดเบนโซอกินี ้มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเช้ือจลุนิทรย์ีในอาหาร

ได้สูงสุดในช่วงความเป็นกรดด่าง (pH) ระหว่าง 2.5 ถึง 4.0 ในการตรวจวิเคราะห์จึงเพิ่มการวัดค่าความเป็นกรดด่าง

ของน�ำ้พรกิหนุม่ พบว่าผลติภณัฑ์น�ำ้พรกิหนุม่มค่ีาความเป็นกรดด่างอยูร่ะหว่าง 5 ถงึ 7 ฉะนัน้ การใช้กรดนีจ้งึไม่เหมาะ

สมกับผลิตภัณฑ์น�้ำพริกหนุ่ม เพราะช่วงความเป็นกรดด่างของน�้ำพริกหนุ่มไม่เหมาะสมให้กรดเบนโซอิกยับยั้ง 

การเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงไม่อาจป้องกันการเน่าเสียได้ แต่ผู้ประกอบการไม่ได้ค�ำนึง

ถึงจุดนี้ หรือไม่มีองค์ความรู้เพียงพอ ท�ำให้ยังมีการใช้กรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่มต่อไป และการประเมินการได้รับ

สัมผัสในปี 2553-2556 นี้ พบว่าทั้งกลุ่มผู้บริโภคที่บริโภคน�้ำพริกหนุ่มในระดับเฉลี่ยเฉพาะผู้ที่บริโภค (eater only) 

และกลุ่มระดับที่ 97.5 เปอร์เซ็นไทล์ การบริโภคส�ำหรับประชากรทั้งหมด (per capita) มีค่าการประเมินการได้รับ

สัมผัส (MOS หรือ Risk) น้อยกว่า 1 ซึ่งหมายถึงไม่มีความเสี่ยงที่จะเกิดผลเสียต่อสุขภาพของผู้บริโภค เพราะมีความ

เสี่ยงการได้รับสัมผัสกรดเบนโซอิกในระดับที่ต�่ำกว่าค่า ADI มาก 

การประเมินการได้รับสัมผัสทั้งสองกลุ่มเทียบกับ 100% ADI มีค่าน้อยกว่า 100% แสดงว่าไม่มีความเสี่ยง

ที่จะก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพผู้บริโภค การที่ Codex อนุญาตให้น�ำกรดเบนโซอิกมาใช้ในการผลิตอาหารได้เพราะ

น�ำไปประเมนิความปลอดภัยทางพษิวิทยาแล้วว่ามคีวามเป็นพษิต�ำ่ และได้ก�ำหนดความปลอดภยัไว้เป็นค่า Acceptable 

Daily Intake (ADI) ซึ่งเป็นปริมาณที่ร่างกายสามารถรับสารนั้นได้ต่อวันตลอดชั่วชีวิตโดยไม่ก่อให้เกิดผลกระทบ

ใดๆ ต่อสุขภาพ ค่าความปลอดภัย ADI ของกรดเบนโซอิกคือ 0-5 มิลลิกรัมต่อน�้ำหนักตัวต่อวัน ฉะนั้นถ้าคิดจาก 

ค่าสูงสุดคือ 5 มิลลิกรัมต่อน�้ำหนักตัวต่อวัน ผู้บริโภคที่มีน�้ำหนักตัว 50 กิโลกรัม สามารถรับสัมผัสกรดเบนโซอิกได้โดย

ไม่มคีวามเสีย่งถงึ 250 มิลลกิรมัต่อวัน ฉะนัน้การประเมนิการได้รบัสมัผสัการบรโิภคน�ำ้พรกิหนุม่ในครัง้นีเ้หน็ได้ว่าไม่มี

ความเสีย่งต่อสขุภาพของผูบ้รโิภค และจากข้อมูลปี 2553-2556 พบว่าการใช้กรดเบนโซอกิในน�ำ้พรกิหนุม่เกนิมาตรฐาน

มีปริมาณลดลง คือร้อยละ 47.7, 40.0, 30.0 และ 23.5 ตามล�ำดับ สาเหตุเพราะเมื่อพบว่ามีการใช้กรดเบนโซอิกใน 

น�้ำพริกหนุ่มเกินมาตรฐาน ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดเชียงใหม่ และศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 1 เชียงใหม่ ได้ 

ร่วมมือกันจัดอบรมให้ความรู้ผู ้ประกอบการถึงสุขลักษณะที่ดีในการผลิต การใช้สารเคมีที่ถูกต้องและเหมาะสม 

ตามมาตรฐานก�ำหนด รกัษาสภาพการวางจ�ำหน่ายผลติภณัฑ์น�ำ้พรกิหนุม่โดยวธิแีช่เยน็ และกระตุน้ให้มกีารพฒันารกัษา

คุณภาพผลิตภัณฑ์น�้ำพริกหนุ่ม โดยให้ป้ายอาหารปลอดภัยแก่ผู้ประกอบการที่ผ่านการตรวจวิเคราะห์ 3 ครั้งติดต่อกัน 

ส�ำหรับผู้มีผลการตรวจวิเคราะห์ไม่ผ่านทั้ง 3 ครั้ง ส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดเชียงใหม่จะเข้าไปว่ากล่าวตักเตือน ให้

ค�ำแนะน�ำ และติดตามอย่างต่อเนื่อง โดยเก็บตัวอย่างส่งตรวจหาสาเหตุและวิธีแก้ไข  เพื่อให้ผู้บริโภคได้บริโภคน�้ำพริก

หนุม่ทีป่ลอดภัยต่อไป และจากการตดิตามในปี พ.ศ. 2557 พบว่า ผลการตรวจวเิคราะห์น�ำ้พรกิหนุม่จ�ำนวน 23 ตวัอย่าง 

มี 5 ตัวอย่าง ที่เกิน 1,000  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (คิดเป็นร้อยละ 21.74) โดยมีค่าอยู่ระหว่าง 1,005-1,268 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัม เห็นได้ว่าตั้งแต่ปี พ.ศ. 2552-2557 กรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่มมีปริมาณและจ�ำนวนลดลง แต่เนื่องจาก

ในชีวิตประจ�ำวันผู้บริโภคไม่ได้บริโภคเฉพาะน�้ำพริกหนุ่ม อาจจะบริโภคอาหารอื่นๆ ที่มีกรดเบนโซอิกเป็นส่วนผสม 

เช่น ก๋วยเตี๋ยว ลูกชิ้น หมูยอ เครื่องดื่ม เป็นต้น ท�ำให้มีโอกาสได้รับกรดเบนโซอิกเพิ่มข้ึน ดังเช่นผลการด�ำเนินงาน
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คุ้มครองผู้บริโภคด้านสาธารณสุขประจ�ำปี 2554 ของส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดเชียงใหม่ พบว่ามีการใช้วัตถุกันเสีย

ในลูกชิ้นและหมูยอ จากจ�ำนวนตัวอย่างที่ส่งตรวจ 43 ตัวอย่าง พบว่ามีปริมาณกรดเบนโซอิกมากกว่า 1,000-5,000 

มลิลิกรมัต่อกโิลกรมั จ�ำนวน 38 ตวัอย่าง ซึง่ไม่ผ่านตามเกณฑ์ก�ำหนดคดิเป็นร้อยละ 88.4(9) ดงันัน้ผูบ้รโิภคควรมคีวาม

ระมดัระวงัในการเลือกบรโิภคอาหารชนิดต่างๆ และบรโิภคอาหารที่หลากหลายหมุนเวียน เพือ่ไม่ให้เกดิการสะสมของ

สารพิษในร่างกาย ถ้าร่างกายได้รับสารพิษในปริมาณที่ไม่สูงเกินไปจะสามารถก�ำจัดสารพิษออกมาได้บางส่วน เช่น 

กรดเบนโซอิกที่บริโภคเข้าไปจะถูก conjugated ที่ตับ โดยจะไปรวมกับโคเอนไซม์เอ (coenzyme A) เกิดเป็น 

เบนโซอิลโคเอนไซม์เอ (bensoyl coenzyme A) โดยมีเอนไซม์ซินทีเทส (synthetase) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา จากนั้น

เบนโซอลิโคเอนไซม์เอจะรวมกบักลยัซนี (glycine) เกดิเป็นกรดฮพิพวิรกิ (hippuric acid) โดยมเีอนไซม์เอซิลทราน

เฟอร์เรส (acyltransferase) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา และสามารถขับถ่ายออกทางปัสสาวะได้ การขับถ่ายของ 

กรดฮพิพวิรกิทางปัสสาวะ ในคนอยูป่ระมาณ 1.0-2.5 กรมัต่อวนั ซึง่เท่ากบักรดเบนโซอกิทีบ่รโิภคเข้าไป 0.7-1.7 กรมั 

กรณีที่ได้รับเกิน 500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน�้ำหนักตัว อาจท�ำให้เสียชีวิตได้  เพราะร่างกายไม่สามารถขับออกได้ทัน(4)  

ฉะนั้นศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 1 เชียงใหม่ และส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดเชียงใหม่ จึงได้เฝ้าระวังน�้ำพริกหนุ่ม

เพื่อคุ้มครองผู้บริโภคให้มีความปลอดภัยในการบริโภคต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ คุณวิทยาคม ผาพิศาล และคุณนงคราญ เรืองประพันธ์ ที่กรุณาช่วยตรวจทานเนื้อหา และ 

ให้ค�ำแนะน�ำเรือ่งการประเมนิการได้รบัสมัผสักรดเบนโซอกิในน�ำ้พรกิหนุม่ ขอบคณุ คณุปราณ ี ชวลติธ�ำรง ทีช่่วยแก้ไข

เนื้อหาให้มีความสมบูรณ์มากขึ้น รวมถึงเจ้าหน้าที่ทุกท่านที่มีส่วนช่วยให้บทความนี้ได้เผยแพร่ในวารสาร

สรุป

การประเมินการได้รับสัมผัสของกรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่ม ที่จ�ำหน่ายในจังหวัดเชียงใหม่ ปี พ.ศ. 2553-

2556 พบว่าผู้บริโภคมีความปลอดภัย เนื่องจากปริมาณกรดเบนโซอิกที่ได้รับต�่ำกว่าค่า ADI ที่ JECFA ก�ำหนด 

แต่ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 1 เชียงใหม่ และส�ำนักงานสาธารณสุขจังหวัดเชียงใหม่ ยังคงด�ำเนินการตรวจติดตาม

การใช้กรดเบนโซอิกในน�้ำพริกหนุ่ม เพื่อเฝ้าระวังและคุ้มครองผู้บริโภคต่อไป
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Exposure Assessment of Benzoic acid in 

Nam Prig Noom sold in Chiang Mai since 

2010 - 2013

Patcharida  Pichai*  and  Naruemon  Khanteekul**
*Regional Medical Sciences Center 1 Chiang Mai Amphur Mae Rim Chiang Mai 50180, Chiangmai 

**Provincial Public Health office  Amphur Muang, Chiang Mai, 50000 Thailand.

Abstract  Benzoic acid and sodium benzoate are most popular preservatives used in Nam Prig 

Noom (Green chilli dip). They are permitted to use in ready-to-eat foods, in from of benzoic acid, 

for not more than 1,000 mg/kg. In 2009, it is found that more than 60% of Nam Prig Noom sold in 

Chiang Mai contained benzoic acid higher than the maximum allowance. In order to protect the consumer, 

Regional Medical Sciences Center 1 Chiang Mai together with Chiang Mai Provincial Public Health office 

surveyed the use of benzoic acid in Nam Prig Noom between 2010 and 2013. The results show that Nam 

Prig Noom contained benzoic acid higher than maximum allowance, in percentage of 47.7, 40.0, 30.0 and 

23.5 respectively. All data are used to estimate the exposure assessment from the intake of benzoic acid 

at the average of eater only and 95 percentile of per capita in 3 spans of age, 19-35, 35-65 and more 

than 65 years. The estimation shows that all spans of age are safe from consumption of Nam Prig Noom.

Key words: Exposure Assessment, benzoic acid, preservative, Nam prig noom
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บทคัดย่อ  ปัจจุบันประเทศไทยได้สมัครเข้าร่วมเป็นภาคีภาคสมทบในการยอมรับร่วมข้อมูลการประเมินสารเคมีขององค์การ
เพือ่ความร่วมมอืและการพฒันาทางเศรษฐกจิ จดัเป็นความท้าทายระดบัประเทศ จงึต้องมกีารวางระบบการตรวจสอบขึน้ทะเบยีน
หน่วยงานทดสอบหรอืศกึษาวจิยั/พฒันาด้านวทิยาศาสตร์การแพทย์และสาธารณสขุ ซึง่ไม่ได้ทดลองในคนตามหลกัเกณฑ์ OECD 
GLP ขึ้นในประเทศไทย โดยใช้การด�ำเนินงานวิจัยเชิงพัฒนา คือก�ำหนดปัจจัยที่มีบทบาทส�ำคัญต่อการจัดวางระบบ ได้แก่ 
กฎหมาย เกณฑ์ก�ำหนดของ OECD และความเป็นไปได้ของหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาในประเทศ ซ่ึงปัจจัย
ทัง้หมดนีไ้ด้น�ำมาใช้ในการจดัวางขัน้ตอนการด�ำเนนิงาน จากผลการวางระบบดังกล่าว ท�ำให้ได้โปรแกรมการตรวจสอบ และจาก
การตรวจสอบขึ้นทะเบียนตามหลักเกณฑ์ OECD GLP ของประเทศ และมีหน่วยทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาเป็นไปตาม
เกณฑ์ OECD GLP ได้รบัการขึน้ทะเบยีนทัง้หมดจ�ำนวน 16 แห่ง เป็นหน่วยงานในประเทศไทยจ�ำนวน 7 แห่ง หน่วยงาน 
ที่ประเทศอินเดียจ�ำนวน 9 แห่ง ส่งผลให้ผู้ประกอบการสามารถน�ำข้อมูลไปขึ้นทะเบียนต�ำรับยาได้ อย่างไรก็ดีการด�ำเนินการ 
ดังกล่าว ยังเป็นเรื่องใหม่ของประเทศ ที่ต้องมีการพัฒนาระบบให้เหมาะสมยิ่งขึ้น รวมทั้งส่งเสริมบทบาทภาครัฐและเอกชน 
ในการเข้าไปมีส่วนร่วมและผลักดันให้ประเทศไทยได้รับการยอมรับเป็นสมาชิกภาคสมทบแบบสมบูรณ์ต่อไป
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บทน�ำ

ปัจจุบันแม้ว่าหลายประเทศในโลกมีความพยายามเจรจาเขตเสรีการค้ามากขึ้นเพื่อลดก�ำแพงภาษีและ 

ก�ำจดัอปุสรรคทางการค้า แต่ในขณะเดยีวกนัประเทศเหล่านีม้คีวามพยายามเอามาตรการกดีกนัทางการค้ามาใช้มากขึน้

เช่นกัน   เพื่อปกป้องอุตสาหกรรมภายในประเทศ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศที่พัฒนาแล้ว  ปัจจุบันการค้าระหว่าง

ประเทศได้มีการน�ำเอาผลการวิเคราะห์หรือคุณลักษณะของผลิตภัณฑ์ เป็นดัชนีวัดคุณภาพสินค้ามาใช้ เป็นเคร่ืองมือ 

ในการกดีกนัทางการค้า ท�ำให้ประเทศไทยไม่สามารถส่งสนิค้าไปขึน้ทะเบยีนผลติภณัฑ์ยงัหน่วยก�ำกบัดแูลตามกฎหมาย

ต่างประเทศได้   อาทิ การออกกฎระเบียบของ REACH (Registration Evaluation and Authorization of 

Chemicals)   ก�ำหนดให้สินค้าทุกชนิดที่ใช้สารเคมีต้องจดทะเบียน/ประเมิน/อนุญาต และจ�ำกัดการใช้สารเคมีกว่า 

30,000 ชนิด ในผลิตภัณฑ์ที่น�ำเข้าใน European Union (EU) ได้นั้น ต้องมาจากการศึกษาวิจัยที่ด�ำเนินการจากห้อง

ปฏิบัติการที่มีระบบคุณภาพ Organization for Economic Cooperation and Development Principles of 

Good Laboratory Practice (OECD GLP) เท่านั้น  ดังนั้น การพัฒนาระบบหน่วยศึกษาวิจัยของประเทศอย่างมี

ประสิทธิผลเป็นสิ่งจ�ำเป็นเพื่อส่งผลให้ผลการวิจัยที่น่าเชื่อถือและเป็นที่ยอมรับ  หน่วยศึกษาวิจัยดังกล่าวจะต้องม ี

ระบบคุณภาพตามหลักการ OECD GLP เป็นทางหนึ่งในการแก้ปัญหาการส่งออกของแต่ละหน่วยงานเท่านั้น แต่

อย่างไรก็ดีการเป็นสมาชิกภาคสมทบในระบบการยอมรับร่วมในข้อมูลการประเมินสารเคมีของ OECD ต่างหากที่เป็น

กลไกส�ำคัญในการก�ำกับดูแลที่แท้จริงของแต่ละประเทศ ที่จะมีส่วนก�ำหนดทิศทางการด�ำเนินงาน  การเปลี่ยนแปลงที่

ส�ำคัญของข้อก�ำหนด OECD จัดเป็นความท้าทายในระดับประเทศ ที่จะสร้างความเข้มแข็งทางเศรษฐกิจและการค้าใน

ระดับโลกได้ โดยอาศัยหน่วยตรวจสอบของประเทศในการก�ำกับดูแลตามขอบข่ายของ OECD ซึ่งขอบข่ายหลัก ได้แก่  

ผลิตภัณฑ์เภสัชกรรม (pharmaceutical product)  ผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอาง (cosmetic product)   ผลิตภัณฑ์ก�ำจัด

ศัตรูพืช (pesticide product) ยาส�ำหรับสัตว์ (veterinary drug)   สารปรุงแต่งอาหารคน (food additive) 

สารปรุงแต่งอาหารสัตว์ (feed additive) และสารเคมีในอุตสาหกรรม (industrial chemical)

จากเหตุผลดังกล่าวประเทศไทยสมัครเข้าร่วมเป็นภาคีภาคสมทบในการยอมรับร่วมข้อมูลการประเมิน 

สารเคมีขององค์การเพื่อความร่วมมือและพัฒนาทางเศรษฐกิจ (OECD) ซึ่งประกอบด้วยสมาชิก 34 ประเทศ ได้แก่ 

ออสเตรเลีย ออสเตรีย เบลเยียม แคนาดา สาธารณรัฐเช็ก เดนมาร์ก ฟินแลนด์ ฝรั่งเศส เยอรมนี กรีซ ฮังการ ี

ไอซ์แลนด์ ไอร์แลนด์ อิตาลี ญี่ปุ่น สาธารณรัฐเกาหลี ลักเซมเบิร์ก เม็กซิโก เนเธอร์แลนด์ นิวซีแลนด์ นอร์เวย์ โปแลนด์ 

โปรตเุกส สาธารณรฐัสโลวัก  สเปน สวีเดน  สวติเซอร์แลนด์  ตรุก ี สหราชอาณาจกัร  สหรฐัอเมรกิา  อสิราเอล  สโลเวเนยี  

ชลีิ  และเอสโตเนีย  มีวัตถปุระสงค์หลกัในการเป็นเวทสี�ำหรบัการเจรจา หรอืเพือ่พฒันากลัน่กรองนโยบายทางเศรษฐกจิ

ของประเทศสมาชิก เป็นเวทีแลกเปลี่ยนข้อคิดเห็นระหว่างประเทศสมาชิกเกี่ยวกับการจัดการปัญหาต่างๆ บนพื้นฐาน

ของการศึกษาวิจัย เพื่อน�ำไปสู่ข้อสรุปร่วมระดับนโยบายในลักษณะ guidelines for best practices และการปรับ

เปลี่ยนนโยบายภายในประเทศสมาชิกให้สอดคล้องกับแนวทางการยอมรับร่วมในข้อมูลการประเมินสารเคมี  

(Mutual Acceptance of Data-MAD)   คือการที่กลุ่มประเทศ OECD จะยอมรับข้อมูลการประเมินสารเคม ี

ของกันและกัน โดยไม่ต้องตรวจสอบซ�้ำ และ OECD ก�ำหนดให้การยอมรับข้อมูลการประเมินสารเคมีต้องด�ำเนินการ

โดยห้องปฏบิตักิารหรอืท่ีเรยีกว่า Test Facility  ทีเ่ป็นไปตามหลกัปฏบิตัทิีด่ขีองห้องปฏบิตักิาร (Good Laboratory 

Practice – GLP) และ Test Facility นั้นถูกตรวจสอบและขึ้นทะเบียนว่าได้ด�ำเนินการสอดคล้องกับหลักการ 

OECD GLP โดยหน่วยตรวจสอบ (Compliance Monitoring Authority - CMA) ซึง่ตามข้อก�ำหนดของ OECD 

ประเทศที่ไม่ได้เป็นสมาชิกของ OECD สามารถเข้าร่วมอยู่ในระบบการยอมรับร่วมข้อมูลการประเมินสารเคมีของ 

OECD ได้โดยต้องผ่านการตรวจประเมินจากผู้เชี่ยวชาญของ OECD(1) การด�ำเนินการดังกล่าวจะประสบความส�ำเร็จ

ได้จะต้องขับเคลือ่นด้วย 3 เสาหลักของประเทศ ได้แก่ หน่วยตรวจสอบ หน่วยประเมนิสารเคมี และกฎหมายของประเทศ 

ในการก�ำกับดูแล 
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ดงันัน้  กระทรวงสาธารณสขุโดยกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ซึง่เป็นผูน้�ำด้านการวจิยัสูม่าตรฐานในระดบัโลก

ได้ตระหนักถึงปัญหาดังกล่าว จึงจ�ำเป็นท่ีต้องเร่งด�ำเนินการน�ำหลักที่ดีของห้องปฏิบัติการวิจัยของ OECD มาใช ้ 

ภายใต้แนวความคิด Mutual Acceptance of Data โดยมีการวางแผนยุทธศาสตร์ในด้านการเป็นหน่วยตรวจสอบ

ของประเทศในการขึ้นทะเบียนหน่วยศึกษาวิจัยสอดคล้องกับ OECD GLP ที่ดูแลว่าผลิตภัณฑ์มีความปลอดภัยต่อ

มนุษย์และสิ่งแวดล้อม   การใช้ข้อมูลดังกล่าวให้เป็นไปตามกฎหมายของแต่ละประเทศในการคุ้มครองผู้บริโภค 

ในประเทศ   ซึ่งแตกต่างจากการรับรองห้องปฏิบัติการ (Laboratory Accreditation) ซึ่งเป็นภาคสมัครใจของ 

ห้องปฏบิตักิาร  การจดัตัง้หน่วยตรวจสอบของประเทศ (National Compliance Monitoring Authority – CMA) 

ข้ึนในประเทศไทย ขณะที่ยังมิได้มีหน่วยงานใดใช้ระบบคุณภาพของหลักปฏิบัติที่ดีของห้องปฏิบัติการของ OECD 

มาก่อน ท�ำให้การด�ำเนินงานดังกล่าวจะต้องท�ำภายใต้ข้อจ�ำกัดหลายประการ ที่ต้องมีการด�ำเนินการที่เป็นระบบ 

ในการก�ำหนดขอบข่ายของประเทศ และต้องท�ำการศกึษาหาระบบการตรวจสอบทีเ่หมาะสม  ส�ำหรบัการให้การยอมรบั

และขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาภายใต้บริบทของกระทรวงสาธารณสุข  เพื่อใช้เป็นหลักเกณฑ์ 

เงื่อนไข การด�ำเนินงานที่เป็นมาตรฐานทัดเทียมกับหน่วยตรวจสอบที่เป็นสมาชิก OECD มาใช้ในการก�ำกับดูแลหน่วย

ประเมินสารเคมีในประเทศไทย 

วิธีด�ำเนินการ

1.	 ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้องทั้งในและต่างประเทศ ได้แก่ ระบบการตรวจสอบขึ้นทะเบียน โปรแกรม

การตรวจสอบของหน่วยงานตรวจสอบก�ำกับ GLP ในกลุ่มประเทศสมาชิก OECD และกฎระเบียบ กฎหมาย 

ในการขึ้นทะเบียนผลิตภัณฑ์ของประเทศไทย และอื่นๆ ที่เกี่ยวข้อง

2.	 จัดท�ำระบบคุณภาพการตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาของหน่วย 

ตรวจสอบ (Compliance Monitoring Authority) ตามหลักเกณฑ์ OECD 

3.	 ด�ำเนินการพัฒนาศักยภาพหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัยของประเทศไทย 

4.	 ตรวจสอบและติดตามประเมินผลหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัยทั้งในและต่างประเทศ 

ผลการด�ำเนินงาน

เนื่องจากประเทศไทยยังมิได้มีระบบตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาตาม 

หลักการ OECD GLP มาก่อน ผู้วิจัยท�ำการก�ำหนดระบบตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนา 

ด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์และสาธารณสุข ซึ่งไม่ได้ทดลองในคน  ดังนี้

1.	 ผลการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้องทั้งในและต่างประเทศ

	 จากการวิเคราะห์โครงสร้างหน่วยตรวจสอบของประเทศสมาชิก OECD ทั้ง 34 ประเทศ นั้น พบว่า  

หน่วยตรวจสอบจะเป็นที่ยอมรับตามมาตรฐานระหว่างประเทศได้นั้น ต้องมีกฎหมายรองรับในการด�ำเนินการ 

ที่จะสามารถเข้าไปตรวจสอบและเรียกดูข้อมูลจาก test facility ได้ เนื่องจากหลักการของการบังคับใช้ OECD GLP 

เป็นเรือ่งทีก่�ำหนดโดยกฎหมายท่ีมี Regulator ก�ำกบัใช้  ดงันัน้ประเทศสมาชกิ OECD ส่วนใหญ่จงึม ีNational GLP 

Compliance Monitoring Authority อยู่ภายใต้กระทรวง หรืออยู่ภายใต้หน่วยงานของ Regulator  บางประเทศ

จะเป็นในลักษณะของภาคบังคับ (mandates) ไม่ใช่ voluntary เช่น ที่ประเทศสหรัฐอเมริกา แต่ในอีกหลายประเทศ

ที่ด�ำเนินการเป็นหน่วยตรวจสอบของประเทศได้นั้น จะได้รับการแต่งตั้งเป็นหน่วยตรวจสอบของประเทศอย่างเป็น

ทางการให้มีอ�ำนาจหน้าที่ตามกฎหมาย ดังเช่น ประเทศนิวซีแลนด์  เป็นต้น  โดยแต่ละประเทศมีหน่วยตรวจสอบเพียง 

1-2 แห่งเท่าน้ัน จะมีบางประเทศ เช่น ประเทศญี่ปุ่น มีหน่วยตรวจสอบถึง 4 แห่ง ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้วิเคราะห์ 

กฎระเบียบ   กฎหมายในการขึ้นทะเบียนผลิตภัณฑ์ของประเทศไทย และกฎหมายในการก�ำกับดูแลหน่วยประเมิน 



การวางระบบตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือวิจัย
	 	 สีตไพสิฐ  เอกะจัมปกะ และชมไฉไล  สินธุสาร
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สารเคมี เพื่อก�ำหนดขอบข่ายของประเทศ   พบว่า มีกฎหมายที่เก่ียวข้องกับหลักการปฏิบัติที่ดีของห้องปฏิบัติการ 

(GLP) มี 2 ขอบข่าย ดังนี้

	 1.1	 ด้านผลิตภัณฑ์เภสัชกรรม ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวงสาธารณสุข  มีประกาศ

เกี่ยวกับการขึ้นทะเบียนต�ำรับยา ลงวันที่ 26 ธันวาคม 2551 ก�ำหนดให้ข้อมูลรายงานผลการศึกษาชีวสมมูล สถานที่

ที่ท�ำการตรวจวิเคราะห์ต้องปฏิบัติตามหลักของ GLP หรือ ISO/IEC 17025(2)

	 1.2	 ด้านผลิตภัณฑ์ก�ำจัดศัตรูพืช

		  1.2.1	 กระทรวงเกษตรและสหกรณ์   ออกประกาศเรื่อง การขึ้นทะเบียนวัตถุอันตราย วันที่ 1 

ธันวาคม พ.ศ. 2551 ก�ำหนดให้ข้อมูลเกี่ยวกับความเป็นพิษของสารเข้มข้นและผลิตภัณฑ์ส�ำเร็จรูป ต้องได้มาจาก 

ห้องปฏิบัติการที่ได้การรับรองมาตรฐาน GLP (Good Laboratory Practice) ตามมาตรฐาน OECD(3)

		  1.2.2	 ประกาศกรมวิชาการเกษตร วันที่ 14 ตุลาคม 2552  เรื่อง  ก�ำหนดรายละเอียด หลักเกณฑ์

และวิธีการขึ้นทะเบียน การออกใบส�ำคัญและการต่ออายุใบส�ำคัญ การขึ้นทะเบียนวัตถุอันตราย ก�ำหนดให้ข้อมูล 

เกี่ยวกับความเป็นพิษของสารเข้มข้นและผลิตภัณฑ์ส�ำเร็จรูป ต้องได้มาจากห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองมาตรฐาน  

GLP (Good Laboratory Practice) ตามมาตรฐาน OECD(4)

	 อย่างไรก็ตามยังไม่มีกฎหมายให้หน่วยงานราชการใดมีอ�ำนาจหน้าที่ ด�ำเนินการตรวจสอบขึ้นทะเบียน

ตามหลักการ OECD GLP จึงได้ประสานความร่วมมือกับส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ที่มีกฎหมายบังคับใช้ 

GLP ในเรื่องการศึกษาชีวสมมูล ในการพัฒนาปรับปรุงกฎหมาย กฎระเบียบที่ส�ำคัญของหน่วยตรวจสอบ เพื่อ 

มอบอ�ำนาจหน้าที่ให้กับกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ในการเข้าไปตรวจสอบหน่วยทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนา และ 

ข้อมูลการศึกษาวิจัยที่จะน�ำมาขึ้นทะเบียน ในขอบเขตผลิตภัณฑ์เภสัชกรรม โดยได้แก้ไขประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

เรื่อง แต่งตั้งพนักงานเจ้าหน้าที่ให้ปฏิบัติตามพระราชบัญญัติยา พ.ศ. 2510 เพิ่มเติม ฉบับที่ 2 พ.ศ. 2556(5)

2.	 ผลการจัดท�ำระบบคุณภาพการตรวจสอบข้ึนทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาของ

หน่วยตรวจสอบ (Compliance Monitoring Authority) ตามหลักเกณฑ์ OECD 

	 คุณสมบัติหน่วยตรวจสอบของประเทศ (Compliance Monitoring Authority) ที่จะเป็นที่ยอมรับ

ได้นั้น ต้องมีระบบการตรวจสอบข้ึนทะเบียนให้มีผลส�ำเร็จครบถ้วนตามหลักเกณฑ์ Council Acts ครอบคลุม 

ข้อก�ำหนดที่ส�ำคัญของ OECD Series on Principles of Good Laboratory Practice and Compliance 

Monitoring: Number 2 (Revised): Guidance for GLP Monitoring Authorities, Revised Guides for 

Compliance Monitoring Procedures for Good Laboratory Practice(6) ที่ส�ำคัญ รวมทั้งการตรวจสอบที่ได้มี

การน�ำข้อก�ำหนด Number 3: Guidance for GLP Monitoring Authorities, Revised Guidance for the 

Conduct of Laboratory Inspections and Study Audits(7) และ Number 9: Guidance for GLP  

Monitoring Authorities, Guidance for the Preparation of GLP Inspection Reports(8) มาใช้ก�ำหนด 

ในรายละเอียด และได้ด�ำเนินการวิเคราะห์ปัจจัยต่างๆ เทียบเคียงกับโปรแกรม National GLP Compliance 

Monitoring Authority   ของประเทศสมาชิก OECD เพื่อหาแนวทางที่เหมาะสม จัดท�ำข้อเสนอในเชิงนโยบาย 

ทางด้านการเป็นหน่วยตรวจสอบระหว่างประเทศทีส่�ำคัญและมคีวามเก่ียวข้องกับนโยบายต่างประเทศในการเข้าร่วมเป็น

ภาค ีการยอมรบัร่วมแบบสมบรูณ์ของประเทศไทย  และจดัวางระบบการตรวจสอบขึน้ทะเบยีนของหน่วยตรวจสอบดงันี้

	 2.1	 การพัฒนาเอกสารระบบบริหารการตรวจสอบที่ส�ำคัญ

		  การพัฒนาเอกสารคุณภาพระบบบริหารที่ใช้ในการตรวจสอบเพื่อข้ึนทะเบียน ตามหลักการ 

OECD GLP ได้จัดท�ำส�ำเร็จเป็นครั้งแรก ทั้งหมด 34 ฉบับ เป็นภาษาอังกฤษ  ประกอบด้วย 1) เอกสารคู่มือโปรแกรม

การตรวจสอบ (GLP Compliance Monitoring Programme Manual) แบ่งเป็นหมวดหมู่ตามข้อก�ำหนดของ 

OECD Series on Principles of Good Laboratory Practice and Compliance Monitoring Number 2 
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(Revised): Guidance for GLP Monitoring Authorities, Revised Guides for Compliance 

Monitoring Procedures for Good Laboratory Practice ประกอบด้วย บทต่างๆ กล่าวถึง นโยบายของกรม  

หน้าที่และขอบข่ายโปรแกรมการตรวจสอบความสอดคล้องกับหลักการ OECD GLP หลักฐานแสดงความเป็นตัวตน 

สถานะทางกฎหมาย โครงสร้างองค์กร การป้องกันความลับ ขั้นตอนการเข้าร่วมโปรแกรม คุณสมบัติผู้ตรวจสอบ และ

การฝึกอบรม เอกสารที่ใช้ในการตรวจสอบ การด�ำเนินการตรวจ Test facility และ Study Audit  การด�ำเนินการใน

กรณีที่พบความไม่สอดคล้องกับหลักเกณฑ์ OECD GLP การจัดการเรื่องการอุทธรณ์ การเก็บรักษาข้อมูลการตรวจ 

เป็นต้น 2) ข้อก�ำหนด และเงื่อนไขการตรวจสอบขึ้นทะเบียน (R)  ประกอบด้วย คุณสมบัติของหน่วยงานที่ต้องการ 

เข้าโปรแกรมการตรวจสอบ และข้อก�ำหนดอืน่ๆ ทางวชิาการของหน่วยงานทีข่อการตรวจสอบขึน้ทะเบยีนต้องถอืปฏิบตั ิ

ข้อปฏิบัตหิลังได้รบัการขึน้ทะเบยีน และการใช้ข้อความแสดงการขึน้ทะเบยีน 3) มาตรฐานการปฏบิตังิาน (SOP) ต่างๆ 

10 ฉบับ 4) Worksheet (WS) 13 ฉบับ 5) ฟอร์ม 9 ฉบับ รวมทั้งได้ก�ำหนดมาตรฐานการตรวจสอบตามขอบข่าย 

Bioanalytics โดยน�ำเอาข้อก�ำหนดทางวิชาการการตรวจสอบความถกูต้องของวธิชีวีวเิคราะห์ทีย่อมรบักนัทัว่โลก  ได้แก่ 

Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation ฉบับปี 2001 ขององค์การอาหารและยา 

ของสหรัฐอเมริกา (US FDA)  มาวิเคราะห์และจัดท�ำเป็น checklist การตรวจด้านชีววิเคราะห์ (Bioanalytical)  

ให้กับผู้ตรวจสอบด�ำเนินการได้ด�ำเนินการเป็นมาตรฐานเดียวกัน (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1  เอกสารคุณภาพที่ใช้ในการตรวจสอบเพื่อขึ้นทะเบียนตามข้อก�ำหนดของ OECD ของหน่วยตรวจสอบ

	 1.	GLP Compliance Monitoring Programme Manual

	 2.	Requirements and Conditions for GLP compliance test facility

	 3.	SOP for Registration of GLP Compliance Test Facility

	 4.	SOP for Monitoring and Training of GLP Inspector

	 5.	SOP for Preparation of Inspection Report

	 6.	SOP for Appointment of Inspectors

	 7.	SOP for Withdrawal of Registration

	 8.	SOP for Complaint of  Registration

	 9.	SOP for Pre-inspection

	10.	SOP for  Bioanalytical Study Audit

	11.	SOP for assignment test facility registration and code number

	12.	SOP for the conduct of test facility inspections and study audits

	13.	Worksheet for GLP application review

	14.	Worksheet for  Document sending for test facility inspection

		 and study audit

	15.	Worksheet for  GLP inspection Checklist

	16.	Worksheet for  Document for inspection  

	17.	Worksheet for  Monitoring Inspector's Performance

	18.	Worksheet for Inspector Evaluation

	19.	Worksheet for Planning of Inspector's Training

	20.	Report  Format of Inspection Report

	 มาตรฐานการปฏิบัติงานและแบบฟอร์มที่เกี่ยวข้อง	 ข้อก�ำหนดที่ส�ำคัญ

-	OECD Series on Principles of Good  

Laboratory Practice and Compliance 

Monitoring: Number 2 (Revised):  

Guidance for GLP Monitoring Authorities, 

Revised Guides for Compliance Monitoring 

Procedures for Good Laboratory Practice

-	OECD Series on Principles of Good  

Laboratory Practice and Compliance 

Monitoring: Number 3 (Revised):  

Guidance for GLP Monitoring Authorities, 

Revised Guidance for the Conduct of 

laboratory Inspections and Study Audit

-	OECD Series on Principles of Good 

Laboratory Practice and Compliance 

Monitoring: Number 9: Guidance for 

GLP Monitoring Authorities, Guidance 

for the Preparation of GLP Inspection 

Reports
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	 2.2	 การพัฒนากระบวนการตรวจสอบขึ้นทะเบียน มีการวางขั้นตอนการด�ำเนินงานที่เหมาะสม 

ทั้งระบบดังภาพที่ 1 ประกอบด้วย

		  2.2.1	 การสมัครขอเข้าร่วมโปรแกรม หน่วยงานทีม่สีทิธยิืน่ค�ำขอเป็นหน่วยทดสอบหรอืศกึษาวจิยั/

พัฒนาทัง้ในประเทศและต่างประเทศ ท่ีมีจดัตัง้และด�ำเนนิการตามกฎหมายและข้อบงัคบัของประเทศนัน้ๆ และด�ำเนนิ

การทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาเสร็จสิ้นแล้วอย่างน้อย 1 โครงการ ท�ำได้ 3 ทาง คือ 1) การยื่นขอโดยความสมัครใจ

จากหน่วยทดสอบหรอืศกึษาวิจยั/พฒันา หรอื 2) หน่วยงานทีม่อี�ำนาจหน้าทีต่ามกฎหมายขึน้ทะเบยีนผลติภณัฑ์ร้องขอ

ให้ด�ำเนนิการตรวจ หรอื 3) หน่วยตรวจสอบต่างประเทศร้องขอให้ด�ำเนนิการตรวจเป็นกรณพีเิศษ โดยหน่วยงานทดสอบ

หรอืศกึษาวจิยั/พฒันาดงักล่าวต้องยืน่ค�ำขอตรวจสอบ และเอกสารประกอบค�ำขอตามแบบ Application form no 5: 

Application for GLP compliance test facility และ Application form no 6: Specification information 

for GLP Compliance test facility และ Application form no 7: Self evaluation complying with OECD 

GLP และมอบอ�ำนาจให้มีผู้แทน 1 คน ในระดับอาวุโส จากสายงานบริหารหรือวิชาการ ในการติดต่อกับหน่วยตรวจ

สอบ และรับการตรวจสอบในวันที่มีการเปิดการประชุมและการปิดการประชุม

		  2.2.2	 การพจิารณารบัค�ำขอ จะด�ำเนนิการได้ต่อเมือ่หน่วยงานดงักล่าวมรีายละเอยีดระบบคณุภาพ

และการด�ำเนินงานครบถ้วนตามข้อก�ำหนดและเงื่อนไขของหน่วยตรวจสอบ หากไม่สามารถปฏิบัติได้ภายใน 180 วัน 

สามารถแจ้งยกเลิกค�ำขอได้

		  2.2.3	 การทบทวนเอกสาร เป็นการตรวจสอบเอกสารทางวิชาการเบื้องต้น เช่น คู่มือคุณภาพ 

(Quality Manual หรอื Site Master File) มาตรฐานการปฏบิตังิาน (SOP) แบบฟอร์ม แผนการศกึษาวจิยั รายงาน

การศึกษาวิจัย โครงสร้างหน่วยงาน แผนผังหน่วยงาน บุคลากร เป็นต้น เพื่อพิจารณาความพร้อมของหน่วยงานที่มายื่น

ขอถึงความสอดคล้องกับหลักเกณฑ์ OECD GLP 

ตารางที ่1  เอกสารคณุภาพท่ีใช้ในการตรวจสอบเพือ่ขึน้ทะเบยีนตามข้อก�ำหนดของ OECD ของหน่วยตรวจสอบ (ต่อ)

	 มาตรฐานการปฏิบัติงานและแบบฟอร์มที่เกี่ยวข้อง	 ข้อก�ำหนดที่ส�ำคัญ

	21.	Worksheet for  A Subject for Withdrawl of Registration	
	22.	Worksheet for  Report of Withdrawl of Registration
	23.	Worksheet for  Declaration of  withdrawl of Registration
	24.	Worksheet for Complaint of  Registration
	25.	Complaint Log Form
	26.	Form for consent of appointment of inspector
	27.	Form for financial and conflict of interest
	28.	Application Form No.5 Application  for GLP
		  compliance test facility
	29.	Application Form No.6 Specific information for GLP 
		  compliance test facility
	30.	Application Form No.7 Self evaluation complying with 
		 OECD GLP
	31.	Form for Record of Inspection
	32.	Form for Inspection/Study Audit Visit Report
	33.	Form for Summary Report of Inspection
	34.	Form for Opening and Closing Meeting

-	OECD Series on Principles of Good  
Laboratory Practice and Compliance 
Monitoring: Number 2 (Revised):  
Guidance for GLP Monitoring Authorities, 
Revised Guides for Compliance 

	 Monitoring Procedures for Good
	 Laboratory Practice
-	OECD Series on Principles of Good  
Laboratory Practice and Compliance 
Monitoring: Number 3 (Revised):  
Guidance for GLP Monitoring 

	 Authorities, Revised Guidance for the 
Conduct of laboratory Inspections and 
Study Audit

-	OECD Series on Principles of Good 
Laboratory Practice and Compliance 
Monitoring: Number 9: Guidance for 
GLP Monitoring Authorities, Guidance 
for the Preparation of GLP Inspection 
Reports
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		  2.2.4	 การตรวจสอบเบื้องต้น (Pre Inspection) จะด�ำเนินการต่อเมื่อหน่วยงานแสดงความ

ประสงค์ไว้เท่านั้น โดยใช้เวลาตรวจสอบเบ้ืองต้น 1 วัน ทั้งนี้จะด�ำเนินการแต่งตั้งคณะผู้ตรวจสอบ ประกอบด้วย 

หัวหน้าผู้ตรวจสอบ ผู้ตรวจสอบ และผู้เชี่ยวชาญทางวิชาการ (หากจ�ำเป็น) โดยจะแจ้งรายชื่อคณะผู้ตรวจสอบ วันเวลา 

ขอบข่ายที่ถูกตรวจ ให้หน่วยงานดังกล่าวทราบล่วงหน้า 14 วันก่อนวันที่ตรวจ 

		  2.2.5	 การตรวจสอบจริง (Onsite Inspection) ใช้เวลา 2-4 วัน ขึ้นกับขนาดของ test  

facility และความสลบัซ�ำ้ซ้อนของโครงการวิจยั  กรณทีีเ่ป็นการขอตรวจสอบเพือ่ขึน้ทะเบยีน หน่วยตรวจสอบจะด�ำเนนิ

การตรวจทั้ง test facility inspection และ study audit   โดยผู้ตรวจสอบจะด�ำเนินการตรวจตามข้อก�ำหนดของ 

OECD Series on Principles of Good Laboratory Practice and Compliance Monitoring Number 3: 

Guidance for GLP Monitoring Authorities, Revised Guidance for the Conduct of Laboratory 

Inspections and Study Audits(7) ในการทวนสอบความสอดคล้องกับหลักเกณฑ์ OECD GLP และบันทึก 

สิ่งที่ตรวจพบ 

		  2.2.6	 การรายงานผลการตรวจ ผู้ตรวจสอบจะจัดท�ำรายงานการตรวจตามข้อก�ำหนดของ OECD 

Series on Principles of Good Laboratory Practice and Compliance Monitoring Number 9: Guidance 

for GLP Monitoring Authorities, Guidance for the Preparation of GLP Inspection Reports(8)  ภายใน 

15 วัน โดยระบุรายละเอียดว่าเป็นการตรวจ Test facility Inspection หรือ Study Audit  และเขียนสิ่งที่ตรวจพบ

ทั้งสอดคล้องและไม่สอดคล้องกับข้อก�ำหนด รวมถึงข้อเบี่ยงเบนและข้อสังเกตต่างๆ ที่อาจมีผลต่อระบบคุณภาพ และ 

ความถูกต้อง ความสมบูรณ์ของข้อมูล 

		  2.2.7	 การแก้ไขข้อเบี่ยงเบน และ/หรือ ข้อสังเกต กรณีขึ้นทะเบียนใหม่ หน่วยงานจะต้อง 

ด�ำเนินการแก้ไข เมื่อมีข้อเบี่ยงเบน และ/หรือ ข้อสังเกต ภายใน 90 วัน  กรณีเป็นการตรวจต่ออายุ  ภายใน 30 วัน 

ทั้งนี้หน่วยตรวจสอบอาจด�ำเนินการตรวจสอบซ�้ำอีก ณ สถานที่ปฏิบัติการ เพื่อมั่นใจว่าหน่วยงานดังกล่าวได้ด�ำเนินการ

แก้ไขเป็นไปตามข้อก�ำหนดของ OECD GLP

		  2.2.8	 การออกใบประกาศให้การยอมรับ กรณีที่ไม่พบข้อเบี่ยงเบน หรือข้อเบี่ยงเบนที่ไม่ร้ายแรง

และหน่วยงานได้แก้ไขเป็นที่ยอมรับแล้ว หน่วยตรวจสอบจะออกใบประกาศนียบัตรให้หน่วยงานดังกล่าว มีอายุ 2 ปี 

หากครบ 2 ปี และมีความประสงค์จะขอขึ้นทะเบียนใหม่ ต้องยื่นขอต่ออายุอย่างน้อย 120 วัน ก่อนใบประกาศหมดอายุ  

ส�ำหรับกรณีทีพ่บข้อเบีย่งเบนท่ีร้ายแรงต่อความถกูต้องสมบรูณ์ของผลการศกึษาวจิยั หน่วยตรวจสอบต้องออกข้อความ

ระบุถึงความไม่สอดคล้องกับหลักเกณฑ์ OECD GLP ในสรุปรายงานการตรวจ และเพิกถอนหน่วยงานดังกล่าว 

ออกจากการขึ้นทะเบียน

		  2.2.9	 การอุทธรณ์กรณีไม่เห็นด้วยกับผลการตรวจ สามารถด�ำเนินการได้โดยยื่นอุทธรณ์ 

ต่อคณะกรรมการเฉพาะกิจรับการอุทธรณ์ภายใน 15 วัน หลังทราบผลการตรวจ ค�ำวินิจฉัยจากคณะกรรมการ 

ดังกล่าวถือเป็นที่สิ้นสุด (ภาพที่ 1)
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	 2.3	 ด้านการพัฒนาศักยภาพบุคลากรของหน่วยตรวจสอบ

		  OECD   ให้ความส�ำคัญเป็นอย่างมากกับบุคลากรที่จะมาท�ำหน้าที่เป็นผู้ตรวจสอบ ซึ่งหน่วย 

ตรวจสอบของประเทศต้องก�ำหนดคณุสมบตัขิองผูต้รวจสอบให้เป็นไปตามเกณฑ์ของ OECD  โดยได้ก�ำหนดให้มคีวาม

รอบรู้ในหลักการ OECD GLP เป็นอย่างดี นอกเหนือจากด้านวิชาการและมีประสบการณ์ในการทดสอบที่เกี่ยวข้อง

กบัการไปตรวจ หรอืในสาขาท่ีเกีย่วข้องเฉพาะด้าน และมปีระสบการณ์ในการตรวจประเมนิ และได้ส่งบคุลากรไปอบรม 

OECD Training Course for GLP Inspector ที่ OECD จัดขึ้น  รวมทั้งการไปสังเกตการณ์การตรวจหน่วยงานที่

เป็น GLP test facility ของประเทศสมาชิก OECD จ�ำนวน 3 คน  และได้จัดการอบรมระดับชาติ ให้กับเจ้าหน้าที่ 

ผู้ตรวจสอบ และผู้เชีย่วชาญด้านวชิาการ จ�ำนวน 23 คน เพื่อพัฒนาความรู้อยา่งตอ่เนือ่ง โดยมีวทิยากรเปน็ผู้ตรวจสอบ

ภาพที่ 1  กระบวนการตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาตามหลักเกณฑ์ OECD GLP

กระบวนการตรวจสอบขึ้นทะเบียน
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จากประเทศสมาชิก OECD อาทิ ประเทศสหรัฐอเมริกา ประเทศเนเธอร์แลนด์ และประเทศมาเลเซีย รวมทั้งได้มี 

การจดัท�ำฐานข้อมูลผูต้รวจสอบ ผูเ้ชีย่วชาญทางวชิาการ ในการตรวจสอบหน่วยงานทดสอบและศกึษาวจิยั/พฒันาอย่าง

เป็นระบบ

3.	 ด�ำเนินการพัฒนาศักยภาพหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัยของประเทศไทย

	 จากการวิเคราะห์ข้อมูลหน่วยงานในไทยที่เกี่ยวข้องกับ OECD ในปี 2551-2552 จ�ำแนกผลิตภัณฑ์

เภสชักรรม  ผลติภัณฑ์เครือ่งส�ำอาง  ยาส�ำหรบัสัตว์  สารปรงุแต่งอาหารสตัว์  พบว่า ในขอบข่ายผลติภณัฑ์เภสชักรรม(9-11)  

มีหน่วยงานที่เกี่ยวข้อง ประกอบด้วย สถานที่ผลิตยาแผนปัจจุบัน 167 แห่ง สถานที่น�ำหรือสั่งยาแผนปัจจุบัน 647  แห่ง      

ผู้รับอนุญาตผลิตยาแผนปัจจุบันส�ำหรับสัตว์  64 แห่ง ผู้รับอนุญาตน�ำสั่งยาแผนปัจจุบันส�ำหรับสัตว์ 73 แห่ง  ผู้ผลิต

ยาแผนโบราณ 1117 แห่ง และห้องปฏิบัติการชีวสมมูล 19 แห่ง  ขอบข่ายผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอาง(12)  มีผู้ประกอบการ 

กลุ่มควบคมุเครือ่งส�ำอาง 1704 แห่ง ขอบข่ายสารปรงุแต่งอาหารสตัว์(13) มโีรงงานผลติอาหารสตัว์ทีม่สีารผสมล่วงหน้า 

131 แห่ง ส�ำหรับห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์และสาธารณสขุ ในประเทศไทย มจี�ำนวนมากกว่า 10,000 แห่งทัว่ประเทศ 

ในจ�ำนวนนี้ ยังไม่มีหน่วยงานหรือห้องปฏิบัติการใดได้รับการตรวจสอบขึ้นทะเบียนตามระบบคุณภาพของหลักปฏิบัติ

ที่ดีของห้องปฏิบัติการของ OECD ดังนั้นจึงมีความจ�ำเป็นที่ต้องพัฒนาหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนา ให้มี

ระบบการปฏบิตักิารตามหลกัปฏบิตัทิีด่ขีองห้องปฏบิตักิาร คอื OECD Principles on Good Laboratory Practice 

(OECD GLP) รวมถึงเอกสารค�ำแนะน�ำและความเห็นที่เก่ียวข้อง (Associated consensus and advisory 

documents) ที่หน่วยงานจะต้องสามารถน�ำมาปรับใช้ได้อย่างเหมาะสม ครอบคลุมถึงข้อก�ำหนดที่ส�ำคัญ 10 ข้อ(14) 

ประกอบด้วย 1) ผู้บริหารองค์กร บุคลากร 2) ระบบประกันคุณภาพ 3) สถานที่  4) เครื่องมือ อุปกรณ์ และรีเอเจนต์

ที่ใช้   5) ระบบคุณภาพที่จะทดสอบ เช่น ฟิสิกส์ เคมี  และชีววิทยา 6) วัสดุทดสอบ และวัสดุอ้างอิง 7) มาตรฐาน 

การปฏิบัติงานท่ีใช้ในการวิจัยและทดลอง รวมถึงเครื่องมือและระบบคอมพิวเตอร์   8) การด�ำเนินการศึกษาวิจัย 

9) การรายงานผลการศกึษาวิจยั  10) การเกบ็รกัษาบนัทกึ และวสัด ุอย่างเป็นระบบ  และได้ออกข้อก�ำหนด และเงือ่นไข

การตรวจสอบขึ้นทะเบียน (R)  ให้กับหน่วยงานที่ต้องการเข้าโปรแกรมการตรวจสอบ ต้องถือปฏิบัติ

	 การที่ประเทศไทยได้ประกาศใช้ GLP เป็นกฎหมายส�ำหรับการศึกษาชีวสมมูล ท�ำให้ห้องปฏิบัติการ

ศกึษาวจิยัชวีสมมลูจ�ำนวนมากเกดิความกงัวลว่าจะสามารถปฏบิตัติาม GLP ได้หรอืไม่ แม้ว่าทางส�ำนกังานคณะกรรมการ

อาหารและยา จะให้ทางเลือกที่จะด�ำเนินการตาม ISO/IEC 17025 ได้ แต่แนวโน้มในอนาคตคงหลีกเลี่ยงไม่ได้ 

ที่จะปฏิบัติตาม GLP เนื่องจากห้องปฏิบัติการชีวสมมูลต่างประเทศ เช่น ประเทศอินเดีย ประเทศแคนาดา ต้องด�ำเนิน

การตามหลักการ GLP ทั้งสิ้น  ที่ผ่านมาได้สร้างความตระหนักรู้และความเข้าใจเกี่ยวกับระบบการยอมรับร่วมในข้อมูล

การประเมินสารเคมีของ OECD เพื่อเตรียมความพร้อมการเป็นภาคีของ OECD อาทิ การจัดประชุม OECD GLP 

ระดับชาติ  และส่งเสริมให้หน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาทั้งภาครัฐและเอกชน เข้าใจข้อก�ำหนดของหลักการ 

OECD GLP ตัง้แต่ปี 2550 เพือ่ท่ีจะพฒันาหลกัการ OECD GLP ในหน่วยศกึษาวจิยัของตนอย่างเตม็ทีต่ามศกัยภาพ

ที่มี  โดยจัดให้มีการประชุม OECD GLP ระดับชาติขึ้น มาอย่างต่อเนื่อง ทั้งหมด 7 โครงการ ในการผลักดัน ส่งเสริม 

และสนับสนุนให้ประเทศไทยมีหน่วยศึกษาวิจัยสารเคมีที่มีระบบการจัดการเป็นไปตาม GLP ของ OECD ตามภาระ

ผูก พันที่ ประ เทศไทยต ้องด� ำ เนินการ    โดยได ้ เชิญผู ้ เ ชี่ ย วชาญจากประเทศสมาชิก  OECD เป ็น 

วิทยากรในการประชุม ได้แก่ International Accreditation New Zealand (IANZ) ประเทศนิวซีแลนด์  

Pharmaceutical and Medical Device Agency (PMDA) ประเทศญี่ปุ่น National Product Control  

Agency for Welfare and Health (STTV) ประเทศฟินแลนด์  United States Environmental Protection 

Agency (USEPA) ประเทศสหรัฐอเมริกา Department of Standards  Malaysia ประเทศมาเลเซีย และ Japan 

Society of Quality Assurance (JSQA) ประเทศญี่ปุ่นรวมทั้งผู้เชี่ยวชาญจากประเทศเนเธอร์แลนด์ มีผู้เข้าร่วม

สัมมนาทั้งภาครัฐ รัฐวิสาหกิจและเอกชน จากหน่วยงานที่ศึกษาทดสอบผลิตภัณฑ์วิจัย ยา สมุนไพร ชีววัตถุ อาหาร  



การวางระบบตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือวิจัย
	 	 สีตไพสิฐ  เอกะจัมปกะ และชมไฉไล  สินธุสาร
ซึ่งไม่ได้ทดลองในคน
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เครื่องส�ำอาง อาหารสัตว์ สารเคมีในอุตสาหกรรม รวมทั้งหน่วยศึกษาความเป็นพิษในสัตว์ทดลอง สมาคมต่างๆ 

จากทุกผลิตภัณฑ์ ตลอดจนหน่วยรับรองของประเทศและหน่วยก�ำกับดูแลตามกฎหมาย ทั้งสิ้น 856 คน จาก 104 

หน่วยงาน  เพื่อให้การสนับสนุนผู้ประกอบการไทยในการเพิ่มขีดความสามารถในอุตสาหกรรมในประเทศ

4.	 ผลการตรวจสอบและติดตามประเมินผลหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาทั้งในและ 

ต่างประเทศ

	 จากการเปิดโปรแกรมตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาตามหลักการ 

OECD ในปลายปี 2550 เป็นต้นมา ได้ด�ำเนินการตรวจสอบหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาตามหลักการ 

OECD GLP ณ วันที ่22 มถินุายน 2558 ทัง้หมด 21 แห่ง เป็นหน่วยงานประเทศไทย 9 แห่ง หน่วยงานประเทศอนิเดยี 

10 แห่ง และหน่วยงานประเทศแคนาดา 2 แห่ง ซึ่งต้องตรวจ test facility inspection และตรวจ study audit     

พบดังนี้

	 -	 ผ่านการขึ้นทะเบียนตามหลักการ OECD GLP	 16 	 แห่ง

		  (ตรวจทั้ง test facility inspection และ study audit)

	 -	 อยู่ในระหว่างด�ำเนินการปรับปรุงระบบ หลังจากไปตรวจสอบเบื้องต้น	 2	 แห่ง

	 -	 ผ่านการตรวจเฉพาะ study audit	 3 	  แห่ง  

	 อย่างไรกด็ถีงึแม้มีหน่วยงานถงึ 16 แห่ง ได้รบัการขึน้ทะเบยีนเป็นหน่วยงานทีด่�ำเนนิการตามหลกัเกณฑ์ 

OECD ในขอบข่าย Bioanalytics ของผลิตภัณฑ์เภสัชกรรม และมีโครงการชีวสมมูลได้ถูกตรวจสอบไปแล้วกว่า 

90 โครงการ ซ่ึงส่งผลให้ผูป้ระกอบการสามารถน�ำข้อมลูไปขึน้ทะเบยีนต�ำรบัยาตามข้อตกลง ASEAN Harmonization 

Product on Pharmaceutical Registration กับส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา และประชาชนสามารถ 

เข้าถึงยาสามัญใหม่ (New Generic Drugs) อย่างเสมอภาค ทั่วถึง และทันกาล ในราคาที่เหมาะสมกับความสามารถ

ในการจ่ายทัง้ของสังคมและประชาชน ตลอดจนฐานะเศรษฐกิจของประเทศได้ อย่างไรก็ตามจากการขึน้ทะเบยีนดงักล่าว  

พบว่า เป็นหน่วยงานประเทศอินเดีย 9 แห่ง และเป็นหน่วยงานในประเทศไทยเพียง 7 แห่ง ในส่วนของหน่วยงาน

ประเทศไทย ใช้เวลานานในการปรบัปรงุระบบ เพือ่แก้ไขข้อบกพร่องจากการตรวจสอบเบือ้งต้น ก่อนเข้าสูก่ารตรวจจรงิ 

(onsite-inspection) ในการประเมินความสอดคล้องกับ GLP อย่างเต็มรูปแบบ  บางหน่วยงานใช้เวลาถึง 16 เดือน 

เนื่องจากผู้ปฏิบัติยังไม่เข้าใจแนวคิด และความหมายของศัพท์ด้าน GLP ที่หน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนา

ส่วนใหญ่ต้องใช้เวลานานในการท�ำความเข้าใจ และต้องใช้ความพยายามเป็นอย่างมาก เนื่องจากข้อก�ำหนดของ GLP 

เขียนอย่างกว้าง ๆ ซ่ึงผู้รับการตรวจประเมิน จ�ำเป็นต้องมีการศึกษาลงลึกถึงเอกสารที่เป็นข้อแนะน�ำและเอกสาร 

ที่เกี่ยวข้อง (Associated consensus and advisory document)(15-24)  อีกด้วย เพื่อที่จะสามารถวางแผน ทดสอบ 

ก�ำกับ บันทึก รายงานผล รวมทั้งการจัดเก็บได้อย่างเป็นระบบ 

วิจารณ์

การวางระบบการพัฒนาตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาด้านวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์และสาธารณสุข ซึ่งไม่ได้ทดลองในคนในด้านการเป็นหน่วยตรวจสอบของประเทศ (GLP Compliance 

Monitoring Authority) ตามเกณฑ์ของ OECD เป็นเรื่องเร่งด่วน ที่ต้องเร่งพัฒนา เพื่อให้มีภาพพจน์ดีของ 

ประเทศชาติ  และสภาวะเศรษฐกิจที่ต้องการส่งออกสินค้าไปต่างประเทศ  ซึ่งต้องอาศัยผลการศึกษาวิจัยจากหน่วยงาน

ทดสอบหรือศกึษาวิจัย/พฒันา ท่ีได้รบัการตรวจสอบจากหน่วยตรวจสอบของประเทศว่ามกีารด�ำเนนิการตามหลกัเกณฑ์ 

OECD GLP จึงจะมีความน่าเชื่อถือ และเป็นที่ยอมรับ สามารถน�ำไปขึ้นทะเบียนผลิตภัณฑ์ กับหน่วยงานที่มีอ�ำนาจ

หน้าทีต่ามกฎหมาย (Receiving Authority) ทัง้ในประเทศและต่างประเทศ การด�ำเนนิงานดงักล่าวจะต้องท�ำภายใต้

ข้อจ�ำกัดหลายประการ อีกทั้งเป็นศาสตร์ที่ประเทศไทยเรายังไม่คุ้นเคย และต้องมีการด�ำเนินการที่เป็นระบบ ในหลาย



Establishment of Inspection System for Non-clinical research	 Sitaphaisith  Ekachampaka and Chomchailai  Sinthusarn
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กระทรวงที่เกี่ยวข้อง ได้แก่ กระทรวงอุตสาหกรรม กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กระทรวงสาธารณสุข รวมทั้ง 

หน่วยรับรองของประเทศไทย ในการก�ำหนดขอบข่ายของประเทศ และต้องท�ำการศึกษาหาระบบการตรวจสอบท่ี 

เหมาะสมของประเทศไทย ส�ำหรับการให้การยอมรับและขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบและศึกษาวิจัย/พัฒนาท่ี 

เหมาะสมของประเทศ  และมีมาตรฐานทัดเทียมกับหน่วยตรวจสอบที่เป็นสมาชิก OECD  อีกทั้งกฎหมายของประเทศ

ที่บังคับใช้ OECD GLP อย่างจริงจัง มีเพียงฉบับเดียว คือประกาศการขึ้นทะเบียนวัตถุอันตรายของกระทรวงเกษตร

และสหกรณ์  ท�ำให้ต้องอาศยัความพยายามเป็นอย่างมากในการทีจ่ะน�ำหลกัการ OECD GLP มาประยกุต์ใช้ในประเทศ

จากการวางระบบของหน่วยตรวจสอบดังกล่าว มีส่วนส่งเสริมส�ำคัญให้ประเทศไทยสมัครเข้าร่วมเป็นภาคี 

ภาคสมทบในการยอมรับร่วมข้อมูลการประเมินสารเคมีขององค์การเพื่อความร่วมมือและการพัฒนาทางเศรษฐกิจ 

ประทศไทย เมื่อวันที่ 12 กรกฎาคม 2553 และ OECD ได้มาตรวจประเมิน (Mutual Joint Visit, MJV) 

ในขอบข่าย Bioanalytics ท่ีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ให้การขึ้นทะเบียนหน่วยศึกษาชีวสมมูล ตามหลักการ 

OECD GLP อย่างไรก็ตามกฎหมายรองรับการด�ำเนินงานของหน่วยตรวจสอบ ให้มีอ�ำนาจหน้าที่ตามกฎหมาย 

ในการเข้าไปตรวจสอบหน่วยทดสอบหรอืศกึษาวจิยั/พฒันา และข้อมลูการศกึษาวจิยัทีจ่ะน�ำมาขึน้ทะเบยีน ยงัไม่มคีวาม

ชัดเจน จ�ำเป็นต้องมีการด�ำเนินการที่เป็นระบบต่อไป ระหว่างผู้บริหารทั้งในระดับกระทรวงที่เกี่ยวข้อง เป็นนโยบาย

ระดับประเทศ  อย่างไรก็ดีการตรวจสอบขึ้นทะเบียนในขอบข่ายอื่นๆ นอกเหนือจาก Bioanalytics  ได้แก่ การศึกษา

ความเป็นพิษในสัตว์ทดลอง (toxicity test) ยังไม่สามารถด�ำเนินการขยายขอบข่ายได้ เนื่องจากยังไม่มีหน่วยศึกษา

ความเป็นพิษในสัตว์ทดลองในประเทศสามารถพฒันาระบบให้สอดคล้องตามหลกัเกณฑ์ OECD ได้ แม้ว่าจะมกีฎหมาย

บังคับให้ข้อมูลเกี่ยวกับความเป็นพิษของวัตถุอันตรายทางการเกษตรต้องได้มาจากห้องปฏิบัติการที่มีระบบ OECD 

GLP อย่างไรกด็หีน่วยตรวจสอบเอง ยงัจ�ำเป็นต้องพฒันาศกัยภาพอย่างต่อเนือ่งและเตรยีมความพร้อมส�ำหรบัขอบข่า

ยอื่นๆครบถ้วนทุกสาขา (area of expertise) ที่จะขอการตรวจสอบขึ้นทะเบียนในอนาคต รวมทั้งรองรับตามข้อ

ก�ำหนดการขึ้นทะเบียนผลิตภัณฑ์ทั้งในประเทศและต่างประเทศ สุดท้ายย่อมส่งผลในการยกระดับคุณภาพชีวิตคนไทย

ให้ทัดเทียมมาตรฐานสากล  

นอกจากนี้ในส่วนของหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนา สามารถประมวลปัญหาและประสบการณ ์

ที่ส�ำคัญได้ดังนี้  ปัญหาการใช้ระบบคุณภาพ OECD GLP เป็นการเปลี่ยนวิธีความคิดการท�ำงานจากเดิมอย่างสิ้นเชิง

ทีต้่องมกีารวางแผนล่วงหน้า โดยต้องมีการจดัท�ำเป็นแผนการศกึษาวจิยั และถอืเป็นความยุง่ยากจากเดมิทีย่งัไม่มรีะบบ

คุณภาพเลย ที่ต้องเริ่มต้นตั้งแต่การเขียน SOP ซึ่งทุกหน่วยงานมีการแก้ไขวิธีปฏิบัติและเอกสารการปฏิบัติงาน 

และปรับระบบหลายครั้ง ให้เป็นไปตามข้อก�ำหนด OECD GLP เนื่องจากเมื่อน�ำไปใช้แล้วยังพบข้อบกพร่องอยู่ หรือ

บางหน่วยงานมีระบบคุณภาพอื่นๆ ได้แก่ ระบบคุณภาพ ISO/IEC 17025 หรือระบบคุณภาพ ISO 15189 ผู้ปฏิบัติ

ไม่สามารถแยกความแตกต่างของระบบคุณภาพที่หน่วยงานตัวเองที่ใช้อยู่เดิม กับระบบคุณภาพ OECD GLP  ดังนี้

1.	 การจัดท�ำเอกสารขั้นตอนการปฏิบัติงานในระบบ GLP ที่ต้องมีรายละเอียดทุกขั้นตอนว่าใครท�ำอะไร 

ที่ไหน อย่างไร ทุกกิจกรรมที่เกี่ยวข้อง เพื่อให้เกิดความเชื่อมั่นว่า แม้จะเปลี่ยนผู้ปฏิบัติแล้ว แต่วิธีการยังเหมือนเดิม   

นอกจากนี้การบันทึกเป็นสิ่งส�ำคัญในระบบ GLP ดังนั้นการออกแบบ worksheet หรือ form ให้เหมาะกับระบบงาน

ของหน่วยงานตนเองเป็นเรื่องจ�ำเป็นในการบันทึกข้อมูลให้ได้รายละเอียดมากที่สุด เพื่อแสดงให้เห็นว่าทุกขั้นตอน 

มกีารปฏิบัตจิรงิตามท่ีก�ำหนดโดยแผนการศกึษาวจิยั และวธิกีารปฏบิตังิาน  ทีส่�ำคญั คอืผูเ้ขยีนต้องเข้าใจระบบคณุภาพ

ก่อน จึงจะสามารถเขียนมาตรฐานการปฏิบัติงานได้ด้วยตนเอง ในบางหน่วยงานที่เป็น GLP มี SOP มากถึง 500 กว่า 

SOP ซึ่ง SOP ทุกฉบับจะต้องได้รับการอนุมัติใช้โดยผู้บริหารสูงสุดขององค์กร 

2.	 การขาดความมั่นใจในการปฏิบัติ ในเรื่องระบบคุณภาพ OECD GLP เนื่องจากยังไม่มีการด�ำเนินการ

มาก่อนในประเทศไทย และไม่มีการเขียนต�ำราภาษาไทยเก่ียวกับการน�ำระบบมาใช้ปฏิบัติ   เพราะเป็นเรื่องที่ต้อง 

ท�ำความเข้าใจในวัตถุประสงค์ของข้อก�ำหนด GLP และทดลองปฏิบัติที่ละขั้นตอน และปรับปรุงจะได้สอดคล้องกับ 



การวางระบบตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือวิจัย
	 	 สีตไพสิฐ  เอกะจัมปกะ และชมไฉไล  สินธุสาร
ซึ่งไม่ได้ทดลองในคน
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หลักการ OECD GLP ให้มากที่สุด ท�ำให้การด�ำเนินการในระยะแรกเป็นไปอย่างช้า การจัดหาวิทยากรต่างประเทศมา

บรรยาย การไปดูการปฏิบัติงานของ GLP test facility และการมีที่ปรึกษาที่มาจากประเทศที่มีระบบ GLP 

จึงมีประโยชน์มากส�ำหรับผู้รับผิดชอบและผู้บริหารในการพัฒนาระบบ

3.	 การขาดแคลนบุคลากรที่จะมาท�ำหน้าที่เป็นเจ้าหน้าที่ประกันคุณภาพในการตรวจประเมินการประกัน

คณุภาพโครงการว่าปฏบิตัติาม GLP  ซึง่ต้องเป็นบคุลากรหลกัในระบบคณุภาพ GLP ซึง่ต้องมคีณุสมบตัเิป็นทีย่อมรับ 

และจะต้องเป็นผูเ้ข้าใจงาน มีความรูใ้นหลักการ OECD GLP เป็นอย่างด ีนอกเหนอืจากทางวชิาการ และมปีระสบการณ์

ในการทดสอบท่ีเกี่ยวข้องการไปตรวจ หรือในสาขาที่เกี่ยวข้องเฉพาะด้าน รวมทั้งเทคนิคในการตรวจสอบ และ 

ต้องไม่เกี่ยวข้องและไม่มีส่วนได้ส่วนเสียกับงานที่ประเมิน ท�ำหน้าที่รายงานผลการตรวจสอบในแต่ละโครงการ รวมถึง 

การตรวจ Test Facility และปัญหาที่เกิดจากการใช้ระบบต่อผู้บริหารองค์กร  

4.	 ข้อก�ำหนดด้านระบบคอมพวิเตอร์ (computerized systems)  ในการด�ำเนนิการศกึษาวจิยัในการเกบ็

และประมวลผลข้อมูลศึกษาวิจัยความปลอดภัย มีรายละเอียดที่ส�ำคัญที่ต้องด�ำเนินการ จ�ำเป็นต้องให้สอดคล้อง 

ตาม OECD Number 10: GLP Consensus Document - The Application of the Principles of GLP 

to Computerized Systems (1995)(20) โดยเรื่องของ computerized systems จะรวมถึงเครื่องมือต่างๆ ที่เป็น 

automated instruments for direct/indirect capture of data (ได้แก่ digital temperature data logger), 

operational/control of automated instruments (ได้แก่  setting of data logger temperature limits 

using software), personal computer  และระบบ Laboratory Information Management System (LIMS)  

โดยต้องมีระบบรักษาความปลอดภัย ได้แก่ Physical Security, Logical Security, Data Integrity และ 

Back-up และการทวนสอบตามเกณฑ์ที่ test facility ก�ำหนดก่อนที่จะน�ำไปใช้งาน ซึ่งยังคงเป็นเรื่องใหม่  

ที่หน่วยงานทดสอบและศึกษาวิจัยต้องด�ำเนินการ

ข้อเสนอแนะเชิงนโยบาย

1)	 ปรับปรุงกฎหมายรองรับให้กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เป็นหน่วยตรวจสอบขึ้นทะเบียน (CMA) ของ

ประเทศที่มีอ�ำนาจหน้าที่ตามกฎหมาย ตามพระราชบัญญัติ ยา อาหาร เครื่องส�ำอางและวัตถุอันตรายที่ใช้ในบ้านเรือน

และสาธารณสุข

2)	 ผลักดันให้มีหน่วยงานรองรับการขึ้นทะเบียนหน่วยศึกษาวิจัยให้เป็นที่ยอมรับตามมาตรฐานสากล 

(OECD) ครอบคลุมขอบข่ายอื่น ๆ ของ OECD ประกอบด้วย ขอบข่ายสารเคมีก�ำจัดศัตรูพืช และขอบข่ายสารเคมี

ในอุตสาหกรรมซึ่งไม่ได้อยู่ในความรับผิดชอบของกระทรวงสาธารณสุข

3)	 ส่งเสริมความร่วมมือหน่วยงานทุกภาคส่วน ประกอบด้วยหน่วยงานที่ศึกษาทดสอบผลิตภัณฑ์วิจัย 

ยา สมุนไพร ชีววัตถุ อาหาร  เครื่องส�ำอาง อาหารสัตว์  สารเคมีในอุตสาหกรรม   รวมทั้งหน่วยศึกษาความเป็นพิษ 

ในสัตว์ทดลอง ตลอดจนหน่วยก�ำกับดูแลตามกฎหมายขึ้นทะเบียนผลิตภัณฑ์ให้มีการด�ำเนินงานอย่างเป็นระบบ บรรลุ

ตามเป้าหมายของการเป็นสมาชิกภาคสมทบแบบสมบูรณ์ของประเทศไทย (non –member countries adherence 

to OECD Council Acts related to MAD) 

สรุป

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์โดยส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการได้วางแผนยุทธศาสตร์ในการเป็นหน่วย 

ตรวจสอบ (GLP Compliance Monitoring Authority) ตามเกณฑ์ของ OECD ของประเทศไทย ในการขึน้ทะเบยีน

หน่วยศกึษาวจิยัให้มกีารด�ำเนนิการสอดคล้องกบัหลกัการ OECD GLP ทีด่แูลว่าผลติภณัฑ์มคีวามปลอดภยัต่อมนษุย์

และส่ิงแวดล้อม และได้ด�ำเนินการพัฒนาระบบการตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนา 
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ด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์และสาธารณสุข ซึ่งไม่ได้ทดลองในมนุษย์เป็นผลส�ำเร็จ และให้การตรวจสอบขึ้นทะเบียน

หน่วยงานทดสอบหรือศึกษาวิจัย/พัฒนาท่ีด�ำเนินการสอดคล้องตาม OECD GLP ในขอบข่าย Bioanalytics 

ของผลติภณัฑ์เภสัชกรรม ท้ังในประเทศและต่างประเทศ ทัง้หมด 16 แห่ง เป็นหน่วยงานในประเทศไทย 7 แห่ง หน่วยงาน

ที่ประเทศอินเดีย 9 แห่ง ส�ำหรับในการพัฒนาในระยะ (phase) ต่อไปจะเป็นการพัฒนาต่อยอดไปสู่ขอบข่ายอื่นๆของ 

OECD อาทิ การทดสอบความเป็นพิษ (toxicity studies) เพื่อให้ด�ำเนินการเข้าร่วมภาคีของประเทศไทย เป็นท่ี

ยอมรับตามมาตรฐานระหว่างประเทศ  และได้รับการยอมรับเป็นสมาชิกภาคสมทบแบบสมบูรณ์ระบบยอมรับร่วมกับ

องค์การเพ่ือความร่วมมือและการพัฒนาทางเศรษฐกิจ (full non member country adherence to OECD 

Council Act to MAD) อันจะส่งผลให้ ผลงานศึกษาวิจัยการประเมินความปลอดภัยสารเคมีของประเทศไทย 

มีความน่าเชื่อถือ และเป็นที่ยอมรับทั่วกันในกลุ่มประเทศสมาชิก OECD ทั่วโลก โดยไม่ต้องทดลองซ�้ำ 

เอกสารอ้างอิง

	 1.	 Organization for Economic Cooperation and Development. Non-member adherents to the OECD 
system for mutual acceptance of chemical safety data [online]. 2015 [cited 2015 Aug 18]; [1 screen]. 
Available from: URL: http://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/non-member adherents to  
the oecd system for mutual acceptance of chemical safety data.htm

	 2.	 ประกาศส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา (พ.ศ. 2551) ราชกจิจานเุบกษา เล่มที ่125 ตอนพเิศษ 86 ง (ลงวนัที ่23 พฤษภาคม 
2551).

	 3.	 พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (พ.ศ. 2551) ราชกิจจานุเบกษา เล่มที่ 126 
ตอนพิเศษ 9 ง (ลงวันที่ 20 มกราคม 2551).

	 4.	 พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535 ประกาศกรมวิชาการเกษตร (พ.ศ. 2552) ราชกิจจานุเบกษา เล่มที่ 126 ตอนพิเศษ 

166 ง (ลงวันที่ 13 พฤศจิกายน 2552).
	 5.	 พระราชบัญญัติยา พ.ศ. 2510 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 2 (พ.ศ. 2556) ราชกิจจานุเบกษา เล่มที่ 130 ตอนพิเศษ 149 

ง (ลงวันที่ 4 พฤศจิกายน 2556).
	 6.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 2 (revised): 

Guidance for GLP monitoring authorities, revised guides for compliance monitoring procedures for 
good laboratory practice. Paris: OECD; 1995.

	 7.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 3 (revised): 
Guidance for GLP monitoring authorities, revised guidance for the conduct of laboratory inspections 
and study audits. Paris: OECD; 1995.

	 8.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 9: 
Guidance for GLP monitoring authorities, guidance for the preparation of GLP inspection reports. 
Paris: OECD; 1995.

	 9.	 ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา. รายนามสถานที่ผลิตยาแผนปัจจุบันทั่วประเทศ [ออนไลน์]. [สืบค้น 25 ก.พ. 2552]; 
[12 หน้า]. เข้าถึงได้จาก : URL: http://wwwapp1.fda.moph.go.th/drug/zone_search/manu.htm

	10.	 ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา. รายนามสถานที่น�ำหรือสั่งยาแผนปัจจุบันเข้ามาในราชอาณาจักรทั่วประเทศ [ออนไลน์]. 
[สืบค้น 13 ก.พ. 2552]; [46 หน้า]. เข้าถึงได้จาก : URL: http://wwwapp1.fda.moph.go.th/drug/zone_search/
ny12.htm

	11.	 ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา. รายชื่อโครงร่างการศึกษาชีวสมมูล ของสถาบัน/ห้องปฏิบัติการ ชีวสมมูลที่ได้รับอนุมัติ 
[ออนไลน์]. [สืบค้น 5 ก.พ. 2552]; [79 หน้า]. เข้าถึงได้จาก : URL: http://drug.fda.moph.go.th/zone_bioequiva-
lence/be6.asp



การวางระบบตรวจสอบขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบหรือวิจัย
	 	 สีตไพสิฐ  เอกะจัมปกะ และชมไฉไล  สินธุสาร
ซึ่งไม่ได้ทดลองในคน

221วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

	12.	 ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา. รายนามผู้ประกอบการ กลุ่มควบคุมเครื่องส�ำอาง [ออนไลน์]. [สืบค้น 5 ก.พ. 2552]; 
[15 หน้า]. เข้าถึงได้จาก : URL: http://www2. fda.moph.go.th/cosmetic/company.asp?LcnsID=45186

	13.	 กองควบคุมอาหารและยาสัตว์ กรมปศุสัตว์. รายชื่อโรงงานผลิตอาหารสัตว์ [ออนไลน์]. [สืบค้น 5 ก.พ. 2552]; [26 หน้า]. เข้าถึง
ได้จาก : URL: http://afvc.dld.go.th/forum.php?mod=viewthread & tid=157&extra=page%3D1

	14.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 1: OECD 
principles of good laboratory practice. Paris: OECD; 1998.

	15.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 4 
(revised): GLP consensus document quality assurance and GLP. Paris: OECD; 1999.

	16.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 5 (revised): 
GLP consensus document compliance of laboratory suppliers with GLP principles. Paris: OECD; 1999.

	17.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 6 (revised): 
GLP consensus document the application of the GLP principles to field studies. Paris: OECD; 1999.

	18.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 7 
(revised): GLP consensus document the application of the GLP principles to short-term studies. 
Paris: OECD; 1999.

	19.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 8 
(revised): GLP consensus document the role and responsibilities of the study director in GLP stud-
ies. Paris: OECD; 1999.

	20.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 10: GLP 
consensus document the application of the principles of GLP to computerised systems. Paris: OECD; 
1995.

	21.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 13: 
consensus document of the working group on good laboratory practice the application of the OECD 
principles of GLP to the organization and management of multi-site studies. Paris: OECD; 2002.

	22.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 14:  
advisory document of the working group on GLP the application of the principles of GLP to in-vitro 
studies. Paris: OECD; 2004.

	23.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 15: 
advisory document of the working group on good laboratory practice establishment and control of 
archives that operate in compliance with the principles of GLP. Paris: OECD; 2007.

	24.	 OECD series on principles of good laboratory practice and compliance monitoring. Number 16: 
advisory document of the working group on good laboratory practice guidance on the GLP 
requirements for peer review of histopathology. Paris: OECD; 2014.



Establishment of Inspection System for Non-clinical research	 Sitaphaisith  Ekachampaka and Chomchailai  Sinthusarn

222 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

Establishment of Inspection System 
for Non-clinical Research 

in Medical Sciences

Sitaphaisith  Ekachampaka  and  Chomchailai  Sinthusarn

Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, 

Nonthaburi, 11000 Thailand.

ABSTRACT  Nowadays Thailand has joined in the Mutual Acceptance of Data (MAD) system in the 
assessment of chemicals as provisional adherence to Organization for European Economic Co-operation 
and Development-OECD System.  Facing its national challenges, Thailand has established the inspection 
system for non-clinical research and development test facility regarding all public health (health products) 
and medical studies according to OECD GLP. However, many factors effecting the system has been  
considered seriously such as Thai law, OECD requirements and possibility of the quality system developement 
of the facilities in Thailand. Therefore, the Thailand GLP Compliance Monitoring Programme was set 
up. It was found that 16 facilities, 7 in Thailand and 9 in India have met OECD GLP which made the 
registration of drug possible.  However, this is still new for the country.  The system should be further 
developed and the participation of government and private sectors should be promoted so that Thailand 
can become full non member country adherence to OECD Council Act on MAD.

Key words: Inspection system, Provisional adherence to OECD system, MAD, OECD GLP
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บทคัดย่อ  รายงานผลการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะ ใช้เป็นหลักฐานส�ำคัญทางอรรถคดี ดังนั้นวิธี
การตรวจวิเคราะห์จึงต้องเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูง และมีต้นทุนต่อหน่วยต�่ำ ส�ำนักยาและวัตถุเสพติดได้พัฒนาและตรวจสอบ
ความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์ที่มีความถูกต้อง แม่นย�ำ  และรวดเร็ว ส�ำหรับตรวจคุณภาพและหาปริมาณยากลุ่ม 
amphetamines ในปัสสาวะโดยเทคนคิ แก๊สโครมาโทกราฟี ตวัตรวจวดัชนดิ แมส (GC-MS) เตรยีมตวัอย่างโดยเทคนิคการ
สกัดด้วยวัฏภาคของแข็ง (SPE)  และเทคนิค โครมาโทกราฟีชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง ตัวตรวจวัดชนิดแมส (LC-MS)  
เตรียมตัวอย่างเทคนิคการสกัดด้วยวัฏภาคของแข็งแบบออนไลน์ (online SPE) จากการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี พบว่า 
เทคนิค GC-MS ช่วงการใช้งาน amphetamine และ methamphetamine มีค่า 100-4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ มากกว่า 0.99 เปอร์เซ็นต์  recovery เฉลี่ย ของ amphetamine และ methamphetamine  มีค่า 
75.40 และ 76.80 ตามล�ำดับ ค่าความแม่นระหว่างวัน มีค่า ในช่วง 0.34 -17.23 %RD  ค่าความเที่ยงระหว่างวันมีค่าอยู่ใน
ช่วง 3.84-12.57 % CV ค่าความไม่แน่นอนของการวัด ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 มีค่า   2.00 ±0.35 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร  และ 2.00 ± 0.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ ส�ำหรับเทคนิค LC-MS ช่วงการใช้งาน amphetamine และ 
methamphetamine มค่ีา 300-2,000 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ มค่ีามากกว่า 0.99 ค่าความแม่นระหว่าง
วัน มีค่าในช่วง 2.22-16.11 %RD ค่าความเที่ยงมีค่าในช่วง 2.36-10.43 %CV ค่าความไม่แน่นอนของการวัด 
ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 มีค่า 2.00 ± 0.24 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่า 2.00 ± 0.27 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล�ำดับ ต้นทุนต่อหน่วยเฉพาะค่าวัสดุ (material cost) ของการตรวจวิเคราะห์โดย GC-MS และ LC-MS มีค่า 628 บาท 
และ 438 บาท วิธีการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines โดย GC-MS และ LC-MS เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพสูง 
สามารถตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มดังกล่าวได้ครอบคลุมตามกฎหมายก�ำหนด ดังน้ันหน่วยงานที่เก่ียวข้องสามารถน�ำวิธีการตรวจ
วิเคราะห์ทั้งสองเทคนิคไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะ ตามความเหมาะสม
และความพร้อมของแต่ละหน่วยงาน
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บทน�ำ

ปัจจุบันสถานการณ์ยาเสพติดเป็นปัญหาส�ำคัญของประเทศ และมีแนวโน้มที่จะขยายตัวมีความรุนแรง 

มากขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยเฉพาะในกลุ่มเด็กและเยาวชน ซึ่งเป็นกลุ่มที่มีโอกาสเข้าไปใช้ยาเสพติดได้ง่าย ยุทธศาสตร์ 

การป้องกันกลุ่มผู้มีโอกาสเข้าไปเกี่ยวข้องกับยาเสพติด พ.ศ. 2558 - 2562 จึงมุ่งเน้นการสร้างภูมิคุ้มกันและป้องกัน

ยาเสพติด(1) จากสถิติผลการปราบปรามยาเสพติดในปี 2556 พบว่า ชนิดยาเสพติดที่ส�ำคัญยังเป็นกลุ่มเดิมคือ ยาบ้า 

ยาไอซ์ และเฮโรอีน(2) สอดคล้องกับผลการตรวจสารเสพติดในปัสสาวะของ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ในตัวอย่าง 

ที่ตรวจพบสารเสพติด มากกว่าร้อยละ 90 คือ เมทแอมเฟตามีน (methamphetamine)  ซึ่งเป็นสารส�ำคัญของยาบ้า

และยาไอซ์

พระราชบัญญัติยาเสพติดให้โทษ พ.ศ. 2522 จัดให้ สารกลุ่มแอมเฟตามีน (amphetamines) เป็น 

ยาเสพตดิให้โทษประเภท 1(3) พระราชบญัญัตป้ิองกันและปราบปรามยาเสพตดิ พ.ศ. 2519(4) และประกาศคณะกรรมการ

ป้องกันและปราบปรามยาเสพติด เรื่องก�ำหนดหลักเกณฑ์ วิธีการและเงื่อนไขการตรวจหรือทดสอบว่าบุคคลหรือกลุ่ม

บุคคลใดมีสารเสพติดอยู่ในร่างกายหรือไม่ ก�ำหนดวิธีการตรวจมี 2 ข้ันตอน คือ การตรวจเบื้องต้นด้วยชุดทดสอบ 

เบื้องต้น เมื่อปรากฏว่าให้ผลบวก ให้ส่งตรวจยืนยันผล ณ สถานตรวจพิสูจน์ตามค�ำสั่งคณะกรรมการป้องกันและ 

ปราบปรามยาเสพตดิ เรือ่งก�ำหนดสถานตรวจพสิจูน์ และให้ถอืเกณฑ์ตดัสนิผลการตรวจพสิจูน์ว่าเป็นผูม้สีารเสพตดิอยู่

ในร่างกาย เมื่อตรวจพบว่ามีสารดังกล่าวอยู่ในปัสสาวะตั้งแต่ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรขึ้นไป

Methamphetamine และ amphetamine  เป็นสารกระตุ้นประสาทในกลุ่ม amphetamines ออกฤทธิ์

ท�ำให้ร่างกายตืน่ตวัอยูต่ลอดเวลา และลดความอยากอาหาร มผีลต่อระบบหวัใจและหลอดเลอืด คอืเพิม่ความดนัโลหติ

และท�ำให้หัวใจเต้นไม่เป็นจังหวะ   อาการผิดปกติที่เกิดจากการเสพ methamphetamine ผู้เสพจะมีอาการพูดมาก 

อารมณ์ด ีคร้ืนเครงกว่าปกต ิน�ำ้หนักตวัลด มีเหงือ่ออกมากกว่าเดมิ ได้ยนิและเหน็ภาพหลอน นอนไม่หลบั ใจสัน่ คลืน่ไส้ 

อาเจียน ท้องเสีย ตื่นเต้น กระวนกระวาย มีพฤติกรรมก้าวร้าวและท�ำลาย ควบคุมสติไม่ได้ ในกรณีที่เสพเกินขนาดอาจ

มีอาการหัวใจเต้นผิดปกติ ความดันโลหิตสูง สับสน ชัก หรือหมดสติได้ อาการติดยา (addiction) พบในผู้ที่เสพ 

ในปริมาณมาก เป็นระยะเวลานานๆ จะมีความผิดปกติทางสมอง เกิดอาการทางจิตประสาทหลอน หูแว่ว มีอาการ

หวาดระแวงจนต้องท�ำร้ายตวัเองหรอืผูอ้ืน่ อาการเหล่านีจ้ะหายไปได้ต้องใช้เวลาหลายสปัดาห์ หรอืหลายเดอืน โดยเฉพาะ

ในผูป่้วยทีเ่สพมาอย่างเรือ้รงั การเสพ methamphetamine จะท�ำให้เกดิอาการดือ้ยาได้ ผูเ้สพจะต้องเพิม่ปรมิาณมาก

ขึ้นเรื่อยๆ เพื่อให้เกิดผลที่พึงพอใจ อาการถอนยา (withdrawal symptoms) จะเกิดขึ้นเมื่อหยุดเสพในทันทีทันใด 

โดยจะมีอาการหงุดหงิด รู้สึกไม่สบาย ฝันร้าย อยากอาหารมากขึ้น ซึม เบื่อ ขี้เกียจ ไม่ค่อยมีเรี่ยวแรง จนอาจม ี

ผลกระทบต่อหน้าที่การงานหรือไม่มีสมาธิในการเรียน อาการเหล่านี้จะมีมากน้อยเพียงใดขึ้นอยู่กับจ�ำนวนครั้งและ

ปริมาณที่เสพ  การรักษา (treatment) โดยใช้ยากลุ่มต้านอาการซึมเศร้า (antidepressant) ได้แก่ imipramine, 

desipramine, amitriptyline, trazodone หรือ fluoxetine ซึ่งยาเหล่านี้จะเข้าจับกับสาร serotonin ในสมอง 

เพ่ือลดอาการซมึเศร้า และอาการอยากยา  กลุม่ยาระงบัประสาท (sedatives) ได้แก่  flurazepam, chloral hydrate, 

chlordiazepoxide, phenobarbital หรือ diazepam ถูกใช้รักษาอาการวิตกกังวล หรืออาการนอนไม่หลับ และ 

กลุ่มรักษาอาการทางจิต (antipsychotic) ได้แก่ haloperidol, chlorpromazine ที่ช่วยปรับความสมดุลให้กับสาร 

dopamine เพือ่บรรเทาอาการทางจิต และรูสึ้กพึงพอใจโดยให้การบ�ำบดัรกัษาทัง้ทางร่างกาย และจติใจควบคู่กันไปด้วย(5)

Methamphetamine เมือ่เข้าสูร่่างกายจะอยูใ่นร่างกาย 1-4 วนั หรอือาจเป็นสปัดาห์ ขึน้กบัความถีข่องการ

เสพ เมื่อเสพโดยรับประทาน ถูกขับออกทางปัสสาวะในรูป methamphetamine ร้อยละ 30-54 และสาร 

metabolite ที่ส�ำคัญคือ  amphetamine ร้อยละ 10-23   หากเสพโดยการฉีดเข้าหลอดเลือดถูกขับออกทางปัสสาวะ

ในรูป methamphetamine ร้อยละ 45 และ amphetamine ร้อยละ 7(6) การเกิด metabolite ของ 

methamphetamine (ภาพที่ 1) 
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กระบวนการตรวจสารเสพติดในร่างกาย ต้องตรวจทั้งสารตั้งต้นและสาร metabolite ดังนั้นวิธีการตรวจ 

ที่ดีและมีประสิทธิภาพ ต้องสามารถแยกสารดังกล่าว ซึ่งมีสูตรโครงสร้างใกล้เคียงกันมากออกจากกันได้ และต้องมี 

ความไวสูงสามารถตรวจได้ในปริมาณต�่ำ  เน่ืองจากผลการตรวจจากห้องปฏิบัติการน�ำไปใช้เป็นหลักฐานส�ำคัญในทาง

อรรถคดี กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยส�ำนักยาและวัตถุเสพติด ได้ให้ความส�ำคัญในประเด็นดังกล่าว จึงได้พัฒนา

วิธีการส�ำหรับตรวจคุณภาพและหาปริมาณยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี-แมส

สเปกโทรเมทรี (GC-MS) และลิคควิดโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมทรี (LC-MS)  รวมทั้งประมาณค่าความไม่

แน่นอนของการวัด ประเมินค่าต้นทุนต่อหน่วย เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์จากตัวอย่างจริง และตัวอย่างท่ีทราบค่า 

สรุปข้อดีข้อด้อยของท้ังสองเทคนิค เพ่ือเป็นข้อมูลทางเลือกให้ผู้เก่ียวข้องได้เลือกใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจ

วิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในตัวอย่างปัสสาวะตามความเหมาะสมและความพร้อมของแต่ละหน่วยงาน

วัสดุและวิธีการ

1.	 การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS และ LC-MS

ท�ำการพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines  เพื่อให้ได้วิธีที่มีประสิทธิภาพสูง โดยปรับเปลี่ยน

สภาวะการทดสอบในหัวข้อต่างๆ เช่น   ชนิด column ชนิด SPE สภาวะการสกัดสาร ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 

ชนิดสารและสภาวะการ derivatize และสภาวะการทดสอบของเครื่องเป็นต้น 

2.	 การตรวจสอบความถูกต้องของวธิตีรวจวเิคราะห์ ยากลุม่ amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS และ  LC-MS

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะ 

ท�ำการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์ methamphetamine และ amphetamine โดยมี 

phentermine เป็น internal standard ตามแนวทางการตรวจสอบความถกูต้องของวธิสี�ำหรบัตวัอย่างชวีวตัถุ(7, 8, 9) 

ภาพที่ 1 metabolite ของ methamphetamine



Analysis of Amphetamines in Urine 	  Orapin  Tanunkat et al.

226 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

หัวข้อการตรวจสอบประกอบด้วย ความเฉพาะเจาะจง (selectivity) ความแม่นและความเที่ยง (accuracy and 

precision) carry over การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์  (linearity and range) matrix 

effect ความคงสภาพของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่าง (stability of standard solution and 

sample solution)

สารมาตรฐานและสารเคมี (Standards and Reagents)  

สารมาตรฐาน : methamphetamine HCl; DMSc reference standard; Control No. 04A54164; 

ความบริสุทธิ์ร้อยละ 100.08, amphetamine sulfate; DMSc reference standard; Control No. 01A55202; 

ความบริสุทธิ์ร้อยละ 99.78 และ phentermine HCl; DMSc reference standard; Control No. 01A53158; 

ความบริสุทธิ์ร้อยละ 99.90 

สารเคมี : AR grade ประกอบด้วย methanol,   phosphoric acid, ethyl acetate, ammonium  

hydroxide, pentafluoropropionic acid anhydride (PFPA), trifluoroacetic anhydride (TFAA) 

heptafluorobutyric acid (HFBA), ammonium formate, formic acid, certified drugs free urine,  

negative urine จาก 6 แหล่ง  	

HPLC grade ประกอบด้วย methanol, ethyl acetate, acetonitrile, purified water

Matrix blank (negative urine): ปัสสาวะจากผู้ที่มีสุขภาพดี ไม่รับประทานยาทุกชนิดเป็นเวลา 

อย่างน้อย 7 วัน และไม่เสพสารเสพติด 

เครื่องมือและอุปกรณ์ (Equipment and Supplies)

เครื่องชั่ง 6 ต�ำแหน่ง ผลิตภัณฑ์ของ Mettler-Toledo ประเทศสหรัฐอเมริกา รุ่น MT5, เครื่อง GC-MS  

ผลิตภัณฑ์ของ Bruker Daltonics Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา รุ่น scion SQ และ GC 436 เครื่อง LC-MS 

ระบบ 2 dimension (SPE online)  ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา รุ่น ultimate 3000 

และ MSO plus   เครื่องเตรียมตัวอย่างอัตโนมัติ (automate SPE) ผลิตภัณฑ์ของ Aurora Biomed Inc. 

ประเทศแคนาดา รุ่น Versa 1100 SPE, vertex mixer, evaporator, heating box, micropipette   และ 

micropipette tips ขนาด 50-200 ไมโครลิตร และ 1-5 มิลลิลิตร, positive pipette และ pipette tips 

ขนาด 10, 50, 100, 250, 1000 ไมโครลิตร, solid phase extraction (SPE)  ชนิด OASIS HLB cartridge 

3 มิลลิลิตรต่อ 60 มิลลิกรัม และ ชนิด strong cation-exchange cartridge 3 มิลลิลิตรต่อ 60 มิลลิกรัม column 

GC ชนิด HP-5 ms ขนาด 30 m × 0.25 mm ID DF=0.25, analytical column ชนิด Acclaim trinity P1 

ขนาด 3 µm 3.0 × 100 mm และ Accliam polar adventage II ขนาด 3 µm 3.0 × 100 mm, guard column 

ชนดิ Acclaim trinity P1 ขนาด 3 µm 3.0 × 10 mm, SPE Online ชนดิ Dionex Solex HRP ขนาด 2.1 × 20 mm 

และ Acclaim trinity P1 ขนาด 2.1 × 20 mm

2.1	การตรวจสอบความถูกต้องวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS

	 2.1.1	การเตรียมสารมาตรฐาน : เติมสารมาตรฐานลงใน matrix blank 1 มิลลิลิตร เติม internal 

standard (phentermine) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ�ำนวน 10 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิลิตร 

ของ 4% phosphoric acid  สกัดโดย solid phase extraction และ derivatize ด้วย PFPA  



การตรวจวเิคราะห์ ยากลุม่ Amphetamines ในปัสสาวะ	 อรพณิ  ทนนัขตั ิและคณะ

227วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

	 2.1.2	การเตรียมตวัอย่าง : ตวัอย่าง 1 มลิลลิติร เตมิ internal standard ความเข้มข้น 100 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร จ�ำนวน 10 ไมโครลิตร  และ 1 มิลลิลิตร ของ 4% H3PO4 สกัดโดย solid phase extraction และ 

derivatize ด้วย PFPA 

	 2.1.3	สภาวะของเครื่อง : Column: HP-5ms 30 M × 0.25 mm ID DF = 0.25 หรือเทียบเท่า,   

Flow rate: 1.0 ml/minute He, Injection: 1 µl, split mode 1:10, MS mode: EI scan 50-300 amu, 

Oven temperature: 90 ํC - 280 ํC 

	 2.1.4	การทดสอบความถูกต้องของวิธี (method validation)

		  2.1.4.1	 การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (selectivity)

		  วิเคราะห์ตัวอย่าง matrix blank จ�ำนวน 6 แหล่ง และ ตัวอย่าง matrix blank ที่เติมสาร

มาตรฐาน methamphetamine และ amphetamine ทีร่ะดบั lower limit of quantitation  (LLOQ: 100 นาโนกรัม 

ต่อมิลลิลิตร) โดยพิจารณาค่า response ที่ต�ำแหน่ง retention time   เดียวกันกับ methamphetamine และ 

amphetamine ต้องไม่มากกว่าร้อยละ 20 ของ response ที่ระดับ LLOQ และ ค่า response ที่ต�ำแหน่ง retention 

time เดียวกันกับ phentermine ต้องไม่มากกว่าร้อยละ 5 ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

		  2.1.4.2	Carry over

		  วิเคราะห์  matrix blank ก่อนและหลัง การฉีด upper limit of quantitation (ULOQ: 

4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร) โดยพิจารณาค่า response ที่ต�ำแหน่ง retention time  เดียวกันกับ methamphe 

tamine และ amphetamine ต้องไม่มากกว่าร้อยละ 20 ของ response ทีร่ะดบั LLOQ และ ค่า response ทีต่�ำแหน่ง 

retention time  เดียวกันกับ phentermine ต้องไม่มากกว่าร้อยละ 5  ของ response ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

		  2.1.4.3	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and range)

		  เติมสารมาตรฐาน methamphetamine และ amphetamine ใน matrix blank ที่ระดับ

ความเข้มข้น 100, 300, 500, 1,000, 1,500, 3,000 และ 4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ phentermine ที่ระดับ

ความเข้มข้น 1,000 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร  วิเคราะห์การถดถอยแบบก�ำลงัสองน้อยทีส่ดุ (least squares regression 

analysis) ของ calibration curve ที่ plot ระหว่าง peak area ratio ของ สารที่วิเคราะห์ และ internal standard 

กับความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์  ค�ำนวณค่า สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r)  สมการ linear 

regression และ back-calculated value ของแต่ละระดับความเข้มข้น โดยค่า r ต้องไม่น้อยกว่า 0.990 และ 

ค่า back-calculated value ของแต่ละระดับความเข้มข้น ต้องไม่เกินร้อยละ 15 ของค่าจริง ยกเว้นที่ระดับ LLOQ  

ไม่เกินร้อยละ 20  ของค่าจริง

		  2.1.4.4	 การทดสอบความแม่นและความเทีย่ง (Accuracy and precision) (intra-day และ 

inter-day)

		  ทดสอบความแม่น และความเที่ยงในช่วงการวิเคราะห์ที่เป็นเส้นตรง โดยเติมสารมาตรฐาน 

methamphetamine และ amphetamine ที่ระดับความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (LLOQ) 250 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (QCL) 2,500 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (QCM) 4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (QCH) และ 

phentermine ท่ีระดบัความเข้มข้น 1,000 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร ลงใน matrix blank วเิคราะห์ระดบัละ 5 ซ�ำ้  ท�ำการ

ทดสอบ 3 วัน พิจารณาค่าความแม่นโดยค�ำนวณค่า %relative deviation (%RD) ไม่เกินร้อยละ ± 15 

ในทุกระดับความเข้มข้น ยกเว้น ที่ระดับ LLOQ ไม่เกินร้อยละ ± 20 ส่วนค่าความเที่ยง แสดงด้วยค่า % coefficient 

of variation (%CV) ไม่เกินร้อยละ 15 ในทุกระดับความเข้มข้น ยกเว้น ที่ระดับ LLOQ  ไม่เกินร้อยละ 20 
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		  2.1.4.5	 การคืนกลับ (Recovery)

		  เติมสารมาตรฐาน methamphetamine และ amphetamine ที่ระดับความเข้มข้น 250 

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 2,500 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ phentermine ที่ระดับ 

ความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ลงใน matrix blank เปรียบเทียบ response ก่อนสกัด (response in 

standard) และหลังการสกัด (response in extract sample) ค่า % recovery ที่ได้ต้องมีค่ามากกว่าร้อยละ 75 

		  2.1.4.6	 ความคงสภาพของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอย่าง (Stability of standard 

solution and sample solution) 

		  วิเคราะห์ตัวอย่าง QCL และ QCH จ�ำนวน 3 ซ�้ำ ภายใต้สภาวะในการเก็บรักษาต่าง ๆ ได้แก่ 

short term stability, autosampler stability, long term stability และ dry extract stability 

		  Short term stability: เตรียมตัวอย่าง QCL และ QCH  และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

8 ชั่วโมง   สกัดตัวอย่างและวิเคราะห์ตัวอย่างตามขั้นตอน ค�ำนวณค่าความเข้มข้นของ QCL และ QCH เทียบกับ 

calibration curve โดยค่า % RD และ % CV ของความเข้มข้นที่ค�ำนวณได้  ต้องไม่เกินร้อยละ 15	 

		  Autosampler stability: เตรียมตัวอย่าง QCL และ QCH ท�ำการสกัดจนได้สารละลาย 

พร้อมฉีด ตั้งทิ้งไว้ใน autosampler เป็นเวลา 18 ชั่วโมง วิเคราะห์ตัวอย่างตามขั้นตอน ค�ำนวณค่าความเข้มข้นของ 

QCL และ QCH เทียบกับ calibration curve โดยค่า % RD และ % CV ของความเข้มข้นที่ค�ำนวณได้  ต้องไม่เกิน

ร้อยละ 15 

		  Long term stability: เตรียมตัวอย่าง ตัวอย่าง QCL และ QCH เก็บไว้ในตู้เย็น (อุณหภูมิ 

ระหว่าง 2-8 ํ C) เป็นเวลา 90 วัน สกัดตัวอย่างและวิเคราะห์ตัวอย่างตามขั้นตอน ค�ำนวณค่าความเข้มข้นของ QCL 

และ QCH เทียบกับ calibration curve โดยค่า % RD และ % CV ของความเข้มข้นที่ค�ำนวณได้ จะต้องไม่เกิน 

ร้อยละ 15

		  Dry extract stability: เตรียมตัวอย่าง QCL และ QCH ท�ำการสกัดและเก็บตัวอย่างในรูป 

dry extract ไว้ในตู้เย็น (อุณหภูมิ ระหว่าง 2-8 ํ C) เป็นระยะเวลา 1 วัน ท�ำการวิเคราะห์ตามขั้นตอน ค�ำนวณค่า 

ความเข้มข้นของ QCL และ QCH เทียบกับ calibration curve โดยค่า % RD และ % CV ของความเข้มข้นที่ 

ค�ำนวณได้ จะต้องไม่เกินร้อยละ 15 

 		  Stock solution stability: โดยการเปรียบเทียบค่า response ระหว่างสารละลายมาตรฐาน 

ที่เตรียมใหม่กับสารละลายมาตรฐานท่ีเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 12 ช่ัวโมง และสารละลายมาตรฐานที่เก็บไว้ในตู้เย็น 

(อุณหภูมิ ระหว่าง 2-8 ํC) ระยะเวลา 3 เดือน แตกต่างจากสารละลายมาตรฐานที่เตรียมใหม่ไม่เกินร้อยละ 20 

		  2.1.4.7	 Dilution integrity

		  เติมสารมาตรฐาน methamphetamine และ amphetamine ใน matrix blank ที่ระดับ

ความเข้มข้นที่ 10,000 นาโมกรัมต่อมิลลิลิตร  ท�ำการเจือจาง ตัวอย่างดังกล่าวด้วย matrix blank ที่ระดับ 1:1, 1:9 

และ 1:39  ค�ำนวณค่าความเข้มข้นเทียบกับ calibration curve ค่า % RD และ % CV ของความเข้มข้นที่ค�ำนวณ 

จะต้องไม่เกินร้อยละ 15

		  2.1.4.8	 Matrix effect

		  เตรียม matrix blank, QCL และ QCH จากแต่ละ matrix blank จ�ำนวน 6 แหล่ง และ

เตรียม spiked extracted sample ค�ำนวณหาค่า Matrix factor (MF) และค่า Absolute matrix factor จะต้อง

มีค่า % CV ไม่เกินร้อยละ 15
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2.2	การตรวจสอบความถูกต้องวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย LC-MS

	 2.2.1	การเตรียมสารมาตรฐาน : เติมสารมาตรฐานลงใน matrix blank 1 มิลลิลิตร เติม internal 

standard (phentermine) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ�ำนวน 10 ไมโครลิตร ปั่นด้วยเคร่ือง 

centrifuge ที่ความเร็วไม่ต�่ำกว่า 4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใส 200 ไมโครลิตร ใส่ใน insert vial

	 2.2.2	 การเตรยีมตวัอย่าง : ตวัอย่าง 1 มลิลลิติร เตมิ internal standard ความเข้มข้น 100 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร จ�ำนวน 10 ไมโครลิตร  ปั่นด้วยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วไม่ต�่ำกว่า 4,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 

10 นาที ดูดส่วนใส 200 ไมโครลิตร ใส่ใน insert vial 

	 2.2.3	 สภาวะของเครือ่ง LC-MS: Analytical column: Acclaim Trinity P1 3 µm 3.0 × 100 mm, 

Guard column: Acclaim Trinity P1 3 µm 3.0 × 10 mm, SPE Online: Dionex Solex HRP Cartridge 

2.1 × 20 mm, Column oven: 35 ํ C, Injection: 0.5 µl, Flow rate: 0.40 ml/min for transferring 

and 0.50 ml/min. for loading, Mobile phase for transferring: water/acetonitrile/50 mM ammonium 

formate pH 4.0, gradient, Mobile phase for loading: 0.20% HFBA in water/acetonitrile (90/10),  

MS Mode: positive ESI SIM, Probe temperature ( ํC ): 600.00, Cone: 45.00 volts ตั้งค่ามวลของสาร 

sim no. 1 ที่มวลต่อประจุ (m/z) 136.20 ± 0.3 ส�ำหรับ amphetamine และ sim no. 2 ที่ มวลต่อประจุ (m/z) 
150.20 ± 0.3 ส�ำหรบั methamphetamine และ phentermine โดยตัง้โปรแกรมส�ำหรบั transferring programme 
(ตารางที่ 1)

	 0.00	 0.40	 12	 80	 8	 inject sample
	 1.00	 0.40	 12	 80	 8	 valve switch 1_2
	 1.50	 0.40	 16	 80	 4	
	 1.80	 0.40	 16	 80	 4	
	 2.30	 0.40	 12	 80	 8	
	 3.50	 0.40	 12	 80	 8	 valve switch 6_1
	 10.00	 0.40	 12	 80	 8	 end

ตารางที่ 1 Transferring  programme ของการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines โดย LC-MS 

	time (min)	 flow rate		  transferring ratio (%)			 
					     activity
		  (ml/min)	 water	 acetonitrile	 50 mM CH5NO2 pH 4.0 

	 2.2.4	 การทดสอบความถูกต้องของวิธี (method validation)

		  2.2.4.1	 การทดสอบความเฉพาะเจาะจง (selectivity)

       	 วิเคราะห์ตัวอย่าง matrix blank จ�ำนวน 6 แหล่ง และตัวอย่าง matrix blank ท่ีเติมสาร

มาตรฐาน methamphetamine และ amphetamine ทีร่ะดบั lower limit of quantitation  (LLOQ: 300 นาโนกรัม 

ต่อมิลลิลิตร) ประเมินผลเช่นเดียวกับเทคนิค GC-MS	

		  2.2.4.2	 Carryover

		  วิเคราะห์  matrix blank ก่อนและหลัง การฉีด upper limit of quantitation (ULOQ: 

2,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร)  ประเมินผลเช่นเดียวกับเทคนิค GC-MS
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		  2.2.4.3	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์  (linearity and range)

		  เติมสารมาตรฐาน methamphetamine และ amphetamine ใน matrix blank ที่ระดับ

ความเข้มข้น   300, 700, 1,000, 1,300, 1,700 และ 2,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ phentermine ที่ระดับ 

ความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  ประเมินผลเช่นเดียวกับเทคนิค GC-MS

		  2.2.4.4	 การทดสอบความแม่นและความเทีย่ง (accuracy and precision) (intra-day และ 

inter-day)

		  ทดสอบความแม่น และความเที่ยงในช่วงการวิเคราะห์ที่เป็นเส้นตรง โดยเติมสารมาตรฐาน 

methamphetamine และ amphetamine ท่ีระดบัความเข้มข้น 300 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร (LLOQ) 800 นาโนกรมั

ต่อมลิลิลติร (QCL) 1,000 นาโนกรมัต่อมิลลลิติร (QCM) 1,500 นาโนกรมัต่อมลิลลิติร (QCH) และ phentermine  

ที่ระดับความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ลงใน matrix blank ประเมินผลเช่นเดียวกับเทคนิค GC-MS

		  2.2.4.5 ความคงสภาพ (Stability)  และ matrix effect 

 		  ด�ำเนินการ เช่นเดียวกับการวิเคราะห์ด้วย GC-MS โดยการศึกษาความคงสภาพด�ำเนินการ 

ในหัวข้อ autosampler stability ที่ 35 ชั่วโมง 

3.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด

ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนของการวัดตามแนวทางของ EURACHEM(10) แบบบนลงล่าง (top down 

approach) โดยค�ำนึงถึงแหล่งของความไม่แน่นอนทุกแหล่ง เช่น จากเครื่องมือ สารมาตรฐาน เครื่องแก้ว และ 

standard curve รวมค่าความไม่แน่นอนท้ังหมด และค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยายทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% (k=2) 

4.	 การเปรียบเทียบผลกับตัวอย่างจริง และตัวอย่างที่ทราบปริมาณ  โดย GC-MS และ  LC-MS

วิเคราะห์ตัวอย่างจริงที่ส�ำนักยาและวัตถุเสพติดได้รับจากหน่วยงานราชการและเอกชน จ�ำนวน 35 ตัวอย่าง 

และตัวอย่างทดสอบความช�ำนาญจาก United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) ที่ทราบค่า

จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง คือ 2014/2 sample BS-1 และ 2013/2 sample BS-3 ตรวจวิเคราะห์ตามวิธีและสภาวะ 

การทดสอบ วิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS เปรียบเทียบผลที่ได้จากการทดสอบ

ตัวอย่างเดียวกันโดยวิธีการและสภาวะการทดสอบตามวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย 

LC-MS

5.	 การค�ำนวณต้นทุนต่อหน่วย  

เป็นการศึกษาเชิงพรรณนาแบบย้อนหลัง (retrospective descriptive study) ในมุมมองผู้ให้บริการ 

(provider perspective) เก็บข้อมูลในปีงบประมาณ 2557 (1 ตุลาคม 2556 – 30 กันยายน 2557) ซึ่งเป็นข้อมูล

จากฐานข้อมูลอิเล็กทรอนิกส์และแบบฟอร์มเก็บข้อมูล และประมาณการเป้าหมายตัวอย่างในปี 2558 จ�ำนวน 

4,700 ตัวอย่าง ด้วยวิธีต้นทุนจุลภาค (micro-costing)(11) 

ต้นทุนที่วิเคราะห์ประกอบด้วย 3 ส่วน ได้แก่ 

1.	 ต้นทุนค่าแรง (labor cost, LC) หมายถึงผลได้ในรูปตัวเงินทั้งหมดที่บุคลากรได้รับ เช่น เงินเดือน  

สวสัดกิารค่ารกัษาพยาบาล การใช้จ่ายในการอบรม ค่าปฏบิตังิานล่วงเวลา รวมถงึเงนิเดอืนลกูจ้างทีโ่รงพยาบาลจ่ายเอง

2.	 ต้นทุนค่าวัสดุ (material cost, MC) ประกอบด้วย  ค่าวัสดุส�ำนักงาน ค่าใช้สอยทั่วไป  วัสดุการแพทย์  

ค่าสาธารณูปโภค (เช่น ค่าไฟฟ้า น�้ำประปา โทรศัพท์)
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3.	 ต้นทุนค่าลงทุน (capital cost, CC) ประกอบด้วยค่าเสื่อมราคาครุภัณฑ์ และค่าเสื่อมราคาสิ่งก่อสร้าง  

ค�ำนวณค่าเสื่อมราคาด้วยวิธีทางเศรษฐศาสตร์ (economic approach)  ใช้อัตราดอกเบี้ยร้อยละ 3 อายุการใช้งานของ

ครุภัณฑ์แต่ละชนิดมีความแตกต่างกันโดยยึดตามที่ก�ำหนดไว้ในฐานข้อมูลครุภัณฑ์ของส�ำนักยาและวัตถุเสพติด

6.	 การเปรียบเทียบวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS และ LC-MS

เปรียบเทียบข้อดีและข้อด้อยของวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS และ 

LC-MS ในแง่มุมต่างๆ เช่น ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี ช่วงของการวิเคราะห์ ความยุ่งยากในการ 

เตรียมตัวอย่างค่าความไม่แน่นอนในการวัด และต้นทุนต่อหน่วยเป็นต้น

ผล

1.	 การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS และ LC-MS

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ตรวจยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS พบว่าสภาวะที่เหมาะสม 

ในการทดสอบ คือ ใช้ SPE ชนิด OASIS ขนาด 3 มิลลิลิตรต่อ 60 มิลลิกรัม กระบวนการ wash มี 2 ขั้นตอน 

ปริมาณสารส�ำหรับ elute คือ 3 มิลลิลิตร สภาวะการ derivatize คือ PFPA จ�ำนวน 50 ไมโครลิตร diluent 

จ�ำนวน 150 ไมโครลิตร อุ่นที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที หลังจากนั้น ระเหยแห้ง และละลายกลับ

ด้วย ethyl acetate ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย LC-MS พบว่า สภาวะที่เหมาะสม 

ในการทดสอบ คือ ใช้ online SPE ชนิด Solex HRPcartridge ขนาด 2.1 × 20 มิลลิเมตร, guard column ชนิด 

acclaim trinity P1 อนุภาคขนาด 3 ไมโครเมตร 3.0 × 10 มิลลิเมตร และ analytical column ชนิด acclaim 

trinity P1 อนุภาคขนาด 3 ไมโครเมตร 3.0 × 100 มิลลิเมตร mobile phase ส�ำหรับ elute คือ water ต่อ 50 mM 

ammonium formate pH 4.0 ด้วยระบบ gradient และ mobile phase ส�ำหรับ loading คือ 0.02% HFBA 

ใน water ต่อ acetonitrile อัตราส่วน 90 ต่อ 10

2.	 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS 

และ LC-MS

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS 

ผลการตรวจสอบความเฉพาะเจาะจง พบว่า ไม่มีสารรบกวนจาก matrix blank ทั้ง 6 แหล่ง retention time (RT) 

ของ amphetamine phentermine และ methamphetamine ที่เวลา 4.54  4.67 และ 5.72 ตามล�ำดับ การแตก 

mass ครั้งที่ 1 ของ amphetamine มีค่า mass/charge (m/z) 190, 118 และ 91 phentermine มีค่า m/z  204, 

132 และ 91 methamphetamine มีค่า m/z 204, 160 และ 118 (ภาพที่ 2) ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง 

และช่วงของการวิเคราะห์ มีค่า 100-4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของ methamphetamine 

และ amphetamine มีค่า 0.9972 และ 0.9961 accuracy และ precision ภายในวันเดียวกันและต่างวันมี 

ค่าเบี่ยงเบนน้อยกว่าร้อยละ 15 ทุกความเข้มข้น recovery มากกว่าร้อยละ 75 และ autosampler stability 

นาน 18 ชั่วโมง (ตารางที่ 2)
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ภาพที่ 2 chromatogram และ m/z ของ amphetamine, phentermine และ methamphetamine ของวิธีตรวจ

วิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamine ในปัสสาวะ โดย GC-MS
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	 รายการ	 ผล	 เกณฑ์ตัดสิน

ตารางที่ 2 ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย 

GC-MS 

ความเฉพาะเจาะจง Selectivity	 ไม่มี peak รบกวน จาก matrix blank ทั้ง 6 แหล่ง	 -	ค่า response ที่ต�ำแหน่ง RT เดียวกัน
	 ที่ต�ำแหน่ง RT ของสารที่วิเคราะห์และ internal 		  กับ amphetamine และ
	 standard 		  methamphetamine  ไม่มากกว่า 20% 

ของ area ที่ระดับ LLOQ
		  -	ค่า response ที่ต�ำแหน่ง RT เดียวกัน 

กับ phentermine  ไม่มากกว่าร้อยละ 
5 ของ area ของ phentermine 
ที่ระดับความเข้มข้น 1000 นาโนกรัม 
ต่อมิลลิกรัม

Carry over	 ไม่มี peak รบกวนใน matrix blank  หลังจาก	 -	ค่า response ที่ต�ำแหน่ง RT เดียวกัน
	 การฉีด ULOQ		  กับ amphetamine และ metham-

phetamine   ไม่มากกว่า 20% ของ 
area ที่ระดับ LLOQ

		  -	ค่า response ที่ต�ำแหน่ง RT เดียวกัน
กบั phentermine  ไม่มากกว่า 5% ของ 
area ของ phentermine ทีร่ะดบัความ
เข้มข้น 1,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

ความเป็นเส้นตรงและช่วงของ	 ช่วงของการวิเคราะห์ : 100-4,000 นาโนกรัม 	 -	Correlation coefficient (r) ≥ 0.990
การวิเคราะห์  (Linearity and 	 ต่อมิลลิลิตร	 -	ค่า back-calculated value  (%RD) 
range)	 Correlation coefficient (r):		  ของแต่ละระดบัความเข้มข้น ไม่เกนิ 15% 
	 Amphetamine: 0.9961		  ของค่าจริง ยกเว้นที่ระดับ LLOQ
 	 Methamphetamine: 0.9972  		  ไม่เกิน 20% ของค่าจริง                               
	 back-calculated value (%RD): 
	 Amphetamine: -4.96 ถึง 14.51
	 Methamphetamine: - 5.76 ถึง 3.36	

ความแม่น	 Intra-day	 Inter-day	 ค่า %RD ของแต่ละระดับความเข้มข้น  
Accuracy (%RD)	 (Amp/Meth) 	 (Amp/Meth)	 ไม่มากกว่า 15% ยกเว้นที่ระดับ LLOQ 
			   ไม่มากกว่า 20%
LLOQ (100.0 ng/mL)	 13.55/8.53	 17.23/-6.82	
QCL (250.0 ng/mL)	 -1.27/4.04	 3.52/-6.16	
QCM (2,500.0 ng/mL)	 -11.18/2.39	 -0.34/-1.57	
QCH (4,000.0 ng/mL)	 10.30/8.54	 9.08/2.77	

ความเที่ยง	 Intra-day	 Inter-day	 ค่า %CV เฉลีย่ของแต่ละระดบัความเข้มข้น
Precision (%CV)	 (Amp/Meth)	 (Amp/Meth)	 ไม่เกิน 15% ยกเว้นที่ระดับ LLOQ 
			   ไม่มากกว่า 20%
LLOQ (100.0 ng/mL)	 2.48/0.87	 3.84/12.57	
QCL (250.0 ng/mL)	 9.11/3.92	 9.52/8.79	
QCM (2,500.0 ng/mL)	 2.45/1.54	 10.04/6.79	
QCH (4,000.0 ng/mL)	 5.25/6.30	 5.23/6.32	



Analysis of Amphetamines in Urine 	  Orapin  Tanunkat et al.

234 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

	 รายการ	 ผล	 เกณฑ์ตัดสิน

ตารางที ่2 ผลการตรวจสอบความถกูต้องของวิธตีรวจวเิคราะห์ยากลุม่ amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS (ต่อ)

การกลับคืน	 Amphetamine: 75.40%	 ค่า %recovery ทีไ่ด้ต้องมค่ีามากกว่า 75%
Recovery(%)	 Methamphetamine: 76.89%	
	 Phentermine: 91.88%	

Short term stability (8h)	 Amphetamine: %RD: 1.01, %CV: 2.76	 ค่า %RD และ %CV ของความเข้มข้น
	 Methamphetamine: %RD: 4.68, %CV: 1.61	 ที่ค�ำนวณ ไม่เกิน 15%

Autosampler stability (18h)	 Amphetamine: %RD: -7.36, %CV: 5.51	 ค่า %RD และ %CV ของความเข้มข้น
	 Methamphetamine: %RD: -11.2, %CV: 2.8	 ที่ค�ำนวณ  ไม่เกิน 15%

Long term stability (90d)	 Amphetamine: %RD: -6.79, %CV: 5.42	 ค่า %RD และ %CV ของความเข้มข้น
	 Methamphetamine: %RD: 10.55, %CV: 2.29	 ที่ค�ำนวณ  ไม่เกิน 15%

Dry extract stability (24h)	 Amphetamine: %RD: -8.19, %CV: 4.49	 ค่า %RD และ %CV ของความเข้มข้น
	 Methamphetamine: %RD: -10.41, %CV: 4.90	 ที่ค�ำนวณ  ไม่เกิน 15%

Stock solution stability (90d)	 Amphetamine: -14.69% 	 เปรียบเทียบค่า response ระหว่าง RQC
	 Methamphetamine:  -3.38%	 ทีเ่ตรยีมใหม่และทีร่ะยะเวลาต่างๆ  มคีวาม

แตกต่างกันไม่เกิน 20%

Dilution integrity 	 amphetamine: %RD: 6.50, %CV: 5.22 	 ค่า %RD และ %CV ของความเข้มข้น
	 methamphetamine: %RD: -0.73, %CV 2.66 	 ที่ค�ำนวณ  ไม่เกิน 15%

Matrix effect 	 Amphetamine: 13.56%	 ค่า %CV ของ absolute matrix
	 Methamphetamine: 12.51%	 factor จาก 6 แหล่งของ blank matrix
		  มีค่าไม่เกิน 15%

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย LC-MS 

ผลการตรวจสอบความเฉพาะเจาะจง พบว่า ไม่มีสารรบกวนจาก matrix blank ทั้ง 6 แหล่ง ตรวจวัด amphetamine 

ที่ RT 4.46 นาที m/z 136.04-136.35 methamphetamine ที่ RT 6.46 นาที m/z 150.04-150.35 และ 

phentermine ที่ RT 5.73 นาที m/z 150.04-150.35 (ภาพที่ 3) ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของ 

การวิเคราะห์ มีค่า 300-2,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ ของ methamphetamine และ 

amphetamine มีค่า 0.9928 และ 0.9971  accuracy และ precision ภายในวันเดียวกันและต่างวันมีค่าเบี่ยงเบน 

น้อยกว่าร้อยละ 15 ทุกความเข้มข้น และ autosampler stability  นาน 35 ชั่วโมง (ตารางที่ 3) 
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ภาพที่ 3 chromatogram และ m/z ของ amphetamine, methamphetamine และ phentermine และ 

ของวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamine ในปัสสาวะ โดย LC-MS

ตารางที่ 3  ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย LC-MS

ความเฉพาะเจาะจง Selectivity	 ไม่มี peak รบกวน จาก matrix blank ทั้ง 6 แหล่ง 	 -	 ค่า response ที่ต�ำแหน่ง RT	
	 ที่ต�ำแหน่ง RT ของสารที่วิเคราะห์และ internal		  เดียวกันกับ amphetamine และ	
	 standard		  methamphetamine ไม่มากกว่า 20% 
			   ของ area ที่ระดับ LLOQ
		  -	 ค่า response ทีต่�ำแหน่ง RT เดยีวกนั 
			   กับ phentermine  ไม่มากกว่า
			   ร้อยละ 5 ของ area ของ phentermine 
			   ที่ระดับความเข้มข้น 1000 นาโนกรัม	
			   ต่อมิลลิกรัม

Carry over	 ไม่มี peak รบกวนใน matrix blank หลังจาก	 -	 ค่า response ทีต่�ำแหน่ง RT เดยีวกนั
	 การฉีด ULOQ		  กับ amphetamine และ metham- 
			   phetamine ไม่มากกว่า 20% ของ 	
			   area ที่ระดับ LLOQ
		  -	 ค่า response ทีต่�ำแหน่ง RT เดยีวกนั 
			   กับ phentermine ไม่มากกว่า 5% 	
			   ของ area ของ phentermine ทีร่ะดบั 
			   ความเข้มข้น 1,000  นาโนกรัม
			   ต่อมิลลิลิตร

ความเป็นเส้นตรงและช่วงของ	 ข่วงของการวิเคราะห์: 300-2,000 นาโนกรัม	 -	 Correlation coefficient (r) ≥ 0.990
การวิเคราะห์  (Linearity	 ต่อมิลลิลิตร 	 -	 ค่า back-calculated value  (%RD) 
and range)	 Correlation coefficient (r):   		  ของแต่ละระดับความเข้มข้น ไม่เกิน 	
	 Amphetamine: 0.9971		  15% ของค่าจรงิ ยกเว้นทีร่ะดบั LLOQ
 	 Methamphetamine: 0.9928 		  ไม่เกิน 20% ของค่าจริง
	 back-calculated value  (%RD):        		
	 Amphetamine: -3.92 ถึง 1.49
	 Methamphetamine: -10.35 ถึง 3.81	

ความแม่น Accuracy (%RD)	 Intra-day 	 Inter-day	 ค่า %RD ของแต่ละระดับความเข้มข้น  
	 (Amp/Meth)	 (Amp/Meth)	 ไม่มากกว่า 15% ยกเว้นที่ระดับ LLOQ 	
			   ไม่มากกว่า 20%

LLOQ (300.0 ng/mL)	 -12.90/-14.44	 16.11/-9.26	  
QCL (800.0 ng/mL)	 2.26/3.59	 3.75/4.93	

	 รายการ	 ผล	 เกณฑ์ตัดสิน
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ตารางที ่3  ผลการการตรวจสอบความถกูต้องของวธิตีรวจวเิคราะห์ยากลุม่ amphetamines ในปัสสาวะโดย LC-MS (ต่อ)

	 รายการ	 ผล	 เกณฑ์ตัดสิน

QCM (1,000.0 ng/mL)	 9.01/7.43	 -2.22/6.17	
QCH (1,500.0 ng/mL)	 6.28/4.42	 2.26/3.59	

ความเที่ยง	 Intra-day	 Inter-day	 ค่า %CV เฉลี่ยของแต่ละระดับความ
Precision (%CV)	 (Amp/Meth)	 (Amp/Meth)	 เข้มข้น ไม่เกนิ 15% ยกเว้นทีร่ะดบั LLOQ	

LLOQ (300.0 ng/mL)	 2.26/3.59	 10.42/6.37	
ไม่มากกว่า 20%

QCL (800.0 ng/mL)	 4.53/3.86	 3.60/2.36	
QCM (1,000.0 ng/mL)	 4.29/3.13	 10.43/3.12	
QCH (1,500.0 ng/mL)	 2.02/2.53	 2.36/2.39	

Autosampler stability (35h)	 Amphetamine: %RD: 4.14, %CV: 0.97	 ค่า %RD และ %CV ของความเข้มข้น
	 Methamphetamine: %RD: 4.44, %CV: 1.84	 ที่ค�ำนวณ ไม่เกิน 15%

Matrix effect 	 Amphetamine: 1.89%	 ค่า %CV ของ absolute matrix factor
	 Methamphetamine: 2.48%	 จาก 6 แหล่งของ blank matrix  มีค่า	
		  ไม่เกิน 15%

3.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด

การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด โดยค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนที่เกิดจากแต่ละแหล่ง ค�ำนวณ 

ความไม่แน่นอนรวม (combined standard uncertainty) และค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยาย (expanded  

uncertainty) ท่ีระดับความเชื่อม่ัน ร้อยละ 95 (k=2) ค่าความไม่แน่นอนขยายในการวิเคราะห์โดย GC-MS 

ของการวิเคราะห์ methamphetamine มีค่า 2.00 ± 0.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร amphetamine มีค่า 

2.00 ± 0.35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าความไม่แน่นอนขยายในการวิเคราะห์โดย LC-MS ของการวิเคราะห ์ 

methamphetamine มีค่า 2.00 ± 0.27 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร amphetamine มีค่า 2.00 ± 0.24 ไมโครกรัมต่อ

มลิลลิติร เมือ่ค�ำนวณสัดส่วนขององค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนของการวเิคราะห์ methamphetamine ในปัสสาวะ

โดย GC-MS (ภาพท่ี 4)  และสดัส่วนขององค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนของการวเิคราะห์ methamphetamine 

ในปัสสาวะโดย LC-MS (ภาพที่ 5) 

ภาพที่ 4   สัดส่วนขององค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์ methamphetamine ในปัสสาวะ

โดย GC-MS
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ภาพที่ 5  สัดส่วนขององค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์ methamphetamine ในปัสสาวะ

โดย LC-MS

4.	 การเปรียบเทียบผลกับตัวอย่างจริง และตัวอย่างที่ทราบปริมาณ  โดย GC-MS และ  LC-MS

การตรวจตัวอย่างจริงที่ส�ำนักยาและวัตถุเสพติดได้รับ จ�ำนวน 35 ตัวอย่าง (ภาพที่ 6 และ 7) ผลการตรวจ

ตัวอย่างที่ทราบค่าจาก UNODC ซึ่งเป็นค่าก�ำหนดจากผู้ด�ำเนินการแผนทดสอบความช�ำนาญ (assigned value) 

จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4)

ภาพที่ 6  ผลการตรวจวิเคราะห์ amphetamine ในตัวอย่างปัสสาวะโดย GC-MS และ LC-MS
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ภาพที่ 7  ผลการตรวจวิเคราะห์ methamphetamine ในตัวอย่างปัสสาวะโดย GC-MS และ LC-MS

ตารางที่ 4  ผลการตรวจตัวอย่างที่ทราบปริมาณ โดย GC-MS และ LC-MS

	 1	 -	 2.00	 -	 1.75	 -	 1.73

	 2	 1.04	 3.85	 1.11	 3.41	 1.15	 3.45

	 ตัวอย่าง	 GC-MS (ug/ml)	 LC-MS (ug/ml)	 ค่าจาก UNODC (ug/ml)

	 A	 M	 A	 M	 A	 M

5.	 การค�ำนวณต้นทุนต่อหน่วย  

การค�ำนวณต้นทุนต่อหน่วยโดยใช้ข้อมลูพืน้ฐานในปีงบประมาณ 2557 และประมาณ ตวัอย่าง 4,700 ตวัอย่าง

ตามเป้าหมายในปี 2558 โดยค�ำนวณต้นทุนจาก 3 ส่วนคือ ค่าแรง ค่าวัสดุ  และค่าลงทุน ทั้งทางตรงและทางออ้ม  ด้วย

วธิกีารทางเศรษฐศาสตร์ (economic approach)(12) ประมาณอายกุารใช้งานของครภุณัฑ์ก�ำหนด 10 ปี ผลการค�ำนวณ

ต้นทุนต่อหน่วยของการวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS มีค่า 3,980 บาท การวิเคราะห์

ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย LC-MS มีค่า  1,889 บาท  แต่หากคิดเฉพาะต้นทุนค่าวัสดุ ต้นทุนต่อหน่วย

ของการวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS และการวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines 

ในปัสสาวะโดย LC-MS มีค่า  628 บาท และ 438 บาท ตามล�ำดับ (ภาพที่ 8)
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ภาพที่ 8 ต้นทุนต่อหน่วยของการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะโดย GC-MS และ LC-MS

6.	 การเปรียบเทียบวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines โดย GC-MS และ LC-MS

การเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines โดย GC-MS และ LC-MS พบว่า 

ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีทั้งสองเทคนิคผ่านเกณฑ์ก�ำหนดทุกหัวข้อ ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างโดยเทคนิค 

GC-MS มีความยุ่งยากกว่าเทคนิค LC-MS   ต้นทุนต่อหน่วยของเทคนิค LC-MS น้อยกว่า เทคนิค GC-MS 

รายละเอียด (ตารางที่ 5) 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธี	 ผ่านเกณฑ์ก�ำหนดทุกหัวข้อ	 ผ่านเกณฑ์ก�ำหนดทุกหัวข้อ

ช่วงของการวิเคราะห์		  100-4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร	 300-2,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง	 ยุ่งยาก มีหลายขั้นตอน	 ไม่ยุ่งยาก

ความเฉพาะเจาะจง		  สูง	 สูง

ผลการตรวจปริมาณตัวอย่าง 	 น้อยกว่า ร้อยละ 13	 น้อยกว่า ร้อยละ 3
ที่ทราบค่า (%difference)	

ของเสียที่เกิดจากขั้นตอน	 มีปริมาณน้อย	 มีปริมาณน้อย
การวิเคราะห์

ค่าความไม่แน่นอน		  Amphetamine: 2.00 ± 0.35 ug/ml	 Amphetamine: 2.00 ± 0.27 ug/ml
ของการวัด		  Methamphetamine: 2.00 ± 0.39 ug/ml	 Methamphetamine: 2.00 ± 0.24 ug/ml

ต้นทุนต่อหน่วย		  LC+MC+CC = 3,980 บาท	 LC+MC+CC = 1,889 บาท
		  LC+MC = 1,067 บาท	 LC+MC = 816 บาท
		  MC = 628 บาท		 MC =  438 บาท

ตารางที่ 5 เปรียบเทียบวิธีตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines โดย GC-MS และ LC-MS

	 รายการ	 GC-MS	 LC-MS
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วิจารณ์

ในการพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์สารกลุ่ม amphetamines โดย GC-MS การเลือก SPE ที่เหมาะสมโดย 

เปรียบเทียบ  SPE ชนิด  strong cation-exchange cartridge ซึ่งมีความจ�ำเพาะต่อสารกลุ่ม amines กับ OASIS 

cartridge  ผลการทดสอบ ให้ค่า %recovery และ sensitivity ใกล้เคียงกัน ดังนั้นจึงเลือกใช้ OASIS cartridge  

เนื่องจากการใช้งานง่ายและสะดวก และราคาต่อหน่วยที่ถูกกว่า ส�ำหรับการปรับปรุงกระบวนการ wash และ elute 

เพื่อให้ได้ recovery และ repeatability ที่ดีขึ้น โดยในขั้นตอนการ wash ไม่ใช้ methanol เนื่องจากสารกลุ่ม 

amphetamines ละลายได้ดใีน methanol  ส่วนขัน้ตอนการ elute  ด้วย methanol  การเพิม่ปรมิาณ จาก 2 มลิลลิติร 

เป็น 3 มิลลิลิตร ส่งผลให้ค่า recovery และ repeatability ดีขึ้นในการเลือกสาร derivatize ที่เหมาะสม ได้เลือกใช้

สารกลุ่ม perfluoroacylated acylation ซึ่งท�ำปฏิกิริยาได้ดีกับสารในกลุ่ม amphetamines จ�ำนวน 2 ชนิดคือ 

TFAA และ PFPA โดยพิจารณาค่า repeatability และ sensitivity พบว่า PFPA ให้ค่า repeatability และ  

sensitivity ดีกว่า TFAA ด้วยเหตุผลที่ PFPA มีโครงสร้างที่โตกว่า และมีความจ�ำเพาะเจาะจงสูงกว่า ส�ำหรับ 

ขั้นตอนการ derivatize ปริมาณ PEPA ที่ใช้มีความเหมาะสมในการท�ำปฏิกิริยา การเพิ่มปริมาณ diluent เป็น 150 

ไมโครลิตร ช่วยให้การละลายของสารท่ีสนใจได้ทั่วถึง ส่งผลให้ค่า repeatability และ sensitivity ดีขึ้นและ 

การเพิม่ขัน้ตอนการท�ำให้แห้งหลังจาก derivatize ก่อนการละลายกลบัด้วย 100 ไมโครลติร ท�ำให้ค่า repeatability 

ดีขึ้น

การพฒันาวิธกีารตรวจสารกลุ่ม amphetamines โดย LC-MS ขัน้ตอนส�ำคัญคือการเลอืกใช้ online SPE, 

guard column, analytical column สภาวะการ elute และ loading ที่เหมาะสม ในการทดสอบได้ปรับเปลี่ยน 

ชนิดของ SPE, guard column และ analytical column จาก packing material ชนิด C-18 เป็น SPE ชนิด 

hydrophobic reverse phase, guard column และ analytical column ชนิด anion exchange ซึ่งให้ค่า 

repeatability ที่ดี ส�ำหรับการเลือกชนิดและอัตราส่วนของสารที่ใช้ในการ elute และ loading มีความส�ำคัญเป็น 

อย่างมาก  ต้องใช้ความละเอียดรอบคอบในการด�ำเนินการ จึงจะได้สภาวะที่เหมาะสมที่สุด

เทคนคิท่ีใช้ในการวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้ เป็นเทคนคิทีม่คีวามเฉพาะเจาะจงสงูทัง้สองเทคนคิ ดงันัน้วธิดีงักล่าว

สามารถตรวจได้ท้ังคุณภาพวิเคราะห์และปริมาณวิเคราะห์ คุณภาพวิเคราะห์ ส�ำหรับเทคนิค LC-MS   โดยการ 

เปรียบเทียบค่า RT ของสารมาตรฐานและตัวอย่าง โดยค่า RT ต้องแตกต่างไม่เกินร้อยละ 2(13)  และค่า m/z ซึ่งเป็น

ค่าเฉพาะของสารแต่ละชนิด ส่วนเทคนิค GC-MS นอกจากจะเปรียบเทียบค่า RT  ของสารมาตรฐานและตัวอย่างแล้ว  

สารจะแตกตัวครั้งท่ี 1 ให้ค่า m/z และ m/z ratio ซึ่งเป็นค่าเฉพาะของสารแต่ละชนิด ช่วงของการทดสอบ 

โดย GC-MS คือ 300-4,000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งกว้างกว่าช่วงการทดสอบของ LC-MS แต่อย่างไรก็ตาม

ส�ำหรับตัวอย่างที่มีค่ามากกว่าช่วงการทดสอบ สามารถตรวจวิเคราะห์ได้โดยการ dilute ด้วย certified drugs free 

urine ในอัตราส่วน 1:1 1:9 และ 1:39 การทดสอบความคงสภาพในบางหัวข้อไม่จ�ำเป็นต้องทดสอบทั้งสองเทคนิค 

เนื่องจากความคงสภาพของสารที่ไม่มีความเชื่อมโยงกับวิธีการทดสอบจะมีค่าเช่นเดียวกัน เช่น long term 

stability และ stock standard stability ส่วนระยะเวลาของการทดสอบ autosampler stability ค�ำนึงถึง 

ระยะเวลาในการตรวจวิเคราะห์ของงานประจ�ำ การเตรียมตัวอย่างในการวิเคราะห์โดย LC-MS มีขั้นตอนที่ไม่ยุ่งยาก

คือ น�ำตัวอย่างปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูง และน�ำเข้าเครื่อง LC-MS ที่มีระบบการสกัดสารแบบ online ในแต่ละครั้งของ

การตรวจวเิคราะห์จงึสามารถวิเคราะห์ตวัอย่างในปรมิาณมาก การทดสอบความคงสภาพในหวัข้อนีจ้งึทดสอบเป็นเวลา 

35 ชั่วโมง แตกต่างจากการวิเคราะห์โดย GC-MS ที่มีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างที่ค่อนข้างยุ่งยาก คือต้องสกัด 

SPE ระเหยแห้งและ derivatize ในแต่ละคร้ังในการวิเคราะห์จึงไม่สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างในปริมาณที่มากได้ 
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ถึงแม้ส�ำนักยาและวัตถุเสพติดจะใช้เครื่อง automate SPE ในการเตรียมตัวอย่าง แต่การการเตรียมตัวอย่างยังคง 

ต้องใช้เวลา จึงท�ำการศึกษา ความคงสภาพในหัวข้อนี้ เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์โดย LC-MS 

ซึ่งสกัดตัวอย่างแบบ online อาจมีข้อสงสัยในเรื่องการปนเปื้อนของตัวอย่าง การทดสอบหัวข้อ carry over สามารถ

ตอบค�ำถามในประเด็นนี้ได้ 

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัดการตรวจวิเคราะห์โดย LC-MS มีค่าน้อยกว่า GC-MS 

ในการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัดค�ำนึงถึงแหล่งข้อมูลของความไม่แน่นอนในแต่ละวิธี ในการวิเคราะห์ 

โดย GC-MS แหล่งความไม่แน่นอนมากที่สุดคือ จากค่า calibration curve มีอัตราส่วนถึง 55.48 รองลงมาคือ 

จากค่า precision ซึ่งเป็นค่าที่ได้จากเปอร์เซ็นต์ของการเบี่ยงเบนที่มีค่ามากที่สุด ของการวิเคราะห์ภายในวันเดียวกัน 

มีค่า 42.21 ค่าความไม่แน่นอนที่น้อยที่สุดคือ purity of standard มีค่า 0.07 แตกต่างจากการวิเคราะห์โดย 

LC-MS อัตราส่วนความไม่แน่นอนจาก precision มีค่ามากที่สุดคือ 58.43 รองลงมาคือจาก calibration curve 

33.72 ค่าความไม่แน่นอนของ preparation of sampler  มค่ีาน้อยทีส่ดุคอื 0.02 เนือ่งจากขัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่าง

ที่ไม่ซับซ้อน การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัดประมาณที่ระดับความเช่ือมั่น 95% เนื่องจากปริมาณที ่

ตรวจพบมผีลกระทบค่าความไม่แน่นอนของการวดั  ดงันัน้เพือ่ให้สามารถเปรยีบเทยีบค่าความไม่แน่นอนของการวดัได้ 

จึงประมาณค่าที่ ตรวจพบที่ 2.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าค่าความไม่แน่นอนจากเทคนิค GC-MS มีค่าสูงกว่า 

LC-MS เล็กน้อย ค่าความไม่แน่นอนของการวัด methamphetamine โดย GC-MS มีค่าร้อยละ 19.5 ของค่าที่

ตรวจวัด และ LC-MS มีค่าร้อยละ 13.5 ของค่าที่ตรวจวัด ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับเกณฑ์ยอมรับในหัวข้อทดสอบ 

precision เนื่องจากในการตรวจวิเคราะห์สามารถตรวจวิเคราะห์ทั้ง amphetamine และ methamphetamine 

ด้วยข้ันตอนเดียวกัน ดังนั้นปัจจัยท่ีมีผลกระทบต่อความไม่แน่นอนของการวัดของ amphetamine จึงเป็นไป 

ในแนวทางเดียวกับ methamphetamine

การค�ำนวณต้นทุนต่อหน่วยในการศึกษาครั้งนี้วัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบต้นทุนต่อหน่วยของการตรวจ

วิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines โดย GC-MS และ LC-MS ดังนั้นจึงอาจไม่สะท้อนต้นทุนที่แท้จริงท้ังหมด 

ของส�ำนักยาและวัตถุเสพติด แต่อย่างไรก็ตามในการค�ำนวณครั้งนี้ได้คิดทั้งค่าต้นทุนทางตรงและทางอ้อม ค�ำนวณอายุ

การใช้งานของครุภัณฑ์เป็นเวลา 10 ปี และอายุการใช้งานของสิ่งก่อสร้างเป็นเวลา 25 ปี  เมื่อค�ำนวณต้นทุนต่อหน่วย

ทั้ง 3 แหล่ง คือ ค่าแรง ค่าวัสดุวิทยาศาสตร์ และค่าลงทุน  การตรวจวิเคราะห์โดย LC-MS  มีค่าร้อยละ 48 ของการ

ตรวจวิเคราะห์โดย GC-MS  เมื่อค�ำนวณต้นทุนจาก 2 แหล่ง คือ ค่าแรงและค่าลงทุน การตรวจวิเคราะห์โดย LC-MS  

มีค่าร้อยละ 77 ของการตรวจวิเคราะห์โดย GC-MS และมีการตรวจวิเคราะห์โดย LC-MS มีค่าร้อยละ 70 ของ 

การตรวจวเิคราะห์โดย GC-MS เม่ือค�ำนวณเฉพาะค่าวสัดอุย่างเดยีว  จะเหน็ว่าค่าต้นทนุต่อหน่วยของการตรวจวเิคราะห์

โดย GC-MS มีค่าสูงกว่า LC-MS เนื่องจากในการตรวจวิเคราะห์โดย GC-MS มีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างหลาย

ขั้นตอน และต้องใช้  SPE ซึ่งมีราคาค่อนข้างสูงในการ clean up ตัวอย่าง ในการเปรียบเทียบต้นทุนต่อหน่วยของ 

การตรวจวิเคราะห์จึงอาจพิจารณาเฉพาะค่าวัสดุ เนื่องจากค่าใช้จ่ายอื่นๆ ค�ำนวณในพื้นฐานต้นทุนเดียวกัน

เมื่อเปรียบเทียบการตรวจวิเคราะห์โดย GC-MS และ LC-MS  ทั้งสองวิธีสามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์

ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ผลการตรวจวิเคราะห์ ตัวอย่างจริงจากผู้ต้องสงสัย 

ที่ส่งตรวจที่ส�ำนักยาและวัตถุเสพติด ทั้งสองวิธีมีค่าใกล้เคียงกัน การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่ทราบค่าซึ่งเป็นตัวอย่างที่

เหลือจากการเข้าร่วมทดสอบความช�ำนาญจาก UNODC ทั้งสองวิธีให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่มีค่าใกล้เคียงกับค่าจริง 

ค่าความแตกต่างของผลการตรวจวิเคราะห์โดย GC-MS มีค่าน้อยกว่า ร้อยละ 13 และความแตกต่างของผลการตรวจ

วิเคราะห์โดย LC-MS มีค่าน้อยกว่า ร้อยละ 3 ซึ่งน้อยกว่าค่าเกณฑ์ก�ำหนดของการทดสอบในหัวข้อ  precision  
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สรุป

วิธีการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะ โดย GC-MS และ LC-MS ที่พัฒนาขึ้น 

สามารถตรวจคณุภาพวิเคราะห์และปรมิาณวิเคราะห์ ได้อย่างมปีระสทิธภิาพ และสอดคล้องกบัข้อก�ำหนดของกฎหมาย 

จึงเป็นทางเลือกให้หน่วยงานท่ีเกี่ยวข้องน�ำไปใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines 

ในปัสสาวะ  ตามความเหมาะสมและความพร้อมของแต่ละหน่วยงาน

กิตติกรรมประกาศ

คณะผู ้วิจัยขอขอบคุณผู ้อ�ำนวยการส�ำนักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่กรุณา 

ให้การสนับสนุนทรัพยากรและให้ค�ำแนะน�ำ  ในการศึกษาวิจัย และขอบคุณเจ้าหน้าที่ฝ่ายปฏิบัติการวัตถุเสพติด 1 

ส�ำนักยาและวัตถุเสพติด  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ที่ช่วยจัดเตรียมอุปกรณ์และตัวอย่าง
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New Approach for Analysis of 

Amphetamines in Urine

Orapin  Tanunkat  Sumate  Thiangthum  and  Rungtip  Jeotee   

Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000 

Thailand.

Abstract  Analytical results of amphetamines in urine are significant evidence of the legal 
proceedings.  The methods used in the analysis must be highly effective.  Bureau of Drug and Narcotic 
developed two fast, accurate and precise  gas chromatography–mass spectrophotometry (GC-MS) and 
liquid chromatography - mass spectrophotometry (LC-MS) methods for qualitative and quantitative  
determination of amphetamines in urine. Amphetamines were extracted from urine by solid phase 
extraction method. The proposed method proved to be specific and selective without interference 
from urine matrixes. For GC-MS method, the linearity and range were 100-4,000   nanograms per 
milliliter for amphetamine and methamphetamine  with correlation coefficients   greater than 0.99. Mean 
percentage recoveries for amphetamine and methamphetamine were 75.40 and 76.89, respectively. 
Inter-day accuracy for all drugs range from 0.34 to 17.23 % RD. Inter-day precision for all drugs range 
from  3.84 to 12.57 % CV. The uncertainties at a confidence level of 95 were  2.00 ± 0.39 micrograms per 
milliliter and 2.00 ± 0.35 micrograms per milliliter, respectively. For LC-MS techniques, the linearity 
and range were 300-2,000 nanograms per milliliter for amphetamine and methamphetamine with 
correlation coefficients greater than 0.99. Inter-day accuracy for all drugs range from 2.22 to 16.11 % RD. 
Inter-day precision for all drugs range from  2.36 to 10.43 % CV. The uncertainties at a confidence level 
of 95 were  2.00 ± 0.27 micrograms per milliliter and  2.00 ± 0.24 micrograms per milliliter, respectively. 
The unit cost of material cost for the analysis by GC-MS and LC-MS are 628 baht and 438 baht, 
respectively. Therefore, the developed methods are applicable for analysis of amphetamines in urine with 
in the assigned level of narcotic acts.

Key words:  Method Validation, Amphetamines, Methamphetamine, GC-MS, LC-MS
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บทคัดย่อ  จากการเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถั่วพร้อมบริโภคจากร้านค้าปลีก ร้านค้าส่ง ห้างสรรพสินค้า ซูเปอร์มาร์เก็ต ตลาดสด
และตลาดนัดในเขตกรุงเทพมหานคร จ�ำนวน 266 ตัวอย่าง ได้แก่ ผลิตภัณฑ์ถั่วลิสง พิสทาชิโอ อัลมอนด์ แมคคาเดเมีย ลันเตา 
ปากอ้า เกาลัด ถั่วเขียวผ่าซีก และเม็ดมะม่วงหิมพานต์ มาท�ำการวิเคราะห์หาปริมาณเชื้อรา สารอะฟลาทอกซิน และ 
ค่า water activity (aw) พบการปนเปื้อนเชื้อราหลายชนิดในตัวอย่าง 67 ตัวอย่าง (25.19%) ในปริมาณ ตั้งแต่ 10-520 
CFU/g พบสารอะฟลาทอกซินใน 12 ตัวอย่าง (4.51%) ในปริมาณ 1.02- 204.90 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยจ�ำนวนนี้มี 
7 ตัวอย่าง ที่มีสารอะฟลาทอกซินเกินมาตรฐานตามประกาศของกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที ่98 พ.ศ. 2529 ที่ก�ำหนดให้ไมเ่กิน 
20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม หรือคิดเป็น 58.33% ของจ�ำนวนที่ตรวจพบสารอะฟลาทอกซิน ส่วนค่า aw ของตัวอย่างทั้งหมดมีค่า 
ในช่วงพิสัยตั้งแต่ 0.09-1.00 ค่าสหสัมพันธ์ระหว่าง aw กับปริมาณเชื้อราและสารอะฟลาทอกซิน เท่ากับ 0.41 และ 0.34 
ตามล�ำดับ ในขณะที่ค่าสหสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเช้ือรากับสารอะฟลาทอกซินเท่ากับ 0.18 ผลการศึกษาน้ีพบการปนเปื้อน 
ของเชื้อราและสารอะฟลาทอกซิน ในผลิตภัณฑ์จากถั่วลิสงซึ่งได้แก่ ถั่วลิสงอบกรอบ ขนมตุ้บตั้บ และถั่วลิสงป่น เท่านั้น 
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บทน�ำ

ถั่วเป็นธัญพืชท่ีมีคุณค่าทางอาหารสูง และเป็นแหล่งโปรตีนที่ส�ำคัญรองจากเนื้อสัตว์ อีกทั้งหาง่ายราคา 

ไม่แพงจึงนิยมบริโภคแพร่หลาย นอกจากหาบริโภคได้ง่าย แล้วยังเป็นส่วนประกอบอาหารคาวหวานต่างๆ และเป็น

ผลิตภัณฑ์ส�ำเร็จรูป ท่ีนิยมซ้ือตามท้องตลาดมาเป็นของขบเค้ียว ซึ่งผู้บริโภคอาจไม่ทันได้สังเกตอันตรายที่แฝงอยู ่

ได้แก่ เชื้อราและสารอะฟลาทอกซินซึ่งเป็นสารพิษที่เกิดจากเชื้อรา(1)

ปัจจัยส�ำคญัท่ีมีผลต่อการเจรญิของเชือ้รารวมถงึการสร้างสารพษิอะฟลาทอกซนิ ได้แก่ อณุหภมูแิละความชืน้ 

โดยช่วงภาวะเหมาะสมคือ 27-43 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพัทธ์ 70-90% ซึ่งเป็นสภาวะสิ่งแวดล้อมของ

ประเทศไทย(2, 3, 4, 5)

เบื้องต้นสามารถป้องกันพืชผลทางการเกษตรได้โดยการลดความช้ืนของผลิตผลหลังการเก็บเกี่ยวด้วย 

การท�ำแห้งอย่างรวดเร็วเพื่อลด water activity (aw) ให้ต�่ำกว่าที่เชื้อราจะเจริญ และสร้างสารพิษ เนื่องจาก aw เป็น

ปัจจัยที่ชี้ระดับปริมาณน�้ำอิสระในอาหารที่จุลินทรีย์สามารถน�ำไปใช้ในการเจริญเติบโตและเกิดปฏิกิริยาต่างๆ(6)  

นอกจากนี้ยังเป็นดัชนีของความปลอดภัยในการแบ่งประเภทของอาหาร และเป็นทางเลือกหนึ่งในการท�ำนายการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย์ โดยเฉพาะจุลินทรีย์ที่สร้างสารพิษที่อาจก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้บริโภค หลายประเทศโดยเฉพาะ

สหรัฐอเมริกาหน่วยงาน USFDA ได้ออกกฎหมายใช้ค่า aw เป็นดัชนีของความปลอดภัยในการแบ่งประเภทอาหาร 

โดย aw มมีาตราส่วนอยูใ่นช่วง 0 (แห้งสนทิ) ถงึ 1 (น�ำ้บรสิทุธิ)์ ส�ำหรบัอาหารทีแ่ห้งมาก ส่วนใหญ่มรีะดบั aw ประมาณ 

0.2 ขณะที่อาหารสดและชื้นประมาณ 0.99 ส�ำหรับจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีค่า aw ต�่ำสุดส�ำหรับการเจริญ 

ที่แตกต่างกันกล่าวคือ แบคทีเรียต้องการ aw ในการเจริญที่สูงกว่าราและยีสต์ หรือแม้แต่ในกลุ่มแบคทีเรียด้วยกัน 

ยังต้องการ aw ในการเจริญที่แตกต่างกัน ส�ำหรับราสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีค่า aw ต�่ำได้ดีกว่าแบคทีเรีย 

จงึอาจเป็นปัญหาในอาหารแห้ง โดยเชือ้ราจะเจรญิเตบิโตได้ดทีี ่aw เท่ากบั 0.80 แต่เชือ้ราบางชนดิสามารถเจรญิเตบิโต

ได้ที ่aw เท่ากบั 0.61
(7) ดงัน้ัน  ค่า aw ของอาหารเป็นทางเลอืกหนึง่ในการท�ำนายการเจรญิเตบิโตของจลุนิทรย์ีได้ 

สารอะฟลาทอกซิน (Aflatoxin) พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1960 มีความส�ำคัญเกี่ยวข้องกับสุขภาพของมนุษย์

โดยตรง เนื่องจากมีพิษรุนแรงถูกจัดเป็นสารก่อมะเร็งโดย International Association Research Cancer 

(IARC)(8) พบทั่วไปในผลิตผลเกษตร ได้แก่ ถั่วลิสง ข้าวโพด กระเทียม หัวหอม ข้าวสาลี เป็นต้น อะฟลาทอกซิน 

ที่พบตามธรรมชาติมี 4 ชนิด คือ B1, B2, G1 และ G2 โดย B1 มีความเป็นพิษสูงที่สุด โดยเกิดจากเชื้อรา 

กลุ่ม Aspergillus ssp. ได้แก่ A. flavus, A. parasiticus และ A. nomius(9) แต่มักผลิตจาก A. flavus 

เป็นส่วนใหญ่(10, 11)

นอกจากน้ีสารอะฟลาทอกซิน ยงัเป็นสารพษิทีท่นความร้อนได้ถงึ 268 องศาเซลเซยีส ดงันัน้การหงุต้มธรรมดา

ไม่สามารถท�ำลายพิษได้ เม่ือร่างกายได้รับสารอะฟลาทอกซินจะท�ำให้เกิดอาการชัก หายใจล�ำบาก ตับถูกท�ำลาย 

หัวใจและสมองบวม นอกจากน้ี สารอะฟลาทอกซิน B1 ยังเป็นสารพิษที่ท�ำให้เกิดโรคมะเร็งในตับได้อีกด้วย(12) 

ตามประกาศของกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 พ.ศ. 2529 ก�ำหนดให้มีสารอะฟลาทอกซินปนเปื้อนในอาหารได ้

ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ของอาหาร(13)  จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยด้านการปนเปื้อนเชื้อราในอาหาร

พบว่างานวิจัยส่วนใหญ่ จะมุ่งเน้นในถั่วลิสงป่น และรายงานการตรวจพบข้อมูลที่ได้ไม่เป็นปัจจุบัน ในการศึกษานี้ 

จึงได้ท�ำการส�ำรวจใหม่ในผลิตภัณฑ์ถั่วลิสงและผลิตภัณฑ์ถั่วประเภทอื่นๆ ด้วย เช่น พิสทาชิโอ แมคคาเดเมีย ปากอ้า 

เป็นต้น ทั้งน้ีเพ่ือเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคในประเทศ โดยผลการศึกษาที่ได้จะน�ำไปใช้เป็นข้อมูลส�ำหรับก�ำหนด 

แนวทางให้ประชาชนสามารถดูแลตัวเองให้มีความปลอดภัยในการบริโภคผลิตภัณฑ์ถ่ัวชนิดต่างๆ ซึ่งเป็นอาหารที่มี

ความเสี่ยงสูงต่อการปนเปื้อนเชื้อรา  และสารอะฟลาทอกซิน
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วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถั่ว ทั้งหมด 266 ตัวอย่าง ได้แก่ ถั่วลิสงอบ เคลือบ ทอด คั่ว ป่น ขนมตุ้บตั้บ ถ่ัวตัด 

ถั่วแพทอด รวม 132 ตัวอย่าง และผลิตภัณฑ์ถั่วอื่นๆ ได้แก่ ลันเตา ปากอ้า เขียวผ่าซีก พิสทาชิโอ แมคคาเดเมีย 

อัลมอนด์ เม็ดมะม่วงหิมพานต์ เกาลัด รวม 134 ตัวอย่าง โดยเก็บตัวอย่างจาก ร้านค้าปลีก  ร้านค้าส่ง ห้างสรรพสินค้า 

ซูเปอร์มาร์เก็ต ตลาดสด และตลาดนัดในเขตกรุงเทพมหานคร จ�ำนวน 14 แห่ง ตั้งแต่ กรกฎาคม 2555-กรกฎาคม 

2556

อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี

	 3 M™ Petrifilm™ Yeast & Mold Count Plates

 	Butterfield’s buffered phosphate diluent
	 1.	 เตรียม stock solution โดยละลาย KH2PO434 กรัมในน�้ำ 500 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7.2 เติมน�้ำ

ปรับปริมาตรรวมเป็น 1 ลิตร นึ่งฆ่าเชื้อ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที

	 2.	 น�ำ stock solution 1.25 มิลลิลิตร เติมน�้ำปรับปริมาตรรวมเป็น 1 ลิตร แบ่งใส่ขวด 90 มิลลิลิตร 

นึ่งฆ่าเชื้อ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที

 	สารความชื้นมาตรฐาน (aw salt standard) ได้แก่ SAL-98, SAL-90, SAL-75,   SAL-53, 
SAL-33,  SAL-11 (NOVASINA)

 	acetonitrile, benzene, methanol, hexane, sodium chloride, trifluoroacetic acid, sodium 
hypochlorite, tween®20

 	สารมาตรฐาน Aflatoxin B1, B2, G1, G2 (SIGMA)

เครื่องมือและอุปกรณ์

-	 เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ ตู้บ่มเชื้อ เครื่องนับโคโลนี กล้องจุลทรรศน์ เครื่องตีผสมอาหาร ขวดแก้ว จานเพาะเชื้อ 

ปิเปต

-	 เครื่องวัดปริมาณน�้ำอิสระ  NOVASINA รุ่น 9407002 ตลับพลาสติกใส่ตัวอย่าง คีม ช้อน เครื่องปั่น

ผสมอาหาร

-	 เครื่อง HPLC รุ่น water detector 2475 (Column: C18 250 × 4.6 mm id, 5 µm, mobile 

phase: H2O:CH3OH:CH3CN, Wavelength: EX 365 nm, EM 455 nm) Flow rate: 1.2 ml/min, 

Injection volume: 20 µl)

-	 เครื่อง UV-VIS spectrophotometer SHIMADZU รุ่น UV-1700

-	 ชุด vacuum manifold

วิธีการ

1.	 สุ่มตวัอย่างผลิตภัณฑ์ถัว่ ท้ังหมด 266 ตวัอย่าง มาวเิคราะห์หาปรมิาณเช้ือรา ด้วยวธิ ี Dry Rehydratable 

Film Method (Petrifilm™ Method) AOAC (2005) 997.02

2.	 วิเคราะห์หาปริมาณอะฟลาทอกซิน

โดยสกัดอะฟลาทอกซินในตัวอย่างด้วย CH3OH+H2O จากนั้นน�ำสารละลายที่สกัดได้มาผ่าน 

immunoaffinitycolums (Afla Test® column) ที่บรรจุ monoclonal antibodies ซึ่งมีคุณสมบัติเฉพาะเจาะจง
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ต่ออะฟลาทอกซิน จากนั้น elute ด้วย methanol(14) แล้วน�ำส่วนที่ได้มาเตรียม derivative ด้วย trifluoroacetic 

acid จากนั้นน�ำสารละลายตัวอย่างไปวิเคราะห์หาปริมาณอะฟลาทอกซินด้วย HPLC ใช้ fluorescence detector 

ที่ความยาวคลื่น excitation 365 nm และ emission 455 nm โดยใช้สารมาตรฐาน Aflatoxin 4 ชนิด B1, B2, G1, 

G2 เป็น calibration curve(15)

3.	 วิเคราะห์ค่า aw ด้วยวิธี  AOAC (2012) 978.18B. (a) เทียบกับสารความชื้นมาตรฐาน (aw salt 

standard) 

4.	 พสิจูน์เอกลกัษณ์ของสายพนัธุเ์ช้ือราทีต่รวจพบ โดยเพาะเลีย้งเช้ือราทีต้่องการจ�ำแนกบนอาหารเลีย้งเชือ้ 

Potato dextrose agar (PDA) บ่มเพาะเชื้อราที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ 3-7 วัน บันทึกลักษณะโคโลนี

ของเชื้อราด้วยตาเปล่า ได้แก่ สีของโคโลนีเช้ือราทั้งด้านหน้าและด้านหลัง ความละเอียดผิวโคโลนี จากนั้นดูการ 

สร้างสปอร์และชนดิของเชือ้ราด้วยกล้องจลุทรรศน์ เปรยีบเทยีบลกัษณะรปูร่างของเช้ือรา ทัง้ลกัษณะโคโลนด้ีวยตาเปล่า 

ลักษณะรูปร่างจากกล้องจุลทรรศน์กับหนังสือ และต�ำราวิชาการ(16)

ผล

ศึกษาการปนเปื้อนจากเชื้อรา  สารอะฟลาทอกซิน  และ aw ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถั่วพร้อมบริโภค

จากการตรวจวิเคราะห์เชื้อรา และสารอะฟลาทอกซินที่ปนเปื้อนในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถั่ว โดยจ�ำแนกเป็น

ผลิตภัณฑ์จากถั่วลิสง  และผลิตภัณฑ์ถั่วประเภทอื่นๆ ที่นิยมบริโภคอย่างแพร่หลาย (ตารางที่ 1) พบว่าจากตัวอย่าง

ทั้งหมด 266 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อนเชื้อรา 67 ตัวอย่าง คิดเป็น 25.19% โดยปริมาณที่ตรวจพบอยู่ในระหว่าง 

10-520 CFU/g  พบการปนเป้ือนของสารอะฟลาทอกซนิ 12 ตวัอย่าง คิดเป็น (4.51%) ทีป่รมิาณตัง้แต่ 1.02- 204.90 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในถั่วลิสงอบกรอบ ขนมตุ้บตั้บ และถ่ัวลิสงป่น โดยตัวอย่างที่พบเกินเกณฑ์มาตรฐาน 

พระราชบัญญัติกระทรวงสาธารณสุข 2522 ที่ก�ำหนดให้ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม จ�ำนวน 7 ตัวอย่าง หรือ 

คิดเป็น 58.33% ของจ�ำนวนตัวอย่าง ที่ตรวจพบซึ่งได้แก่ ขนมตุ้บตั้บ  และถั่วลิสงป่น (ตารางที่ 1)

จากการวิเคราะห์หาค่า aw ในผลิตภัณฑ์ถั่วทั้งหมด 266 ตัวอย่าง ค่า aw ที่ตรวจพบ มีค่าตั้งแต่ 0.09-1.00 

โดยค่าสหสัมพันธ์ระหว่าง aw กับ ปริมาณเชื้อรา และสารพิษอะฟลาทอกซินเท่ากับ 0.41 และ 0.34 ตามล�ำดับ ขณะที่

ค่าสหสัมพันธ์ระหว่าง ปริมาณเชื้อรากับสารพิษอะฟลาทอกซินเท่ากับ 0.18  

พิสูจน์เอกลักษณ์ของสายพันธุ์เชื้อราที่ตรวจพบ

เชื้อราที่ตรวจพบจากตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถ่ัว จ�ำนวน 67 ตัวอย่าง น�ำมาพิสูจน์เอกลักษณ์ชนิดของสายพันธุ ์

(ตารางที่ 2) โดยพบการปนเปื้อนของเชื้อราหลากสายพันธุ์รวมทั้ง Aspergillus flavus (ภาพที่ 1) ที่เป็นหนึ่งใน 

สายพันธุ์ของเชื้อราที่สามารถสร้างสารอะฟลาทอกซิน โดยพบในแมคคาเดเมีย ถั่วลิสงทอด ถั่วลิสงอบ ถั่วลิสงเคลือบ  

ขนมตุ้บตั้บ และถั่วลิสงป่น (ตารางที่ 2)
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ตารางที่ 1 แสดงปริมาณเชื้อรา สารอะฟลาทอกซิน และ aw ที่ตรวจพบในผลิตภัณฑ์ถั่ว

เดเมีย



การปนเป้ือนเชือ้ราและอะฟลาทอกซนิในผลติภณัฑ์ถัว่พร้อมบรโิภค	 ศศธิร  ฐติเิพชรกลุ และคณะ

249วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

ตารางที่ 2  สายพันธุ์เชื้อราที่ตรวจพบจากตัวอย่างผลิตภัณฑ์ถั่ว

มะม่วงหิมพานต์	 Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides, Phialophora verrucosa

แมคคาเดเมีย	 Absidia corymbifera, Aspergillus flavus, Cladosporium cladosporioides, 

	 Penicillium solitum

อัลมอนด์	 Cladosporium sphaerospermum

ลันเตา	 Cladosporium sphaerospermum

พิสทาชิโอ	 Cladosporium cladosporioides

ถั่วผสม (mixed nut)	 Syncephalastrum racemosum, Rhizopus arrhizus, Rhizopus microsporus, 

Aspergillus niger, Penicillium expansum

ถั่วลิสงทอด	 Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, 

	 Trichoderma longibrachiatum

ถั่วลิสงคั่ว	 Aspergillus niger, Curvularia lunata, Penicillium citrinum, Non sporulating 

mold (Hyphae septate, hyaline without conidia production)

ถั่วลิสงเคลือบ	 Acremonium sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus

ถั่วลิสงอบ	 Acremonium sp., Aspergillus niger, Aspergillus flavus

ถั่วลิสงตัด	 Aspergillus niger, Lecythophora hoffmannii

ถั่วลิสงแพทอด	 Acremonium sp., Aspergillus niger

ขนมตุ้บตั้บ	 Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aureobasidium pullulans, 

	 Rhizopus microsporus

ถั่วลิสงป่น	 Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus

	 ผลิตภัณฑ์ถั่ว	 สายพันธุ์เชื้อราที่ตรวจพบ

ภาพที ่1  Aspergillus flavus ในจานเพาะเช้ือ PDA และในกล้องจลุทรรศน์ทีต่รวจพบจากตวัอย่างผลติภณัฑ์ถั่ว  

	 Aspergillus flavus, 30 ํC, 5 days	 Aspergillus flavus 460x

ที่มา : Deanna etal. 1998



 Contamination to Eat Nuts Products	 Sasithorn Thitipetchrakul et al.

250 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

วิจารณ์

ปัจจุบันเราได้รับข่าวสารที่ผู้คนได้รับอันตรายที่แฝงจากการบริโภคอาหารตามส่ือต่างๆ มากมาย บางคร้ัง 

สามารถหลีกเลี่ยง หรือป้องกันได้ จากการสังเกตก่อนซื้ออาหาร หรือติดตามข่าวสารต่าง ๆ ดังนั้น เพื่อเผยแพร่ความรู้

แก่ผู้บริโภค และแจ้งเตือนภัยถึงพิษภัยของเชื้อรา และสารอะฟลาทอกซิน ในการเลือกซื้อสินค้าที่ปลอดภัยตลอดจน 

เพ่ือป้องกันโรคภัยไข้เจ็บที่เกิดจากการบริโภค ผลจากการส�ำรวจผลิตภัณฑ์ถั่วพร้อมบริโภคที่จ�ำหน่ายในท้องตลาด 

เพือ่แสดงสถานการณ์การปนเป้ือนเชือ้รา และสารอะฟลาทอกซนิ ในการศกึษานีต้รวจพบสารอะฟลาทอกซนิเกนิเกณฑ์

มาตรฐานในขนมตุ้บตั้บ และถั่วลิสงป่น ขณะที่ไม่พบการปนเปื้อนสารพิษดังกล่าวในผลิตภัณฑ์ถั่วประเภทอื่นๆ 

และจากการศึกษาความสัมพันธ์ของเชื้อรากับอะฟลาทอกซิน พบว่าปริมาณเช้ือราที่ปนเปื้อนในตัวอย่างกับการสร้าง 

สารอะฟลาทอกซินมีค่าสหสัมพันธ์เพียง 0.18 แสดงว่ามีความสัมพันธ์น้อยมากซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษา 

ก่อนหน้านี้(5) ที่พบว่าบางครั้งถึงแม้ไม่พบเชื้อรา หรือมีเช้ือราในปริมาณต�่ำๆ ในตัวอย่างก็ไม่ได้แสดงว่าจะไม่มีสาร 

อะฟลาทอกซินในตัวอย่างนั้น กล่าวคือ เชื้อราอาจจะถูกท�ำลายไป แต่สารอะฟลาทอกซินที่สร้างไว้ยังคงอยู่ อีกทั้ง 

การสร้างสารอะฟลาทอกซนินัน้จะต้องมีปัจจยัท่ีเหมาะสมตัง้แต่ ความชืน้ในเมลด็พชื ความชืน้สมัพทัธ์ ระยะเวลาในการ

เก็บรักษา ฤดูกาล อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง ต้องมีความเหมาะสมอีกด้วย(17, 18, 19)  ขณะที่สหสัมพันธ์ระหว่างค่า aw 
กับปริมาณเชื้อรา และ aw กับการสร้างสารอะฟลาทอกซินเท่ากับ 0.41 และ 0.34 ตามล�ำดับ กล่าวคือ มีความสัมพันธ์

กันค่อนข้างน้อย ทั้งนี้เนื่องจาก aw เป็นเพียงหนึ่งในปัจจัยภายในที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือรา และการสร้าง 

สารอะฟลาทอกซิน ยังมีปัจจัยภายในอื่นที่เกี่ยวข้อง เช่น สารอาหาร ความเป็นกรด-ด่าง ตลอดจนสารยับยั้งจุลินทรีย์

ในอาหาร ขณะเดยีวกนักมี็ปัจจัยภายนอกมาเกีย่วข้องอกีด้วย เช่น ความชืน้สมัพทัธ์ของสภาพแวดล้อม ปรมิาณออกซิเจน 

รวมทั้งอุณหภูมิในการเก็บรักษาอาหาร

นอกจากนี้ พบว่า ในทุกตัวอย่างที่พบสารพิษอะฟลาทอกซินจะพบการปนเปื้อน A. flavus ร่วมด้วยเสมอ 

ในขณะที่ ตัวอย่างที่พบการปนเปื้อน A. flavus ไม่จ�ำเป็นจะต้องตรวจพบการสร้างสารอะฟลาทอกซิน ทั้งนี้ เนื่องจาก 

A. flavus มีหลายสายพันธุ์ และบางสายพันธุ์ไม่ได้สร้างสารอะฟลาทอกซิน(9, 20)

สถานการณ์การปนเปื ้อนของเชื้อราและอะฟลาทอกซิน ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็งอันเกิดจาก A. flavus 

และ A. parasiticus ยังคงเป็นปัญหาในถั่วลิสงอบกรอบ ถั่วลิสงป่น และขนมตุ้บตั้บ ซึ่งเป็นปัญหาของประเทศไทย 

ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน อันเนื่องมาจากสภาวะอากาศซึ่งเป็นแบบร้อนชื้น จึงเหมาะแก่การเจริญเติบโตของเชื้อรา(1) 

ขณะทีพ่บการปนเป้ือนเชือ้ราในผลิตภัณฑ์ถัว่ประเภทอ่ืน ๆ  บ้าง แต่ไม่พบการปนเป้ือนของสารอะฟลาทอกซนิ เนือ่งจาก

เชื้อรา A. flavus และ A. parasiticus มีถิ่นอาศัยในดินประกอบกับถั่วลิสงก็เป็นพืชตระกูลถั่วที่มีการสร้างฝัก 

อยู่ในดินโอกาสที่เชื้อทั้งสองจะเข้าท�ำลายฝัก และสร้างอะฟลาทอกซินในเมล็ดถั่วลิสงจึงสูงกว่าถั่วชนิดอื่นๆ ที่เป็น 

ถั่วยืนต้น (Tree Nuts)(20)

ผู้ประกอบการควรเลือกถั่วคุณภาพดี ไม่ชื้น ไม่ปนเปื้อนเชื้อรา ไม่มีร่องรอยแมลงกัดแทะ ไม่มีกลิ่นหืน 

โดยมุ่งเน้นไปท่ีการจัดการสุขลักษณะของกระบวนการหลังการเก็บเกี่ยวของผู้ผลิต มาเป็นวัตถุดิบในการผลิตเพื่อ 

ความปลอดภยัของผูบ้รโิภค ขณะทีผู่บ้รโิภคกเ็ลอืกซือ้ผลติภณัฑ์ถัว่ทีม่บีรรจภุณัฑ์ทีส่ะอาด และปิดสนทิเพือ่ลดปรมิาณ 

aw ของอาหารให้ต�่ำกว่าเกณฑ์ที่เชื้อราจะเจริญเติบโตและสร้างสารพิษ

สรุป

สถานการณ์การปนเป้ือนเชือ้รา และสารอะฟลาทอกซนิในผลติภณัฑ์ถ่ัวทีจ่ดัเป็นปัญหาส�ำคัญของประเทศไทย 

ตั้งแต่อดีตจนปัจจุบันยังคงเป็นผลิตภัณฑ์จากถั่วลิสง ทั้งนี้หน่วยงานที่เกี่ยวข้องของภาครัฐบาลต้องพยายามรณรงค์ 

ให้ผูป้ระกอบการค�ำนงึถงึอนัตราย ตลอดจนช่วยกนัแก้ไขปัญหา เพือ่ลดการปนเป้ือนของเชือ้ราและสารพษิ ซึง่มโีอกาส
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ปนเปื้อนในทุกกระบวนการของห่วงโซ่ในการผลิต ตลอดจนการจัดจ�ำหน่าย และการบริโภค การแก้ปัญหาจ�ำเป็นต้อง

กระท�ำในทุกภาคส่วน ตั้งแต่เกษตรกรที่ปลูกถั่วลิสง จะต้องมีการผลิตทางการเกษตรที่ดี และเหมาะสม (GAP) เพื่อ

ควบคมุการปนเป้ือนของเชือ้รา ท่ีสามารถสร้างสารอะฟลาทอกซนิตัง้แต่เริม่ต้นคดัเลอืกเมลด็พนัธุ ์ ควบคมุกระบวนการ

เพาะปลูก การเกบ็เกีย่ว การขนส่ง และการบรรจ ุโรงงานผูผ้ลติต้องมสีขุลกัษณะการผลติทีด่ ี(GMP) ขณะทีน่กัวชิาการ

ที่เกี่ยวข้อง ต้องท�ำการเฝ้าระวังอย่างสม�่ำเสมอ และเผยแพร่ประชาสัมพันธ์ความรู้ให้แก่ ผู้ผลิต ผู้บริโภคทราบถึง

สถานการณ์การปนเปื้อน ตลอดจนเสนอแนะวิธีปฏิบัติในการคัดเลือกซื้อถ่ัว และผลิตภัณฑ์ที่จะน�ำไปจ�ำหน่ายให้แก ่

ผูบ้รโิภคได้อย่างปลอดภัย รวมไปถงึสินค้าอืน่ๆ ทีเ่กีย่วข้อง ทัง้นีเ้พือ่ให้ประเทศไทยก้าวเข้าสูป่ระชาคมเศรษฐกจิอาเซียน

และครัวของโลกได้อย่างเข้มแข็งและยั่งยืน

เอกสารอ้างอิง

	 1.	 อนงค์ บิณฑวิหค. สารพิษจากเชื้อรา : อะฟลาทอกซิน. กรุงเทพฯ : ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย; 2546.

	 2.	 Ashworth LJ, Schroeder HW, Langley BC. Aflatoxins: environmental factor governing occurrence in 
Spanish peanuts. Science 1965; 148(3674): 1228-9.

	 3.	 วนิดา ยุรญาติ. อะฟลาทอกซินตกค้างในผลิตภัณฑ์ถั่วลิสงที่ผ่านการคัดแยกถั่วลิสงดิบด้วยน�้ำ. สมุทรปราการ : คณะอุตสาหกรรม
เกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง; 2551.

	 4.	 ศรีสิทธิ์  การุณยะวนิช, ดวงจันทร์ สุประเสริฐ, อุมา บริบูรณ์, สุวัฒน์ โปษยะวัฒนากุล, นพาภรณ์ ปัญจะ. อะฟลาทอกซินที่ปนเปื้อน
ในถั่วลิสงและผลิตภัณฑ์ในประเทศไทย. ว กรมวิทย พ 2538; 37(1): 19-32.

	 5.	 อมรา ชินภูติ. สถานการณ์การปนเปื้อนของเชื้อราและสารอะฟลาทอกซินในงา. [ออนไลน์]. 2552; [7 หน้า]. เข้าถึงได้จาก : 
URL: http://www.oocities.org/ubfcrc/12.doc.

	 6.	 นุชนารถ ทรัพย์พาณิชย์. Water activity กับการควบคุมอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์อาหาร. วารสารจาร์พา 2545; 9(68): 

48-51.
	 7.	 Beuchat LR, Food and beverage mycology. Westport, CT: Avi Publishing; 1978. p. 2, 45-82.
	 8.	 IARC monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans Vol. 56. Some naturally 

occurring substances: food items and constituents, heterocyclic aromatic amines and mycotoxins. 
UK: International Agency for Research on Cancer; 1993. p. 245-521.

	 9.	 อรณุศร ีวงศ์อไุร. ความสามารถในการสร้างอะฟลาทอกซนิของ Aspergillus flavus จากดนิในไร่ถัว่ลสิง. ใน  : รายงานการสมัมนา

เรื่องถั่วลิสงแห่งชาติ ครั้งที่ 12. ขอนแก่น : กรมวิชาการเกษตร; 2540. หน้า 230-232.
	10.	 Glinsukon T, Thamavit W, Ruchirawat M. Studies on the population of toxigenic fungi in market 

food and foodstuffs. I. Mycoflora contamination. J Sci Soc Thailand 1976; 2: 179-84.
	11.	 Moss MO. Mycotoxin fungi. In: Eley AR, edited. Microbial food poisoning. London: Chapman & Hall; 

1994. p. 73-91.
	12.	 Uma RM, Gulla S, Nagalakshmi AVD. Influence of temperature and moisture in extrusion processing 

on the reduction of aflatoxin B1 in corn products. Int J Food Sci Technol Nutr 2012; 6: 71-77.
	13.	 พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 98 (พ.ศ.2529) เรื่อง มาตรฐานอาหารที่มีสารปนเปื้อน. 

ราชกิจจานุเบกษาฉบับพิเศษ เล่มที่ 103 ตอนที่ 23 (ลงวันที่ 16 กุมภาพันธ์ 2529).
	14.	 Trucksess MW, Chapter editor: Chapter 49 Natural toxins. In: Official methods of analysis of AOAC 

INTERNATIONAL 19th ed. Gaithersberg, MD: AOAC INTERNATIONAL; 2012. AOAC official method 
997.22; p. 4-5, 991.31; p. 21-23.

	15.	 Tarter E.J, Hanchay JP, Scott PM. Improved liquid chromatographic method for determination of 
aflatoxins in peanut butter and other commodities. J Assoc Off Anal Chem 1984: 67(3): 597-600.



 Contamination to Eat Nuts Products	 Sasithorn Thitipetchrakul et al.

252 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

	16.	 Sutton DA, Fothergill AW, Rinaldi MG. Guide to clinically significant fungi. Maryland: Williams & 
Wilkins; 1998.

	17.	 เนตรนภิส หัสมินทร์, ทรงศักดิ์ ศรีอนุชาต, วันเพ็ญ รัศมีโสภาพร. การปนเปื้อนของอะฟลาทอกซินในก๋วยเตี๋ยวพร้อมบริโภค 

ในเขตกรุงเทพมหานคร. กรุงเทพฯ : สถาบันวิจัยโภชนาการ มหาวิทยาลัยมหิดล; 2545.
	18.	 อมรา ชินภูติ, ศุภรา อัตตะสาระกุล, อรุณศรี วงษ์อุไร, ชวเลิศ ตรีกรุณาสวัสดิ์, พรทิพย์ วิสารทานนท์, ไพศาล รัตนเสถียร. 

การควบคุมการเจริญของเชื้อรา Aspergillus flavus และยับยั้งการสร้างสารอะฟลาทอกซินในข้าวโพดโดยใช้สารสกัดจากพืช
สมุนไพร. กรุงเทพฯ : ส�ำนักวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวและแปรรูปผลิตผลเกษตร; 2550.

	19.	 ทิพยา  ปาณะโตษะ, ศิริพรรณ  เอี่ยมรุ่งโรจน์, วารุณี  เสนสภา, ทรงพล  รัตนพันธุ์. รายงานการศึกษาวิจัย การปนเปื้อน
อะฟลาทอกซินในอาหารสําเร็จรูปที่ทําจากถั่ว. กรุงเทพฯ : สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวงสาธารณสุข; 
2530.

	20.	 โสภณ วงศ์แก้ว, สนั่น จอกลอย. อะฟลาทอกซินในถั่วลิสง : ข้อเสนอวิธีแก้ปัญหา. แก่นเกษตร 2554; 39 (พิเศษ 3): 
1-11.



การปนเป้ือนเชือ้ราและอะฟลาทอกซนิในผลติภณัฑ์ถัว่พร้อมบรโิภค	 ศศธิร  ฐติเิพชรกลุ และคณะ

253วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ฉบับพิเศษ 2  กรกฎาคม - กันยายน 2558

Fungus & Aflatoxin Contamination in 

Ready to Eat Nuts Products

Sasithorn  Thitipetchrakul*  Kanokpan  Somyoonsup*  Kokeiat  Sattarin*

Prapasri  Boonyaprapapan*  and  Nanthawan  Mekha**

*Bureau of Quality and Safety of Food, **National Institute of Health, Department of Medical  

Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 11000, Thailand.

Abstract  Ready to Eat Nut Products including peanuts products and pistachios, almonds, 
macadamia nuts, peas, broad beans, chestnuts, half and half green beans, and cashews from retailer, 
supermarkets, fresh  and  community markets, surrounding Bangkok Metropolitan, 266 samples were 
collected for determination of fungus, aflatoxin and water activity (aw). Various kinds of fungal 
contamination in a sample and a total of 67 samples (25.19%) were found with the concentrations of  
10-520 CFU/g  whereas aflatoxin an amount of 1.02- 204.90 µg/kg in 12 samples (4.51%) was analyzed. 
Only seven among twelve samples (58.33%), their aflatoxin above the standard criteria of 20 µg/kg as 
claimed by Ministry of Public Health Standard no. 98 (2529) were detected. In addition aw of all 
samples are in the range of 0.09-1.00. Statistical analysis showed that correlation between aw and fungus 
concentration and aflatoxin were 0.41 and 0.34, respectively while the one of 0.18 did between fungus 
concentration and aflatoxin. In this study aflatoxin and fungus contamination were found only in peanuts 
products such as crispy baked peanuts, peanut cake and ground peanuts. 

Key words: fungus, water activity, aflatoxin, nut products
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บทคดัย่อ  ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร เป็นหน่วยงานบรกิาร ซึง่ทีม่ภีารกจิหลกัด้านการรบัรองห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์

และสาธารณสุข การประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ห้องปฏิบัติการชันสูตรและการพัฒนาเครือข่ายห้องปฏิบัติการชันสูตร

สาธารณสุข ให้แก่ผู้รับบริการทั้งภาครัฐและเอกชน การศึกษาครั้งนี้เพื่อประเมินผลสัมฤทธิ์ ของการด�ำเนินงานตามภารกิจหลัก 

ด้านประสิทธิผล และด้านคุณภาพการให้บริการ มีผลการด�ำเนินงานต้ังแต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 - 2557 ดังนี้  

ด้านประสิทธิผล ก�ำหนดตัวชี้วัดเป็นค่าร้อยละความส�ำเร็จของเป้าหมายตามแผนการปฏิบัติราชการประจ�ำปี การด�ำเนินงาน 

การรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข มีห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานสากล คิดเป็น 

ร้อยละ 157, 138, 138, 193 จากค่าเป้าหมายที่ก�ำหนด และห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐาน กรมวิทยาศาสตร์

การแพทย์ คิดเป็นร้อยละ 174, 88, 110, 100 จากค่าเป้าหมายที่ก�ำหนด ตามล�ำดับ และการด�ำเนินงานการประเมินคุณภาพ

การตรวจวเิคราะห์ห้องปฏบิตักิารชนัสตูร  มห้ีองปฏบิตักิารทีเ่ข้าร่วมการประเมนิคณุภาพการตรวจวเิคราะห์ คดิเป็นร้อยละ 123, 

132, 132, 113 จากค่าเป้าหมายที่ก�ำหนด ตามล�ำดับ งานการพัฒนาเครือข่ายห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุข 

มห้ีองปฏิบตักิารทีไ่ด้รบัการพัฒนาระบบคณุภาพมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร คดิเป็นร้อยละ  115, 119, 120, 109 จากค่าเป้าหมาย 

ที่ก�ำหนด ตามล�ำดับ  และด้านคุณภาพการให้บริการ ก�ำหนดตัวช้ีวัดเป็นร้อยละระดับความพึงพอใจของผู้รับบริการ ผลการ

ส�ำรวจความพึงพอใจผู้รับบริการในปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 - 2557 มีดังนี้ งานการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และ

สาธารณสุข ความพึงพอใจอยู่ในระดับร้อยละ 82.70, 83.40, 84.80, 85.36 ตามล�ำดับ งานการประเมินคุณภาพการตรวจ

วิเคราะห์ห้องปฏิบัติการชันสูตร ความพึงพอใจอยู่ในระดับร้อยละ 83.00, 82.75, 84.11, 84.11 ตามล�ำดับ ส่วนการพัฒนา

เครือข่ายห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุข ไม่มีการส�ำรวจความพึงพอใจของผู้รับบริการ  ซึ่งข้อมูลที่ได้จากการศึกษานี้ น�ำไป

วิเคราะห์และวางแผนบูรณาการแผนงาน และการจัดท�ำแผนการปฏิบัติราชการ 4 ปี (พ.ศ. 2559 - 2562) ของส�ำนักมาตรฐาน

ห้องปฏิบัติการ และด�ำเนินงานตามภารกิจหลักในอนาคตให้เกิดผลสัมฤทธิ์และเกิดประโยชน์ต่อประชาชน ตามนโยบาย 

และวัตถุประสงค์คุณภาพของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ต่อไป



ประสทิธผิลและคณุภาพการให้บรกิาร ของส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร	
		  อมรรตัน์ ทศันกจิ และชมไฉไล สนิธสุาร
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ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏบิตักิารมีภารกจิหลกัในการสนบัสนนุและพฒันาระบบประกนัคณุภาพห้องปฏบิตักิาร

ทางการแพทย์และสาธารณสุขของประเทศ โดยด�ำเนินการรับรองคุณภาพห้องปฏิบัติการด้านผลิตภัณฑ์ที่เกี่ยวข้อง 

กับสุขภาพและด้านการแพทย์ ท้ังหน่วยงานภาครัฐและเอกชน รวมถึงการสร้างเครือข่าย/พัฒนาห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์และสาธารณสุข ซึ่งการด�ำเนินงานภายใต้แผนปฏิบัติราชการในปีงบประมาณ พ.ศ. 2554-2557 

ตามเป้าหมายและตวัชีวั้ดของแผนปฏบิตักิารประจ�ำปี ของส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร สอดคล้องกบัตามยทุธศาสตร์ 

ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ที่ระบุตามเอกสารงบประมาณรายจ่าย การจัดสรรงบประมาณ เพื่อด�ำเนินภารกิจ 

ตามผลผลิตที่ 1 กิจกรรม 2 การพัฒนาเครือข่ายห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุขภาครัฐและเอกชน และ ผลผลิตที่ 1 

กิจกรรม 3 การรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข และได้รับการสนับสนุนเงินนอกงบประมาณ 

กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์   ในการด�ำเนินงานการประเมนิคณุภาพการตรวจวเิคราะห์ห้องปฏบิตักิารชนัสตูร โดยภารกิจ 

หลักของหน่วยงาน มีการก�ำหนดตัวชี้วัดเพื่อวัดผลการด�ำเนินงาน มีระบบการติดตามและรายงานผลการด�ำเนินการ

ประจ�ำทุกเดือน เพื่อรายงานต่อผู้บริหารทางโปรแกรมระบบติดตามแผนงานงบประมาณ (Department Operation 

Center: DOC) ตวัชีวั้ดด้านประสทิธผิล คอื ร้อยละของเป้าหมายตามแผนการปฏบิตัริาชการ ซึง่ก�ำหนดอย่างต่อเนือ่ง

ทุกปีงบประมาณ  ด้านคุณภาพการให้บริการ ก�ำหนดตัวชี้วัด เป็นร้อยละความพึงพอใจของผู้รับบริการ ที่ส่วนราชการ

ต้องด�ำเนินการให้สอดคล้องกับพระราชกฤษฎีกาว่าด้วยหลักเกณฑ์และวิธีการบริหารกิจการบ้านเมืองที่ดี  

พ.ศ. 2546 โดยด�ำเนินการส�ำรวจความพึงพอใจของผู้รับบริการ น�ำข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะมาปรับปรุงคุณภาพ 

การให้บริการให้ดีขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับระบบบริหารคุณภาพ ISO 9001 และเกณฑ์คุณภาพการบริหารจัดการภาครัฐ 

(Public Sector Management Quality Award: PMQA)(1) จงึจ�ำเป็นต้องมกีารน�ำข้อมลูมาวเิคราะห์ และทบทวน

ผลการด�ำเนินงาน ในภาพรวมของส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ  เพื่อการวางแผนบูรณาการแผนงาน และการจัดท�ำ

แผนการปฏิบัติราชการ 4 ปี ต่อไป

		

ดังนั้น ในการก�ำหนดกรอบการพัฒนาศักยภาพการให้บริการและการวางแผน บูรณาการแผนงาน การจัดท�ำ

แผนการปฏิบัติราชการ 4 ปี (พ.ศ. 2559-2562) ของส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการนั้น มีความจ�ำเป็นต้องมีการวัด 

การวิเคราะห์ ข้อมูล ตามเกณฑ์ PMQA  หมวด 4 การวัด การวิเคราะห์ และการจัดการความรู้ เพื่อให้สามารถน�ำข้อมูล

เชงิเปรยีบเทียบการด�ำเนินงานตามภารกจิท่ีผ่านมา มาทบทวนผลการด�ำเนนิงานและขดีความสามารถของส�ำนกัมาตรฐาน

ห้องปฏิบัติการ เพื่อเป็นข้อมูลสนับสนุนการตัดสินใจของผู้บริหาร ในการพัฒนาและปรับปรุงอย่างต่อเนื่อง และน�ำไป

เป็นโอกาสในการสร้างนวัตกรรม(2) ให้เกิดผลสัมฤทธิ์ตามนโยบายและวัตถุประสงค์คุณภาพของกรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ เพือ่สร้างความม่ันใจให้ผูร้บับรกิารว่า ส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิารสามารถตอบสนองต่อการเปลีย่นแปลง

ที่เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและวางแผนการด�ำเนินงานในอนาคตได้อย่างเหมาะสม(3)

วิธีการศึกษา

ศึกษาวิจัยเชงิพรรณนาโดยใช้วิธวิีเคราะห์ข้อมลูทตุยิภมู ิผลการด�ำเนนิงานตามภารกิจหลกั ของส�ำนกัมาตรฐาน

ห้องปฏิบัติการ จากการติดตามรายงานผลการด�ำเนินงานประจ�ำเดือนของกลุ่มงานภารกิจหลัก ซึ่งกลุ่มพัฒนา 

ระบบคุณภาพ ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการเป็นผู้รับผิดชอบในการรวบรวมข้อมูลเพื่อรายงานในโปรแกรมระบบ

ติดตามแผนงานงบประมาณ DOC  ระบบรายงานดัชนีชี้วัดผลงาน (Key Performance Indicator Reporter: KPI  

reporter) และรายงานประจ�ำปี ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร ระหว่างปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 -2557(4 - 7) วเิคราะห์

ผลการด�ำเนินการด้านประสิทธิผลและคุณภาพการให้บริการเป็นค่าร้อยละ เพื่อเป็นข้อมูลในการประเมินผลการ 

ด�ำเนินงานและขีดความสามารถของส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ
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ผลการศึกษา

1.	 ผลการด�ำเนินงานการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 

ถึง พ.ศ. 2557

ผลการด�ำเนนิงาน ตามแผนการปฏบิตัริาชการ ส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิารของงานการรบัรองห้องปฏบิตัิ

การทางการแพทย์และสาธารณสุข ตามมาตรฐานสากล ISO 15189 และ/หรอื ISO/IEC 17025, ISO 22870, OECD 

GLP และเริ่มการรับรองตามมาตรฐาน ISO 15190 ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2556  การรับรองตามมาตรฐานของกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้แก่ มาตรฐานการรับรองสถานพยาบาลตรวจสุขภาพคนหางานที่จะไปท�ำงานต่างประเทศ, 

การรับรองคุณภาพระบบตรวจสอบสารพิษตกค้างในผักสด ผลไม้สด การรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการงาน 

ด้านอาหารและยาโดยมีห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุขทั่วประเทศทั้งภาครัฐและเอกชน เป็นผู้รับบริการ  

ซึ่งก�ำหนดค่าเป้าหมายตามแผนปฏิบัติการ ตั้งแต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2557 มีดังนี้ ห้องปฏิบัติการ 

ทางการแพทย์และสาธารณสุข ได้รับการรับรองความสามารถตามมาตรฐานสากลในแต่ละปี จ�ำนวน 200 แห่ง และ

มาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ในแต่ละปี จ�ำนวน 50 แห่ง มีผลการด�ำเนินงาน ให้การรับรองห้องปฏิบัติการ

ตามมาตรฐานสากล จ�ำนวน 314, 275, 277, 386 แห่ง  คิดเป็นร้อยละ 157, 138, 139, 193 ตามล�ำดับ ส่วนการ

รับรองตามมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จ�ำนวน 87, 44, 55, 50 แห่ง คิดเป็นร้อยละ 174, 168, 110, 100 

ตามล�ำดบั ผลการส�ำรวจความพงึพอใจของผูร้บับรกิาร ของการด�ำเนนิงานการรบัรองห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์และ

สาธารณสุขตามมาตรฐานสากล ISO 15189 และ ISO/IEC 17025  อยู่ในระดับร้อยละ 82.70, 83.40, 84.80, 85.36 

ตามล�ำดับ  มีรายละเอียดดังนี้

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ส่งแบบสอบถามให้ผู้รับบริการรวมทั้งส้ิน 276 หน่วยงาน แบบส�ำรวจที่ได้รับ

ทั้งหมด 225 ฉบับ คิดเป็นร้อยละ 81.52 ผลความพึงพอใจและความเชื่อมั่นในคุณภาพการให้บริการค่าเฉลี่ยรวม 4.14 

คิดเป็นร้อยละ 82.70 

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2555 ส่งแบบสอบถามให้ผู้รับบริการรวมทั้งส้ิน 265 หน่วยงาน แบบส�ำรวจที่ได้รับ

ทัง้หมด 227 ฉบบั คดิเป็นร้อยละ 85.66 ผลความพงึพอใจและความเช่ือมัน่ในคณุภาพการให้บรกิารค่าเฉลีย่รวม  4.17 

คิดเป็นร้อยละ 83.40 

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2556 ส่งแบบสอบถามให้ผู้รับบริการรวมทั้งส้ิน 298 หน่วยงาน แบบส�ำรวจที่ได้รับ

ทั้งหมด 220 ฉบับ คิดเป็นร้อยละ 73.82 ผลความพึงพอใจและความเชื่อมั่นในคุณภาพการให้บริการค่าเฉลี่ยรวม 4.24 

คิดเป็นร้อยละ 84.80 

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2557 ส่งแบบสอบถามให้ผู้รับบริการรวมทั้งส้ิน 330 หน่วยงาน แบบส�ำรวจที่ได้รับ

ทั้งหมด 262 ฉบับ คิดเป็นร้อยละ 79.40 ผลความพึงพอใจและความเชื่อมั่นในคุณภาพการให้บริการค่าเฉลี่ยรวม 4.28  

คิดเป็นร้อยละ 85.36 

ผลส�ำรวจความไม่พึงพอใจ ตั้งแต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2557 ไม่แตกต่างกัน อาทิ 

ด้านความรวดเร็วการให้บริการภายในระยะเวลาที่ก�ำหนด การบริการข้อมูลหรือแนวทางปฏิบัติระหว่างการรับรองและ 

หลังได้รับรองล่าช้า การรับส่งเอกสารและการติดต่อประสานงานไม่สะดวก การตรวจประเมินของผู้ตรวจประเมิน 

ที่มีมาตรฐานต่างกัน และต้องการให้มีการจัดพิธีมอบใบรับรองอย่างสมเกียรติ เป็นต้น (ตารางที่ 1 และ 2)



ประสทิธผิลและคณุภาพการให้บรกิาร ของส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร	
		  อมรรตัน์ ทศันกจิ และชมไฉไล สนิธสุาร
ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554-2557
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2.	 ผลการด�ำเนินงานการประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ห้องปฏิบัติการชันสูตร ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 

ถึง พ.ศ. 2557

ผลการด�ำเนินงานการประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ห้องปฏิบัติการชันสูตร เปิดบริการด้านชันสูตร

สาธารณสุขใน 6 สาขา ดังนี้ สาขาจุลทรรศนศาสตร์คลินิก สาขาจุลชีววิทยาคลินิก สาขาเคมีคลินิก สาขาโลหิตวิทยา 

สาขาธนาคารเลอืด และสาขาอมิมูโนวิทยา ให้ผูร้บับรกิารกลุม่เป้าหมาย ได้แก่ ห้องปฏบิตักิารของสถานพยาบาลท้ังภาค

รัฐและเอกชน ที่ผ่านมาตั้งแต่ปีประมาณ พ.ศ. 2554 - 2557 มีสมาชิกผู้รับบริการ โดยเฉลี่ยต่อสาขาปีละ 984, 1057, 

1.	 จ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรอง	 แผน	 200	 200	 200	 200

	 ตามมาตรฐานสากลa (แห่ง)	 ผล	 314	 275	 277c	 386c

	 ร้อยละความส�ำเร็จของเป้าหมายตาม 	 ร้อยละ	 157	 138	 139	 193

	 แผนปฏิบัติราชการ

2.	 จ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองตาม	 แผน	 50	 50	 50	 50

	 มาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์b (แห่ง)	 ผล	 87	 44	 55	 50

	 ร้อยละความส�ำเร็จของเป้าหมายตาม	 ร้อยละ	 174	 88	 110	 100

	 แผนการปฏิบัติราชการ

3.	 ร้อยละระดับความพึงพอใจของผู้รับบริการ	 แผน	 85	 85	 85	 85

		  ผล	 82.7	 83.4	 84.8	 85.36
a	 มาตรฐานสากล หมายถึง  มาตรฐานสากล ISO 15189, ISO/IEC 17025, ISO 22870, OECD GLP
b	 มาตรฐานกรมกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ หมายถงึ มาตรฐานการรบัรองสถานพยาบาลตรวจสขุภาพคนหางานทีจ่ะไปท�ำงานต่างประเทศ, 
	 การรับรองคณุภาพระบบตรวจสอบสารพษิตกค้างในผกัสด ผลไม้สด และการรบัรองความสามารถห้องปฏบิตักิารงานด้านอาหารและยา
c	 นับรวมห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานสากล ISO 15190

ตารางที่ 1 ข้อมูลผลการด�ำเนินงานการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุขปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 

ถึง พ.ศ. 2557

		  รายการ	 เป้าหมาย	 ปีงบประมาณ (พ.ศ.)

				    2554	 2555	 2556	 2557

ตารางที่ 2 จ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานสากลและมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  

แยกตามกรณีการรับรอง  ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2557

	
กรณีการรับรอง

	 มาตรฐานสากล 	 มาตรฐานกรมฯ 

	 2554	 2555	 2556	 2557	 2554	 2555	 2556	 2557

จ�ำนวนทั้งหมด (แห่ง)	 314	 275	 277	 389	 87	 44	 55	 50

การขอรับรองใหม่ (แห่ง)	 41	 35	 27 + 8a	 32 + 71a	 10	 4	 4	 3

การต่ออายุ (แห่ง)	 55	 52	 68	 186	 65	 24	 8	 27

การขยายขอบข่าย (แห่ง)	 100	 87	 72	 97	 8	 3	 10	 2

การเฝ้าระวัง (แห่ง)	 118	 101	 102	 0	 4	 13	 33	 18

a จ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานสากล ISO 15190
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1090, 1016 แห่ง ตามล�ำดับ คิดเป็นร้อยละ 123, 132, 132, 113 และมีจ�ำนวนครั้งการประเมินคุณภาพ 

การตรวจวิเคราะห์ (รวมทุกสาขา/3 รอบต่อปี) เท่ากับ 17,730 19,026 16,350 15,324 ตามล�ำดับ คิดเป็นร้อยละ

ความส�ำเร็จของเป้าหมายตามแผนการปฏิบัติราชการ 123, 132, 114, 114 ตามล�ำดับ ซึ่งสูงกว่าเป้าหมายที่ก�ำหนด 

โดยมกีารให้บรกิารห้องปฏบิตักิารสมาชกิใน 6 สาขา ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 – 2555 และ 5 สาขาในปีงบประมาณ 

พ.ศ. 2556 – 2557 ซึ่งให้บริการ สาขาละ 3 รอบต่อปี และแบ่งแยกสมาชิกตามหน่วยงานได้  3 กลุ่ม ได้แก่ โรงพยาบาล

สังกัดกระทรวงสาธารณสุข โรงพยาบาลสังกัดนอกกระทรวงสาธารณสุข และหน่วยงานภาคเอกชน โดยสัดส่วน 

ของสมาชิกแยกตามกลุ่มข้างต้นคิดเป็นค่าเฉลี่ยร้อยละ 69.8, 6.8, 23.4 ตามล�ำดับ โดยมีผลการส�ำรวจความพึงพอใจ 

ของผู้รับบริการ ผลส�ำรวจพบว่า ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 – 2557 ร้อยละระดับความพึงพอใจต�่ำกว่าค่าเป้าหมาย 

ที่ก�ำหนด รายละเอียดดังนี้

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ส่งแบบสอบถามให้ผู้รับบริการรวมทั้งสิ้น 1,700 หน่วยงาน แบบส�ำรวจที่ได้รับ

ทั้งหมด 542 ฉบับ คิดเป็นร้อยละ 31.88 ผลความพึงพอใจและความเช่ือมั่นในคุณภาพการให้บริการ ค่าเฉลี่ย 

รวม  4.15 คิดเป็นร้อยละ 83.00

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2555 ส่งแบบสอบถามให้ผู้รับบริการรวมทั้งสิ้น 1,120 หน่วยงาน แบบส�ำรวจที่ได้รับ

ทัง้หมด 573 ฉบบั คดิเป็นร้อยละ 51.16 ผลความพงึพอใจและความเช่ือมัน่ในคณุภาพการให้บรกิาร ค่าเฉลีย่รวม 4.14 

คิดเป็นร้อยละ 82.75

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2556 ส่งแบบสอบถามให้ผู้รับบริการรวมทั้งส้ิน 400 หน่วยงาน แบบส�ำรวจ ที่ได้รับ

ทั้งหมด 339 ฉบับ คิดเป็นร้อยละ 84.75 ผลความพึงพอใจและความเชื่อมั่นในคุณภาพการให้บริการค่าเฉลี่ยรวม 4.20 

คิดเป็นร้อยละ 84.11 

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2557 ส่งแบบสอบถามให้ผู้รับบริการรวมทั้งสิ้น 1,063 หน่วยงาน แบบส�ำรวจที่ได้รับ

ทั้งหมด 761 ฉบับ คิดเป็นร้อยละ 71.59 มีผลการส�ำรวจความพึงพอใจและความเชื่อมั่นในคุณภาพการให้บริการค่า

เฉลี่ยรวม 4.20  คิดเป็นร้อยละ 84.11 

โดยมีผลส�ำรวจความไม่พึงพอใจ ตั้งแต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2557 ไม่แตกต่างกันดังนี้ ผู้รับ

บรกิารมคีวามเห็นว่าควรปรบัปรงุงานให้สามารถรองรบัความต้องการของผูร้บับรกิารในการรบัสมาชกิ โดยน�ำเทคโนโลยี

สารสนเทศมาใช้อ�ำนวยความสะดวก และพฒันางานให้สามารถตอบสนองความต้องการของผู้รบับรกิารได้   ด้านคุณภาพ

ของวัตถุทดสอบที่ส่งให้สมาชิก  การติดต่อประสานงานในการส่งรายงานผลวิเคราะห์ และการติดต่อสอบถามข้อมูลไม่

ได้รับความสะดวก  การจัดส่งวัตถทุดสอบท่ีส่งให้สมาชกิไม่ตรงเวลาทีก่�ำหนด การส่งรายงานผลวเิคราะห์ล่าช้ากว่าแผนที่

ก�ำหนด และการติดต่อสอบถามข้อมูลไม่ได้รับความสะดวก (ตารางที่ 3)

3.	 ผลการด�ำเนินงานการพัฒนาเครือข่ายห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุข ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ถึง 

พ.ศ. 2557

ผลการด�ำเนนิงานการพฒันาเครอืข่ายห้องปฏบิตักิารชนัสตูรสาธารณสขุ โดยมห้ีองปฏบิตักิารทางการแพทย์

ภาครัฐทั่วประเทศ เป็นผู้รับบริการกลุ่มเป้าหมาย โดยตั้งแต่ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2557 โดยก�ำหนด 

เป้าหมายตามแผนปฏิบัติการจ�ำนวน 750, 700, 700, 700 แห่ง ตามล�ำดับ และมีจ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ได้รับ 

การพัฒนาระบบคุณภาพมาตรฐานห้องปฏิบัติการจ�ำนวน 850, 830, 838, 760 แห่ง มีผลความส�ำเร็จจากเป้าหมาย

ตามแผนการปฏิบัติราชการคิดเป็นร้อยละ 115, 119, 120, 109 ตามล�ำดับ ซึ่งสูงกว่าเป้าหมายที่ก�ำหนด (ตารางที่ 4)



ประสทิธผิลและคณุภาพการให้บรกิาร ของส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร	
		  อมรรตัน์ ทศันกจิ และชมไฉไล สนิธสุาร
ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554-2557
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วิจารณ์

จากการวิเคราะห์ข้อมูลผลการศึกษานี้ ผลสัมฤทธิ์ด้านประสิทธิผลการด�ำเนินงานการรับรองห้องปฏิบัติการ
ทางการแพทย์และสาธารณสุข เกินค่าเป้าหมายที่ก�ำหนดอย่างต่อเนื่อง ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2557 
ตามแผนการปฏิบัติการ ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ มีการก�ำหนดค่าเป้าหมายคงที่มาระยะเวลา 4 ปี พบว่า มี 
ห้องปฏบิตักิารทีไ่ด้รบัการรบัรองตามมาตรฐานสากลและมาตรฐานกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ สงูมากกว่าค่าเป้าหมาย
ตามแผนที่ก�ำหนด โดยในปีงบประมาณ พ.ศ. 2557 มีห้องปฏิบัติที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานสากล สูงมากกว่า 
ค่าเป้าหมายคิดเป็นร้อยละ 193 ส่วนห้องปฏิบัติที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  
มีแนวโน้มลดลงตามล�ำดับ เนื่องจากห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานการรับรองสถานพยาบาล 
ตรวจสุขภาพคนหางานที่จะไปท�ำงานต่างประเทศ มีการปรับเปลี่ยนไปขอการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการทาง 
การแพทย์และสาธารณสุขตามมาตรฐานสากล ISO 15189 มากขึ้น จ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรอง 
ตามมาตรฐานสากลและมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์นั้น นับรวมทุกกรณีของการด�ำเนินการ ได้แก่ การขอรับ

ตารางที่ 3 ข้อมูลผลการด�ำเนินงานการประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ห้องปฏิบัติการชันสูตร ปีงบประมาณ 

พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2557

1.	จ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่เข้าร่วมการประเมิน 	 แผน	 800	 800	 800	 900

	 คุณภาพการตรวจวิเคราะห์ เฉลี่ยทุกสาขา (แห่ง)	 ผล	 984	 1,057	 1,057	 1,016

	 ร้อยละความส�ำเร็จของเป้าหมายตามแผน	 ร้อยละ	 123	 132	 132	 113

	 การปฏิบัติราชการ

2.	จ�ำนวนครั้งการประเมินคุณภาพ	 แผน	 14,400	 14,400	 14,400	 13,500

	 การตรวจวิเคราะห์ (รวมทุกสาขา/3 รอบต่อปี)	 ผล	 17,730	 19,026	 16,350	  15,324

	 ร้อยละความส�ำเร็จของเป้าหมาย	 ร้อยละ	 123	 132	 114	 114

	 ตามแผนการปฏิบัติราชการ

3.	ร้อยละระดับความพึงพอใจของผู้รับบริการ 	 แผน	 85	 85	 85	 85

		  ผล	 83	 82.75	 84.11	 84.11

	 ปีงบประมาณ (พ.ศ.)
	 รายการ	 เป้าหมาย	
			   2554	 2555	 2556	 2557

ตารางที่ 4 ข้อมูลผลการด�ำเนินงานการพัฒนาเครือข่ายห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุข ปีงบประมาณ 

พ.ศ. 2554 ถึง พ.ศ. 2557

1.	จ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ได้รับการพัฒนา	 แผน	 750	 700	 700	 700

	 ระบบคุณภาพมาตรฐานห้องปฏิบัติการ (แห่ง)	 ผล	 860	 830	 838	 760

	 ร้อยละความส�ำเร็จของเป้าหมาย	 ร้อยละ	 115	 119	 120	 109

	 ตามแผนการปฏิบัติราชการ

	 ปีงบประมาณ (พ.ศ.)
	 รายการ	 เป้าหมาย	
			   2554	 2555	 2556	 2557
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รองใหม่ การต่ออายุ การขยายขอบข่าย และการเฝ้าระวังทั้งที่เป็น Onsite assessment และ Self assessment  
พบว่ามีห้องปฏิบัติการที่ได้รับการรับรองตามมาตรฐานสากล ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2557 มีการขอรับรองใหม่จ�ำนวน
มากขึ้นจากปีก่อนประมาณ 3 เท่า เป็นผลจากจ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ได้รับรองตามมาตรฐาน ISO 15190 ซึ่งเป็น 
ห้องปฏิบัติการกลุ่มผู้รับบริการเดิมท่ีได้รับการรับรองตามมาตรฐาน ISO 15189 และห้องปฏิบัติการได้รับการ 
รับรองใหม่ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2556 จึงไม่ได้เป็นการขยายฐานจ�ำนวนผู้รับบริการรายใหม่ทั้งหมด โดยส�ำนักมาตรฐาน 
ห้องปฏบิตักิารได้เริม่ให้การรบัรองห้องปฏบิตักิารด้านความปลอดภยัตามมาตรฐาน ISO 15190 ส�ำหรบัห้องปฏบิตักิาร
ที่ผ่านการรับรอง ISO 15189 โดยไม่คิดค่าธรรมเนียมเพิ่ม ส่งผลให้มีจ�ำนวนห้องปฏิบัติการได้รับการรับรองตาม
มาตรฐาน ISO 15190 เพิ่มขึ้น 8 แห่ง ในปี  พ.ศ. 2556 และ 71 แห่ง ในปี พ.ศ. 2557 ส่วนกรณีการต่ออายุที่มีจ�ำนวน
สูงขึ้นเป็น 3 เท่าในปี พ.ศ. 2557 เมื่อเปรียบเทียบกับผลการด�ำเนินงานปีก่อนหน้านี้ เป็นผลจากการปรับอายุใบรับรอง
จาก 3 ปี เป็น 2 ปี ในปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 ทั้งนี้เนื่องมาจากผลการจัดท�ำแผนพัฒนาปรับปรุงและระบบการให้
บริการตามความต้องการและความคาดหวังของผู้ใช้บริการประจ�ำปี พ.ศ. 2554 มีการปรับปรุงกระบวนงานการรับรอง
ในประเด็นส�ำคัญ อาทิ การปรับวิธีการตรวจติดตามผลเพื่อเฝ้าระวัง ณ สถานที่ปฏิบัติงาน (Surveillance on-site 
assessment) เป็นวิธีการสุ่มตรวจสอบข้อมูลที่ส�ำคัญตามความเหมาะสม (self assessment) ขึ้นอยู่กับประเภทของ
การเฝ้าระวงัตามสถานะของแต่ละหน่วยงานท่ีขอรบัการรบัรอง (conformity Assessment Body: CAB) เพือ่ตดิตาม
การรักษาระบบคุณภาพของ CAB ที่ผ่านการรับรองความสามารถในช่วงระหว่างที่ได้รับการรับรอง เป็นการด�ำเนินการ
ในช่วงก่อนครบวงรอบการตรวจประเมินเพือ่ต่ออายใุบรบัรอง ซึง่สามารถลดปัญหาเรือ่งจ�ำนวนผูต้รวจประเมนิไม่เพยีง
พอในการออกตรวจประเมินเฝ้าระวังจริงได้ครบตามจ�ำนวนห้องปฏิบัติการที่ต้องได้รับการตรวจประเมินตามช่วงเวลา
ที่ก�ำหนดรวมถึงการปรับระยะเวลาของใบรับรองจากเดิม 3 ปี เป็น 2 ปี(8) นอกจากนั้นยังมีการจัดท�ำคู่มือการใช้บริการ
รับรองความสามารถห้องปฏิบัติการทดสอบการแพทย์และสาธารณสุข ปรับปรุงสถานที่รับบริการให้เป็นสัดส่วนและ 
อยู่ในห้องปรับอากาศ  รวมถึงการพัฒนาศักยภาพบุคลากร โดยจัดการอบรมความเข้าใจ กระบวนการรับรอง 
ตามมาตรฐานสากลท่ีเกีย่วข้อง และข้อก�ำหนดส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร รวมทัง้การจดัอบรมหลกัสตูรการให้บริการ
ที่ดี ซึ่งสอดคล้องกับผลการส�ำรวจความพึงพอใจของผู้รับบริการ ซึ่งเพิ่มขึ้นตามล�ำดับ แม้ว่าช่วงปีงบประมาณ 
พ.ศ. 2554-2556 ร้อยละความพึงพอใจของผู้รับบริการต�่ำกว่าค่าเป้าหมายที่ก�ำหนดเล็กน้อย โดยส�ำนักมาตรฐาน 
ห้องปฏิบัติการได้น�ำประเด็นความไม่พึงพอใจ มาด�ำเนินการปรับปรุงกระบวนการ และก�ำหนดเป็นตัวชี้วัดของ 
หน่วยงานตามค�ำรับรองการปฏิบัติราชการอย่างต่อเนื่อง และพบว่าผลสัมฤทธิ์ด้านคุณภาพการให้บริการมีแนวโน้ม 
ในทางที่ดีขึ้นในปีงบประมาณ พ.ศ. 2557 มีร้อยละระดับความพึงพอใจของผู้รับบริการสูงกว่าค่าเป้าหมายที่ก�ำหนด 
ส�ำหรับผลการด�ำเนินงานของการประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ห้องปฏิบัติการชันสูตรและการพัฒนาเครือข่าย 
ห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุขมีผลสัมฤทธิ์ด้านประสิทธิผลการด�ำเนินงาน เกินค่าเป้าหมายที่ก�ำหนดอย่างต่อเนื่อง 
เนื่องจากมีห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลในสังกัดกระทรวงสาธารณสุข หน่วยงานภาครัฐนอกสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 
และหน่วยงานภาคเอกชน มากกว่า 1,000 แห่ง เป็นห้องปฏิบัติการสมาชิกที่ได้รับการพัฒนาศักยภาพในการรายงาน
ผลการตรวจวิเคราะห์ จากส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ ที่มีการจัดการสัมมนาวิชาการให้แก่ห้องปฏิบัติการสมาชิก
อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้เกิดการแลกเปลี่ยนเรียนรู้ ทันต่อวิทยาการสมัยใหม่(9) และผู้รับบริการสามารถใช้เป็นหลักฐาน
ส่วนหนึ่งในการขอรับการรับรองตามมาตรฐานห้องปฏิบัติการได้อีกด้วย แต่อย่างไรก็ดีผลสัมฤทธิ์ด้านคุณภาพการ 
ให้บริการของการประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ห้องปฏิบัติการชันสูตร พบยังมีปัญหาด้านความไม่พึงพอใจ 
ในประเด็นเดิมต่อเนื่อง ได้แก่ การจัดส่งวัตถุทดสอบที่ส่งให้สมาชิกไม่ตรงเวลาที่ก�ำหนด การส่งรายงานผลวิเคราะห์
ล่าช้ากว่าแผนที่ก�ำหนด และไม่สามารถขยายสาขาการให้บริการตามความต้องการของผู้รับบริการ ซึ่งจากการวิเคราะห์
ปัญหาในกลุ่มงานอาจเกิดจากบุคลากรไม่เพียงพอ เนื่องจากมีการเกษียณอายุราชการ โอนย้าย และลาออก ส่งผล 
กระทบต่ออัตราก�ำลังบุคลากรรวมถึงศักยภาพและขีดความสามารถของบุคลากร ที่ยังขาดประสบการณ์ และความ
เชีย่วชาญในการปฏบิตังิาน  ส�ำหรบังานการพฒันาเครอืข่ายห้องปฏบิตักิารชนัสตูรสาธารณสขุ ไม่มกีารรายงานผลส�ำรวจ
ความพงึพอใจของผูร้บับรกิาร เนือ่งจากเป็นการด�ำเนนิงานเชงิบรูณาการร่วมกบัศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ และไม่ได้
ก�ำหนดเป็นตัวชี้วัดระดับความพึงพอใจของหน่วยงาน



ประสทิธผิลและคณุภาพการให้บรกิาร ของส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร	
		  อมรรตัน์ ทศันกจิ และชมไฉไล สนิธสุาร
ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554-2557
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สรุป

การศึกษาในครั้งนี้ เพื่อประเมินผลสัมฤทธิ์ด้านประสิทธิผลและด้านคุณภาพการให้บริการ การด�ำเนินงาน

ตามภารกิจหลักด้านการรับรองห้องปฏิบัติการทางการแพทย์และสาธารณสุข การประเมินคุณภาพการตรวจวิเคราะห์

ห้องปฏิบัติการชันสูตร และการพัฒนาเครือข่ายห้องปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุข  มีผลประเมินการด�ำเนินงานตั้งแต่

ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554 – 2557 เกินค่าเป้าหมาย ที่ก�ำหนดอย่างต่อเนื่อง  ดังนั้นในการน�ำข้อมูลผลการด�ำเนินงาน 

ในช่วง 4 ปีที่ผ่านมา เพื่อวางแผนบูรณาการแผนงาน และการจัดท�ำแผนการปฏิบัติราชการ 4 ปี (พ.ศ. 2559-2562) 

ของส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร ด้านประสทิธผิล ต้องมกีารปรบัค่าเป้าหมายหรอืขยายศกัยภาพการให้บรกิารให้เกดิ

ความท้าทาย เชิงยุทธศาสตร์ เพื่อให้บรรลุผลการด�ำเนินการที่เป็นเลิศ โดยสามารถเทียบเคียงและแข่งขันได้กับองค์กร 

ที่เป็นเลิศ หรือที่มีผู้รับบริการกลุ่มเดียวกัน เพื่อรักษาฐานกลุ่มผู้รับบริการไว้ และขยายความร่วมมือกับหน่วยงานอื่น 

ให้ได้มาซึ่งงบประมาณและทุนสนับสนุนเพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพ ประสิทธิผล ของส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ  

ทั้งในด้านพันธกิจ ด้านปฏิบัติการ และด้านทรัพยากรบุคคลให้มีจ�ำนวนเพียงพอและมีศักยภาพสูงในการปฏิบัติงาน 

ส�ำหรับด้านคุณภาพการให้บรกิาร จากผลการส�ำรวจความพงึพอใจและความเช่ือมัน่ในคุณภาพการให้บรกิาร การด�ำเนนิ

งานตามภารกิจหลัก ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ อยู่ในระดับพอใจและเชื่อมั่น แต่เป็นผลการวัดและวิเคราะห์ 

โดยไม่มีคู่เทียบ ท�ำให้ไม่สามารถวิเคราะห์สถานะของหน่วยงานในปัจจุบัน จึงจ�ำเป็นต้องให้ความส�ำคัญกับผู้รับบริการ

ในปัจจุบันและอนาคต โดยมุ่งเน้นถึงความสามารถในการตอบสนองผู้รับบริการ รวมทั้งท�ำให้บุคลากรมีความพึงพอใจ

และแรงจูงใจ ในการมุ่งสู่ความเป็นเลิศ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุบคุลากรทุกกลุม่/ฝ่าย ของส�ำนกัมาตรฐานงานห้องปฏบิตักิาร ทีใ่ห้ความส�ำคญักบังานการบริหาร

จัดการภาครัฐ การด�ำเนินการตามแผนปฏิบัติราชการ และค�ำรับรองการปฏิบัติราชการและสนับสนุนข้อมูลผลการ 

ด�ำเนินงานของส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการเป็นอย่างดียิ่ง
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Abstract  The Bureau of Laboratory Quality Standards, a service-based unit under the Ministry 
of Public Health, offers the standard accreditation and external quality assessment of medical and 
public health laboratory services for the public and private sectors and also promotes the establishment 
of public health laboratories network. The study, conducted to assess the effectiveness of operations 
and the quality of services based on the Action Plan of the Bureau of Laboratory Quality Standards for 
the fiscal years 2011-2014, illustrates the results as follows: According to the study, the effectiveness 
of operations was quantitatively analyzed by the Bureau’s performance based on indicators of 
the Action Plan for the fiscal years 2011- 2014 and the results were shown by the fiscal years 2011, 
2012, 2013 and 2014 respectively. The results of the study indicate that 157, 138, 138 and 193 percent 
of medical and public health laboratories have been accredited by international standards, 
that 174, 88, 110 and 100 percent of medical laboratories have been accredited by the Department 
of Medical Sciences standard, that 123, 132, 132 and 113 percent of medical laboratories participated 
in the external quality assessment and that 115, 119, 120 and 109 percent of laboratories have been 
improved for the standardization system. Furthermore, the results of the quality of services were 
evaluated by the percentage of customer’s satisfaction for the fiscal years 2011, 2012, 2013 and 2014 respectively. 
The results of the study indicate that 82.70, 83.40, 84.80 and 85.36 percent of customers  have been satisfied 
with the process of medical laboratories accreditation and that 83.00, 82.75, 84.11 and 84.11 percent 
of customers have been satisfied with the process of medical laboratories external quality assessment. 
However, the customer-satisfaction survey of medical laboratories network establishment was 
not carried out. The results of the study can be applied to the development of the Action Plan of 
the Bureau of Laboratory Quality Standards for the fiscal years 2016-2019, the promotion of the 
Bureau’s integrated program and the major function of the Bureau in providing people quality services 
as determined by the policy and objectives of the Department of Medical Sciences.

Key words: Effectiveness, Quality of services, Bureau of Laboratory Quality Standards
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