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ปีที่ 57 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2558

การหาปริมาณ Imperatorin 
ในผลมะตูมด้วยวิธี Ultra Performance Liquid 

Chromatography (UPLC)

ดวงเพ็ญ ปัทมดิลก อภิรักษ์ ศักดิ์เพ็ชร พีรธรรม เทียมเทียบรัตน์ สิริกาญจน์ ธนอริยโรจน์
ศักดิ์วิชัย อ่อนทอง และณุฉัตรา จันทร์สุวานิชย์  
สถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000 

Accepted for publication, 30 October 2015

บทคัดย่อ  Imperatorin  มีฤทธ์ิทางชีวภาพ  เช่น  ต้านออกซิเดชัน  ต้านเน้ืองอก  ขยายหลอดเลือด  ต้านการเกาะกลุ่มของ
เกล็ดเลือด  เป็นต้น  เป็นสารออกฤทธ์ิชนิดหน่ึงที่พบในผลมะตูม  (Aegle marmelos  (L.) Corrêa  วงศ์  Rutaceae)  ซึ่ง
เป็นสมุนไพรที่มีการใช้ประโยชน์ทั้งทางยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพ แต่ยังไม่มีวิธีการควบคุมคุณภาพสมุนไพรชนิดนี้ การศึกษานี ้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูมด้วยวิธี  Ultra  Performance  Liquid  
Chromatography  (UPLC)  ซ่ึงสามารถสรุปวิธีวิเคราะห์ได้ดังน้ี  การสกัดตัวอย่างโดยการ  relux  ผลมะตูม  1  กรัม 

ใน hexane ปริมาตร 50 มิลลิลิตร    เป็นเวลา 30 นาที กรองและน�าสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง จากนั้นละลายกลับและปรับ
ปริมาตรด้วย methanol จนครบ 25 มิลลิลิตร น�าสารละลายตัวอย่าง 3 มิลลิลิตร มาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC โดยใช้ BEH 
C18, 2.1 × 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร และใช้ 60% methanol เป็น mobile phase อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตร/นาที 
ตรวจวัดด้วย PDA ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร การทดสอบความใช้ได้ของวิธี พบว่า calibration curve มีความเป็น
เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีค่า coeicient (R2) เท่ากับ 0.999896 ค่า %recovery 
อยู่ในช่วง 99.43-103.00% ค่า HORRAT ได้เท่ากับ 0.60-0.88 มี LOD และ LOQ เท่ากับ 0.0026 และ 0.0086 มิลลิกรัม/
มลิลลิติร ตามล�าดับ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า วธีิวเิคราะห์ทีพ่ฒันาขึน้น้ีมคีวามเหมาะสม สามารถน�าไปใช้เป็นวธิตีรวจวเิคราะห์ปริมาณ 
imperatorin ในผลมะตูม และสามารถน�าไปสู่การก�าหนดเกณฑ์ปริมาณสารส�าคัญในผลมะตูมต่อไป
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บทน�า
มะตูม (Aegle marmelos (L.) Corrêa วงศ์ Rutaceae) มีชื่อสามัญ ได้แก่  Bael Fruit Tree, Bengal 

Quince และ Bilak  ชื่อท้องถิ่น ได้แก่ กะทันตาเถร ตุ่มตัง ตูม (ปัตตานี) พะโนงค์ (เขมร) มะปิน (เหนือ) มะปิส่า 
(แม่ฮ่องสอน)(1)  เป็นไม้ต้นผลดัใบ สงู 10-15 เมตร กิง่ก้านมหีนามแหลม ใบประกอบแบบขนนกปลายค่ี มกัม ี3 ใบย่อย 
รูปไข่ถึงรูปรี ดอกออกเป็นช่อกระจุกหลวมๆ หรือเป็นช่อกระจะ ดอกสมบูรณ์เพศ กลีบเลี้ยงและกลีบดอกมี 4-5 กลีบ 

สีขาว มีกลิ่นหอม เกสรเพศผู้ 30-50 อัน ยาวเท่ากลีบดอก ผลสดเนื้อหลายเมล็ด ทรงกลมถึงรี เปลือกชั้นนอกหนาและ
แข็ง  เปลือกช้ันในอ่อนนุ่มและฉ�่าน�้า  จะเปลี่ยนเป็นแข็งเมื่อผลสุก  เมล็ดทรงรีแบน มีจ�านวนมาก  ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ของผลมะตูม เช่น ต้านเชื้อแบคทีเรีย ต้านเชื้อรา ต้านไวรัส ยับยั้งการหดเกร็งของล�าไส้ รักษาแผลในกระเพาะอาหาร 
คลายกล้ามเนื้อเรียบ ต้านฮีสตามีน ลดระดับน�้าตาลในเลือด ลดไขมัน ยับยั้งการเกิด lipid peroxidation เป็นต้น(2) 

การแพทย์พื้นบ้านไทยใช้ผลมะตูมแก่แต่ยังไม่สุก  สดหรือแห้ง  ฝานบางๆ  ชงรับประทานแก้ท้องเสีย  แก้บิด 

แก้โรคกระเพาะอาหาร  ฝาดสมาน  เจริญอาหาร  แก้ธาตุพิการ  ขับผายลม  บ�ารุงก�าลัง  ผลแก่สุกทุบให้เปลือกแตก 

ต้มทั้งลูกกับน�้าตาลแดง เป็นยาระบายท้อง แก้ร้อนในกระหายน�้า แก้มูกเลือด บิดเรื้อรัง และมีการใช้ผลมะตูมในพิกัด 

“ตรีผลสมุฏฐาน” แก้สมุฏฐานแห่งตรีโทษ ขับลมต่างๆ แก้ไตพิการ

ภาพที่ 1 ผลมะตูม

imperatorin หรอื marmelosin (ภาพที ่2) เป็นสารเคมทีีพ่บในผลมะตมู เป็นสารกลุม่ furanocoumarin 

มีคุณสมบัติสามารถละลายได้ในน�้าร้อนแต่ไม่ละลายในน�้าเย็น  ละลายได้ใน  chloroform,  benzene,  alcohol, 
ether  และ  petroleum  ether  สาร  imperatorin  มีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลาย  เช่น  ต้านออกซิเดชัน(3) 

ต้านเนื้องอก(4) ขยายหลอดเลือด(5) ต้านการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด(6) ต้านชัก(7) ยับยั้งการแบ่งตัวของเชื้อไวรัสเอดส์ 
HIV(8) และยบัยัง้ Cytochrome P450(9) เป็นต้น องค์ประกอบทางเคมชีนิดอืน่ๆ ทีพ่บในผลมะตมู เช่น luvangetin, 
aurapten, psoralen, marmelide และ tannin เป็นต้น(2) 

จากการทบทวนรายงานการวิจยั พบว่า มรีายงานการศึกษาวิธวิีเคราะห์เชิงปรมิาณของสารส�าคัญในผลมะตมู
หลายวิธ ีได้แก่ การหาปรมิาณแทนนินรวม (วิธ ีFolin-Denis)(10) การหาปรมิาณฟีนอลรวม (วิธ ีFolin-Ciocalteu)(11) 

การหาปริมาณฟลาโวนอยด์รวม (วิธ ีAluminium chloride colorimetry)(12) ซ่ึงล้วนแต่เป็นการหาปรมิาณในลกัษณะ
ของปริมาณกลุ่มสารส�าคัญ  ส่วนการหาปริมาณสารส�าคัญเดี่ยวๆ  ในผลมะตูม  ได้แก่  การหาปริมาณ  imperatorin 
ด้วยวิธี  qNMR (quantitative nuclear magnetic  resonance)(13) นอกจากนี้  ยังมีการควบคุมคุณภาพด้วยวิธี  
chromatographic ingerprint  ได้แก่ HPLC ingerprint proile และ HPTLC ingerprint proile ของ 
ใบมะตูม(14)  ด้วยโดยสาร aegeline เป็นสารส�าคัญในใบมะตูมและใช้เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร
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เน่ืองจาก  imperatorin  เป็นสารเคมีที่พบในผลมะตูมและมีฤทธิ์ทางชีวภาพหลากหลาย  การศึกษาวิจัย
น้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูมด้วยวิธี  Ultra  Performance  Liquid 
Chromatography (UPLC) ให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่ให้ผลถูกต้อง แม่นย�า รวดเร็ว และเชื่อถือได้ ผลจากการศึกษาวิจัย
นี้ สามารถน�าไปใช้ประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบ ตลอดจนการวิจัยและพัฒนาต�ารับยาที่มีผลมะตูมเป็นส่วน
ประกอบต่อไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ
วัสดุ
1. ตัวอย่างผลมะตูม

รวบรวมตัวอย่างผลมะตูม จ�านวน 29 ตัวอย่าง  ในช่วงเดือนมิถุนายน 2554 ถึงเมษายน 2556  เป็นผลสด
จากแหล่งธรรมชาติ จ�านวน 3 ตัวอย่าง และผลแห้งจากร้านยาสมุนไพร จ�านวน 26 ตัวอย่าง ผลสดน�ามาล้างให้สะอาด 
ฝานเป็นแว่น ผึ่งให้แห้ง จากนั้นน�ามาอบในตู้อบร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน น�ามาบดเป็นผง ผ่าน
แร่งเบอร์ 180 แล้วเกบ็ในขวดแก้วสชีาปิดสนิท ส่วนผลแห้งน�ามาอบในตูอ้บร้อนทีอ่ณุหภมู ิ50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง เพื่อไล่ความชื้น แล้วน�ามาบดเป็นผง ผ่านแร่งเบอร์ 180 แล้วเก็บในขวดแก้วสีชาปิดสนิท

2. สารมาตรฐาน 
imperatorin (marmelosin)  ความบริสุทธิ์ ≥ 98% (Sigma-Aldrich, India)

3. ตัวท�าละลาย
hexane (AR grade), methanol (HPLC grade), น�้า (Deionized water) 

4. เครื่องมือ
AcquityTM  Ultra Performance Liquid Chromatography –PDA detector (Waters, USA)
Mettler Toledo Analytical Balance
Eyela NE-1 Rotary Evaporator
Retsch AS200 Basic Sieves
Water bath 

ภาพที่ 2 โครงสร้างทางเคมีของ imperatorin 

0 0
0

0
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5. วัสดุวิทยาศาสตร์ 
AcquityTM UPLC column BEH C18, 2.1 × 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร, PVDF membrane 

ilter  0.2  ไมโครเมตร, Membrane  ilter  0.45  ไมโครเมตร,  Nylon  ilter  syringe  0.2  ไมโครเมตร, 
กระดาษกรอง เบอร์ 4 และเครื่องแก้ว 

วิธีการ
1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม 

1.1 การเลือกชนิดของตัวท�าละลายในการสกัด
    สกัดตัวอย่างผลมะตูม น�้าหนัก 1 กรัม ด้วย hexane และ methanol ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ด้วยวิธี 

relux เป็นเวลา 1 ชั่วโมง กรอง น�าสารสกัด hexane ไประเหยแห้ง แล้วละลายกลับและปรับปริมาตรด้วย methanol 
จนครบ 25 มิลลิลิตร  โดยใช้  volumetric lask ส่วนสารสกัด methanol  ให้น�าไประเหยเพื่อลดปริมาตร จากนั้น 

ปรับปริมาตรกลับจนครบ  25  มิลลิลิตร  โดยใช้  volumetric  lask  แล้วน�ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC  เพื่อ 

เปรียบเทียบความสามารถในการสกัดสาร imperatorin จากผลมะตูมของตัวท�าละลายแต่ละชนิด

1.2 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัด
  สกัดผลมะตูมแห้ง น�้าหนัก 1 กรัม ด้วย hexane โดยวิธี relux เป็นเวลา 30 และ 60 นาที กรอง แล้ว

น�าสารละลายที่ได้ไประเหยแห้ง  จากน้ันละลายกลับและปรับปริมาตรด้วย methanol  จนครบ  25  มิลลิลิตร  โดยใช ้
volumetric lask น�าสารละลายตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC เพื่อเปรียบเทียบผลของเวลาที่ใช้ในการ
สกัดสาร imperatorin  

1.3 ความยาวคลื่นในการตรวจวัดสาร imperatorin  

      วัดการดูดกลืนแสง UV ของ imperatorin เพื่อดูความยาวคลื่นที่สารชนิดนี้สามารถดูดกลืนแสงสูงสุด 

(λmax)  และวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างผลมะตูมโดยใช้  PDA  เพื่อเลือกความยาวคลื่นส�าหรับการตรวจวัด 

imperatorin โดยที่ไม่พบการเกิด co-elute

1.4 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่ 
     วัฏภาคคงที่  เปรียบเทียบผลของคอลัมน์ชนิดต่างๆ  ที่แตกต่างกันในเรื่องชนิดอนุภาคภายในคอลัมน์ 

(BEH C18, BEH C8 และ BEH phenyl) ความยาวคอลัมน์ (50 และ 100 มิลลิเมตร) โดยพิจารณาเลือกคอลัมน์
จากลักษณะ peak ของ imperatorin (peak shape และ peak symmetry) และ retention time

  วัฏภาคเคลื่อนที่  ศึกษาชนิดและสัดส่วนของวัฏภาคเคลื่อนที่  โดยพิจารณาจาก  peak  shape  และ  
retention time ของ imperatorin ความสามารถในการแยก impurity จาก peak ของ imperatorin ในสารละลาย
ตัวอย่างผลมะตูม และความดันของระบบโครมาโทกราฟี

1.5 วิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร imperatorin 
  โดยสรุปวิธีจากผลการศึกษาในข้อ 1.1-1.4

2. การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ทางเคมี
ทดสอบความใช้ได้ของวิธวิีเคราะห์ปรมิาณ imperatorin ในผลมะตมูทีพ่ฒันาขึน้ตามแนวปฏบัิตกิารทดสอบ

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข(15) 
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2.1 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงการวิเคราะห์ (Range) 
     ฉีดสารละลายสารมาตรฐาน imperatorin ที่ 6 ระดับความเข้มข้น ตั้งแต่ 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร    ความเข้มข้นละ  3  ซ�้า  และวิเคราะห์ซ�้า  3  ครั้ง  ด้วยเครื่อง UPLC น�าค่า  peak  area  และความเข้มข้น 

ของสารละลายสารมาตรฐาน  imperatorin  ไปสร้าง  calibration  curve  ศึกษา  Linearity  โดยพิจารณาจาก 

coeicient (R2) และช่วงความเข้มข้นที่ท�าการทดสอบ (Range)
2.2 ความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)
     เติมสารมาตรฐาน (spike) ที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ลงใน sample blank 

แล้ววิเคราะห์ sample blank (unspiked) จ�านวน 6 ซ�้า และวิเคราะห์ spiked sample ระดับละ 3 ซ�้า แต่ละซ�้าท�า 
duplicate จากนั้นค�านวณค่า %recovery, %RSD และ HORRAT 

   (C1 - C2) × 100
%recovery  = 
        C3

เมื่อ   C1   คือ  ความเข้มข้นของสารใน spiked sample 
    C2  คือ  ความเข้มข้นของสารใน sample blank
    C3   คือ  ความเข้มข้นของสารที่เติมลงไป (analyte)

2.3 ขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)
       LOD ค�านวณจากจุดตัดของกราฟมาตรฐานที่เตรียมโดยใช้ sample blank เมื่อสร้างกราฟมาตรฐาน

โดยใช้ spiked sample blank ที่ 6 ระดับความเข้มข้นของสารมาตรฐาน ระดับละ 3 ซ�้า จากนั้นค�านวณค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานของ y-intercept (Sy/x) และค�านวณค่า LOD โดย LOD คือ ความเข้มข้นที่ response กับ y-intercept 
+ 3 Sy/x   

2.4 ขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)
  LOQ ค�านวณโดย LOQ มีค่าเท่ากับ 10 เท่าของ Sy/x  

2.5 ความจ�าเพาะ (Speciicity)
   วิเคราะห์ method  blank  โดยสกัดและวิเคราะห์ตามวิธีที่พัฒนา  ใช้สารเคมีทั้งหมด แต่ไม่มีตัวอย่าง 

เพื่อตรวจสอบสารรบกวนที่อาจมาจากสารเคมีหรืออุปกรณ์ที่ใช้

3. การวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในตัวอย่างผลมะตูม
วิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม จ�านวน 29 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นในข้อ 1.5

ผล  
1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม

1.1 ชนิดของตัวท�าละลายในการสกัด
   ผลการศึกษาพบว่า เมือ่น�าสารละลายทีไ่ด้จากการสกดัผลมะตมูด้วย hexane และ methanol วิเคราะห์

ด้วยเครือ่ง UPLC พบว่า พืน้ทีใ่ต้กราฟของ peak สาร imperatorin ที ่retention time 1.3 นาท ีมค่ีาไม่แตกต่างกนั 

(ภาพที่ 3)  แต่สารละลายตัวอย่างที่ได้จากการสกัดด้วย methanol จะมีสีของสารละลายตัวอย่างเข้มกว่าการสกัดด้วย 
hexane และยงัพบการตกตะกอนเมือ่ตัง้ทิง้ไว้ทีอ่ณุหภมู ิ25 องศาเซลเซียส ภายในเวลาไม่เกนิ 6 ช่ัวโมง ซ่ึงเป็นตะกอน
ที่คงทนไม่สลายเมื่อตั้งทิ้งไว้ข้ามคืน  
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ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม จึงเลือกใช้ hexane เป็นตัวท�าละลาย
อินทรีย์ในการสกัดตัวอย่างผลมะตูม

1.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัด 

  สารละลายที่ได้จากการสกัดตัวอย่างผลมะตูม  ซ่ึงสกัดด้วยวิธีเดียวกันโดยการ  relux  กับ  hexane 
แต่ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดแตกต่างกัน  เมื่อน�ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่อง UPLC พบว่า พื้นที่ใต้กราฟของ peak สาร 
imperatorin ที ่retention time 1.0 นาท ีทัง้จากการสกัดด้วยระยะเวลา 30 และ 60 นาท ีมค่ีาไม่แตกต่างกัน (ภาพที ่4) 

ภาพที่ 3  ผลการสกัด imperatorin (marmelosin) ในผลมะตูมด้วย hexane และ methanol
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ภาพที่ 4  ผลของระยะเวลาที่ใช้ในการสกัด imperatorin (marmelosin) จากตัวอย่างผลมะตูม
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ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูมจึงเลือกใช้ hexane เป็นตัวท�าละลายใน
การสกัดและใช้เวลาในการสกัดเพียง 30 นาที 

1.3 ความยาวคลื่นในการตรวจวัด imperatorin  

   จากการศึกษาการดูดกลืนแสง UV  ของ  imperatorin พบว่า  λmax  ของสารดังกล่าว  มีค่าเท่ากับ 
218.8, 248.6 และ 302.5 นาโนเมตร (ภาพที่  5) และเมื่อวิเคราะห์สารละลายตัวอย่างผลมะตูมด้วยเครื่อง UPLC 
โดยใช้ PDA เป็น detector ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร ไม่พบการเกิด co-elute ของสารอื่น (ภาพที่ 6) 

ภาพที่ 5  UV spectrum ของ imperatorin (marmelosin)

ภาพที่ 6  UPLC ingerprint ของสารละลายตัวอย่างผลมะตูม

ดังนั้น ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม จึงเลือกตรวจวัดการดูดกลืนแสง UV 
ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร ในการตรวจวัด

1.4 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่  
 วัฏภาคคงที่ จากการศึกษา  UPLC  chromatographic  ingerprint  ของสารสกัด  hexane 

จากผลมะตูมและตรวจวัดด้วย PDA ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร โดยใช้ 70 % methanol เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่  
พบว่า เมือ่ใช้  UPLC column ชนิด BEH C18,  2.1 × 50 มลิลเิมตร, 1.7 ไมโครเมตร พบว่า UPLC chromatogram 

ที่ได้ให้  peak  ของ  imperatorin  ที ่ retention  time  0.6  นาที  ซ่ึงมีแยกจาก  impurity  อ่ืนอย่างชัดเจน  ดังน้ัน 

จึงเลือก UPLC column ชนิดดังกล่าวส�าหรับวิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ที่พัฒนาขึ้น
 วัฏภาคเคลื่อนที่ เมื่อปรับเปลี่ยนองค์ประกอบของวัฏภาคเคลื่อนที่เป็น 55 % และ 60 % methanol  

พบว่า retention time ของสาร imperatorin เปลี่ยนเป็น 1.4 และ 1.2 นาที ตามล�าดับ และเมื่อใช้ 60 % methanol 
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่จะได้  peak  shape  ของ  imperatorin  ที่ดีขึ้น  แต่เมื่อใช้  55 % methanol  ความดันของ 
ระบบ UPLC จะสูงขึ้น ซึ่งจะท�าให้อายุการใช้งานของ UPLC column สั้นลง



การหาปริมาณ Imperatorin ในผลมะตูมด้วยวธีิ UPLC ดวงเพญ็ ปัทมดิลก และคณะ

335
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 57 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2558

   ดังน้ัน  ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูมด้วยเครื่อง  UPLC  จึงเลือก
ใช้  AcquityTM  BEH C18,  2.1  ×  50  มิลลิเมตร,  1.7  ไมโครเมตร  และ  60% methanol  เป็นวัฏภาคเคลื่อนที ่
ตรวจวัดด้วย PDA ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร

1.5 วิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม
 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง 
  สกัดผงมะตูม น�้าหนัก 1 กรัม  ด้วย hexane ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยวิธี relux เป็นเวลา 30 นาที 

กรองและน�าสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง จากนั้นละลายกลับและปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 25 มิลลิลิตร 

 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน imperatorin
  ชั่ง imperatorin น�้าหนัก 20 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 100 มิลลิลิตร 

ด้วย volumetric lask จากนั้นเจือจางให้ได้ 6 ระดับความเข้มข้น คือ 0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.20 และ 0.24 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 สภาวะของระบบโครมาโทกราฟี 
  วัฏภาคคงที่  AcquityTM UPLC BEH C18, 2.1 × 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร
  อุณหภูมิคอลัมน์  ambient
  วัฏภาคเคลื่อนที่  60 % methanol
  อัตราการไหล  0.5 มิลลิลิตร/นาที
  การตรวจวัดสาร  PDA ที่ความยาวคลื่น 302 นาโนเมตร
  ปริมาตรการฉีด  3 ไมโครลิตร
  โดย retention time ของ imperatorin เท่ากับ 1.2 นาที

2. การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์
2.1 ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และช่วงการวิเคราะห์ (Range) 
  ฉีดสารละลายสารมาตรฐาน imperatorin ที่ 6 ระดับความเข้มข้น ตั้งแต่ 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร  ความเข้มข้นละ 3 ซ�้า และวิเคราะห์ซ�้า 3 ครั้ง ด้วยเครื่อง UPLC น�าค่า peak area และความเข้มข้นของ
สารละลายสารมาตรฐาน imperatorin ไปสร้าง calibration curve ผลการศึกษา (ภาพที่ 7-8)

ภาพที่ 7 Chromatogram ของสารละลายสารมาตรฐาน imperatorin 
    ในช่วงความเข้มข้น 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
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จากภาพที่ 7-8 พบว่า calibration curve ของสารมาตรฐาน imperatorin มีลักษณะเป็นเส้นตรง ในช่วง
ความเข้มข้น 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  โดยมีค่า coeicient (R2) เท่ากับ 0.999896 

2.2 ความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)
  เมือ่เตมิสารมาตรฐานทีค่วามเข้มข้นระดบัต่างๆ ในช่วงการใช้งาน 3 ระดบั ลงใน sample blank วิเคราะห์ 

sample blank จ�านวน 6 ซ�้า และวิเคราะห์ spiked sample ระดับละ 3 ซ�้า แต่ละซ�้าท�า duplicate ผลการศึกษา 
(ตารางที่ 1)

ภาพที่ 8 Calibration curve ของสารละลายสารมาตรฐาน imperatorin 
    ในช่วงความเข้มข้น 0.0402-0.2414 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

  Low level    104.8272 
    50  101.7207   103.00  0.60  95-105% 
      102.4670

      100.1012
  Medium level   100  96.8887  99.43  0.88  95-105%
      101.2907

      103.1674
  High level  150  99.1816  101.06  0.76  95-105% 
      100.8324     

* ตาม AOAC Peer-veriied methods program on policies and procedures, Arlington, VA, USA (1998)
** การยอมรับความเที่ยง ประเมินจาก HORRAT (< 2)

ตารางที่ 1  ผลการศึกษาความแม่นและความเที่ยง 

 Standard addition   %Spiked  %Recovery     เกณฑ์การยอมรับ
  level  target  Individual  Average  HORRAT**  ของ %recovery*
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ตารางที่ 2  ผลการวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูมด้วยวิธี UPLC

 
ตัวอย่างที่

  ปริมาณ imperatorin   
ตัวอย่างที่

  ปริมาณ imperatorin
    (% โดยน�้าหนัก)    (% โดยน�้าหนัก)

  1  0.24  16  0.07
  2  0.24  17  0.14
  3  0.50  18  0.18
  4  0.04  19  0.28
  5  0.19  20  0.13
  6  0.17  21  0.27
  7  0.29  22  0.09
  8  0.13  23  0.16
  9  0.25  24  0.37
  10  0.13  25  0.32
  11  0.10  26  0.24
  12  0.16  27  0.18
  13  0.12  28  0.25
  14  0.10  29  0.26
  15  0.23    0.20
      SD  0.09

2.3 ขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)
  พบว่า LOD มีค่าเท่ากับ 0.0026 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

2.4 ขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)
  LOQ จากการค�านวณ มีค่าเท่ากับ 0.0086 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

2.5 ความจ�าเพาะ (Speciicity)
  ผลการวิเคราะห์ method blank ไม่พบสารรบกวน peak ของ imperatorin  
       

3. การวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในตัวอย่างผลมะตูม
ผลการวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูม  จ�านวน  29  ตัวอย่าง พบว่า  ปริมาณ  imperatorin 

มีค่าอยู่ในช่วง 0.04-0.5 % โดยน�้าหนัก มีค่าเฉลี่ยของปริมาณ imperatorin เท่ากับ 0.20 % โดยน�้าหนัก ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน เท่ากับ 0.09 (ตารางที่ 2 และภาพที่ 9)   

ภาพที่ 9  ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูม   
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วิจารณ์
วิธีรับประทานผลมะตูมโดยมากจะต้มเป็นน�้ามะตูม  ซ่ึงจะได้น�้ามะตูมที่มีลักษณะใสเน่ืองจากการต้ม 

จะเติมน�้าในปริมาณมาก  แต่ในการวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  หากสกัดโดยการต้มกับน�้าและน�ามาลดปริมาตร 
สารสกัดที่ได้จะมีลักษณะเป็นเมือก  ข้นหนืด  ไม่สามารถท�าการวิเคราะห์ด้วยวิธีน้ีได้  จึงต้องใช้ตัวท�าละลายอินทรีย ์

ในการสกัดแทน UPLC  เป็น High Performance Liquid Chromatograph  (HPLC) ที่มีการพัฒนาเพื่อให ้

มีประสิทธิภาพการแยกสาร  ความไวในการแยกสารที่ดีขึ้น  ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่น้อยลง  และลดระยะเวลาในการ
ตรวจวิเคราะห์  ดังน้ัน  จึงเลือกใช้เครื่อง  UPLC  ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูม
จากการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ที่พัฒนาขึ้น  พบว่า  %recovery  จากการ
วิเคราะห์  spiked  sample  อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  (95-105%)  ซ่ึงแสดงถึงความแม่นของวิธีวิเคราะห์  และค่า 
HORRAT  อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  (<  2)  ซ่ึงแสดงถึงความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น  วิธีดังกล่าวจึงมีความ
เหมาะสม  สามารถน�าไปใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสาร  imperatorin  เพื่อการควบคุมคุณภาพของผลมะตูม 

ต่อไปได้จากผลการวิเคราะห์ปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูม  จ�านวน  29  ตัวอย่าง  สามารถน�าไปสู่การก�าหนด
มาตรฐานปริมาณ  imperatorin  ในผลมะตูมได้  โดยก�าหนดจากค่าเฉลี่ยปริมาณสารดังกล่าวลบด้วย  10%  ของ 
ค่าเฉลี่ยนั้น ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.18%  เมื่อปัดเลขเป็นทศนิยม 1 ต�าแหน่ง  ได้ค่า 0.20% ดังนั้น ผลมะตูมควรมีปริมาณ 
imperatorin ไม่น้อยกว่า 0.20% โดยน�้าหนัก  

สรุป
วิธีวิเคราะห์ปริมาณ imperatorin ในผลมะตูมด้วยเครื่อง UPLC  ที่พัฒนาขึ้น โดยสกัดผงมะตูม น�้าหนัก 

1 กรัม  ด้วย hexane ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยวิธี relux เป็นเวลา 30 นาที กรองและน�าสารสกัดที่ได้มาระเหยแห้ง 
จากนั้นละลายกลับและปรับปริมาตรด้วย methanol จนครบ 25 มิลลิลิตร น�าสารละลายดังกล่าว ปริมาตร 3 มิลลิลิตร
ฉีดเข้าสู่ระบบโครมาโทกราฟีของ UPLC ซึ่งใช้ column ชนิด BEH C18, 2.1 × 50 มิลลิเมตร, 1.7 ไมโครเมตร 
และใช้  60% methanol  เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่  อัตราการไหล  0.5  มิลลิลิตร/นาที  และตรวจวัดสารด้วย  PDA 

ที่ความยาวคลื่น  302  นาโนเมตร  จะปรากฏ  peak  ของ  imperatorin  ที่  retention  time  เท่ากับ  1.2  นาท ี

ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่า calibration curve  มีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 

0.0402-0.2414 มลิลกิรมั/มลิลลิติร มค่ีา coeicient (R2) เท่ากบั 0.999896  ค่า %recovery อยูใ่นช่วง  99.43-103.00% 

ค่า HORRAT  เท่ากับ  0.60-0.88  ค่า  LOD  และ  LOQ มีค่าเท่ากับ  0.0026  และ  0.0086  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ตามล�าดับ  จากข้อมูลข้างต้นแสดงให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นน้ีมีความเหมาะสม  สามารถน�าไปใช้เป็นวิธีตรวจ
วิเคราะห์ปรมิาณ imperatorin ในผลมะตมู และสามารถน�าไปสูก่ารก�าหนดเกณฑ์ปรมิาณสารส�าคญัในผลมะตมูต่อไป
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Quantitative Analysis of Imperatorin in 
Bael fruit by Ultra Performance Liquid 

Chromatography (UPLC)

Duangpen Pattamadilok Apirak Sakpetch Peradhama Thiemthieprat
Sirikarn Thanaariyaroj Sakwichai Ontong and Nuchattra Chansuvanich
Medicinal Plant Research Institute, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, 
Nonthaburi 11000, Thailand.

ABSTRACT Imperatorin  is  an  active  principle  for  anti-oxidation,  anti-tumor,  vasodilation,  
anti-platelet aggregation in Bael fruit (Aegle marmelos (L.) Corrêa, Family Rutaceae).  Although this 
plant  is widely used  in  traditional medicine and health products,  there  is no quality  control method 

for it. The objective of this study is to develop an analytical method for determination of imperatorin 
content in Bael fruit using UPLC.  Sample preparation was prepared by reluxing 1 g of powdered drug 
in 50 ml of hexane for 30 min, iltering and evaporating until dryness.  The residue was redissolved and 
adjusted with methanol  to  25 ml.  A  3 µl-portion  of  sample  solution was  injected  to UPLC  system. 
The analysis was performed using BEH C18, 2.1×50 mm, 1.7 µm column and 60% methanol as the mobile 
phase  at  low  rate  of  0.7 ml/min,  and  detected with PDA at wavelength  302  nm. This method was 
validated. Linearity was established for imperatorin concentration range of 0.0402-0.2414 mg/ml with a 
coeicient of determination (R2) 0.999896. %Recovery was in the range of 99.43-103.00%.  HORRAT was 
in the range of 0.60-0.88. LOD and LOQ were equal to 0.0026 and 0.0086 mg/ml, respectively.  It was 
shown that this developed method was suitable and could be used to analyze the content of imperatorin 
in Bael fruit. The appropriate speciication of imperatorin content in Beal fruit could be established.
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โดยเทคนิค HPLC-FLD

จิราภา อณุหเลขกะ และลัดดา แก้วกล้าปัญญาเจริญ
ส�ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000

Accepted for publication, 4 December 2015

บทคัดย่อ  ยาปฏิชวีนะกลุม่ควโินโลนเป็นยาทีอ่นุญาตให้ใช้ในการรักษาโรคติดเชือ้ในสตัว์ทีเ่ลีย้งเพือ่การบริโภค การใช้ยาอย่าง
ไม่ถูกต้องจะท�าให้เกิดการตกค้างในเน้ือสัตว์  ส่งผลให้เกิดอาการข้างเคียงและการด้ือยาในมนุษย์ได้  จึงได้พัฒนาและทดสอบ 

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ยากลุ่มนี้  จ�านวน  6  ชนิด  ได้แก่  danoloxacin,  diloxacin,  enroloxacin,  saraloxacin, 
lumiquine และ oxolinic acid โดยเทคนิค HPLC-FLD ยากลุม่น้ีจะถูกสกัดออกจากตัวอย่างด้วยสารละลายผสมของ 0.3% 
metaphosphoric  acid  กับ  acetonitrile  ด้วยอัตราส่วน  1:10  โดยปริมาตร  ก�าจัดไขมันโดยใช้เทคนิค  liquid-liquid  
extraction ด้วย hexane ที่อิ่มตัวด้วย acetonitrile และท�าให้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค solid phase extraction ด้วย HLB 
C-18  cartridge  จากน้ันตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณด้วยเคร่ือง HPLC-FLD  วิธีดังกล่าวมีขีดจ�ากัดของการตรวจพบ 
(limit of detection, LOD) และค่าขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) เท่ากับ 5 และ 10 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ ช่วงการวิเคราะห์ที่ให้ความสัมพันธ์เป็นเส้นตรง (linearity of working range) อยู่ในช่วง 
10-100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coeicient of determination: R2)  มากกว่า  0.95  มีความ
แม่น  (accuracy) แสดงด้วยค่าเฉลี่ย % recovery และความเที่ยง (precision) แสดงด้วยค่า HORRAT ที่ระดับความเข้ม
ข้น 10, 50 และ 100  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม อยู่ในช่วง 65.1-97.8% และ 0.3-0.9 ตามล�าดับ  และจากการทดสอบ matrix 
efect ทางสถิติด้วย paired t-test พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติที่ระดับความเชือ่มัน่ 95% (µ = 0.05) 
การเข้าร่วมโปรแกรมการทดสอบความช�านาญโดยการเปรียบเทยีบผลทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการมค่ีา  |Z|  น้อยกว่า  2  วิธีนี้จึงมี
ความเหมาะสมทีจ่ะน�ามาใช้ในห้องปฏิบัติการทดสอบตามค่าก�าหนดของประกาศกระทรวงสาธารณสขุ (ฉบับที ่303) พ.ศ. 2550 
จากนั้นได้ส�ารวจปริมาณการตกค้างของสารกลุ่มนี้ในเนื้อไก่  เนื้อหมู  และเนื้อวัวจ�านวนทั้งสิ้น  60 ตัวอย่าง ที่จ�าหน่ายในตลาด 

11 แห่งในเขตกรุงเทพฯ และนนทบุรี พบว่ามีเนื้อไก่ 1 ตัวอย่าง ที่ตรวจพบ oxolinic acid   ปริมาณ  29.5 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม และอีก 2 ตัวอย่าง พบ Enroloxacin ปริมาณ 16.1 และ 16.9 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม
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บทน�า
กลุ่มยาควิโนโลนมีสูตรโครงสร้างหลักที่ประกอบด้วย 1-substituted-1, 4-dihydro-4-oxopyridine-

3-carboxylic moiety และ aromatic groups มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย สามารถแบ่งตามสูตรโครงสร้างได้เป็น 2 กลุ่ม 
คือ  กลุ่มที่  1  เป็นกลุ่มที่ประกอบด้วย  pyridonecarboxylic  acid  ได้แก่  nalidixic  acid,  lumequine  และ 
oxolinic  acid  เป็นยาปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียชนิดแกรมลบได้ดี  และกลุ่มที่  2  เป็นกลุ่มที่ประกอบด้วย 

piperazinyl ได้แก่ danoloxacin, enroloxacin, marboloxacin, saraloxacin, ciproloxacin, diloxacin 
เป็นยาปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์กว้าง  (broad  spectrum  antibiotics)  ทั้งแบคทีเรียชนิดแกรมบวก  แกรมลบ  และ 
mycoplasma โดยยับยั้งเอนไซม์ DNA gyrase และ topoisomerase IV ที่จ�าเป็นต่อการท�าซ�้าและแปลงรหัส DNA 
(DNA  replication  and  transcription)  ของแบคทีเรีย(1,  2)   ยากลุ่มนี้เป็นยาที่อนุญาตให้ใช้เพื่อรักษาโรคติดเชื้อ 

ในระบบทางเดินหายใจ  ทางเดินปัสสาวะ  และทางเดินอาหารในสัตว์ที่เลี้ยงเพื่อการบริโภคทั้งสัตว์บกและสัตว์น�้า(3) 

การใช้ยาอย่างไม่ถูกต้องหรือไม่สมเหตุสมผลตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์  เรื่อง  ข้อปฏิบัติการควบคุม 

การใช้ยาสัตว์ การก�าหนดเภสัชเคมีภัณฑ์ที่ห้ามใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตอาหารสัตว(์4, 5) หรือตามประกาศกระทรวง
อตุสาหกรรม เรือ่ง ข้อก�าหนดการควบคมุการใช้ยาส�าหรบัสตัว์(6)  รวมไปถงึการไม่ปฏบัิตติามการปฏบัิตทิางการเกษตร
ทีด่ ี(Good Agriculture Practices; GAP) ส�าหรบัปศุสตัว์หรอืสตัว์น�า้ ท�าให้เกิดการตกค้างของยาปฏชีิวนะในเน้ือสตัว์ 
เมือ่บรโิภคจะส่งผลให้เกดิอาการข้างเคยีงทีเ่กีย่วข้องกบัระบบประสาทส่วนกลาง อาการไม่สบายท้อง คลืน่ไส้ ปวดศีรษะ 
นอนไม่หลับ(7)  และอาจก่อให้เกิดการดื้อยาในมนุษย์ได้เน่ืองจากเป็นยากลุ่มเดียวกับที่ใช้ในมนุษย์  มีการรายงานว่า
ประเทศไทยก�าลังประสบปัญหาการดื้อยากลุ่มนี้ของเชื้อ E.coli โดยมีร้อยละการดื้อยาประมาณ 54 ในปี พ.ศ. 2555-
2556(8) เชื้อกลุ่ม nontyphoidal salmonella และ Shigella ในภูมิภาคตะวันออกเฉียงใต้ มีช่วงร้อยละการดื้อยา
กลุ่มน้ีอยู่ที่  0.2-4  และ  0-82  ตามล�าดับ(9) และจากงานวิจัยพบว่าไก่ฟาร์มดื้อยาต้านเช้ือ  salmonella  มากกว่า 
ไก่บ้าน สาเหตุเนื่องจากการใช้ยาต้านจุลชีพ  เช่น มีอัตราการดื้อยาต่อ nalidixic  acid,  ciproloxacin  เพิ่มขึ้นจาก 

ร้อยละ 59.2 เป็น 78.3, 0 เป็น 8.7 ตามล�าดับ(10)  

การวิเคราะห์ยากลุ่มนี้ในเนื้อสัตว์นิยมใช้เทคนิค HPLC โดยมีเครื่องตรวจวัดเป็น UV/VIS, photodiode 
array (PDA)(11, 12), luorescence (FLD)(13, 14, 15) หรอื MS/MS(16) วิธทีีพ่ฒันาขึน้มาน้ี มขีัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่าง
เร่ิมจากการสกดัตวัอย่างด้วยตวัท�าละลายและสารละลายกรด  ก�าจดัไขมนัด้วย  n-hexane ท�าให้บรสิทุธิ ์ (clean up) 
ด้วย solid phase extraction: SPE  แล้ววิเคราะห์ชนิดและปริมาณด้วยเครื่อง HPLC-FLD 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข  ฉบับที่  303 พ.ศ.  2550  เรื่อง  อาหารที่มียาสัตว์ตกค้าง  มีการก�าหนด
มาตรฐานการตรวจพบยาสัตว์ตกค้างสูงสุด (maximum residue limit, MRL) ของยากลุ่มนี้ไว้เพียง  3 ชนิดเท่านั้น 
คอื saraloxacin, danoloxacin และ lumequine  โดยตกค้างได้ไม่เกนิปรมิาณ 10-80, 50-400 และ 500-3,000 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  ตามล�าดับ  (17)  และตามประกาศกรมปศุสัตว์  พ.ศ.  2549  เรื่อง  ก�าหนดมาตรฐานสารตกค้าง
ส�าหรับสินค้าปศุสัตว์ก�าหนดให้มี  enroloxacin  ตกค้างสูงสุดได้ไม่เกิน  100-300  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม(18) 

แต่เน่ืองจากในประเทศไทยยงัไม่พบการรายงานการเฝ้าระวังยากลุม่น้ีในอาหารอย่างต่อเน่ือง และกฎหมายไม่ครอบคลมุ
ยากลุ่มนี้ทุกชนิด รวมถึงไม่มีวิธีมาตรฐานในระดับชาติหรือนานาชาติ (AOAC)  ดังนั้นจึงจ�าเป็นต้องพัฒนาวิเคราะห์ 
ที่เหมาะสมกับห้องปฏิบัติการ  โดยเลือกใช้เทคนิค HPLC-FLD  แม้ว่าจะมีความไวน้อยกว่าเครื่องตรวจวัดชนิด 

MS หรือ MS/MS 15-50 เท่า แต่มีความไวมากกว่าชนิด UV 5 เท่า(19) เพื่อเป็นประโยชน์ต่อการคุ้มครองผู้บริโภค 
และเป็นข้อมูลในการก�าหนดค่าการตกค้างสูงสุด (Maximium residue limits: MRLs) ของประเทศต่อไป
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วัสดุและวิธีการ
สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน : danoloxacin mesylate (purity 93.5%), diloxacin hydrochloride (purity 97.5%), 
enroloxacin (purity 98.5%), lumequine (purity 99.0%), oxolinic acid (purity 98.0%), saraloxacin 
hydrochloride (purity 95.5%) ผลิตภัณฑ์ Dr. Ehrenstorfer GmbH

สารเคมี : acetonitrile (C4H8O2), hexane (C6H14) และ methanol (MeOH) เป็น HPLC grade, 
phosphoric acid (H3PO4), metaphosphoric acid (HPO3)n, sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4), 
sodium dodecyl sulfate (NaC12H25SO4) และ sodium hydroxide pellets (NaOH) เป็น AR grade

เครื่องมือและอุปกรณ์
เครื่องช่ังความละเอียด  0.001  กรัม  และ  0.01  มิลลิกรัม,  refrigerated  centrifuge,  vortex mixer,              

rotary evaporator, เครื่องบดปั่น (blender), เครื่องผสมเป็นเนื้อเดียว (homogenizer), micro pipette  ขนาด 
10-200, 20-200 และ 100-1,000 ไมโครลิตร, screw cap centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร, separating 
funnel ขนาด 125 มิลลิลิตร, round bottom lask ขนาด 100, 250 มิลลิลิตร, vacuum manifold, SPE HLB 
cartridge, micro-spin ilter tube ชนิด PVDF 0.45 ไมโครเมตร, เครือ่ง HPLC Agilent 1,200 series ประกอบ
ด้วย quaternary pump, autosampler, vacuum degasser, thermostat column compartment, detector 
ชนิด FLD Ex 327/Em 367 nm, Ex 295/Em 446 nm, HPLC column: pHendure C18, 150 × 4.6 มลิลเิมตร, 
5 ไมโครเมตร มีเฟสเคลื่อนที่เป็นสารละลายผสมของ acetonitrile: 0.05M NaH2PO4 (pH 2.5) 35:65 (v/v) 
ที่มี 3.5 mM sodium dodecyl sulfate (SDS) ใช้โปรแกรม gradient มี low rate 1.0-1.2 มิลลิลิตรต่อนาที,  
inj. vol. 20 ไมโครลิตร เวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ทั้งหมด 20 นาที

ตัวอย่าง
1.  การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  ใช้เน้ือหมูเป็นตัวแทนของกลุ่มเน้ือสัตว์  เน่ืองจากเน้ือหมู 

มีไขมันสูงท�าให้เกิดสารรบกวน (Interference) มากกว่าเนื้อสัตว์ชนิดอื่น 
2.  การส�ารวจปริมาณยาตกค้างในอาหาร  พ.ศ.  2556  ใช้เฉพาะตัวอย่างสัตว์บก  เน่ืองจากตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสุขไม่มีเกณฑ์ก�าหนดในสัตว์น�้า  โดยเก็บเน้ือไก่  24  ตัวอย่าง  เน้ือหมู  24  ตัวอย่าง  และเนื้อวัว 
12 ตัวอย่าง รวมทั้งสิ้น 60 ตัวอย่าง จากตลาดในเขตกรุงเทพฯ และนนทบุรี จ�านวน 11 แห่ง   

   

วิธีวิเคราะห์
การสกัด (extraction)

ช่ังเน้ือสัตว์บดละเอียด  5  กรัม  ใส่ใน  screw  cap  centrifuge  tube  ขนาด  50  มิลลิลิตร  เติม  0.3%  
metaphosphoric  acid: acetonitrile  1:10  (v/v),  15 มิลลิลิตร ปั่นด้วย homogenizer นาน  1 นาที  vortex 
mixer นาน 1 นาที น�าไปเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยงที่  6,000 รอบต่อนาที 4 �C นาน 10 นาที กรองส่วนใสใส่ separating 
funnel  สกัดซ�้าอีกครั้ง  จากน้ันน�าส่วนใสที่ได้จากการสกัดทั้ง  2  ครั้ง  มาสกัดไขมันด้วย  hexane  ที่อิ่มตัวด้วย  
acetonitrile  ครั้งละ  25  มิลลิลิตร  นาน  5  นาที  สกัดซ�้าอีกครั้ง  น�าช้ัน  acetonitrile  ที่ได้จากการสกัดทั้ง  2  คร้ัง 
น�ามาระเหยแห้งด้วย rotary evaporator 
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การท�าให้บริสุทธิ์ (clean - up)
ละลาย  residue  ที่ได้จากการสกัดด้วยน�้า  10  มิลลิลิตร  น�าไป  load  ผ่าน  SPE HLB  cartridge  ที่  

activated ด้วย methanol  5 มิลลิลิตร น�้า 10 มิลลิลิตร ละลาย residue ซ�้าด้วย 10% methanol 10 มิลลิลิตร  
2 ครั้ง แล้วน�าไป  load ผ่าน SPE HLB cartridge จากนั้น  elute ด้วยสารละลายผสมของ methanol: 0.05M 
NaH2PO4 (pH 2.5) 7:3 (v/v) 5 มิลลิลิตร 2 ครั้ง ระเหยแห้งด้วย rotary evaporator ละลาย residue ด้วย 
mobile  phase  1  มิลลิลิตร  เทสารละลายที่ได้ใส่  micro-spin  ilter  น�าไปหมุนเหว่ียง  5,000  รอบต่อนาท ี 
นาน 10 นาที เทสารละลายที่กรองได้ใส่ใน HPLC vial สีชา น�าไปวิเคราะห์ชนิดและปริมาณด้วยเครื่อง HPLC-FLD

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation)(20)

การทดสอบช่วงของการวัด (Working range) และความเป็นเส้นตรง (Linearity) ของวิธีวิเคราะห์ 
การทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (calibration curve)
เตรียม  external  standard  calibration  curve  ที่ระดับความเข้มข้น  50,  125,  250,  375  และ 

500  นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  วิเคราะห์ระดับละ  3  ซ�้า  สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน 

(แกน  x)  กับ  peak  area  ของสารมาตรฐาน  (แกน  y)  ค�านวณหาค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ  (Coeicient  of  
determination: R2)

การทดสอบ matrix efect 
เตรียม external standard calibration curve และ standard addition calibration curve ที่ระดับ

ความเข้มข้น 50, 125, 250, 375 และ 500 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วทดสอบสถิติด้วย paired t-test

การหาขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (limit of detection: LOD)
ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง  6  ชนิด ที่ระดับความเข้มข้น  5.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  ลงใน matrix 

blank วิเคราะห์ 10 ซ�้า แล้วตรวจสอบค่า signal/noise 

การหาขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation: LOQ)
ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง  6  ชนิด  ที่ระดับความเข้มข้น  10  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  ลงใน matrix 

blank วิเคราะห์ 10 ซ�้า ค�านวณปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน แล้วค�านวณ % recovery และ HORRAT

การทดสอบความแม่น (accuracy) และความเที่ยง (precision)
ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 6 ชนิด ที่ระดับความเข้มข้น 10, 50, 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ลงใน 

matrix  blank  วิเคราะห์ระดับละ  10  ซ�้า  ค�านวณปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน  แล้วค�านวณ %  recovery  และ 
HORRAT 

การประกันคุณภาพผลการทดสอบ (Assuring the quality of test results)
การเข้าร่วมโปรแกรมการทดสอบความช�านาญโดยการเปรียบเทียบผลทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการ 

แล้วตรวจสอบค่า Z-score 
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การประเมินผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีตามเกณฑ์ยอมรับ(20, 21)

ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ  (Coeicient  of  determination: R2)  >  0.95,  ค่า  signal/noise  >  3, 
ค่า % recovery อยู่ในช่วง 60 -120, ค่า HORRAT (Horwitz ratio) ≤ 2, |Z| ≤ 2

ผล
วิธี HPLC-FLD ที่พัฒนาขึ้นสามารถวิเคราะห์ยาตกค้างกลุ่มควิโนโลน  6  ชนิด  ให้ค่า  retention  time 

(RT) เรียงล�าดับจากน้อยไปมาก ดังนี้ oxolinic acid 3.9 นาที,  lumequine 7.1 นาที, danoloxacin 8.3 นาที, 
enroloxacin 10.2 นาที, saraloxacin 12.7 นาที และ diloxacin 13.6 นาที โดยวิธีวิเคราะห์นี้มีช่วงของการวัด 

ทีร่ะดบัความเข้มข้นในตวัอย่างเท่ากบั 10-100 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั มคีวามเป็นเส้นตรงทีแ่สดงด้วยค่า R2 อยูใ่นช่วง 
0.952-0.991 และจากการทดสอบ matrix efect ทางสถิติด้วย paired t-test พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัย
ส�าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% แสดงว่าไม่มี matrix efect รบกวน 

ตารางที่ 1 การทดสอบช่วงของการวัด (Working range) ความเป็นเส้นตรง (Linearity) และ Matrix efect 
ของวิธีวิเคราะห์ในช่วงความเข้มข้น 10-100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม

 
Quinolone group

  Linearity    Matrix efect
    R2(n=15)  t cal (n=5)  R2external standard (n=5)  R2standard addition (n=5)
danoloxacin mesylate  0.971  1.36  0.999  0.978
diloxacin hydrochloride  0.965  1.51  0.999  0.985
enroloxacin    0.952  2.49  0.999  0.984
lumequine    0.991  1.29  0.998  0.997
oxolinic acid    0.957  1.03  0.956  0.992
saraloxacin    0.967  2.10  0.997  0.993

เกณฑ์ยอมรับ  > 0.95  <ttable (0.05, 4) = 2.78
       ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

จากการทดสอบขีดจ�ากัดของการตรวจพบ พบว่ามีค่าเท่ากับ  5  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  โดยให้ค่า  signal 
to  noise  >3  ในทุกชนิดยา  ค่าขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณมีค่าเท่ากับ  10  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  โดยมีค่า 
%recovery อยูใ่นช่วง 76.8-95.2% และ HORRAT อยูใ่นช่วง 0.3-0.9 การทดสอบความแม่นและความเทีย่งทีร่ะดบั
ความเข้มข้น  50  และ  100  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  พบว่ามีความแม่นที่ประเมินด้วย  %recovery  อยู่ในช่วง 
65.1-97.8%  และความเที่ยงที่ประเมินด้วย HORRAT อยู่ในช่วง  0.3-0.8  (ตารางที่  2)  และการประกันคุณภาพ 

ผลการทดสอบ โดยการเข้าร่วมโปรแกรมการทดสอบความช�านาญโดยการเปรยีบเทยีบผลทดสอบระหว่างห้องปฏบัิตกิาร 
รายการทดสอบ Fluoroquinolone  group  และ Quinolone  group  ในตัวอย่างกุ้ง  ILC  56-06  จัดโดย บริษัท 

ห้องปฏิบัติการกลาง  (ประเทศไทย)  จ�ากัด  เมื่อเดือนเมษายน พ.ศ.  2556 พบว่าผลการประเมินอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ 
โดยมีค่าการประเมิน Z-score (z) อยู่ในช่วง -0.59 ถึง 0.99 (ตารางที่ 3) 
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  นอกจากน้ีในปี  พ.ศ.  2556  ได้น�าวิธีวิเคราะห์ที่ผ่านการทดสอบความถูกต้องแล้วน้ีมาใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์ตัวอย่างที่จ�าหน่ายในตลาดเขตกรุงเทพฯ และนนทบุรี จ�านวนทั้งสิ้น 60 ตัวอย่าง ได้แก่ เนื้อไก่ เนื้อหมู และ 
เน้ือวัว  จ�านวน  24,  24  และ  12  ตัวอย่าง  ตามล�าดับ  ผลวิเคราะห์พบว่ามีตัวอย่างเน้ือไก่  1  ตัวอย่าง  ตรวจพบ 

oxolinic  acid  29.5  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  และเน้ือไก่อีก  2  ตัวอย่าง  ตรวจพบ  Enroloxacin  16.1  และ 
16.9 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ดังนั้นมีการตรวจพบการตกค้างของยากลุ่มนี้คิดเป็นร้อยละ 5 ของตัวอย่างทั้งหมด 

ตารางที่ 2 การทดสอบความแม่น  (accuracy)  และความเที่ยง  (precision)  ที่ระดับความเข้มข้น  10  (LOQ), 
50 และ 100 นาโนกรัมต่อกรัม ในตัวอย่างเนื้อหมู

  Quinolone group  Spiked level (µg/kg)  % Recovery (n=10)  HORRAT
danoloxacin mesylate  10  83.7  0.7
    50  73.1  0.4
    100  65.9  0.5 
diloxacin hydrochloride  10  79.3  0.7
    50  77.2  0.4
    100  69.7  0.5
enroloxacin    10  76.8  0.9
    50  70.9  0.5
    100  65.1  0.6
lumequine    10  88.3  0.3
    50  80.9  0.3
    100  72.8  0.3
oxolinic acid    10  95.2  0.3
    50  97.8  0.6
    100  74.8  0.8
saraloxacin    10  77.5  0.7
    50  74.4  0.3
    100  66.7  0.6

 เกณฑ์ยอมรับ  60-120 < 2

ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบผลทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการ
  Quinolone group  Assign value (µg/kg)  Analytical results (µg/kg)  Z
enroloxacin    55.23 ± 2.54  66.15, 67.24  0.90, 0.99
diloxacin     90.69 ± 3.43  95.41, 99.70  0.24, 0.45
lumiquine    134.20 ± 3.52  139.46, 134.36  0.18, 0.01
oxolinic acid   141.38 ± 2.88  123.43, 135.34   -0.59, -0.20

  เกณฑ์ยอมรับ  |Z|≤ 2 
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วิจารณ์
เน่ืองจากยากลุ ่มควิโนโลนจะถูกดูดซับได้โดย  ODS  reverse  phase  column  ท�าให้เกิดหางพีค 

(peak  tailing)  ซ่ึงคาดว่าเป็นผลจากการตกค้างของ  sylanol  ที่เฟสอยู่กับที่  (stationary  phase)(13)  เพื่อเป็น 

การลดปัญหาดงักล่าวจงึเลอืกใช้ pH endure C-18 column แบบ end capping  ส่วนเฟสเคลือ่นที่ (mobile phase) 
มีหลายงานวิจัยที่ใช้ MeOH หรือ CH3CN ผสมกับ  bufer  ต่างๆ ที่เป็น  ionic  หรือ  acidic  เช่น  acetic  acid, 
citric  acid  และ NaH2PO4  ที่  pH  3-4.5(11,  22,  23)  และเติม  SDS  ซ่ึงเป็น  ion-pairing  reagent  เพื่อเพิ่ม 

ความสามารถในการแยกสาร  เน่ืองจาก  enroloxacin,  danoloxacin,  diloxacin  และ  saraloxacin  อยู่ในรูป 
cation ในภาวะกรดจึงมีขั้วสูง และความมีขั้วจะเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของ SDS(12) 

ในการวิเคราะห์ยากลุ่มควิโนโลนมีการใช้ detector หลายชนิด ได้แก่ UV, luorescence และ tandem 
mass เป็นต้น ยากลุ่มนี้เป็นสารที่มีคุณสมบัติในการเรืองแสง luorescense ในงานวิจัยนี้จึงปรับการตรวจวัดสัญญาณ
ของแต่ละช่วงเวลาการตรวจวิเคราะห์ด้วย HPLC-FLD ดังนี้ ที่เวลา 0-5 นาที และ 18-20 นาที ใช้ Ex 327/Em 

367 nm  และที่เวลา 5-18 นาที  Ex 295/Em 446 nm ตามงานวิจัยที่ใช้ FLD  ในการตรวจวัดสัญญาณ(15, 22, 24, 25) 

ท�าให้สามารถแยก peak ของแต่ละตัวยาออกจากกันได้ และ peak ที่ได้มี asymmetric factor อยู่ในช่วงที่ก�าหนด      
ยากลุ่มควิโนโลนสามารถละลายได้ในตัวท�าละลายอินทรีย์มีขั้ว  เช่น methylene chloride, acetonitrile 

และ  trichloroacetic  acid  ซ่ึงใช้เป็นสารสกัดตัวอย่างในงานวิจัยก่อนหน้าน้ี(14)  ในการทดสอบเบ้ืองต้นจึงใช ้

methylene chloride, m-phosphoric: acetonitrile, 75:25 (v/v) และ 1 M hydrochloric acid   ในการสกัด
ตัวอย่างแต่พบว่าทั้ง 3 สารสกัดให้ % recovery ต�่า จึงปรับมาใช้ 0.3% metaphosphoric acid: acetonitrile, 1:10 
(v/v) แทน ให้ผลสอดคล้องกับ Yorke JC. และ Froc P. ที่พบว่าการสกัดตัวอย่างโดยใช้ CH3CN และ phosphate 
bufer ให้ค่า % recovery มากกว่า ethyl acetate หรือ methylene chloride  แต่ต้องเพิ่มขั้นตอนการ clean-up 
เพื่อก�าจัด  phosphate  bufer  ด้วย  solid  phase  extraction  column นอกจากนี้  pH  ยังมีผลต่อการสกัดด้วย 
เนื่องจากยากลุ่มควิโนโลนที่มีสูตรโครงสร้างประกอบด้วย piperazinil moiety จะมีค่า pKa1 ~ 6 และ pKa2 ~ 9 
โดยในภาวะเบส enroloxacin, danoloxacin, diloxacin และ saraloxacin จะอยู่ในรูป anion ภาวะกรดอยู่ใน
รูป cation และภาวะเป็นกลางอยู่ในรูป zwitterion จึงละลายได้น้อยในตัวท�าละลายมีขั้ว(3)  ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้
ภาวะกรดเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการสกัด และอยู่ในสภาพที่สอดคล้องกับเฟสเคลื่อนที่

โดยทั่วไป hexane จะถูกใช้ในการขจัดไขมันและสารไม่บริสุทธิ์ที่ละลายได้ในไขมันที่อยู่ในตัวอย่างที่สกัดได้ 
ด้วยเทคนิค liquid-liquid extraction แต่มีบางงานวิจัยเลือกใช้เทคนิค SPE แทน โดยเติม hexane ลงใน isolute 
ENV + cartridges ก่อนจะชะควิโนโลนออก ซึ่งให้ค่า %recovery ดีกว่า(24) แต่เนื่องจาก cartridges ชนิดดังกล่าว
ไม่มีตัวแทนจ�าหน่ายในประเทศไทย และเทคนิค liquid-liquid extraction เป็นที่นิยมมากกว่า คณะผู้วิจัยจึงเลือก
ใช้เทคนิคนี้ในการพัฒนาวิธี ซึ่งขั้นต่อไปจะท�าการปรับปรุงวิธีมาใช้ SPE แทน เพื่อลดปริมาณการใช้ตัวท�าละลายที่เป็น
อันตรายต่อสุขภาพ และเพิ่มความสะดวกรวดเร็วในการวิเคราะห์ให้มากขึ้น

การท�าให้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค SPE เป็นที่นิยมในงานวิเคราะห์ยาตกค้างในเนื้อสัตว์ เช่น ในงานวิเคราะห์
ยากลุ่มควิโนโลน  มีการเปรียบเทียบการใช้  SPE  ระหว่าง  sulfonic  cation  exchange,  Bond  elute  certify, 
SDB-RPS Sep-pack cartridges และ MPC-SD disk cartridges พบว่า Bond elute certify มีประสิทธิภาพ
การสกัดดีที่สุด(16) และการเปรียบเทียบ Bond Elute (200, 500 mg), Sep Pak (360 mg) และ J.T. Baker 
(500 mg) แสดงให้เห็นว่าความจุคงค้าง (retention capability) ของควิโนโลนไม่ได้ขึ้นกับปริมาณ sorbent เพียง
อย่างเดียว แต่มีปัจจัยอื่นร่วมด้วย เช่น รูปร่างอนุภาค ขนาดรูพรุน ปริมาณคาร์บอน และ end capping(25)  แต่จาก
การทดสอบเบ้ืองต้น พบว่า HLB ดีกว่า  Bond Elute  เพราะมีคุณสมบัติ  hydrophillic-lipophillic  balanced 

จึงเพ่ิมการคงค้างของสารมีขั้ว  มีความสามารถเป็น water-wettable  ท�าให้มีประสิทธิภาพคงเดิมแม้ว่า  sorbent 
แห้งระหว่างขั้นตอน conditioning หรือ loading และไม่มีปฏิกิริยากับ silanol
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ในการประกันคุณภาพผลการทดสอบ ห้องปฏิบัติการมีขั้นตอนการด�าเนินงานในการควบคุมคุณภาพเพื่อ 

เฝ้าระวังความใช้ได้ของการทดสอบ  โดยเข้าร่วมโปรแกรมการทดสอบความช�านาญ  โดยการเปรียบเทียบผลทดสอบ
ระหว่างห้องปฏิบัติการ  เมื่อเดือนเมษายน พ.ศ.  2556  พบว่า  ผลการประเมินอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ตามหลักสถิติ  
แสดงว่าวิธีน้ีมีประสิทธิภาพเพียงพอส�าหรับการวิเคราะห์ยากลุ่มควิโนโลนในเน้ือสัตว์  เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีของ 
ห้องปฏบัิตกิารอืน่ๆ และมกีารควบคมุคณุภาพภายในด้วยการวิเคราะห์ method blank,  matrix blank, duplicate 
sample และ spiked sample ทุก 10% ของตัวอย่าง พบว่าผลวิเคราะห์อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ

จากผลการส�ารวจตรวจพบ  oxolinic  acid  29.5  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  enroloxacin  16.1  และ  16.9 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมในเนื้อไก่ ซึ่งตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 303 ไม่ได้ก�าหนดมาตรฐานการตรวจพบ
ยาตกค้างในเน้ือสัตว์สูงสุดของยา  2  ชนิดน้ี  แต่ทั้ง  3  ตัวอย่างผ่านเกณฑ์มาตรฐานของสหภาพยุโรปและสาธารณรัฐ
ประชาชนจนีทีก่�าหนดค่า MRL ของ oxolinic acid และ enroloxacin ในกล้ามเน้ือไก่อยูท่ี ่100 นาโนกรมัต่อกรมั(26, 27)  

อย่างไรก็ตาม  ภาครัฐควรมีการเฝ้าระวังยาตกค้างในเน้ือสัตว์อย่างต่อเน่ืองจากผลกระทบในระดับโลกเก่ียวกับปัญหา
เชื้อดื้อยาปฏิชีวนะ เนื่องจากยาส่วนใหญ่ที่ใช้ในการรักษา ป้องกันโรค และเร่งการเจริญเติบโตในสัตว์ เป็นยากลุ่มเดียว
กับที่ใช้ในคน  เช่น  ยากลุ่มฟลูออโรควิโนโลน  หรือเป็นชนิดที่ไม่ใช้ในคนแต่อยู่ในกลุ่มยาเดียวกับที่ใช้ในคน  เช่น 

enroloxacin ดงัน้ันหากมกีารใช้ยาอย่างไม่ถกูต้องในสตัว์จะเพิม่โอกาสทีเ่ช้ือจะดือ้ยามากขึน้  ตลอดจนเกดิการพฒันา
เช้ือดือ้ยาแบบข้ามกลุม่ (cross resistance) จนอาจท�าให้เกิดการดือ้ต่อยาทีใ่ช้รกัษาโรคในคนได้(28) ยา enroloxacin 
เป็นยาที่ถูกดูดซึมได้ดีหลังจากผสมให้สัตว์กิน สามารถละลายได้ดีในไขมันของร่างกาย เคลื่อนตัวผ่านชั้น lipoprotein 
ของ  cell membranes  ได้ง่ายและรวดเร็ว  จากนั้นตัวยาจะถูกดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือดและแพร่กระจายไปยังเนื้อเยื่อ
ส่วนต่างๆ(29)    โดยในประเทศไทยใช้ในการควบคุมโรคติดเช้ือระบบทางเดินหายใจ  เช่น  โรคหวัดเร้ือรังในไก่  และ 
โรคติดเชื้อ E. coli ท�าให้อาจพบการตกค้างในเนื้อสัตว์ได้ ส่งผลให้เกิดอาการคลื่นไส้อาเจียน มีอาการเกี่ยวกับระบบ
ประสาท มีความไวต่อแสงผิดปกติ  และคณะกรรมการผู้เชี่ยวชาญด้านวัตถุเจือปนอาหารขององค์การอนามัยโลก และ
องค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติ  ก�าหนดค่าความปลอดภัยที่ยอมรับได้จากการบริโภคอาหารที่ปนเปื้อน 
enroloxacin 0.002 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน�้าหนักตัว(30)  ในขณะที่องค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาได้ประกาศ
ถอนการใช้ยา  enroloxacin  ในสัตว์ปีก  เน่ืองจากเป็นสาเหตุของการดื้อยาของเช้ือ  campylobacter  ในมนุษย์(31)

ส่วน oxolinic acid เป็นยาที่ใช้ต้านแบคทีเรียชนิดแกรมลบ และ Staphycoccus aureus สามารถแพร่กระจายใน
เน้ือเยื่อปลาได้ดีกว่ายา  oxytetracycline  มีผลข้างเคียงในคนอย่างมากต่อระบบประสาทส่วนกลาง    ท�าให้คลื่นไส้ 
อาเจียน  ท้องร่วง  และปวดท้อง  โดยสารน้ีจะถูกดูดซึมได้น้อยแต่รวดเร็วในระบบทางเดินอาหาร  ถูกขับออกได ้

ทางปัสสาวะและน�้านม(29)

สรุป
วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นน้ีสามารถใช้ตรวจวิเคราะห์ยากลุ่มควิโนโลนได้  6  ชนิด  ได้แก่  oxolinic  acid, 

lumequine,  danoloxacin,  enroloxacin,  saraloxacin  และ  diloxacin  เป็นวิธีที่มีสมรรถนะผ่านเกณฑ ์

การยอมรับของการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติการเดียว มีความถูกต้อง  แม่นย�า 
เหมาะกับการใช้งานตามวัตถุประสงค์    และมีการควบคุมคุณภาพการวิเคราะห์  ตามระบบคุณภาพของ  ISO/IEC 
17025:2005 จึงสามารถน�าวิธีนี้ไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์เพื่อคุ้มครองผู้บริโภคได้
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Development and validation of Analysis 
Method  for  Determination  of  Quinolone 

Drug Residues in Meat 
by HPLC-FLD

Jirapa Unahalekhaka and Ladda Kaewklapanyacharoen
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 
11000, Thailand.

AbstrACt  Quinolone antibacterials are employed and allowed for treatment of infectious diseases 
in  food-producing  animals.  Drug  residues  in  edible  tissues  are  resulted  from  improperly  using. 
High  levels  of  residues  in  food  could  cause  side  efects  and  drug  resistances  in  human. Method  for 
determination of 6 quinolones such as danoloxacin, diloxacin, enroloxacin, saraloxacin, lumiquine and 
oxolinic acid by HPLC-FLD technique was developed and validated. These analytes were extracted with 
0.3% metaphosphoric acid and acetonitrile at ratio 1:10 v/v, fat was removed by liquid-liquid extraction 
technique with hexane saturated with acetonitrile and then cleaned up by solid phase extraction with HLB 
C-18 cartridges. Afterwards, qualitative and quantitative analysis of these compounds was conducted by 
HPLC-FLD. As a result of method validation, limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) 
were 5 and 10 µg/kg respectively. The linearity of working range was 10-100 µg/kg with coeicient of 
determination (R2) more  than 0.95. The accuracy expressed as mean of %recovery and  the precision 
as HORRAT  at  concentration  level  10,  50  and  100  µg/kg were  65.1-97.8%  and  0.3-0.9  respectively. 
The matrix efect was tested by paired t-test and found that there was non-signiicant diference at level of  
conidence 95% (µ = 0.05). Participation in proiciency testing program by interlaboratory comparison 

showed  that  |Z|  less  than  2.  The  characteristics  of  this method were  it  for  intended  use  in  testing 

laboratory  for  requirement  of  the  notiication  of Ministry  of  Public  Health  (Vol.303)  B.E.2550.  
Moreover, the survey of quinolone drug residues in 60 samples of chicken, pork and beef from 11 markets in 

Bangkok and Nonthaburi province was performed. It showed that 1 chicken sample was found oxolinic acid 

29.59 µg/kg, and 2 samples were found enroloxacin 16.1 and 16.9 µg/kg. 

Key words:  Quinolone, HPLC-FLD, edible animal tissues
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บทคัดย่อ  โกฐน�ำ้เต้ำ เป็นเหง้ำและรำกแห้งของพชืชนิดใดชนิดหน่ึงใน 3 ชนิด ทีม่ชีือ่วทิยำศำสตร์ว่ำ Rheum oicinal Baill., 
R.palmatum L. และ R.tanguticum (Maxim.Ex Regel) Maxim.ex  Balf. ในวงศ์ Polygonaceae หรือเหง้ำและ 
รำกแห้งของพืช 2 หรือ 3 ชนิดข้ำงต้นปนกัน ต�ำรำสรรพคุณยำไทย ระบุโกฐน�้ำเต้ำมีสรรพคุณเป็นยำระบำยชนิด “รู้เปิดรู้ปิด” 
และมีฤทธิ์ฝำดสมำน แต่ยังไม่มีข้อก�ำหนดในต�ำรำมำตรฐำนยำสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) ดังนั้น ในป ี

พ.ศ. 2556 คณะผู้วจัิยจึงได้ด�ำเนินโครงกำรศกึษำคุณสมบัติทำงเคมแีละกำยภำพของโกฐน�ำ้เต้ำ โดยเก็บตัวอย่ำงจำกสำธำรณรัฐ
ประชำชนจีนและร้ำนขำยยำสมุนไพรในประเทศไทย จ�ำนวน 19 ตัวอย่ำง พบว่ำ โกฐน�้ำเต้ำมีองค์ประกอบทำงเคมีเป็นสำรกลุ่ม 

anthraquinones และ tannins เมื่อตรวจสอบโดยใช้วิธี thin-layer chromatography พบสำรส�ำคัญอย่ำงน้อย 3 ชนิด
คือ  chrysophanol,  emodin  และ  rhein  ผลกำรศึกษำคุณภำพของตัวอย่ำงดังกล่ำว พบว่ำ  ปริมำณสำรสกัดด้วยน�้ำ  สำร
สกัดด้วยเอทำนอล ควำมชื้น  เถ้ำรวม  เถ้ำที่ไม่ละลำยในกรด และ hydroxyanthracene derivatives ค�ำนวณเป็น  rhein 

คิดเป็นร้อยละ 31.71 ± 4.06, 21.85 ± 7.50, 8.18 ± 1.13, 11.85 ± 4.35, 0.76 ± 0.38 และ 1.66 ± 1.07 ตำมล�ำดับ 

น�ำผลที่ได้มำจัดท�ำข้อก�ำหนดคุณภำพทำงเคมีของโกฐน�้ำเต้ำได้ดังน้ี  ปริมำณสำรสกัดด้วยน�้ำ  ปริมำณสำรสกัดด้วยเอทำนอล
และปริมำณ  hydroxyanthracene  derivatives  ค�ำนวณเป็น  rhein  ไม่น้อยกว่ำร้อยละ  27,  14  และ  0.6  โดยน�้ำหนัก 

ตำมล�ำดับ ปริมำณควำมชืน้ ปริมำณเถ้ำรวม และปริมำณเถ้ำทีไ่ม่ละลำยในกรด ไม่เกินร้อยละ 10, 16 และ 1 โดยน�ำ้หนัก ตำมล�ำดับ 

ผลกำรศกึษำน้ีจะเป็นประโยชน์ในกำรควบคุมคุณภำพ และใช้เป็นข้อมลูเบ้ืองต้นในกำรจัดท�ำข้อก�ำหนดมำตรฐำนของโกฐน�ำ้เต้ำ 
ในต�ำรำมำตรฐำนยำสมุนไพรไทยต่อไป
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บทนำ�
โกฐน�้ำเต้ำเป็นเหง้ำและรำกแห้งของพืชชนิดใดชนิดหน่ึงใน  3  ชนิด  ที่มีช่ือวิทยำศำสตร์ว่ำ Rheum 

oicinal Baill., R.palmatum  L.  และ R.tanguticum  (Maxim.  Ex Regel) Maxim.ex  Balf.  ในวงศ์  
Polygonaceae หรือ เหง้ำและรำกแห้งของพืช 2 หรือ 3 ชนิดข้ำงต้นปนกัน เป็นพืชล้มลุกอำยุหลำยปีสูง 1.5- 2 เมตร
รำก เหง้ำ และล�ำต้น อ้วนสัน้ ล�ำต้นกลวง เปลอืกเป็นร่องตำมยำว มขีนสขีำว ใบเป็นใบเดีย่ว เรยีงเวียน ใบรปูค่อนข้ำงกลม 

หรอืรปูไข่ ขอบหยกัเป็นแฉกแบบน้ิวมอื ช่อดอกแบบช่อแยกแขนง ดอกสเีขยีวถงึสขีำวอมเหลอืง หรอืสแีดงอมม่วง หรอื 

สีแดงอ่อน(1,  8)  (ภำพที่  1)  เครื่องยำโกฐน�้ำเต้ำมีช่ือละตินว่ำ  Radix  et  Rhizoma Rhei  ช่ือจีนกลำงว่ำ  ต้ำหวง  
(Dahuang 大黃)    ช่ือจีนแต้จิ๋วว่ำ  ตั่วอึ้ง  และช่ือสำมัญว่ำ  Rhubarb(1,  4)   มีลักษณะเป็นก้อนรูปก่ึงทรงกระบอก 

รูปกรวย  รูปไข่  หรือเป็นช้ินที่มีรูปร่ำงไม่แน่นอน  ยำว  3-10  เซนติเมตร  ผิวนอกสีน�้ำตำลแกมเหลือง  หรือสีน�้ำตำล 

แกมแดง (ภำพที่ 2) มีกลิ่นเฉพำะ รสขม ฝำดเล็กน้อย(1, 3, 4)

ภ�พที่ 1 ต้นโกฐน�้ำเต้ำทั้ง 3 ชนิด(6-8)

ภ�พที่ 2 โกฐน�้ำเต้ำที่เป็นเครื่องยำ

องค์ประกอบทำงเคมีของโกฐน�้ำเต้ำมีสำรส�ำคัญกลุ ่ม  anthraquinones  ซ่ึงเป็นอนุพันธ์ของสำร 
hydroxyanthracene แบ่งเป็น 3 กลุ่มย่อย คือ กลุ่มย่อย free anthraquinones เช่น chrysophanol, emodin, 
rhein, alo-emodin, physcion กลุม่ย่อย anthraquinone glycosides เช่น rheinoside A-D, chrysophanein, 
glucoemodin,  palmatin  และกลุ่มย่อย  bianthrones  เช่น  sennoside A-F,  rheidin A-C นอกจำกน้ันใน 

โกฐน�้ำเต้ำยังมีสำรกลุ่ม tannins ด้วย(3, 4, 9, 10)

R. oicinale Baill. R. palmatum L. R. tanguticum (Maxim. ex 
Regel) Maxim.ex Balf.
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จำกข้อมูลกำรศึกษำวิจัยพรีคลินิกพบว่ำ  สำรส�ำคัญในโกฐน�้ำเต้ำ  โดยเฉพำะ  sennosides  A-F  และ 
rheinosides A-D ออกฤทธิก์ระตุน้กำรบีบตวัของล�ำไส้ใหญ่ ช่วยเร่งกำรขบักำกอำหำร และเพิม่กำรซึมผ่ำนของของเหลว
ผ่ำนเยื่อเมือกล�ำไส้ใหญ่  ท�ำให้มีปริมำณน�้ำในล�ำไส้ใหญ่มำกขึ้น  จึงแสดงฤทธิ์เป็นยำถ่ำย(11,  12)  โดยมีฤทธิ์ฝำดสมำน
ร่วมด้วยอันเนื่องมำจำกฤทธิ์ของ tannins(9) ซึ่งสอดคล้องกับต�ำรำสรรพคุณยำไทยว่ำโกฐน�้ำเต้ำมีสรรพคุณขับลมลงสู่ 
คูถทวำร ท�ำให้อุจจำระปัสสำวะเดินสะดวก เป็นยำระบำยชนิด “รู้เปิดรู้ปิด”(3, 4)

ในประเทศไทย โกฐน�ำ้เต้ำถกูใช้ในต�ำรำแพทย์แผนไทยหลำยต�ำรบัด้วยกัน โดยถูกจดัอยูใ่น “พกัิดโกฐพเิศษ” 
ซ่ึงประกอบไปด้วยโกฐ 3 ชนิด ร่วมกบัโกฐกะกลิง้และโกฐกักกรำ(3, 4) ประกำศกระทรวงสำธำรณสขุ เรือ่ง ยำสำมญัประจ�ำบ้ำน 

แผนโบรำณ  พ.ศ.  2556  มีกำรน�ำโกฐน�้ำเต้ำมำใช้เป็นตัวยำตรงในกลุ่มยำถ่ำยหรือยำระบำย  และเป็นตัวยำช่วยใน 

อีกหลำยต�ำรับ  เช่น  ยำตรีหอม  ยำหอมอินทจักร  ยำธรณีสันฑะฆำต  เป็นต้น(13)   แต่ยังไม่มีข้อก�ำหนดมำตรฐำนของ 
โกฐน�้ำเต้ำในต�ำรำมำตรฐำนยำสมุนไพรไทย  (Thai Herbal  Pharmacopoeia)  คณะผู้วิจัยจึงได้ด�ำเนินกำรศึกษำ
คุณสมบัติทำงเคมีและกำยภำพของโกฐน�้ำเต้ำ  ภำยใต้โครงกำรวิจัยกำรพัฒนำศักยภำพของสมุนไพรที่มีกำรใช้ใน 

ท้องถิ่นเพื่อประโยชน์ในกำรควบคุมคุณภำพ  และใช้เป็นข้อมูลพื้นฐำนในกำรจัดท�ำข้อก�ำหนดมำตรฐำนของโกฐน�้ำเต้ำ
ในต�ำรำมำตรฐำนยำสมุนไพรไทย

วัสดุและวิธีก�ร
ตัวอย่�งสมุนไพร

โกฐน�้ำเต้ำที่ใช้ในกำรศึกษำจ�ำนวน  19  ตัวอย่ำง  เก็บจำกแหล่งธรรมชำติและแหล่งปลูกในหลำยมณฑล 

ของสำธำรณรัฐประชำชนจีน  และซ้ือจำกร้ำนขำยยำสมุนไพรในภำคกลำงของประเทศไทย  ในช่วงเดือนพฤศจิกำยน 

พ.ศ.  2555  ถึงเดือนมิถุนำยน พ.ศ.  2556  ผ่ำนกำรตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ทำงเภสัชเวทเปรียบเทียบกับตัวอย่ำงจริง 
(authentic)  ว่ำเป็นโกฐน�้ำเต้ำ  ซ่ึงครอบคลุมพืชที่มีช่ือวิทยำศำสตร์  3  ชนิด  คือ Rheum oicinal Baill. 

หรือ R. palmatum L. หรือ R. tanguticum (Maxim. Ex Regel) Maxim.ex Balf. น�ำตัวอย่ำงที่ได้มำอบที่
อุณหภูมิไม่เกิน 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 ชั่วโมง บดให้ละเอียด และร่อนผ่ำนแร่งขนำด 80 Mesh 

เครื่องมือและอุปกรณ์
-  เครื่องชั่งไฟฟ้ำทศนิยม 4 ต�ำแหน่ง ยี่ห้อ AND รุ่น HM-200 
-  เครื่องชั่งไฟฟ้ำทศนิยม 5 ต�ำแหน่ง ยี่ห้อ Mettler Toledo รุ่น XP205 

ภ�พที่ 3 ตัวอย่ำงสูตรโครงสร้ำงสำรส�ำคัญที่พบมำกในสมุนไพรโกฐน�้ำเต้ำ
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-  ตู้อบร้อน ยี่ห้อ Shellab รุ่น 1350 FX
-  เตำเผำอุณหภูมิสูง ยี่ห้อ Thermolyne รุ่น 6000
-  เตำไฟฟ้ำ ยี่ห้อ LMS รุ่น HTS-1003
-  เตำบุนวม ยี่ห้อ Isopad TM รุ่น LG 2/ER 
-  อ่ำงน�้ำควบคุมอุณหภูมิยี่ห้อ Memmert รุ่น W760
-  เครื่องเขย่ำ ยี่ห้อ IKA®-WERKE รุ่น HS 501 digital 
-  เครือ่งระเหยสญุญำกำศ ยีห้่อ Buchi ประกอบด้วยอ่ำงน�ำ้ควบคุมอุณหภมู ิรุน่ B – 490, เครือ่ง Rotavapor 

  รุ่น R–205, เครื่อง Aspirator รุ่น V–500 และเครื่องท�ำน�้ำเย็นหมุนเวียน รุ่น B–740
-  เครื่องท�ำน�้ำเย็นหมุนเวียน ยี่ห้อ Thermo NESLAB รุ่น RTE 170 
-  เครื่องหยดตัวอย่ำงอัตโนมัติ ยี่ห้อ CAMAG รุ่น Automatic TLC sampler III 
-  เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควำมเร็วสูง ยี่ห้อ Hettich รุ่น Universal 32 
-  เครื่องวัดกำรดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer) ยี่ห้อ Agilent รุ่น 8453 
-  ตู้แสง UV ยี่ห้อ Chromato-VUE รุ่น C-70G 
-  แผ่นอะลูมิเนียมเคลือบซิลิกำเจล (Silica Gel 60 F254) ขนำด 20 × 20 เซนติเมตร ควำมหนำ 0.25 

  มิลลิเมตร ของบริษัท Merck

ส�รม�ตรฐ�นและส�รเคมี
-  Rhein ควำมบริสุทธิ์ร้อยละ 92.7 ของบริษัท Chroma Dex (ใช้ส�ำหรับกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ทำงเคมี 

  ด้วยวิธี thin-layer chromatography)
-  Rhein  ควำมบริสุทธิ์ร้อยละ  97.4  ของบริษัท  Aldrich  (ใช้ส�ำหรับกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของ 

  วิธีทดสอบ)
-  Emodin ควำมบริสุทธิ์ร้อยละ 96.1 ของบริษัท SIGMA
-  Chrysophanol ควำมบริสุทธิ์ร้อยละ 99.5 ของบริษัท Fluka
สำรเคมอีืน่ ๆ  ใช้ชนิดส�ำหรบักำรวิเครำะห์ เป็น analytical grade ได้แก่ ethanol, methanol, potassium 

hydroxide, hydrogen peroxide, glacial acetic acid, hydrochloric acid, diethyl ether, petroleum ether, 
anhydrous formic acid, anhydrous sodium sulfate, ferric chloride, magnesium acetate, benzene, 
sodium hydrogen carbonate

วิธีก�รทดสอบ
1. ก�รพิสูจน์เอกลักษณ์ท�งเคมีด้วยปฏิกิริย�ก�รเกิดส(ี14)

(1)  Modiied Borntrager Test: ชั่งตัวอย่ำง 0.2 กรัม บรรจุในขวดแก้วก้นกลม เติม 0.5 Npotassium 

hydroxide 15 มิลลิลิตร และ 3% hydrogen peroxide 1 มิลลิลิตร น�ำไปต้มบนหม้ออังไอน�้ำเป็นเวลำ 10 นำที  
ท�ำให้เย็น  กรอง  ท�ำให้เป็นกรดด้วย  glacial  acetic  acid  (ทดสอบด้วยกระดำษลิตมัส)  ถ่ำยสำรละลำยที่เป็นกรด
ลงในกรวยแยก สกัดด้วย benzene ประมำณ 10 มิลลิลิตร ถ่ำยชั้น benzene ลงในหลอดทดลอง 5 มิลลิลิตร เติม 

ammonia TS  5 มิลลิลิตร เขย่ำเบำ ๆ สังเกตผลที่เกิดขึ้น 
(2)  Iron  (III)  Chloride  Test:  ช่ังตัวอย่ำง  5  กรัม  บรรจุในขวดแก้วก้นกลม  เติมน�้ำ  30  มิลลิลิตร 

ต้มบนอ่ำงน�้ำร้อน  relux  ที่อุณหภูมิ  95  องศำเซลเซียส นำน  10  นำที  กรอง  น�ำสำรละลำยที่กรองได้  2  มิลลิลิตร 
ใส่ในหลอดทดลอง เติมสำรละลำย 1% Ferric chloride 2-3 หยด สังเกตผลที่เกิดขึ้น 
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2.  ก�รพิสูจน์เอกลักษณ์ท�งเคมีด้วยวิธี thin-layer chromatography (TLC)(15-16)

(1)  กำรเตรียมสภำวะของระบบ TLC ที่ใช้ในกำรแยกสำร
ผสม petroleum ether: ethyl acetate: anhydrous formic acid ในอัตรำส่วน 75:25:1 ใส่ในถัง TLC 

เขย่ำให้เข้ำกัน ทิ้งไว้ประมำณ 1 ชั่วโมง ก่อนใช้เพื่อให้บรรยำกำศในถังอิ่มตัวด้วยน�้ำยำแยก
(2)  กำรเตรียม  spraying  reagent:  10% potassium hydroxide ละลำย potassium hydroxide 

10 กรัม ใน methanol 100 มิลลิลิตร
(3)  กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำน  แยกละลำยสำรมำตรฐำน  chrysophanol,  emodin  และ  rhein 

ชนิดละ 5 มิลลิกรัม ใน diethyl ether 5 มิลลิลิตร
(4)  กำรเตรียมสำรละลำยตัวอย่ำง
ชั่งตัวอย่ำง 0.100 กรัม บรรจุในขวดแก้วก้นกลม เติมน�้ำ 30 มิลลิลิตร และ hydrochloric acid 1 มิลลิลิตร 

relux  นำน  15  นำที  ทิ้งไว้ให้เย็นแล้วน�ำมำสกัดด้วย  diethyl  ether  25  มิลลิลิตร  น�ำช้ันของ  diethyl  ether 
มำกรองผ่ำน anhydrous sodium sulfate และระเหยให้แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญำกำศ ละลำยสำรสกัดที่ได้จำก
กำรระเหยด้วย diethyl ether 0.5 มิลลิลิตร

(5)  กำรทดสอบ  แยกหยดสำรละลำยตัวอย่ำง  10  ไมโครลิตร  และสำรละลำยมำตรฐำน  chrysophanol 
10 ไมโครลิตร emodin 5 ไมโครลิตร และ rhein 30 ไมโครลิตร ให้เป็นแถบกว้ำง 0.7 เซนติเมตร บนแผ่น TLC 

ในแนวระดับเดียวกัน ให้ห่ำงจำกขอบล่ำงประมำณ 2 เซนติเมตร และให้มีระยะระหว่ำงหยดของสำรละลำยแต่ละชนิด 

ไม่น้อยกว่ำ 1 เซนติเมตร ผึ่งให้แห้ง น�ำไปใส่ในถัง TLC ที่เตรียมไว้   จนน�้ำยำเคลื่อนถึงขีดที่ก�ำหนด น�ำแผ่น TLC 
ออกมำผึ่งไว้จนแห้ง  แล้วน�ำไปตรวจสอบโดยกำรส่องภำยใต้แสงอัลตรำไวโอเลตที่ควำมยำวคลื่น  254  และ  366 
นำโนเมตร และกำรพ่นด้วย 10% potassium hydroxide

3.  ก�รศึกษ�คุณสมบัติท�งเคมีและก�ยภ�พ
กำรหำปริมำณสำรสกัดด้วยน�้ำ (water soluble extractive) สำรสกัดด้วยเอทำนอล (ethanol soluble 

extractive)  ควำมช้ืน  (moisture)  เถ้ำรวม  (total  ash)  และเถ้ำที่ไม่ละลำยในกรด  (acid-insoluble  ash) 
ท�ำตำมวิธีที่ก�ำหนดไว้ในต�ำรำมำตรฐำนยำสมุนไพรไทย(17, 18)

4.  ก�รห�ปริม�ณส�รสำ�คัญ
กำรหำปริมำณ hydroxyanthracene  derivatives  ท�ำตำมวิธีที่ก�ำหนดใน monograph  ของ British 

Phamacopoeia(15) ในหัวข้อกำรหำปริมำณ  hydroxyanthracene  derivatives  ค�ำนวณเป็น  rhein  ซ่ึงผ่ำนกำร 
ตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีทดสอบ  (method  veriication)  ในหัวข้อควำมเที่ยง  (precision)  ควำมเป็น 

เส้นตรง (linearity)(19, 20)

วิธีกำรทดสอบ ชั่งน�้ำหนักที่แน่นอนของตัวอย่ำง 100 มิลลิกรัม ใส่ลงในขวดแก้วก้นกลมขนำด 100 มิลลิลิตร 
เติมน�้ำ  30.0  มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ำกันแล้วน�ำไปชั่งน�้ำหนัก  จำกนั้นสกัดโดยวิธี  relux บนอ่ำงอังไอน�้ำนำน  15  นำที 
ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นถึงอุณหภูมิห้อง  แล้วเติม  sodium hydrogen  carbonate  จ�ำนวน  50  มิลลิกรัม  ช่ังน�้ำหนักอีกครั้ง 
ปรับน�้ำหนักให้เท่ำกับน�้ำหนักที่ได้จำกกำรช่ังครั้งแรกโดยกำรเติมน�้ำ  ปั่นแยกส่วนด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงควำมเร็ว 
4,000  รอบต่อนำที  เป็นเวลำ  20 นำที  น�ำสำรละลำยใสชั้นบนเหนือตะกอนจ�ำนวน  10.0 มิลลิลิตร  ใส่ลงในขวดแก้ว 
ก้นกลมขนำด 100 มิลลิลิตร เติม 10.5% ferric chloride จ�ำนวน 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกัน relux ในอ่ำงอังไอน�้ำ 
เป็นเวลำ 20 นำที ได้สำรละลำยมีลักษณะขุ่น เติม hydrochloric acid จ�ำนวน 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันและน�ำไป 

relux ในอ่ำงอังไอน�้ำต่ออีก 20 นำที โดยเขย่ำขวดเป็นระยะๆ จนตะกอนละลำยหมด ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นถึงอุณหภูมิห้อง 
น�ำสำรละลำยในขวดแก้วทั้งหมดถ่ำยลงในกรวยแยกขนำด 100 มิลลิลิตร แล้วสกัดด้วย ether จ�ำนวน 25 มิลลิลิตร 
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3 ครั้ง ล้ำงด้วยน�้ำ 15 มิลลิลิตร 2 ครั้ง กรองชั้น ether ผ่ำนส�ำลีใส่ลงในขวดปรับปริมำตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วย 

ether  น�ำสำรละลำย  ether  ดังกล่ำวจ�ำนวน  10.0  มิลลิลิตร  มำระเหยแห้งบนอ่ำงน�้ำร้อน  ละลำยส่วนที่เหลือจำก 

กำรระเหยด้วย  10.0  มิลลิลิตร  ของ  0.5% magnesium  acetate  ใน methanol  แล้ววัดค่ำกำรดูดกลืนแสง
อัลตรำไวโอเลตที่ควำมยำวคลื่น 515 นำโนเมตร โดยใช้ methanol เป็นสำรละลำยเปรียบเทียบ (blank)

ก�รคำ�นวณ
ค่ำร้อยละของปริมำณ hydroxyanthracene derivatives ซึ่งค�ำนวณเป็น  rhein  จำกน�้ำหนักตัวอย่ำงที่

ปรำศจำกควำมชื้น ค�ำนวณได้จำกสูตร

                          A × 0.64/m

เมื่อ  A  =   ค่ำกำรดูดกลืนแสงอัลตรำไวโอเลตที่ควำมยำวคลื่น 515 นำโนเมตร
  m  =   น�้ำหนักผงสมุนไพรที่ปรำศจำกควำมชื้น หน่วยเป็นกรัม

ผล
จำกกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ทำงเคมีด้วยปฏิกิริยำกำรเกิดสีของโกฐน�้ำเต้ำ  จ�ำนวน  19  ตัวอย่ำง  พบว่ำ  ทุก

ตัวอย่ำงให้ผลบวกกับ Modiied Borntrager Test และ Ferric chloride Test (ตำรำงที่ 1) เมื่อพิสูจน์เอกลักษณ ์

ทำงเคมด้ีวยวิธ ีthin-layer chromatography พบว่ำ โกฐน�ำ้เต้ำทกุตวัอย่ำงมแีถบหลกั 3 แถบ ทีม่สีแีละต�ำแหน่ง ตรงกบั 

สำรมำตรฐำน 3 ชนิด คือ chrysophanol, emodin และ rhein ที่ hRf  34-38, 43-49 และ 80-86 ตำมล�ำดับ 

และอำจมีองค์ประกอบทำงเคมีอื่นๆ อีกประมำณ 5 - 7 ชนิด (ภำพที่ 4 และตำรำงที่ 2)

ต�ร�งที่ 1 ผลกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ทำงเคมีด้วยปฏิกิริยำกำรเกิดสี

  วิธีทดสอบ  ผลกำรทดสอบ
Modiied Borntrager Test  (+) ได้สีแดงในชั้นของด่ำง
(ตรวจสอบสำรประเภท Antraquinones) 
Iron (III) Chloride Test  (+) ได้สำรละลำยสีเขียว
(ตรวจสอบสำรประเภท Phenolic compounds & Tannins) 

100

50

0
1  2  3  4  5  1  2  3  4  5  1  2  3  4  5
  I  II  III

1  = สำรมำตรฐำน Chrysophanol
2   = สำรมำตรฐำน Emodin
3   = สำรมำตรฐำน Rhein
4-5 = ตัวอย่ำงโกฐน�้ำเต้ำ
I   = ตรวจสอบภำยใต้แสงอัลตรำไวโอเลต ทีค่วำมยำว 
    คลื่น 254 นำโนเมตร
II   = ตรวจสอบภำยใต้แสงอัลตรำไวโอเลต ทีค่วำมยำว 
    คลื่น 366 นำโนเมตร
III  = ตรวจสอบด้วยน�้ำยำพ่น  10%  potassium 
    hydroxide ใน methanol

ภ�พที่ 4 โครมำโทแกรมชนิดผิวบำงของโกฐน�้ำเต้ำ
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จำกกำรตรวจสอบคณุสมบัตทิำงเคมแีละกำยภำพ รวมทัง้กำรหำปรมิำณ hydroxyanthracene derivatives 
ค�ำนวณเป็น rhein ของโกฐน�้ำเต้ำ จ�ำนวน 19 ตัวอย่ำง ได้ผลกำรทดสอบ (ตำรำงที่ 3)

ต�ร�งที่ 2 ผลกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ทำงเคมีด้วยวิธีโครมำโทกรำฟีผิวบำง

 แถบสำร  ค่ำ hRf

 กำรตรวจสอบ
      UV254 nm  UV366 nm.  พ่นด้วย 10% KOH
  1  6-9  เข้ม  ม่วง (เรืองแสง)  น�้ำตำล
  2  9-14  จำง  ฟ้ำ (เรืองแสง)  -
  3  30-34  เข้ม  -  -
  4  30-34  เข้ม  เหลือง (เรืองแสง)  แดง
   5*  34-38  เข้ม  เหลือง (เรืองแสง)  แดง
  6  39-40  -  เทำ (เรืองแสง)  -
    7**  43-49  เข้ม  เหลือง (เรืองแสง)  แดง
  8  65-68  -  ฟ้ำ (เรืองแสง)  -
  9  74-79  จำง  เหลือง (เรืองแสง)  แดง
     10***  80-86  เข้ม  เหลือง (เรืองแสง)  ม่วง
* rhein  **emodin  ***chrysophanol

ต�ร�งที่ 3 ผลกำรศึกษำคุณสมบัติทำงเคมีและกำยภำพของโกฐน�้ำเต้ำ

ตัวอย่ำง
ปริมำณสำร
สกัดด้วยน�้ำ
(% w/w)

ปริมำณสำร
สกัดด้วย
เอทำนอล
(% w/w)

ปริมำณ
ควำมชื้น
(% w/w)

ปริมำณ
เถ้ำรวม

(% w/w)

ปริมำณเถ้ำ
ที่ไม่ละลำย
ในกรด

(% w/w)

ปริมำณ
hydroxyanthracene 

derivatives 
ค�ำนวณเป็น rhein

(% w/w)
PMA 01  32.88  11.57  9.03  5.33  0.43  2.84
PMA 02  35.47  19.00  8.73  7.75  0.35  2.90
PMA 03  32.02  22.96  8.23  10.63  0.31  4.50
PMA 04  34.10  11.84  8.81  8.69  1.20  1.94
PMA 05  29.48  7.59  10.06  7.85  0.28  2.19
PMA 06  34.06  22.60  8.05  12.81  0.83  0.88
PMA 07  31.50  11.62  9.60  7.32  0.64  2.51
PMA 08  29.76  20.38  9.35  9.46  1.71  2.52
PMA 09  28.90  20.57  9.76  6.34  0.95  2.52
PMA 10  35.84  23.60  9.26  13.04  0.60  0.69
PMA 11  31.25  19.10  7.06  15.35  1.23  0.76
PMA 12  32.38  17.92  7.59  13.84  0.76  0.66
PMA 13  36.31  29.94  7.29  12.84  0.86  0.84
PMA 14  35.40  27.26  6.97  12.52  0.67  0.87
PMA 15  39.51  25.35  6.93  11.78  0.68  1.01
PMA 16  24.79  33.77  6.13  21.71  0.57  1.09
PMA 17  27.35  31.90  7.70  11.74  0.49  0.99
PMA 18  24.99  30.27  7.32  16.97  0.59  0.99
PMA 19  26.47  27.96  7.46  19.20  1.37  0.78

 ± SD  31.71 ± 4.06  21.85 ± 7.50  8.18 ± 1.13  11.85 ± 4.35  0.76 ± 0.38  1.66 ± 1.07
Min-Max  24.79-39.51  7.59-33.77  6.13-10.06  5.33-21.71  0.28-1.71  0.66-4.50
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วิจ�รณ์
ตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรศึกษำจ�ำนวน 19 ตัวอย่ำง ผ่ำนกำรตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์ทำงเภสัชเวท ว่ำเป็นโกฐน�้ำเต้ำ 

คือ  เป็นเหง้ำและรำกแห้งของพืชชนิดใดชนิดหน่ึงใน  3  ชนิด  ที่มีช่ือวิทยำศำสตร์ว่ำ Rheum oicinal Baill., 
R.palmatum L. และ R.tanguticum (Maxim. Ex Regel) Maxim.ex Balf.  ในวงศ์ Polygonaceae หรือ 

เหง้ำและรำกแห้งของพืช 2 หรือ 3 ชนิดข้ำงต้นปนกัน
จำกกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ทำงเคมีด้วย Modiied Borntrager Test และ Ferric chloride Test  ได้ผล

บวกในทกุตวัอย่ำงแสดงว่ำ โกฐน�ำ้เต้ำ มส่ีวนประกอบเป็นสำรกลุม่ anthraquinones และ tannins เมือ่ทดสอบด้วยวิธ ี
thin-layer  chromatography  พบสำร  rhein,  emodin  และ  chrysophanol  อยู่ในโกฐน�้ำเต้ำทุกตัวอย่ำง 
แต่อำจมีควำมแตกต่ำงของแถบสีอื่นๆ ได้ใน  TLC Chromatogram

จำกผลกำรตรวจคณุสมบัตทิำงเคมแีละกำยภำพของโกฐน�ำ้เต้ำสำมำรถจดัท�ำข้อก�ำหนดทำงเคม ีเพ่ือควบคุม
คณุภำพของโกฐน�ำ้เต้ำโดยหวัข้อปรมิำณควำมช้ืน ปรมิำณเถ้ำรวม และปรมิำณเถ้ำทีไ่ม่ละลำยในกรด จะถูกก�ำหนดเกณฑ์ 

สูงสุดไม่เกินค่ำเฉลี่ยบวกค่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำน  ส่วนหัวข้อปริมำณสำรสกัดด้วยน�้ำ  ปริมำณสำรสกัดด้วยเอทำนอล 

และปรมิำณ hydroxyanthracene derivatives ค�ำนวณเป็น rhein จะถกูก�ำหนดเกณฑ์ต�ำ่สดุ ไม่น้อยกว่ำค่ำเฉลีย่ลบ 

ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (ตำรำงที่ 4)

ต�ร�งที่ 4 ข้อก�ำหนดทำงเคมีและกำยภำพของโกฐน�้ำเต้ำ

  หัวข้อ  ค่ำเฉลี่ย ± ค่ำเบี่ยงเบน  เกณฑ์สูงสุด  เกณฑ์ต�่ำสุด
  (%w/w)  มำตรฐำน  ไม่เกิน  ไม่น้อยกว่ำ
  (  ± SD, n= 19)   + SD   – SD
ปริมำณสำรสกัดด้วยน�้ำ  31.71 ± 4.06  -  27
ปริมำณสำรสกัดด้วยเอทำนอล  21.85 ± 7.50  -  14
ปริมำณควำมชื้น    8.18 ± 1.13  10  -
ปริมำณเถ้ำรวม    11.85 ± 4.35  16  -
ปริมำณเถ้ำที่ไม่ละลำยในกรด  0.76 ± 0.38  1  -
ปริมำณ hydroxyanthracene derivatives   1.66 ± 1.07  -  0.6
ค�ำนวณเป็น rhein 

จะเห็นว่ำปริมำณสำรสกัดด้วยน�้ำ ซึ่งมีเกณฑ์ก�ำหนดไม่น้อยกว่ำร้อยละ 27 โดยน�้ำหนักนั้นใกล้เคียงกับค่ำที่
ก�ำหนดไว้ในเภสัชต�ำรับสำธำรณรัฐประชำชนจีน(1)    คือ  ร้อยละ  25  โดยน�้ำหนัก  ส่วนปริมำณสำรสกัดด้วยเอทำนอล 

ไม่น้อยกว่ำร้อยละ  14  โดยน�้ำหนัก  ค่อนข้ำงแตกต่ำงจำกเกณฑ์ของเภสัชต�ำรับญ่ีปุ่น(21)   และองค์กำรอนำมัยโลก(9) 

ที่ก�ำหนดไว้ไม่น้อยกว่ำร้อยละ  30  โดยน�้ำหนัก  ทั้งน้ีอำจเน่ืองมำจำกควำมเข้มข้นของเอทำนอลที่ใช้แตกต่ำงกัน  คือ 

เภสัชต�ำรับญี่ปุ่นและองค์กำรอนำมัยโลกใช้เอทำนอลเจือจำง (ประมำณ 50%) ส่วนงำนวิจัยครั้งนี้ใช้เอทำนอล 95%
ส�ำหรับปริมำณควำมช้ืนมีเกณฑ์ก�ำหนดไม่เกินร้อยละ  10  โดยน�้ำหนัก  ซ่ึงน้อยกว่ำค่ำที่ก�ำหนดไว้ในเภสัช

ต�ำรับสำธำรณรัฐประชำชนจีน(1) ญี่ปุ่น(21) อังกฤษ(15) และองค์กำรอนำมัยโลก(9) ที่ร้อยละ  15,  13,  12  และ  12  โดย 

น�้ำหนักตำมล�ำดับ  อำจเป็นเพรำะตัวอย่ำงโกฐน�้ำเต้ำในงำนวิจัยครั้งน้ี  ส่วนใหญ่ได้มำจำกสำธำรณรัฐประชำชนจีน 

ซ่ึงจะถกูท�ำให้น�ำ้ระเหยออกบำงส่วนในขัน้ตอนกำรปฏบัิตหิลงักำรเกบ็เกีย่วโดยกำรกองสมุหลงักำรน่ึงเพ่ือให้เหงือ่ออก
ช่วยให้เนื้อสมุนไพรนิ่ม เปลี่ยนสี และแห้งสนิทยิ่งขึ้น(22)
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ปริมำณเถ้ำรวมมีเกณฑ์ก�ำหนดไม่เกินร้อยละ  16  โดยน�้ำหนัก  ซ่ึงมำกกว่ำค่ำที่ก�ำหนดไว้ในเภสัชต�ำรับ
สำธำรณรัฐประชำชนจีน(1) ญี่ปุ่น(21) อังกฤษ(15) และองค์กำรอนำมัยโลก(9) คือ ร้อยละ 10, 13, 12 และ 12 โดยน�้ำหนัก
ตำมล�ำดับ  อำจเป็นไปได้ที่ตัวอย่ำงบำงส่วนได้จำกกำรเพำะปลูกที่มีกำรใช้ปุ๋ยเคมีในกำรบ�ำรุงรักษำ  และอำจท�ำให้เกิด
สำรเจือปนอื่นในเน้ือเยื่อพืชได้มำกกว่ำแหล่งธรรมชำติ  ซ่ึงมีผลท�ำให้ปริมำณเถ้ำรวมสูงขึ้นได้  ทั้งน้ีจะเห็นได้จำกผล
กำรวิจัยที่แสดงค่ำปริมำณเถ้ำรวมมีค่ำสูงสุดคือ ร้อยละ 21.71 ค่ำต�่ำสุดคือ ร้อยละ 5.33 อำจเป็นผลมำจำกแหล่งที่มำ 
ของตัวอย่ำงแตกต่ำงกันมำก

ส�ำหรับปริมำณเถ้ำที่ไม่ละลำยในกรด  มีเกณฑ์ก�ำหนดไม่เกินร้อยละ  1  โดยน�้ำหนัก  ซ่ึงใกล้เคียงกับค่ำที่
ก�ำหนดไว้ในเภสชัต�ำรบัสำธำรณรฐัประชำชนจนี(1) คอื ร้อยละ 0.8 โดยน�ำ้หนักแต่ในเภสชัต�ำรบัองักฤษ(15)  และองค์กำร 
อนำมัยโลก(9) ได้ก�ำหนดไว้สูงกว่ำคือ ร้อยละ 2 โดยน�้ำหนัก

กำรหำปริมำณสำรส�ำคัญในโกฐน�้ำเต้ำส�ำหรับงำนวิจัยครั้งน้ีใช้วิธีของ  BP  ซ่ึงก�ำหนดให้หำปริมำณ 

hydroxyanthracene  derivatives  ที่มีอยู่หลำยชนิด  แต่ให้ค�ำนวณเป็น  rhein  โดยใช้ตัวแปรเพียง  2  ค่ำ  คือ 

ค่ำกำรดูดกลืนแสงและน�้ำหนักผงสมุนไพรที่ปรำศจำกควำมช้ืน  แต่ทั้งน้ีต้องท�ำตำมวิธีทุกขั้นตอน  เน่ืองจำก 

มีกำรก�ำหนดค่ำคงที่ส�ำหรับกำรค�ำนวณไว้ด้วย  ผลกำรศึกษำได้ก�ำหนดปริมำณ  hydroxyanthracene  derivatives 
ค�ำนวณเป็น rhein ไว้ไม่น้อยกว่ำร้อยละ 0.6 โดยน�ำ้หนัก ซ่ึงน้อยกว่ำค่ำทีก่�ำหนดไว้ในเภสชัต�ำรบัอังกฤษ(15)  และองค์กำร
อนำมัยโลก(9) คือ ร้อยละ 2.2  โดยน�้ำหนักเนื่องจำกตัวอย่ำงโกฐน�้ำเต้ำในงำนวิจัยครั้งนี้ส่วนใหญ่ได้มำจำกสำธำรณรัฐ
ประชำชนจีน  อำจมีกำรแปรรูปเบ้ืองต้นไปจนถึงกำรแปรรูปโดยวิธีเฉพำะที่เรียกว่ำกำรเผ้ำจื้อ(22)  ด้วยวิธีกำรและ 
สำรปรุงแต่งที่แตกต่ำงกันไปในแต่ละพื้นที่ เช่น โกฐน�้ำเต้ำผัดเหล้ำ โกฐน�้ำเต้ำผัดน�้ำส้ม โกฐน�้ำเต้ำนึ่งเหล้ำ ก่อนน�ำไป
ตำกให้แห้ง  ซ่ึงกำรเผ้ำจื้อแต่ละวิธีน้ันอำจท�ำให้สำรส�ำคัญกลุ่ม  anthraquinones  มีปริมำณที่แตกต่ำงกันมำก(1,  22) 

จะเห็นได้จำกผลกำรศึกษำครั้งนี้ ปริมำณ hydroxyanthracene derivatives ค�ำนวณเป็น rhein สูงสุดและต�่ำสุด 

มีควำมแตกต่ำงค่อนข้ำงสูงคือ ร้อยละ 4.50 และ 0.66 โดยน�้ำหนักตำมล�ำดับ
กำรศึกษำปริมำณสำรส�ำคัญในโกฐน�้ำเต้ำ  นอกจำกจะศึกษำปริมำณ hydroxyanthracene  derivatives 

ค�ำนวณเป็น  rhein  แล้ว  ยังสำมำรถศึกษำสำรส�ำคัญชนิดอ่ืนๆ  ด้วยวิธีกำรอ่ืนๆ  ได้  เช่น  เภสัชต�ำรับสำธำรณรัฐ 
ประชำชนจนี(1) ก�ำหนดปรมิำณสำรส�ำคญัของโกฐน�ำ้เต้ำเป็นค่ำรวมของสำร 5 ชนิด คือ rhein, emodin, chrysophanol, 
aloe-emodin  และ  physcion  ที่ร้อยละ  1.5  โดยน�้ำหนัก  ทดสอบโดยใช้เครื่อง  high  performance  liquid 

chromatography (HPLC) ส่วนเภสัชต�ำรับญี่ปุ่น(21) ก�ำหนดสำร senosides A ร้อยละ 0.25 ทดสอบโดยใช้ HPLC 

งำนวิจัยครั้งนี้เลือกใช้วิธีทดสอบตำมวิธีของ BP  โดยเครื่องวัดกำรดูดกลืนแสง (UV-VIS S pectrophotometer) 
ซ่ึงเป็นเครื่องมือที่ไม่ยุ่งยำกซับซ้อนและมีกำรใช้อย่ำงแพร่หลำย  ไม่จ�ำเป็นต้องใช้สำรมำตรฐำนเพื่อให้ผู้เก่ียวข้อง 
สำมำรถน�ำไปใช้ประโยชน์ในกำรควบคุมคุณภำพของสมุนไพรโกฐน�้ำเต้ำได้กว้ำงขวำงยิ่งขึ้น

สรุป
โกฐน�้ำเต้ำมีสำรประกอบกลุ่ม anthraquinones เป็นองค์ประกอบหลัก โดยมีสำรส�ำคัญอย่ำงน้อย 3 ชนิด

คือ chrysophanol, emodin และ rhein และมีข้อก�ำหนดทำงเคมีและกำยภำพดังนี้
-  ปริมำณสำรสกัดด้วยน�้ำ ไม่น้อยกว่ำร้อยละ 27 โดยน�้ำหนัก
-  ปริมำณสำรสกัดด้วยเอทำนอล ไม่น้อยกว่ำร้อยละ 14 โดยน�้ำหนัก
-  ปริมำณควำมชื้น ไม่เกินร้อยละ 10 โดยน�้ำหนัก
-  ปริมำณเถ้ำรวม ไม่เกินร้อยละ 16 โดยน�้ำหนัก
-  ปริมำณเถ้ำที่ไม่ละลำยในกรด ไม่เกินร้อยละ 1 โดยน�้ำหนัก
-  ปริมำณ hydroxyanthracene derivatives ค�ำนวณเป็น rhein ไม่น้อยกว่ำร้อยละ 0.6 โดยน�้ำหนัก
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ข้อก�ำหนดที่ได้นี้สำมำรถน�ำไปใช้ประโยชน์ในกำรควบคุมคุณภำพวัตถุดิบ และเป็นข้อมูลเบื้องต้นในกำรจัด
ท�ำข้อก�ำหนดมำตรฐำนของโกฐน�้ำเต้ำในต�ำรำมำตรฐำนยำสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) ต่อไป

กิตติกรรมประก�ศ
กำรศึกษำน้ีเป็นส่วนหน่ึงภำยใต้โครงกำรกำรพัฒนำศักยภำพของสมุนไพรที่มีกำรใช้ในท้องถ่ินของส�ำนัก

จัดกำรควำมรู้และเทคโนโลยีวิทยำศำสตร์กำรแพทย์  กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์  ร่วมกับศูนย์วิทยำศำสตร์กำรแพทย ์

ทั่วประเทศ  14  แห่ง  ผู้วิจัยขอขอบคุณผู้ทรงคุณวุฒิ  เภสัชกรหญิงปรำณี  ชวลิตธ�ำรง  หัวหน้ำโครงกำรและเจ้ำหน้ำที่ 
ผู ้รับผิดชอบโครงกำรย่อยจำกศูนย์วิทยำศำสตร์กำรแพทย์ทุกแห่ง  ที่ได้ร่วมกันผลักดันแก้ไขปัญหำอุปสรรค 

และให้กำรสนับสนุนงำนวิจัยครั้งนี้จนส�ำเร็จลุล่วงได้ด้วยดี
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AbSTrACT  Kot Namtao or Rhubarb is the dried rhizome and root of the genus Rheum comprising 
3  species i.e. Rheum oicinal Baill., R.palmatum L. and R.tanguticum (Maxim. ex Regel) Maxim.ex Balf., 
family Polygonaceae. Kot Namtao have been used as laxative with astringent efect in Thai traditional 
medicine but standard speciication in Thai Herbal Pharmacopoeia is not yet designated. Thus, in 2013, 
the physico-chemical properties of 19 samples of Kot Namtao collected from China as well as herbal drug 
stores  in Thailand, were vestigated. Results  indicated that anthraquinones (contain at  least 3 active 
substances: chrysophanol, emodin, rhein) and tannins were found in all samples. The physico-chemical 
properties in terms of contents of water-soluble  extractives, ethanol-soluble extractives, moisture, total 
ash, acid-insoluble ash, and hydroxyanthracene derivatives as calculated in rhein, were 31.71 ± 4.06, 
21.85 ± 7.50, 8.18 ± 1.13, 11.85 ± 4.35, 0.76 ± 0.38 and 1.66 ± 1.07% w/w, respectively. The expected values 
of water-soluble extractives, ethanol-soluble extractives and hydroxyanthracene derivatives calculated in 
rhein should not less than 27, 14 and 0.6% w/w, respectively, while the limits for moisture, total ash and 
acid-insoluble ash were should not be more than 10, 16 and 1% w/w, respectively. The results obtained 
from the studies will be the base-line information for the quality control of Kot Namtao which lead to 
further establishment of the standard speciications of Kot Namtao in Thai Herbal Pharmacopoeia.

Key words : Kot Namtao, physico-chemical properties, speciication



นิพนธ์ต้นฉบับ	 	 ว	กรมวิทย	พ	2558;	57	(4)	:	364-380

364
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2558

คุณสมบัติทางเคมีกายภาพของแก่นแจง

สิรดา  ปงเมืองมูล  เจษฎา  กาศโอสถ  วสิิฐศักด์ิ  วฒิุอดิเรก  และสังคม  วทิยนนัทน์
ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  อ�าเภอเมือง  นครสวรรค์ 60000

Accepted for publication, 11 December 2015

บทคัดย่อ  แจง (Maerua siamensis (Kurz) Pax) อยู่ในวงศ์ Capparaceae มสีรรพคุณเป็นยาขบัปัสสาวะ แก้ไข้ รักษา/
ป้องกันฟันผุ  และบ�ารุงก�าลัง  ประเทศไทยยังไม่มีข้อก�าหนดมาตรฐานเพื่อใช้ควบคุมคุณภาพ  ดังน้ันจึงท�าการศึกษาคุณภาพ 

แก่นแจง  ภายใต้โครงการ “การพฒันาศกัยภาพของสมนุไพรทีม่กีารใช้ในท้องถ่ิน”  เพือ่จัดท�าเป็นข้อก�าหนดมาตรฐานในต�ารามาตรฐาน 

ยาสมนุไพรไทย โดยเก็บตัวอย่างแก่นแจงจากแหล่งธรรมชาติและซ้ือจากร้านขายเคร่ืองยาสมนุไพรทัว่ประเทศจ�านวน 12 ตัวอย่าง 
ในการตรวจเอกลกัษณ์ทางเคมเีบ้ืองต้น พบสารกลุม่สเตียรอยด์ ฟลาโวนอยด์ กรดอะมโิน ซาโปนิน และคูมาริน และเมือ่ท�าการ
ทดสอบหาลายพิมพ์  ทีแอลซี  พบลักษณะโครมาโทแกรมเฉพาะ  และผลการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีกายภาพตามวิธีในต�ารา
มาตรฐานยาสมนุไพรไทย เล่มที ่1 และ 2 พบปริมาณความชืน้ สารสกัดด้วยน�า้ สารสกัดด้วยเอทานอล เถ้ารวม และเถ้าทีไ่ม่ละลาย
ในกรด มค่ีาเฉลีย่คิดเป็นร้อยละโดยน�า้หนักเท่ากับ 6.58 ± 1.25, 10.77 ± 2.31, 3.78 ± 1.26, 3.14 ± 0.56 และ 0.092 ± 0.035 
ตามล�าดับ ซ่ึงข้อมลูทีไ่ด้น้ีสามารถน�าไปใช้เป็นแนวทางในการจัดท�าเป็นข้อก�าหนดมาตรฐาน ส�าหรับควบคุมคุณภาพสมนุไพรแก่นแจง 
ของประเทศไทยต่อไป
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บทน�า
สมนุไพรเป็นทรพัยากรธรรมชาตทิีส่�าคญัของประเทศ ประวัตกิารใช้สมนุไพรในการรกัษาโรค  เป็นภมูปัิญญา

ดั้งเดิมที่มีการสั่งสมและสืบทอดกันมา  จนถึงปัจจุบันกระแสความนิยมยังคงมีอยู่  จนมีการน�าสมุนไพรมาแปรรูปเป็น
ผลิตภัณฑ์สมุนไพร  กระทรวงสาธารณสุขก็มีนโยบายส่งเสริมให้โรงพยาบาลทั่วไปและโรงพยาบาลชุมชนมีการใช้ยา
สมุนไพรไม่น้อยกว่าร้อยละ  5  และ  10  ของมูลค่าการใช้ยาในโรงพยาบาลตามล�าดับ  เพื่อลดค่าใช้จ่ายในการน�าเข้า 
ยาแผนปัจจุบันจากต่างประเทศ(1)  ปัจจุบันมีโรงพยาบาลหลายแห่งที่ผลิตยาสมุนไพรขึ้นเองเพื่อใช้ภายในโรงพยาบาล 
ขณะเดียวกันก็มีการแปรรูปสมุนไพรเป็นผลิตภัณฑ์ชนิดต่างๆ ในท้องถิ่น 

การทีจ่ะให้ความนิยมสมนุไพรเป็นไปอย่างยัง่ยนื ไม่เพยีงแต่สมนุไพรจะต้องมคีวามปลอดภยัเป็นประการแรก 

เท่าน้ัน  สิ่งส�าคัญคือ  สมุนไพรจะต้องมีคุณภาพที่สม�่าเสมอ  เพื่อให้ผู้บริโภคเกิดความเช่ือมั่นว่าสมุนไพรน้ันๆ 

มีประสิทธิภาพและยินดีที่จะเลือกใช้ผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรในการรักษา หรือเสริมสร้างสุขภาพ(2, 3)

มาตรฐานทีใ่ช้ในการควบคมุคณุภาพสมนุไพรของประเทศไทย คอืต�ารามาตรฐานยาสมนุไพร (Thai Herbal 
Pharmacopoeia) ซึ่งได้รวบรวมข้อก�าหนด วิธีทดสอบ และข้อมูลอื่น ๆ  ในการควบคุมคุณภาพมาตรฐานยาสมุนไพร
แต่ละชนิด  สมุนไพรที่มีการก�าหนดมาตรฐานและบรรจุอยู่ในต�ารามาตรฐานยาสมุนไพรมีจ�านวนจ�ากัด(4-9)  ในขณะที่
สมนุไพรทีม่กีารใช้ในท้องถิน่ต่าง ๆ  ของประเทศนอกเหนือจากทีบ่รรจใุนต�าราดงักล่าวยงัมอีีกเป็นจ�านวนมาก เพือ่สนอง
นโยบายกระทรวงสาธารณสขุในการส่งเสรมิให้โรงพยาบาลในสงักดัทัว่ประเทศใช้ยาสมนุไพรในการรักษาผู้ป่วยเพิม่ขึน้ 

ร้อยละ  5  ต่อปีเป็นผลสัมฤทธิ์  จ�าเป็นต้องเพิ่มรายการยาสมุนไพรให้มากเพียงพอต่อความต้องการใช้ของแพทย ์

และสร้างความมั่นใจในคุณภาพของสมุนไพรให้แก่แพทย์และผู้บริโภค
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เล็งเหน็ความส�าคญัของการสง่เสรมิการใช้สมุนไพรอย่างมคีณุค่าและยั่งยืน โดย

สมุนไพรที่มีการใช้ในท้องถิ่น จ�าเป็นต้องมีการควบคุมคุณภาพแต่ยังขาดข้อก�าหนดมาตรฐาน ดังนั้น จึงจ�าเป็นต้องเร่ง
ด�าเนินการศึกษาเพื่อให้ได้แนวทางในการควบคุมคุณภาพสมุนไพร เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพคงที่ สม�่าเสมอ จึง
ได้ด�าเนินโครงการ “การพัฒนาศักยภาพของสมุนไพรที่มีการใช้ในท้องถิ่น” ขึ้น โดยศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 
นครสวรรค์  รับผิดชอบศึกษาคุณสมบัติทางเคมีกายภาพของสมุนไพรแก่นแจง  เพื่อให้ได้ข้อมูลเอกลักษณ์ทางเคมี 
(chemical characteristics) ได้แก่ การตรวจสอบเบื้องต้น (preliminary test) ว่ามีสารกลุ่มใดในสมุนไพรแก่น
แจงบ้าง และการตรวจสอบเพือ่ยนืยนัผล โดยใช้วิธโีครมาโทกราฟีชนิดผวิบาง (thin-layer chromatography; TLC) 
เพื่อหา TLC ingerprints และคุณสมบัติทางกายภาพ ได้แก่ ปริมาณความชื้น ปริมาณสารสกัดด้วยน�้า ปริมาณสาร
สกดัด้วยเอทานอล ปรมิาณเถ้ารวม และปรมิาณเถ้าทีไ่ม่ละลายในกรด(10) ของสมนุไพรแก่นแจง  เสนอต่อคณะกรรมการ 
จัดท�าต�ารายาของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ใช้เป็นแนวทางในการจัดท�าเป็นข้อก�าหนดมาตรฐานส�าหรับควบคุม
คุณภาพของแก่นแจงในต�ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทยต่อไป

แจง มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Maerua siamensis (Kurz) Pax  อยู่ในวงศ์ Capparaceae ลักษณะเป็นไม้
ยืนต้นขนาดกลาง สูง 3-10 เมตร ใบเป็นประกอบแบบนิ้วมือ มีใบย่อย 3-5 ใบ ดอกแบบช่อแบบกระจุกหรือดอกเดี่ยว 
และผลรูปทรงรีหรือกลม  ขนาด  2-3  เซนติเมตร  บิดเบ้ียวเล็กน้อย  สมุนไพรแจงมีส่วนที่ใช้ท�ายาหลายส่วน  โดยราก
และเปลือกมีสรรพคุณบ�ารุงก�าลัง แก้ปัสสาวะพิการ ขับปัสสาวะ แก้กระษัย แก้ปวดเมื่อย ต้นมีสรรพคุณใช้รักษาและ
ป้องกันฟันผุ และสรรพคุณอื่น ๆ เหมือนรากและเปลือก ใบและยอดมีสรรพคุณแก้ไข้ บ�ารุงก�าลัง  แก้หน้ามืด  ตาฟาง 
ส่วนแก่นมีสรรพคุณแก้ไข้  ตัวร้อน(11)  (ภาพที่ 1 และภาพที่ 2)
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จากผลการศึกษาที่ผ่านมาสามารถแยกสารใหม่ในกลุ่ม  indole alkaloids  ได้  2  ชนิด คือ  7-hydroxy-
6-methoxycyclobrassinone  และ  7-hydroxycyclobrassinone  กับสารที่เคยมีรายงานแล้วอีก  3  ชนิด  คือ 
β-sitosterol, vanillin และ lupeol จากรากแจง ซึ่งพบว่า 7-hydroxy-6-methoxy cyclobrassi- none มีความ
เป็นพิษระดับสูง (ค่า IC50 = 1.51 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ในขณะที่สาร 7-hydroxycyclobrassinone มีความเป็น
พิษในระดับปานกลาง  (ค่า  IC50  =  8.31  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)  ต่อเซลล์มะเร็งปอดของมนุษย์ชนิด NCI-H187 
นอกจากน้ี  สาร  7-hydroxy-6-methoxycyclobrassinone  ยังมีฤทธิ์ต้านเช้ือวัณโรค  (Mycobacterium  
tuberculosis)  โดยมีค่าความเข้มข้นต�่าสุดที่สามารถยับยั้งเช้ือได้คือ  25  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรอีกด้วย(12) และยังมี
การศึกษาพบสารกลุ่ม  terpenoids  ที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  และ  stigmasterol  ในสารสกัด  dichloromethane 
ของล�าต้นแจง(13)  

สารส�าคัญที่พบในสมุนไพรแจง  เช่น  สารกลุ่ม  steroids  เป็นสารที่ช่วยลดระดับ  cholesterol  และ 
triglyceride  ลดการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด  โดยสาร  β-sitosterol  มีประโยชน์ใช้กับผู้ป่วยโรคหัวใจและมี  
cholesterol สงู(14) (ภาพที ่3)

ภาพที่ 1 ส่วนของล�าต้น ใบของแจง(11)

ภาพที่ 2 ส่วนของแก่นแจง

ภาพที่ 3  โครงสร้างทางเคมีของ β-sitosterol
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สารกลุ่ม  lavonoids(15)  ซ่ึงมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา  เช่น  รักษาโรคเส้นเลือดฝอยเปราะ  บางชนิดมีฤทธิ ์
คล้ายฮอร์โมนเอสโตรเจน บางชนิดต้านเชื้อรา ต้านอักเสบ และต้านเซลล์มะเร็ง (ภาพที่ 4)

สารกลุ่ม amino acids(15)  จัดเป็นสารประกอบปฐมภูมิที่พบในพืช ช่วยในการสร้างกลูโคส และให้พลังงาน
แก่ร่างกาย โดยทั่วไปในพืชอาจอยู่ในรูปอิสระ หรือเป็นส่วนหนึ่งของโปรตีน (ภาพที่ 5)

ภาพที่ 4 โครงสร้างทางเคมีของสารกลุ่ม lavonoids

ภาพที่ 5 โครงสร้างทางเคมีของ amino acids

สารกลุม่ saponins(15)  เป็นสารทีม่คุีณสมบัตทิ�าให้เกิดฟองเมือ่ละลายในน�า้ ใช้เป็นสารชะล้างแทนสบู ่ใช้เป็น
สารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์ฮอร์โมนเพศ บางชนิดมฤีทธิแ์ก้ไอ บางชนิดมฤีทธิบ์�ารงุสมอง ส่วน aglycone ของ saponin 
เป็นสารประกอบจ�าพวก steroids หรือ triterpenoids (ภาพที่ 6)

ภาพที่ 6 โครงสร้างทางเคมีของ steroidal saponin
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สารกลุม่ coumarins (15)  จดัเป็น lactone glycosides สารกลุม่น้ีมกัจะเรอืงแสงภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต
ได้สีต่างๆ มีฤทธิ์ป้องกันการแข็งตัวของเลือด รักษาโรคหอบหืด ลดภาวะการบวมน�้าเหลือง (ภาพที่ 4)

วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่างสมุนไพร

1.  สมุนไพรแก่นแจงอ้างอิง  (Authentic  Samples)    เก็บจากแหล่งธรรมชาติผ่านการตรวจสอบช่ือที่ 
ถูกต้องตามหลักพฤกษอนุกรมวิธานโดยนักพฤกษศาสตร์  มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Maerua siamensis (Kurz) Pax 
อยู่ในวงศ์ Capparaceae จ�านวน 3 ตัวอย่าง ได้แก่ รหัส PMH 01- PMH 03

2.  สมนุไพรแก่นแจงจากท้องตลาด ซ้ือจากร้านจ�าหน่ายเครือ่งยาสมนุไพรในประเทศไทย  ในจงัหวัดนครปฐม 
นครสวรรค์  อุทัยธานี สงขลา พิษณุโลก สุราษฎร์ธานี นครราชสีมา นครราชสีมา และกรุงเทพมหานคร ในช่วงเดือน
มิถุนายน พ.ศ. 2556 ถึงเดือนพฤษภาคม พ.ศ. 2558 รวม 9 ตัวอย่าง ได้แก่ รหัส PMH 04- PMH 12 (ตารางที่ 1)

ภาพที่ 7  โครงสร้างทางเคมีของ coumarins

ตารางที่ 1 รายละเอียดแหล่งที่มาของสมุนไพรแก่นแจงที่ซื้อจากร้านขายยา

  รหัส    แหล่ง
  PMH 04  ร้านค้าในจังหวัดนครปฐม
  PMH 05  ร้านค้าในจังหวัดนครสวรรค์
  PMH 06  ร้านค้าในจังหวัดอุทัยธานี
  PMH 07  ร้านค้าในจังหวัดสงขลา
  PMH 08  ร้านค้าในจังหวัดพิษณุโลก
  PMH 09  ร้านค้าในจังหวัดสุราษฎร์ธานี
  PMH 10  ร้านค้าในจังหวัดนครราชสีมา
  PMH 11  ร้านค้าในจังหวัดนครราชสีมา
  PMH 12  มหาวิทยาลัยมหิดล

เตรียมโดยน�าตัวอย่างแก่นแจงไปอบซ�้าที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส บดเป็นผงละเอียด ผ่านแร่งเบอร์ 80 
บรรจุในภาชนะปิดสนิท ปิดฉลากระบุชื่อและรหัสของตัวอย่างสมุนไพร จัดเก็บตัวอย่างในขวดแก้วสีชามีฝาปิดสนิท

เครื่องมือและอุปกรณ์
1.  เครื่องชั่งไฟฟ้า ความละเอียด 0.0001 กรัม ผลิตภัณฑ์ของ Sartorius รุ่น CP224S 
2.  เตาเผาอุณหภูมิสูง ผลิตภัณฑ์ของ Thermolyne รุ่น F 6010
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3.  เตาอบร้อน ผลิตภัณฑ์ของ MMM-Medcenter รุ่น Venticell 111
4.  เครื่องระเหยสุญญากาศ ผลิตภัณฑ์ของ Heidolph รุ่น Hei-Vap Precision
5.  อ่างน�้าร้อนแบบควบคุมอุณหภูมิ ผลิตภัณฑ์ของ Memmert รุ่น WB45
6.  เครื่องกรองน�้าบริสุทธิ์ ผลิตภัณฑ์ของ ELGA รุ่น ULTRA ANALYTIC 
7.  เครื่องเขย่าแบบกลับไปกลับมา ผลิตภัณฑ์ของ Yamato รุ่น SA31 
8.  เครื่องถ่ายภาพ ผลิตภัณฑ์ของ Camag รุ่น Reprostar 3
9.  อ่างน�้าเย็นหมุนเวียน ผลิตภัณฑ์ของ EYELA รุ่น CA-111
10. ตู้เย็น 
11. ตู้ดูดควัน
12. เตาไฟฟ้าบุนวม
13. เตาไฟฟ้าพร้อมที่กวนแม่เหล็ก
14. ชุดตู้มืดภายใต้แสง UV
15. เครื่องเป่าลม
16. นาฬิกาจับเวลา
17. ชุด Relux (Relux apparatus)
18. แผ่น ที แอล ซี ชนิดเคลือบบนอะลูมิเนียม (Aluminium TLC Plate) ขนาด 20 × 20 เซนติเมตร 
19. หลอดคาปิลลารี (Capillary Tube) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร
20. ชุดส�าหรับสเปรย์ แผ่น ที แอล ซี
21. โถแก้วดูดความชื้น (Vacuum Desiccators)
22. ถ้วยกระเบื้อง (HCT 101/45 DIN)
23. ขวดชั่งสาร
24. กระดาษลิตมัส วัดความเป็นกรด-ด่าง
25. กระดาษกรอง เบอร์ 4 และกระดาษกรองไร้เถ้า เบอร์ 41 ผลิตภัณฑ์ของ Whatman 
26. อุปกรณ์เครื่องแก้วอื่น ๆ   ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ  เช่น  กระบอกตวง  หลอดทดลอง  กระจกนาฬิกา  

ปิเปต ขวดวัดปริมาตร เป็นต้น

สารมาตรฐานและสารเคมี
สารมาตรฐาน : β-Sitosterol ผลิตภัณฑ์ Sigma Aldrich  รุ่นการผลิต BCBM5698V
สารเคมี : สารเคมทีีใ่ช้เป็น Analytical grade ได้แก่ ethanol (Carlo Erba), methanol (Carlo Erba), 

chloroform  (Carlo  Erba),  sodium  hydroxide  (Carlo  Erba),  acetic  anhydride  (THOMAS 
BAKER;  INDIA),  glacial  acetic  acid  (QReC),  conc.  sulfuric  acid  (QReC),  hydrochloric  acid 

(Carlo Erba),  n-hexane  (Carlo Erba),  dichloromethane  (Fisher  Scientiic), methanol  (Fisher  
Scientiic), p-anisaldehyde (Sigma Aldrich), magnesium ribbon (Ajax Finechem), ninhydrin (Fluka)

การเตรียมสารละลายเคมี(15)  น�้าที่ใช้ในการเตรียมสารละลายเป็นน�้าที่ผ่านการกรองด้วยเครื่องกรองน�้า
บริสุทธิ์  

-  น�้ายาฉีดพ่น  anisaldehyde-sulfuric  acid;  ละลาย  p-anisaldedyde  0.5  มิลลิลิตร  ใน  glacial 
acetic acid 10 มิลลิลิตร เติม methanol 85 มิลลิลิตร ก่อนจะใช้ให้เติม conc. sulfuric acid 5 มิลลิลิตร
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-  ninhydrin TS; ชั่ง ninhydrin 0.15 กรัม ละลายใน 50 มิลลิลิตร n-butanol และเติม 1.5 มิลลิลิตร 
acetic acid

-  acetic acid (33% of Glacial acetic acid); เจือจาง 33 มิลลิลิตร glacial acetic acid ด้วยน�้าและ
ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน�้า

-  hydrochloric  acid,  dilute  (10% w/v);  เจือจาง  226  มิลลิลิตร  hydrochloric    acid  ด้วยน�้า 
ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน�้า

-  20% sodium hydroxide; ชั่ง sodium hydroxide 10 กรัม ละลายและปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร 
ด้วยน�้า

-  95% ethanol; ผสม abs.ethanol 950 มิลลิลิตร กับน�้า 50 มิลลิลิตร
-  70% ethanol; ผสม abs.ethanol 350 มิลลิลิตร กับน�้า 150 มิลลิลิตร

วิธีการ
1.  การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมี (Chemical characteristics)
  1.1 การตรวจสอบเบื้องต้น (Preliminary test)(10, 16)
    ช่ังตัวอย่างสมุนไพร  5  กรัม  เติม  chloroform ปริมาตร  20  มิลลิลิตร  ต้มบนอ่างน�้าร้อนด้วยวิธี 

relux ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  กรองสารละลายที่กรองได้ (iltrate) เป็นสารสกัดในคลอโรฟอร์ม 
(chloroform  extract)  ส่วนกากน�ามาสกัดต่อด้วย  95%  ethanol  ปริมาตร  30  มิลลิลิตร  ต้มบนอ่างน�้าร้อน 

ด้วยวิธี  relux  ที่อุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  กรองสารละลายที่กรองได้เป็นสารสกัดในแอลกอฮอล ์ 
(ethanol extract) ส่วนกากน�ามาสกัดต่อด้วยน�้า ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ต้มบนอ่างน�้าร้อนด้วยวิธี relux ที่อุณหภูมิ 
95  องศาเซลเซียส  นาน  10  นาที  กรองสารละลายที่กรองได้เป็นสารสกัดน�้า  (water  extract)  แบ่งสารสกัดที่ได ้

ใส่หลอดทดลองหลอดละ 2 มิลลิลิตร เพื่อท�าการทดสอบ (ตารางที่ 2) 

ตารางที่ 2 รายการทดสอบของสารสกัดหยาบในตัวท�าละลาย 3 ชนิด

สารสกัดในคลอโรฟอร์ม   steroids & terpenoids
สารสกัดในแอลกอฮอล์  steroids & terpenoids, lavonoids, amino acids
สารสกัดน�้า  lavonoids, amino acids, saponins

  ชนิดสารสกัด  รายการทดสอบ

การทดสอบ
1.1 สารกลุ่ม steroids & terpenoids (Liebermann Burchard test) น�าสารสกัด ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

ใส่ในหลอดทดลอง  ระเหยจนแห้งบนอ่างน�้าร้อนอุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส  เติม  acetic  anhydride  ปริมาตร 
2 มิลลิลิตร (และ acetic acid ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร) เขย่าให้เข้ากัน  เอียงหลอดค่อยๆ เติม conc. sulfuric acid 
ลงข้างๆ หลอด ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

1.2 สารกลุ่ม  lavonoids  (Shinoda  test)  น�าสารสกัด  ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดทดลอง  เติม 
ethanol ปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร  เติม conc. hydrochloric acid ปริมาตร 1-2 มิลลิลิตร และ magnesium ribbon 
ขนาด กว้าง 0.5 เซนติเมตร ยาว 1 เซนติเมตร จ�านวน 2 ชิ้น  

1.3 สารกลุ่ม  amino  acids  น�าสารสกัด  ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดทดลอง  เติมสารละลาย 

ninhydrin TS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน อุ่นบนอ่างน�้าร้อน 
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1.4 สารกลุ่ม  saponins  (Froth  test)  น�าสารสกัด  ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดทดลองปิดฝา 
เขย่าอย่างแรง ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที สังเกตการเกิดฟอง

1.5 สารกลุ่ม  coumarins  (Convert  into  luorescencing  alkali  salt  of  o-hydroxycinnamic 
acid)  ช่ังตัวอย่างสมุนไพร  2  กรัม  ใส่ในหลอดทดลอง ท�าให้ชุ่มด้วยน�้ากลั่น  น�ากระดาษกรองที่ชุบ  20%  sodium 
hydroxide  และปล่อยทิ้งไว้จนแห้งแล้ว  มาปิดปากหลอด  แช่หลอดในอ่างน�้าร้อนอุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส 

นาน 5-10 นาที น�ากระดาษกรองไปส่องภายใต้แสง UV 365 นาโนเมตร สังเกตการเรืองแสง
1.2 การตรวจสอบเพื่อยืนยันผล (Conirmatory test) ด้วยวิธี TLC เพื่อหา TLC ingerprints
 - สารละลายมาตรฐาน β-sitosterol ความเข้มข้น 1.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
    ชั่งสารมาตรฐาน β-sitosterol 12.5 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วย chloroform ในขวด 

วัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร
 - สารละลายตัวอย่าง
    ตัวอย่างแก่นแจง  2.5  กรัม  เติม  chloroform  50  มิลลิลิตร  ต้มบนอ่างน�้าร้อนด้วยวิธี  Relux 

ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ระเหยตัวท�าละลายให้แห้งโดยใช้ rotary evaporator แล้วละลายสารสกัด
ที่ได้ใน chloroform 2.5 มิลลิลิตร 

 - Developing  solvent
    สารละลายผสม n-hexane: dichloromethane: methanol อัตราส่วน 35:60:5 
 - การเตรียมสารละลายตัวอย่าง และสารละลายมาตรฐานลงบน TLC plate
    แยก  streak  สารละลายตัวอย่าง  และสารละลายมาตรฐาน  β-sitosterol  ความเข้มข้น  1.25 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ชนิดละ 10 ไมโครลิตร  ลงบน TLC plate ขนาด 20 × 20 เซนติเมตร  ให้ได้แถบยาว 1 เซนติเมตร 
สูง 1 มิลลิเมตร โดยใช้ capillary tube ขนาด 1 ไมโครลิตร น�าแผ่น TLC ใส่ใน tank ที่ developing solvent 
อิม่ตวัแล้ว เมือ่น�า้ยาเคลือ่นทีไ่ด้ระยะทาง 17 เซนตเิมตร จากจดุเริม่ต้น น�าแผ่น TLC ออกจาก tank ผึง่ให้แห้งในตูด้ดูควัน 

น�าไปตรวจสอบ
 - การตรวจสอบ
    ตรวจสอบภายใต้แสง  UV  254  และ  UV  365  นาโนเมตร  จากน้ันฉีดพ่นด้วยสารละลาย  

anisaldehyde-sulfuric acid ให้ความร้อนที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที น�ากลับมาส่องภายใต้แสง UV 365 
นาโนเมตรอีกครั้ง

2.  การศึกษาข้อก�าหนดทางเคมีกายภาพ 
  2.1 การทดสอบหาปริมาณความชื้น : ท�าตามวิธีที่ก�าหนดไว้ในต�ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย(4)

โดยใช้ตัวอย่างจ�านวน 5 กรัม (ทราบน�้าหนักแน่นอน)
 2.2 การทดสอบหาปริมาณสารสกัดด้วยน�า้ : ท�าตามวิธทีีก่�าหนดไว้ในต�ารามาตรฐานยาสมนุไพรไทย(5)  

โดยใช้ตัวอย่างจ�านวน 5 กรัม (ทราบน�้าหนักแน่นอน)
 2.3 การทดสอบหาปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล : ท�าตามวิธีที่ก�าหนดไว้ในต�ารามาตรฐาน 

ยาสมุนไพรไทย(5)  โดยใช้ตัวอย่างจ�านวน 5 กรัม (ทราบน�้าหนักแน่นอน)
 2.4 การทดสอบหาปริมาณเถ้ารวมและปริมาณเถ้าทีไ่ม่ละลายในกรด : ท�าตามวิธทีีก่�าหนดไว้ในต�ารา

มาตรฐานยาสมุนไพรไทย(5)  โดยใช้ตัวอย่างจ�านวน 2 กรัม (ทราบน�้าหนักแน่นอน)
  ซ่ึงจะหาค่าเฉลีย่เลขคณติ (Arithmetic mean; ) และ ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  (Standard deviation; SD) 

ของข้อมูลจากทั้ง 12 ตัวอย่างในแต่ละการทดสอบ
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ผล
1.  การศึกษาเอกลักษณ์ทางเคมี (Chemical characteristics)

1.1 จากการตรวจสอบเบื้องต้น (Preliminary test) พบสารเคมี 5 กลุ่ม คือ steroids และ terpenoids, 
lavonoids, amino acids, saponins และ coumarins (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบเอกลักษณ์เบื้องต้นของสมุนไพรแก่นแจง

steroids & terpenoids  เกิดวงแหวนสีน�้าตาล  บริเวณรอยต่อระหว่างสารละลาย และสารละลายชั้นบนเป็น
สีเขียว ในสารสกัดคลอโรฟอร์ม แสดงว่าพบสารกลุ่ม steroids

lavonoids  สารละลายเปลี่ยนเป็นสีแดง-ชมพูในสารสกัดคลอโรฟอร์ม  แสดงว่าพบสารกลุ่ม 
lavonoids

amino acids  สารละลายมีสีม่วงในสารสกัดเอทานอล แสดงว่าพบสารกลุ่ม amino acids
saponins  พบฟองสูงกว่า 1 เซนติเมตร นานเกิน 30 นาที ในสารสกัดน�้า แสดงว่าพบสารกลุ่ม 

saponins
coumarins  พบสารเรืองแสงสีเขียวอมฟ้า บนกระดาษกรอง แสดงว่าพบสารกลุ่ม coumarins

  กลุ่มสาร  ผล

1.2 จากการตรวจสอบเพื่อยืนยันผล (Conirmatory test) ด้วยวิธี TLC เพื่อหา TLC ingerprints
  โดยเมื่อน�าสารสกัดคลอโรฟอร์มของแก่นแจงและสารเทียบคือ  สารละลายมาตรฐาน  β-sitosterol  

ความเข้มข้น 1.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร streak ลงบน TLC plate ชนิด silica gel 60 F254 
ใช้ developing solvent คือ n-hexane: dichloromethane: methanol อัตราส่วน 35:60:5 ตรวจสอบภายใต้แสง 
UV 254 นาโนเมตร พบลักษณะ  chromatogram ดังภาพที่  8  (I)  และเมื่อน�าไปตรวจสอบภายใต้แสง UV 365 
นาโนเมตร พบลักษณะ  chromatogram ดังภาพที่  8  (II)  จากน้ันน�ามาฉีดพ่นด้วยสารละลาย  anisaldehyde-
sulfuric acid ให้ความร้อนที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  พบลักษณะของ chromatogram ดังภาพที่ 8 (III) 
และเมื่อน�ากลับไปตรวจสอบภายใต้แสง UV 365 นาโนเมตรอีกครั้ง พบลักษณะ chromatogram ดังภาพที่ 8 (IV) 
พบว่าตัวอย่างแก่นแจงจากแต่ละแหล่งมีองค์ประกอบบางอย่างที่แตกต่างกัน  แต่องค์ประกอบที่ทุกตัวอย่างเหมือนกัน
คือ spot ของสารทึบแสงที่มีค่า hRf อยู่ในช่วง 78-80 ดังภาพที่ 8 (I) และ spot ของสารเรืองแสงสีแดง และสาร
เรืองแสงสีฟ้า ที่มีค่า hRf อยู่ในช่วง 18-20 และ 78-80 ตามล�าดับ ดังภาพที่ 8 (II)  spot ของสารสีน�้าตาล สีม่วง
น�้าตาล สีน�้าเงินเขียว สีม่วงเข้ม และสีน�้าเงินเทา ที่มีค่า hRf  อยู่ในช่วง 2-4, 18-20, 43-48, 62-66 และ 90-92 
ตามล�าดับ ดังภาพที่ 8 (III) และ spot ของสารสีขาว สีชมพูน�้าตาล สีชมพู สีน�้าตาลขาว สีชมพูม่วง และสีน�้าตาล ที่มี
ค่า hRf  อยู่ในช่วง 2-4, 18-20, 43-48, 62-66, 71-77 และ 90-92 ดังภาพที่ 8 (IV) ซึ่ง spot ของสารที่มีค่า hRf 
อยู่ในช่วง 62-66 ก็คือสาร β-sitosterol เนื่องจากมีลักษณะสี และค่า hRf ของ spot ตรงกับสารเทียบ β-sitosterol  
(ภาพที่ 8 (III)-8 (IV)) และ (ตารางที่ 4)
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ภาพที่ 8 TLC chromatogram ของสารสกัดคลอโรฟอร์มของแก่นแจง
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ตารางที่  4  ค่า  hRf  ขององค์ประกอบต่างๆ  จาก  TLC  chromatogram  ของสารสกัดคลอโรฟอร์มของแก่นแจง 
โดยใช้ developing solvent คือ n-hexane: dichloromethane: methanol (35:60:5)

การตรวจสอบ  A  ตรวจสอบภายใต้แสง UV 254 นาโนเมตร
         B  ตรวจสอบภายใต้แสง UV 365 นาโนเมตร
         C  ฉีดพ่นด้วยสารละลาย anisaldehyde-sulfuric acid ให้ความร้อนที ่105 องศาเซลเซียส 

        นาน 15 นาที 
      D  น�ากลับมาตรวจสอบภายใต้แสง UV 365 นาโนเมตร

2.  การศึกษาข้อก�าหนดทางเคมีกายภาพ 
  จากการทดสอบตัวอย่างแก่นแจง 12 ตัวอย่าง พบว่าปริมาณความชื้น  ปริมาณสารสกัดด้วยน�้า  สารสกัด

ด้วยเอทานอล  เถ้ารวม  และเถ้าทีไ่ม่ละลายในกรด คิดเป็นร้อยละโดยน�า้หนัก (%w/w) ในช่วง 4.86-8.66, 6.39-14.81, 
2.26-4.19 และ 0.055-0.185 และมค่ีาเฉลีย่คดิเป็นร้อยละโดยน�า้หนัก (%w/w) เท่ากบั 6.58 ± 1.25, 10.77 ± 2.31, 
3.78 ± 1.26,  3.14 ± 0.56  และ  0.092 ± 0.035  ตามล�าดับ  โดยตัวอย่างที่มีคุณภาพดีที่สุดในแต่ละการทดสอบ 

ได้แก่ ตัวอย่างที่มีปริมาณความชื้นต�่าสุดคือตัวอย่าง PMH 03 ซึ่งเป็น authentic sample ตัวอย่างที่มีปริมาณสาร
สกัดด้วยน�้าและปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอลสูงสุดคือตัวอย่าง PMH 06   ซึ่งซื้อจากร้านจ�าหน่ายเครื่องยาสมุนไพร
ในจังหวัดอุทัยธานี  ส่วนตัวอย่างที่มีปริมาณเถ้ารวมต�่าที่สุดคือตัวอย่าง PMH 02 ซึ่งเป็น  authentic  sample และ
ตัวอย่างที่มีปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรดต�่าสุดคือ  ตัวอย่าง  PMH  08  ซ่ึงซ้ือจากร้านจ�าหน่ายเครื่องยาสมุนไพร 
ในจังหวัดพิษณุโลก (ตารางที่ 5)

  1  0-1  -  เรืองแสงสีฟ้า-แดง  สีน�้าตาล  สีน�้าตาล
  2  2-4  -  เรืองแสงสีแดง  สีม่วงน�้าตาล  สีขาว
  3  8-10  -  เรืองแสงสีแดง  -  -
  4  18-20  -  เรืองแสงสีแดง  สีม่วงน�้าตาล  สีชมพูน�้าตาล
  5  25-28  -  เรืองแสงสีน�้าเงิน  -  -
  6  28-32  -  -  สีม่วงเทา  -
  7  35-38  -  เรืองแสงสีน�้าเงิน  -  -
  8  43-48  -  -  สีน�้าเงินเขียว  สีชมพู
  9  62-66  -  -  สีม่วงเข้ม  สีน�้าตาลขาว
            (β-sitosterol)     
  10  71-77  -  -  สีม่วงน�้าเงิน  สีชมพูม่วง
  11  78-80  ทึบแสง  เรืองแสงสีฟ้า  -  เรืองแสงสีเขียว
  12  82-83  -  เรืองแสงสีแดง  -  -
   13  85-87  -  -  สีน�้าเงินเทา  -
  14  88-89  -  เรืองแสงสีแดง  -  -
  15  90-92  -  เรืองแสงสีแดง  สีน�้าเงินเทา  สีน�้าตาล

การตรวจสอบ
จุด  ค่า hRf   A  B  C  D
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ตารางที่  5  ผลการศึกษาปริมาณความช้ืน  ปริมาณสารสกัดด้วยน�้า  ปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล  ปริมาณเถ้ารวม 

และปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด 

PMH 01   8.12 ± 0.02  10.63 ± 0.04  4.60 ± 0.05  2.62 ± 0.01  0.085 ± 0.00
PMH 02   7.20 ± 0.16  8.68 ± 0.03  3.37 ± 0.15  2.26 ± 0.03  0.130 ± 0.00
PMH 03  4.86 ± 0.04  11.83 ± 0.03  5.14 ± 0.04  2.57 ± 0.01  0.085 ± 0.00
PMH 04   6.61 ± 0.00  9.77 ± 0.07  3.20 ± 0.11  3.37 ± 0.01  0.090 ± 0.00
PMH 05   5.73 ± 0.01  6.39 ± 0.17  1.85 ± 0.01  3.00 ± 0.04  0.080 ± 0.00
PMH 06   5.85 ± 0.02  14.81 ± 0.08  5.82 ± 0.10  3.75 ± 0.04  0.065 ± 0.00
PMH 07   7.04 ± 0.00  9.20 ± 0.00  2.48 ± 0.05  3.41 ± 0.00  0.080 ± 0.00
PMH 08   5.39 ± 0.08  10.69 ± 0.09  3.05 ± 0.07  3.06 ± 0.00  0.055 ± 0.00
PMH 09   5.81 ± 0.08  13.62 ± 0.00  4.78 ± 0.02  4.19 ± 0.13  0.095 ± 0.00
PMH 10   8.66 ± 0.00  10.93 ± 0.06  2.87 ± 0.05  3.06 ± 0.09  0.070 ± 0.00
PMH 11   8.20 ± 0.06  12.98 ± 0.11  5.15 ± 0.06  2.75 ± 0.06  0.080 ± 0.00
PMH 12  5.54 ± 0.02  9.74 ± 0.04  3.03 ± 0.08  3.67 ± 0.01  0.185 ± 0.00

Mean ± SD  6.58 ± 1.25  10.77 ± 2.31  3.78 ± 1.26  3.14 ± 0.56  0.092 ± 0.035

ตัวอย่าง
  ความชื้น  สารสกัดด้วยน�้า  สารสกัดด้วยเอทานอล  เถ้ารวม  เถ้าที่ไม่ละลาย

   (% w/w)  (% w/w)   (% w/w)  (% w/w)  ในกรด (% w/w)
       (mean ± SD)  (mean ± SD)  (mean ± SD)  (mean ± SD)   (mean ± SD)

ซ่ึงจากข้อมลูปรมิาณความช้ืน  ปรมิาณสารสกดัด้วยน�า้  ปรมิาณสารสกดัด้วยเอทานอล  ปริมาณเถ้ารวม  และ
ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรดที่ได้  หากน�าไปก�าหนดเป็นเกณฑ์มาตรฐานตามต�ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย ปริมาณ
ความช้ืน  ปริมาณเถ้ารวม  ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด  จะใช้ค่าเฉลี่ยบวกด้วย  10%  เน่ืองจากเกณฑ์ก�าหนดระบุว่า 
ต้องมีปริมาณ “ไม่เกิน”  ส่วนปริมาณสารสกัดด้วยน�้า  และปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล  จะใช้ค่าเฉลี่ยลบด้วย  10% 
เนื่องจากเกณฑ์ก�าหนดระบุว่า ต้องมีปริมาณ “ไม่น้อยกว่า”(17) (ตารางที่ 6) 

ปริมาณความชื้น (% w/w)  8   
ปริมาณเถ้ารวม (% w/w)  4 
ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรด (% w/w)  1 
ปริมาณสารสกัดด้วยน�้า (% w/w)    10
ปริมาณสารสกัดด้วยเอทานอล (% w/w)    3

ตารางที่ 6 ผลการประเมินข้อก�าหนดทางเคมีกายภาพของสมุนไพรแก่นแจง
  รายการ  ไม่เกิน  ไม่น้อยกว่า
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วิจารณ์
ผลจากการศึกษาในครั้งน้ี  ข้อมูลเอกลักษณ์ทางเคมี  จากการตรวจสอบเบ้ืองต้นแสดงให้เห็นว่าสมุนไพร

แก่นแจงทั้ง 12 ตัวอย่าง มีสารกลุ่ม lavonoids, amino acids, saponins และ coumarins ซึ่งยังไม่เคยมีรายงาน 

การตรวจพบ  และพบสารกลุม่ steroids ซ่ึงสอดคล้องกับผลทีเ่คยมกีารศึกษาก่อนหน้าน้ี พบ β-sitosterol ในรากแจง(12) 

และพบ  stigmasterol  ในสารสกัด  dichloromethane  ของล�าต้นแจง(13) แม้จะมีข้อมูลการตรวจพบ  สารกลุ่ม 

steroids มาแล้ว แต่เป็นเพียงการศึกษาในตัวอย่างจากแหล่งเดียว โดยมุ่งหวังที่จะศึกษาชนิดของสาร และน�าสารชนิด
นั้น ๆ  ไปศึกษาในด้านอื่น เช่น การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ  แต่มิได้มุ่งหวังที่จะน�าข้อมูลมาใช้เป็นแนวทางในการจัดท�า
ข้อก�าหนดมาตรฐานแต่อย่างใด 

ด้านการศึกษาข้อมูลเอกลักษณ์ทางเคมี  เพื่อยืนยันผล  ด้วยวิธี  TLC  โดยใช้  β-sitosterol  เป็นสารเทียบ 

พบลักษณะ chromatogram เฉพาะของสารสกัดคลอโรฟอร์มของสมุนไพรแก่นแจงอย่างชัดเจน เนื่องจากสารละลาย 
anisaldehyde-sulfuric acid ทีเ่ลอืกใช้ฉีดพ่นเพือ่ตรวจสอบน้ัน  เหมาะส�าหรบัสารกลุม่ steroids, prostaglandins, 
carbohydrates,  phenol,  glycosides,  sapogenins  และน�้ามันหอมระเหย  จะให้สีม่วงแดง  สีแดงอิฐ  สีน�้าเงิน 

เมื่อตรวจสอบภายใต้แสงธรรมชาติ  และเรืองแสงสีต่าง ๆ   เมื่อตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 

365 นาโนเมตร(15)

การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีกายภาพของสมุนไพรโดยการวิเคราะห์หาปริมาณความช้ืน  ปริมาณ 

สารสกัดด้วยน�้า  สารสกัดด้วยเอทานอล  เถ้ารวม  และเถ้าที่ไม่ละลายในกรด  เป็นการประเมินคุณภาพตามหลักสากล 

โดยการทดสอบหาปริมาณความช้ืนของสมุนไพร  ซ่ึงปริมาณความช้ืนไม่ควรเกิน  10%  ยกเว้นสมุนไพรบางชนิด 

จะมีการก�าหนดไว้ตามความเหมาะสม  ซ่ึงจากการศึกษาพบปริมาณความช้ืนของสมุนไพรแก่นแจงอยู ่ในช่วง 
4.86 – 8.66%  หากสมุนไพรมีความช้ืนสูงจะเป็นผลให้สมุนไพรมีคุณภาพต�่าและเสื่อมคุณภาพเร็ว  การตรวจหา 
ปริมาณสารสกัดด้วยตัวท�าละลายต่างๆ  ที่เหมาะสม  เป็นการตรวจหาสารส�าคัญเพื่อควบคุมคุณภาพของสมุนไพร 
วิธีหนึ่งใช้ในกรณีที่หาวิธีเฉพาะไม่ได้ โดยทั่วไปการใช้สมุนไพรตามภูมิปัญญาดั้งเดิม มักใช้ต้มเอาน�้าดื่มหรือดองเหล้า 
รับประทาน  ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงตรวจหาปริมาณสารสกัดด้วยน�้าและเอทานอล  ส่วนการทดสอบความบริสุทธิ์ 
ของสมุนไพรว่ามีสารเจือปนอยู ่มากน้อยเพียงใด  ท�าโดยการหาปริมาณเถ้า  ซ่ึงเป็นสิ่งที่คงเหลืออยู ่หลังจาก 

การเผาไหม้อย่างสมบูรณ์  เถ้าของพืชมีลักษณะเฉพาะ  สามารถละลายได้ดีในกรดเกลือสิ่งที่ไม่ละลายในกรดเกลือ 

คือ  ทรายหรือหิน  โดยปริมาณเถ้ารวมเป็นปริมาณเถ้าที่เกิดจากเน้ือเยื่อของสมุนไพร  (physiological  ash)  และ
อาจเกิดจากสิ่งเจือปนต่างๆ  (non  physiological  ash)  เช่น  ดิน  ทราย  เป็นต้น  โดยทั่วไปปริมาณเถ้ารวมจะมีค่า 
อยู่ระหว่าง  1 - 20% และเถ้าที่ไม่ละลายในกรดจะมีค่าอยู่ระหว่าง  1 - 10%  ยกเว้นสมุนไพรบางชนิดจะมีการก�าหนด
ไว้ตามความเหมาะสม  ซ่ึงจากการศึกษาพบปริมาณเถ้า  และเถ้าไม่ละลายในกรด  อยู่ในช่วง  2.26 - 4.19  และ 
0.055 - 0.185% ตามล�าดับ 

การศึกษาข้อมูลเอกลักษณ์ทางเคมี  เพื่อยืนยันผล  ด้วยวิธี  TLC  อาจมีการศึกษากับสารเทียบในกลุ่ม 

lavonoids, amino acids, saponins และ coumarins ด้วย นอกจากนี้อาจยืนยันผลด้วยวิธีอื่น ๆ  ที่สะดวกและ 
ทันสมัยกว่า  เช่น วิธี High Performance Liquid Chromatography และอาจศึกษาวิธีการหาปริมาณสารส�าคัญ 

ซ่ึงจะท�าให้ข้อมูลคุณสมบัติทางเคมีกายภาพของสมุนไพรแก่นแจงมีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น  อน่ึงการจัดท�าข้อก�าหนด
มาตรฐานของวัตถดุบิสมนุไพรตามต�ารามาตรฐานยาสมนุไพรไทย ยงัต้องมข้ีอมลูการตรวจสอบเอกลกัษณ์ทางเภสชัเวท 

(Pharmacognostic  characteristic)  ร่วมด้วย  ซ่ึงปัจจุบันพบว่านักวิจัยที่ท�างานด้านเภสัชเวทยังมีจ�านวนน้อย 

หากต้องการให้การจัดท�าข้อก�าหนดมาตรฐานของวัตถุดิบสมุนไพรในประเทศไทยเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ 

หน่วยงานที่เกี่ยวข้องควรพิจารณาให้มีการพัฒนาศักยภาพนักวิจัยด้านเภสัชเวทด้วย
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Physicochemical Properties of 
Maerua siamensis (Kurz) Pax Heartwood
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and  Sangkom  Vittayanan
Regional Medical Sciences Center 3 Nakhonsawan, Department of Medical Sciences, Amphoe Muang, 
Nakhonsawan 60000, Thailand.

ABSTRACT  Maerua  siamensis  (Kurz)  Pax  is  classiied  as  a  kind  of medicinal  plant  belonging 
to  the  family Capparaceae.  It  is  used  as  a  diuretic,  antipyretic,  prevent/treatment  of  decayed  teeth 
and nourishment. There  is no standard requirement for quality control  in Thailand. Thus, the study 
of  physicochemical  properties  of Maerua  heartwood  was  conducted  under  the  research  project 
“Development  of Medicinal  Plants  used  in  Local Areas”.    Twelve Maerua  heartwood  samples were  
collected  from natural  sources  and medicinal  plant  stores  in  various  parts  of  Thailand.  Preliminary 
test indicated that steroids, lavonoids, amino acids, saponins and coumarins were found. The speciic 
chromatogram were detected as TLC ingerprints. Physicochemical properties including moisture content, water 
extractive content, ethanol extractive content, total ash and acid-insoluble ash content were undertaken 
following the procedure designated in Thai Herbal Pharmacopoeia (THP) vol. I and II. The results were 
6.58 ± 1.25, 10.77 ± 2.31, 3.78 ± 1.26, 3.14 ± 0.56 and 0.092 ± 0.035 % w/w respectively. These data shall 
be used as the information for setting the standard requirements of Maerua heartwood in THP that useful 
for quality control of Maerua heartwood raw material and products in Thailand.

Key  words: Maerua siamensis (Kurz)  Pax,  physicochemical  properties,  Thai  Herbal 
Pharmacopoeia
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บทคัดย่อ  เหตุการณ์น�้าท่วมอย่างรุนแรงในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2554-2555 ก่อผลกระทบท�าให้เกิดภาวะขาดแคลนน�้าดื่ม 
ประชาชนจึงเลือกบริโภคน�้าด่ืมบรรจุขวด  ผู้ประกอบการผลิตน�้าด่ืมบรรจุขวดและน�้าแข็งในพื้นที่ประสบภัยน�้าท่วมก็มีปัญหา 
การปนเปื้อนสารเคมีและจุลินทรีย์ก่อโรคในแหล่งน�้าดิบ  จนท�าให้เกิดปัญหาด้านคุณภาพของผลิตภัณฑ์  ดังน้ันเพื่อช่วยเหลือ 

ผู้ประกอบการทีไ่ด้รับผลกระทบให้สามารถผลติน�า้ด่ืมและน�า้แขง็ทีส่ะอาดได้อย่างรวดเร็ว และเพือ่เฝ้าระวงัป้องกันโรคทีอ่าจมา
กับน�้าด่ืมและน�้าแข็ง  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  จึงได้จัดท�าโครงการช่วยเหลือผู้ประกอบการดังกล่าวในพื้นที่ประสบภัย 

น�้าท่วม  ระหว่างเดือนพฤศจิกายน  2554  ถึงเดือนกันยายน  2555  โดยร่วมกับเจ้าหน้าที่ของส�านักงานคณะกรรมการอาหาร 
และยา (อย.) ส�านักงานสาธารณสุขจังหวัด (สสจ.) และส�านักงานเขตกรุงเทพมหานคร (กทม.) การด�าเนินโครงการแบ่งเป็น 
3  ช่วง  คือ  ช่วงที่  1  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จัดอบรมเชิงปฏิบัติการ  เพื่อชี้แจงรายละเอียดของโครงการและให้ความรู ้

เก่ียวกับหลกัเกณฑ์และวธีิการทีดี่ในการผลติ (Good Manufacturing practice, GMP) แก่ผู้ร่วมโครงการ ช่วงที ่2 เจ้าหน้าที่
สาธารณสุขในพื้นที่ (อย. สสจ. และ กทม.) เก็บตัวอย่างน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็ง จากผู้ผลิตครั้งที่ 1 และน�าส่งตรวจวิเคราะห์
ที่ห้องปฏิบัติการของส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร หรือศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ในพื้นที่  รายการตรวจวิเคราะห์
อ้างอิงตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุ เร่ืองน�า้บริโภคในภาชนะบรรจุปิดสนิทและน�า้แขง็ ช่วงที ่3 เจ้าหน้าทีส่าธารณสขุในพืน้ที่
ให้ค�าแนะน�าในการปรับปรุงแก้ไขกระบวนการผลติแก่ผู้ผลติทีม่ผีลวเิคราะห์ไม่ผ่านมาตรฐานคร้ังแรก และเก็บตัวอย่างน�า้บริโภคฯ
และน�้าแข็งซ�้าหลังการปรับปรุงแล้ว จากข้อมูลผลวิเคราะห์ตัวอย่างครั้งที่ 1 จ�านวนทั้งหมด 589 ตัวอย่าง พบน�้าดื่มบรรจุขวด 
510  ตัวอย่าง  ไม่ผ่านมาตรฐาน  101  ตัวอย่าง  คิดเป็นร้อยละ  19.8  และน�้าแข็ง  79  ตัวอย่าง  ไม่ผ่านมาตรฐาน  27  ตัวอย่าง 
คิดเป็นร้อยละ 34.2 และหลงัการปรับปรุงคุณภาพ ผลการตรวจวเิคราะห์ตัวอย่าง พบว่ายังมนี�า้ด่ืมบรรจุขวดจ�านวน 60 ตัวอย่าง
ไม่ผ่านมาตรฐาน 19 ตัวอย่าง (ร้อยละ 31.7) และน�้าแข็ง 17 ตัวอย่างไม่ผ่านมาตรฐาน 9 ตัวอย่าง (ร้อยละ 52.9) อย่างไรก็ตาม 
มีจ�านวนตัวอย่างผ่านมาตรฐานเพิ่มขึ้นจากผลวิเคราะห์ครั้งที่ 1 ร้อยละ 15.4 จากการด�าเนินโครงการ ผู้ประกอบการผลิตน�้าดื่ม
บรรจุขวดและน�้าแข็งสามารถด�าเนินธุรกิจได้อย่างต่อเน่ืองในช่วงหลังน�้าลด  จึงอาจกล่าวได้ว่า  โครงการน้ีมีส่วนช่วยผู้ประกอบ
การทีไ่ด้รับผลกระทบจากอุทกภยัให้กลบัฟ้ืนตัวได้อย่างรวดเร็ว และยังเป็นการคุ้มครองผู้บริโภคให้มนี�า้ด่ืมบรรจุขวดและน�า้แขง็
ที่สะอาดและปลอดภัยอีกด้วย
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บทน�า
ในปี  พ.ศ.  2554-2555  เริ่มตั้งแต่ปลายเดือนกรกฎาคม  2554  และสิ้นสุดประมาณกลางเดือนมกราคม 

พ.ศ. 2555 ประเทศไทยประสบวิกฤติภัยพิบัติน�้าท่วมอย่างรุนแรง ส่งผลกระทบการด�ารงชีวิตของประชาชนที่อาศัยอยู่
บริเวณลุ่มแม่น�้าเจ้าพระยาและลุ่มแม่น�้าโขง  มีราษฎรได้รับผลกระทบกว่า  12.8  ล้านคน  ธนาคารโลกประเมินมูลค่า 
ความเสียหายจากมหาอุทกภัยครั้งน้ีสูงถึง  1.44  ล้านล้านบาท  และจัดให้เป็นภัยพิบัติที่สร้างความเสียหายมากที่สุด 

เป็นอันดับสี่ของโลก(1)  รัฐบาลต้องสูญเสียทรัพยากรจ�านวนมากเมื่อเกิดเหตุการณ์วิกฤติหรือเกิดภัยพิบัติแต่ละคร้ัง 
ระบบสาธารณูปโภคและบ้านเรือนของประชาชนในพื้นที่ส่วนใหญ่จะได้รับความเสียหาย  อาหารและน�้าเกิดขาดแคลน 
ท�าให้วิถีการด�ารงชีวิตเปลี่ยนแปลงไปในทางที่ยากล�าบากมากขึ้น  การเกิดภัยพิบัติเป็นเวลานานและถ้ารัฐมีระบบ 

การบริหารจัดการไม่ดีพอ  จะท�าให้มีโอกาสเกิดโรคภัยต่างๆ  จากการบริโภคน�้าดื่มและน�้าแข็งที่อาจมีการปนเปื้อน 

สารเคมแีละจลุนิทรย์ีทีเ่ป็นอนัตรายต่อสขุภาพ เพราะเป็นช่วงทีน่�า้ดืม่ น�า้ใช้ขาดแคลน น�า้บรโิภคบรรจขุวดเป็นสิง่ทดแทน
น�้าดื่มที่นิยมกันมากในช่วงเกิดอุทกภัย  แต่มีผู ้ประกอบการผลิตน�้าบริโภคบรรจุขวดและน�้าแข็งในบริเวณพื้นที่ 
ประสบภัยน�้าท่วมได้รับผลกระทบอย่างมาก  จนเกิดปัญหาด้านคุณภาพของการผลิต  เน่ืองจากน�้าดิบมีการปนเปื้อน 

มีผลท�าให้ผู้บริโภคเกิดอันตรายจากสารเคมีปนเปื้อนและจากจุลินทรีย์ก่อโรคทางเดินอาหารได้หน่วยงานภาครัฐ 

ได้พยายามช่วยเหลือให้ผู้ประกอบธุรกิจต่างๆ สามารถด�าเนินธุรกิจได้อย่างต่อเนื่องหรือกลับมาฟื้นตัวสามารถผลิตน�้า
บริโภคบรรจขุวดและน�้าแข็งทีส่ะอาดปลอดภยัตอ่การบรโิภคได้เร็วขึ้น กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์จงึได้จัดท�าโครงการ 
“ช่วยเหลือผู้ประกอบการน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็งในพื้นที่ประสบภัยน�้าท่วม”  ระหว่างเดือนพฤศจิกายน  2554  ถึง
เดือนกันยายน  2555  เพื่อช่วยเหลือผู้ประกอบการที่ได้รับผลกระทบจากน�้าท่วมสถานที่ผลิตหรือบริเวณโดยรอบ  การ
ด�าเนินโครงการแบ่งออกเป็น 3 ช่วง คือช่วงที่ 1 จัดอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่อง “การช่วยเหลือผู้ประกอบการน�้าดื่มบรรจุ
ขวดและน�้าแข็งในพื้นที่ประสบภัยน�้าท่วม ประจ�าปีงบประมาณ 2555” ช่วงที่ 2 ตรวจวิเคราะห์คุณภาพน�้าดื่มบรรจุขวด
และน�้าแข็งคร้ังที่  1  และช่วงที่  3  ผลการตรวจวิเคราะห์ที่ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานเจ้าหน้าที่สาธารณสุขในพื้นที่จะให้ 
ค�าแนะน�าเพื่อน�าไปใช้ปรับปรุงแก้ไขกระบวนการผลิต  และเก็บตัวอย่างวิเคราะห์ซ�้า  จุดประสงค์ของการจัดอบรม 

เพือ่ช้ีแจงรายละเอยีดของโครงการ และให้ความรู้เก่ียวกับหลกัเกณฑ์และวิธกีารทีด่ใีนการผลติ (Good Manufacturing 
practice,  GMP)(2)  แก่ผู้ประกอบการ  โดยกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยร่วมกับ 

ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ (ศวก.) ที่ 2 พิษณุโลก ศวก.ที่ 3 นครสวรรค์ ศวก.ที่ 6 ชลบุรี และ ศวก.ที่ 5 สมุทรสงคราม 
รับผิดชอบเรื่องการจัดอบรม  และการตรวจวิเคราะห์ทั้ง  2  ครั้ง  ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข  เรื่อง  น�้าบริโภค 

ในภาชนะบรรจุปิดสนิท และน�้าแข็ง เจ้าหน้าที่ของส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) ส�านักงานสาธารณสุข
จังหวัด  (สสจ.)  และส�านักงานเขตกรุงเทพมหานคร  (กทม.)  รับผิดชอบการเก็บตัวอย่างและให้ค�าแนะน�าเรื่อง
กระบวนการผลิต  ซ่ึงเป็นการท�างานแบบบูรณาการ  ผลการตรวจวิเคราะห์ที่ได้จากการสนับสนุนในโครงการน้ีท�าให ้

ผูป้ระกอบการน�า้ดืม่บรรจขุวดและน�า้แขง็ทราบถงึคณุภาพของผลติภณัฑ์ว่าได้รบัผลกระทบของการเกดิภยัพบัิตนิ�า้ท่วม
หรือไม่  หากพบว่าผลิตภัณฑ์ไม่ได้มาตรฐานต้องด�าเนินการปรับปรุงก่อนด�าเนินการผลิต  ในขณะที่ผลิตภัณฑ์ที่ผ่าน
มาตรฐานผู้ประกอบการสามารถด�าเนินธุรกิจได้อย่างต่อเนื่องในช่วงเกิดภัยพิบัติน�้าท่วม หรือช่วงหลังน�้าลด นอกจากนี้
ผลวิเคราะห์ที่ผ่านมาตรฐานจะท�าให้ประชาชนมีความมั่นใจในการบริโภคน�้าดื่ม  และน�้าแข็งที่สะอาด ปลอดภัย  ทั้งยัง
เป็นการเฝ้าระวังและป้องกันการเกิดโรคทางเดินอาหารด้วย 
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วัสดุและวิธีการ
กิจกรรมในการด�าเนินงานมี 3 ขั้นตอน คือ

1. การจัดอบรมเชิงปฏิบัติการ
ได้จัดอบรมเชิงปฏิบัติการ เรื่อง “การช่วยเหลือผู้ประกอบการน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็งในพื้นที่ประสบภัย

น�้าท่วม ประจ�าปีงบประมาณ 2555” จ�านวน 2 ครั้ง คือ ครั้งที่ 1 ในวันที่ 2 ธันวาคม 2554 ณ จังหวัดนครสวรรค์ และ
ครั้งที่ 2 ในวันที่ 25 มกราคม 2555 จัดที่กรุงเทพมหานคร ผู้เข้าร่วมการอบรมประกอบด้วย ผู้ประกอบการผลิตน�้าดื่ม
บรรจุขวดและน�้าแข็งรวม 15 จังหวัด คือ จังหวัดพิจิตร นครสวรรค์ อุทัยธานี ชัยนาท สิงห์บุรี ลพบุรี นนทบุรี ปทุมธานี 
พระนครศรีอยุธยา สระบุรี ปราจีนบุรี นครนายก นครปฐม สมุทรสาคร และกรุงเทพมหานคร และเจ้าหน้าที่สาธารณสุข
จังหวัด (สสจ.) ส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) และส�านักงานเขตกรุงเทพมหานคร ในพื้นที่รับผิดชอบ 
เพื่อรับฟังการช้ีแจงรายละเอียดของโครงการฯ และฟังการบรรยายเรื่องเทคนิคการใช้ชุดทดสอบโคลิฟอร์มในน�้าและ
น�า้แขง็และชุดทดสอบความกระด้างของน�า้ รวมทัง้เรือ่งหลกัเกณฑ์วิธกีารทีด่ใีนการผลติน�า้บรรจขุวดและน�า้แขง็ (GMP) 
เพื่อให้ผู้ประกอบการได้น�าชุดทดสอบไปใช้ตรวจผลิตภัณฑ์ด้วยตนเอง  และน�าความรู้เก่ียวกับ GMP  ไปใช้เฝ้าระวัง
คณุภาพเบ้ืองต้นในการผลตินอกจากน้ี ได้ส�ารวจข้อมลูผลกระทบจากภาวะน�้าท่วมต่อกระบวนการผลติน�้าดืม่บรรจขุวด
และน�้าแข็งในหัวข้อสถานประกอบการถูกน�้าท่วมหรือไม่  สามารถผลิตและจ�าหน่ายได้หรือไม่  รวมทั้งแหล่งน�้าดิบ 

ที่ใช้ในการผลิตและกระบวนการที่ใช้ปรับคุณภาพน�้าโดยให้ผู้ประกอบการที่เข้าร่วมอบรมจ�านวน 163 คน กรอกข้อมูล
ในแบบส�ารวจในวันอบรม และได้ส่งแบบส�ารวจให้เจ้าหน้าทีส่าธารณสขุจงัหวัดส่งต่อไปยงัผูป้ระกอบการทีไ่ม่ได้เข้าร่วม
อบรมแต่มีความประสงค์เข้าร่วมโครงการด้วย

 

2. การตรวจวิเคราะห์คุณภาพน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็งครั้งที่ 1
2.1 ผู้ด�าเนินโครงการประชุมประสานแผนการเก็บตัวอย่างร่วมกับเจ้าหน้าที่จาก  อย.  สสจ.  และ  กทม. 

ซ่ึงเป็นผูด้�าเนินการเกบ็ตวัอย่างน�า้ดืม่บรรจขุวดและน�า้แขง็จากสถานประกอบการในพืน้ทีป่ระสบอทุกภยัจ�านวนทัง้หมด 
18 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดที่มีผู้ประกอบการเข้ารับการอบรม 15 จังหวัด และเพิ่มอีก 3 จังหวัดคือ พิษณุโลก อ่างทอง 
และสพุรรณบุร ีรวมทัง้สิน้ 589 ตวัอย่าง ตวัอย่างถูกน�าส่งไปตรวจวิเคราะห์คุณภาพทีห้่องปฏบัิตกิารของกรมวิทยาศาสตร์
การแพทย์ และศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์

2.2 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ด�าเนินการตรวจวิเคราะห์คุณภาพของตัวอย่างน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็ง
ตรวจวิเคราะห์ทั้งด้านฟิสิกส์ เคมี และจุลินทรีย์ ตามเกณฑ์มาตรฐานดังนี้

  -  น�า้ดืม่บรรจขุวด ตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบับที ่61 (พ.ศ. 2524) เรือ่ง มาตรฐานน�า้บรโิภค
ในภาชนะบรรจุที่ปิดสนิท(3) และฉบับที่ 135 (พ.ศ. 2534) เรื่องน�้าบริโภคในภาชนะบรรจุที่ปิดสนิท (ฉบับที่ 2)(4)

  -  น�้าแข็ง ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 78 (พ.ศ. 2527) เรื่องน�้าแข็ง(5) และฉบับที่ 137 
(พ.ศ. 2534) เรื่องน�้าแข็ง (ฉบับที่ 2)(6)

วิธีวิเคราะห์      
ด้านฟิสิกส์และเคมี 9 รายการ
-  ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ตรวจวัดด้วยเครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) ตามเอกสารอ้างอิง 

APHA, 2012(7) ข้อ 4500-H+
B

-  ความขุ่น ตรวจวัดด้วยเครื่องวัดความขุ่น ตามเอกสารอ้างอิง APHA, 2012(7) ข้อ 2130 B 
-  ความกระด้างทั้งหมด  (TH)  หมายถึงผลรวมของแคลเซียมและแมกนีเซียม  ค�านวณเป็นแคลเซียม

คาร์บอเนต  มีหน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อลิตร  ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี  Titration  ตามเอกสารอ้างอิง  APHA,  2012(7) 

ข้อ 2340 C
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-  ปรมิาณสารทัง้หมด (TS) เป็นผลรวมของสารแขวนลอยและสารทีล่ะลายน�า้ทัง้หมดมหีน่วยเป็นมลิลกิรัม
ต่อลิตร ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี Gravimetric ตามเอกสารอ้างอิง APHA, 2012(7) ข้อ 2540 B 

-  คลอไรด์ (Cl) ตรวจวัดด้วยเครื่อง Ion Chromatography (IC) ตามเอกสารอ้างอิง APHA, 2012(7) 

ข้อ 4110 B
-  ไนเตรต (NO3) ตรวจวัดด้วยเครือ่ง Ion Chromatography (IC) ตามเอกสารอ้างองิ APHA, 2012(7) 

ข้อ 4110 B
-  ฟลอูอไรด์ (F) ตรวจวัดด้วยเครือ่ง Ion Chromatography (IC) ตามเอกสารอ้างอิง APHA, 2012(7) 

ข้อ 4110 B
-  เหล็ก (Fe) ใช้เทคนิค Atomic Absorption Spectrophotometer (Flame)  ตามเอกสารอ้างอิง 

APHA, 2012(7) ข้อ 3111 B
-  ตะกั่ว (Pb) ใช้เทคนิค Atomic Absorption Spectrophotometer (Graphite) ตามเอกสารอ้างอิง 

APHA, 2012(7) ข้อ 3113 B
ด้านจุลินทรีย์ 5 รายการ
-  โคลิฟอร์ม (Coliforms) ตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี เอ็ม พี เอ็น (MPN) โดยใช้ตาราง MPN ที่ก�าหนด

หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ 10 หลอด แต่ละหลอดใส่ตัวอย่างน�้า 10 มิลลิลิตร รายงานผลเป็นค่า MPN ต่อ 100 มิลลิลิตร 
ตามเอกสารอ้างอิง APHA, 2012(7) ข้อ 9221 A-C  

-  อ.ี โคไล (E. coli) ตรวจหาด้วยวิธต่ีอเน่ืองจากการตรวจโคลฟิอร์ม ตามเอกสารอ้างอิง APHA, 2012(7) 

ข้อ 9221 A-C, E, G, 9225 C-D  รายงานผลว่าพบหรือไม่พบต่อน�้า 100 มิลลิลิตร 
-  จลุนิทรย์ีทีท่�าให้เกดิโรค หรอืเช้ือโรคอาหารเป็นพษิ ตรวจวิเคราะห์แบบเชิงคณุภาพด้วยวิธ ีMembrane 

iltration รายงานผลว่าพบหรือไม่พบ ต่อน�้า 100 มิลลิลิตร ได้แก่
  •  สแตปฟิโลคอคคัส  ออเรียส  (Staphylococcus aureus  หรือ S. aureus)  ตามเอกสารอ้างอิง 

APHA 2012(7) ข้อ 9213 B และ BAM 2001, Chapter 12(8)

  •  แซลโมเนลลา (Salmonella spp.) ตามเอกสาร ISO 19250:2010(9)

  •  คลอสตริเดียม เพอร์ฟริงเจนส์ (Clostridium perfringens หรือ C. perfringens) ตามเอกสาร
อ้างอิง EA UK, 2010(10)

2.3 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ รายงานผลตรวจวิเคราะห์น�า้ดืม่บรรจขุวดและน�า้แขง็ให้ อย. สสจ. และ กทม. 
เพื่อแจ้งผลให้ผู ้ประกอบการทราบต่อไป  ถ้าผลผ่านมาตรฐานผู้ประกอบการสามารถด�าเนินการผลิตต่อไปได้  
แต่ถ้าผลไม่ผ่านเจ้าหน้าที่สาธารณสุขในพื้นที่จะให้ค�าแนะน�าด้าน  GMP  เพื่อให้ผู้ประกอบการปรับปรุง/แก้ไข
กระบวนการผลิต

3. การตรวจวิเคราะห์คุณภาพน�้าด่ืมบรรจุขวดและน�้าแข็งคร้ังที่ 2 (หลังจากผู้ประกอบการปรับปรุง/แก้ไข
กระบวนการผลิต)

3.1  เจ้าหน้าที่ของ อย. สสจ. และ กทม.  เก็บตัวอย่างซ�้าเฉพาะที่ไม่ผ่านมาตรฐานในครั้งที่  1 จากสถานที่
ผลิตส่งตรวจวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  และศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์  จ�านวน  77 
ตัวอย่าง จาก 14 จังหวัด โดยมี 6 จังหวัด คือ นครนายก อ่างทอง พิจิตร สมุทรสาคร สุพรรณบุรี และพิษณุโลก ที่ส่ง 
ตัวอย่างเท่ากับจ�านวนที่ไม่ผ่านมาตรฐานในครั้งแรก ส่วนอีก 8 จังหวัด ส่งตัวอย่างน้อยกว่าจ�านวนที่ไม่ผ่านมาตรฐาน
ในครั้งแรก และมี 4 จังหวัดไม่ได้ส่งตัวอย่าง

3.2  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ด�าเนินการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็งตามเกณฑ์
มาตรฐานเช่นเดียวกับ ข้อ 2.2 และรายงานผลให้ อย. สสจ. และ กทม. เพื่อแจ้งผลให้ผู้ประกอบการทราบต่อไป
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ผล
1. การจัดอบรมเชิงปฏิบัติการ และผลส�ารวจข้อมูลผลกระทบจากอุทกภัย

มีผู ้ประกอบการเข้าร่วมอบรมรวมทั้งสิ้น  163  คนจาก  15  จังหวัดใน  18  จังหวัดที่ได้รับผลกระทบ 

จากสถานการณ์อุทกภัยผู้เข้าร่วมอบรมมาจากสถานที่ผลิต 139 แห่ง ประกอบด้วย ผู้ผลิตน�้าดื่มบรรจุขวด 128 แห่ง 
ผูผ้ลติน�า้แขง็ 10 แห่ง และผูผ้ลติทัง้น�า้ดืม่บรรจขุวดและน�า้แขง็ 1 แห่ง ผูป้ระกอบการทีเ่ข้าร่วมอบรมได้ตอบแบบส�ารวจ
ข้อมูลผลกระทบจากอุทกภัย จ�านวน 112 ฉบับ คิดเป็น 68.7% ของจ�านวนแบบส�ารวจที่แจกในวันอบรม และได้รับ
แบบส�ารวจเพิ่มเติมผ่านเจ้าหน้าที่  สสจ.  จากผู้ประกอบการที่ไม่ได้เข้าอบรมแต่เข้าร่วมโครงการจ�านวน  181  ฉบับ 

รวมได้รับแบบส�ารวจทั้งสิ้น  293  ฉบับ  จาก  18  จังหวัด  ข้อมูลจากแบบส�ารวจพบ  เป็นผู้ประกอบการผลิตน�้าดื่ม 

บรรจุขวด 262 แห่ง ผลิตน�้าแข็ง 27 แห่ง และผลิตทั้งน�้าดื่มฯ และน�้าแข็ง 3 แห่ง และไม่ระบุข้อมูล 1 แห่ง มีสถาน
ประกอบการที่อยู่ในแหล่งน�้าท่วม  189  แห่ง  ได้รับผลกระทบจนไม่สามารถผลิตและจ�าหน่ายได้มีจ�านวน  111  แห่ง 
คิดเป็นร้อยละ  58.7  ในขณะที่สถานประกอบการที่ไม่ถูกน�้าท่วม  104  แห่ง  ผลิตและจ�าหน่ายไม่ได้  7  แห่ง  คิดเป็น 

ร้อยละ 6.7 และถึงแม้จะผลิตได้แต่จ�าหน่ายไม่ได้มี 28 แห่ง คิดเป็นร้อยละ 26.9 (ตารางที่ 1) และพบว่าแหล่งน�้าที่ใช้
ในการผลิตจ�าแนกเป็นน�้าประปาร้อยละ  61.2  น�้าบาดาลร้อยละ  25.8  น�้าบ่อร้อยละ  6.3  น�้าคลองหรือน�้าแม่น�้า 
ร้อยละ 2.7 และจากแหล่งอื่นๆ ร้อยละ 4

ตารางที่ 1  ผลกระทบจากอุทกภัยต่อการผลิตและจ�าหน่ายผลิตภัณฑ์ของผู้ประกอบการ

 
สภาวะของสถานที่ผลิต

  ผลกระทบต่อการผลิตและจ�าหน่าย  จ�านวนแห่ง
  การผลิต  การจ�าหน่าย   (%)

น�้าท่วมสถานที่ผลิต  ผลิตไม่ได้  จ�าหน่ายไม่ได้  111 (58.7%)
  ผลิตได้  จ�าหน่ายได้*  78 (41.3%)

 รวม   189 

น�้าไม่ท่วมสถานที่ผลิต  ผลิตไม่ได้  จ�าหน่ายไม่ได้  7 (6.7%)
    ผลิตได้  จ�าหน่ายไม่ได้  28 (26.9%)
    ผลิตได้  จ�าหน่ายได้*  69 (66.4%)

 รวม   104
*จ�าหน่ายได้แต่มีปัญหา เช่น การขนส่ง แหล่งน�้าดิบขาดแคลน ฯลฯ

2. การตรวจวิเคราะห์คุณภาพน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็งครั้งที่ 1 
ผลการตรวจวิเคราะห์น�้าดื่มบรรจุขวด และน�้าแข็ง จ�านวน 589 ตัวอย่าง เป็นน�้าดื่มบรรจุขวด 510 ตัวอย่าง 

พบไม่ได้มาตรฐาน  101  ตัวอย่าง  คิดเป็น  19.8%  สาเหตุที่ไม่ได้มาตรฐานเรียงตามล�าดับสูงสุดคือ Coliform,  pH, 
E. coli, TH, F, TS และ S. aureus  น�้าแข็ง 79 ตัวอย่าง พบไม่ได้มาตรฐาน 27 ตัวอย่าง คิดเป็น 34.2% สาเหตุ 
ที่ไม่ได้มาตรฐานเรียงตามล�าดับสูงสุดคือ pH, Coliform, E.coli และ S. aureus  (ตารางที่ 2 และ 3)
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3. การตรวจวิเคราะห์คุณภาพน�้าด่ืมบรรจุขวดและน�้าแข็งคร้ังที่ 2 (หลังจากผู้ประกอบการปรับปรุง/แก้ไข
กระบวนการผลิต)

ผลการตรวจวิเคราะห์น�้าดื่มบรรจุขวด  และน�้าแข็ง  จ�านวน  77  ตัวอย่าง  เป็นน�้าดื่มบรรจุขวด  60  ตัวอย่าง 
พบไม่ได้มาตรฐาน 19 ตัวอย่าง คิดเป็น 31.7.% สาเหตุที่ไม่ได้มาตรฐานเรียงตามล�าดับสูงสุดคือ Coliform, pH, TH 
และ E. coli  น�้าแข็ง 17 ตัวอย่าง พบไม่ได้มาตรฐาน 9 ตัวอย่าง คิดเป็น 52.9% สาเหตุที่ไม่ได้มาตรฐานเรียงตามล�าดับ
สูงสุดคือ pH, Coliform และ E. coli เมื่อตรวจครบ 2 ครั้ง พบตัวอย่างผ่านมาตรฐาน 510 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 
86.6  แบ่งเป็น  น�้าดื่มบรรจุขวด  450  ตัวอย่าง  และน�้าแข็ง  60  ตัวอย่าง  คิดเป็นร้อยละ  88.2  และ  75.9  ตามล�าดับ  
(ตารางที่ 2 และ 3)

พบว่า  ทุกจังหวัดมีตัวอย่างที่ไม่ผ่านมาตรฐานลดลงจังหวัดที่มีผลวิเคราะห์ผ่านมาตรฐานทุกตัวอย่าง 
ที่ส่งวิเคราะห์ครั้งที่สองมี 6 จังหวัด คือ นครนายก อ่างทอง พิจิตร สระบุรี พระนครศรีอยุธยา และนนทบุรี ขณะที่มี  
4 จงัหวัด ยงัคงมผีลวิเคราะห์ไม่ได้มาตรฐานเกนิร้อยละ 50 ได้แก่ จงัหวัดปราจนีบุร ีพษิณโุลก นครสวรรค์ และนครปฐม 
คิดเป็นร้อยละ  52.9,  66.7,  66.7  และ  69.2  ตามล�าดับ  จากผลดังกล่าวท�าให้จังหวัดที่มีผลวิเคราะห์ผ่านมาตรฐาน 

ทุกตัวอย่างเมื่อตรวจครบสองครั้งมี 3 จังหวัดคือ นครนายก อ่างทอง และพิจิตร (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 2 ผลวิเคราะห์คุณภาพน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็ง ครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2

  ครั้งที่ 1  ครั้งที่ 2 รวมจ�านวน
ตัวอย่าง

ที่ผ่านมาตรฐาน
ชนิดตัวอย่าง จ�านวน

ตัวอย่างที่
วิเคราะห์

ตัวอย่าง
ที่ไม่ผ่าน
มาตรฐาน

จ�านวน
ตัวอย่าง

ที่ผ่านมาตรฐาน

จ�านวน
ตัวอย่างที่
วิเคราะห์*

ตัวอย่าง
ที่ไม่ผ่าน
มาตรฐาน

จ�านวน
ตัวอย่างที่ผ่าน

มาตรฐาน

น�้าดื่มบรรจุขวด  510  101  409  60  19  41  450
    (19.8%)  (80.2%)    (31.7%)  (68.3%)  (88.2%)
น�้าแข็ง  79  27   52  17  9  8  60  
    (34.2%)  (65.8%)    (52.9%)  (47.1%)  (75.9%)
 รวม 589 128  461 77 28 49 510
   (21.7%) (78.3%)  (36.4%) (63.6%)  (86.6%)

ตารางที่ 3  สาเหตุที่ไม่ผ่านมาตรฐานของน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็ง
 

ชนิดตัวอย่าง
  ผลการตรวจ  จ�านวน

    วิเคราะห์  ตัวอย่าง 
      ทั้งหมด

จ�านวนตัวอย่างที่ไม่ผ่าน*

  pH  TH  TS  F  Coliforms  E.coli S.aureus

น�้าดื่ม  ครั้งที่ 1  510  40  7  2  3  57  8  1

บรรจุขวด  ครั้งที่ 2  60  9  1  0  0  10  1  0

น�้าแข็ง  ครั้งที่ 1  79  17  0  0  0  10  4  2

  ครั้งที่ 2  17  7  0  0  0  4  1  0
*แต่ละตัวอย่างอาจมีผลวิเคราะห์ไม่ผ่านมาตรฐานมากกว่า 1 รายการ

*เป็นตัวอย่างที่ไม่ผ่านมาตรฐานครั้งแรกและส่งซ�้าครั้งที่ 2 หลังการปรับปรุงคุณภาพ
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วิจารณ์
จากข้อมูลแบบส�ารวจผลกระทบจากมหาอุทกภัย  ในปี  2554-2555  ผู้ประกอบการน�้าดื่มบรรจุขวดและ 

น�า้แขง็ทีม่สีถานทีผ่ลติตัง้อยูบ่รเิวณแนวลุม่แม่น�า้เจ้าพระยาได้รบัผลกระทบทางตรงคือน�า้ท่วมสถานทีผ่ลติ จนไม่สามารถ
ผลติและจ�าหน่ายผลติภณัฑ์ได้มจี�านวนมากถงึร้อยละ 58.7 ส่วนสถานทีผ่ลติทีน่�า้ไม่ท่วม แต่ไม่สามารถผลติและจ�าหน่าย
มีจ�านวนน้อยกว่าคือ  ร้อยละ  6.7  ส�าหรับผลกระทบทางอ้อมคือ  ไม่สามารถจ�าหน่ายได้เพราะมีปัญหาเรื่องการขนส่ง
เน่ืองจากน�า้ท่วมถนน คนงานไม่สามารถเดนิทางมาท�างานได้ หรอืลกูค้าปิดกจิการเพราะอยูใ่นพืน้ทีท่ีน่�า้ท่วม นอกจากน้ี 

ยังมีปัญหาการขาดแคลนแหล่งน�้าดิบและภาชนะบรรจุ  ผลกระทบน้ีสอดคล้องกับรายงานของส�านักงานสถิติ 
แห่งชาติ(11)  เรื่อง  ผลกระทบจากอุทกภัยต่อสถานประกอบการอุตสาหกรรมการผลิต  (โครงการส�ามะโนธุรกิจและ
อุตสาหกรรม พ.ศ.  2555)  ที่เก็บรวบรวมข้อมูลจากสถานประกอบการอุตสาหกรรมการผลิตทั่วประเทศ ที่มีคนงาน
ตัง้แต่ 11 คนขึน้ไป ซ่ึงพบว่าร้อยละ 41.1 ของสถานทีผ่ลติผลติภณัฑ์อาหารและเครือ่งดืม่ได้รบัผลกระทบจากสถานการณ์
น�้าท่วมในปี 2554-2555 ในจ�านวนนี้ได้รับผลกระทบทางตรง ร้อยละ 11.8 และได้รับผลกระทบทางอ้อมร้อยละ 29.3 

จากผลการตรวจวิเคราะห์พบสาเหตุที่ไม่ผ่านมาตรฐานเกิดจากการปนเปื้อนของปริมาณฟลูออไรด์  และ
ปริมาณสารทั้งหมด ฟลูออไรด์ในน�้าบริโภคบรรจุขวด  มีค่ามาตรฐานไม่เกิน  0.7  มิลลิกรัมต่อลิตร  การรับฟลูออไรด์

ตารางที่ 4 ผลการตรวจวิเคราะห์รายจังหวัด

  ตัวอย่าง  จ�านวนตัวอย่าง  ตัวอย่าง  จ�านวนตัวอย่าง  จ�านวนตัวอย่าง
  ทั้งหมด  ที่ไม่ผ่าน  ทั้งหมด*  ที่ผ่าน  ที่ไม่ผ่าน
    มาตรฐาน (%)    มาตรฐาน (%)  มาตรฐาน (%)

  ครั้งที่ 1  ครั้งที่ 2

จังหวัด

นครนายก  2  2 (100)  2  2 (100)  0
อ่างทอง  31  4 (12.9)  4  4 (100)  0
พิจิตร  10  1 (10.0)  1  1 (100)  0
สระบุรี  11  2 (18.2)  1  1 (100)  0
พระนครศรีอยุธยา  82  11 (13.4)  2  2 (100)  0
นนทบุรี  45  9 (20.0)  3  3 (100)  0
กรุงเทพฯ  76  13 (17.1)  6  5 (83.3)  1 (16.7)
ปทุมธานี  100  11 (11.0)  10  8 (80.0)  2 (20.0)
สมุทรสาคร  25  10 (40.0)  10  8 (80.0)  2 (20.0)
สุพรรณบุรี  4  2 (50.0)  2  1 (50.0)  1 (50.0)
ปราจีนบุรี  56  19 (33.9)  17  8 (47.1)  9 (52.9)
พิษณุโลก  3  3 (100)  3  1 (33.3)  2 (66.7)
นครสวรรค์  16  12 (75.0)  3  1 (31.3)  2 (66.7)
นครปฐม  94  17 (18.1)  13  4 (30.8)  9 (69.2)
ชัยนาท  12  3 (25.0)  -   
สิงห์บุรี  8  3 (37.5)  -   
อุทัยธานี  8  3 (37.5)  -   
ลพบุรี  6  3 (50.0)  -   

รวมทั้งหมด  589  128 (21.7)  77  49 (63.6)  28 (36.4)

* จ�านวนตัวอย่างที่ไม่ผ่านมาตรฐานครั้งแรก และส่งซ�้าครั้งที่ 2 หลังการปรับปรุงคุณภาพ
- ไม่ได้ส่งตรวจซ�้า
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จ�านวนมากส่งผลให้เด็กมีความเสี่ยงฟันตกกระ  และอาจมีผลต่อกระดูก  ที่ผ่านมาจะพบปัญหาฟันตกกระในเขต 

ภาคเหนือตอนบน เช่น เชียงใหม่ ล�าปาง ล�าพูน และทางตะวันตกของประเทศ เช่น กาญจนบุรี  เพชรบุรี แต่ปัจจุบัน 

มีรายงานพบฟันตกกระรุนแรงในหลายพื้นที่ในเขตภาคกลางและภาคใต้ เช่น สุพรรณบุรี นครปฐม และสงขลา เป็นต้น 
ซ่ึงอาจมสีาเหตมุาจากแหล่งน�้าดบิทีใ่ช้ในการผลติ เพราะฟลอูอไรด์พบได้ตามแหล่งน�้าธรรมชาต ิโดยเฉพาะน�า้บาดาล(12) 

ซ่ึงสอดคล้องกบัข้อมลูจากแบบส�ารวจพบว่าผูป้ระกอบการใช้น�า้บาดาลเป็นแหล่งน�า้ดบิ ร้อยละ 25.8 และผลการวิเคราะห์
ที่ตรวจพบปริมาณฟลูออไรด์เกินค่ามาตรฐาน  พบเป็นน�้าดื่มบรรจุขวดที่ผลิตในจังหวัดปราจีนบุรี  สุพรรณบุรี 

และนครปฐม  ปริมาณสารทั้งหมดเป็นตัวบ่งบอกปริมาณรวมของสารต่างๆ  ในน�้าที่ท�าให้ทราบว่าน�้าน้ันบริสุทธิ์หรือ 

มีการปนเปื้อนจากสารต่างๆ  มากน้อยเพียงใด  นอกจากน้ี  สาเหตุส�าคัญที่ท�าให้น�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็งไม่ผ่าน
มาตรฐานคือ  pH หรือที่เรียกว่าความเป็นกรดและด่าง  เป็นค่าที่แสดงปริมาณหรือความเข้มข้นของไฮโดรเจนอิออน 

ในน�า้ ไม่ได้บอกถงึความเป็นพษิต่อร่างกายแต่บอกให้ทราบถงึประเภทสิง่เจอืปนในน�า้ในรปูของสารทีใ่ห้อนุมลูกรดหรอื
ด่างได้ อย่างไรกต็ามค่าความเป็นกรด-ด่างน้ี เป็นดชันีทีม่ปีระโยชน์ในการวัดคณุภาพน�า้ ทีเ่กีย่วข้องกบัการเจรญิเตบิโต
ของสิ่งมีชีวิตในน�้า และบอกถึงคุณสมบัติในการกัดกร่อนของน�้า(13) 

ทางด้านจุลินทรีย์พบเชื้อ Coliforms และ E. coli โดยทั่วไป สามารถตรวจพบ Coliforms และ E. coli 
ได้ในสิง่แวดล้อมและแหล่งน�า้ธรรมชาตริวมทัง้แหล่งโสโครกและน�า้ทิง้ ซ่ึงบางสายพนัธุจ์ดัเป็นจลุนิทรีย์ก่อโรคในระบบ
ทางเดนิอาหารปกต ิColiforms เป็นแบคทเีรยีบ่งช้ีสขุลกัษณะความสะอาด (Indicator organism)(14) ส่วนการตรวจ
พบ E. coli แสดงถึงความสกปรกของแหล่งน�้าที่อาจมีการปนเปื้อนสิ่งปฏิกูลในกระบวนการผลิตน�้าดื่มบรรจุขวดและ
น�า้แขง็ซ่ึงการตรวจพบ Coliforms และ E. coli ไม่ได้แสดงว่าจะต้องตรวจพบจลุนิทรย์ีทีท่�าให้เกิดโรค แต่เป็นการบอก
ถึงความเสี่ยงที่มีโอกาสพบจุลินทรีย์ก่อโรคได้ดังน้ันผู้ผลิตต้องควบคุมคุณภาพด้านสุขลักษณะไม่ให้มีการปนเปื้อน 
Coliformsและ  E. coli  โดยปฏิบัติตามข้อก�าหนด  GMP  ซ่ึงเป็นข้อก�าหนดพื้นฐานที่จ�าเป็นต่อกรรมวิธีการผลิต 

รวมทั้งการควบคุมกระบวนการผลิต  และการตรวจสอบสุขลักษณะความสะอาดของสถานที่ตั้ง  อาคารผลิต  เครื่องมือ 
เครื่องจักรและอุปกรณ์ที่ใช้ในการผลิต รวมทั้งผู้ปฏิบัติงาน เมื่อเจ้าหน้าที่สาธารณสุข (อย. สสจ. และ กทม.) ได้แนะน�า
เรื่อง GMP  ให้ผู้ประกอบการด�าเนินการแก้ไข/ปรับปรุงกระบวนการผลิต    และเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ซ�้า  พบว่า 
น�้าดื่มบรรจุขวด และน�้าแข็ง มีคุณภาพดีขึ้นคือ มีผลวิเคราะห์ผ่านมาตรฐานร้อยละ 68.3 และ 47.1 ตามล�าดับ อย่างไร
ก็ตามเจ้าหน้าที่สาธารณสุขในพื้นที่ยังคงเฝ้าระวังโดยตรวจเยี่ยมสถานประกอบการ  และเก็บตัวอย่างส่งตรวจวิเคราะห์
ห้องปฏิบัติการอย่างสม�่าเสมอ เพื่อให้ประชาชนมั่นใจได้ว่าน�้าดื่มบรรจุขวด และน�้าแข็งมีคุณภาพและความปลอดภัย 

สรุป
การช่วยเหลอืผูป้ระกอบการผลติน�า้ดืม่บรรจขุวดและน�า้แขง็โดยหน่วยงานของภาครฐัแบบบูรณาการระหว่าง

หน่วยงานของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ส�านักงานคณะกรรมการอาหารและยา  ส�านักงานสาธารณสุขจังหวัด  และ
ส�านักงานเขตกรุงเทพมหานคร ที่สนับสนุนการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ และการให้ค�าแนะน�าด้าน GMP ผลจากการ
เก็บตัวอย่างตรวจวิเคราะห์ครั้งที่ 1 ผ่านมาตรฐาน 461 ตัวอย่างจากทั้งหมด 589 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 78.3 เป็น 

น�า้ดืม่บรรจขุวด 409 ตวัอย่าง และน�า้แขง็ 52 ตวัอย่าง ผลทีไ่ม่ผ่านมาตรฐานผูป้ระกอบการจะได้รบัค�าแนะน�ากระบวนการ
ผลิตตามข้อก�าหนด GMP และเก็บตัวอย่างตรวจซ�้า ผลการตรวจซ�้าผ่านมาตรฐานเพิ่มขึ้น 49 ตัวอย่าง เป็นน�้าดื่มบรรจุ
ขวด 41 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 10 และน�้าแข็งผ่าน 8 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 15.4 ท�าให้เมื่อเสร็จสิ้นโครงการน�้าดื่ม
บรรจุขวดและน�้าแข็งมีผลการตรวจวิเคราะห์ที่ผ่านมาตรฐานรวมทั้งสิ้น 510 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 86.6 ผลิตภัณฑ์ 
ที่ได้มาตรฐานนอกจากจะท�าให้ผู้ประกอบการสามารถด�าเนินธุรกิจได้อย่างต่อเน่ืองในช่วงหลังน�้าลดแล้วยังเป็น 

การคุ้มครองผู้บริโภคให้มีน�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็งที่สะอาดและปลอดภัยอีกด้วย 
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Relief of Producers of Bottled Drinking 
water and Ice in Huge Flood Areas in 

2011-2012

Piyamas Jamsri Ladapan Saengklai and Kanika Jittiyossara 
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of medical Sciences, Tiwanond Road. Nontaburi 11000 
Thailand.

ABSTRACT  The severe lood in Thailand during 2011-2012 had an efect on shortage of drinking 
water,  as  a  result, most  people  preferred  the  bottled  drinking water.  Also,  the  producers  of  bottled  
drinking water and ice in lood areas had problem on the contamination of chemicals and pathogens in 
water source that afected the quality of products. Accordingly, with purpose of hurried relief of business 
owners and protection of consumers, the Department of Medical Sciences (DMSc), in cooperation with 
Thai Food and Drug Administration (FDA), Provincial Health Oice (PHO) and Bangkok Metropolitan 
Administration (BMA) launched a project to relieve producers of bottled drinking water and ice in huge 
lood areas during November 2011 – September 2012. The project was divided into three phases. In phase 
1,  the DMSc  organized  a workshop  for  providing  details  of  the  project  and  knowledge  of  the Good  
Manufacturing Practice (GMP) to the cooperators. In phase 2, the samples of bottled drinking water and 
ice from the lood-impacted producers were collected by health authorities (FDA, PHO and BMA) and 
were sent to  laboratories of the DMSc for analysis according to the Notiication of Ministry of Public 
Health for bottled drinking water and ice. In phase 3, the analytical reports were submitted to the health 
authorities  for  considering  provision  of  guidance  of  quality  improvement  to  the  producers  with  
non-complying results. Subsequently, their products were sampled and analyzed. For the irst analysis, 
total  of 589 samples were  tested and  the  results  revealed  that  from 510 samples of bottled drinking  
water, 101 samples or 19.8% failed to meet the standard whereas from 79 samples of ice, 27 samples or 
34.2% failed. For the analysis after quality improvement, 19 samples or 31.7% of 60 samples of bottled 
drinking water failed to meet the standard whereas from 17 samples of ice, 9 samples or 52.9% failed. 
However, in the second analysis the results showed that the number of samples met the criteria increased 
form  the  irst  analysis  at  15.4%.  In  conclusion,  this  cooperating  project  enabled  the  lood-impacted  
producers  to  rapidly  recover  from lood  crisis and  to  run  their business  continuously and efectively. 
Furthermore, the consumers were protected from the health risk.  

Key words:  Water and ice, Flood, Water quality



รายงานจากห้องปฏิบัติการ	 	 ว	กรมวิทย	พ	2558;	57	(4)	:	391-400

391
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 57 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2558

การศึกษาสารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชตกค้างในผลส้ม

ทองสุข  ปายะนนัทน์  จิตผกา  สันทดัรบ  วชิาดา  จงมีวาสนา  รัติยากร  ศรีโคตร  และวรีวฒิุ  วทิยนนัท์ 
ส�ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000

Accepted for publication, 30  November 2015

บทคัดย่อ  ส้มเป็นผลไม้ที่มีคุณค่าทางอาหารสูง มีจ�าหน่ายทั่วไปจึงท�าให้เป็นที่นิยมของผู้บริโภค แต่ส้มเป็นพืชไร่ที่ในระหว่าง 
การเพาะปลูกจ�าเป็นต้องใช้สารเคมีในการป้องกันและก�าจัดศัตรูพืช นอกจากน้ีการเปิดเขตการค้าเสรีส่งผลให้มีส้มจาก 
ต่างประเทศเข้ามาจ�าหน่ายในประเทศไทยเป็นจ�านวนมาก ในช่วงตุลาคม 2555 - กันยายน 2557 ส�านักคุณภาพและ 
ความปลอดภยัอาหารได้ท�าการส�ารวจปริมาณการตกค้างของสารเคมป้ีองกันก�าจัดศตัรูพชื 4 กลุม่ ได้แก่ กลุม่ออร์กาโนคลอรีน กลุม่
ออร์กาโนฟอสฟอรัส กลุม่คาร์บาเมต และกลุม่สารสงัเคราะห์ไพรีทรอยด์ ในผลส้ม รวม 203 ตัวอย่าง จ�าแนกเป็นส้มทีป่ลกูภายใน
ประเทศจากแหล่งจ�าหน่ายในกรุงเทพมหานครและปริมณฑล จ�านวน 20 ตัวอย่าง กับส้มที่น�าเข้าจากต่างประเทศ ซึ่งส่วนใหญ่ 
มาจากเมียนมาร์และจีน จ�านวน 183 ตัวอย่าง ตรวจวิเคราะห์โดยวิธี Gas chromatography และ Liquid chromatography 
ผลการวิเคราะห์ตรวจพบการตกค้างในผลส้มที่ปลูกในประเทศไทยทุกตัวอย่าง โดยชนิดของสารที่ตรวจพบมี  9 ชนิด ชนิดสาร 
ทีต่รวจพบความถีส่งูสดุ ได้แก่ ethion และ carbofuran  ปรมิาณทีพ่บอยูร่ะหว่าง < 0.05 – 0.49 และ < 0.01 – 0.12 มลิลกิรมั
ต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ ส่วนผลส้มน�าเข้าตรวจพบการตกค้างร้อยละ 71 (130 ตัวอย่าง) ชนิดสารที่ตรวจพบมี 14 ชนิด สาร 
ที่มีความถ่ีของการตรวจพบสูง ได้แก่ chlorpyrifos, ethion, cypermethrin และ tetradifon ปริมาณที่พบอยู่ระหว่าง 
< 0.05 – 0.25, < 0.05 – 3.06, < 0.05 – 2.16  และ < 0.05 – 0.72 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ อย่างไรก็ตามส้ม 
เป็นผลไม้ที่รับประทานเฉพาะเน้ือ แต่ผลการตรวจวิเคราะห์จากห้องปฏิบัติการเป็นการตรวจทั้งเปลือกแต่เพื่อคลายกังวลและ
เพิ่มความมั่นใจในการบริโภค ควรล้างก่อนการปอกเปลือกเสมอ
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บทน�า
ส้ม เป็นผลไม้ที่มีคุณค่าทางอาหารสูง อุดมด้วยเบต้าแคโรทีน วิตามินซี วิตามินบี แคลเซียม โพแทสเซียม 

ฟอสฟอรัส เหล็ก และยังมีใยอาหารที่ช่วยระบบขับถ่าย ซึ่งส้มแต่ละชนิดจะให้คุณค่าทางสารอาหารไม่ต่างกันมากนัก(1) 

ด้วยคุณประโยชน์ดังกล่าวจึงท�าให้มีผู้นิยมบริโภคกันเป็นจ�านวนมากและมีผลผลิตให้รับประทานได้เกือบตลอดทั้งปี 
ทัง้น้ีเพราะส้มเป็นไม้ผลพุ่มขนาดเลก็ปลกูกนัทัว่ไปในภาคกลาง ภาคตะวันออก และภาคเหนือของประเทศ(2) แต่เน่ืองจาก
ส้มเป็นพืชที่มีโรคและแมลงเข้าท�าลาย หรือท�าความเสียหายได้ทุกระยะการเจริญเติบโต เช่น ระยะการออกดอก 
ระยะติดผลและเก็บเกี่ยวผล โรคและแมลงศัตรูส�าหรับส้ม ได้แก่ โรครากเน่าและโคนเน่า โรคใบเปื้อนน�้าหมาก 
โรคผลร่วง เป็นต้น ส่วนแมลงที่ส�าคัญ ได้แก่ หนอนชอนใบ หนอนแก้ว เพลี้ยไฟ เป็นต้น ซึ่งก่อเกิดความเสียหาย ท�าให้
เกษตรกรจ�าเป็นต้องใช้สารเคมีเพื่อป้องกันโรคและแมลงศัตรูดังกล่าวเป็นจ�านวนมาก เพื่อให้เกิดความเสียหายน้อย
ที่สุด ตลอดทั้งเพ่ือให้ได้ผลผลิตสูงตรงกับความต้องการของตลาดที่เพิ่มมากขึ้น ดังจะเห็นได้จากข้อมูลการน�าเข้า 
ส้มเขียวหวานในช่วงปี พ.ศ. 2555 - 2556 มีมูลค่าประมาณสามร้อยล้านบาท(3) ซ่ึงผลของการใช้สารเคมีดังกล่าว 
เป็นสาเหตุท�าให้เกิดปัญหาสารเคมีตกค้างในผลผลิต(4) ส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภคตลอดจนส่งผลเสีย 
ต่อสิ่งแวดล้อม ดังน้ันหน่วยงานภาครัฐจึงได้มีมาตรการเพื่อควบคุมและจ�ากัดการใช้สารเคมีในการป้องกันก�าจัดศัตรู
พืช โดยกรมวิชาการเกษตรได้แนะน�าให้ใช้สารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชในการปลูกส้ม เช่น อีไทออน (ethion), 
คาร์บาริล (carbaryl)(5) เป็นต้น ส่วนกระทรวงสาธารณสุขมีการก�าหนดปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุดที่มีได้ในอาหาร
เนื่องมาจากการใช้ (Maximum Residue Limit, MRL) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2554 โดยก�าหนด
ค่า MRL ของสารเคมีไว้ส�าหรับส้ม 15 ชนิด(6) ได้แก่ คาร์บาริล (carbaryl),  คาร์โบซัลแฟน (carbosulfan), 
ไซเพอร์เมทริน (cypermethrin), ไดคลอร์วอส (dichlorvos), ไดไทโอคาร์บาเมตส์ (dithiocarbamates), 
ไดเมโทเอต (dimethoate),  พาราควอต  (paraquat), โพรฟีโนฟอส (profenofos), ฟอสซาโลน (phosalone), 
มาลาไทออน (malathion), เมทาแลกซิล (metalaxyl), เมทดิาไทออน (methidathion), เมโทมลิ (methomyl), 
แอบาเมกทิน (abamectin), เอไทออน (ethion)  และก�าหนดปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุดที่ปนเปื้อนจากสาเหตุที่ 
ไม่อาจหลีกเลี่ยงได้ (Extraneous Maximum Residue Limit, EMRL) 5 ชนิด ได้แก่ แอลดรินและดีลดริน 
(aldrin and dieldrin), คลอร์เดน (chlordane), ดีดีที (DDT), เอนดริน (endrin), เฮปตาคลอร์ (heptachlor) 
ส�าหรบัผลไม้ ดงัน้ันเพือ่ให้ทราบสถานการณ์การตกค้าง ตดิตามการใช้สารเคมใีนการป้องกนัก�าจดัศัตรพูชืในส้ม  จงึได้
ศึกษาปริมาณการตกค้างของสารเคมีก�าจัดศัตรูพืชในผลส้มที่น�าเข้าจากต่างประเทศในช่วงตุลาคม 2555 - กันยายน 
2557 และปรมิาณการตกค้างในผลส้มทีป่ลกูในประเทศในช่วงกนัยายน 2557 ทัง้น้ีข้อมลูทีไ่ด้สามารถน�าไปใช้เป็นข้อมลู
พื้นฐานให้กับหน่วยงานที่เกี่ยวข้องในการก�าหนดมาตรการแก้ไขปัญหาสารพิษตกค้างเพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภค 

วัสดุและวิธีการ
สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคมี : acetronitrile, methanol, n-hexane และ methylene chloride เป็น HPLC grade 
ethyl acetate, glacial acetic acid, sodium hydroxide, sodium tetraborate decahydrate, sodium 
acetate, sodium sulfate, sodium dihydrogen phosphate  anhydrous, disodium hydrogen  phosphate  
anhydrous และ magnesium sulfate anhydrous เป็น AR grade, mixture of 150 mg MgSO4; 50 mg 
Primary Secondary Amine sorbent (PSA); 50 mg Graphite Carbon Black (GCB), extrelut NT 20 
reill pack (Merck, cat. No. 1.15093.0001), Florisil (PR) 60-100 mesh
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สารมาตรฐาน : สารมาตรฐานกลุ่มออร์กาโนคลอรีน 20 ชนิด ได้แก่ aldrin, α - BHC, α – chlordane, 
y – chlordane, oxy – chlordane, p, p' – DDE, p, p' – TDE, p, p' – DDT, dicofol, dieldrin, endrin, 
α – endosulfan, β – endosulfan, endosulfan sulfate, heptachlor, heptachlor epoxide, 
hexachlorobenzene, lindane, methoxychlor และ tetradifon กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส 21 ชนิด ได้แก่ 
acephate, azinphos – methyl, chlorpyrifos, dichlorvos, diazinon, dicrotophos, dimethoate, EPN, 
ethion, methamidophos, methidathion, mevinphos, monocrotophos, omethoate, parathion, 
parathion – methyl, phosalone, pirimiphos – methyl, profenophos, prothiophos และ triazophos 
กลุ่มคาร์บาเมต 7 ชนิด ได้แก่ aldicarb, carbaryl, carbofuran, 3-OH carbofuran, methomyl, methiocarb 
และ oxamyl กลุม่สารสงัเคราะห์ไพรทีรอยด์ 8 ชนิด ได้แก่ bifenthrin, cyluthrin, cyhalothrin, cypermethrin,  
deltamethrin, fenpropathrin, fenvalerate และ permethrin  เป็นผลิตภัณฑ์ของ Chem Service และ 
Dr. Ehrenstorfer ที่มีความบริสุทธิ์ > 95%

เครื่องมือและอุปกรณ์
เครื่องช่ัง ความละเอียด 0.001 กรัม และ 0.01 มิลลิกรัม, Ultra – Turrax  homogenizer, rotary 

evaporator, centrifuge, gas chromatograph (GC) - electron capture detector (ECD) และ GC - lame 
photometric detector (FPD): Agilent 6890N, liquid chromatograph: Agilent serial 1200, post column 
derivatization module pickering 5200 และ luorescence detector 

ตัวอย่าง
ตวัอย่างส้มน�าเข้าจากประเทศ เมยีนมาร์ จนี สหรฐัอเมรกิา ออสเตรเลยี ญ่ีปุน่ แอฟรกิาใต้ และไม่ระบุประเทศ 

ได้แก่ ส้มแมนดาริน ส้มเขียวหวาน ส้มฟรีมองต์ และส้มไร้เมล็ด (navel oranges) ที่ส�านักงานคณะกรรมการอาหาร
และยา เก็บจากด่านอาหารและยา ส่งวิเคราะห์ที่ส�านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหารในช่วงเดือนตุลาคม 2555 
ถึงกันยายน 2557 จ�านวน 183 ตัวอย่าง และตัวอย่างส้มเขียวหวานที่ปลูกภายในประเทศไทย โดยเก็บจากตลาดในเขต
กรุงเทพมหานครและปริมณฑล เก็บตัวอย่างในเดือนกันยายน 2557 จ�านวน 20 ตัวอย่าง 

การเตรียมตัวอย่าง
เตรียมตัวอย่างตามวิธีที่ก�าหนดโดยคณะกรรมาธิการอาหารระหว่างประเทศ (Codex Alimentarious 

Commision)(7) ใช้ส้มทั้งผล น�้าหนักประมาณ 1 กิโลกรัม หั่นเป็นชิ้นขนาดเล็กแล้วปั่นด้วยเครื่องบดปั่นจนละเอียด 
และเป็นเนื้อเดียวกันมากที่สุด

วิธีวิเคราะห์
หลักการ

วิธี QuEChERS เป็นวิธีวิเคราะห์สารตกค้างจากสารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชแบบ multi-residues 
method โดยตัวอย่างจะถูกน�ามาสกัดด้วย acetonitrile แล้วน�ามาขจัดสิ่งปนเปื้อนด้วยเทคนิค dispersive-SPE 
ด้วย primary secondary amine (PSA) ผสมกับ magnesium sulfate (MgSO4) และ graphite carbon 
black (GCB) สารสกัดที่ได้จะถูกระเหยลดปริมาตรแล้วฉีดเข้าเครื่องมือ ท�าการวิเคราะห์สารกลุ่มออร์กาโนคลอรีน 
(OCs) และกลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ (SPs) โดยเครื่องมือ GC-ECD และตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มออร์กาโน
ฟอสฟอรัส (OPs) โดยเครื่องมือ GC-FPD 

ส�าหรบัสารเคมป้ีองกนัก�าจดัศัตรพูชืกลุม่คาร์บาเมตถูกสกัดออกจากตวัอย่างด้วยสารผสมระหว่าง  methanol 
กับ phosphate bufer สารที่สกัดได้น�ามาแยกโดยใช้เทคนิค solid-phase extraction หลังจากนั้นตรวจวัดชนิด
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และปริมาณด้วย HPLC-post column derivatization และ luorescence detector: วิธีตรวจวิเคราะห์ 
ทั้งหมดได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 จากส�านักมาตรฐาน 
ห้องปฏิบัติการ 

การสกัดและการท�าให้บริสุทธิ์
- กลุ่มออร์กาโนคลอรีน กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส และกลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด(์8)  ตัวอย่างที่เตรียม

โดยการบดและปั่นละเอียดแล้วช่ังน�้าหนัก 10 กรัม เติม (acetronitril+1% acetic acid 10 มิลลิลิตร) เขย่า, 
เติม 4 กรัม MgSO4 และ 1 กรัม sodium acetate,  เขย่า และน�าไป centrifuge  ดูดสารสกัดที่ได้มา 5 มิลลิลิตร 
ท�าให้บริสุทธิ์ด้วย 150 มิลลิกรัม MgSO4 + 50 มิลลิกรัม PSA + 50 มิลลิกรัม GCB เขย่า น�าไป centrifuge แล้ว 
ดูดสารสกัด 2 มิลลิลิตร น�าไประเหย จนเกือบแห้ง ปรับปริมาตรเป็น 2 มิลลิลิตร ด้วยสารละลายผสม n-hexane: 
ethyl acetate (3:1)

-  กลุ่มคาร์บาเมต(9)  ชั่งตัวอย่างที่เตรียมไว้แล้ว น�้าหนัก 20 กรัม ปั่นกับ methanol: phosphate bufer 
[1:1] 150 มิลลิลิตร โดยใช้เครื่องบดปั่น homogenizer กรองผ่านกระดาษกรอง แล้วน�าสารละลายที่กรองได้มาระเหย
จนเหลือประมาณ 75 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร ด้วย phosphate  bufer [1:1] ท�าให้บริสุทธิ์ 
โดยปิเปตสารละลาย 20 มิลลิลิตร ลงใน extrelut NT แล้ว elute ด้วย dichloromethane: hexane [1:1] 
100 มิลลิลิตร ระเหยสารละลายที่ได้จนแห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ แล้วเติม methanol 2 มิลลิลิตร

การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณ มีสภาวะเครื่องมือ ดังนี้
- การวิเคราะห์กลุ่ม OCs และ  SPs: ใช้เครื่องมือ GC ประกอบด้วย Inlet แบบ splitless ที่อุณหภูมิ 

200 �C, detector  ชนิด µECD อุณหภูมิ 300 �C และใช้ analytical column ชนิด DB-5MS, 30 m, 0.25 mm 
id, 0.25 µm ilm thickness, low rate 1.5 ml/mim 

- การวิเคราะห์กลุ่ม OPs: ใช้เครื่องมือ GC ประกอบด้วย Inlet แบบ pulsed splitless ที่อุณหภูมิ  
200 �C, detector  ชนิด FPD อุณหภูมิ 200 �C และใช้ analytical column ชนิด DB-1701, 30 m, 0.25 mm id, 
0.25 µm ilm thickness, low rate 1.5 ml/mim

- โดยกลุม่ OCs  SPs และ OPs สามารถวิเคราะห์พร้อมกนั ใน GC oven ทีส่ามารถตัง้โปรแกรมอณุหภมูิ 
initial 80 �C hold 1 min, rate 15 �C/min to 180 �C, rate 3 �C/min to 205 �C hold 5 min, rate 40 �C/min 
to inal 260 �C hold 20 min

- การวิเคราะห์กลุ่มคาร์บาเมต : ใช้เครื่องมือ HPLC ประกอบด้วย LC-post column derivatization, 
reactor อุณหภูมิ 100 �C และมี programmable HPLC gradient system โดยใช้ analytical column ชนิด 
Zorbax SB-C8, mobile phase (CH3CN:H2O), low  rate 1.0 ml/min และ luorescence detector: 
Ex 345 nm, Em 455 nm

การควบคุมคุณภาพผลการวิเคราะห์
- Internal quality control: วิเคราะห์ method blank และ duplicate analysis ในการวิเคราะห์  

ทุก 10 ตัวอย่าง ท�า duplicate analysis โดยวิเคราะห์สองซ�้า ก�าหนดค่า relative percent diference (RPD) 
ไม่เกนิ 25%, recovery study โดยวิเคราะห์ spiked sample ทีร่ะดบั 5 เท่าของ LOQ ในการวิเคราะห์ทกุ 10 ตวัอย่าง 
และก�าหนดช่วงยอมรับ % recovery เท่ากับร้อยละ 60-120 ส�าหรับกลุ่มออร์กาโนคลอรีน, กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส,  
กลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ และร้อยละ 70-120  ส�าหรับกลุ่มคาร์บาเมต

- External quality control: เข้าร่วมทดสอบความช�านาญการวิเคราะห์ (proiciency testing, PT) 
กับหน่วยงานที่เชื่อถือได้ เพื่อยืนยันผลการวิเคราะห์มีความถูกต้อง เหมาะสม เป็นประจ�า ปีละอย่างน้อย 1 ครั้ง
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ผล
ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีก�าจัดศัตรูพืชตกค้างในผลส้มที่น�าเข้าจากต่างประเทศในช่วงตุลาคม 2555 

ถงึกนัยายน 2557 รวม 183 ตวัอย่าง ตรวจไม่พบการตกค้าง 53 ตวัอย่าง (ร้อยละ 29) ตรวจพบการตกค้าง 130 ตวัอย่าง 
(ร้อยละ 71) โดยตัวอย่างผลส้มน�าเข้าจากประเทศเมียนมาร์ ตรวจพบตกค้างสูงสุด คือ ตรวจพบ 70 ตัวอย่าง 
จากตวัอย่างทัง้หมด 71 ตวัอย่าง และส้มน�าเข้าจากประเทศจนี ตรวจพบการตกค้างสงูรองลงมา คือ ตรวจพบ 49 ตวัอย่าง 
จากตัวอย่างทั้งหมด 82 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1  จ�านวนตัวอย่างส้มที่ตรวจวิเคราะห์และจ�านวนตัวอย่างที่ตรวจพบแยกตามแหล่งที่มาของตัวอย่าง

ชนิดของสารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชที่ตรวจพบในผลส้มที่น�าเข้าจากต่างประเทศมีทั้งสิ้น 14 ชนิด  
ส่วนใหญ่เป็นสารที่อยู่ในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส จ�านวน 6 ชนิด ได้แก่  chlorpyrifos, ethion, methidathion, 
profenophos, acephate และ triazophos กลุ่มคาร์บาเมต 3 ชนิด ได้แก่ aldicarb, methomyl และ carbofuran 
กลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์  3 ชนิด ได้แก่ cypermethrin, bifenthrin, cyluthrin กลุ่มออร์กาโนคลอรีน  
2 ชนิด ได้แก่  tetradifon และ dicofol โดยพบว่า สารเคมีที่มีความถ่ีของการตรวจพบสูง ได้แก่ chlorpyrifos, 
ethion, cypermethrin  และ tetradifon  คิดเป็นร้อย  47.0,  36.6, 33.9 และ 25.7 ตามล�าดับ ปริมาณที่พบอยู่
ในช่วง < 0.05-0.25, < 0.05-3.06, < 0.05-2.16  และ < 0.05-0.72 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ค่ามัธยฐาน (median) 
และค่าฐานนิยม (mode) เท่ากับ 0.05 และ 0.03, 0.45 และ 0.18, 0.26 และ 0.02, 0.11 และ 0.08 มิลลิกรัม 
ต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ ส�าหรับผลการตรวจวิเคราะห์สารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชตกค้างในตัวอย่างผลส้มที่ปลูก 
ในประเทศไทยเก็บตัวอย่างในช่วงกันยายน 2557 จ�านวน 20 ตัวอย่าง พบสารตกค้างในทุกตัวอย่าง ชนิดของสาร 
ที่ตรวจพบมี 9 ชนิด แบ่งเป็นสารในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส 4 ชนิด ได้แก่ chlorpyrifos, diazinon, ethion และ  
profenophos กลุ่มคาร์บาเมต 3 ชนิด ได้แก่ aldicarb, carbofuran และ methomyl กลุ่มสารสังเคราะห์ 
ไพรีทรอยด์ 2 ชนิด ได้แก่ cypermethrin และ L-cyhalothrin ส่วนกลุ่มออร์กาโนคลอรีนไม่พบการตกค้าง 
สารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชที่มีอัตราการตรวจพบสูง ได้แก่ ethion และ carbofuran คิดเป็นร้อยละ 75 และ 70 
ปริมาณที่พบอยู่ในช่วง < 0.05-0.49 และ < 0.01-0.12 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ค่ามัธยฐาน (median) และค่าฐานนิยม 
(mode) เท่ากับ 0.09 และ 0.04, 0.02 และ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ (ตารางที่ 2 และ 3)

น�าเข้าจากต่างประเทศ   
- จีน  82 49 
- เมียนมาร์ 71 70 
- ออสเตรเลีย 13 6 
- สหรัฐอเมริกา  9 3 
- แอฟริกาใต้ 2 0 
- ญี่ปุ่น 1 0 
- ไม่ระบุประเทศ 5 2 
ปลูกในประเทศไทย 20 20 
         รวม  203  150

                    ประเทศ จ�านวนตัวอย่าง 
 ตรวจวิเคราะห์ ตรวจพบ
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ผลการศึกษาปริมาณสารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชตกค้างในผลส้มพบว่าข้อมูลที่ได้ไม่ได้เป็นการแจกแจง 
แบบปกติ (normal distribution) ดังน้ันจึงใช้ค่ามัธยฐาน (median) และค่าฐานนิยม (mode) เป็นตัวแทน 
ที่แท้จริงของข้อมูลแทนค่าเฉลี่ย (arithmetic mean) เน่ืองจากค่าเฉลี่ยจะเป็นตัวแทนที่ดีของข้อมูลในกรณี 
การกระจายตัวของข้อมูลเป็นแบบปกติ แต่อย่างไรก็ตามจะพบว่าฐานนิยม เป็นค่าของข้อมูลที่ซ�้ากันมากที่สุดหรือ 
ค่าที่มีความถี่ของข้อมูลสูงที่สุดซ่ึงข้อมูลบางชุดอาจจะไม่มีฐานนิยมได้เน่ืองจากจ�านวนข้อมูลที่มีจ�านวนน้อยหรือข้อมูล
ชุดนั้นไม่มีรายการซ�้ากันเลย

ตวัอย่างส้มทีต่รวจพบสารตกค้าง เมือ่น�าปรมิาณทีต่รวจพบสารมาเปรยีบเทยีบกบัค่า Maximum Residue 
Limit (MRL) ของประเทศไทย และ Codex’s MRL พบว่าส้มน�าเข้าพบสารเกนิค่าก�าหนด 4 ชนิด ได้แก่ bifenthrin, 
cypermethrin, ethion, methidathion และ profenophos รวม 33 ตัวอย่าง จาก 183 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 
18.1 ส้มไทย พบ profenophos และ L-cyhalothrin  ชนิดละ 1 ตัวอย่าง รวม 2 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 10 ส�าหรับ
ปัญหาตัวอย่างที่ตรวจพบสารตกค้างซึ่งยังไม่มีค่าก�าหนด ส้มน�าเข้าตรวจพบ 4 ชนิด ได้แก่ carbofuran, acephate, 
tetradifon และ triazophos  รวม 65 ตัวอย่าง (คิดเป็นร้อยละ 35.7) ส้มไทยพบ carbofuran และ diazinon 
รวม 16 ตัวอย่าง (คิดเป็นร้อยละ 80) ส�าหรับรายละเอียดชนิดและปริมาณสารที่ไม่ตรงตามเกณฑ์ก�าหนด 
(ตารางที่ 2 และ 3)  

ตารางที่ 3  ชนิดและปริมาณของสารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชตกค้างในผลส้มที่ปลูกในประเทศและเกณฑ์ก�าหนด

ชนิดสารเคมี
ป้องกันก�าจัดศัตรูพืช

น�าเข้าจากต่างประเทศ จ�านวน 183 ตัวอย่าง

ตัวอย่างที่ตรวจพบ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
 ต�่าสุด - สูงสุด median mode

 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข Codex’s MRL

chlorpyrifos 86  < 0.05 - 0.25 0.05 0.03 ไม่มีค่าก�าหนด 1.0
ethion 67   < 0.05 - 3.06 0.45 0.18 1.0 ไม่มีค่าก�าหนด
cypermethrin 62  < 0.05 - 2.16 0.26 0.02 2.0 2.0
tetradifon 47   < 0.05 - 0.72 0.11 0.08 ไม่มีค่าก�าหนด ไม่มีค่าก�าหนด
methidathion 45 < 0.05 - 1.02 0.09 0.07 0.5 ไม่มีค่าก�าหนด
dicofol 11 < 0.05 - 2.21 0.12 - ไม่มีค่าก�าหนด 5.0
aldicarb 11 < 0.02 - 0.08 0.03 0.02 ไม่มีค่าก�าหนด 0.2
methomyl 11 < 0.01 - 0.02 0.01 0.003 1.0 1.0
carbofuran 10 < 0.02 - 0.09 0.06 0.08 ไม่มีค่าก�าหนด ไม่มีค่าก�าหนด
profenophos 9 < 0.05 - 0.33 0.04 - 0.1 ไม่มีค่าก�าหนด
bifenthrin 6 < 0.05 - 0.14 0.07 - ไม่มีค่าก�าหนด 0.05
acephate 4 < 0.05 - 0.05 0.04 - ไม่มีค่าก�าหนด ไม่มีค่าก�าหนด
triazophos 3 < 0.05 - 0.05 0.05 - ไม่มีค่าก�าหนด ไม่มีค่าก�าหนด
cyluthrin 1 < 0.05 - - ไม่มีค่าก�าหนด 0.3

ชนิดสารเคมี
ป้องกันก�าจัดศัตรูพืช

ในประเทศ จ�านวน 20 ตัวอย่าง

ตัวอย่างที่ตรวจพบ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
 ต�่าสุด - สูงสุด median mode

 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข Codex’s MRL

ethion 15  < 0.05 - 0.49 0.09 0.04 1.0 ไม่มีค่าก�าหนด
carbofuran 14 < 0.01 - 0.12 0.02 0.01 ไม่มีค่าก�าหนด ไม่มีค่าก�าหนด
profenophos 13 < 0.05 - 0.86 0.04 0.03 0.1 ไม่มีค่าก�าหนด
cypermethrin 9  < 0.05 - 0.51 0.16 - 2.0 2.0
chlorpyrifos 8  < 0.05 - 0.08 0.05 0.05 ไม่มีค่าก�าหนด 1.0
diazinon 6 < 0.05 -  0.06 0.04 - ไม่มีค่าก�าหนด ไม่มีค่าก�าหนด
aldicarb 3 < 0.01 - 0.02 0.01 - ไม่มีค่าก�าหนด 0.2
L-cyhalothrin 1 0.42 - - ไม่มีค่าก�าหนด 0.3
methomyl 1 0.04 - - 1.0 1.0

ตารางที ่2  ชนิดและปรมิาณของสารเคมป้ีองกนัก�าจดัศัตรพูชืตกค้างในผลส้มทีน่�าเข้าจากต่างประเทศและเกณฑ์ก�าหนด
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วิจารณ์
จากการตรวจวิเคราะห์สารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชทั้ง 4 กลุ่ม ประกอบด้วย กลุ่มออร์กาโนคลอรีน กลุ่ม 

ออร์กาโนฟอสฟอรัส กลุ่มคาร์บาเมต และกลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ ในตัวอย่างผลส้มนั้น กลุ่มออร์กาโนคลอรีน 
กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส และกลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์  เตรียมตัวอย่างโดยเทคนิค QuEChERS  ตาม AOAC 
2007.01(8) โดยใช้สารละลายอินทรีย์กับบัฟเฟอร์ปริมาณน้อยส�าหรับการวิเคราะห์ในเฟสอินทรีย์ และใช้ dispersive 
solid-phase extraction (d-SPE) ส�าหรับกระบวนการท�าให้บริสุทธิ์ (clean up) สามารถเตรียมตัวอย่าง 
ยาฆ่าแมลงได้อย่างง่าย รวดเร็ว มีค่าใช้จ่ายน้อยและมีประสิทธิภาพ อีกทั้งยังมีค่าการกลับคืนที่ดี (good recovery) 
อีกด้วย นอกจากนี้กรณีที่พบการตกค้างเมื่อตรวจด้วย GC ที่อาศัยการเปรียบเทียบ retention time ตรงกันระหว่าง
พีคของสารในตวัอย่างกบัพคีของสารมาตรฐานแล้ว ยงัมกีารตรวจยนืยนัชนิดสารอกีครัง้โดยการวิเคราะห์ด้วย GC-MS 
โดยอาศัยการเปรยีบเทยีบ  mass spectrum ของเลขมวล (mass number) ของสารน้ันๆ กบัข้อมลูทีม่อียูใ่น library 
ตลอดจนสัดส่วนที่จ�าเพาะของ fragment ions ที่เกิดจากการแตกตัวของสารแต่ละชนิดเมื่อชนกับอิเล็กตรอน 
(electron impact) แล้วตรวจวัด quantiied ion และ conirmed ions ตามแต่ละชนิดของสารด้วย 
แมสสเปกโทรมิเตอร(์10) ท�าให้ผลการตรวจวิเคราะห์มีคุณภาพน่าเช่ือถือเพิ่มขึ้น ส�าหรับกลุ่มคาร์บาเมต ได้ใช้เทคนิค 
post - column derivatization ซ่ึงเป็นวิธีที่มีความจ�าเพาะส�าหรับสารในกลุ่มน้ีซ่ึงอยู่ในรูปของ N - methyl 
carbamate เมื่อแยกจาก analytical column แล้วจะท�าปฏิกิริยากับโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ได้สารในรูป
ของแอลกอฮอล์คาร์บอเนต และเมทิลเอมีน ซ่ึงเมทิลเอมีนจะท�าปฏิกิริยากับ O - phathaladehyde และ 
mercapto - ethanol เกิดเป็นสารอนุพันธ์ที่อยู่ในรูปเรืองแสงที่สามารถตรวจวัดได้ด้วย luorescence detector 
นอกจากน้ีเมือ่มกีารตรวจพบสารในตวัอย่างจะมกีารยนืยนัการตรวจพบสารน้ันๆ โดยการเตมิสารมาตรฐานทีม่ปีรมิาณ 
เท่ากับที่ตรวจพบและฉีดซ�้าเพื่อให้แน่ใจว่าพีคของสารมาตรฐานและสารที่ตรวจพบไม่แยกจากกัน อย่างไรก็ตาม 
เพื่อเป็นการประกันคุณภาพผลการวิเคราะห์ วิธีตรวจวิเคราะห์ทั้งหมดได้รับการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการ 
ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 จากส�านักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ ท�าให้มั่นใจได้ว่าผลการวิเคราะห์ม ี
ความถูกต้องและเชื่อถือได้

ส้มเป็นผลไม้ที่มีการก�าหนดมาตรฐาน โดยต้องตรวจไม่พบสารพิษตกค้างจากวัตถุอันตรายทางการเกษตร
ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2554 ยกเว้นในกรณีตรวจพบสารพิษตกค้างจากวัตถุอันตรายทางการเกษตร
ได้ไม่เกินปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุด (Maximum Residue Limit; MRL) ตามบัญชีหมายเลข 1(6) ซึ่งก�าหนดให้
มีการตรวจวิเคราะห์โดยใช้ส้มทั้งผล (เปลือกและเนื้อ) ตาม Codex Alimentarious Commission เพื่อให้เป็นค่าที่
แสดงถึงการใช้สารก�าจัดศัตรูพืชตามจริง เพราะต้องน�าผลวิเคราะห์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับค่า MRL จากผลการส�ารวจ
ครั้งนี้พบสารตกค้างที่ไม่ตรงตามเกณฑ์ก�าหนดของกฎหมายไทยและ Codex’s MRL 2 กรณี คือ ตรวจพบสารปริมาณ
เกินค่าก�าหนด และตรวจพบสารที่ไม่มีค่าก�าหนด โดยส้มน�าเข้าพบสารไม่ตรงตามเกณฑ์ก�าหนด 8 ชนิด (ตรวจพบ
ปริมาณเกินค่าก�าหนด 4 ชนิด ได้แก่ ethion, bifenthrin, cypermethrin และ profenophos ตรวจพบแต่ไม่มีค่า
ก�าหนด 4 ชนิด ได้แก่ acephate, carbofuran, tetradifon และ triazophos) ส้มในประเทศ  พบสารไม่ตรงตาม
เกณฑ์ก�าหนด 4 ชนิด  (ตรวจพบปริมาณเกินค่าก�าหนด 2 ชนิด ได้แก่ L-cyhalothrin และ profenophos ตรวจพบ
แต่ไม่มีค่าก�าหนด 2 ชนิด ได้แก่ carbofuran และ diazinon) อนึ่งในการศึกษาครั้งนี้จะเห็นได้ว่าชนิดสารเคมีก�าจัด
ศัตรูพืชที่ตรวจพบไม่ตรงตามเกณฑ์ก�าหนดมีความแตกต่างกันระหว่างส้มภายในประเทศกับส้มน�าเข้าทั้งน้ีเมื่อ 
พิจารณามาตรฐานเรื่อง MRL เป็นรายประเทศจะพบว่าในบางประเทศมีการก�าหนดค่า MRLในชนิดสารแตกต่างจาก
ประเทศไทยและ Codex เช่น ประเทศจีนมีการก�าหนดค่า MRL ใน acephate, carbofuran, triazophos(11)

ซ่ึงกฎหมายไทย และ Codex ไม่มีการก�าหนดสารเหล่าน้ี  ทั้งน้ีการส�ารวจน้ีน�าเสนอผลการตรวจวิเคราะห์เทียบกับ 
ประกาศกระทรวงสาธารณสุขประเทศไทย และ Codex 
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ชนิดและปรมิาณการตกค้างของสารเคมป้ีองกนัก�าจดัศัตรพูชืจากการศึกษาในครัง้น้ี จ�านวนตวัอย่างในแต่ละ
ประเทศไม่เท่ากัน บางประเทศมีน้อยเกินไป ท�าให้ไม่สามารถบ่งบอกถึงความแตกต่างของการใช้สารเคมีก�าจัดศัตรูพืช
ได้ทั้งหมด ทั้งนี้เนื่องจากส้มน�าเข้าเป็นการรวบรวมข้อมูลการตรวจวิเคราะห์ตั้งแต่ตุลาคม 2555 - กันยายน 2557 แต่
ส้มภายในประเทศได้จากการเก็บตัวอย่างในปีงบประมาณ 2557 เท่านั้น แต่อย่างไรก็ตามผลการตรวจวิเคราะห์ผลส้ม
ภายในประเทศก็สอดคล้องกับหน่วยงานอื่นๆ ที่ได้มีการศึกษาปริมาณการตกค้างไว้ เช่น เครือข่ายเตือนภัยสารเคมี
ก�าจัดศัตรูพืช ร่วมกับมูลนิธิเพื่อผู้บริโภค (Thai-PAN)(12) โดยในช่วงมีนาคม - พฤษภาคม 2557 ได้ส�ารวจสารเคมี
ก�าจัดศัตรูพืชตกค้างในส้มทั้งผล จ�านวน 12 ตัวอย่าง โดยเก็บตัวอย่างจากห้างสรรพสินค้า ตลาดค้าปลีกและ 
ตลาดค้าส่งในเขตกรุงเทพมหานคร ร้อยละการตรวจพบ 83.3 โดยสารเคมีป้องกันก�าจัดศัตรูพืชที่ตรวจพบมีทั้งสิ้น 
15 ชนิด ส่วนใหญ่เป็นสารที่อยู่ในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส จ�านวน 7 ชนิด ได้แก่ chlorpyrifos, ethion, 
pirimiphos - methyl, profenophos, diazenon, malathion และ triazophos กลุ่มคาร์บาเมต 4 ชนิด 
ได้แก่ carbofuran, methomyl, propoxur และ fenobucarb กลุ่มสารสังเคราะห์ไพรีทรอยด์ 3 ชนิด ได้แก่  
cypermethrin, cyhalothrin และ bifenthrin กลุ่มออร์กาโนคลอรีน 1 ชนิด ได้แก่ endosulfan sulfate 
โดยพบว่า สารเคมีที่มีความถี่ของการตรวจพบสูง ได้แก่ chlorpyrifos และ cypermethrin  

ส�าหรับการศึกษาในครั้งน้ีไม่สามารถสรุปความปลอดภัยจากการประเมินการได้รับสัมผัสสารได้เน่ืองจาก
เป็นการได้รับสัมผัสสารจากการบริโภคส้มเพียงอย่างเดียว ซึ่งผู้บริโภคสามารถได้รับสัมผัสสารดังกล่าวจากอาหารชนิด
อื่นๆ และลักษณะการตกค้างของสารเคมีพบว่ามักมีการตกค้างมากกว่า 1 สาร ในตัวอย่างเดียว อน่ึงส้มเป็นผลไม้ที่ 
ไม่ได้รับประทานทั้งเปลือก แต่ผลการตรวจวิเคราะห์เป็นการวิเคราะห์ตัวอย่างทั้งเปลือกเพื่อให้เห็นเป็นค่าสะท้อนการ
ใช้สารก�าจัดศัตรูพืชตามจริง(7) โดยจากงานวิจัยที่ผ่านมามีข้อมูลสนับสนุนที่มีการตรวจวิเคราะห์สารเคมีตกค้าง 
เฉพาะเน้ือส้ม พบว่าปริมาณเฉลี่ยต�่ากว่าวิเคราะห์ทั้งผลประมาณ 20 เท่า(13) แต่เพื่อคลายกังวลและเพิ่มความมั่นใจ 
ในการบริโภคควรล้างก่อนการปอกเปลือกเสมอ ซ่ึงในปัจจุบันมีวิธีการล้างอยู่หลายวิธีเพื่อลดปริมาณสารพิษที่ตกค้าง
ให้ลดน้อยลง 

จากผลการส�ารวจดังกล่าว จึงน่าจะเป็นประโยชน์และสะท้อนให้เห็นว่าหน่วยงานรัฐทุกภาคส่วนที่เกี่ยวข้อง 
ต้องเพิ่มมาตรการที่จะคุ้มครองผู้บริโภค ส�าหรับกรณีสินค้าน�าเข้าควรมีการพัฒนาระบบการควบคุมตรวจสอบ 
การน�าเข้าเพราะเป็นที่น่าสังเกตว่ายังคงพบสารในกลุ่มที่เป็นวัตถุมีพิษการเกษตรที่อยู่ในบัญชีเฝ้าระวัง (watch list) 
ของกรมวิชาการเกษตร เนื่องจากมีพิษเฉียบพลันทางปากสูง (high acute oral toxicity) 2 ชนิด คือ carbofuran 
และ methomyl ซ่ึงสารกลุ่มน้ีหลายประเทศได้ยกเลิกการใช้แล้ว เช่น กลุ่มสหภาพยุโรป อเมริกา และบางประเทศ 
ในเอเชีย เช่น สงิคโปร์ มาเลเซีย เป็นต้น(14) และภายในประเทศควรมกีารรณรงค์ให้มกีารใช้สารให้น้อยลงและใช้อย่าง 
ถูกวิธี การส่งเสริมการปลูกและการบริโภคผลไม้อย่างไรให้ปลอดสารพิษ รวมทั้งการประชาสัมพันธ์ให้ผู้บริโภคและ 
ผูน้�าเข้าตระหนักในพิษภยัจากสารเคมป้ีองกนัก�าจดัศัตรพูชื ซ่ึงเป็นสิง่ส�าคัญทีภ่าครฐัควรด�าเนินการอย่างต่อเน่ืองต่อไป

สรุป
ผลจากการส�ารวจในช่วงเดอืนตลุาคม พ.ศ. 2555 – กนัยายน 2557 สถานการณ์การตกค้างของสารเคมกี�าจดั

ศัตรูพืชในตัวอย่างผลส้ม พบสารพิษตกค้างส่วนใหญ่เป็นสารที่อยู ่ในกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส ทั้งตัวอย่างส้ม 
ที่ปลูกในประเทศไทยและส้มน�าเข้า ซึ่งส่วนใหญ่เป็นตัวอย่างที่น�าเข้าจากเมียนมาร์และจีน พบการตกค้าง ร้อยละ 98.6 
และ 59.8 ตามล�าดับโดยทั้งหมดพบสารที่มีปริมาณเกินค่าก�าหนดและพบสารที่ยังไม่มีค่าก�าหนดรวม 8 ชนิด ส้มจาก
ประเทศไทยถึงแม้จะพบการตกค้างในทุกตัวอย่าง แต่พบเพียง 4 ชนิด ที่มีปริมาณเกินค่าก�าหนดและไม่มีค่าก�าหนด 
อย่างไรก็ตามส้มเป็นผลไม้ที่ไม่ได้รับประทานทั้งเปลือก แต่ผลการตรวจวิเคราะห์เป็นการวิเคราะห์ตัวอย่างทั้งเปลือก 
แต่เพื่อเพิ่มความมั่นใจในการบริโภค ควรล้างผลส้มก่อนการปอกเปลือกรับประทาน
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Study of Pesticide Residues in Oranges
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Rattiyakorn  Srikote  and Weerawut  Wittayanan
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 
11000, Thailand.

AbSTRAcT Orange is one of worldwide popular fruit because of its high nutritional composition and 
availability in market. However, it is a farm plant which requires a wide variety of chemicals to protect 
and to destroy pests. Also, the opening of free trade zone in Thailand leads to a very large amount of  
imported oranges from other countries. These problems result, during October 2012 – September  2014, 
pesticide residues have been surveyed  by  the Bureau of  Quality and Safety  of  Food. Four groups of 
pesticides (organochlorines, organophosphates, carbamates, and synthetic pyrethroids) were determined  
in  203 orange samples  which were 20 samples of oranges grown in Thailand (collected  from the markets 
in Bangkok and suburban area), and 183 samples of the imported oranges, mostly from Myanmar 
and China. These samples were quantiied by using gas chromatography and liquid chromatography. 
The results showed that there are nine pesticide residue compounds were founded in every orange sample 
from Thailand. The most frequent detected compounds were ethion and carbofuran in the range of 
< 0.05 – 0.49  and < 0.01 – 0.12 mg/kg, respectively. On the other hand, fourteen pesticides presented in 71% 
of the imported samples and the highest residues are chlorpyrifos, ethion, cypermethrin, and tetradifon. 
These compounds ranged from < 0.05– 0.25, < 0.05– 3.06, < 0.05– 2.16 and < 0.05– 0.72 mg/kg, respectively. 
Even only the pulp of orange is being consumed, the laboratory analyses were performed with the whole 
fruit. In addition, the rinse of orange before peeling of is recommended to ensure the safety for health.

Key words: pesticides, residues, oranges
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ก
กรณีศึกษา : ความผิดพลาด 2 : 197-203 
 ในการค�านวณสถิติจาก
 ค่าลอการิทึม 
การช่วยเหลือผู้ประกอบการ 4 : 381-390
 น�้าดื่มบรรจุขวดและน�้าแข็ง
 ในพื้นที่ประสบมหาอุทกภัย 
 ปี 2554 - 2555 
การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 3 : 257-268
 สารไล่แมลง โดยวิธี HPLC             
การเตรียมความพร้อมเพื่อ พเิศษ 1 : 121-131
 ขอรับรองความสามารถ
 ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 
 ตามมาตรฐาน ISO 15189:2012 
 ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 12/ตรัง
การถ่ายโอนและการตรวจสอบ 3 : 243-256
 ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
 เพรดนิโซโลนในยาเม็ดโดยวี UPLC    
การทดสอบความถูกต้องของ พเิศษ 2 : 174-183
 วิธีแคปิลลารีโซนอิเล็กโทรโฟรีซีส
 ในการตรวจเอกลักษณ์ของยาชีววัตถุ
 เพื่อการรักษาชนิดโมโนโคลนอลแอนติบอดี       
การทดสอบความถูกต้องของ 3 : 279-292
 วิธีวิเคราะห์และการส�ารวจ
 ปริมาณสารไนโตรฟูแรนส์เมตา
 โบไลท์ ในเนื้อสัตว์ โดย LC-MS/MS  
การทดสอบความเป็นพิษ พิเศษ 1 : 46-53
 ต่อเซลล์เนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง
 ของภาชนะพลาสติก ส�าหรับ
 บรรจุผลิตภัณฑ์เภสัชปราศจากเชื้อ 
 โดยวิธี Agar Diffusion  

การทดสอบด้านพิษวิทยาด้วย พเิศษ 3 : 337-350
 วิธีทางเลือก
การทวนสอบวิธีวิเคราะห์ พเิศษ 2 : 163-173
 ปริมาณปรอททั้งหมดใน
 อาหารทะเลด้วยเครื่องวิเคราะห์
 ปรอทโดยเทคนิคการเผา     
การปนเปื้อนเชื้อราและ พเิศษ 2 : 244-253
 อะฟลาทอกซินในผลิตภัณฑ์
 ถั่วพร้อมบริโภค   
การประเมินการได้รับสัมผัส พเิศษ 2 : 198-207
 ของกรดเบนโซอิกใน
 น�้าพริกหนุ่มที่จ�าหน่าย
 ในจังหวัดเชียงใหม่ 
 ปี พ.ศ. 2553 – 2556       
การประเมินการได้รับสัมผัส 1 : 58-68
 ของซัลเฟอร์ไดออกไซด์
 จากการบริโภคผักและ
 ผลไม้แห้งน�าเข้าจาก
 ต่างประเทศของคนไทย 
 พ.ศ. 2548-2557   
การประเมินความถูกต้อง พิเศษ 1 : 54-71
 ของวิธีวิเคราะห์โปรตีน
 ในผลิตภัณฑ์ปรุงรสที่ได้
 จากการย่อยโปรตีนของ
 ถั่วเหลืองโดยการเปรียบเทียบ
 ผลระหว่างห้องปฏิบัติการ
 ที่มีความเชี่ยวชาญ      
การประเมินความเสี่ยงของ 1 : 22-36
 น�้าดื่มตู้หยอดเหรียญ
 ในเขตภาคกลางและการสนับสนุน
 การก�าหนดมาตรฐานควบคุมคุณภาพ 
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การพัฒนาการตรวจหาเชื้อ พิเศษ 1 : 88-101
 มาลาเรียในระดับสปีชีส์  
 โดยวิธี Multiplex PCR     
การพัฒนาเทคนิคปฏิบัติ 3 : 313-320
 ในการวิเคราะห์หา
 Light Filth ในอาหาร     
การพัฒนาแผ่นแปะผิวหนัง 2 : 174-185
 จากสมุนไพรบัวบก 
การพัฒนาระบบคุณภาพ 2 : 79-90
 การทดสอบความช�านาญ
 การวิเคราะห์อาหารและน�้า 
 พ.ศ. 2554 ถึง 2556 
การพัฒนาระบบบริหาร พิเศษ 1 : 34-45
 คุณภาพห้องปฏิบัติการ
 ของส�านักยาและวัตถุเสพติด    
การพัฒนาและตรวจสอบ พิเศษ 1 : 20-33
 ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
 สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม
 ในยาจากสมุนไพร โดยวิธี 
 Graphite Furnace Atomic 
 Absorption Spectrophotometry     
การพัฒนาและตรวจสอบ พิเศษ 1 : 1-19
 ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
 อะซิโทรมัยซินในรูปแบบ
 ยาแคปซูลและยาผงส�าหรับ
 เตรียมเป็นยาน�้าแขวนตะกอน   
การพัฒนาและทดสอบ 2 : 91-108
 ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
 ไนโตรฟูแรนส์ เมตาโบไลท์
 ในอาหาร โดย LC-MS/MS 
การพัฒนาและทดสอบ 4 : 341-375
 ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ยา
 ตกค้างกลุ่มควิโนโลนในเนื้อสัตว์
 โดยเทคนิค HPLC-FLD    

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์  พเิศษ 3 : 263-274
 Benzo (a) pyrene
 ในน�้ามันบริโภค 
การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์ 3 : 219-232
 สารรมเมทิลโบรไมด์
 ในรูปของโบรไมด์ไอออน
 อนินทรีย์ในข้าวสารโดย
 เทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี  
การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 2 : 157-173
 เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน
 ในยาแผนโบราณโดยเทคนิค
 โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว
 ประสิทธิภาพสูง  
การพัฒนาศักยภาพ พเิศษ 3 : 275-286
 ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์ 
 ตะกั่ว และแคดเมียมในน�้า 
 ในประเทศไทย ระหว่างปี 
 พ.ศ. 2551-2557 
การพัฒนาสูตรต�ารับผลิตภัณฑ์ พเิศษ 3 : 312-322
 ป้องกันแสงแดดส�าหรับแผนงาน
 ทดสอบความช�านาญ   
การวางระบบตรวจสอบ พเิศษ 2 : 208-222
 ขึ้นทะเบียนหน่วยงานทดสอบ
 หรือวิจัยทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
 ซึ่งไม่ได้ทดลองในคน    
การวิเคราะห์ตะกั่ว แคดเมียม 1 : 37-47 
 และอะลูมิเนียมที่ละลาย
 ออกมาจากภาชนะหุงต้ม    
การวิเคราะห์สารเร่งเนื้อแดง 2 : 142-156
 เคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมู 
 โดยใช้เทคนิค Exact-matching 
 double IDMS: ผลการเข้าร่วม
 เปรียบเทียบผลการวัด 
 APMP.QM-S6 Clenbuterol 
 in Porcine Meat   



411

ว กรมวิทย พ
ปีที่ 57  ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2558  ดัชนีชื่อเรื่อง

การศึกษาความเป็นพิษ 1 : 1-21
 เฉียบพลัน และพิษเรื้อรัง
 ของสารสกัดใบพลู (Piper  betle L.)   
การศึกษาปริมาณ บีสฟีนอล  3 : 205-218
 เอ ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล 
 ที่แพร่ออกมาจากขวดนม 
 และภาชนะบรรจุอาหารส�าหรับ
 เด็กชนิดพอลิคาร์บอเนต ที่สภาวะต่างๆ   
การศึกษาสารเคมีป้องกัน 4 : 391-400
 ก�าจัดศัตรูพืชตกค้างในผลส้ม  
การสร้างศักยภาพการเป็น 2 : 109-126
 ห้องปฏิบัติการอ้างอิงสากล
 ผ่านการพัฒนาและการตรวจ
 รับรองระบบคุณภาพ ISO guide 34   
การส�ารวจคุณภาพเครื่อง 1 : 69-78
 ควบคุมการให้สารละลาย
 ทางหลอดเลือดด�าในโรงพยาบาล   
การส�ารวจคุณภาพทาง 1 : 48-57
 จุลชีววิทยาของไอศกรีม   
การส�ารวจปริมาณสารหล่อลื่น พเิศษ 1 : 115-120
 ในถุงยางอนามัยที่จ�าหน่าย
 ในประเทศไทย
การหาปริมาณ imperatorin  4 : 327-340
 ในผลมะตูมด้วยวิธี
 Ultra Performance Liquid 
 Chromatography (UPLC)   

ข
ข้อก�าหนดทางเคมีและ 4 : 352-363
 กายภาพของโกฐน�้าเต้า 

ค
ความปลอดภัยทาง 3 : 269-278
 จุลชีววิทยาของอาหาร
 พร้อมบริโภคที่จ�าหน่าย 
 ณ สถานีขนส่งผู้โดยสาร
 ในเขตกรุงเทพมหานคร   
ความเสี่ยงสุขภาพของ พเิศษ 3 : 302-311
 เจ้าหน้าที่จากการใช้สารเคมี
 อันตรายในห้องปฏิบัติการของ
 ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 8 
 (นครสวรรค์) 
คุณภาพผลิตภัณฑ์ย้อมผม พเิศษ 3 : 323-336
 แบบสีติดถาวรที่จ�าหน่าย
 ในประเทศไทยปี 
 พ.ศ. 2555 – 2556 
คุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ 4 : 364-380
 ของสมุนไพรแก่นแจง 

ท
ทางเลือกใหม่ในการตรวจ พเิศษ 2 : 223-243
 วิเคราะห์ ยากลุ่ม 
 amphetamines ในปัสสาวะ      

น
แนวทางการเพิ่มประสิทธิภาพ 3 : 321-350
 การทดสอบหา light filth      

ป
ปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิด 3 : 293-303
 เฉียบพลันจากสารทึบรังสีชนิด
 ไม่แตกตัวเป็นประจุในผู้ป่วย
 ที่เข้ารับการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์   
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ปัจจัยที่มีผลต่อระยะเวลา พเิศษ 3 : 287-301
 การแก้ไขข้อบกพร่องจาก
 การตรวจประเมินห้องปฏิบัติการ
 ทางการแพทย์ ตามมาตรฐาน 
 ISO 15189

ผ
ผลกระทบของการล้างผัก พิเศษ 1 : 72-87
 บริโภคดิบเพื่อลดสารตกค้าง
 ที่มีต่อปริมาณพยาธิปนเปื้อน     
ผลสัมฤทธิ์ด้านประสิทธิผล พเิศษ 2 : 254-262
 และคุณภาพการให้บริการ
 การด�าเนินงานตามภารกิจหลัก
 ของส�านักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 
  ปีงบประมาณ พ.ศ. 2554-2557 

พ
พัฒนาการเป็นผู้ด�าเนินการ 2 : 127-141
 แผนทดสอบความช�านาญ
 การตรวจวิเคราะห์อาหาร
 ทางจุลชีววิทยา      
พัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัย พเิศษ 1 : 102-114
 โรคสมองอักเสบนิปาห์
 ด้วยเทคนิค RT-PCR 
 และ Real Time PCR  

ย
ยุงพาหะโรคไข้เลือดออก 2 : 186-196
 และซีโรทัยป์ของเชื้อไวรัสเดงกี
 ในวงจรการเกิดโรคในประเทศไทย 

ว
วิธีวิเคราะห์ปริมาณฟลูออไรด์ พเิศษ 2 : 184-197
 รวมทั้งหมดในยาสีฟันโดยวิธี GC-FDI    

ส
สภาวะที่เหมาะสมส�าหรับ 3 : 233-242
 การเพาะเลี้ยงไวรัสโรตา
 สายพันธุ์วัคซีนเพื่อใช้เป็นไวรัส
 อ้างอิงส�าหรับการประเมิน
 ค่าความแรงของวัคซีนไวรัส
 โรตาซีโรทัยป์เดี่ยว  
สรุปและวิเคราะห์สาเหตุ 3 : 304-312
 ที่แรงงานไทยถูกส่งกลับจาก
 การตรวจโรคไม่ผ่าน
 ในต่างประเทศ ระหว่าง 
 พ.ศ. 2554-2557   
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TITlE  INDEX
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A

A Study of  the Migration of   3 : 205-218
 Bisphenol A, Phenol and 
 P-tert-Butylphenol  from 
 Polycarbonate Child Utensils 
 under Various Conditions    
Acute Allergic-Like Reaction  3 : 293-303
 To Intravenous Non-ionic 
 Iodinated Contrast Material 
 In Patients Who Underwent 
 Computed Tomography    
Acute and Chronic Toxicity  1 : 1-21
 Study of Piper betle 
 L. Leaf Extract 
Alternative toxicology Tests suppl 3 : 337-350
Analysis of Clenbuterol in  2  : 142-156
 Porcine Meat Utilizing an 
 Exact-Matching Double
 IDMS : Interlaboratory 
 Comparison Result : 
 APMP.QM-S6 Clenbuterol
 in Porcine Meat   

B

Biology of Dengue Vectors  2 : 186-196
 and Serotypes of Dengue 
 Virus in infectious Cycle in Thailand    

C

Capacity Building of International 2 : 109-126
 Reference Laboratory Through   
 Development and ISO guide 
 34 : 2009 Assessments   

Chemical and Physcial  4 : 352-363
 Specifications of Kot Namtao 
Collaborative study for protein
 in seasoning sauce    suppl 1 : 54-71
Cytotoxicity Testing of Plastic  suppl 1 : 46-53
 Parenteral Container by Agar 
 Diffusion Technique    

D
Determination of Lead,  1 : 37-47
 Cadmium and Aluminium 
 Leached from Cooking Utensils 
Determination of Lubricant for  suppl 1 : 115-120 
 Condoms in Markets 
 in Thailand     
Determination of Total suppl 2 : 184-197 
 Fluoride  in Toothpaste 
 by GC-FID 
Developing of Sunscreen  suppl 3 : 312-322
 Formulation for Proficiency 
 Testing Scheme   
Development and Validation  suppl 1 : 1-19
 Method for Determination 
 of Azithromycin Capsules 
 and Azithromycin for Oral
 Suspension   
Development and validation  4 : 341-375
 of analysis method for 
 determination of quinolone
 drug residues in animal tissue 
 by HPLC-FLD   
Development of Multiplex suppl 1 : 88-101
 PCR for Plasmodium Species Detection
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Development of Proficiency 2 : 127-141 
 Testing Providing for Food 
 Microbiological Testing Laboratory   
Development of Proficiency  2 : 79-90
 Testing Quality System on Food 
 and Water Analysis (2011-2013)    
Development of the Laboratory  suppl 1 : 34-45
 Quality Management System : Bureau 
 of Drug and Narcotic    
Developmentof Analytical  suppl 3 : 263-274
 Method for Benzo(a) Pyrene 
 in Edible Oil 

E
Establishment of Inspection suppl 2 : 208-222 
 System for Non-clinical 
 Research in Medical Science   
Establishment of RT-PCR suppl 1 : 102-114 
 and Real Time RT-PCR 
 assay for Diagnosis of 
 Nipah Virus Encephalitis 
Exposure Assessment of  suppl 2 : 198-207
 Benzoic acid in 
 Nam Prig Noom  sold 
 in Chiang Mai since 2010 – 2013     
Factors Affected the Duration suppl 3 : 287-301 
 of Corrective Action Time of  
 Medical Laboratory Assessment 
 According to ISO 15189   

F

Fungus & Aflatoxin  suppl 2 : 244-253
 Contamination in Ready
 to Eat Nuts Products     

G

Guidelines for Increasing  3 : 321-
 the Efficiency of Light
 Filth Determination 

H

Health Risk of Laboratory’s suppl 3 : 302-311 
 Staffs of Regional Medical 
 Sciences Center  8 (Nakhon Sawan)
 in Using of Hazardous.  

I
Impact of Washing Methods  suppl 1 : 72-87
 for Reduction of Pesticide 
 Residues in Raw Vegetables 
 on Parasitic Contamination 

L

Laboratory Findings Failure  2 : 197-203
 in Calculating the Statistics
 from Logarithm Values : Case Study 

M
Method Development and  3 : 219-232
 Removal of Methyl 
 Bromide Residue Determined 
 as Total Inorganic Bromide 
 in Rice by Gas Chromatographic 
 Technique    
Method Development and  suppl 1 : 20-33
 Validation for Determination 
 of Arsenic, Lead and Cadmium 
 In Herbal Medicines by Graphite 
 Furnace Atomic Absorption 
 Spectrophotometry  
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Method development and  2 : 91-108
 validation for determination 
 of nitrofuran metabolites in 
 food by LC-MS/MS  
Method Development for 2 : 157-173 
 Determination of Dexamethasone 
 and Prednisolone in Traditional 
 Drug by High-Performance 
 Liquid Chromatography 
Method validation  and a total 3 : 279-292
 nitrofuran metabolites in 
 animal tissues by liquid 
 chromatography tandem 
 mass spectrometry (LC-MS-MS)      
Method Validation of Capillary    suppl 2 : 174-183
 Zone Electrophoresis Technique 
 for Identity Testing of 
 Biotherapeutic Products : 
 Monoclonal Antibody  
Microbiological Safety of  3 : 269-278
 Ready to Eat Foods Sold 
 Bus Terminal and Railway Station 
 in Bangkok   

N
New Approach for Analysis  suppl 2 : 223-243
 of Amphetamines in Urine      

O

Optimal Conditions for 3 : 233-242 
 Propagation of Rotavirus 
 Monovalent Vaccine Strain to 
 Use as a Reference Rotavirus
 for Evaluation of Potency Values 
 of Monovalent Rotavirus Vaccine 

P

Potential of Analytical  suppl 3 : 275-286
 Laboratories of  Lead and 
 Cadmium in Water  in Thailand 
 During 2008 - 2014 
Practical Technique  3 : 313-320
 Development for Light Filth 
 Determination in Foods  
Preparation  Guidelines  for   suppl 1 : 121-131
 Laboratory  Accreditation of  
 Public  Health   Laboratory  
 According to ISO 15189:2012
 of the Regional Medical Sciences 
 Center 12/1 Trang    

Q

Quality of Hair dye Products  suppl 3 : 323-336
 Sold in Thailand Between 
 2012 –2013    
Quantitative Analisis of 4 : 327-340 
Imperatorin in Bael fruit  
 by Ultra Performance Liquid
 Chromatography (UPLC)   

R

Relief of producers of bottled  4 : 381-390
 drinking water and ice
 in huge flood areas in 2011-2012
Risk Assessment of Drinking  1 : 22-36
 Water from Vending 
 Machines in the Central Area 
 and Support of Establishment 
 of the Quality Standard 
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S
Simultaneous Determination  3 : 257-268
 of Insect Repellent by HPLC    
Study of  Pesticide Residues 4 : 391-400
 in Oranges    
Study Physicochemical  4 : 364-380
 Properties of Maerua 
 siamensis (Kurz) Pax. Heartwood
Survey of the Microbiological  1 : 48-57
 Quality in Ice Cream 

T

Thailand oversea labors 3 : 304-312
 returned  from  disease  
 detected  abroad  between
 2554-2557 : summarized 
 and analyzed  for the root Causes  
The Achievement of the suppl 2 : 254-262
 Effectiveness of Operations 
 and the Quality of Services 
 Based on the Performance 
 of the Bureau of Laboratory 
 Quality Standards For the 
 Fiscal Years 2011-2014 

The Development of  2 : 174-185
 Transdermal Patch From 
 Centella Asiatica (.L) Urban 
The Exposure Assessment of  1 : 58-68
 Sulfur Dioxide Intake from
 Imported Dried Vegetable 
 and Fruit in Thai Populations 
 2005-2014 
The Investigation  on 1 : 69-78  
 Quality of Infusion Pumps 
 in Hospitals   
The Method Verification  suppl 2 : 163-173
 of  Total  Mercury Analysis 
 in Seafood by Using Direct 
 Mercury Analyzer Combustion 
 Technique 

U

UPLC Transfer and Method  3 : 243-256
 Validation of the Determination 
 of  Prednisolone Tablets
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ดังมีรายนามต่อไปนี้

รศ.ศรีสนิท  อินทรมณี ผศ. ดร.จุรีรัตน์  ดาดวง
ศ. ดร.พิไลพันธ์  พุธวัฒนะ รศ. ดร.อดิศร  เสวตวิวัฒน์
นายอนันตศักดิ์  วงศ์ก�าแหง   นางสาวพรทิพย์พา  เตมียกุล  
รศ. ดร.ดาราวรรณ  ปิ่นทอง ดร.นวลตา  ม่วงน้อยเจริญ
ภญ.สุภัทรา  อิ่มเอิบ นางสาวจุไรรัตน์  รุ่งโรจนารักษ์
ดร.จงดี  ว่องพินัยรัตน์ นางสุขศรี  อึ้งบริบูรณ์ไพศาล
นางสาวเมตตา  ตรีบ�ารุง นางนันทนา  สิทธิชัย
นางสุวรรณา  จารุนุช นางสาวทิพวรรณ  นิ่งน้อย
นางลัดดาวัลย์  โรจนพรรณทิพย์ นายปรีชา  จึงสมานุกูล
นางนวพร  อนันตสินกุล ดร.เดือนถนอม  พรหมขัติแก้ว
นางหรรษา  ไชยวานิช นางนลินภัสร์  ศักดิ์ติยสุนทร
นางสาววิยะดา  อัครวุฒิ นางสาวสุรัชนี  เศวตศิลา
นายทรงพล  ชีวะพัฒน์ นางอรพิณ  ทนันขัติ
นางนิภาภรณ์  ลักษณ์สมยา นางดวงดาว  วงษ์สมมาตร์
ดร.สุภาณี  ดวงธีรปรีชา ดร.อารี  ทัตติยพงศ์
ดร.ปนัดดา  เทพอัคศร นางสุดธิดา  หมีทอง
ดร.วลัยลักษณ์  เมธาภัทร ดร.สุเมธ  เที่ยงธรรม
นางสาวมาลินี  จิตตกานต์พิชย์ นางอารีรัตน์  สง่าแสง
นายสุธน  วงษ์ชิรี นายอรัญ  ทนันขัติ
นายวัฒนพงษ์  วุทธา 
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