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การศึกษาปริมาณ บีสฟีนอล เอ ฟีนอล และ 

พี-ที-บิวทิลฟีนอล ที่แพร่ออกมาจากขวดนม และ

ภาชนะบรรจุอาหารสำ�หรับเด็กชนิดพอลิคาร์บอเนต 

ที่สภาวะต่างๆ
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บทคัดย่อ  บีสฟีนอล เอ (BPA) จัดเป็นสารรบกวนการท�ำงานของฮอร์โมน (endocrine disruptor) จากการศึกษาในสัตว์
ทดลองพบว่า บีสฟีนอล เอ มีผลกระทบต่อระบบสืบพันธุ์ พัฒนาการ และการเจริญเติบโต  เนื่องจากในการผลิตพลาสติกชนิด
พอลิคาร์บอเนต (PC) ที่ใช้ท�ำขวดนมมี บีสฟีนอล เอ เป็นสารเร่ิมต้น ผู้บริโภคจึงมีความกังวลถึงผลกระทบต่อสุขภาพ 
จากการได้รบับสีฟีนอล เอ งานวจิยันีเ้ป็นการศกึษาการแพร่ (migration) ของบสีฟีนอล เอ ฟีนอล และพ-ีท-ีบวิทิลฟีนอล 
จากขวดนมและภาชนะบรรจุอาหารส�ำหรับเด็ก รวมทั้งศึกษาเปรียบเทียบการใช้งานซ�้ำในสภาวะอุณหภูมิต่างๆ ด�ำเนินการ 
ในระหว่างปี พ.ศ. 2554 โดยสุ่มซื้อขวดนมและภาชนะบรรจุอาหารส�ำหรับเด็กจ�ำนวน 32 ตัวอย่างที่วางจ�ำหน่ายในกรุงเทพฯ
และนนทบุรี ทดสอบการแพร่ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ใช้น�้ำ  และสารละลายกรดอะซิติกร้อยละ 4 
โดยปริมาตร เป็นตัวแทนอาหาร (food simulants) เตรียมสารละลายตัวอย่างให้สะอาดและเข้มข้นโดยผ่าน solid-phase 
extraction (SPE) ตรวจวิเคราะห์ด้วย HPLC-FL  ผลการศึกษาพบการแพร่ไปสู่ food simulants ของ บีสฟีนอล เอ  และ
ฟีนอล จากทุกตัวอย่าง ปริมาณรวมของสารทั้ง 3 ชนิดที่พบในน�้ำ  0.73 - 2.54 ไมโครกรัมต่อลิตร ค่าเฉลี่ย เท่ากับ 1.41 
ไมโครกรัมต่อลิตร และในสารละลายกรดอะซิติกร้อยละ 4 โดยปริมาตร พบ 0.72 - 3.68 ไมโครกรัมต่อลิตร ค่าเฉลี่ยเท่ากับ  
1.58 ไมโครกรัมต่อลิตร ทั้ง 2 กรณีพบ พี-ที-บิวทิลฟีนอล  ปริมาณน้อยกว่าบีสฟีนอล เอ  และ ฟีนอล  เมื่อศึกษาเปรียบเทียบ
การแพร่จ�ำนวน 120 ครั้งในสภาวะอุณหภูมิต่างๆ จ�ำลองจากการใช้งาน พบว่าที่สภาวะอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที ใน autoclave มีการแพร่ของสารทั้ง 3 ชนิดมากกว่าที่สภาวะอื่น แสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิและระยะเวลาที่สัมผัสมีผล 
ต่อการแพร่ของสารมากกว่าปัจจยัอืน่ อย่างไรกต็ามปรมิาณสารทีพ่บทกุกรณตี�ำ่กว่าค่าก�ำหนด 2.5 มลิลกิรมัต่อลกูบาศก์เดซเิมตร 
(2,500 ไมโครกรัมต่อลิตร) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 295 (พ.ศ. 2548) มาก และปริมาณบีสฟีนอล เอ 
ที่พบก็ต�่ำกว่าค่ามาตรฐาน 30 ไมโครกรัมต่อลิตร ตามที่ก�ำหนดในมาตรฐานสหภาพยุโรป EN 14350-2 (2004)
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บทน�ำ

บีสฟีนอล เอ (Bisphenol A, BPA) สังเคราะห์มาจาก อะซิโตนกับฟีนอล (Phenol, PH) เป็นสาร 

เริ่มต้นในการผลิต อีพอคซี-เรซิน ที่ใช้เคลือบกระป๋องบรรจุอาหารและพลาสติกหลายชนิด เช่น พอลิคาร์บอเนต 

พอลิเอสเทอร์ พอลิซัลโฟน พอลิอะคริเลต เป็นต้น  บีสฟีนอล เอ มีโครงสร้างที่คล้ายกับฮอร์โมนเอสโตรเจน จัดเป็น

สารในกลุ่ม endocrine disruptor ที่อาจรบกวนการท�ำงานของฮอร์โมนเอสโตรเจนได้(1)  US EPA สรุปไว้ว่าจากการ

ศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่า บีสฟีนอล เอ มีผลกระทบต่อระบบสืบพันธ์ุ พัฒนาการ และการเจริญเติบโต ปริมาณ 

บีสฟีนอล เอ ที่สะสมในร่างกายของมนุษย์และในสิ่งแวดล้อมพบว่าต�่ำมากจนอาจจะไม่มีผลกระทบต่อสุขภาพ แต่อาจ

มีผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตในสิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตามผลกระทบที่เกิดจากการได้รับสารปริมาณน้อยยังไม่มีข้อสรุป(2)   

พอลิคาร์บอเนต มีลักษณะใส แข็งแรง ตกไม่แตก ทนความร้อนสูงได้ นิยมใช้ท�ำภาชนะบรรจุอาหาร ขวดน�้ำ ขวดนม 

และอุปกรณ์ต่างๆ จากความกังวลในอันตรายของ บีสฟีนอล เอ ท�ำให้หลายประเทศออกกฎหมายห้ามใช้สารนี้ในการ

ผลิตขวดนมส�ำหรับเด็กและทารกไว้ก่อน เนื่องจากทารกตอบสนองต่อการได้รับ บีสฟีนอล เอ มากกว่าผู้ใหญ่ เพราะ

ระบบต่างๆ ก�ำลังพัฒนาและทารกไม่สามารถก�ำจัดสารออกไปได้อย่างมีประสิทธิภาพ(2, 3, 4) แคนาดาเป็นประเทศแรก

ที่ได้ประกาศห้ามจ�ำหน่ายขวดนมที่มี บีสฟีนอล เอ ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2552 เนื่องจากพบว่าสารนี้ เป็นสารเคมีอันตราย 

ต่อส่ิงแวดล้อม และสขุภาพของมนษุย์แม้ในปรมิาณต�ำ่(5) คณะกรรมาธกิารกจิการนโยบายสาธารณสขุและผูบ้รโิภคของ

สหภาพยุโรปประกาศห้ามผลิตและจ�ำหน่ายขวดนมที่ท�ำจากพอลิคาร์บอเนตซึ่งมีบีสฟีนอล เอ ตั้งแต่วันที่ 1 มีนาคม 

2554 ด้วยหลัก precautionary principle(6) หลายประเทศในแต่ละภูมิภาค เช่น สหรัฐอเมริกาจ�ำนวน 9 รัฐ จีน 

มาเลเซีย แอฟริกาใต้ เกาหลีใต้ และสหรัฐอาหรับเอมิเรตส์ได้ประกาศห้ามผลิตและจ�ำหน่ายขวดนมที่ท�ำจาก 

พอลิคาร์บอเนตซึ่งมีบีสฟีนอล เอ อีกหลายประเทศใช้มาตรการความร่วมมือโดยสมัครใจระหว่างรัฐบาลและผู้จ�ำหน่าย

ในการทยอยเลกิใช้ขวดนมท่ีมี บสีฟีนอล เอ(7) ขณะที ่FAO/WHO ยงัไม่มข้ีอสรปุในการก�ำหนดค่าความปลอดภยัหรอื

มาตรการในการควบคมุเน่ืองจากพบว่ายงัขาดข้อมลูการศกึษาในสตัว์ทดลองทีม่กีารประเมนิความเสีย่งอย่างถูกต้องและ

เหมาะสม(8) ภายหลังการพิจารณาหลายครั้ง European Food Safety Authority (EFSA) ยังคงก�ำหนดปริมาณ

สูงสุดที่ยอมให้รับได้ต่อวัน (Tolerable Daily intake: TDI) เท่ากับ 0.05 mg/kg.bw/day(9)   แม้จากการศึกษา

จะพบว่าการแพร่ (migration) ของบีสฟีนอล เอ  ออกมาจากขวดนมที่ท�ำด้วยพอลิคาร์บอเนต อยู่ในเกณฑ์ที่ไม่เป็น

อันตรายเมื่อเปรียบเทียบกับค่า TDI(10, 11, 12) แต่อย่างไรก็ตามหลายหน่วยงานมีความเห็นว่าทารกและเด็กเล็ก ได้รับ 

บีสฟีนอล เอ ซึ่งมาจากภาชนะบรรจุและลงไปสู่อาหารมากกว่าจากแหล่งอื่น(2, 3) ดังนั้นหน่วยงานต่างๆ ที่ก�ำกับดูแล 

ด้านความปลอดภัยของผู้บริโภคยังคงติดตามและศึกษาวิจัยเกี่ยวกับแหล่งที่มา การได้รับสัมผัส และความเป็นพิษของ 

บีสฟีนอล เอ  ต่อไป 

จากการศึกษาในประเทศญี่ปุ่นพบสารอื่นแพร่ออกมาจากขวดนม นอกจากบีสฟีนอล เอ คือ ฟีนอล และ 

พ-ีท-ีบวิทลิฟีนอล (p-tert-bytylphenol, PTBP)(13) ญีปุ่น่จงึมข้ีอก�ำหนดปรมิาณการตกค้างของสารดงักล่าวรวมกนั

ในพลาสติกชนิดพอลิคาร์บอเนตไว้ไม่เกิน 500 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และปริมาณการแพร่ไม่เกิน 2.5 ไมโครกรัม 

ต่อมลิลิลติร(14) เช่นเดยีวกบัประกาศกระทรวงสาธารณสขุฉบบัที ่295 (พ.ศ. 2548) เรือ่ง ก�ำหนดคณุภาพหรอืมาตรฐาน

ของภาชนะบรรจุที่ท�ำจากพลาสติก(15) ในประเทศไทยยังไม่มีรายงานการส�ำรวจวิจัยปริมาณ บีสฟีนอล เอ ที่รวมฟีนอล 

และพี-ที-บิวทิลฟีนอล จากผลิตภัณฑ์พอลิคาร์บอเนต ขณะที่ประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 117 (พ.ศ. 2532) 

เรื่อง ขวดนม อนุญาตให้ใช้พอลิคาร์บอเนตผลิตขวดนมได้โดยไม่มีข้อก�ำหนดเกี่ยวกับบีสฟีนอล เอ(16) อย่างไรก็ตาม

ตั้งแต่ ปี พ.ศ. 2554 หน่วยงานที่เกี่ยวข้องได้พิจารณาในประเด็นเรื่องบีสฟีนอล เอ เพื่อทบทวนและปรับปรุงประกาศ

ฉบับนี้ จึงได้ท�ำการวิจัยเพ่ือศึกษาปริมาณ บีสฟีนอล เอ   ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล ที่แพร่จากขวดนมและ 
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ปรมิาณ บสีฟีนอล เอ ฟีนอล และพ-ีท-ีบวิทลิฟีนอลทีแ่พร่ออกมา	 อมุา  บรบิรูณ์ และคณะ

ภาชนะบรรจุอาหารส�ำหรับเด็กซ่ึงมีวางจ�ำหน่ายในท้องตลาด ท�ำการศึกษาเฉพาะชนิดพอลิคาร์บอเนตเนื่องจากใช ้

บีสฟีนอล เอ ในการผลิต โดยการตรวจยืนยันชนิดพลาสติกก่อนด้วย Infrared spectrum แล้วศึกษาการแพร่ของสาร

ทั้ง 3 ชนิดตามที่ก�ำหนดไว้ในประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 295 (พ.ศ. 2548)(15)  ให้ได้ข้อมูลการแพร่ของ 

บสีฟีนอล เอ และสารท่ีเกีย่วข้องเพ่ือยนืยนัและสนบัสนนุมาตรการควบคมุวสัดทุีใ่ช้ท�ำขวดนม ในการศกึษาตรวจวเิคราะห์

ปรมิาณสารด้วย HPLC ซึง่เป็นเครือ่งมือท่ีใช้ทัว่ไปและก�ำหนดไว้ในวธิ ีJETRO 2008(17) และ EN 14350-2:2004(18) 

ใช้ detector ชนิด fluorescence ซึ่งสามารถวิเคราะห์ปริมาณสารได้ต�่ำถึง 0.04 นาโนกรัม(19) เพิ่มขั้นตอนการเตรียม

สารละลายตัวอย่างให้บริสุทธิ์และเข้มข้นด้วย Solid-Phase Extraction (SPE) พัฒนามาจากวิธีของ Rykowska 

I, Szymanski A, and Wasiak W.(20)  เพื่อเพิ่มความไวของการวิเคราะห์ให้สามารถตรวจวัดสารปริมาณต�่ำได้ และ

ด้วยเหตุที่ขวดนมมีการใช้ซ�้ำๆ จนกระท่ังขวดแตก หรือเด็กเลิกรับประทานนมจากขวด ดังนั้น จึงท�ำการศึกษา 

เปรียบเทียบการใช้งานซ�้ำที่สภาวะอุณหภูมิต่างๆ เพื่อให้ได้ข้อมูลลักษณะการแพร่ของสารในช่วงอายุการใช้งาน และ

อาจน�ำข้อมูลไปใช้ประเมินความเสี่ยงของการได้รับสารเคมีเหล่านี้จากขวดนมเด็กได้ต่อไป 

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน : บีสฟีนอล เอ และฟีนอล ความบริสุทธิ์ร้อยละ 99.5 และพี-ที-บิวทิลฟีนอลความบริสุทธิ์

ร้อยละ 99.7 ผลิตภัณฑ์ Sigma Aldrich, สารเคมี : เมทานอล, แอซีโตน, ไดคลอโรมีเทน และแอซีโทไนไทรล ์ 

ชั้นคุณภาพ HPLC, สารเคมีอื่นชั้นคุณภาพส�ำหรับการวิเคราะห์ (AR grade) น�้ำที่ใช้คือน�้ำปราศจากไอออน 

(deionized water (DI)) กรดอะซิติกเข้มข้น (glacial acetic acid), น�้ำยาล้างขวดนม 

เครื่องมือและวัสดุอุปกรณ์

เครื่อง HPLC พร้อมด้วย fluorescence detector: Shimadzu LC-20 A   คอลัมน์ Luna C18, 

5 µm ขนาด 250 × 4.6 mm; mobile phase เป็นสารผสม แอซีโทไนไทรล์ : น�้ำ  อัตราส่วนเริ่มต้นที่ 30:70 

ความเร็ว 1 มิลลิลิตร/นาที เพิ่มอัตราส่วนขึ้นตามระบบ gradient จนได้อัตราส่วน 100:0 ที่ 30 นาที อุณหภูมิคอลัมน์ 

40 องศาเซลเซียส, detector ชนิด fluorescence ที่สภาวะ excite; 275 nm และ emission; 313 nm ปริมาตร 

ที่ฉีด 30 ไมโครลิตร ตรวจสอบความเหมาะสมของระบบเครื่อง (system suitability) ก่อนการใช้งาน, เครื่อง 

FT-IR: Perkin Elmer Spectrum 1000 พร้อมฐานข้อมูล Seatler polymer วัดที่ช่วงเลขคลื่น 4000 cm-1-400 

cm-1, resolution 4 cm-1, scan time 4, อ่างน�้ำร้อนชนิดควบคุมอุณหภูมิที่สามารถควบคุมอุณหภูมิได้ที่ 95 และ 

40 องศาเซลเซียส, เครื่องชั่ง 4 ต�ำแหน่ง, autoclave, vacuum pump, เยื่อกรองแบบ syringe filter  

ชนดิ regenerated cellulose 0.45 µm, 13 mm, SPE ชนดิ hydrophilic polymer ทีม่ ีsorbent เป็น polyamine-

divinylbenzene copolymer: VertiPak HCP ทีผ่่านการทดสอบประสทิธภิาพโดยพจิารณาจาก ร้อยละการกลบัคนื

ของ บีสฟีนอล เอ ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล ต้องไม่น้อยกว่าร้อยละ 80

ตัวอย่าง

ในเดือนเมษายน ถึง มิถุนายน 2554 เก็บตัวอย่างขวดนมและภาชนะบรรจุอาหารส�ำหรับเด็กจากร้านขายส่ง 

แผงลอย และซูเปอร์มาร์เกตในกรุงเทพมหานคร และจังหวัดนนทบุรีจ�ำนวน 35 ตัวอย่าง ส�ำหรับศึกษาการแพร่ 

รูปแบบที่ 1 ตัวอย่างขวดนมชนิดพอลิคาร์บอเนต ขนาด 8 ออนซ์   1 ตัวอย่าง จ�ำนวน 12 ขวด   เพื่อใช้ศึกษา 

การแพร่ซ�้ำที่สภาวะต่างๆ 4 สภาวะ ตามรูปแบบที่ 2 
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วิธีวิเคราะห์  

การตรวจเอกลักษณ์ชนิดวัสดุ

ตัดตัวอย่างพลาสติกส่วนที่ไม่มีลายและหมึกพิมพ์ขนาด 2 × 4 cm2 อัดให้บางด้วยความร้อนน�ำไปตรวจ 

IR Spectrum ด้วยเครื่อง FT-IR เปรียบเทียบ IR Spectrum ที่ได้กับฐานข้อมูล Seatler polymer 

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ บีสฟีนอล เอ ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล

การสร้างกราฟมาตรฐาน

เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม บีสฟีนอล เอ ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล  ความเข้มข้น 2, 5, 10, 15, 

20, 25 และ 30 ไมโครกรัมต่อลิตร : ชั่งสารมาตรฐาน บีสฟีนอล เอ ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล แต่ละชนิด 

0.0100 g ละลายในแอซีโทไนไทรล์ ปรบัปรมิาตรเป็น 100 มลิลลิติร ปิเปตสารละลายทีไ่ด้  ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ใส่ในขวด 

ปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย สารละลาย แอซีโตไนไทรล์ : น�้ำ (30:70) แล้วปิเปตสารละลายที่ได้  

ปริมาตร 0.02, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิลิตร ใส่ในขวดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตรแต่ละขวด 

ปรบัปรมิาตรด้วย สารละลายแอซโีตไนไทรล์ : น�ำ้ (30:70) น�ำไปวเิคราะห์ด้วยเครือ่ง HPLC และสร้างกราฟมาตรฐาน

โดยใช้ความสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นกบัพืน้ทีใ่ต้ peak ของสาร ค�ำนวณค่าสมัประสทิธิค์วามสมัพนัธ์ (correlation 

coefficient: r) ค่า r ต้อง ≥ 0.995 

     

การแพร่ (Migration) 

ใช้สภาวะการแพร่  2 รูปแบบดังนี้ 

(1)	 ตามสภาวะที่ก�ำหนดในมาตรฐานเรื่องขวดนม  

	 สารสกัดซึ่งเป็นตัวแทนอาหาร (food simulants) มี 2 ชนิดคือ น�้ำ แทนน�้ำนม และสารละลายกรด 

อะซิติก ร้อยละ 4 โดยปริมาตร (4% HOAc) แทนน�้ำผลไม้ ตัวอย่างชนิดพอลิคาร์บอเนตที่ผ่านการตรวจสอบยืนยัน

แล้ว ทุกตัวอย่างวิเคราะห์ ซ�้ำ 3 ครั้งติดกัน รายงานปริมาณสารจากค่าเฉลี่ย

	 การแพร่ด้วยน�้ำ : ล้างตัวอย่างให้สะอาดด้วยน�้ำยาล้างขวดนม ตามด้วย น�้ำประปา ผึ่งให้แห้ง ขวดนม 

ต้มในน�้ำเดือด 10 นาที กลั้วทิ้งด้วยน�้ำ  ผึ่งให้แห้งในที่ปลอดฝุ่น ภาชนะบรรจุอาหาร ลวกน�้ำเดือด กลั้วทิ้งด้วยน�้ำ  แล้ว

ผึ่งให้แห้งใส่น�้ำให้ถึงระดับบรรจุสูงสุดของภาชนะที่ระบุไว้ ปิดด้วยแผ่นกระจก น�ำไปแช่ในอ่างน�้ำร้อนควบคุมอุณหภูมิ

ไว้ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที   ถ่ายสารละลายออกจากตัวอย่างลงในขวดรูปชมพู่ปิดฝา วางทิ้งไว้ให้เย็น 

เติมกรดอะซิติกเข้มข้นในสารละลายตัวอย่างให้ได้ความเข้มข้นเป็นร้อยละ 4 โดยปริมาตร ก่อนน�ำไปผ่าน SPE

	 การแพร่ด้วย 4% HOAc ด�ำเนินการเช่นเดียวกับการแพร่ด้วยน�้ำ  แต่ไม่ต้องเติมกรดอะซิติก ก่อนน�ำ

ไปผ่าน SPE   

	 ทดสอบแบลงค์ โดยใช้ภาชนะแก้ว ด�ำเนินการเช่นเดียวกับตัวอย่าง

(2)	 ตามสภาวะเลยีนแบบการใช้งานของขวดนม ทีอ่ณุหภมูต่ิางๆ ในส่วนการแพร่ปฏบิตัเิช่นเดยีวกบัข้อ (1) 

ในส่วนการควบคุมอุณหภูมิแบ่งเป็น 4 สภาวะและให้มีระยะเวลาที่สัมผัส 2 ชั่วโมง (ตามข้อแนะน�ำของการเก็บน�้ำนม

ที่เตรียมแล้วซึ่งสามารถเก็บที่อุณหภูมิห้องได้ไม่เกิน 2 ชั่วโมง) ดังนี้

	 2.1	 ใส่น�้ำอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ไว้ 2 ชั่วโมง เพื่อเลียนแบบการเตรียม

น�้ำนมจากนมผงตามปกติ
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	 2.2	 ใส่ 4% HOAc อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ไว้ 2 ชั่วโมง  เพื่อเลียนแบบ

การใช้ใส่น�้ำผลไม้

	 2.3	 ใส่น�้ำเดือด (อุณหภูมิประมาณ 100 องศาเซลเซียส) แล้ววางไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

2 ชั่วโมง เพื่อเลียนแบบการเตรียมน�้ำนมที่ใช้น�้ำเดือดใส่ขวดไว้ก่อนวางไว้จนน�้ำอุ่นแล้วจึงใช้ชงนม

   	 2.4 	ใส่น�้ำให้ความร้อนใน autoclave ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น�ำออกมา 

วางไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง เพื่อเลียนแบบการเตรียมน�้ำนมและฆ่าเชื้อใน autoclave 

	 ทกุสภาวะท�ำการทดสอบซ�ำ้โดยด�ำเนนิการตัง้แต่ต้นจนจบต่อเนือ่งกนั 120 ครัง้ เกบ็สารละลายตวัอย่าง

จากครั้งที่ 1 ถึง 10 ต่อมาเก็บทุกๆ 5 ครั้งจนถึงครั้งที่ 120 น�ำมาตรวจวิเคราะห์ (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1  รูปแบบการศึกษา การแพร่ (Migration) ของขวดนมและภาชนะบรรจุอาหารส�ำหรับเด็ก

	 1	 ตามมาตรฐานขวดนม	 95 องศาเซลเซียส/30 นาที	 น�้ำ	 3

				    4% HOAc	 3

	 2	 เลียนแบบการใช้งาน			 

   		  2.1	 เตรียมนมวิธีปกติ	 40 องศาเซลเซียส/2 ชั่วโมง	 น�้ำ	 120

   		  2.2 เตรียมน�้ำผลไม้	 40 องศาเซลเซียส/2 ชั่วโมง	 4% HOAc	 120

   		  2.3 เตรียมนมโดย

     			  ใช้น�้ำเดือดใส่ขวดวางทิ้งไว้	 100 องศาเซลเซียส วางที่อุณหภูมิห้อง 	 น�้ำ	 120	

			   ให้เย็น	 2 ชั่วโมง	

   		  2.4	 เตรียมนมและฆ่าเชื้อใน	 100 องศาเซลเซียส/15 นาที/	 น�้ำ	 120

			   autoclave 	 วางที่อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง 

	รูปแบบ	 วิธีการ	 อุณหภูมิ/เวลา	 ตัวแทนอาหาร	
การท�ำซ�้ำ

					     (ครั้ง)

การท�ำให้บริสุทธิ์และเข้มข้นโดยผ่าน SPE

เตรยีม SPE ก่อนใช้งานโดย ผ่านสารละลายผสม แอซโีตไนไทรล์ : น�ำ้ (1:1) 5 มลิลลิติร ตามด้วยเมทานอล 

5 มิลลิลิตร และน�้ำ 15 มิลลิลิตร  แล้วใส่สารละลายตัวอย่าง  100 มิลลิลิตร  ให้ไหลผ่านจนหมด ใช้ vacuum pump 

สูบของเหลวที่ค้างอยู่ใน SPE ออกให้หมดเป็นเวลา 15 นาที elute ด้วย   เมทานอล 2.5 มิลลิลิตร กรองผ่านเยื่อกรอง 

วิเคราะห์ด้วย HPLC

การประกันคุณภาพ และประสิทธิภาพวิธีวิเคราะห์

วิธีนี้มีช่วงของการวัดด้วยเครื่อง HPLC อยู่ในระดับ 2-30 ไมโครกรัมต่อลิตร แต่ละสารมีขีดจ�ำกัดของ 

การตรวจพบ (Limit of detection, LOD) ใช้ค่าที่มี signal/noise มากกว่า 3 และขีดจ�ำกัดของการตรวจวัด 

เชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) ที่มี signal/noise มากกว่า 10 และมี % recovery, % RSD 

ตามเกณฑ์การยอมรับ ค่าที่ได้จากการอ่านเทียบกับกราฟมาตรฐานน�ำมาค�ำนวณกลับเป็นความเข้มข้นในสารละลาย

ตวัอย่าง (เม่ือผ่าน SPE แล้วจะมีความเข้มข้นขึน้ 40 เท่า) โดยมค่ีา LOD และ LOQ  เท่ากับ 0.05 ไมโครกรมัต่อลติร 

และ 0.12 ไมโครกรมัต่อลิตร ตามล�ำดบั จากการวเิคราะห์สารละลายตวัอย่างทีเ่ตมิสารมาตรฐานทัง้ 3 ชนดิ ความเข้มข้น
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ที่ระดับ 0.12, 0.75 และ 2.00 ไมโครกรัมต่อลิตร แต่ละระดับวิเคราะห์ 7 ซ�้ำ % recovery ของ ฟีนอล  บีสฟีนอล เอ 

และพี-ที-บิวทิลฟีนอล ค่าเท่ากับ  53-105, 102-105 และ 105-110% ตามล�ำดับ และ % RSD ที่ได้เท่ากับ 4-8, 

2.6-4.2 และ 2.0-3.7% ตามล�ำดับ การควบคุมคุณภาพในแต่ละชุดของการวิเคราะห์ ประกอบด้วยการวิเคราะห ์

แบลงค์ และตรวจสอบ % recovery โดยเติมสารมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้นช่วงกลางของกราฟมาตรฐาน ให้เป็น

ไปตามเกณฑ์ก�ำหนดคือ 80-110%

ผล

ตามสภาวะของเครื่อง HPLC ท่ีใช้วิเคราะห์ได้โครมาโตแกรม (chromatogram) ของสารมาตรฐาน 

ฟีนอล บีสฟีนอล เอ และพี-ที-บิวทิลฟีนอล แต่ละสารสามารถแยกกันได้ชัดเจนและ chromatogram ของตัวอย่าง

ไม่มี peak รบกวนที่ retention time (RT) ตรงกับสารมาตรฐาน (ภาพที่ 1) 

17

 
 
 

 
                                                                  (A) 

 
                                                                  (B) 
ภาพที่ 1   HPLC  chromatogram ของสารมาตรฐาน (A) และของตัวอยาง (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1   HPLC  chromatogram ของสารมาตรฐาน (A) และของตัวอย่าง (B)

 ผลการตรวจเอกลักษณ์ชนิดวัสดุโดย IR Spectrum จากจ�ำนวน 35 ตัวอย่างพบว่าเป็นพลาสติกชนิด 

พอลิคาร์บอเนต จ�ำนวน 32 ตัวอย่าง มีขวดนม 29 ตัวอย่าง ถ้วยหัดดื่ม 2 ตัวอย่าง และชาม 1 ตัวอย่าง ถ้วยหัดดื่ม  

3 ตัวอย่าง เป็นพลาสติกชนิด พอลิสไตรีน แสดง IR Spectrum (ภาพที่ 2)  
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  ภาพที่ 2  Infrared (IR) Spectrum ของพลาสติกชนิดพอลิคารบอเนต (PC) และพอลิสไตรีน (PS)                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PC

PS

ภาพที่ 2  Infrared (IR) Spectrum ของพลาสติกชนิดพอลิคาร์บอเนต (PC) และพอลิสไตรีน (PS)     

ขวดนมและภาชนะบรรจุอาหารส�ำหรับเด็กจ�ำนวน 32 ตัวอย่างที่ท�ำด้วยพอลิคาร์บอเนต ระบุประเทศที่ผลิต

เป็นประเทศไทยและผู้ผลิตจ�ำนวน 18 ตัวอย่าง จากผู้ผลิตจ�ำนวน 6 บริษัท ระบุประเทศที่ผลิตเป็นประเทศไทย 

แต่ไม่ระบุผู้ผลิตจ�ำนวน 7 ตัวอย่าง ไม่แจ้งข้อมูลใดๆ จ�ำนวน 7 ตัวอย่าง ผลการแพร่ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

30 นาท ีพบสารท้ัง 3 ชนิดรวมกนัปรมิาณต�ำ่สดุ-สงูสดุ เป็น  0.73 – 2.54 ไมโครกรมัต่อลติร มค่ีาเฉลีย่ 1.41 ไมโครกรมั

ต่อลิตร และใน 4% HOAc พบอยู่ในช่วง 0.72 – 3.68 ไมโครกรัมต่อลิตร มีค่าเฉลี่ย 1.58 ไมโครกรัมต่อลิตร 

(ตารางที่ 2)   

ตารางที ่2   ปรมิาณการแพร่โดยรวมของสารทัง้ 3 ชนดิ  จากขวดนมและภาชนะบรรจอุาหารของเดก็ชนดิพอลคิาร์บอเนต 

ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 นาที 

		
	

		  ปริมาณ ฟีนอล, บีสฟีนอล เอ และพี-ที-บิวทิลฟีนอล
					     (ไมโครกรัมต่อลิตร)

					     ในน�้ำ	 ใน 4% HOAc

				    ต�่ำสุด - สูงสุด	 เฉลี่ย	 ต�่ำสุด – สูงสุด	 เฉลี่ย

ประเทศไทย	 บริษัท ก	 ขวดนม	 3	 0.73 - 1.28	 1.03	 0.72 - 2.08	 1.26

			   ถ้วยหัดดื่ม	 1	 -2.35-	 2.35	 -1.96-	 1.96

			   ชาม	 1	 -1.27-	 1.27	 -1.97-	 1.97

		  บริษัท ข	 ขวดนม	 5	 0.74-2.43	 1.41	 1.11-1.84	 1.43

		  บริษัท ค	 ขวดนม	 3	 1.13-1.50	 1.32	 0.79-2.47	 1.64

			   ถ้วยหัดดื่ม	 1	 -1.69-	 1.69	 -1.74-	 1.74

		  บริษัท ง	 ขวดนม	 1	 -0.77-	 0.77	 -0.76-	 0.76

		  บริษัท จ	 ขวดนม	 2	 1.21-1.24	 1.22	 1.81-1.93	 1.87

		  บริษัท ฉ	 ขวดนม	 1	 -1.31-	 1.37	 -1.09-	 1.09

		  -ไม่แจ้ง-	 ขวดนม	 7	 0.84-2.05	 1.52	 0.84-2.43	 1.70

-ไม่แจ้ง-	 -ไม่แจ้ง-	 ขวดนม	 7	 0.92-2.54	 1.56	 0.74-3.68	 1.94

รวม				    32	 0.73-2.54	 1.41	 0.72-3.68	 1.58

ประเทศ
ที่ผลิต

  ผู้ผลิต	      ประเภท จ�ำนวน
(ตัวอย่าง)
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การแพร่ของสารแต่ละชนิดในน�้ำดังนี้ ฟีนอล พบอยู่ในช่วง  0.2 – 1.8  ไมโครกรัมต่อลิตร ค่าเฉลี่ย  0.63 

ไมโครกรัมต่อลิตร บีสฟีนอล เอ พบอยู่ในช่วง 0.36 – 0.95 ไมโครกรัมต่อลิตร ค่าเฉลี่ย 0.61 ไมโครกรัมต่อลิตร  และ 

พี-ที-บิวทิลฟีนอล อยู่ในช่วง <0.12 - 0.62 ไมโครกรัมต่อลิตร ค่าเฉลี่ย 0.19 ไมโครกรัมต่อลิตร การแพร่ใน 4% 

HOAc พบ ฟีนอล อยู่ในช่วง  0.16 – 2.73 ไมโครกรัมต่อลิตร ค่าเฉลี่ย 0.90 ไมโครกรัมต่อลิตร ปริมาณบีสฟีนอล เอ 

อยู่ในช่วง 0.23 – 0.80 ไมโครกรัมต่อลิตร ค่าเฉลี่ย 0.41 ไมโครกรัมต่อลิตร พี-ที-บิวทิลฟีนอล ตรวจไม่พบ 

2 ตัวอย่าง ส�ำหรับตัวอย่างที่พบปริมาณอยู่ในช่วง 0.19  – 0.60 ไมโครกรัมต่อลิตร ค่าเฉลี่ย  0.36 ไมโครกรัมต่อลิตร 

(ตารางที่ 3)  

ตารางที่ 3 ปริมาณการแพร่ของสารแต่ละชนิด จากขวดนมและภาชนะบรรจุอาหารของเด็กชนิด พอลิคาร์บอเนต 

ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 นาที

ฟีนอล		  0.2 – 1.8	 0.63	 0.16 – 2.73	 0.90

บีสฟีนอล เอ		  0.36 – 0.95	 0.61	 0.23 – 0.80	 0.41

พี-ที-บิวทิลฟีนอล 	 <0.12 – 0.62	 0.19	 0.19 – 0.60	 0.36

	

สาร

			      ปริมาณ (ไมโครกรัมต่อลิตร)

			   ในน�้ำ			   ใน 4% HOAc

		  ต�่ำสุด - สูงสุด	 เฉลี่ย	 ต�่ำสุด – สูงสุด	 เฉลี่ย

ศึกษาการแพร่ของ บีสฟีนอล เอ ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล จากขวดนมที่สภาวะต่างๆ เลียนแบบ 

การใช้งานโดยทดสอบต่อเนื่อง 120 ครั้ง ได้ผลดังนี้ สภาวะที่ 1. ใส่น�้ำที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ควบคุมอุณหภูมิ 

นี้ไว้ 2 ชั่วโมง การแพร่ของสารทั้ง 3 ชนิด ไม่พบ-0.83 ไมโครกรัมต่อลิตร สภาวะที่ 2. ใส่ 4% HOAc ที่อุณหภูมิ  

40 องศาเซลเซียส ควบคุมอุณหภูมิน้ีไว้ 2 ชั่วโมง การแพร่ของสาร ไม่พบ-0.51 ไมโครกรัมต่อลิตร สภาวะที ่

3. ใส่น�้ำเดือดแล้ววางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง การแพร่ของสาร ไม่พบ-0.42 ไมโครกรัมต่อลิตร สภาวะที่  

4. ใส่น�้ำให้ความร้อนใน autoclave ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้ววางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

2 ชั่วโมง พบการแพร่ของสารปริมาณอยู่ในช่วง 0.26 - 4.56 ไมโครกรัมต่อลิตร ปริมาณการแพร่ของสารโดยรวม  

(รูปที่ 3)
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ปรมิาณ บสีฟีนอล เอ ฟีนอล และพ-ีท-ีบวิทลิฟีนอลทีแ่พร่ออกมา	 อมุา  บรบิรูณ์ และคณะ

วิจารณ์

วิธีวิเคราะห์บีสฟีนอล เอ  ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล  ที่แพร่ออกมาจากพลาสติกชนิดพอลิคาร์บอเนต 

โดย HPLC ที่มี fluorescence detector เตรียมสารละลายให้บริสุทธิ์และเข้มข้นด้วย SPE ชนิด polyamine-

divinylbenzene copolymer สามารถวิเคราะห์และวัดปริมาณสารทั้ง 3 ชนิด ได้ในระดับไมโครกรัมต่อลิตร (ppb) 

โดยแต่ละสารมี LOD และ LOQ เมื่อค�ำนวณเป็นความเข้มข้นต่อสารละลายตัวอย่างเท่ากับ 0.05 ไมโครกรัมต่อลิตร

และ 0.12 ไมโครกรัมต่อลิตรตามล�ำดับ

พลาสติกที่ใช้ท�ำขวดนมและภาชนะบรรจุอาหารทั้ง 35 ตัวอย่าง ลักษณะของพลาสติกที่มองเห็นเหมือนกัน

แยกไม่ออก แต่เมื่อตรวจวิเคราะห์ IR Spectrum ด้วยเครื่อง FT-IR พบว่าขวดนมทุกตัวอย่างเป็นพลาสติกชนิด 

พอลิคาร์บอเนต ส่วนภาชนะบรรจุอาหารอื่น เช่น ถ้วยหัดดื่มและชาม มีทั้งพลาสติกชนิดพอลิคาร์บอเนตและ 

พอลิสไตรีน ซึ่งทนความร้อนได้ต�่ำกว่า  ตัวอย่างที่เก็บมามีทั้งระบุผู้ผลิต ประเทศที่ผลิต หรืออย่างใดอย่างหนึ่ง หรือไม่

แจ้งข้อมูลใดๆ เมื่อน�ำมาศึกษาเฉพาะตัวอย่างชนิดพอลิคาร์บอเนตพบว่า ค่าเฉลี่ยของปริมาณ บีสฟีนอล เอ ฟีนอล  

และ พี-ที-บิวทิลฟีนอล ที่แพร่ลงสู่ตัวแทนอาหารทั้ง 2 ประเภทคือ น�้ำ แทนน�้ำนม และ 4% HOAc แทนน�้ำผลไม้ 

ไม่แตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบระหว่างแหล่งผลิต และตัวแทนอาหารทั้ง 2 ประเภท และพบปริมาณน้อยไม่เกินค่า

ก�ำหนดในประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 295 (พ.ศ. 2548) ซึ่งก�ำหนดปริมาณ บีสฟีนอล เอ รวมฟีนอล และ 

พี-ที-บิวทิลฟีนอล ที่แพร่จากพลาสติกบรรจุอาหารทั่วไปชนิดพอลิคาร์บอเนตไว้ไม่เกิน 2.5 มิลลิกรัมต่อลูกบาศก์

ภาพที่ 3   ปริมาณรวมการแพร่ของ บีสฟีนอล เอ ฟีนอล  และพี-ที-บิวทิลฟีนอล  จากขวดนมที่สภาวะต่างๆ 4 สภาวะ 

ดังนี้ (สุ่มวิเคราะห์จากการแพร่ครั้งที่ 1 ถึง 10 และทุกๆ 5 ครั้งถึงครั้งที่ 120) 1. ใส่น�้ำที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

ควบคุมอุณหภูมินี้ไว้ 2 ชั่วโมง 2. ใส่ 4% HOAc ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ควบคุมอุณหภูมินี้ไว้ 2 ช่ัวโมง 

3. ใส่น�ำ้เดอืด แล้ววางท้ิงไว้ท่ีอณุหภมิูห้อง 2 ชัว่โมง  4. ใส่น�ำ้ให้ความร้อนใน autoclave ทีอ่ณุหภมู ิ100 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาทีแล้ววางทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง
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Migration of BAP, PH and PTBP Under Various Conditions	        Uma  Boriboon et al.

เดซิเมตร (2,500 ไมโครกรัมต่อลิตร)(16)  ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในประเทศญี่ปุ่น(13)  การศึกษานี้พบฟีนอลที่แพร่

ลงใน 4% HOAc   สูงกว่าในน�้ำ  ขณะที่พบบีสฟีนอล เอ ในน�้ำมากกว่าใน 4% HOAc และพบพี-ที-บิวทิลฟีนอล 

มีปริมาณน้อยกว่า ฟีนอล   และบีสฟีนอล เอ ในตัวแทนอาหารทั้ง 2 ประเภท แม้ว่าประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

ฉบับที่ 117 (พ.ศ. 2532) เรื่อง ขวดนม ไม่ได้ก�ำหนดปริมาณการแพร่ของบีสฟีนอล เอ ไว้(15) แต่กลุ่มประเทศยุโรป 

เคยมีการก�ำหนดปริมาณการแพร่ของบีสฟีนอล เอ ตาม European standard EN 14350-2 (2004) ไม่เกิน 30 

ไมโครกรมัต่อลติร(18) ต่อมาในปี ค.ศ. 2011 ได้ประกาศห้ามใช้ บสีฟีนอล เอ ในการผลติขวดนมส�ำหรบัเดก็(6)   อย่างไร

กต็ามผลการศกึษาครัง้นีป้รมิาณการแพร่ของ บสีฟีนอล เอ ทีพ่บแม้จะต�ำ่กว่าค่ามาตรฐานมากแต่มกีารแพร่ออกมาจาก

ทกุตวัอย่าง ซึง่สอดคล้องกบัผลการศกึษา migration จากพลาสตกิชนดิพอลคิาร์บอเนตในการศกึษาอืน่ ถงึแม้ว่าแต่ละ

การศึกษาจะมีวิธีด�ำเนินการ เครื่องมือที่ใช้วิเคราะห์ อุณหภูมิ  หรือเวลา ที่ใช้ทดสอบแตกต่างกันออกไป(10, 11, 21)

ผู้บริโภคมักท�ำความสะอาดขวดนมตามวิธีที่ผู้ผลิตแนะน�ำ คือล้างด้วยน�้ำยาล้างขวดนม ตามด้วยน�้ำสะอาด  

ต้มในน�้ำเดือดเป็นเวลา 5-10 นาที แล้วจึงใช้ชงนม หรือใส่อาหารอื่นเช่นน�้ำผลไม้   ในชีวิตประจ�ำวันการใช้ขวดนม 

จะใช้ซ�้ำๆ จนกระทั่งขวดแตก หรือเด็กเลิกรับประทานนมจากขวด การทดสอบเพื่อให้ใกล้เคียงกับการใช้งานจริงมี 4 

สภาวะดังนี้ ในสภาวะที่ 1. จ�ำลองการใช้งานที่มีการปฏิบัติมากกว่าสภาวะอื่นๆ ซึ่งเป็นการเตรียมนมในน�้ำอุ่น สามารถ

เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องได้ไม่เกิน 2 ชั่วโมง กรณีที่รับประทานไม่หมดจะเก็บไว้ในตู้เย็น ก่อนให้เด็กรับประทานอีกจะน�ำ

มาอุ่นซ�้ำ การทดสอบใส่น�้ำอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสคงอุณหภูมิไว้ 2 ชั่วโมงนับว่าเป็นสภาวะที่รุนแรงกว่าการใช้งาน

จรงิ แต่พบว่ามกีารแพร่ของสารออกมาน้อยมากแม้ทดสอบไปถงึ 120 ครัง้แล้วกต็าม เช่นเดยีวกบัสภาวะที ่2. ซึง่จ�ำลอง

การใช้ใส่น�้ำผลไม้เพื่อให้เด็กดูดจากขวด ผลการแพร่ออกมาของสารไม่แตกต่างจากสภาวะแรก ในสภาวะที่ 3. จ�ำลอง

การเตรียมนมโดยใช้น�้ำเดือดเทใส่ขวดนมวางทิ้งไว้จนเย็นเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ผลการทดสอบพบว่าปริมาณสารที่แพร่

ออกมาไม่ได้แตกต่างจาก 2  สภาวะข้างต้น ขณะที่เมื่อเตรียมนมตามสภาวะที่ 4. โดยการให้ความร้อนใน autoclave 

ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ซึ่งมีการใช้วิธีนี้ตามโรงพยาบาลเพื่อเป็นการฆ่าเช้ือโรคที่อาจม ี

ปนเปื้อนอยู่ในอาหารนมของเด็ก  แล้ววางทิ้งไว้ให้เย็น 2 ชั่วโมง ผลการศึกษาพบการแพร่ของสารทั้ง 3 ชนิด ออกมา

มากกว่าสภาวะอื่นอย่างเห็นได้ชัด นอกจากนี้เมื่อทดสอบต่อเนื่องไปถึง 120 ครั้ง พบว่าปริมาณการแพร่ของสารมี 

แนวโน้มที่สูงขึ้นกว่าสภาวะการทดสอบอื่นๆ ลักษณะการแพร่ของสารในภาพรวมช่วงแรก มีปริมาณมากแค่ช่วงสั้นๆ 

ต่อมาปรมิาณการแพร่แกว่งตวัข้ึนลงจนกระท่ังในช่วงปลายมแีนวโน้มของการแพร่ทีเ่พิม่ขึน้ นกัวจิยัได้อธบิายกระบวนการ

แพร่ของบสีฟีนอล เอ ไว้ว่าการแพร่ทีเ่กดิขึน้มาจากสารซึง่หลงเหลอืตกค้างในพลาสตกิจากการท�ำปฏกิริยิาทีไ่ม่สมบรูณ์ 

ประกอบกับมีการแตกสลายของพลาสติกด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) โดยปัจจัยด้านอุณหภูมิ ระยะเวลา

ใช้งาน และความเป็นกรด-ด่างของอาหารท่ีบรรจ ุแต่ละปัจจยัดงักล่าวจะมผีลเสรมิกนั เมือ่สมัผสักบัความร้อนเป็นเวลา

นานพลาสติกจะเกิดการเสื่อมสภาพท�ำให้สารแพร่ออกมาได้มากขึ้น(3, 10) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่าขณะที่ท�ำให ้

ขวดนมแห้งถ้ามีน�้ำยาล้างขวดนมซึ่งเป็นด่างตกค้างอยู่ที่ผิวขวดจะท�ำให้มีบีสฟีนอล เอ เกิดขึ้นมารวมที่ผิวขวด และ 

แพร่ออกมาได้ในปรมิาณท่ีสงูกว่าปกติ(12) ผลการศกึษาสภาวะการใช้งานซ�้ำในครัง้นี ้แสดงให้เหน็ว่าอณุหภมูสิงูและระยะ

เวลาที่สัมผัสกับอุณหภูมิเป็นปัจจัยส�ำคัญท่ีท�ำให้สารสามารถแพร่ออกมาได้มากกว่า ปัจจัยด้านจ�ำนวนครั้งที่ผ่าน 

การใช้งาน ไม่เฉพาะ บีสฟีนอล เอ  แต่ทั้ง ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล ก็มีผลเหมือนกัน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา

โดย Maragou NC et al. และ Kubwabo C et al. ที่พบว่าอุณหภูมิมีผลต่อการแพร่ของบีสฟีนอล เอ มากกว่า 

ปัจจัยอื่น(11, 22)  

ปริมาณ บีสฟีนอล เอ ที่พบต�่ำกว่าค่ามาตรฐานตามที่ก�ำหนดใน EN 14350-2 (2004) (30 ไมโครกรัม 

ต่อลิตร)(18) เมื่อรวมกับ ฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล แล้ว ปริมาณที่พบก็ยังต�่ำกว่าค่าที่ก�ำหนดตามประกาศ 

กระทรวงสาธารณสุขฉบับท่ี 295 (พ.ศ. 2548) (2,500 ไมโครกรัมต่อลิตร)(16) มาก จากการค�ำนวณปริมาณ 
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ปรมิาณ บสีฟีนอล เอ ฟีนอล และพ-ีท-ีบวิทลิฟีนอลทีแ่พร่ออกมา	 อมุา  บรบิรูณ์ และคณะ

บีสฟีนอล เอ ที่สามารถยอมให้พบได้ในอาหารของเด็กโดยอิงกับค่า TDI ได้เท่ากับ 300 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

(50 µg (TDI) × 6 kg bw (น�้ำหนักตัว เด็กอายุ 0-6 เดือน)/1 kg (ปริมาณการบริโภคต่อวัน) ซึ่งสูงกว่าปริมาณ

การแพร่ของสารทั้ง 3 ชนิดรวมกันมาก อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่า FAO/WHO ยังไม่มีข้อสรุปในการก�ำหนดค่าความ

ปลอดภัยหรือมาตรการในการควบคุมเนื่องจากพบว่ายังขาดข้อมูลการศึกษาในสัตว์ทดลองที่มีการประเมินความเสี่ยง

อย่างถูกต้องและเหมาะสม และยังต้องศึกษาความเป็นพิษในปริมาณน้อยต่อไป(8) แต่หลายประเทศได้ประกาศห้าม 

หรือโดยมาตรการสมัครใจในการไม่ผลิตหรือจ�ำหน่ายขวดนมที่ท�ำจากพอลิคาร์บอเนต ซึ่งมีสารบีสฟีนอล เอ เป็นส่วน

ประกอบไปแล้ว ขณะท่ีท�ำการศกึษาประเทศไทยยงัไม่ได้ประกาศห้ามการใช้ขวดนมชนดิพอลคิาร์บอเนต แต่จากผลการ

ศึกษาแสดงให้เห็นว่ามีการแพร่ออกมาของ บีสฟีนอล เอ รวมทั้งฟีนอล และพี-ที-บิวทิลฟีนอล จากทุกตัวอย่างที่ตรวจ

วิเคราะห์ อีกทั้งมีการศึกษาใหม่ที่พบการมีผลกระทบต่อสัตว์ทดลองของบีสฟีนอล เอ ที่ปริมาณต�่ำกว่าค่า TDI(23)

จงึเป็นเหตผุลท่ีสนับสนุนในการทบทวนมาตรฐานหรอืกฎหมายทีเ่ก่ียวข้องกับขวดนมเดก็ให้ทนัต่อสถานการณ์ เช่นเดยีว

กับประเทศอื่นๆ   ขณะเดียวกันผู้บริโภคส่วนใหญ่ได้เลิกใช้ขวดนมประเภทนี้ไปแล้ว และมีขวดนมที่ท�ำจากวัสดุอื่น 

เริม่วางจ�ำหน่ายในท้องตลาด ทดแทนขวดนมชนดิพอลคิาร์บอเนตแพร่หลายมากขึน้ จงึควรมกีารศกึษาส�ำรวจชนดิวสัดุ

ที่น�ำมาใช้รวมทั้งการแพร่ของสารเคมีเมื่อน�ำมาใช้งานต่อไป

สรุป

จากการศึกษาวิจัยในระหว่างปี พ.ศ. 2554 พบว่าขวดนมที่วางจ�ำหน่ายในท้องตลาดส่วนใหญ่ท�ำด้วย 

พอลิคาร์บอเนต มภีาชนะบรรจอุาหารของเดก็เพยีงส่วนน้อยท�ำด้วยพอลสิไตรนี ปรมิาณ บสีฟีนอล เอ รวมฟีนอล  และ 

พี-ที-บิวทิลฟีนอล ที่แพร่ออกมาไม่แตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบระหว่างแหล่งผลิต และพบว่าทุกตัวอย่างมีการแพร่

ของสารทั้ง 3 ชนิดรวมกันแล้วมีปริมาณต�่ำกว่าค่าก�ำหนดในประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 295 (พ.ศ. 2548) 

มากกว่า 1,000 เท่า ขณะที่การแพร่ออกมาของ บีสฟีนอล เอ พบปริมาณต�่ำมากเช่นเดียวกับการศึกษาอื่นๆ 

ในต่างประเทศ  การทดสอบโดยจ�ำลองสภาวะการใช้งานพบว่า อุณหภูมิและระยะเวลาที่สัมผัสโดยเฉพาะที่อุณหภูมิสูง

มีผลต่อการแพร่ของสารทั้ง 3 ชนิดอย่างเห็นได้ชัด และมีความสอดคล้องกับการศึกษาในต่างประเทศซึ่งได้ให้ข้อสรุป

ไว้ว่า ปัจจัยส�ำคัญในการแพร่ออกมาของสารเคมีจากพลาสติกคืออุณหภูมิ และระยะเวลาที่สัมผัสของสารกับพลาสติก 

ข้อมูลเหล่านี้จะเป็นประโยชน์ ในการก�ำหนดมาตรการต่างๆ ทางด้านกฎหมาย และข้อบังคับของการใช้ขวดนมชนิด 

พอลิคาร์บอเนตต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณผู้อ�ำนวยการส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ที่ให้การสนับสนุนการท�ำวิจัยในครั้งนี้ และ

เจ้าหน้าที่ฝ่ายวัสดุสัมผัสอาหารทุกท่านที่ทุ่มเทเวลาช่วยให้งานวิจัยส�ำเร็จลุล่วง
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Migration of BAP, PH and PTBP Under Various Conditions	        Uma  Boriboon et al.

A Study of  the Migration of  Bisphenol A, 

Phenol and P-tert-Butylphenol   

from Polycarbonate Child Utensils under 

Various Conditions

Uma  Boriboon  Sasitorn  Homdumrongvong  and  Passarin  Saysuwary
Bureau of Quality and Safety of Food,  Department of  Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 

11000, Thailand.

ABSTRACT   Bisphenol A belongs to a group of endocrine disruptors with potential adverse effects 
on the reproductive system, development and growth was observed in exposed experimental animals. 
Due to the use of bisphenol A as a base substance in the manufacture of polycarbonate (PC), consumers 
are concerned about the health impacts of its migration. This study was conducted to observe the migration 
of bisphenol A, phenol and p-tert-butylphenol from PC child utensils. Furthermore, the migration was 
performed under various conditions that reflected realistic conditions of use. During the year 2011, a total 
of 32 child utensils with a focus on PC were collected in Bangkok and Nonthaburi provinces. Migration 
tests were conducted at 95 ํC for 30 minutes using water and 4% acetic acid solution as  food simulant.  
The sample solutions were cleaned up and concentrated using solid-phase extraction (SPE).  
The determination of migrants in the simulant was carried out using HPLC-FL. The migration of  
bisphenol A, phenol and p-tert-butylphenol were found in all samples. Their contents  in water ranged 
from 0.73 - 2.54 µg/L, with a mean level of 1.41 µg/L, and the migrants in 4% acetic acid solution 
ranged from 0.72 - 3.68 µg/L, with a mean level of 1.58 µg/L.  From both food simulants, the levels of 
p-tert-butylphenol migration were lower than bisphenol A and phenol. When comparing the amounts 
of migration under various test conditions performed on 120 cycles, it was observed that at 100 ํ C for 
15 minutes, under autoclave condition the levels of migrations were higher than other test conditions.  
The migration of substances significantly increased with higher temperatures and contact periods.  
However, the levels of bisphenol A, phenol and p-tert-butylphenol migrating from PC child utensils  were far  
below the restriction limit (2,500 µg/L) set by the ‘Notification of the ministry of Public Health No 295’  
( BE 2548) and bisphenol A levels were also lower than the limit level (30 µg/L) pertaining to ‘European 
standard EN14350-2’ (2004).   

Key words: bisphenol A, phenol, p-tert-butylphenol, PC child utensil, migration, HPLC



นิพนธ์ต้นฉบับ	 	 ว กรมวิทย พ 2558; 57 (3) : 219-232

219วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2558

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์และการลดปริมาณสารรม

เมทิลโบรไมด์ในรูปของโบรไมด์อนินทรีย์ทั้งหมด 

ในข้าวสารโดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี

วีรวุฒิ  วิทยานันท์  และวิชาดา  จงมีวาสนา
ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

Accepted for publication, 19 March 2015

บทคัดย่อ  เมทิลโบรไมด์เป็นสารรม (Fumigant) ตัวหนึ่งที่นิยมน�ำมาใช้ในการเก็บรักษาข้าวสารทั้งก่อนและหลังบรรจุถุง 

ก่อนน�ำออกจ�ำหน่ายเพื่อก�ำจัดแมลงและศัตรูพืช เมื่อมีการรมซ�้ำหลายครั้งจะท�ำให้เกิดการตกค้างของสารดังกล่าวในรูปของ

โบรไมด์อนินทรีย์ (inorganic bromide) จึงได้พัฒนาวิธีที่ปรับปรุงจาก Stijve method ให้ใช้วิเคราะห์ปริมาณทั้งหมด

ของโบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวสารเพ่ือตรวจสอบคุณภาพข้าวสารที่ผ่านการรมสารดังกล่าว โบรไมด์อนินทรีย์ในตัวอย่างข้าวสาร 

ที่บดแล้วจะสามารถละลายออกมาในน�้ำที่มีสภาวะเป็นกรด และท�ำปฏิกิริยากับ propylene oxide ท�ำให้เป็นอนุพันธ์  

1-bromopropane-2-ol และ 2-bromopropane-1-ol แล้วสกดัให้อยูใ่นส่วนของตวัท�ำละลายอนิทรย์ีเพือ่ตรวจปรมิาณด้วย

เครือ่งแก๊สโครมาโทกราฟีชนดิไมโครอซีดี ี(GC-µECD) สามารถตรวจวดัสารโบรไมด์อนนิทรย์ีโดยมขีดีจ�ำกดัของการตรวจพบ 

(limit of detection, LOD) และขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) ที่ 2 และ 5 มิลลิกรัม 

ต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ โดยความแม่น (accuracy) แสดงด้วยค่าเฉลี่ยของ %recovery ที่ระดับ 5, 25 และ 50 มิลลิกรัมต่อ

กโิลกรมั เมือ่วเิคราะห์แบบใช้สารมาตรฐานภายนอก (external standard calibration) เท่ากบั 96.9, 93.4 และ 94.3% ตาม

ล�ำดบั และเมือ่ใช้ 3-bromopropane-1-ol ในการวเิคราะห์แบบใช้สารมาตรฐานภายใน (internal standard calibration) 

เท่ากับ 94.5, 89.2 และ 86.9% ตามล�ำดับ มีความเที่ยงแสดงด้วยค่า HORRAT น้อยกว่า 2 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ ผลการ

วิเคราะห์ที่ระดับ LOQ ทั้งสองกรณีไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (∝ = 0.5) มีความ

เป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (linearity and working range) ในช่วง 5-75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสมัพนัธ์ของเปียร์สนั (r) เท่ากบั 0.999 วธิทีีพ่ฒันาขึน้จงึมคีวามเหมาะสมทีจ่ะน�ำมาใช้ในการตรวจวเิคราะห์ในห้องปฏบิตักิาร 

และสามารถรองรับค่ามาตรฐานตามค่าก�ำหนดของคณะกรรมาธิการอาหารระหว่างประเทศ (CODEX) และประกาศ 

กระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 361) พ.ศ. 2556 เรื่องอาหารที่มีสารพิษตกค้างที่ 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
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บทน�ำ

เมทลิโบรไมด์เป็นสารรม (fumigant) ชนดิหนึง่ทีเ่ริม่มรีายงานการใช้งานครัง้แรกเมือ่ พ.ศ. 2475 ทีป่ระเทศ

ฝรั่งเศส(1) เนื่องจากมีสภาวะเป็นก๊าซที่อุณหภูมิปกติ ไม่มีสีและกลิ่น ไม่ติดไฟ ไม่ระเบิด มีความสามารถแทรกซึมสูง 

รวดเร็วและทั่วถึง จึงนิยมใช้ป้องกันและก�ำจัดแมลงและสัตว์ได้ในทุกระยะการเติบโตใช้ฉีดพ่นดินในขั้นตอน 

การเพาะปลูกและใช้รมผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรในขั้นตอนการเก็บรักษา ก่อนการขนส่งและการจัดจ�ำหน่ายผลิตภัณฑ์ 

เช่น อาหารและเฟอร์นิเจอร์ และใช้รมโครงสร้างไม้ก่อนการปลกูสร้างอาคารเพือ่ป้องกนัแมลงกดักนิเนือ้ไม้(2. 3) อนัตราย

ต่อคนจะเกิดจากการหายใจท�ำความระคายเคืองต่อปอดและเป็นพิษต่อระบบประสาท ในระยะสั้นจะมีอาการ ได้แก่  

ปวดหัว คลื่นไส้ อาเจียน การเป็นพิษอย่างเฉียบพลันท�ำให้เป็นอัมพาต ชัก หากอาการรุนแรงอาจถึงแก่ชีวิต(4, 5, 6, 7)

ประเทศไทยน�ำเข้าเมทิลโบรไมด์ (สารเดี่ยว) และในรูปสารผสมของเมทิลโบรไมด์กับคลอโรพิคริน  

(methyl bromide+chloropicrin) ในช่วง พ.ศ. 2550-2555 ปริมาณเฉลี่ย 357.69 และ 103.85 ตันต่อปีตามล�ำดับ 

ซึ่งสารดังกล่าวถูกจัดให้เป็นวัตถุอันตรายชนิดที่ 3 ตามพระราชบัญญัติวัตถุอันตรายควบคุมโดยกรมวิชาการเกษตร(8) 

และเป็นสารพิษตกค้างจากวัตถอุนัตรายทางการเกษตรในอาหารทีร่ะบใุนบญัชีหมายเลข 1 ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ 

(ฉบับที่ 361) พ.ศ. 2556 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกค้าง (ฉบับที่ 2)(9) แต่เนื่องจากประเทศไทยได้ให้สัตยาบันเข้าร่วม

เป็นภาคีสมาชิกพิธีสารมอนทรีออล (Montreal Protocol) ว่าด้วยการปกป้องชั้นบรรยากาศโอโซนเมื่อปี พ.ศ. 2532 

ท�ำให้ต้องปฏิบัติตามพันธกรณี คือ ควบคุมปริมาณการน�ำเข้าสารเมทิลโบรไมด์ ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545 ไม่ให้เกินระดับ 

ค่าเฉลี่ยของปริมาณการใช้ของปี พ.ศ. 2538-2541 และในปี พ.ศ. 2548 ให้ลดลงร้อยละ 20 และยกเลิกการใช้ภายใน

สิ้นปี พ.ศ. 2558(10)

ประเทศไทยเป็นผู้ผลิต ผู้บริโภค และผู้ส่งออกข้าวรายใหญ่ของโลก เพื่อรักษาคุณภาพของผลิตภัณฑ์จ�ำเป็น

ต้องใช้สารเมทลิโบรไมด์ในการควบคมุแมลงศตัรพูชืหลงัการเกบ็เกีย่วและระหว่างการขนส่งและจดัจ�ำหน่ายข้าว การใช้

สารรมดงักล่าวซ�ำ้หลายครัง้จะท�ำให้เกดิการสะสมและตกค้างอยูใ่นรปูของสารโบรไมด์อนนิทรย์ีทีส่ามารถตรวจวเิคราะห์

โดยการย่อยและเผาแล้ววิเคราะห์ด้วยเครื่อง X-ray fluorescence(11) โดยวิธี neutron activation analysis(12)  

โดยวิธี selective ion electrode(13) นอกจากนี้ยังมีการตรวจวัดด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (GC) เช่น วิธีที่พัฒนา

ขึ้นโดย Mitsuhashi(14, 15) เมื่อ พ.ศ. 2530 โดยย่อยตัวอย่างด้วยด่างแล้วน�ำไปเผาให้เป็นเถ้าก่อนการตรวจวิเคราะห์

ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟ (GC) วิธีเหล่านี้มีขั้นตอนที่ซับซ้อน อุปกรณ์ตรวจวัดบางชนิดมีราคาสูง ใช้เวลาในการ

ตรวจวิเคราะห์นาน และมีข้อจ�ำกัดเรื่องความจ�ำเพาะเจาะจง (specificity) จึงได้ท�ำการพัฒนาวิธีวิเคราะห์และท�ำการ

ทดสอบความถกูต้องของวิธเีพือ่ใช้ในการควบคมุคณุภาพของข้าวสารทีจ่�ำหน่ายในประเทศไทยและตดิตามสถานการณ์

การตกค้างของโบรไมด์อนินทรีย์ โดยใช้วิธีวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการอ้างอิงสารตกค้างจากสารก�ำจัดศัตรูพืชของ 

สหภาพยุโรป(16) (European Reference Laboratories, EURL for Residues of Pesticides) และวิธีนี้ก�ำลัง 

ถูกเสนอให้ Codex Alimentarius Commission รับเป็นวิธีแนะน�ำตาม CL 2005/52-PR, December 2005, 

CX 4/40.2 เป็นการตรวจวิเคราะห์ที่อ้างถึงวิธีที่พัฒนาขึ้นโดย Stijve(17) เมื่อ พ.ศ. 2524 โดยการท�ำให้โบรไมด์ 

อนินทรีย์ที่ตกค้างในเมล็ดข้าวสารเป็นอนุพันธ์ในรูปของ 1-bromopropane-2-ol และ 2-bromopropane-1-ol 

ก่อนการตรวจวเิคราะห์ปรมิาณด้วยเครือ่ง GC-µECD สามารถตรวจวเิคราะห์ได้อย่างรวดเรว็และมคีวามจ�ำเพาะเจาะจง

สูงเนื่องจากอนุพันธ์ที่ได้จะมีสองชนิด คือ 1-bromopropane-2-ol และ 2-bromopropane-1-ol และมีอัตราส่วน

เป็น 3 ต่อ 1 เสมอ (ภาพที่ 1) ท�ำให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่น่าเชื่อถือโดยไม่ต้องอาศัยเครื่องมือในการตรวจยืนยัน 

ที่ซับซ้อนและมีราคาแพง
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วิธีที่อ้างอิง(16) ต้องใช้ 3-bromopropane-1-ol เป็นสารมาตรฐานภายใน (internal standard) ส�ำหรับ

การค�ำนวณผล การวิเคราะห์ต้องใช้เวลานานเนื่องจากพีคของ internal standard จะมีโอกาสซ้อนทับกับพีคของสาร

ทีส่นใจ การวิเคราะห์แบบ external standard calibration สามารถลดระยะเวลาการวเิคราะห์ ประหยดัสารเคมแีละ

ค่าใช้จ่าย จึงท�ำการทดสอบความมีนัยส�ำคัญทางสถิติระหว่างการค�ำนวณผลแบบ internal standard calibration 

(ISTD) กับ external standard calibration (ESTD) ที่ระดับ limit of quantitation (LOQ=5 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม) เมื่อการค�ำนวณทั้งสองแบบไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติก็สามารถงดเว้นการใช้ internal 

standard นอกจากน้ีได้ศึกษาเปรียบเทียบการเตรียมตัวอย่างโดยการวิเคราะห์ตัวอย่างข้าวสารทั้งเมล็ดกับชนิด 

ทีบ่ดละเอยีด ศกึษาการลดปรมิาณโบรไมด์อนนิทรย์ีทีต่กค้างในเมลด็ข้าวสารทีส่ภาวะต่างๆ ได้แก่ การล้างน�ำ้ด้วยปรมิาณ

และจ�ำนวนครัง้ทีต่่างกนั การเกบ็ทีอ่ณุหภมูทิีต่่างกนั การเปิดภาชนะทิง้ไว้ทีเ่วลาต่างๆ กนั เพือ่ศกึษาการคงตวั และเพือ่

เป็นประโยชน์ต่อผู้บริโภคในการท�ำให้ปริมาณการตกค้างของโบรไมด์อนินทรีย์ลดลงก่อนการหุงต้มและปลอดภัย 

ต่อการบริโภค

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน : potassium bromide (purity 99.999%) บริษัท Merck KGaA ประเทศเยอรมนี

สารเคมี : ethyl acetate HPLC grade, 3M sulfuric acid, 3-bromopropane-1-ol (for synthesis), 

ammonium sulfate (for analysis) และ sodium sulfate anhydrous (AR) granular ขนาด 12-60 mesh 

(เผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง), 1, 2-propylene oxide (for synthesis) เก็บที่ต�่ำกว่า 11 องศา

เซลเซียส ใช้เตรียม propylene oxide solution โดยละลาย 1, 2-propylene oxide 4 กรัม หรือปริมาตร 4.8 

มิลลิลิตรในน�้ำกลั่นและปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ซึ่งจะต้องท�ำการเตรียมใหม่ก่อนการใช้งานทุกครั้ง

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

1.	 potassium bromide stock solution: เตรียมสารละลายคิดเป็นความเข้มข้นของ bromide ion 

1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยการชั่งสาร potassium bromide 149 มิลลิกรัม ละลายในน�้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร

2.	 potassium bromide working solution: เตรียมสารละลายคิดเป็นความเข้มข้นของ bromide ion 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยการเจือจาง stock solution 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

ด้วยน�้ำกลั่น

3.	 internal standard solution: เจือจาง 3-bromopropane-1-ol ปริมาณ 0.637 มิลลิลิตร (เท่ากับ 

1 กรัม, density=1.57 กรัมต่อมิลลิลิตร) ด้วย ethyl acetate จนครบ 100 มิลลิลิตร เพื่อเตรียม stock solution 

ภาพที่ 1 ปฏิกิริยา nucleophilic addition ชนิด SN2 ของสาร propylene oxide ที่เป็น enantionmers (R, S) 

กับโบรไมด์อนินทรีย์ในสภาวะกรดให้ไอโซเมอร์ 2 ชนิดที่มีสัดส่วน 3 ต่อ 1
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หลังจากนั้นน�ำ stock solution ปริมาณ 1 มิลลิลิตร มาเจือจางด้วย ethyl acetate จนครบ 100 มิลลิลิตร เพื่อเตรียม 

working solution (เท่ากับ 3-bromopropane-1-ol เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร)

เครื่องมือและอุปกรณ์ 

เครือ่งบดป่ันอาหาร (Waring Commercial, Model: HGTWT), เครือ่งชัง่ 3 ต�ำแหน่ง ส�ำหรบัชัง่ตวัอย่าง 

และ 5 ต�ำแหน่งส�ำหรับชั่งสารมาตรฐาน, micropipette, liquid dispenser, screw cap glass vial ที่มี PTFE/

Silicone Septa ขนาด 60 ml, ตู้แช่แข็ง -15 องศาเซลเซียส, certified volumetric flask, shaker, GC-µECD; 

Agilent Technology 6890N โดยใช้ analytical column: DB-Wax, 30 m × 0.25 mm i.d., 0.25 µm  

การเตรียมตัวอย่าง

น�ำตัวอย่างข้าวสารจากบรรจุภัณฑ์ขนาด 5 กิโลกรัม มาคลุกผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งเป็นสี่ส่วนเท่าๆ กัน 

สุ่มตัวอย่างสองส่วนน�ำมาคลุกผสมกันอีกครั้ง แล้วชั่งแบ่งตัวอย่างประมาณ 500 กรัม ใส่ในถุงพลาสติกปิดสนิทไปเก็บ

ที่อุณหภูมิต�่ำกว่า -15 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 12 ชั่วโมง มาบดละเอียดให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องบดปั่นอาหาร

ให้มีขนาดเล็กกว่า 20 mesh ชั่งแบ่งตัวอย่าง ตัวอย่างละ 2 กรัม เพื่อเป็น analytical portions และตัวอย่างที่ยัง 

ไม่ได้น�ำมาวิเคราะห์จะถูกเก็บรักษาในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิต�่ำกว่า -15 องศาเซลเซียส

วิธีวิเคราะห์

การสกัดและการท�ำให้เป็นอนุพันธ์ (Extraction and Derivatization)

การเตรียม calibration solutions

เติม potassium bromide working solution ปริมาณ 0.1, 0.5, 1.0, 2.0 และ 3.0 มิลลิลิตร หรือเท่ากับ 

bromide ion ปริมาณ 5, 25, 50, 100 และ 150 ไมโครกรัม ลงในน�้ำกลั่น 7.9, 7.5, 7.0, 6.0 และ 5.0 มิลลิลิตร 

ตามล�ำดับ เพ่ือให้ได้ปริมาตร 8 มิลลิลิตร ลงใน screw cap glass vials ขนาด 60 มิลลิลิตร และเตรียม 

method blank โดยการเติมน�้ำกลั่น 8 มิลลิลิตร เพียงอย่างเดียว

การท�ำให้เป็นอนุพันธ์ (Derivatization)

น�ำตัวอย่างข้าว 2 กรัม (analytical portions) มาใส่ลงใน screw cap glass vials ขนาด 60 ml 

เติมน�้ำกลั่น 8 มิลลิลิตร ปิดฝาแล้วแช่ตัวอย่างไว้ 20 นาที น�ำหลอดที่บรรจุตัวอย่างและหลอดที่บรรจุสารมาตรฐาน 

ที่เตรียมท�ำ calibration curve มาเติม propylene oxide solution 5 มิลลิลิตร และสารละลาย 3M sulfuric acid 

1 มิลลิลิตร ปิดฝาเขย่าเร็ว ๆ ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง

การสกัด (Extraction)

เติม ethyl acetate 40 มิลลิลิตร และ ammonium sulfate 4 กรัม ลงใน screw cap glass vials จาก

การเตรียม calibration solutions และการท�ำให้เป็นอนุพันธ์ (derivatization) เขย่าด้วยมือเป็นเวลา 1 นาที 

หรือจน ammonium sulfate ละลายหมด และตามด้วย shaker ความเร็ว 90 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที  

เก็บชั้นสารละลายอินทรีย์ (organic phase) ด้านบน จากนั้นน�ำสารสกัดของตัวอย่างและ calibration solutions 

1 มิลลิลิตร ใส่ใน GC-vials ดึงน�้ำออกด้วยการเติม sodium sulfate anhydrous (Na2SO4) ประมาณ 0.1 กรัม 

ลงใน GC-vials เติม internal standard working solution ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงใน GC-vials ก่อนน�ำ

ไปฉีดเข้าเครื่อง GC-µECD โดยไม่ต้องผ่านขั้นตอนการท�ำให้บริสุทธิ์ (clean up)
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การตรวจวัดปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ด้วยเครื่อง GC-µECD

ใช้เครื่องมือ GC-µECD โดยมีสภาวะเครื่องมือ ดังนี้

column:	 DB-Wax, 30 m, ID 0.25 mm, 0.25 µm film thickness

temperature:	 injector: 220 ํC, pulsed splitless mode,

			   oven: initial 50 ํC, hold 1 min, rate 5 ํC/min to 140 ํC, rate 30 ํC/min  

to 180 ํC 		

			   detector: µECD with nitrogen make up 60 ml/min, 200 ํC

flow rate: 	 helium (constant flow): 1.5 ml/min

injection volume: 1 µl

การค�ำนวณปริมาณ 

ความเข้มข้นของสารท่ีตรวจพบ ค�ำนวณโดยใช้เทคนิค internal และ/หรือ external calibration 

เปรียบเทียบกับ calibration curve (ความเข้มข้น 5 ระดับ) จากสมการเส้นตรง Y = aX + b ปริมาณสารที่ตรวจพบ 

(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม หรือไมโครกรัมต่อกรัม) เท่ากับ (Y-b)/2a เมื่อ X คือ ปริมาณสารมาตรฐาน (ไมโครกรัม)  

Y คือพื้นที่ใต้พีคของสารมาตรฐาน a คือความชันของกราฟมาตรฐาน 2 คือ ปริมาณข้าวสารที่ใช้วิเคราะห์ (กรัม) 

และ b คือ จุดตัดแกน Y

การทดสอบความถูกต้องของวิธี(18)

การสร้างกราฟมาตรฐาน (Calibration curve)

น�ำสารละลายที่ได้จากการเตรียม calibration solution สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นกับ 

พื้นที่ใต้พีค โดยปริมาณของโบรไมด์อนินทรีย์คือผลรวมของพีคทั้งสองอนุพันธ์ ค�ำนวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

ของเปียร์สัน (Pearson’s correlation coefficient: r)

การวิเคราะห์ Method blank และ Matrix blank

ท�ำ method blank โดยด�ำเนนิการตามวธิที�ำให้เป็นอนพุนัธ์และวธิสีกดัโดยใช้สารเคมทีัง้หมดโดยปราศจาก

ตวัอย่างและท�ำ matrix blank โดยด�ำเนนิการตามวธิที�ำให้เป็นอนพุนัธ์และวธิสีกดั (8 ซ�ำ้) โดยใช้ตวัอย่างเป็นข้าวสาร

ที่ไม่มีการตกค้างของโบรไมด์อนินทรีย์ ทั้งนี้การตรวจวิเคราะห์ method blank และ matrix blank เพื่อตรวจสอบ

สารรบกวนทีอ่าจมาจากการปนเป้ือนของสารเคมแีละจากอุปกรณ์ทีใ่ช้ซึง่อาจมผีลกระทบต่อผลการวเิคราะห์ เพือ่ป้องกนั

ความผิดพลาดของผลการวิเคราะห์

การหาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

หาค่า LOD จากสองวิธีดังต่อไปนี้ วิธีแรกก�ำหนดค่า LOD โดยค�ำนวณจากสัญญาณของ spiked sample 

blank โดยเติมสารมาตรฐานที่ระดับ 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ�ำนวน 8 ซ�้ำ ค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 

deviation, SD) แล้วค�ำนวณค่า LOD จากสมการ LOD=3SD 

วธิทีีส่องค�ำนวณค่า LOD จากจดุตดัของกราฟมาตรฐานทีเ่ตรยีมโดยใช้ sample blank ด้วยการสร้างกราฟ

มาตรฐานโดยใช้วิธี simple least squares method ที่ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของตัวอย่างก่อนวัด โดยใช้ 4 ระดับ

ความเข้มข้นคือ 2, 5, 10 และ 25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ระดับละ 3 ซ�้ำ ค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ yintercept 

(SDintercept) จากสมการที่ 1 แล้วค�ำนวณค่า LOD จากสมการที่ 2 โดยที่ yintercept คือสัญญาณที่อ่านได้บนแกน y 

เมื่อ x=0 น�ำผลที่ได้จากทั้งสองวิธีมาเปรียบเทียบและพิจารณาก�ำหนดค่า LOD ตามความเหมาะสมต่อการน�ำไป 

ใช้งาน
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 			   SDintercept  =     ∑ (yi-y^)2 

		                                     (n-2) 

...........สมการที่ 1

	 yi	 คือ ค่าสัญญาณที่อ่านจากเครื่อง GC-µECD ค�ำนวณให้เป็นมิลลิกรัมต่อกิโลกรัม

	 y^ 	 คือ ค่าสัญญาณที่ควรจะเป็นบนกราฟมาตรฐาน

	 n  	 คือ จ�ำนวนจุดระดับความเข้มข้นบนกราฟมาตรฐาน

			   LOD = yintercept + 3SDintercept

...........สมการที่ 2

การหาขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

ก�ำหนดค่า LOQ จากเกณฑ์ LOQ น้อยกว่าหนึ่งในสิบส่วน (LOQ<1/10) ของค่าอ้างอิง (target value) 

โดยค่า MRL ที่ก�ำหนดโดย CODEX ของโบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวคือ 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ยืนยันค่า LOQ 

โดยเติมสารมาตรฐานในตัวอย่างข้าวสาร (sample blank) ที่ระดับความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

วิเคราะห์จ�ำนวน 8 ซ�้ำ แล้วค�ำนวณ %recovery ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับอยู่ในช่วงร้อยละ 80-110 และ HORRAT 

(Horwitz ratio) ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับตาม AOAC, CODEX และ EU มีค่าน้อยกว่า 2 จากสมการที่ 3

			 

				    RSDobserved 			   HORRAT  =
				    RSDexpected

..........สมการที่ 3

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and working range)

ศึกษา linearity ของ calibration curve โดยการเตรียมสารมาตรฐานสารโบรไมด์อนินทรีย์ปริมาณต่างๆ 

5 ระดับ ได้แก่ 5, 25, 50, 100 และ 150 ไมโครกรัม ผ่านการท�ำให้กลายเป็นอนุพันธ์ 1-bromopropane-2-ol  

และ 2-bromopropane-1-ol ฉีดสารมาตรฐานเข้าเครื่อง GC-µECD ตามสภาวะเครื่องมือที่ระบุความเข้มข้นละ 

3 ซ�้ำ สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นกับพื้นที่ใต้พีคค�ำนวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน 

(r) ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับ r มีค่ามากกว่า 0.995

ศึกษา linearity ของ working range โดยการเติมสารมาตรฐานโบรไมด์อนินทรีย์ในตัวอย่างข้าวสาร 

(sample blank) ที่ระดับความเข้มข้น 5, 10, 25, 50 และ 75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม วิเคราะห์ระดับละ 3 ซ�้ำ  

สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นท่ีเติมลงในตัวอย่างกับความเข้มข้นที่ตรวจพบ ค�ำนวณหาค่าสัมประสิทธิ ์

สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (Pearson’s correlation coefficient: r) ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับ r มีค่ามากกว่า 0.995 

การทดสอบความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)

เติมสารมาตรฐานในตัวอย่างข้าวสาร (sample blank) ที่ระดับ LOQ, 5 × LOQ และ 10 × LOQ  

ที่ความเข้มข้น 5, 25 และ 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ วิเคราะห์ระดับละ 8 ซ�้ำ แล้วค�ำนวณ % recovery, 

%RSD และ HORRAT โดยเกณฑ์ยอมรับความแม่น (accuracy): mean recovery 80-110 % และเกณฑ์ยอมรับ

ความเที่ยง (precision): HORRAT มีค่าน้อยกว่า 2

√
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การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ (Measurement of uncertainty)(19)

การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวดัค�ำนงึถงึแหล่งความไม่แน่นอนทกุแหล่ง เมือ่รวมค่าความไม่แน่นอน

ทั้งหมดแล้ว ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งปริมาณสารที่พบค�ำนวณจากการวิเคราะห์

โดย GC-µECD และค�ำนวณผลโดยเทคนิค calibration curve 

การทดสอบความมนียัส�ำคัญทางสถติิของการวเิคราะห์ทีร่ะดับ LOQ (5 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั) ระหว่าง

การวิเคราะห์ปริมาณโดยวิธี ESTD กับวิธี ISTD(20)

คุณลักษณะของวิธีวิเคราะห์หาได้โดยการน�ำผลที่ได้จากการค�ำนวณที่ระดับ LOQ (5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

ของการวิเคราะห์ปริมาณด้วยวิธี ESTD และ ISTD ในการวิเคราะห์ครั้งเดียวกัน ท�ำการประเมินค่าเฉลี่ย (mean) 

และค่าความแปรปรวน (standard deviation) ด้วยสถิติ โดยข้อมูลทั้งสองชุดจะถูกน�ำมาทดสอบความมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิติ ทดสอบค่าความแปรปรวนด้วย F-test และทดสอบค่าเฉลี่ยด้วย t-test  

การศึกษาการลดลงของปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ในเมล็ดข้าวสารที่สภาวะต่างๆ

วิเคราะห์ปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ที่ตกค้างในเมล็ดข้าวสารชนิดทั้งเมล็ดเปรียบเทียบกับชนิดบดละเอียด 

เปรียบเทียบปริมาณการลดลงของปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวสารปริมาณ 2 กรัม ที่ผ่านการล้างด้วยน�้ำกลั่น 

แบบที่ 1 ล้างตัวอย่าง 1 ครั้ง ด้วยน�้ำกลั่น 4 มิลลิลิตร แบบที่ 2 ล้างตัวอย่าง 2 ครั้ง ด้วยน�้ำกลั่น 4 มิลลิลิตร และ 

แบบที่ 3 ล้างตัวอย่าง 1 ครั้ง ด้วยน�้ำกลั่น 8 มิลลิลิตร เปรียบเทียบปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวสารที่เก็บไว้ที ่

อุณหภูมิต�่ำกว่า -15 องศาเซลเซียส กับข้าวสารที่เปิดไว้ทิ้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7, 14, 30 และ 120 วัน ตามล�ำดับ

ผล

จากการศึกษาการตรวจวิเคราะห์โบรไมด์อนินทรีย์ด้วย GC-µECD ภายใต้สภาวะที่ก�ำหนด สามารถสร้าง

กราฟมาตรฐานของสารดังกล่าวได้ในช่วง 5, 25, 50, 100 และ 150 ไมโครกรัม โดยมีค่า r เท่ากับ 0.999 และตรวจ

ไม่พบสารรบกวนท่ีให้พคีตรงหรอืใกล้เคยีงกบัสารมาตรฐาน เมือ่ท�ำการวเิคราะห์ method blank และ matrix blank

ค่าขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (LOD) ที่ได้จากการค�ำนวณจากสามเท่าของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (3SD) 

ของการวดัทีร่ะดบั 2 มิลลกิรมัต่อกโิลกรมั ท�ำการวเิคราะห์จ�ำนวน 8 ซ�ำ้ เมือ่ SD=0.07 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั มค่ีาเท่ากบั 

0.20 มลิลิกรมัต่อกโิลกรมั จากนัน้ค�ำนวณจากจดุตดัของกราฟมาตรฐานทีเ่ตรยีมโดยใช้ sample blank โดยสร้างกราฟ

มาตรฐานที่ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของตัวอย่างก่อนวัดที่ 4 ระดับความเข้มข้นคือ 2, 5, 10 และ 25 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม ระดับละ 3 ซ�้ำ ได้ yintercept = 0.3544 และ r = 0.9959 (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2  กราฟ spiked sample blank ที่ระดับความเข้มข้น 2, 5, 10 และ 25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีสมการ 

เส้นตรงคือ y = 959x + 0.3544 โดยมีค่า r = 0.9959 ใช้ค�ำนวณ LOD
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ค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ yintercept จากสมการที่ 1 จะได้ SDintercept = 0.771 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม

แล้วค�ำนวณค่า LOD จากสมการ LOD = yintercept + 3SDintercept ได้ LOD = 2.67 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จากผลการ

ค�ำนวณค่า LOD จากทั้งสองกรณีพบว่ามีค่า 0.20 และ 2.67 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งมีค่าที่แตกต่างกัน เมื่อพิจารณา

จากความเหมาะสมสอดคล้องกับการใช้งานจึงก�ำหนดค่า LOD เท่ากับ 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แล้วท�ำการยืนยัน 

ค่า LOD โดยการวิเคราะห์ที่ระดับ LOD จ�ำนวน 8 ซ�้ำ ได้ %recovery และ HORRAT เป็น 93% และ 0.4 

ตามล�ำดับ (mean ± SD = 1.86 ± 0.07 mg/kg) โดยมีขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) มีค่าเท่ากับ 

5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความแม่น (%recovery) จากการวิเคราะห์ข้าวสารที่เติมสารมาตรฐาน จ�ำนวน 8 ซ�้ำ ที่ระดับ 

LOQ เท่ากับ 96.9% (external standard calibration, ESTD) และ 94.5% (internal standard calibration, 

ISTD) และความเที่ยงจาก HORRAT เท่ากับ 0.4 (ESTD) และ 0.5 (ISTD)  

จาก chromatogram (ภาพท่ี 3) อนพุนัธ์ทีเ่กดิจากการท�ำปฏกิริยิาระหว่างโบรไมด์อนนิทรย์ีกบั propylene 

oxide คือ  1-bromopropane-2-ol และ 2-bromopropane-1-ol โดยมี retention time (RT)=12.89 นาที

และ 14.27 นาทีตามล�ำดับ ใช้เวลาในการวิเคราะห์ทั้งหมดประมาณ 20 นาที (ตารางที่ 1)

ภาพที่ 3  ผลการตรวจวิเคราะห์โบรไมด์อนินทรีย์ด้วยเครื่อง GC-µECD (a) ข้าวสารที่เป็น blank (b) พีคของ 

internal standard (3-bromopropane-1-ol) มี RT=12.55 นาที และ (c) Blank ที่เติม bromide ion 

เข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แสดงพีคอนุพันธ์ 1-bromopropane-2-ol และ 2-bromopropane-1-ol 

ที่ RT=12.89 นาที และ 14.27 นาทีตามล�ำดับ
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ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and working range) พบว่า 

การวิเคราะห์โบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวสารมีความเป็นเส้นตรงในช่วง 5-75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่า r เท่ากับ 0.999 

(ESTD และ ISTD) มีความแม่นและความเที่ยงของวิธีที่ระดับ LOQ, 5 × LOQ และ 10 × LOQ ที่ความเข้มข้น 

5, 25 และ 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบความแม่น (accuracy) ที่ประเมินจาก % recovery ที่ทั้ง 3 ระดับเมื่อวิเคราะห์

โดยวิธี ESTD เท่ากับ 96.9, 93.4 และ 94.3% ตามล�ำดับ และเมื่อวิเคราะห์โดยวิธี ISTD เท่ากับ 94.5, 89.2 

และ 86.9% ตามล�ำดับ ความเที่ยง (precision) ที่ประเมินด้วย HORRAT เมื่อวิเคราะห์โดยวิธี ESTD เท่ากับ 

0.4, 0.4 และ 0.4 ตามล�ำดับ และเมื่อวิเคราะห์โดยวิธี ISTD เท่ากับ 0.5, 0.4 และ 0.3 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 1  ค่า Retention time (RT) ของ internal standard และสารอนุพันธ์ของโบรไมด์อนินทรีย์

3-bromopropane-1-ol (internal standard, IS)	 12.55

1-bromopropane-2-ol                                                    	 12.89

2-bromopropane-1-ol                                                    	 14.27

	 Compound	 Retention time (RT) (min)

External standard	 5	 4.8	±	0.2	 96.9	 3.29	 0.4

	 25	 23.3	±	0.9	 93.4	 3.64	 0.4

	 50	 47.1	±	1.6	 94.3	 3.35	 0.4

Internal standard	 5	 4.7	±	0.2	 94.5	 4.48	 0.5

	 25	 22.3	±	0.8	 89.2	 3.53	 0.4

	 50	 43.4	±	1.2	 86.9	 2.83	 0.4

ตารางที่ 2   ความแม่นและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์โบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวสารที่ระดับความเข้มข้น 5 (LOQ), 

25 (5 × LOQ) และ 50 (10 × LOQ) มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม วิเคราะห์โดยใช้ ESTD และ ISTD

Calibration 	 Spike level	 mean ± SD	 % Recovery	 %RSD	 HORRAT

	 method	 (mg/kg)		  (n=8)

การทดสอบความมีนัยส�ำคัญทางสถิติของการวิเคราะห์ที่ระดับ LOQ (5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ระหว่าง 

การวิเคราะห์ปริมาณโดยวิธี ESTD กับวิธี ISTD นั้นท�ำได้โดยการทดสอบค่าความแปรปรวน (SD) และค่าเฉลี่ย 

(mean) ของข้อมูลทั้งสองชุด เมื่อค่า mean ± SD ของการวิเคราะห์โบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวสารที่ระดับความเข้มข้น 

LOQ (5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ของการวิเคราะห์ปริมาณโดยวิธี ESTD และวิธี ISTD เท่ากับ 4.8 ± 0.7 และ 

4.7 ± 0.2 ตามล�ำดับ ท�ำการทดสอบความมีนัยส�ำคัญของความแตกต่างระหว่างค่าความแปรปรวน (variance) ของ

ข้อมูล 2 ชุดโดยใช้ F-test ค�ำนวณค่า Fcalculated  จากสมการที่ 4 จะได้ค่า Fcalculated = 1.760 เมื่อ n1 = n2= 8 

โดยก�ำหนดค่าความเชื่อมั่นมากกว่า 95% (∝ = 0.05) ได้ค่า Fcritical = 5.119 จะได้ Fcalculated น้อยกว่า 

Fcritical หรือข้อมูล 2 ชุดที่ได้จากการวิเคราะห์โดยใช้ ESTD และ ISTD ไม่มีความแตกต่างของค่าความแปรปรวน

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ
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						             (SDISTD)2

					     Fcalculated =						                 (SDESTD)2

……..สมการที่ 4

ท�ำการทดสอบความมีนัยส�ำคัญโดยใช้ t-test ในการทดสอบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ย (mean) ของ

ข้อมูล 2 ชุด โดยค�ำนวณค่า tcalulated จากสมการ 5 และ SDpool จากสมการ 6 เมื่อ SDpool ที่ค�ำนวณได้เท่ากับ 0.187 

จะได้ค่า tcalulated = 0.32 เมื่อ degrees of freedom = n1 + n2 - 2 = 14 โดยก�ำหนดค่าความเชื่อมั่น 95% 

(∝ = 0.05) ได้ค่า tcritical = 2.14 ได้ tcalculated น้อยกว่า tcritical หรือข้อมูล 2 ชุดที่ได้จากการวิเคราะห์ 

โดยวิธี ESTD และวิธี ISTD ไม่มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

n1     n2
SD2

pooled

(mean1 - mean2)

1      1	
tcalculated =

+( (
√

.................สมการที่ 5

                                                                                            
.................สมการที่ 6

ได้ท�ำการศกึษาเปรยีบเทียบปรมิาณโบรไมด์อนนิทรย์ีทีต่รวจพบในตวัอย่างข้าวสารทีเ่ป็น incurred sample 

ระหว่างข้าวสารทั้งเมล็ด (whole grain) และข้าวบดละเอียด (ground sample) โดยน�ำตัวอย่างข้าวที่ตรวจพบ 

bromide ion ท�ำการวิเคราะห์ตามวิธีที่พัฒนาขึ้นแบบใช้ internal standard calibration โดยใช้ข้าวสารทั้งเมล็ด 

ที่ยังไม่บดเปรียบเทียบกับตัวอย่างเดียวกันที่บดละเอียด จ�ำนวน 3 ซ�้ำ พบค่าเฉลี่ยของการตรวจโบรไมด์อนินทรีย ์

ในข้าวสารทัง้เมล็ดเท่ากบั 24.4 ± 1.5 มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั ในขณะทีใ่นข้าวสารทีบ่ดละเอียดเท่ากับ 37.6 ± 2.5 มลิลกิรมั 

ต่อกิโลกรัม พบว่าปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ที่ตรวจพบในข้าวสารชนิดบดละเอียดมีค่ามากกว่าข้าวทั้งเมล็ด 

รายงานของ Nakamura และคณะ(21)  ได้ระบุถึงผลการลดปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวจากการทดลอง

แบบต่างๆ แต่ยังไม่มีรายงานออกมาอีก หลังจากนั้นจึงได้ท�ำการทดลองเปรียบเทียบปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ระหว่าง

ตวัอย่างข้าวบดละเอยีดทีผ่่านกระบวนการวิเคราะห์ตามปกต ิตวัอย่างข้าวทีผ่่านการล้างด้วยน�ำ้กลัน่ปรมิาณ 4 มลิลลิติร 

1 ครั้ง, 4 มิลลิลิตร 2 ครั้ง และ 8 มิลลิลิตร 1 ครั้ง อย่างละ 3 ซ�้ำ พบค่าเฉลี่ยของการตรวจพบโบรไมด์อนินทรีย์ 

ในข้าวสารคือ 37.6 ± 2.5, 19.7 ± 0.2, 8.5 ± 0.4 และ 17.2 ± 1.2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตามล�ำดับ การล้างน�้ำปริมาณ 

4 มิลลิลิตร 1 ครั้ง, 4 มิลลิลิตร 2 ครั้ง และ 8 มิลลิลิตร 1 ครั้ง ท�ำให้ปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ที่ตกค้างในข้าวลดลง 

47.6, 77.3 และ 54.2% ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3)

√
SDpooled   =    (n1-1) × SD1

 + (n2 - 1) ×  SD2

			              (n1 - 1) + (n2 - 1)
2 2
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เมื่อท�ำการทดลองศึกษาผลของอุณหภูมิที่เก็บรักษาตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบปริมาณโบรไมด์อนินทรีย ์

ระหว่างตัวอย่างข้าวสารบดละเอียดที่บรรจุในถุงพลาสติกปิดสนิทเก็บที่อุณหภูมิต�่ำกว่า 15 องศาเซลเซียส และท่ีเปิด 

ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7, 14, 30 และ 120 วัน อย่างละ 3 ซ�้ำ พบว่าค่าเฉล่ียของปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ 

ในข้าวสารทัง้สองอณุหภมิูในทุกช่วงเวลามีค่าอยูร่ะหว่าง 35-37 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั (%RSD <25%) ซึง่ค่าทีว่เิคราะห์

ได้ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ นอกจากนั้นยังได้ท�ำการวิเคราะห์กลุ่มตัวอย่างธัญพืชชนิดอื่น เช่น ข้าวโพด พบว่ามี

ความแม่นและความเที่ยงอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ โดยมี %recovery ที่ LOQ เท่ากับ 95.5% และ HORRAT  

น้อยกว่า 2

วิจารณ์

การพัฒนาวิธีและทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โบรไมด์อนินทรีย์ในข้าวสารโดยการดัดแปลง 

จากวิธีวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการอ้างอิงสารตกค้างจากสารก�ำจัดศัตรูพืชของสหภาพยุโรป (EURL) ที่อ้างอิง 

ถึงวิธีของ Stijve โดยมีค่าขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (LOD) เท่ากับ 2 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และค่าขีดจ�ำกัดของ 

การวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ในช่วง 5-75 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัม ซึ่งคุณลักษณะของวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถน�ำไปใช้ตรวจวัดเพื่อควบคุมคุณภาพของข้าวสารที่จ�ำหน่าย 

ในประเทศไทยตามพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 361) พ.ศ. 2556 

เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกค้างที่ระบุค่าก�ำหนดปริมาณการตกค้างสูงสุด (Maximum Residue Limits, MRL) ไว้ที่ 

50 มลิลิกรมัต่อกโิลกรมั ท้ังน้ีการพฒันาวิธดีงักล่าวได้มกีารปรบัขัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่าง ปรมิาณตวัอย่างและขัน้ตอน

การสกดับางส่วนเพือ่ให้เหมาะสมกบัอปุกรณ์ทีม่อียูใ่นห้องปฏบิตักิารและสามารถท�ำการวเิคราะห์ได้พร้อมกนัประมาณ 

30 ตัวอย่างต่อชุดการทดสอบเพื่อรองรับงานส�ำรวจหรือตรวจสอบคุณภาพข้าวได้ทันต่อสถานการณ์ เมื่อท�ำการ 

เปรียบเทียบการวิเคราะห์ปริมาณโดยวิธี internal และ external standard calibration โดยได้สกัดตัวอย่างที่มี

โบรไมด์อนินทรีย์ 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าข้อมูล 2 ชุดที่ได้จากการค�ำนวณไม่มีความแตกต่างของค่าเฉลี่ยและ 

ค่าความแปรปรวนอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ทั้งนี้ในการน�ำวิธีวิเคราะห์นี้ไปใช้จึงไม่จ�ำเป็นต้องใช้ internal standard 

เป็นการประหยัดสารเคมีค่าใช้จ่ายและเวลาโดยการปรับสภาวะของเครื่อง GC ให้มีเวลาการวิเคราะห์ที่สั้นลงได้โดยไม่

ต้องระวังการเกิดการซ้อนทับของ internal standard กับสารที่สนใจ เนื่องจากมีโครงสร้างคล้ายกันและเกิดพีคที่

ต�ำแหน่งใกล้เคียงกันมาก อย่างไรก็ตามเพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์ที่ดี ผู้ที่จะน�ำวิธีนี้ไปใช้ควรทราบเทคนิคและข้อควร

ระวังเนื่องจากในขั้นตอนการท�ำอนุพันธ์มีการใช้สารที่มีความเป็นพิษสูง ระคายเคืองต่อผิวหนังและทางเดินหายใจ 

เช่น สาร propylene oxide ซึง่ต้องเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมูติ�ำ่กว่า 11 องศาเซลเซยีส และต้องท�ำการเตรยีมสารละลายใหม่

ข้าวสารทั้งเมล็ด	 24.4	±	1.5

ข้าวสารบดละเอียด (<20 mesh)	 37.6	±	2.4

ข้าวสารบดละเอียด (<20 mesh) ล้างด้วยน�้ำกลั่น 4 ml 1 ครั้ง	 19.7	±	0.2

ข้าวสารบดละเอียด (<20 mesh) ล้างด้วยน�้ำกลั่น 4 ml 2 ครั้ง	 8.5	±	0.4

ข้าวสารบดละเอียด (<20 mesh) ล้างด้วยน�้ำกลั่น 8 ml 1 ครั้ง	 17.2	±	1.2

ตารางที่ 3  ปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ที่ตรวจพบในข้าวสารที่ได้จากการทดลองประเภทต่าง ๆ

		  ปริมาณ bromide ion (mg/kg) (3 ซ�้ำ)
	 การทดลอง
		  mean ± SD
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ทุกครั้งก่อนการใช้งาน หากเก็บไว้เกิน 24 ชั่วโมง ประสิทธิภาพของสารละลายดังกล่าวจะลดลงส่งผลกระทบถึง 

ผลการวิเคราะห์ หลังการใช้งานหากมีสารละลายเหลือให้ท�ำลายโดยการเติมเกลือแกง (NaCl) ในการใช้ propylene 

oxide เพื่อท�ำให้เกิดอนุพันธ์นั้นมีข้อดีกว่าการใช้ ethylene oxide ที่สามารถเพิ่มความเชื่อมั่นในการตรวจวิเคราะห์

โดยไม่ต้องตรวจยืนยันซ�้ำ เนื่องจากให้อนุพันธ์ 2 ชนิดที่เป็นไอโซเมอร์กันและมีสัดส่วน 3 ต่อ 1 เสมอ และสัดส่วนนี้

เป็นการยืนยันผลการตรวจวิเคราะห์แล้ว ในขณะที่ ethylene oxide ให้อนุพันธ์เพียงชนิดเดียวที่ไม่สามารถระบุได้ว่า

สารที่ตรวจพบเป็นอนุพันธ์ของโบรไมด์อนินทรีย์หรือไม่จึงต้องตรวจยืนยันอีกครั้ง นอกจากนั้นการเตรียมตัวอย่าง 

โดยการเตมิโซเดียมซัลเฟต (Na2SO4) ปรมิาณ 0.1 กรมั ลงใน GC vials โดยตรงเพือ่ดงึน�ำ้ออกจากสารละลายตวัอย่าง

จะต้องระวังไม่ให้ความสูงของสารสูงถึงปลายเข็มที่ใช้ดูดตัวอย่างและจะต้องท�ำการวิเคราะห์โดยเครื่อง GC ทันที  

และจากผลการวิเคราะห์ปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์โดยใช้ข้าวทั้งเมล็ดและข้าวสารบดละเอียดซึ่งเป็นตัวอย่างเดียวกัน 

แล้วพบว่าปริมาณโบรไมด์อนินทรีย์ของตัวอย่างที่บดละเอียดมีค่ามากกว่ากรณีวิเคราะห์ทั้งเมล็ด แสดงว่าขั้นตอน 

การเตรียมตัวอย่างโดยท�ำการบดตัวอย่างก่อนน�ำมาวิเคราะห์นั้นจะท�ำให้สามารถสกัดโบรไมด์อนินทรีย์ออกมาจาก

ตวัอย่างได้ด ี นอกจากน้ันเม่ือน�ำมาศกึษาการลดลงของปรมิาณโบรไมด์อนนิทรย์ีโดยการล้างน�ำ้โดยใช้ข้าวสารบดละเอยีด

เป็นตัวอย่าง เพราะข้าวสารชนิดเม็ดให้ผลการวิเคราะห์ที่ต�่ำกว่าความเป็นจริง พบว่าจ�ำนวนครั้งในการล้างข้าวด้วย 

น�้ำนั้นมีความส�ำคัญมากกว่าปริมาณน�้ำที่ใช้ ดังนั้นในการหุงข้าวเพื่อบริโภคควรล้างน�้ำหรือที่เรียกว่าซาวน�้ำหลายคร้ัง 

น่าจะช่วยลดปริมาณสารตกค้างในข้าวได้ และรายงานของ Nakamura ที่พบว่าการท�ำให้สุกด้วยการหุงหรืออบด้วย 

ไอน�้ำสามารถลดปริมาณการตกค้างลงได้อีก 41.2% ท�ำให้การบริโภคข้าวที่สุกแล้วจึงมีความเส่ียงต่อการได้รับสัมผัส

สารโบรไมด์อนินทรีย์ลดลง แต่สารโบรไมด์อนินทรีย์ที่ตกค้างในข้าวไม่สามารถท�ำให้ลดลงได้โดยการเปิดภาชนะท้ิงไว้ 

เนือ่งจากโบรไมด์อนนิทรย์ีได้ท�ำปฏกิริยิาทางเคมกีบัเนือ้ข้าวสารทีม่คีาร์โบไฮเดรตเป็นองค์ประกอบหลกัโดยไม่สามารถ

ระเหยออกได้

สรุป

วิธีที่พัฒนาขึ้นทั้งแบบ ESTD และ ISTD สามารถตรวจวิเคราะห์โบรไมด์อนินทรีย์ที่ตกค้างในข้าวสาร 

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และเหมาะสมท่ีจะน�ำไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์ของสารดังกล่าวในข้าวสารที่น�ำมาบริโภค 

เพื่อเป็นการคุ้มครองผู้บริโภค รวมถึงสามารถใช้ในการสนับสนุนการตรวจสอบคุณภาพของข้าวสารที่ประเทศไทย 

ส่งออกไปยังต่างประเทศได้ รวมทั้งสามารถใช้วิธีที่พัฒนาขึ้นวิเคราะห์ตัวอย่างประเภทเมล็ดธัญพืช อาทิ ข้าวโพด 

ข้าวสาลี ถั่วเมล็ดแห้ง ได้อีกด้วย
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Method Development and Removal of 
Methyl Bromide Residue Determined as 
Total Inorganic Bromide in Rice by Gas 

Chromatographic Technique

Weerawut  Wittayanan  and  Wischada  Jongmevasna
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi  

11000. Thailand

Abstract  Methyl bromide is mainly used as a fumigant for postharvest treatment of plant products. 
Especially, rice and grains are fumigated to eliminate undesired pests before commercializing. Inorganic 
bromide is resulted from repeating fumigation of methyl bromide and reacts chemically with some  
constituents of the material. This study was consequently conducted by using modified Stijve T. method 
to determine total inorganic bromide in rice. The comminuted ground samples are suspended in an  
acidified aqueous solution of propylene oxide, with bromide being simultaneously extracted and derivertized 
into 1-bromopropane-2-ol and 2-bromopropane-1-ol which can be detected by GC-µECD. As a result 
of method validation, limit of detection (LOD) and limit of quantitation (LOQ) are 2 and 5 mg/kg, 
respectively. The accuracy expressed as mean of %recovery by using external standard calibration at 5, 
25 and 50 mg/kg were found to be 96.9, 93.4 and 94.3% respectively and those results obtained by using 
3-bromopropane-1-ol as the internal standard were also found to be 94.5, 89.2 and 86.9% respectively. 
The method precision expressed as HORRAT were in the acceptable range which less than 2 in both 
cases. In addition, the linearity was found to be in the working range of 5-75 mg/kg with Pearson’s 
correlation coefficient (r) = 0.999. The result of the validation study demonstrated that, there was  
non-significant difference between the result obtained from external and internal standard calibrations 

at the LOQ (level of confidence=95%, ∝ =0.05). The performance characteristics of this method were fit 
for intended use according to maximum residue limit established by CODEX and Thai Ministry of Public 
Health set at 50 mg/kg.

Key words: methyl bromide, inorganic bromide, GC-µECD, rice 
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สภาวะที่เหมาะสมสำ�หรับการเพาะเลี้ยงไวรัสโรตา 

สายพันธุ์วัคซีนเพื่อใช้เป็นไวรัสอ้างอิงสำ�หรับ

การประเมินค่าความแรงของวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เด่ียว
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บทคดัย่อ  วคัซนีป้องกนัโรคอจุจาระร่วงจากไวรสัโรตา อาจถกูบรรจเุข้าในแผนการสร้างเสรมิภมูคิุม้กนัโรคแห่งชาตใินอนาคต

เพื่อลดอัตราการตายของทารกและเด็กเล็กที่เกิดจากโรคอุจจาระร่วง จึงมีความจ�ำเป็นที่จะต้องมีการควบคุมคุณภาพวัคซีน 

เพื่อให้แน่ใจในความปลอดภัยและประสิทธิภาพของวัคซีน ในการนี้จ�ำเป็นต้องเตรียมไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว

เพื่อใช้ในการควบคุมคุณภาพของวัคซีนในห้องปฏิบัติการ ในการศึกษานี้ได้หาสภาวะที่เหมาะสมส�ำหรับการเตรียมไวรัสโรตา

สายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวโดยให้ติดเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีความเข้มข้นของ trypsin ที่แตกต่างกัน และศึกษา

การเกบ็ไวรสัในน�ำ้เลีย้งเซลล์และเซลล์ทีถ่กูตดิเชือ้ในสภาวะต่างๆ คอืหลงัถกูแช่แขง็และละลายจ�ำนวน 1 ครัง้ 2 ครัง้ และ 3 ครัง้ 

ตามล�ำดับ เทียบกับการเก็บไวรัสโดยตรงจากน�้ำเลี้ยงเซลล์และเซลล์ที่ถูกติดเชื้อเพื่อน�ำสภาวะที่เหมาะสมมาเตรียมและก�ำหนด

ค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เด่ียวผลการศึกษาพบว่าความเข้มข้น 7.5 µg/ml trypsin/washing 

medium ทั้งใน titration medium และ maintenance medium สามารถเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาติดเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยง 

MA104 และเกบ็ไวรสัแบบแช่แขง็และละลายเพยีงครัง้เดยีวเป็นสภาวะทีเ่หมาะต่อการเตรยีมไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนีซโีรทยัป์

เดี่ยวเนื่องจากให้ค่าความแรงของไวรัสโรตาสูงที่สุด  เป็น 7.93 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร กับค่าพิสัยอยู่ในช่วง 7.46-8.40 

log10CCID50/1.5 มลิลลิติร และค่าทีไ่ด้แต่ละค่าจากผูว้เิคราะห์ 3 ราย มคีวามแตกต่างไม่เกิน 0.5 log10CCID50/1.5 มลิลลิติร 

จงึสรปุได้ว่าไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนีซโีรทยัป์เดีย่วทีเ่ตรยีมขึน้ในห้องปฏบิตักิารนีส้ามารถน�ำมาใช้เป็นไวรสัอ้างองิในการควบคุม

คุณภาพวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว
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บทน�ำ

วคัซนีป้องกนัโรคอจุจาระร่วงโรตา หรอืวคัซนีไวรสัโรตา (Rotavirus vaccine) ได้ขึน้ทะเบยีนในประเทศไทย

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2548(1) วัคซีนนี้เป็นไวรัสโรตาเชื้อเป็นชนิดรับประทาน สามารถให้โดยการหยอดกินทางปาก วัคซีน 

ไวรัสโรตาที่ใช้ในประเทศและทั่วโลกอย่างแพร่หลายมี 2 ชนิด คือ Monovalent human rotavirus vaccine 

สายพันธ์ุ P1A [8]G1 เป็นวัคซีนไวรสัโรตาซีโรทัยป์เดีย่ว และ Multivalenthuman-bovine rotavirus reassortant 

vaccine ซึ่งเป็นวัคซีนไวรัสโรตาต่อหลายซีโรทัยป์เนื่องจากเป็นไวรัสลูกผสม (reassortant) ที่มีโปรตีนชั้นนอก 

G1, G2, G3 และ G4 ที่ได้จากไวรัสโรตาของคน และ P protein ชนิด P7 [5] ได้จากไวรัสโรตาของวัว(1) เมื่อ  

ปี พ.ศ. 2553 ประเทศไทยได้ทดลองให้วัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว (monovalent vaccine) ในเด็กอายุต�่ำกว่า 

6 เดือน จ�ำนวน 15,000 คน ในระยะเวลา 3 ปี โดยมีจังหวัดสุโขทัยเป็นจังหวัดน�ำร่อง ขณะนี้ยังไม่ทราบผลการทดลอง 

หากผลการให้วัคซีนเป็นที่น่าพอใจ คาดว่าในปี พ.ศ. 2558 จะบรรจุวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดียวเข้าในแผนการสร้าง

เสริมภูมิคุ้มกันโรคแห่งชาติ เพ่ือลดอัตราการป่วยของเด็กไทยจากโรคอุจจาระร่วงซึ่งสูงถึงปีละกว่า 1 แสนราย(2) 

และมีความเป็นไปได้ท่ีจะมีการน�ำวัคซีนไวรัสโรตามาใช้ในอนาคตอันใกล้นี้ ดังนั้นการควบคุมคุณภาพวัคซีนไวรัส 

โรตาซีโรทัยป์เดี่ยวทุก lot ที่น�ำเข้ามาใช้ในประเทศจึงมีความส�ำคัญ(3) โดยเฉพาะค่าความแรงของวัคซีนเป็นปัจจัยหนึ่ง

ที่ส�ำคัญต่อประสิทธิภาพของวัคซีน และวัคซีนแต่ละชนิดมีการก�ำหนดค่าความแรงที่แตกต่างกัน ซึ่งการทดสอบค่า 

ความแรงของวัคซีนทุกชนิดต้องด�ำเนินการควบคู่ไปกับวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานทุกครั้ง  ซึ่งอาจใช้วัคซีนอ้างอิงมาตรฐาน

สากลที่องค์การอนามัยโลกผลิต(4) แต่เน่ืองจากวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานสากลส�ำหรับวัคซีนโรตานั้นยังไม่มีการผลิต 

จึงเป็นหน้าที่ของหน่วยควบคุมก�ำกับภาครัฐในแต่ละประเทศต้องจัดหาหรือจัดเตรียมขึ้น เพื่อน�ำมาใช้ในการควบคุม

คณุภาพวคัซนีดงักล่าวในห้องปฏบิตักิาร การศกึษานีไ้ด้ทดลองหาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติไวรสัอ้างอิงส�ำหรบัวคัซนี

ไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวโดยการเพาะเลี้ยงไวรัสในเซลล์เพาะเล้ียงจากการทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้องกับการติดเชื้อ

ของไวรัสโรตาในเซลล์เพาะเลี้ยงพบว่าต้องอาศัย trypsin ช่วยกระตุ้นในการติดเช้ือ(5-7) จึงได้ทดลองให้ไวรัสโรตา 

สายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวติดเชื้อในเซลล์เพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีปริมาณความเข้มข้นของ trypsin ที่แตกต่างกัน 

รวมทั้งศึกษาการเก็บไวรัสในน�้ำเลี้ยงเซลล์และเซลล์ที่ติดเช้ือในสภาวะต่างๆ หลังถูกแช่แข็งและละลายจ�ำนวน 1 คร้ัง 

2 ครั้งและ 3 ครั้ง เทียบกับการเก็บไวรัสโดยตรงจากน�้ำเลี้ยงเซลล์ แล้วจึงท�ำการจัดเตรียมไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีน 

ซีโรทัยป์เดี่ยวและท�ำการก�ำหนดค่าความแรงขึ้น   เพื่อน�ำมาใช้ในการควบคุมคุณภาพวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวใน

ห้องปฏิบัติการต่อไป

วัสดุและวิธีการ

วัคซีน

น�ำวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวจากผู้ผลิตที่น�ำเข้ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งผู้ผลิตก�ำหนดค่าความแรง 

ของวัคซีนโรตาต้องไม่น้อยกว่า 6 log10CCID50/dose/1.5 มิลลิลิตร

เซลล์เพาะเลี้ยง

เซลล์เพาะเลี้ยง MA104 (CCT WLB1998/12cell bank) ซึ่งมีก�ำเนิดจาก African green monkey 

foetal kidney ซึ่งมีความจ�ำเพาะต่อไวรัสโรตา(8) ได้รับความอนุเคราะห์จากผู้ผลิต
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แอนติบอดี

โมโนโคนอลแอนติบอดี 2C9 ซ่ึงมีความจ�ำเพาะต่อแอนติเจนของไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวส�ำหรับใช้ใน 

การย้อมเซลล์ติดเชื้อโดยใช้เทคนิค immunoperoxidasestaining(3) ได้รับความเอื้อเฟื้อจากผู้ผลิต

อาหารเลี้ยงเซลล์

อาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbeco’s Modified Eagle Minimum (DMEM) (Cat. No.31660-026, Gibco) 

ที่มี 2% ซีรั่มจากลูกวัว (fetal bovine serum, Cat. No. 26140-079, Gibco), 1%L-glutamine (Cat.No. 

G-3126, Sigma), 7.5% NaHCO3 (Cat.No.S-5716, Sigma) 3%, 1% Penicillin (10,000 units/มิลลิลิตร) 

(Cat.No.P-3032, Sigma) 1% Streptomycin (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) (Cat.No.S-9137, Sigma) และ 

1% 1M HEPES (Cat.No.H-6147, Sigma)

น�้ำยาเพื่อใช้ล้างเซลล์ในการทดสอบ (washing medium) เตรียมโดยใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่มีส่วนผสม

ของซีรั่มจากลูกวัว 

อาหารเลี้ยงเชื้อไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว (virus growth medium/titration medium)

อาหารเลี้ยงเชื้อไวรัสโรตา (titration medium) เตรียมโดยเติม trypsin (Cat.No.27250-018, Gibco) 

ความเข้มข้นต่างๆ กันลงไปใน washing medium ใช้ในช่วงการกระตุ้นไวรัสและให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์

อาหารเลี้ยงเชื้อไวรัสโรตา (maintenance medium) ใช้ในช่วงของการบ่มเพื่อเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตา 

ซีโรทัยป์เดี่ยว

ผลของ trypsin ต่อการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล์เพาะเลี้ยง

น�ำวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวมาเจือจางใน titration medium อัตราส่วน 1:1 บ่มที่อุณหภูมิห้อง 

นาน 50-60 นาที เป็นการกระตุ้นไวรัสโรตา จากนั้นเติมลงในฟลาสค์ที่มีเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 เจริญอยู่ 80-95% 

ปริมาตร 1 มล./ฟลาสค์ 175 cm2 อัตราส่วนของไวรัสต่อเซลล์เป็น 0.01 โดยประมาณ บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง

เพื่อให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์ ในขั้นตอนนี้ titration medium ที่ใช้จะมีความเข้มข้นของ trypsin แตกต่างกันเป็น 3 สภาวะ

ดังนี้ 7.5 µg/mltrypsin/washing medium, 0.75 µg/ml trypsin/washing medium และ 0.375 µg/ml 

trypsin/washing mediumเมื่อครบเวลาเติม maintenance medium ปริมาตร 10-15 มล. แล้วน�ำไปบ่มท่ี  

37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 5% CO2 นาน 4 วัน ขั้นตอนนี้ maintenance medium ที่ใช้มี 3 สภาวะ คือ 

titration medium, washing medium ที่เติม 1% ของซีรั่มจากลูกวัว และ washing medium เพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสมต่อการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว

การเก็บไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวในสภาวะต่างๆ

หลังการเพาะเลี้ยงไวรัสในเซลล์นาน 4 วัน จะเกิดการติดเช้ือในเซลล์เพาะเลี้ยงประมาณ 80-90% เก็บ 

(harvest) ไวรัสใน 4 สภาวะ คือ 1) เก็บไวรัสจากเซลล์เพาะเลี้ยง  โดยดูดทั้ง maintenance medium และเซลล์ 

ที่ติดเชื้อจากฟลาสค์ไปปั่นที่ 3,000 รอบ นาน 10 นาที และเก็บส่วนใสที่มีไวรัสไว้ 2) เก็บไวรัสหลังการแช่แข็งและ

ละลาย (freeze-thaw) 1 ครั้ง ท�ำโดยการน�ำฟลาสค์ที่ติดเชื้อไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส นาน 1 วันแล้ว

น�ำมาละลาย 1 ครั้ง (1F-T) ดูดทั้ง maintenance medium และเซลล์ที่ติดเชื้อไปปั่นที่ 3,000 รอบ นาน 10 นาที 

และเก็บส่วนใสที่มีไวรัสไว้  3)  เก็บไวรัสหลังการแช่แข็งและละลาย 2 ครั้ง โดยท�ำเหมือนข้อ 2) แต่น�ำฟลาสค์ที่ติดเชื้อ

ไวรสัไปแช่แข็งและน�ำมาละลายจ�ำนวน 2 ครัง้ (2 F-T) 4) เก็บไวรสัหลงัการเก็บแช่แขง็และละลาย 3 ครัง้ โดยท�ำเหมือน
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ข้อ 2) แต่น�ำฟลาสค์ที่ติดเชื้อไวรัสไปแช่แข็งและน�ำมาละลายจ�ำนวน 3 ครั้ง (3F-T) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ

เก็บไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว

การประเมินค่าความแรงของไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว

เลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 จ�ำนวน 2.0 × 105 เซลล์ในปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรในเพลทชนิด 96 หลุม 

นาน 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 5% คาร์บอนไดออกไซด์จากนั้นน�ำวัคซีนตัวอย่างที่มี 

เชื้อไวรัสโรตาอ่อนฤทธิ์มากระตุ้นด้วย trypsin ที่ความเข้มข้นที่เหมาะสม โดยเจือจางไวรัสเป็น 1:10 ใน titration 

medium บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 50-60 นาที ในสภาวะที่มี trypsin จากนั้นเจือจางไวรัสแต่ละขั้นเป็น 1:100.5 

โดยเริ่มที่ระดับความเจือจาง 10-3.0 - 10-7.5 ด้วย titration medium โดยก่อนเติมวัคซีนตัวอย่างในแต่ละ 

ความเจือจาง ล้างเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ในเพลท 96 หลุม ด้วย washing medium ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร/หลุม 

2 ครั้ง เพื่อเอาซีรั่มที่อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ออก เนื่องจากซีรั่มจะหยุดการท�ำงานของ trypsin จากนั้นดูด washing 

medium ออกประมาณ 0.18 มิลลิลิตร ก่อนเติมวัคซีนตัวอย่างในแต่ละความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/หลุม 

ความเจือจางละ 8 หลุม น�ำไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มี 5% คาร์บอนไดออกไซด์นาน 6 วัน จากนั้น 

ล้างเพลทด้วย washing medium ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร/หลุม จ�ำนวน 1 ครั้งแล้ว fix เซลล์ด้วย 80% acetone ที่

แช่เย็นทิ้งให้เพลทแห้ง จากนั้นย้อมหาปริมาณแอนติเจนของ rotavius ด้วยวิธีimmunoperoxidasestaining(9)  

โดยเติม monoclonal antibody 2C9 ที่เจือจาง 250 เท่า ด้วย 5% skimmed milk (Cat.No.70166, Fluka) ใน 

PBS- ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร/หลุมลงในเพลท บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 1 ชั่วโมงจากนั้นล้างเพลท 4 ครั้ง

ด้วย PBS- และเติม anti-mouse IgG-peroxidase (Cat. No. 12-349, Millipore) ที่เจือจาง 400 เท่า ซึ่งได้

จากการหาค่าความเจือจางที่เหมาะสมโดยใช้ 5% skimmed milk (Cat. No.70166, Fluka) ใน PBS- ปริมาตร 

0.05 มิลลิลิตร/หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมงจากนั้นล้างเพลท 4 ครั้งด้วย PBS- ก่อนเติม 

0.05 มิลลิลิตร/หลุมของสารละลายที่มี 3,3’-Diaminobenzidine tablet (DAB) และ urea hydrogen peroxide 

tablet อย่างละ 1 เม็ด (Cat. No. D4418, Sigma) ในน�้ำกลั่นปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 

20 นาที และล้าง 3 ครั้ง ด้วยน�้ำประปา อ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยนับจ�ำนวนหลุมที่มีเซลล์ติดสีน�้ำตาล 

ซึ่งเกิดจากการที่เซลล์ติดเชื้อไวรัสโรตา น�ำจ�ำนวนหลุมที่ให้ผลบวกมาค�ำนวณหาค่าความแรงหรือปริมาณไวรัสโรตา

ทั้งหมด มีหน่วยเป็น Cell culture infective dose 50% (CCID50) 1.5 มิลลิลิตร

การก�ำหนดค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้น

ประเมินค่าความแรงของไวรัสอ้างอิงมาตรฐานไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ เพื่อใช้

เป็น in-house reference standard โดยท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ โดยผู้ปฏิบัติงาน 3 ราย

การค�ำนวณค่าความแรง

ค�ำนวณค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้นให้องปฏิบัติการ โดยใช้สูตรที่

ดัดแปลงมาจาก Kaber(10) ดังนี้

	

		                                            	 ∑ จ�ำนวนหลุมทั้งหมดที่มี CPE - 0.5   × 0.5	
Log10CCID50   =  - ส่วนกลับของความเจือจางต�่ำสุดที่ใช้ +
			   จ�ำนวนหลุมในแต่ละความเจือจาง

							     

[ [ [[
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ค�ำนวณค่าความแรงท่ีได้ในรปูของ CCID50/50 ไมโครลติรและรายงานผลเป็น CCID50/โด๊ส/1.5 มลิลลิติร  

ค่าความแรงที่ได้ในแต่ละครั้งที่ทดสอบต้องมีความแตกต่างไม่เกิน 0.5 log10CCID50

ผล

ลักษณะของเซลล์เพาะเลี้ยงหลังการติดเชื้อด้วยไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว

ลักษณะของเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 หลังการติดเชื้อไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว โดยสังเกตเห็น

เซลล์เริ่มมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปที่เรียกว่า cytopathic effect (CPE) หลังการติดเชื้อนาน 4 วัน เมื่อย้อมสีด้วยวิธี 

immunoperoxidase จะเห็นสีน�้ำตาลภายในเซลล์ (ภาพที่ 1 a)   ซึ่งลักษณะดังกล่าวจะไม่เห็นในเซลล์ควบคุม 

(ภาพที่ 1 b) ที่ไม่ติดเชื้อที่ก�ำลังขยาย 40x

ภาพที่ 1  ลักษณะของเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ภายหลังการติดเชื้อไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว (1a) 

เทียบกับเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ปกติ (1b)  

             เซลล์ MA104 ที่ติดเชื้อไวรัสโรตา	 เซลล์ MA104 ปกติ

		  (ก�ำลังขยาย 40X)	 (ก�ำลังขยาย 40X)

	 1a	 1b

ผลของ trypsin ต่อการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล์เพาะเลี้ยง

จากผลการศึกษาพบว่าการใช้ trypsin ที่ความเข้มข้นสูงสุดคือ 7.5 µg/ml trypsin/ washing medium

ในช่วงการให้ไวรัสเข้าสู่เซลล์โดย titration medium และช่วงการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโดย maintenancemedium 

ให้ปริมาณไวรัสสูงที่สุดคือ 6.86 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ในขณะที่ปริมาณไวรัสลดลงเมื่อใช้ความเข้มข้น trypsin 

ที่ 0.75 µg/ml trypsin/washing medium (4.05 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร) และ 0.375 µg/ml trypsin/ 

washing medium (3.86  log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร) ในสภาวะที่ 7.5 µg/ml trypsin/washing medium แต่

ในอาหาร maintenancemedium เป็น washing medium ที่เติม 1% ของซีรั่ม และ washing medium จะให้

ปริมาณไวรัสเท่ากับ 3.93 และ 4.30 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ซึ่งไม่แตกต่างจากการใช้ที่ 0.75 µg/ml trypsin/

washing medium และ 0.375 µg/ml trypsin/washing medium ในอาหาร maintenancemedium เป็น 

washing medium ทีเ่ตมิ 1% ของซรีัม่ และ washing medium คอื 4.05, 3.80, 4.55 และ 4.24  log10CCID50/1.5 

มิลลิลิตร ตามล�ำดับ (ตารางที่ 1)
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การเปรียบเทียบปริมาณไวรัสจากการเก็บไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในสภาวะต่างๆ

จากการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ในสภาวะที่ความ 

เข้มข้น trypsin เป็น 0.75 µg/ml trypsin/washing medium และเก็บน�้ำเลี้ยงเซลล์ที่มีไวรัสโดยวิธีที่แตกต่างกัน 

4 รูปแบบ คือ 1) เก็บโดยตรง  2) 1F-T  3) 2F-T และ 4) 3F-T  ผลการทดลองพบว่าในสภาวะการทดลอง 3 ซ�้ำ 

ที่เป็นอิสระแก่กันโดยผู้วิเคราะห์ 3 ราย  การเก็บไวรัส โดยตรงให้ค่าปริมาณไวรัสเฉลี่ยเท่ากับ 6.68 log10CCID50/1.5 

มิลลิลิตร ซึ่งต�่ำกว่าปริมาณไวรัสที่ได้จากการเก็บโดยวิธี 1F-T และวิธี 3F-T ที่ให้ปริมาณไวรัสเฉลี่ยเท่ากัน คือ 6.97 

log10CCID50/1.5 มิลลิลิตรอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติโดย One-Way ANOVA (p <0.05 ) เช่นเดียวกับปริมาณไวรัส

ที่เก็บโดยวิธี 2F-T คือ106.47 CCID50/1.5 ml (p <0.05) และการเก็บโดยวิธี 2F-T ให้ค่าความแรงที่แตกต่างอย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับการจัดเก็บไวรัสโดยวิธี 1F-T และวิธี 3F-T (p <0.05) การเก็บโดยวิธี 1F-T และ

วิธี 3F-T ให้ปริมาณไวรัสเฉลี่ยมากที่สุด ดังนั้นเพื่อลดเวลาการเก็บวัคซีนไวรัสลงจะใช้วิธี 1F-T มาเตรียมไวรัส 

โรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวอ้างอิงเพ่ือน�ำมาใช้เป็น in-house reference standard ในห้องปฏิบัติการ 

(ตารางที่ 2)

	 7.5 µg/mltrypsin/	 7.5 µg/mltrypsin/washing medium	 6.86

	
washing medium

	 washing medium+ 1% FBS	 3.93

		  washing medium	 4.3

	 0.75 µg/mltrypsin/	 0.75 µg/mltrypsin/washing medium	 4.05

	
washing medium

	 washing medium+ 1% FBS	 4.05

		  washing medium	 3.8

	 0.375 µg/mltrypsin/	 0.375 µg/mltrypsin/ washing medium	 3.86

	
washing medium

	 washing medium+ 1% FBS	 4.55

		  washing medium	 4.24

ตารางที่ 1  ผลของ trypsin ต่อการเพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล์เพาะเลี้ยง

	 สภาวะของอาหาร ค่าเฉลี่ยของ virus titer
(log10CCID50/1.5 ml)Titration medium	 Maintenance medium

		  การทดลองที่ 1	 การทดลองที่ 2	 การทดลองที่ 3	 G.M.

	 เก็บโดยตรง	 6.74	 6.68	 6.61	 6.68

	 1F-T *	 6.99	 6.8	 7.11	 6.97

	 2F-T	 6.49	 6.49	 6.43	 6.47

	 3F-T *	 7.05	 6.99	 6.86	 6.97

การเก็บไวรัสหลังการแช่แข็งและละลาย (freeze-thaw) 1 ครั้ง 1F-T* และเก็บไวรัสหลังการแช่แข็งและ

ละลาย (freeze-thaw) 3 ครัง้ 3F-T* ไม่มีความแตกต่างอย่างมนียัส�ำคัญทางสถิตโิดย One-Way ANOVA (p>0.05)

ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบปริมาณไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวจากการเก็บไวรัสในสภาวะต่างๆ 

	 สภาวะการจัดเก็บไวรัส	 virus titer (log10CCID50/1.5 ml)



สภาวะทีเ่หมาะสมส�ำหรบัการเพาะเลีย้งไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนี	 ณฐักานต์  มิง่งามทรพัย์ และคณะ
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การก�ำหนดค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้นในห้องปฏิบัติการ

เม่ือน�ำไวรสัโรตาสายพันธุวั์คซีนซีโรทยัป์เดีย่วทีเ่ตรยีมขึน้เพือ่ใช้เป็นไวรสัอ้างอิงในห้องปฏบิตักิาร (in-house 

reference) มาหาค่าความแรงโดยผู้ปฏิบัติ 3 ราย ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ จ�ำนวน 2 ครั้ง ที่เป็นอิสระต่อกัน ค่าความแรง

เฉล่ียของวัคซีนอ้างอิงมาตรฐานท่ีเตรียมในห้องปฏิบัติการจากผู้ปฏิบัติ 3 ราย เท่ากับ 8.03, 7.86 และ 7.88 

log10CCID50/1.5 ml (n= 3) โดยมีค่าความแรงรวมเฉลี่ย (n= 18) เท่ากับ 7.93 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร 

เมื่อน�ำมาหาค่าพิสัย (G.M. ± 3SD) มีค่าเท่ากับ 7.46- 8.40 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร (ตารางที่ 3)

	 รายที่ 1 (n= 6)	 รายที่ 2 (n= 6)	 รายที่ 3 (n= 6)

	 8.05, 7.99, 8.11	 7.74, 8.05, 7.80	 7.74, 7.93, 7.68

	 8.11, 7.99,7.93	 8.05, 7.86, 7.68	 7.99, 8.18, 7.80

	 G.M. = 8.03	 G.M. = 7.86	 G.M. = 7.88

	 SD = 0.07	 SD = 0.16	 SD = 0.18

		  G.M. รวม = 7.93

		  SD รวม = 0.16

		  G.M. ± 3SD = 7.46- 8.40

ตารางที่ 3  การก�ำหนดค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้น

ค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้น

ในห้องปฏิบัติการ โดยผู้สอบเทียบ 3 ราย (log10CCID50/1.5 ml)

วิจารณ์

ไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวจะท�ำให้เซลล์ MA104 เกิด CPE ในระยะเวลา 4-6 วัน ซึ่งสามารถ

พิสจูน์ได้เมือ่ย้อมหาแอนตเิจนของไวรสัท่ีอยูภ่ายในไซโตพลาสซมึของเซลล์ทีต่ดิเชือ้ไวรสัด้วยวธิ ีimmunoperoxidase 

จากการทบทวนวรรณกรรมไวรสัโรตาจะตดิเชือ้ในเซลล์เพาะเลีย้งได้ดต้ีองอาศยั trypsin ในการช่วยให้ไวรสัเข้าสูเ่ซลล์

ได้ง่ายขึ้น(5-7) จึงท�ำการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมของความเข้มข้น trypsin พบว่าการใช้ 7.5 µg/ml trypsin/ 

washing medium ทั้งใน titration medium และ maintenance medium ได้ค่าปริมาณไวรัสสูงสุด 6.86 

log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ส่วนท่ีสภาวะอืน่ๆ ทีล่ดความเข้มข้น trypsin ลง 10 และ 20 เท่า (0.75 µg ,0.375 µg/ml 

trypsin) ทั้งใน titration medium และ maintenance medium ปริมาณไวรัสที่ได้จะลดลงและมีค่าใกล้เคียงกัน 

แสดงว่าความเข้มข้น trypsin มีส่วนส�ำคญัมากในการส่งเสรมิการเพิม่จ�ำนวนไวรสัโรตาในการทดลองนีจ้งึใช้ 7.5 µg/ml 

trypsin/washing medium เป็นสภาวะเหมาะสมของอาหารที่ใช้เพิ่มจ�ำนวนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวในเซลล ์

เพาะเลี้ยง MA104 สอดคล้องกับที่มีการศึกษามาก่อนคือใช้ความเข้มข้น trypsin ระหว่าง 1-10 µg/ml(5-7)

วิธีการจัดเก็บไวรัสก็เป็นวิธีหนึ่งในการเพิ่มปริมาณไวรัสให้มากขึ้นการศึกษานี้ได้ทดลองหาสภาวะ 

การเก็บไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยวที่เหมาะสมใน 4 สภาวะ ผลการทดสอบพบว่าวิธีการเก็บโดยการแช่แข็งและละลาย 

เพียง 1 ครั้ง ก็เพียงพอต่อการเก็บไวรัสโรตาอีกทั้งยังประหยัดเวลา โดยให้ปริมาณไวรัสสูงสุดเท่ากับการแช่แข็งและ

ละลาย 3 ครั้ง ซึ่งโดยทั่วไปการเก็บไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยงมักเก็บโดยการแช่แข็งและละลายอย่างน้อย 3 ครั้ง เนื่องจาก

เป็นวิธีเก็บที่ให้ปริมาณไวรัสเพิ่มขึ้นจากเดิมที่เก็บน�้ำเลี้ยงเซลล์โดยตรง(5)
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การก�ำหนดค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่จัดเตรียมขึ้น พบว่าไวรัสโรตาสายพันธุ์

วคัซนีซโีรทยัป์เดีย่วทีจ่ดัเตรยีมขึน้ในสภาวะทีเ่หมาะสมในการตดิเช้ือไวรสัโรตาในเซลล์โดยใช้ความเข้มข้น 7.5 µg/ml 

trypsin/washing medium และจัดเก็บไวรัสโดยวิธีแช่แข็งและละลาย 1 ครั้ง พบว่าไวรัสที่ได้มีค่าความแรงเฉลี่ยสูง

ถึง 7.93 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร โดยมีค่าพิสัยอยู่ระหว่าง 7.46- 8.40 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร นอกจากนี้

ค่าที่ได้แต่ละค่ามีความแตกต่างของผลการทดสอบในแต่ละคนไม่เกิน 0.5 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ซึ่งเป็น 

ค่ามาตรฐานสากลท่ียอมรับผลการทดสอบว่าไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละครั้งที่ท�ำการทดสอบ(11) จึงสรุปว่าช่วง 

ค่าความแรงที่ได้สามารถน�ำมาใช้เป็นค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่จัดเตรียมขึ้นโดย 

ก�ำหนดว่า เมื่อใดที่ท�ำการทดสอบวัคซีนตัวอย่างแต่ละครั้ง   ค่าความแรงของไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยว

อ้างอิงจะต้องอยู่ในช่วงค่าที่ก�ำหนดทุกครั้ง หากไม่อยู่ในช่วงค่าที่ก�ำหนดจะถือว่าผลการทดสอบในครั้งนั้นไม่ผ่านการ

ทดสอบค่าความแรงจะต้องมีการทดสอบซ�ำ้ นอกจากนีค่้าความแรงของไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนีซโีรทยัป์เดีย่วทีเ่ตรยีม

ขึน้เองสงูกว่าค่ามาตรฐานท่ี WHO ก�ำหนดคอืวัคซนีตวัอย่างต้องมค่ีาความแรงไม่น้อยกว่า 6 log10CCID50/1.5 มลิลลิติร 

โดยไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมขึ้นจะน�ำมาใช้ทดสอบควบคู่ไปกับวัคซีนตัวอย่างทุกครั้ง จึงควร 

มีองค์ประกอบของสารส�ำคัญที่ใกล้เคียงกัน เพื่อยืนยันผลการทดสอบในแต่ละครั้งว่าให้ผลการทดสอบที่ถูกต้อง และ 

น่าเชื่อถือ การศึกษานี้ไม่สามารถระบุได้ว่าไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียมได้ในห้องปฏิบัติการ 

มคีวามคงตวั (stability) มากน้อยเพยีงใด ซึง่จะต้องท�ำการศกึษาต่อไป รวมทัง้การหาวธิจีดัเตรยีมไวรสัโรตาสายพนัธุ์

วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในรูปผงแห้งเพื่อให้มีความคงตัวมากขึ้น ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการเก็บไว้ใช้เป็นระยะเวลานานๆ 

อย่างไรก็ตาม การจัดเตรียมไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวในรูปของเหลวนี้ จัดเก็บเป็นหลอดบรรจุไว้ใช้เพียง

พอในแต่ละครัง้ท่ีท�ำการทดสอบ เพือ่ป้องกนัการลดลงของไวรสัในขณะเดยีวกนัจะมกีารประเมนิค่าความแรงของวคัซีน

ตัวอย่างเป็นระยะๆ และศึกษาแนวโน้มการใช้ไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่จัดเตรียมขึ้นตามข้อแนะน�ำ 

ของ WHO 

สรุป

วัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์เดี่ยว ก�ำลังจะถูกน�ำมาใช้ในแผนสร้างเสริมภูมิคุ้มกันโรคในเด็กของประเทศไทย 

ท�ำให้การควบคุมคุณภาพวัคซีนไวรัสโรตาของประเทศจะมีปริมาณเพิ่มขึ้น การจัดเตรียมและก�ำหนดค่าความแรงของ

ไวรัสโรตาสายพันธุวั์คซนีซโีรทัยป์เดีย่วจึงมีความส�ำคญัในห้องปฏบิตักิาร การศกึษานีไ้ด้เตรยีมไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนี

ซโีรทยัป์เดีย่วขึน้โดยศกึษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเพิม่จ�ำนวนไวรสัในเซลล์เพาะเลีย้งพร้อมวธิกีารเกบ็ไวรสัเพือ่ให้

ได้ปริมาณไวรัสท่ีมากและเพียงพอต่อการน�ำไปใช้ในระยะเวลา 3-5 ปี จากการศึกษาพบว่าไวรัสโรตาสายพันธุ์ 

วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวเพิ่มจ�ำนวนได้ดีในเซลล์เพาะเลี้ยง MA104 ในสภาวะที่มีความเข้มข้น 7.5 µg/ml trypsin/ 

washing medium ซึ่งให้ค่าความแรงสูงสุดเมื่อเทียบกับสภาวะอื่นๆ ที่มีความเข้มข้น trypsin น้อยกว่า นอกจากนี้

การเก็บไวรัสโดยการแช่แข็งและละลาย 1 ครั้ง เพียงพอและเหมาะสมส�ำหรับการเก็บไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทยัป์

เดีย่วเมือ่ตรวจสอบค่าความแรงท่ีได้ พบว่าไวรสัโรตาสายพนัธุว์คัซนีซโีรทยัป์เดีย่วทีเ่ตรยีมได้ค่าความแรงเฉลีย่สงูเท่ากบั 

7.93 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร โดยมีค่าพิสัยในช่วง 7.46- 8.40 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร ซึ่งค่าที่ได้แต่ละค่า

มีความแตกต่างไม่เกิน 0.5 log10CCID50/1.5 มิลลิลิตร จึงสรุปได้ว่าไวรัสโรตาสายพันธุ์วัคซีนซีโรทัยป์เดี่ยวที่เตรียม

ขึ้นในห้องปฏิบัติการสามารถน�ำมาใช้เป็นไวรัสอ้างอิงในการควบคุมคุณภาพค่าความแรงของวัคซีนไวรัสโรตาซีโรทัยป์ 

เดี่ยวได้
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Optimal conditionsfor propagation of  
rotavirus monovalent vaccine strain 

to use as a referencerotavirus for 
evaluation of potency valuesof 
monovalent rotavirus vaccine

Natthakarn  Mingngamsup  Sukanlayanee  Chaimee  Bhurit  Songthananit 

and  Supaporn  Phumiamorn
Institute of Biolagical Products, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000. Thailand.

Abstract  Rotavirus vaccine will be introduced to National Immunization Program in the future to 
reduce child mortality in Thailand caused a severe diarrhea in infants and children. Quality control of 
the vaccine to ensure the safety and effectiveness of rotavirus vaccine will be increased as well. Therefore, 
it is necessary to prepare rotavirus monovalent vaccine strain for using in quality control laboratory. 
This study was to determine optimal conditions for preparation of rotavirus monovalent vaccine strain 
infected cell culture in the presence of various concentrations of trypsin and to study harvesting virus 
in culture fluid in various conditions after freeze-thaw cycle 1 time, 2 times and 3 times, respectively  
comparing with harvesting viral vaccine directly from culture supernatant. Optimal conditions were 
used for the preparation of rotavirus monovalent vaccine strain that would be assigned with the potency 
values. The result showed that use of trypsin couldenhance rotavirus quantity in MA104 cells. Trypsin 
at 7.5 µg/ml trypsin/washing mediumboth in the titration medium and the maintenance medium and 
harvesting virus with 1F-T method were optimal conditions for preparation of rotavirus vaccine due 
to a highest potency values. When optimal conditions used for preparation of   rotavirus monovalent 
vaccine strain, it was found that the geometric mean was 7.93 log10CCID50/1.5 ml with the range between 
7.46-8.40 log10CCID50/1.5 ml. Each individual value from three analysts was not more than 0.5 
log10CCID50/1.5 ml. It can be concluded that rotavirus monovalent vaccine strain prepared in the 
laboratory can be used as a reference rotavirus for quality control of monovalent rotavirus vaccine potency.

Key words: Rotavirus vaccine, potency
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การถ่ายโอนและการตรวจสอบความถูกต้องของ 

วิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ด 

โดยวิธี UPLC
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บทคัดย่อ  การถ่ายโอนและการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ดด้วยวิธีอัลตราเพอร์ฟอร์มานซ์ 
ลคิวดิ โครมาโทกราฟีโดยใช้คอลมัน์ ZORBAX Eclipse Plus C18 ขนาด 2.1 × 100 มลิลเิมตร ขนาดอนภุาค 1.8 ไมโครเมตร 
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยมีส่วนผสมของเมธานอลและน�้ำในอัตราส่วน 55:45 โดยปริมาตร เป็นสารละลายตัวพา 
อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบว่าการทดสอบความจ�ำเพาะของวิธีไม่พบ 
การรบกวนของสารสลายตัวที่ถูกเร่งให้สลายตัวภายใต้สภาวะต่างๆ เช่น กรด ด่าง ความร้อน ไฮโดรไลซิส ออกซิเดซัน และแสง
พบความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.15-0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 
0.9999 การทดสอบความแม่นของวิธีพบค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละของการคืนกลับเฉลี่ยที่ 3 ระดับความเข้มข้นเท่ากับ 100.5 
และมีค่าเบีย่งเบนมาตรฐานเท่ากบัร้อยละ 1.2 การทดสอบความเทีย่ง พบว่าการวเิคราะห์ตัวอย่างจ�ำนวน 6 ซ�ำ้ภายในวนัเดยีวกนั 
การวิเคราะห์ตัวอย่างเมื่อเปลี่ยนวันที่วิเคราะห์และเปลี่ยนนักวิเคราะห์ มีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับร้อยละ 0.7, 0.6 และ 
0.7 ตามล�ำดับ วิธีวิเคราะห์มีความทนต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะการทดสอบต่างๆ คือ การเปลี่ยนคอลัมน์ อุณหภูมิคอลัมน์ 
สดัส่วนและอตัราการไหลของสารละลายตวัพา โดยไม่มผีลกระทบต่อความเหมาะสมของระบบและปรมิาณสารทีว่เิคราะห์ได้ เมือ่ 
เปรียบเทียบวิธีวิเคราะห์นี้กับวิธีที่ระบุไว้ในเภสัชต�ำรับของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศอังกฤษ พบว่าวิธีน้ีสามารถตรวจ
วิเคราะห์ได้รวดเร็วกว่า ดังนั้นวิธีวิเคราะห์ปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดโดยวิธี UPLC นี้ จึงมีความถูกต้อง แม่นย�ำ และให้
ผลวิเคราะห์ที่น่าเชื่อถือ สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีทางเลือกอีกวิธีหนึ่งในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดได้
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บทน�ำ

เพรดนิโซโลน (Prednisolone) เป็นสารสังเคราะห์กลุ่ม Glucocorticoid น�ำมาใช้ทางการแพทย์ มีฤทธิ์

ต้านการอักเสบโดยยับยั้งการเคลื่อนตัวของเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด Polymorphonuclear Leukocytes ที่ผ่านมา

ทางหลอดเลือดฝอยหรือใช้กดการท�ำงานของระบบภูมิคุ้มกันโดยลดการผลิตและการท�ำงานของเม็ดเลือดขาว ชนิด 

lymphocytes และ eosinophils(1, 2) เพรดนิโซโลนจัดเป็นยาควบคุมพิเศษ ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง 

ยาควบคุมพิเศษ(3) ตามข้อ 3 ล�ำดับที่ 34 ต้องมีแพทย์เป็นผู้สั่งจ่าย ไม่สามารถซื้อหาได้เองตามร้านขายยาทั่วไป  

เพรดนิโซโลนที่มีใช้ในโรงพยาบาลมีทั้งรูปแบบยาเม็ดและยาแคปซูล ปัจจุบันมีเพรดนิโซโลนในรูปแบบยาเม็ด 

ที่ขึ้นทะเบียนต�ำรับทั้งสิ้น 126 ต�ำรับ จ�ำแนกเป็นผลิตในประเทศ 125 ต�ำรับและน�ำเข้า 1 ต�ำรับ(4) 

เพรดนิโซโลนมีลักษณะเป็นผงสีขาว ละลายในน�้ำ (1:1300) เอธานอล (1:30) คลอโรฟอร์ม (1:180) มีชื่อ

ทางเคมีคือ (11β)-11, 17, 21-trihydroxypregna-1, 4-diene-3, 20-dione มีสูตรโมเลกุล คือ C21H28O5 

น�้ำหนักโมเลกุล 360.4 และมีสูตรโครงสร้างทางเคมี (ภาพที่ 1)(5)

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างของเพรดนิโซโลน

การวิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดที่ระบุไว้ในเภสัชต�ำรับของประเทศสหรัฐอเมริกา (USP36) 

ใช้ normal phase HPLC และใช้ Butyl chloride, Water-saturated Butyl chloride, Tetrahydrofuran, 

Methanol และ Glacial acetic acid ในอัตราส่วน 95:95:14:7 เป็นสารละลายตัวพา ซึ่งมีส่วนผสมของ 

chlorinated hydrocarbon ซ่ึงมีอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม ส่วนวิธีวิเคราะห์ตามเภสัชต�ำรับของประเทศอังกฤษ 

(BP 2013) ใช้ reverse-phase HPLC โดยมีเมธานอลและน�้ำ ในอัตราส่วน 42:58 เป็นสารละลายตัวพา(6, 7) 

เนื่องจากในปัจจุบันเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์มีการพัฒนาเพื่อให้มีประสิทธิภาพมากขึ้นคือ Ultra Performance 

Liquid Chromatography: UPLC ซึ่งเป็นระบบที่สามารถทนแรงดันได้มากกว่า High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC จงึสามารถใช้กบัคอลมัน์ทีม่ขีนาดอนภุาคเลก็กว่าและความยาวสัน้ลง ท�ำให้ประสทิธภิาพ

ในการแยกสารเพิม่ข้ึน ใช้เวลาในการวิเคราะห์ส้ันลงและสิน้เปลอืงสารเคมน้ีอยลงอกีด้วย โดยเมือ่วเิคราะห์เพรดนโิซโลน 

ด้วยวิธี UPLC พบพีคของเพรดนิโซโลนที่เวลาประมาณ 3.4 นาที ส่วนการวิเคราะห์เพรดนิโซโลนโดยวิธีมาตรฐาน

ตามต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศอังกฤษพบพีคของเพรดนิโซโลนที่เวลาประมาณ 9.0 และ 5.2 นาที  

ตามล�ำดับ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ถ่ายโอนวิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ดโดยใช้เทคนิค UPLC และท�ำการตรวจสอบ

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ตามหลักเกณฑ์ของ USP(8) และ ICH Guideline(9)  โดยศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจง 

ของวธิ ีความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ ความแม่น ความเทีย่ง และความคงทนของวธิวีเิคราะห์ เพือ่สามารถ

น�ำวธินีีไ้ปใช้เป็นวิธทีางเลอืก ส�ำหรบัการวิเคราะห์ในห้องปฏบิตักิารทีม่จี�ำนวนตวัอย่างปรมิาณมากๆ ได้ในคราวเดยีวกนั 
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วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่อง UPLC: Agilent Model Agilent 1290 infinity ประกอบด้วย Binary Pump G4220B, 

Hip Sampler G4226A, Column Compartment G1316C, DAD Detector G4212A, Software 

OpenLab-EzChrom, USA Column: ZORBAX Eclipse Plus C18 ขนาด 2.1 × 100 มิลลิเมตร  ขนาดอนุภาค 

1.8 ไมโครเมตร S.N. USDAZ03529 และ S.N. USDAZ04974

Microbalance: Mettler Toledo Model MX5, Switzerland 

Balance: Mettler Toledo Model MT261 Delta range, Switzerland

Shaker: GFL Gesellscaft fur Labortechnik mbH  Model 3018, Germany

Ultrasonic bath: CREST ULTRASONICS Model CP2600D, Malaysia

Hot air oven: Binder Model FED-115, Germany

Syringe filter: PVDF 0.22 µm, Agela Technologies, USA

	

สารเคมีและสารมาตรฐาน

Methanol HPLC grade ผลิตภัณฑ์ของ Macron, USA

Hydrochloric acid 37% AR grade ผลิตภัณฑ์ของ Carlo Erba, Switzerland

Sodium Hydroxide AR grade ผลิตภัณฑ์ของ Merck, Germany 

Hydrogen Peroxide 35% AR grade ผลิตภัณฑ์ของ Carlo Erba, Switzerland 

น�้ำจาก Mili-Q purification system ผลิตภัณฑ์ของ Milipore, Netherlands

สารมาตรฐาน Prednisolone USP reference standard Lot.No. N1J277

สารมาตรฐาน Prednisolone DMSc reference standard Control.No. WSP48-4/55

ตัวอย่าง

ตัวอย่างยาเม็ดเพรดนิโซโลน ขนาดความแรง 5 มิลลิกรัมต่อเม็ด

วิธีการทดสอบ

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

สารละลายมาตรฐาน Prednisolone ชั่งสารมาตรฐาน Prednisolone USP RS ให้มีน�้ำหนักที่ถูกต้อง 

ประมาณ 10 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรด้วย Mobile phase 

กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร

สารละลายมาตรฐาน Prednisolone ส�ำหรับกราฟมาตรฐาน ช่ังสารมาตรฐาน Prednisolone 

DMSc RS ให้มีน�้ำหนักที่ถูกต้อง ประมาณ 125 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลาย 

และปรบัปรมิาตรด้วย Mobile phase จากน้ันเจอืจางสารละลายทีไ่ด้ให้มปีรมิาณทีแ่น่นอนของ Prednisolone ประมาณ 

0.15, 0.175, 0.2, 0.225 และ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ

สารละลายมาตรฐาน Prednisolone stock solution ชั่งสารมาตรฐาน Prednisolone DMSc RS 

ให้มีน�้ำหนักที่ถูกต้อง ประมาณ 100 มิลลิกรัม ลงใน Volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตร

ด้วย Mobile phase กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร
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การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ชั่งตัวอย่างยาเม็ดเพรดนิโซโลน ไม่น้อยกว่า 20 เม็ด ค�ำนวณหาน�้ำหนักเฉลี่ยต่อเม็ด แล้วบดผสมให้เป็น 

เนือ้เดยีวกนั จากน้ันชัง่ผงยาตวัอย่างให้มีน�ำ้หนักทีถ่กูต้องโดยให้มปีรมิาณตวัยาประมาณ 10 มลิลกิรมั ลงใน Volumetric 

flask ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม Mobile phase ประมาณ 25 มิลลิลิตร น�ำไปเขย่า 15 นาที จากนั้นน�ำไป sonicate 

10 นาที แล้วปรับปริมาตรด้วย Mobile phase กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร

การเปรียบเทียบ Retention time ของวิธีวิเคราะห์โดย UPLC กับวิธีมาตรฐาน

เตรยีมสารละลายเพรดนโิซโลนใน Mobile phase ของแต่ละวธิแีล้วฉดีสารละลายเข้าระบบโครมาโทรกราฟี 

(ตารางที่ 1)

คอลัมน์	 ZORBAX Eclipse	 Hypersil silica	 Hypersil BDS C18
	 Plus C18 ขนาด	 ขนาด 4.6 × 250 mm,	 ขนาด 4.6 × 200 mm,
	 2.1 × 100 mm, 1.8 µm	 5 µm	 5 µm	

สารละลายตัวพา	 MeOH:H2O (55:45)	 C4H9Cl: Water-saturated 	 MeOH:H2O (58:42)
		  C4H9Cl:(CH2)4 O:MeOH:
		  GAA  (95:95:14:7)	

อัตราการไหล	 0.3 มิลลิลิตร/นาที	 1.0 มิลลิลิตร/นาที	 1.0 มิลลิลิตร/นาที
อุณหภูมิของคอลัมน์	 35 ํC	 ambient	 ambient
ปริมาตรที่ฉีด	 2 ไมโครลิตร	 10 ไมโครลิตร	 20 ไมโครลิตร
เครื่องตรวจวัด	 DAD 254 nm	 UV 254 nm	 UV 254 nm

ตารางที่ 1  แสดงระบบโครมาโทรกราฟีตามวิธีต่างๆ

พารามิเตอร์	 วิธีวิเคราะห์โดย UPLC	 USP 36	 BP 2014

วิธีตรวจสอบความถูกต้องของวิธี 	(Method validation)					   

1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี (Specificity)	

ชัง่สารมาตรฐาน Prednisolone DMSc  RS ประมาณ 10 mg ลงในหลอดทดลองแล้ว น�ำไป ท�ำให้สลายตวั 

ในสภาวะต่างๆ ดังนี้ 	

1.	 เติม 3 N Sodium Hydroxide จ�ำนวน 100 µl แล้วให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

2. 	 เติม 3 N Hydrochloric acid จ�ำนวน 100 µl แล้วให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 	

3. 	 เติม Hydrogen peroxide 35% จ�ำนวน 100 µl แล้วให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

4. 	 เติมน�้ำจ�ำนวน 100 µl แล้วให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

5. 	 ให้ความร้อนที่ 80 ํC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง

6.	 น�ำไปผึ่งแดด เป็นเวลา 8 ชั่วโมง

จากนั้นละลายสารมาตรฐานจากสภาวะต่างๆ ข้างต้นด้วย Mobile phase จ�ำนวน 10 มิลลิลิตร กรองผ่าน

แผ่นกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร วิเคราะห์สารละลายที่ได้ด้วยเครื่อง UPLC เพื่อศึกษาการรบกวนของสารสลายตัว
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2.	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and Range)

ฉีดสารละลายมาตรฐาน Prednisolone ความเข้มข้นประมาณ 0.15, 0.175, 0.2, 0.225 และ 0.25 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับเข้าเครื่อง UPLC แล้วสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและ 

พื้นที่ใต้พีค ค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) ซึ่งต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995	

		

3.	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)

วิเคราะห์สารละลายตัวอย่างท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน Prednisolone stock solution (standard 

addition method) ที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ 0.16, 0.2 และ 0.24 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 80, 100 

และ 120 ของความเข้มข้นที่ใช้วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่าง โดยทดสอบความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ  ค�ำนวณ

ปริมาณเพรดนิโซโลนทั้งหมดที่มีในสารละลายเพื่อค�ำนวณค่าร้อยละของการคืนกลับ (% recovery) ที่แต่ละระดับ

ความเข้มข้น หาค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละของการคืนกลับ (% mean recovery) และค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ์ (% Relative standard deviation, % RSD) โดยที่ค่าเฉลี่ยร้อยละของการคืนกลับต้องอยู่ในช่วง 

97.0-103.0 และค่า % RSD ไม่เกิน 2.0

4.	 การทดสอบความเที่ยง (Precision)

4.1	ความท�ำซ�้ำได้ (Repeatability)

วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่างยาเม็ด จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยทดสอบในวันเดียวกัน ค�ำนวณปริมาณ

เพรดนิโซโลนต่อเม็ด ค่าเฉลี่ยและ % RSD โดย % RSD ต้องไม่เกิน 2.0	

4.2  Intermediate Precision

วเิคราะห์หาปรมิาณเพรดนิโซโลนในตวัอย่างยาเมด็ จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ โดยทดสอบต่างวนั จ�ำนวน 3 วนั และเปลีย่น

นักวิเคราะห์ จ�ำนวน 3 คน ค�ำนวณปริมาณเพรดนิโซโลนต่อเม็ด ค่าเฉลี่ยและ % RSD โดย % RSD ต้องไม่เกิน 2.0

5.	 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness) 

วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซลนในตัวอย่างยาเม็ด จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยเปลี่ยนแปลงสภาวะของระบบ UPLC 

คือ อัตราส่วนของสารละลายตัวพา	 อตัราการไหลของสารละลายตวัพา คอลมัน์ และอณุหภมูขิองคอลมัน์ เปรยีบเทยีบ

พารามิเตอร์ต่างๆ ที่ก�ำหนดไว้ ส�ำหรับตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ UPLC ได้ค่า tailing factor ต้องไม่เกิน 

2.0 พร้อมทัง้ค�ำนวณปรมิาณเพรดนิโซโลนต่อเมด็ เปรยีบเทยีบผลวเิคราะห์ทีไ่ด้โดยค�ำนวณค่า % RSD ต้องไม่เกนิ 2.0	

			            

6.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

การศกึษาครัง้นีไ้ด้ท�ำการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวเิคราะห์เพือ่ให้เป็นไปตามข้อก�ำหนดของ 

ISO/IEC 17025:2005 ที่ก�ำหนดให้ห้องปฏิบัติการทดสอบต้องประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดโดยเป็นไป 

ตามแนวทางการประเมินความไม่แน่นอนของการวัดทางเคมี(10, 11) 

ผล

การเปรียบเทียบ Retention time ของวิธีวิเคราะห์โดย UPLC กับวิธีมาตรฐาน

การวิเคราะห์เพรดนิโซโลนภายใต้สภาวะ UPLC พบพีคของเพรดนิโซโลนที่เวลาประมาณ 3.4 นาที  

ส่วนการวิเคราะห์เพรดนิโซโลนโดยวิธีมาตรฐานตามต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศอังกฤษพบพีค 
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ของเพรดนิโซโลนที่เวลาประมาณ 9.0 และ 5.2 นาที ตามล�ำดับ ซึ่งวิธีวิเคราะห์โดย UPLC พบพีคของเพรดนิโซโลน

เร็วกว่าวิเคราะห์ด้วยวิธีตามต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกาประมาณ 2.6 เท่าและตามต�ำรายาของประเทศอังกฤษ 

1.5 เท่า (ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2 แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเพรดนิโซโลนในระบบโครมาโทรกราฟีตามวิธีต่างๆ คือ 

วิธีวิเคราะห์โดย UPLC (A) ต�ำรายาของประเทศสหรัฐอเมริกา (USP 36) (B) และต�ำรายาของประเทศอังกฤษ 

(BP 2014) (C)

วิธีตรวจสอบความถูกต้องของวิธี 	(Method validation)

1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี (Specificity)

การวิเคราะห์เพรดนิโซโลนภายใต้สภาวะ UPLC พบพีคของเพรดนิโซโลนที่เวลา ประมาณ 3.4 นาที  

จากการศึกษาความจ�ำเพาะเจาะจงของวิธีโดยฉีดสารละลายของสารมาตรฐานเพรดนิโซโลนที่ท�ำให้เกิดการสลายตัวท่ี

สภาวะต่างๆ พบว่าสามารถแยกสารสลายตวัท่ีเกดิขึน้ออกจากพคีของเพรดนโิซโลนได้ (ภาพที ่3) โดยมค่ีา resolution 

มากกว่า 2.0    
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ภาพที ่3  แสดงโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานเพรดนโิซโลน (A) และสารละลายของสารมาตรฐานเพรดนโิซโลน 

ที่ท�ำให้เกิดการสลายตัวที่สภาวะต่างๆ คือ สภาวะกรด ที่ 80 ํC นาน 1 ชั่วโมง (B), สภาวะด่าง ที่ 80 ํC นาน 1 ชั่วโมง 

(C), สภาวะออกซิเดชัน ที่ 80 ํC นาน 1 ชั่วโมง (D), สภาวะไฮโดรไลซิส ที่ 80 ํC นาน 1 ชั่วโมง (E), สภาวะที่ 

80 ํC นาน 1 ชั่วโมง (F) และสภาวะที่ถูกแสงนาน 8 ชั่วโมง (G)    
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	 80%	 0.16	 98.9	 101.0	 99.8	 99.9	 1.1
	 100%	 0.20	 102.4	 99.7	 100.4	 100.8	 1.4
	 120%	 0.24	 101.2	 100.6	 100.9	 100.9	 0.3

					     เฉลี่ย	 100.5	 1.0

ตารางที่ 2  ผลการทดสอบความแม่นของวิธีวิเคราะห์

ระดับความเข้มข้น	 ความเข้มข้น	 ค่าร้อยละของการคืนกลับ	  ค่าเฉลี่ยของค่าร้อยละ	 % RSD

		  (มก./มล.)	 1	 2 	 3	 ของการคืนกลับ	

2.	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์  (Linearity and Range)

จากการฉีดสารละลายมาตรฐาน Prednisolone ที่มีความเข้มข้นประมาณ 0.15, 0.175, 0.2, 0.225  และ 

0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีค พบว่ากราฟที่

มีลักษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้นที่ท�ำการทดสอบ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9999 

(ภาพที่ 4)
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ภาพที่ 4  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเพรดนิโซโลนและพื้นที่ใต้พีค

3.	 การทดสอบความแม่น (Accuracy)

จากการฉดีสารละลายตวัอย่างทีม่กีารเตมิสารมาตรฐานเพรดนโิซโลน ที ่3 ระดบัความเข้มข้น 0.16, 0.2 และ 

0.24 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบค่าร้อยละของการคืนกลับเฉลี่ยเท่ากับ  99.9 ± 1.1, 100.8 ± 1.4 และ 100.9 ± 0.3 

ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2)

พ
ื้นท

ี่ใต
้พ

ีค 
(×

 1
06 )

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานเพรดนิโซโลน (มิลลิกรัม/มิลลิลตร)
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4.	 การทดสอบความเที่ยง (Precision)

4.1	ความท�ำซ�้ำได้ (Repeatability)

วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่างยาเม็ด จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยทดสอบในวันเดียวกัน มี % RSD 

เท่ากับ 0.7 (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ Intermediate precision

	 	 Intermediateรายการที่ทดสอบ	 ปริมาณเพรดนิโซโลน (มิลลิกรัมต่อเม็ด)  
		  precision

	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 เฉลี่ย	 % RSD	 เฉลี่ย	 %   RSD

	 1	 4.7359	 4.7743	 4.7820	 4.8012	 4.7576	 4.8257	 4.7795	 0.66		
เปลี่ยนวัน	 2	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8255	 4.8213	 4.8053	 4.8190	 0.17	 4.8042	 0.57
	 3	 4.8157	 4.8348	 4.8102	 4.8391	 4.7979	 4.7879	 4.8143	 0.42		

เปลี่ยน	 1	 4.7359	 4.7743	 4.7820	 4.8012	 4.7576	 4.8257	 4.7795	 0.66
นักวิเคราะห์	 2	 4.8381	 4.8402	 4.8650	 4.8049	 4.8264	 4.8342	 4.8348	 0.40	 4.8124	 0.70
	 3	 4.7954	 4.8100	 4.8186	 4.8204	 4.8456	 4.8479	 4.8230	 0.42

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้	

	 1	 4.7359

	 2	 4.7743

	 3	 4.7820

	 4	 4.8012

	 5	 4.7576

	 6	 4.8257

	 เฉลี่ย	 4.7795

	 %RSD	 0.66

		  ปริมาณเพรดนิโซโลน
ตัวอย่าง
		  (มิลลิกรัมต่อเม็ด)

4.2	Intermediate Precision

วเิคราะห์หาปรมิาณเพรดนโิซโลนในตวัอย่างยาเมด็ จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ โดยทดสอบต่างวนั จ�ำนวน 3 วนั ม ี% RSD 

เท่ากับ 0.6 และเมื่อเปลี่ยนนักวิเคราะห์ จ�ำนวน 3 คน มี % RSD เท่ากับ 0.7 (ตารางที่ 4)
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5.	 การทดสอบความทนของวิธี (Robustness)

ทดลองเปล่ียนแปลงสภาวะของระบบ UPLC คือ อัตราส่วนของสารละลายตวัพา อัตราการไหลของสารละลาย

ตัวพา คอลัมน์ และอุณหภูมิของคอลัมน์ ศึกษาพารามิเตอร์ต่างๆ ที่อาจมีผลกระทบต่อความเหมาะสมของระบบ 

รวมทั้งวิเคราะห์ปริมาณเพรดนิโซโลนต่อเม็ดเพื่อเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ พบว่าสภาวะของระบบโครมาโทกราฟ ี

ที่เบี่ยงเบนไปยังคงให้ผลวิเคราะห์ที่มีค่า % RSD ไม่เกิน 0.9 (ตารางที่ 5)

peak areasample      Wstd         P       VFsample       Av.Wt/unit 
                       ×	  ×	  ×	   ×
peak areastd          VFstd      100                         Wsample

ปริมาณเพรดนิโซโลน	 =	

(มิลลิกรัมต่อเม็ด)

ตารางที่ 5  แสดงผลการทดสอบความทนของวิธี

สภาวะของระบบ		  Retention	Tailing 	 ปริมาณเพรดนิโซโลน (มิลลิกรัมต่อเม็ด)

		  Time	 factor	 ปริมาณเพรดนิโซโลน	 เฉลี่ย	 เฉลี่ย	 % RSD
						      รวม	

	 65/35	 1.6	 1.35	 4.8228	 4.8003	 4.8081 	 4.8102
สัดส่วนของ				    4.8101	 4.8193	 4.8003
สารละลายตัวพา	 55/45*	 3.1	 1.26	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8190	 4.8105	 0.2
(MeOH: water)				    4.8255	 4.8213	 4.8053	
	 45/55	 7.8	 1.20	 4.8133	 4.7944	 4.7957	 4.8023
				    4.7982	 4.8149	 4.7971	

	 0.25	 3.7	 1.25	 4.8251	 4.7945	 4.8027	 4.8108
Flow rate				    4.8196	 4.8237	 4.7993
(ml/min)	 0.30*	 3.1	 1.26	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8190	 4.8142	 0.2
				    4.8255	 4.8213	 4.8053	
	 0.35	 2.6	 1.25	 4.8201	 4.7958	 4.8092	 4.8128
				    4.8196	 4.8289	 4.8032

	 30	 3.3	 1.26	 4.8265	 4.7983	 4.8170	 4.8180
				    4.8224	 4.8320 	 4.8199	
Column 	 35*	 3.1	 1.26	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8190	 4.8171	 0.2
Temperature				    4.8255	 4.8213	 4.8053	
( ํC)	 40	 2.9	 1.28	 4.8161	 4.7974	 4.8163	 4.8129
				    4.8221	 4.8288	 4.7968	

	 No.1*	 3.1	 1.26	 4.8279	 4.8197	 4.8140	 4.8190
UPLC				    4.8255	 4.8213	 4.8053		  4.7816	 0.9
Column	 No.2	 3.3	 1.22	 4.7542	 4.7634	 4.7343	 4.7443
				    4.7493	 4.7249	 4.7398

(* หมายถึง สภาวะของระบบโครมาโทกราฟีที่ท�ำการตรวจวิเคราะห์ความถูกต้อง)

6.	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)

		  การประเมนิค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวเิคราะห์เพือ่ให้เป็นไปตามข้อก�ำหนดของ ISO/IEC 17025: 2005 

ทีก่�ำหนดให้ห้องปฏบิตักิารทดสอบต้องมีการประเมนิค่าความไม่แน่นอนของการวดั ดงันัน้แหล่งทีม่าของความไม่แน่นอน

ของการวิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่างยาเม็ด พิจารณาได้จากสูตรค�ำนวณ      

peak areasample	 =	 พื้นที่ใต้พีคเพรดนิโซโลนในสารละลายตัวอย่าง

peak areastd 	 =	 พื้นที่ใต้พีคเพรดนิโซโลนในสารละลายมาตรฐาน  

Wstd	           	 =  	 น�้ำหนักของสารมาตรฐานเพรดนิโซโลน (มิลลิกรัม)
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VFstd	            	 =  	 ปริมาตรที่ใช้ในการเจือจางสารมาตรฐาน (มิลลิลิตร)

P                      	 =  	 ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน (% purity)

VFsample	 = 	 ปริมาตรที่ใช้ในการเจือจางตัวอย่าง (มิลลิลิตร)

Av.Wt/unit       	 = 	 น�้ำหนักเฉลี่ยต่อเม็ดของยาเม็ดเพรดนิโซโลน (กรัม)

Wsample              	 = 	 น�้ำหนักผงยาที่ใช้ในการวิเคราะห์ (กรัม)

พิจารณาถึงความไม่แน่นอนที่เกิดจากแต่ละแหล่ง จากนั้นค�ำนวณหาค่าความไม่แน่นอนรวม (Combined 

relative standard uncertainty) และค่าความไม่แน่นอนขยาย (Expanded uncertainty) เพื่อรายงานเป็นผล

การทดสอบ (ตารางที่ 6)

ตารางที่ 6  แสดงการประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ด

Source of
		  Value, x	 Unit	 Uncertainty	 Distribution	 u(xi)	 u(xi)/x
Uncertainty

Standard						    

Wstd		  10.288	 mg	 0.014878	 Normal	 0.014878	 2.0914 × 10-6

VFstd						    

- Calibration	 50	 ml	 0.05	 Rectangular	 0.028868	

- Temperature	 50	 ml	 0.15	 Rectangular	 0.086602	

            Total					     0.091287	 1.8257 × 10-3

Peak areastd	 369804568.7	 -	 689791.25	 Normal	 689791.25	 1.8653 × 10-3

Purity		 -	 -	 -	 -		  -

Sample						    

Av. Wt/unit	 0.1097	 g	 0.000015	 Normal	 0.000015	 6.7383 × 10-6

Wsample		 0.22037	 g	 0.000015	 Normal	 0.000015	 1.3536 × 10-4

VFsample						    

- Calibration	 50	 ml	 0.05	 Rectangular	 0.028868	

- Temperature	 50	 ml	 0.15	 Rectangular	 0.086602	

            Total					     0.091287	 1.8257 × 10-3

Peak areasample	 344032956.7	 -	 129060.88	 Normal	 129060.88	 3.7514 × 10-4

Repeatability	 4.7359	 -	 0.03168	 Normal	 0.012933	 2.7309 × 10-3

Total relative standard uncertainty : 0.00001986

Combined relative standard uncertainty : 0.00446

Test result is 94.7% la. ; Combined standard uncertainty : 0.00446 × 94.7 = 0.4224

Expanded uncertainty at 95% confidence limit : k = 2, 2 × 0.4224 = 0.8448% la.

Reported value : 94.7 ± 0.8% la.
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วิจารณ์

การถ่ายโอนวิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ดด้วยเทคนิค UPLC โดยใช้คอลัมน์ ZORBAX Eclipse 

Plus C18 ขนาด 2.1 × 100 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสโดยมีส่วนผสมของ 

เมธานอลและน�้ำในอัตราส่วน 55:45 เป็นสารละลายตัวพา อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรต่อนาทีและตรวจวัด 

ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบว่าไม่มีการรบกวนจากสารอื่นเมื่อถูกเร่งให้สลายตัวภายใต้สภาวะต่างๆ ได้แก่  

กรด ด่าง ความร้อน ไฮโดรไลซิส ออกซิเดซันและแสง แสดงถงึความจ�ำเพาะเจาะจงของวธิต่ีอเพรดนโิซโลน ซึง่มกีารศกึษา

ความคงตวัของเพรดนโิซโลนพบว่าเพรดนโิซโลนสามารถสลายตวัได้ทัง้ในสภาวะทีเ่ป็นกรดและสภาวะทีเ่ป็นด่าง โดยใน

สภาวะที่ค่าความเป็นกรด-ด่างน้อยกว่า 5.5 เพรดนิโซโลนจะสลายตัวเป็น 17-deoxy-21-dehydroprednisolone 

และเมื่อค่าความเป็นกรด-ด่างสูงขึ้น เพรดนิโซโลนจะสลายตัวได้สารหลายชนิด ได้แก่ 17-deoxy-21-dehydro-

prednisolone, 17-dehydroprednisolone, 17-ketosteroid และ D-homosteriod(12)

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ พบว่ามีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 0.15 

ถงึ 0.25 มลิลกิรัมต่อมลิลิลติร มค่ีาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (r)  เท่ากบั 0.9999   ซึง่ค่ามากกว่าค่าที่ยอมรับได้ทีก่�ำหนด

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) ต้องมีค่าไม่น้อยกว่า 0.995

การทดสอบความแม่นของวิธทีีค่วามเข้มข้น 3 ระดบั คอืที ่80, 100 และ 120% ของค่าความเข้มข้นทีท่ดสอบ 

พบร้อยละของการคืนกลับอยู่ระหว่าง 98.9 ถึง 102.4 โดยมีค่าเฉลี่ยแต่ละระดับความเข้มข้นเท่ากับ 99.9, 100.8 

และ 100.9 ตามล�ำดับ ค่าเฉลี่ยรวมเท่ากับ 100.5 และ % RSD เท่ากับ 1.0 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ ร้อยละ 

97.0-103.0 และค่า % RSD ไม่มากกว่า 2.0 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้มีความแม่น 

การทดสอบความเที่ยงของวิธี ผลการทดสอบความท�ำซ�้ำได้พบว่ามีค่า % RSD เท่ากับ 0.7 เมื่อทดสอบ 

โดยเปลี่ยนวันที่วิเคราะห์จ�ำนวน 3 วัน ท�ำการวิเคราะห์ตัวอย่าง 6 ซ�้ำ ได้ % RSD รวมเท่ากับ 0.6 และเมื่อทดสอบ 

โดยเปลี่ยนนักวิเคราะห์จ�ำนวน 3 คน ท�ำการวิเคราะห์ตัวอย่าง 6 ซ�้ำ ได้ % RSD รวมเท่ากับ 0.7 จากค่า % RSD ที่ได้ 

พบว่าอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ คือ ไม่มากกว่า 2.0 แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้สามารถท�ำซ�้ำได้และมีความเที่ยง

การทดสอบความทนวิธีโดยเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของสารละลายตัวพา อัตราการไหลของสารละลายตัวพา 

คอลัมน์ และอุณหภูมิของคอลัมน์ พบว่ามีค่า % RSD ของผลการวิเคราะห์ไม่เกิน 2.0 เป็นการยืนยันได้ว่าเมื่อสภาวะ

ของระบบโครมาโทกราฟีมีการเปลี่ยนแปลงไปเล็กน้อย จะไม่มีผลกระทบต่อผลการวิเคราะห์ แสดงว่าวิธีวิเคราะห์นี้ 

มีความทนต่อสภาวะที่เปลี่ยนแปลง

การประเมินค่าความไม่แน่นอนในการวัดนั้นเป็นข้อก�ำหนดหนึ่งของระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2005 ความไม่แน่นอนของการวัดเป็นค่ารวมของผลกระทบทั้งหมดที่มีต่อผลทดสอบที่

เป็นเชิงปริมาณ แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาข้ึนนี้มาจากการช่ังสารมาตรฐานและตัวอย่าง 

ปรมิาตรในการเตรยีมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอย่าง พืน้ทีใ่ต้พคีจากการฉดีซ�ำ้ของสารละลายมาตรฐานและ

สารละลายตัวอย่าง และความสามารถในการท�ำซ�้ำได้ จากตัวอย่างการประเมินค่าความไม่แน่นอนของผลการวิเคราะห์

หาปริมาณเพรดนิโซโลนในตัวอย่างยาเม็ด พบค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% เท่ากับ 0.8% 

วธิทีีถู่กถ่ายโอนเป็นวิธ ีUPLC น้ี มีข้อดกีว่าวธิมีาตรฐานเดมิซึง่เป็นวธิ ีHPLC คอืใช้เวลาในการตรวจวเิคราะห์

สั้นกว่า และใช้สารเคมีน้อยกว่า ซึ่งจะมีประโยชน์ในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่มีปริมาณมาก เช่น การตรวจวิเคราะห์

ตัวอย่างยาคดี การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างยาในเลือด และการสุ่มตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างยาระหว่างการผลิต เป็นต้น 

ดังนั้นวิธีวิเคราะห์นี้จึงสามารถใช้เป็นวิธีทางเลือกได้อย่างเหมาะสม
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สรุป

วิธีวิเคราะห์เพรดนิโซโลนในยาเม็ดด้วยวิธี Ultra Performance Liquid Chromatography ที่ 

ถูกถ่ายโอนสามารถใช้วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดได้อย่างถูกต้อง แม่นย�ำ และมีความจ�ำเพาะเจาะจง

ต่อตัวยาส�ำคัญ เป็นวิธีที่รวดเร็ว ประหยัดเวลา และสารเคมี สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีทางเลือกอีกวิธีหนึ่งในการตรวจ

วิเคราะห์หาปริมาณเพรดนิโซโลนในยาเม็ดได้
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UPLC Transfer and Method Validation of 

the Determination of Prednisolone Tablets 

Supawadee  Surangkul  Sirilak  Sailo  and  Somsak  Sunthornphanich

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

Abstract  The method transfer and validation for the determination of Prednisolone in tablets 
was established using Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC). The separation was 
achieved on a ZORBAX Eclipse Plus C18 (1.8 µm, 2.1 × 100 mm) at 35 degree Celsius. The mobile phase 
was the mixture of methanol and water (55:45, v/v) at the flow rate of 0.3 ml per minute with UV  
detection at 254 nm. Specificity test showed that prednisolone peak was not interfered by its degradation  
product peaks under stress conditions: acid, base, heat, hydrolysis, oxidation and light. The linearity test 
showed linear relationship between the area under the peak and the concentration levels in the range of  
0.15-0.25 mg per ml with correlation coefficient, r, 0.9999. The percentage mean recovery from three 
concentration levels was 100.5 (% RSD = 1.17%). The precision test was performed by the assay of 
six samples within the same day, and different days and analysts gave % RSD of 0.7, 0.6 and 0.7,  
respectively. The robustness test indicated that the described method was robust when the chromatographic 
conditions were changed such as column batch, column temperature, composition and flow rate of 
mobile phase with no effect on the system suitability and the test result. This method takes less  
analytical time than the method specified in the United States Pharmacopoeia and British Pharmacopoeia. 
Therefore, the proposed method was suitable for the quantification of prednisolone in tablets and could 
be used as an alternative method.  

Key word: prednisolone tablets, UPLC, method validation
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วิธีวิเคราะห์ปริมาณสารไล่แมลงโดยวิธี HPLC

วงเดือน  นาคนิยม
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บทคัดย่อ  วิธีวิเคราะห์สารไล่แมลง ได้แก่ ethyl butylacetylaminopropionate, dimethyl phthalate (DMP) 
และ N, N-diethyl-m-toluamide (DEET) ในผลิตภัณฑ์ทาไล่แมลง สามารถวิเคราะห์สารทั้ง 3 ชนิดได้ในคราวเดียวกัน
ด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ในระบบ reversed phase โดยใช้คอลัมน์ชนิด  
XTerra RP C8 ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร สารละลายตัวพาประกอบด้วย ส่วนผสมของ 
acetonitrile และน�้ำกลั่นในอัตราส่วน 25:75 อัตราการไหลของสารละลายตัวพา 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 
220 นาโนเมตร ปริมาตรที่ฉีดสารละลาย 5 ไมโครลิตร ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีซ่ึงด�ำเนินการในผลิตภัณฑ์ทาไล่
แมลงชนิดโลชั่นใสและครีมข้น พบว่า พีคของสาร ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET แยกออกจาก
กันได้และไม่ถูกรบกวนจากสารอื่นในตัวอย่าง โดยมีค่า retention time เท่ากับ 8.86, 11.6 และ 14.2 นาที ตามล�ำดับ พบว่า
มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารและพื้นที่ใต้พีคตลอดช่วงความเข้มข้น 0.1 - 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.99995, 0.99998 และ 0.99998 ตามล�ำดับ ผลการวิเคราะห์สารทั้ง 3 ชนิด 
ในตัวอย่างทั้ง 2 ประเภท วิเคราะห์ภายในวันเดียวกัน มีค่า RSD อยู่ในช่วงร้อยละ 0.06 - 0.12, 0.04 และ 0.03 - 0.14 
ตามล�ำดบั พบว่า ไม่มคีวามแตกต่างของผลวเิคราะห์ซ�ำ้ระหว่างวนั 5 วนั โดยผลวเิคราะห์สารทัง้ 3 ชนดิในตวัอย่างทัง้ 2 ประเภท 
มีค่า p-value  อยู่ในช่วง 0.35 - 0.80, 0.06 และ 0.13 - 0.996 ตามล�ำดับ และไม่มีความแตกต่างระหว่างผลวิเคราะห์ของ 
นักวิเคราะห์ 3 คน โดยมีค่า p-value อยู่ในช่วง 0.22, 0.40 และ 0.18 - 0.92 ตามล�ำดับ ซึ่งแสดงถึงความเที่ยง (precision) 
ของวิธี ผลวิเคราะห์ spiked sample ได้ค่า recovery ของการวิเคราะห์ ethyl butylacetylaminopropionate, 
DMP และ DEET อยู่ในช่วงร้อยละ 99.7 - 104.6, 94.6 - 98.9 และ 97.5 - 101.6 ตามล�ำดับ ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 
(Limit of detection, LOD) เท่ากับร้อยละ 0.08, 0.05 และ 0.05 โดยน�้ำหนักตามล�ำดับ ขีดจ�ำกัดของการวัด 
เชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) เท่ากับร้อยละ 0.30, 0.20 และ 0.20 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ ค่าความไม่แน่นอน 
ขยายสัมพัทธ์ของวิธีวิเคราะห์ ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET เท่ากับ 0.027, 0.041 และ 
0.024 ตามล�ำดับ ซึ่งผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีอยู่ในเกณฑ์ยอมรับสามารถน�ำไปใช้วิเคราะห์สาร ethyl butylacety-
laminopropionate, DMP และ DEET ในผลิตภัณฑ์ทาไล่แมลงได้
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บทน�ำ

ยุงเป็นพาหะของโรคหลายชนิด เช่น โรคไข้เลือดออก โรคมาลาเรีย  เป็นต้น การป้องกันตนเองไม่ให้ยุงกัด 

ท�ำได้หลายวิธี เช่น การนอนกางมุ้ง การสวมเสื้อปกปิดร่างกายให้มิดชิด การใช้ยาจุดกันยุง และผลิตภัณฑ์ทาไล่ยุง 

ปัจจุบันผลิตภัณฑ์ทาไล่แมลงมีรูปแบบหลากหลาย เช่น ครีม โลชั่น แป้งโรยตัว ผ้า/กระดาษชุบของเหลว โรลออน 

สเปรย์ฉีดพ่น และเจล เป็นต้น(1)

สารออกฤทธิ์ที่ใช้ในผลิตภัณฑ์ทาไล่แมลงที่สกัดจากพืช เช่น citronella oil, lemon eucalyptus oil,  

cinnamon oil, castor oil, rosemary oil, lemongrass oil, cedar oil, peppermint oil, clove oil และ 

geranium oil เป็นต้น มีระยะเวลาในการป้องกันยุงขึ้นกับความเข้มข้นของสารออกฤทธิ์ เช่น citronella oil 

ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน�้ำหนัก มีระยะเวลาในการป้องกันประมาณ 7 - 60 นาที ท�ำให้ต้องทาซ�้ำบ่อยขึ้น จึงไม่ค่อย

เป็นที่นิยมใช้ แต่ข้อดีคือ มีความปลอดภัย ลดการระคายเคือง สามารถใช้กับเด็กได้ และเป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อม(2) 

ส่วนสารเคมีที่นิยมใช้เป็นสารออกฤทธิ์ในผลิตภัณฑ์ทาไล่แมลง เช่น ethyl butylacetylaminopropionate, 

dimethyl phthalate (DMP) และ N, N-diethyl–m-toluamide (DEET) ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงในการไล่แมลง 

แต่ในขณะเดียวกันสารเคมีสามารถท�ำให้เกิดอันตรายต่อการใช้สูงกว่าสารธรรมชาติ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสาร DEET 

ซึ่งมีค�ำแนะน�ำการใช้เช่น ส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ประเทศสหรัฐอเมริกาได้แนะน�ำว่าไม่ควรใช้กับเด็กที่

อายุต�่ำกว่า 2 เดือน(3) ส่วนส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาของประเทศไทยให้ระบุที่ฉลากผลิตภัณฑ์เตือนการใช้

กับเด็กอายุต�่ำกว่า 4 ปี(4) 

Ethyl butylacetylaminopropionate หรือรู้จักกันในช่ือการค้าว่า IR3535® เป็นสารที่ยังไม่มีรายงาน 

การเกิดพิษต่อคนและไม่ระคายเคืองต่อผิวหนัง ผลิตภัณฑ์ที่มีปริมาณสารนี้ ร้อยละ 10 โดยน�้ำหนัก สามารถป้องกันยุง

ได้ยาวนานกว่า 7 ชั่วโมง สามารถใช้กับเด็กอายุตั้งแต่ 2 ปีและสตรีมีครรภ์ได้ นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพในการไล่เห็บ 

หมัด และแมลงอื่นๆ(5)

Dimethyl phthalate (DMP) ท�ำให้เกิดการระคายเคืองได้เช่นเดียวกัน โดยสามารถดูดซึมผ่านผิวหนัง

ได้ทันที สารนี้ไม่ก่อให้เกิดมะเร็ง แต่การได้รับสารนี้อย่างต่อเนื่องอาจก่อให้เกิดการกลายพันธุ ์ มีอันตราย 

ต่อระบบสืบพันธุ์และมีผลต่อทารกในครรภ์ กดระบบประสาทส่วนกลางและท�ำอันตรายต่อไต(6)

N, N- diethyl -m-toluamide (DEET) เป็นสารออกฤทธิท์ีน่ยิมใช้มากกว่าสารอ่ืน โดยทัว่ไปในผลติภณัฑ์

จะมีความเข้มข้นของ DEET อยู่ระหว่างร้อยละ 5 - 25 โดยน�้ำหนัก การสัมผัสสารนี้ก่อให้เกิดการระคายเคือง 

ต่อผิวหนังและดวงตา การสูดดมอาจท�ำให้เกิดการระคายเคืองที่แผ่นเยื่อเมือกและบริเวณทางเดินหายใจส่วนบน 

การได้รับสารเป็นเวลานานหรือซ�้ำหลายครั้งอาจเกิดอาการแพ้ จากการทดลองในหนูการได้รับสารแบบเรื้อรัง 

ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ มีอันตรายต่อระบบสืบพันธุ์และมีผลต่อทารกในครรภ์(7) ผลิตภัณฑ์ที่มีปริมาณ DEET 

สูงจะป้องกันยุงได้นานขึ้น เช่น ผลิตภัณฑ์ที่มี DEET ร้อยละ 20, 7 และ 5 โดยน�้ำหนัก สามารถป้องกันได้ 4, 2 และ 

1 ชั่วโมง ตามล�ำดับ ส�ำหรับผู้ใหญ่ควรใช้ผลิตภัณฑ์ที่มี DEET อยู่ระหว่างร้อยละ 15 - 20 โดยน�้ำหนัก ส่วนเด็ก 

ไม่ควรใช้ผลิตภัณฑ์ที่มี DEET สูงกว่าร้อยละ 10 โดยน�้ำหนัก (ภาพที่ 1)

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้าง ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET
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ผลิตภัณฑ์ที่ใช้สารเคมีดังกล่าวจัดเป็นวัตถุอันตรายชนิดที่ 3 ตามพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2535  

ซึง่ต้องขึน้ทะเบยีนและขออนญุาตในการผลติ น�ำเข้า ส่งออก หรอืมไีว้ในครอบครองจากส�ำนกังานคณะกรรมการอาหาร

และยา(8) ผลิตภัณฑ์จะต้องแสดงฉลากตามที่กฎหมายก�ำหนด และมีความเข้มข้นของสารส�ำคัญตามที่ฉลากระบุ โดย 

มีเกณฑ์การยอมรับให้คลาดเคลื่อนจากที่ระบุในฉลาก เป็นไปตามกฎหมาย(9) ตามประกาศส�ำนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา พ.ศ. 2538 เรื่อง การแสดงฉลากของผลิตภัณฑ์ไล่แมลงประเภทส�ำเร็จรูปที่ประกอบด้วย DEET หรือ 

DMP หรือสารผสมกัน ให้ระบุค�ำเตือนที่ฉลากผลิตภัณฑ์ว่า ห้ามใช้กับเด็กที่มีอายุต�่ำกว่า 4 ปี(4) และประกาศส�ำนักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา พ.ศ. 2545  เรื่อง การแสดงฉลากของผลิตภัณฑ์ไล่แมลงประเภทส�ำเร็จรูปที่ประกอบด้วย 

ethyl butylacetylaminopropionate ให้ระบุค�ำเตือนที่ฉลากผลิตภัณฑ์ว่า ผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วย ethyl  

butylacetylaminopropionate ความเข้มข้นมากกว่าร้อยละ 12.5 ห้ามใช้กับเดก็ทีม่อีายตุ�ำ่กว่า 4 ปี และความเข้มข้น

เท่ากับหรือน้อยกว่าร้อยละ 12.5 ห้ามใช้กับเด็กที่มีอายุต�่ำกว่า 2 ปี(10)  การตรวจวิเคราะห์สารไล่แมลงในผลิตภัณฑ์ 

ไล่แมลงมีวิธีวิเคราะห์ส�ำหรับสารแต่ละชนิด โดยใช้เทคนิค Gas chromatography ใช้ capillary column ชนิด 

HP-5 หรอื HP-50 +(11)  ซึง่วิธวิีเคราะห์นีเ้ป็นวธิเีฉพาะของสารแต่ละชนดิ ไม่สามารถทีจ่ะแยกสารทัง้ 3 ชนดิได้พร้อม

กันในคราวเดียว เมื่อมีตัวอย่างที่ไม่ทราบสารส�ำคัญท�ำให้ไม่สามารถวิเคราะห์ได้หรือต้องใช้เวลาและสารเคมีมากขึ้น 

ผู้วิจัยจึงได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ให้สามารถวิเคราะห์สาร ethyl butylacetylaminopropionate, dimethyl 

phthalate (DMP) และ N, N-diethyl–m-toluamide (DEET) ได้พร้อมกันในคราวเดียว และทดสอบ 

ความถกูต้องของวิธเีพ่ือให้ได้วิธมีาตรฐานของห้องปฏบิตักิารทีใ่ช้ในการให้บรกิารตรวจวเิคราะห์และการเฝ้าระวงัคณุภาพ

ผลิตภัณฑ์ทางกฎหมาย โดยลดระยะเวลาการวิเคราะห์กรณีที่มีสารไล่แมลงหลายชนิดในตัวอย่างเดียวกัน 

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน : N, N-diethyl–m-toluamide (DEET), dimethyl phthalate (DMP) ผลิตภัณฑ์

ของ ChemService ความบริสุทธิ์มากกว่า 95%, ethyl butylacetylaminopropionate ผลิตภัณฑ์ของ 

Merck ความบริสุทธิ์มากกว่า 95%  

สารเคมี : acetonitrile (HPLC grade), methanol (HPLC grade) ผลิตภัณฑ์ของ Merck และ 

น�้ำบริสุทธิ์

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องโครมาโทกราฟชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง (HPLC) ผลิตภัณฑ์ของ Waters รุ่น DetaPrep 

ประกอบด้วย pump รุ่น 600 เครื่องตรวจวัดชนิด Photo Diode Array รุ่น 2996  ระบบฉีดสารอัตโนมัติ รุ่น 717 

plus คอลัมน์ XTerra RP C8  ขนาด 4.6 มิลลิเมตร × 150 มิลลิเมตร บรรจุอนุภาคขนาด 5 ไมโครเมตร, เครื่องชั่ง 

ความละเอียด 0.1 มิลลิกรัม ผลิตภัณฑ์ของ Sartorius, แผ่นกรองชนิด nylon ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

สภาวะเครื่อง HPLC

Column 	 :	 XTerra RP C8 ขนาด 4.6 มิลลิเมตร × 150 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร

Mobile phase	 : 	 acetonitrile : water ในอัตราส่วน 25:75 โดยปริมาตร

Flow rate	 : 	 1 มิลลิลิตรต่อนาที

Detector	 : 	 UV 220 นาโนเมตร

Injection volume	 : 	 5 โมโครลิตร
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ตัวอย่าง

ทดสอบความถูกต้องของวิธีโดยใช้ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ทาไล่ยุงชนิดโลชั่นใสและครีมข้น มีสารออกฤทธิ์ 

ethyl butylacetylaminopropionate ผลติภณัฑ์ทาไล่ยุงชนิดโลชั่นใส มสีารออกฤทธิ์ DEET และ DMP ผลติภณัฑ์

ทาไล่ยุงชนิดครีมข้น มีสารออกฤทธิ์ DEET และผลิตภัณฑ์ทาไล่ยุงชนิดโลชั่นใสและครีมข้นที่ไม่มีสารทั้ง 3 ชนิด 

เพื่อศึกษาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 

quantitation, LOQ) 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

สารละลายมาตรฐาน stock standard solution  

ชั่งสารมาตรฐาน ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET ชนิดละประมาณ 0.63 กรัม 

ลงใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร แต่ละใบ ละลายและปรับปริมาตรด้วย methanol  ได้ความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานแต่ละชนิด 63 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

สารละลายมาตรฐาน mixed stock standard solution  

ปิเปต stock standard solution   ของสารละลายมาตรฐานแต่ละชนิดปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร ลงใน  

volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย methanol ได้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานแต่ละ

ชนิด 12.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

สารละลายมาตรฐาน mixed working standard solution 

โดยเจือจางจาก mixed stock standard solution ให้ได้ความเข้มข้นของสารแต่ละชนิด 0.1, 0.5, 1, 1.5, 

2, 2.5 และ 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

สารละลายมาตรฐาน DEET

ชั่งสารมาตรฐาน DEET ประมาณ 5 กรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 

methanol ได้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน DEET 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

สารละลายมาตรฐานผสมของ ethyl butylacetylaminopropionate และ DMP 

ชั่งสารมาตรฐาน ethyl butylacetylaminopropionate ประมาณ 1.2 กรัม และ DMP ประมาณ 3.2 กรัม 

ลงใน volumetric flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย methanol ได้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 

ethyl butylacetylaminopropionate และ DMP 12 และ 32 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ชั่งตัวอย่าง 1 กรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร ละลายและปรับปริมาตรด้วย methanol 

กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เจือจางสารละลายตัวอย่างให้มีความเข้มข้นอยู่ในช่วงของกราฟมาตรฐาน

การเตรียมสารละลาย spiked sample

เติมสารมาตรฐานท่ีต้องการทดสอบลงในตัวอย่างชนิดโลช่ันใสและครีมข้นที่ไม่มีสารที่ต้องการทดสอบ 

โดยเติมในระดับความเข้มข้นร้อยละ 50, 100 และ 150 ของปริมาณที่ใช้ในผลิตภัณฑ์ วิเคราะห์ซ�้ำระดับละ 3 ครั้ง

ชั่งตัวอย่างชนิดโลชั่นใสและครีมข้น 1 กรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

มาตรฐานผสมของ ethyl butylacetylaminopropionate ความเข้มข้น 12 และ DMP ความเข้มข้น 32 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5.0, 10.0 และ 15.0 มิลลิลิตร ได้ความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน ethyl butylacetylami-

nopropionate   ในตวัอย่างร้อยละ 6, 12 และ 18 โดยน�ำ้หนกั และความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน DMP ในตวัอย่าง
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ร้อยละ 16, 32 และ 48 โดยน�้ำหนักตามล�ำดับ แล้วเจือจางสารละลายอีก 10 เท่า และ 20 เท่า เพื่อให้อยู่ในช่วง 

ความเข้มข้นของกราฟมาตรฐาน

ชั่งตัวอย่างชนิดโลชั่นใส 1 กรัม ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐาน 

DEET ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5.0, 10.0 และ 15.0 มิลลิลิตร ได้ความเข้มข้นสารละลาย

มาตรฐานในตัวอย่างร้อยละ 12.5, 25 และ 37.5 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ และเจือจางสารละลาย spiked sample อีก 

10 เท่า 

ชัง่ตวัอย่างชนิดครมีข้น 1 กรมั ลงใน volumetric flask ขนาด 25 มลิลลิติร เตมิสารละลายมาตรฐาน DEET 

ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 3.0, 6.0 และ 9.0 มิลลิลิตร ได้ความเข้มข้นสารละลายมาตรฐาน 

ในตัวอย่างร้อยละ 7.5, 15 และ 22.5 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ และเจือจางสารละลาย spiked sample อีก 10 เท่า

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์(12)

การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจง (Specificity/Selectivity)

ฉีดสารละลาย mixed working standard solution ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลาย

ตัวอย่างชนิดโลชั่นใสและครีมข้น เข้าเครื่อง HPLC ภายใต้สภาวะที่ก�ำหนดเพื่อตรวจสอบการแยกของสารทั้ง 3 ชนิด 

ออกจากการรบกวนของสารอื่นในตัวอย่าง สารทั้ง 3 ชนิดต้องมีค่า retention time แยกจากกันชัดเจน 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and range)

การทดสอบความเป็นเส้นตรงของระบบ (System linearity)

ฉีดสารละลายมาตรฐาน mixed working standard solution ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 และ 

3 มลิลกิรมัต่อมิลลลิติร เข้าเครือ่ง HPLC โดยฉดีความเข้มข้นละ 5 ซ�ำ้ แล้วสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 

แสดงความสัมพันธ์ระหว่างพื้นที่ใต้พีคกับความเข้มข้นสารมาตรฐาน ethyl butylacetylaminopropionate, DMP 

และ DEET ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) ควรใกล้ 1

การทดสอบความเที่ยง (Precision)

การทดสอบความเที่ยงของการวิเคราะห์ทั้งการวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกัน การวิเคราะห์ซ�้ำระหว่างวัน และ 

การวิเคราะห์ซ�้ำโดยนักวิเคราะห์อื่น

Repeatability

วิเคราะห์ปริมาณสารทั้ง 3 ชนิดในตัวอย่าง ซ�้ำ 7 ครั้ง ในวันเดียวกัน ค�ำนวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

(% RSD) ต้องไม่เกินร้อยละ 3

Intermediate precision: between days

วิเคราะห์ปริมาณสารทั้ง 3 ชนิดในตัวอย่าง ซ�้ำ  เป็นเวลา 5 วัน ประเมินความแตกต่างของผลวิเคราะห์ทั้ง 

5 วัน ด้วยสถิติ ANOVA ค่า p-value ต้องมากกว่า 0.05

Intermediate precision: between analysts

นักวิเคราะห์จ�ำนวน 3 คน วิเคราะห์ปริมาณสารทั้ง 3 ชนิดในตัวอย่าง ประเมินความแตกต่างของผลวิเคราะห์

ของนักวิเคราะห์ทั้ง 3 คน ด้วยสถิติ ANOVA ค่า p-value ต้องมากกว่า 0.05

การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (Percent recovery)

วเิคราะห์ปรมิาณสารท้ัง 3 ชนิดในตวัอย่าง spiked sample ค่าร้อยละของการคนืกลบั (percent recovery) 

ต้องอยู่ในช่วงร้อยละ 95-105
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การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

ค�ำนวณค่าประมาณของ LOD จากการสร้างกราฟมาตรฐาน ดังนี้

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

LOD (%w/w), estimated	 =	 LOD (mg/mL) × ปริมาตรที่เตรียม (mL) × ระดับเจือจาง × 100%

					            1000  ×  น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

เตรยีมสารละลายมาตรฐานผสมและสารละลายตวัอย่างทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐานทัง้ 3 ชนดิ ให้มคีวามเข้มข้น

ใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOD แล้วฉีดเข้าเครื่อง HPLC สัญญาณจากเครื่องตรวจวัดจะต้องสังเกตเห็นได้

การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จากการสร้างกราฟมาตรฐาน ดังนี้

LOQ ( mg/mL)	 = 	10 × standard error / slope	

LOQ (%w/w), estimated	 =	 LOQ (mg/mL) × ปริมาตรที่เตรียม (mL) × ระดับเจือจาง × 100%

					                  1000  ×  น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

เตรยีมสารละลายตวัอย่างท่ีเตมิสารละลายมาตรฐานทัง้ 3 ชนดิ ให้มคีวามเข้มข้นใกล้เคยีงกบัค่าประมาณของ 

LOQ แล้วตรวจวิเคราะห์ปรมิาณ ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET ในตวัอย่าง โดยวเิคราะห์

ซ�้ำ 7 ครั้ง ค�ำนวณค่า % RSD ต้องไม่เกิน 3 และค่าร้อยละของการคืนกลับ ต้องอยู่ในช่วงร้อยละ 95 - 105  

ค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Measurement uncertainty)(13)

แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ปริมาณ ethyl butylacetylaminopropionate, DMP 

และ DEET ในตัวอย่าง โดยวิธี HPLC เช่น ความไม่แน่นอนจากความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน การสอบเทียบ 

เคร่ืองชัง่ เคร่ืองแก้วท่ีใช้เตรยีมสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอย่าง ความเข้มข้นของสารทัง้ 3 ชนดิในสารละลาย

ตัวอย่างที่อ่านได้จากเครื่อง HPLC การวิเคราะห์ซ�้ำ (precision) และจากค่าร้อยละของการคืนกลับ (%recovery) 

ของการทดสอบความถกูต้องของวิธนี�ำมาค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนรวม (combined uncertainty, uc) แล้วค�ำนวณ

ค่าความไม่แน่นอนขยาย (expanded uncertainty, U) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้ค่า coverage factor (k) 

เท่ากับ 2

ผล

การทดสอบความจ�ำเพาะเจาะจง 

จากการฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างชนิดโลช่ันใสและครีมข้น พบว่า ภายใต้สภาวะ 

ของเครื่อง HPLC สามารถแยกสาร ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET ออกจากกันได้และ

ไม่มีการรบกวนของสารอื่นในตัวอย่าง โดยมีค่า retention time เท่ากับ 8.86, 11.6 และ 14.2 นาที ตามล�ำดับ 

(ภาพที่ 2 และ 3)
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ความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์				      

ความเป็นเส้นตรงของระบบ จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานและพื้นที่ 

ใต้พีค พบว่าความเข้มข้นของสาร ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET ในช่วงความเข้มข้น 

0.1 – 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงกับพื้นที่ใต้พีค โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 

0.99995, 0.99998 และ 0.99998 ตามล�ำดับ (ภาพที่ 4)

ภาพที่ 2 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐาน ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET

ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมของ ethyl butylacetylaminopropionate DMP และ DEET ในตัวอย่าง
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การทดสอบความเที่ยง

จากการวิเคราะห์ปริมาณ ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET  ซ�้ำในวันเดียวกัน 

ได้ค่า % RSD ในตัวอย่างชนิดโลชั่นใสเท่ากับร้อยละ 0.12, 0.04 และ 0.03 ตามล�ำดับ ส�ำหรับตัวอย่างชนิดครีมข้นได้

ค่า % RSD ของผลการวิเคราะห์ ethyl butylacetylaminopropionate, และ DEET เท่ากับร้อยละ 0.06 และ 0.19 

ตามล�ำดับ และพบว่าไม่มีความแตกต่างของผลวิเคราะห์จากการวิเคราะห์ซ�้ำ  5 วัน โดยการเปรียบเทียบผลวิเคราะห ์

ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET  ในตัวอย่างชนิดโลชั่นใส ให้ค่า p-value  เท่ากับ 0.80, 

0.06 และ 0.13 ตามล�ำดับ ส�ำหรับตัวอย่างชนิดครีมข้นค่า p-value   ของการเปรียบเทียบผลวิเคราะห์ ethyl  

butylacetylaminopropionate และ DEET เท่ากับ 0.35 และ 0.996 ตามล�ำดับ นอกจากนี้พบว่าไม่มีความแตก

ต่างของผลวิเคราะห์ที่ได้จากนักวิเคราะห์ 3 คนโดยผลวิเคราะห์ ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ 

DEET  ในตัวอย่างชนิดโลชั่นใส มีค่า p-value  เท่ากับ 0.22, 0.40 และ 0.92 ตามล�ำดับ และผลวิเคราะห์ DEET 

ในตัวอย่างชนิดครีมข้นมีค่า p-value  เท่ากับ 0.18 (ตารางที่ 1)

ภาพที ่4	 ความสมัพนัธ์ความเป็นเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน ethyl butylacetylaminopropionate, 

		  DMP และ DEET และพื้นที่ใต้พีค

			   การวิเคราะห์ซ�้ำ		

					     ระหว่าง
	 สารไล่แมลง	 ตัวอย่าง	 ในวันเดียวกัน	 ระหว่าง 5 วัน	 นักวิเคราะห์ 3 คน
 			   % RSD, 	 p-value	 p-value
			   n=7

ตารางที่ 1 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์สาร ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET

	 ethyl	 ชนิดโลชั่นใส	 0.12	 0.80	 0.22
	 butylacetylaminopropionate 	 ชนิดครีมข้น	 0.06	 0.35	 -

	
DMP

	 ชนิดโลชั่นใส	 0.04	 0.06	 0.40

		  ชนิดครีมข้น	 -	 -	 -

	
DEET

	 ชนิดโลชั่นใส	 0.03	 0.13	 0.92

		  ชนิดครีมข้น	 0.19	 0.996	 0.18
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การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ 

จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง spiked sample ชนิดโลชั่นใสและครีมข้น พบว่า ร้อยละของการคืนกลับของสาร 

ethyl butylacetylaminopropionate อยู่ในช่วงร้อยละ 99.7– 103.5  และ 102.2 – 104.6 , ร้อยละของการคืน

กลับของสาร DMP  อยู่ในช่วงร้อยละ 94.6 – 98.1 และ 96.2 – 98.9 และร้อยละของการคืนกลับของ DEET อยู่ใน

ช่วงร้อยละ 97.6 – 99.3 และ 98.4 – 101.6  ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2) 

	 สารไล่แมลง	 ตัวอย่าง	 % recovery	 % RSD

ตารางที ่2	 ร้อยละของการคนืกลับ (percent recovery) ของวธิวีเิคราะห์ สาร ethyl butylacetylaminopropionate,  

		  DMP และ DEET

ethyl butylacetylaminopropionate
	 ชนิดโลชั่นใส	 99.7-103.5	 1.27

		  ชนิดครีมข้น	 102.2-104.6	 0.82

	
DMP

	 ชนิดโลชั่นใส	 94.6-98.1	 1.15

		  ชนิดครีมข้น	 96.2-98.9	 0.86

	
DEET

	 ชนิดโลชั่นใส	 97.5-99.3	 0.50

		  ชนิดครีมข้น	 98.4-101.6	 1.02

ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบและขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

พบว่า LOD ของการวิเคราะห์ ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET เท่ากับ 

ร้อยละ 0.08, 0.05 และ 0.05 โดยน�้ำหนัก ค่า LOQ เท่ากับ ร้อยละ 0.30, 0.20 และ 0.20 โดยน�้ำหนัก โดยมีค่า %RSD 

เท่ากับ ร้อยละ 1.66, 1.76, 1.5 และร้อยละของการคืนกลับ อยู่ในช่วงร้อยละ 95.6 -101.2, 95.4 - 98.5 และ 

97.2 - 104.6 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3	 ร้อยละของการคืนกลับ (percent recovery) และ %RSD ของวิธีวิเคราะห์สาร ethyl butylacetyl- 

		  aminopropionate, DMP และ DEET ที่ระดับ LOQ

			   ปริมาณที่เติม
	 สารไล่แมลง	 ตัวอย่าง		  % recovery	 % RSD	
			   (%w/w)

	 ethyl	 ชนิดโลชั่นใส	 0.3	 96.5-101.2	 0.78

	 butylacetylaminopropionate	 ชนิดครีมข้น	 0.3	 95.6-98.2	 1.66

	 DMP	 ชนิดโลชั่นใส	 0.2	 95.4-98.5	 1.76

		  ชนิดครีมข้น	 -	 -	 -

	 DEET	 ชนิดโลชั่นใส	 0.2	 97.2-104.6	 1.51

		  ชนิดครีมข้น	 0.2	 102.1-104.4	 1.43



Simultaneous Determination of Insect Repellent by HPLC 	 Wongduan  Nakniyom

266 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2558

ค่าความไม่แน่นอนของการวัด

การประเมินค่าความไม่แน่นอนของวิธวีเิคราะห์ ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และค่า k เท่ากับ 2 พบว่า ในตัวอย่างชนิดโลช่ันใสมีค่าความไม่แน่นอนขยายสัมพัทธ์ 

(relative expanded uncertainty) เท่ากับ 0.027, 0.041 และ 0.024 ตามล�ำดับ ส�ำหรับตัวอย่างชนิดครีมข้น 

ค่าความไม่แน่นอนขยายสัมพัทธ์ส�ำหรับผลวิเคราะห์ ethyl butylacetylaminopropionate และ DEET เท่ากับ 

0.025 และ 0.024 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4	 ค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET 

		  ในตัวอย่าง

	    ตัวอย่างชนิดโลชั่นใส			        ตัวอย่างชนิดครีมข้น

	 ปริมาณ	 relative	 expanded	 ปริมาณสาร	 relative	 expanded
	    สารไล่แมลง	 สารไล่แมลง	 expanded	 uncertainty	 สารไล่แมลง	 expanded	 uncertainty
			   uncertainty			   uncertainty
	 (% w/w)	 k=2	 (% w/w)	 (% w/w)	 k=2	 (% w/w)

	 ethyl 
	butylacetylaminopropionate	 12.10	 0.0268	 0.32	 11.94	 0.0248	 0.30
	 DMP	 30.08	 0.0412	 1.24	 -	 -	 -
	 DEET	 25.43	 0.0242	 0.61	 14.65	 0.0242	 0.35

วิจารณ์

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์สารไล่แมลง ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET โดยวิธี 

HPLC ในระบบ reversed phase ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ สามารถแยกสารท้ัง 

3 ชนิดออกจากกันโดยไม่ถูกรบกวนจากสารอื่นในตัวอย่างและสามารถตรวจวิเคราะห์สารทั้ง 3 ชนิดนี้ได้พร้อมกัน 

ในการวิเคราะห์คราวเดียว เป็นการประหยัดเวลา ค่าใช้จ่ายและลดปริมาณการใช้สารเคมี ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับ 

การตรวจวิเคราะห์โดยวิธี Gas chromatography โดยเลือกใช้ capillary column ชนิด HP-5 หรือ HP-50 +(11) 

พบว่า วิธี GC ไม่สามารถแยกระหว่างพีคของ ethyl butylacetylaminopropionate กับ DEET และไม่สามารถ

ตรวจเอกลักษณ์สารที่ก�ำลังวิเคราะห์ว่าเป็น ethyl butylacetylaminopropionate หรือ DEET ดังนั้นผลิตภัณฑ์ที่มี

การใส่สาร 2 ชนิดนี้ร่วมกัน หรือการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่ไม่ระบุสารส�ำคัญ การเลือกใช้วิธี HPLC ในระบบ reversed 

phase ในการตรวจวิเคราะห์จึงเหมาะสมกว่า

สรุป

วธิตีรวจวิเคราะห์สาร ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET ในผลติภณัฑ์ทาไล่แมลง

โดยวิธี HPLC ในระบบ reversed phase ที่ได้พัฒนาขึ้น มีการทดสอบความถูกต้องของวิธีในคุณสมบัติต่างๆ ซึ่งผ่าน

เกณฑ์ที่ก�ำหนดทั้งหมด และสามารถวิเคราะห์พร้อมกันในคราวเดียว ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธี พบว่าความ

เข้มข้นในช่วง 0.1 - 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรให้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) มากกว่า 0.999 การวิเคราะห์ซ�้ำ 

ในวันเดียวกันให้ค่า % RSD น้อยกว่า 1 ส่วนการวิเคราะห์ซ�้ำระหว่างวัน และการวิเคราะห์โดยเปลี่ยนนักวิเคราะห์  

ให้ค่า p-value มากกว่า 0.05 ค่าร้อยละของการคืนกลับ อยู่ในช่วงร้อยละ 95 – 105 ซึ่งสามารถวิเคราะห์หาปริมาณ 



วธิวีเิคราะห์ปรมิาณสารไล่แมลงโดยวธิ ีHPLC	 วงเดอืน  นาคนยิม

267วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2558

ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET ได้ตั้งแต่ร้อยละ 0.3, 0.2 และ 0.2 โดยน�้ำหนัก 

ตามล�ำดับ ความไม่แน่นอนขยายสัมพัทธ์ (relative expanded uncertainty) ของผลการวิเคราะห์ น้อยกว่า 0.05 

และสามารถวิเคราะห์พร้อมกันในคราวเดียวโดยมีค่า retention time เท่ากับ 8.86, 11.6 และ 14.2 นาที ตามล�ำดับ 

ดังนั้นจึงเป็นวิธีที่เหมาะสมส�ำหรับตรวจวิเคราะห์สาร ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET 

ทีอ่ยูใ่นผลิตภณัฑ์เดยีวกนั และได้จดัท�ำเป็นคูม่อืปฏบิตักิารส�ำหรบัใช้ในห้องปฏบิตักิารเพือ่ให้บรกิารตรวจวเิคราะห์และ

การเฝ้าระวังคุณภาพผลิตภัณฑ์ทางกฎหมาย
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ABSTRACT  Determination of ethyl butylacetylaminopropionate, dimethyl phthalate (DMP) 
and N, N-diethyl-m-toluamide (DEET) in insect repellent products was developed to analyse 
simultaneously by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) technique. The separation was 
achieved on a XTerra RP C8, 5µm, 4.6 mm × 150 mm column. Mixture of acetonitrile and water (25:75 v/v) 
was used as a mobile phase at flow rate of 1.0 mL per minute and with UV detection at 220 nm. Under 
the HPLC conditions, ethyl butylacetylaminopropionate, DMP and DEET were simultaneous separated 
without interference of other peaks with the retention time of 8.86, 11.6 and 14.2 minutes, respectively. 
The method validation was performed in samples of light lotion and cream. The validation showed the 
linear relationship between their concentration and peak area cover the range of 0.1 - 3 mg/mL with 
correlation coefficient (r) of 0.99995, 0.99998 and 0.99998 for ethyl butylacetylaminopropionate, DMP and 
DEET respectively. Repeatability was tested by replicate analysis of ethyl butylacetylaminopropionate, 
DMP and DEET in lotion and cream samples % RSD of three substances in both sample matrices were 
in the range 0.06 - 0.12%, 0.04% and 0.03 - 0.19%. There is no different of the results analysed for five 
days with p-value of 0.35 - 0.80, 0.06 and 0.13 - 0.996, respectively. Test results from different analyst 
were not different with p-value in the range of 0.22, 0.40 and 0.18 - 0.92. Analysis of spiked samples 
showed percent recovery of 99.7 - 104.6%, 94.6 - 98.9 and 97.5 - 101.6%, respectively. Limit of detection 
(LOD) is 0.08%w/w, 0.05%w/w and 0.05%w/w, respectively. Limit of quantitation (LOQ) is 0.30 %w/w, 
0.20%w/w and 0.20%w/w, respectively. The relative expanded uncertainty are 0.027, 0.041 and 0.024, 
respectively. The developed methods with acceptable validation results could be routinely used to analyse 
the ethyl butylacetylaminopropionate, DMP และ DEET in insect repellent samples.

Key Words : insect repellent,  DEET,  DMP,  ethyl butylacetylaminopropionate

Simultaneous Determination of Insect  

Repellent by HPLC

Wongduan  Nakniyom
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บทคัดย่อ  เพื่อประเมินความปลอดภัยของอาหารทางจุลชีววิทยา ณ สถานีขนส่งที่มีผู้โดยสารจ�ำนวนมาก ส�ำนักคุณภาพ 

และความปลอดภัยอาหารได้จัดท�ำโครงการ “เฝ้าระวังความปลอดภัยอาหาร ณ สถานีขนส่งผู้โดยสารขนาดใหญ่ในเขต

กรุงเทพมหานคร” โดยเก็บตัวอย่างอาหารพร้อมบริโภค จ�ำนวนทั้งหมด 459 ตัวอย่าง ระหว่างปี พ.ศ. 2553-2555 

จากสถานที่จ�ำหน่ายอาหารภายในสถานีขนส่งหมอชิต สถานีขนส่งสายใต้ สถานีขนส่งเอกมัย และสถานีรถไฟหัวล�ำโพง 

เพื่อตรวจวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา แบ่งเป็นอาหารพร้อมบริโภคในช่วงปีใหม่ จ�ำนวน 226 ตัวอย่าง และช่วงสงกรานต์ จ�ำนวน 

233 ตัวอย่าง ตรวจหา Escherichia coli ซ่ึงเป็นจุลินทรีย์บ่งช้ีสุขลักษณะการผลิตอาหารและจุลินทรีย์ที่ท�ำให้เกิดโรค 

Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Vibrio cholerae O1/O139, V. parahaemolyticus ผลการตรวจในช่วง

ปีใหม่พบ E. coli 96 ตัวอย่าง (42.5%), S. aureus 4 ตัวอย่าง (1.8%) และ Salmonella spp. 19 ตัวอย่าง (8.4%) 

ส่วนช่วงสงกรานต์ตรวจพบ E. coli 108 ตัวอย่าง (46.4%), S. aureus 21 ตัวอย่าง (9.0%) และ Salmonella spp. 

17 ตัวอย่าง (7.3%) โดยทั้งสองเทศกาลตรวจไม่พบ V. cholerae O1/O139 และ V.  parahaemolyticus เมื่อน�ำข้อมูล 

ทั้งสองช่วงเทศกาลมาหาความสัมพันธ์ทางสถิติของการตรวจพบและไม่พบจุลินทรีย์ดังกล่าว พบอาหารพร้อมบริโภคในช่วง

เทศกาลสงกรานต์พบ S. aureus มากกว่าช่วงเทศกาลปีใหม่อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วน E. coli และ 

Salmonella spp. ในช่วงเทศกาลทั้งสองพบไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p>0.05) ผลการศึกษาน้ีใช้เป็นข้อมูล 

ให้แก่ผู ้ประกอบการเพื่อใช้ปรับปรุงสุขลักษณะการผลิตอาหาร และคุ้มครองผู้บริโภคในการเลือกซื้ออาหารที่ปลอดภัย 

ถูกสุขลักษณะ
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บทน�ำ

ในแต่ละวันจะมีผู้เดินทางระหว่างจังหวัดเป็นจ�ำนวนมาก โดยเฉพาะในช่วงเทศกาลส�ำคัญ เช่น วันปีใหม่ 

วันสงกรานต์ จะมีประชาชนท่ีท�ำงานในเขตกรุงเทพมหานครจ�ำนวนหลายแสนคนเดินทางกลับบ้านต่างจังหวัด ซึ่ง 

ส่วนใหญ่จะเดินทางโดยใช้บริการรถโดยสารประจ�ำทางตามสถานีขนส่งขนาดใหญ่ในเขตกรุงเทพมหานคร(1, 2) 

ได้แก่ สถานีขนส่งหมอชิต สถานีขนส่งสายใต้ สถานีขนส่งเอกมัย และสถานีรถไฟหัวล�ำโพง สถานีขนส่งผู้โดยสาร 

เหล่านี้นอกจากจะเป็นสถานที่ซึ่งใช้เป็นศูนย์รวม กระจาย และสับเปลี่ยนรถส�ำหรับการขนส่งผู้โดยสาร ยังจัดสิ่งอ�ำนวย

ความสะดวกให้กับผู้โดยสารเช่น ร้านค้า ร้านอาหาร เป็นต้น ปัจจุบันจึงมีศูนย์อาหารในทุกสถานีขนส่งขนาดใหญ ่

ทุกแห่ง เพื่อให้บริการผู้โดยสารระหว่างนั่งรอ ถ้าอาหารมีความปลอดภัยต่อการบริโภคผู้โดยสารจะเดินทางได้อย่าง 

ราบรื่น แต่ถ้าอาหารนั้นไม่ปลอดภัยมีการปนเปื้อนเช้ือโรคอาหารเป็นพิษส่งผลให้ผู้บริโภคที่เป็นผู้โดยสารจ�ำนวนมาก

มอีาการปวดท้อง อาเจยีนและอจุจาระร่วง(3) ท�ำให้อาจไม่สามารถเดนิทางได้ตามก�ำหนดหรอืเดนิทางได้อย่างยากล�ำบาก

กรณีที่เป็นเด็กหรือผู้สูงอายุอาจมีอาการรุนแรง และอาจเป็นอันตรายถึงแก่ชีวิตได้ มีรายงานการเกิดโรคอาหารเป็นพิษ

ในต่างประเทศโดยมีสาเหตุจากจุลินทรีย์สูงถึง 79 เปอร์เซ็นต์(4) และในประเทศไทย ปี พ.ศ. 2552 ส�ำนักระบาดวิทยา 

ได้รับรายงานโรคอาหารเป็นพิษ จ�ำนวน 103,420 ราย อัตราป่วย 162.98 ต่อประชากรแสนคน มีผู้เสียชีวิต 1 ราย(5) 

ซึ่งการปรับปรุงสุขลักษณะการผลิตอาหารข้ันพื้นฐานช่วยลดความเสี่ยงจากโรคอาหารเป็นพิษได้(6) ส�ำนักคุณภาพ 

และความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึ่งเป็นหน่วยงานที่ให้บริการตรวจวิเคราะห์อาหารเพื่อคุ้มครอง

ผู้บริโภคและยกระดับคุณภาพการผลิตอาหาร จึงจัดท�ำโครงการเฝ้าระวังความปลอดภัยอาหาร ณ สถานีขนส่ง 

ผู้โดยสารขนาดใหญ่ในเขตกรุงเทพมหานครขึ้น  เพื่อเป็นข้อมูลให้เจ้าหน้าที่ในหน่วยงานที่รับผิดชอบในแต่ละสถานี

ขนส่งเฝ้าระวงัอาหารท่ีจ�ำหน่ายในสถานีท่ีรบัผดิชอบ และน�ำข้อมลูทีไ่ด้ให้ค�ำแนะน�ำแก่ผูป้ระกอบการปรบัปรงุสขุลกัษณะ 

การผลิตอาหารพร้อมบริโภคในศูนย์อาหารภายในสถานีขนส่งให้มีคุณภาพดียิ่งข้ึน โดยให้ความส�ำคัญกับการจัดการ

ด้านสุขลักษณะและความปลอดภัยด้านจุลชีววิทยาเพื่อคุ้มครองผู้บริโภคหรือผู้เดินทางที่เข้ามาใช้บริการภายใน 

สถานขีนส่งผูโ้ดยสารขนาดใหญ่ในเขตกรงุเทพมหานคร ในช่วงเทศกาลปีใหม่และสงกรานต์ให้ได้บรโิภคอาหารทีส่ะอาด 

ปลอดภัย และถูกสุขลักษณะทั้งเป็นการส่งเสริมภาพลักษณ์ของสถานีขนส่งแก่ผู้โดยสารทั้งคนไทยและต่างประเทศ  

และข้อมูลดังกล่าวสามารถน�ำไปใช้บริหารจัดการความเสี่ยงต่อไป

วัสดุและวิธีการ

เชื้อมาตรฐาน

เชือ้มาตรฐานใช้ส�ำหรบัการควบคมุคณุภาพการตรวจวเิคราะห์ในงานวจิยั เป็นเช้ือจลุนิทรย์ีจากศนูย์เก็บรกัษา

และรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการแพทย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  

จ�ำนวน 5 สายพันธุ์ ได้แก่ E. coli DMST 24373, S. aureus DMST 8840, Salmonella Typhimurium 

DMST 562, V. cholerae non O1/non O139 DMST 2873, V. parahaemolyticus DMST 5665

อาหารเลี้ยงเชื้อ

อาหารเลี้ยงเชื้อส�ำหรับเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ดังนี้

1.	 E. coli : Sim plate

2.	 S. aureus : brian heart infusion broth (BHI), Baird-Parker medium, coagulase  

plasma (rabbit) with EDTA
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3.	 Salmonella spp. : Buffered peptone water, Hektoen enteric (HE) agar, Lysine  

indole motility medium or motility indole lysine medium (MIL), Muller-Kauffmann  

tetrathionate-novobiocin broth (MKTTn broth), Rappaport-Vassilidis medium with soya  

(RVS broth), Triple sugar iron agar (TSI), Urea agar, Xylose lysine deoxycholate (XLD) agar

4.	 V. cholerae และ V. parahaemolyticus : alkaline saline peptone water, chrom vibrio 

agar, thiosulfate citrate bile sucrose agar (TCBS), saline MIL, esaline TSI

น�้ำยาและสารเคมี

Gram’s stain reagent, 3% hydrogen peroxide solution, iodine-iodide solution, Kovacs’ 

reagent, methyl red solution, 0.1% peptone water, saline peptone water (0%, 2%, 6%, 8% และ 10%), 

VP reagent, Salmonella polyvalent O antisera, Salmonella individual O antisera group, sodium 

chloride 0.85% aqueous solution, polyvalent V. cholerae O1 และ O139, V. cholerae Inaba และ  

Ogawa antiserum

เครื่องมือและวัสดุอุปกรณ์

Autoclave, balance (sensitivity 0.1 กรัม), glass bottle with screw cap, glass spreading rod, 

glass slide, incubator (35 ± 1 ํซ, 37 ± 1 ํซ), loop, needle, pH-meter, petri dishes, pipette (1, 5 และ 

10 มิลลิลิตร) stomacher, stomacher bag, test tube, vortex mixer, water bath (41.5 ± 1 ํซ)

ตัวอย่างทดสอบ

อาหารพร้อมบริโภค เช่น อาหารจานเดียว (ข้าวมันไก่, ข้าวหมูแดง, ข้าวคลุกกะปิ) อาหารประเภทเส้น 

(ก๋วยเตีย๋ว, บะหมี,่ สกุี)้ กบัข้าว (ผดัถัว่ฝักยาว, ผดักระเพรา, ผดัผกัคะน้า) อาหารประเภทย�ำ (ย�ำหวัหม,ู ส้มต�ำ, ลาบ) 

ของทอด/ย่าง (ลูกชิ้นทอด, ไส้อั่ว, ไส้กรอก) ขนมหวาน และผลไม้ เก็บจากร้านอาหารและแผงลอยภายนอกสถานี 

และร้านอาหารภายในศนูย์อาหาร (Food court) ของสถานขีนส่งหมอชติ สายใต้ใหม่ เอกมยั และสถานรีถไฟหัวล�ำโพง 

ในช่วง 2 สัปดาห์ก่อนเทศกาลปีใหม่และเทศกาลสงกรานต์ โดยเก็บตัวอย่างในช่วงเวลาก่อนเที่ยงวัน ระหว่างปี  

พ.ศ. 2553-2555 จ�ำนวนทั้งหมด 459 ตัวอย่าง 

การทดสอบ

อาหารพร้อมบริโภคแต่ละตัวอย่างที่เก็บโดยวิธีปราศจากเช้ือ (Aseptic technique) จะถูกส่งตรวจ 

ณ ห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์อาหารทางจุลชีววิทยาทันทีภายใน 2 ชั่วโมง เพื่อตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์ 2 กลุ่ม 

กลุม่ที ่1 ตรวจปรมิาณ (enumeration) เชือ้ทีใ่ช้บ่งช้ีสขุลกัษณะการผลติ ได้แก่ E. coli กลุม่ที ่2 ตรวจหา (detection) 

จลุนิทรย์ีทีท่�ำให้เกดิโรค ได้แก่ S. aureus, Salmonella spp., V. cholerae O1/O139 และ V. parahaemolyticus 

การตรวจวิเคราะห์ใช้วิธีต่างๆ ดังนี้

1. 	 E. coli ใช้วิธี AOAC 2005.03(7)

2.	 S. aureus ใช้วิธี FDA.BAM 2001, chapter 12(8)

3.	 Salmonella spp. ใช้วิธี ISO 6579: 2002/ Cor.1: 2004(9)

4.	 V. cholerae O1/O139 และ V. parahaemolyticus ใช้วิธี ISO/TS 21872-1:2007(10)
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เกณฑ์ที่ใช้ตัดสิน 

การประเมินผลการตรวจวิเคราะห์ใช้ประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง มาตรฐานอาหารด้านจุลินทรีย์ 

ที่ท�ำให้เกิดโรค(11) และเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ฉบับที่ 2 กรมวิทยาศาสตร์ 

การแพทย์ ปี พ.ศ. 2553 ข้อ 2.1.1 (ผัก ผลไม้ สลัด ส้มต�ำ) และข้อ 2.2.4 (อาหารปรุงสุกทั่วไป)(12) ดังนี้ 

รายการ		  เกณฑ์ฯ ข้อ 2.1.1	 เกณฑ์ฯ ข้อ 2.2.4

E. coli/กรัม		 น้อยกว่า 100	 น้อยกว่า 3

S. aureus/กรัม	 น้อยกว่า 100	 น้อยกว่า 100

Salmonella spp./25 กรัม	 ไม่พบ	 ไม่พบ

V. cholerae O1/O139/25 กรัม	 ไม่พบ	 ไม่พบ

V. parahaemolyticus/25 กรัม	 ไม่พบ	 ไม่พบ

การค�ำนวณ  หาความสัมพันธ์ (ความแตกต่าง) ทางสถิติของอาหารพร้อมบริโภคระหว่างช่วงเทศกาลปีใหม่

และสงกรานต์กับการตรวจพบหรือไม่พบเชื้อโดยใช้ไคสแควร์ (χ2 - test) ส�ำหรับข้อมูลตารางขนาด 2 × 2 ที่ระดับ

นัยส�ำคัญ 0.05 ดังนี้(13) (ตารางที่ 1) 

ตารางที่ 1 ความสัมพันธ์ (ความแตกต่าง) ทางสถิติของอาหารพร้อมบริโภคระหว่างช่วงเทศกาลปีใหม่และสงกรานต์

กับการตรวจพบหรือไม่พบเชื้อ

		  ช่วงเทศกาล
	 ผลการตรวจ			   รวม
		  ปีใหม่	 สงกรานต์

	 พบ	 a	 b	 g

	 ไม่พบ	 c	 d	 h

	 รวม	 e	 f	 k

a 	 = 	 จ�ำนวนตัวอย่างในช่วงเทศกาลปีใหม่ที่พบเชื้อหรือมีปริมาณเชื้อมากกว่าเกณฑ์ก�ำหนด

b 	 = 	 จ�ำนวนตัวอย่างในช่วงเทศกาลสงกรานต์ที่พบเชื้อหรือมีปริมาณเชื้อมากกว่าเกณฑ์ก�ำหนด

c 	 = 	 จ�ำนวนตัวอย่างในช่วงเทศกาลปีใหม่ที่ไม่พบเชื้อหรือมีปริมาณเชื้ออยู่ในเกณฑ์ก�ำหนด

d 	 = 	 จ�ำนวนตัวอย่างในช่วงเทศกาลสงกรานต์ที่ไม่พบเชื้อหรือมีปริมาณเชื้ออยู่ในเกณฑ์ก�ำหนด

e 	 = 	 a + c

f 	 = 	 b + d

g 	 = 	 a + b

h 	 = 	 c + d

k 	 = 	 จ�ำนวนตัวอย่างทั้งหมด

df	 = 	 ค่าขั้นแห่งความอิสระ  =  (r-1) (c-1)

		   k (ad - bc)2χ2  =   
	          efgh



ความปลอดภยัทางจลุชีววทิยาของอาหารพร้อมบรโิภคในเขตกรงุเทพมหานคร	 กมลวรรณ  กนัแต่ง และคณะ

273วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2558

r 	 = 	 จ�ำนวนแถว = 2

c 	 = 	 จ�ำนวนสดมภ์ = 2

∴ df  =  (2-1) (2-1) = 1

ค่าไคสแควร์ (χ2) จากตารางที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05 df = 1 มีค่า 3.84

ถ้า χ2 ท่ีค�ำนวณได้มีค่ามากกว่า 3.84 (p<0.05) แสดงว่าตวัอย่างอาหารในช่วงเทศกาลปีใหม่และช่วงเทศกาล

สงกรานต์พบจุลินทรีย์แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ แต่ถ้าน้อยกว่า 3.84 (p>0.05) แสดงว่าตัวอย่างจากทั้งสองช่วง

เทศกาลไม่มีความแตกต่างกัน

ผล

อาหารพร้อมบรโิภค 459 ตวัอย่าง ตรวจวเิคราะห์ช่วงเทศกาลปีใหม่ จ�ำนวน 226 ตวัอย่าง พบปรมิาณจลุนิทรีย์

ที่ใช้บ่งชี้สุขลักษณะการผลิต E. coli มากกว่าเกณฑ์ก�ำหนด 96 ตัวอย่าง (ร้อยละ 42.5) และพบจุลินทรีย์ที่ท�ำให้เกิด

โรค S. aureus มากกว่า 100 CFU ต่อกรัม 4 ตัวอย่าง (ร้อยละ 1.8) และ Salmonella spp. 19 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 8.4) ส่วนในช่วงเทศกาลสงกรานต์ 233 ตัวอย่าง พบ E. coli มากกว่าเกณฑ์ก�ำหนด รวม 108 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 46.4) และพบจุลินทรีย์ที่ท�ำให้เกิดโรค S. aureus มากกว่า 100 CFU ต่อกรัม 21 ตัวอย่าง (ร้อยละ 9.0) 

และ Salmonella spp. 17 ตัวอย่าง (ร้อยละ 7.3) โดยทั้งสองช่วงเทศกาลตรวจไม่พบ V. cholerae O1/O139 

และ V. parahaemolyticus (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2  เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์อาหารพร้อมบริโภคในช่วงเทศกาลปีใหม่และเทศกาลสงกรานต์

	 จ�ำนวนตัวอย่าง	 จุลินทรีย์ที่บ่งชี้
			                                          จุลินทรีย์ท�ำให้เกิดโรค
	 (ร้อยละ)	 สุขลักษณะการผลิต 

	 ไม่ผ่าน				    V. cholerae O1/O139
ตรวจ		  E. coli	 S. aureus	 Salmonella spp. 	 และ
	

เกณฑ์
				    V. parahaemolyticus

	 ช่วง	
		  ปี พ.ศ.
	เทศกาล

	 2553	 58	 23 (39.7)	 22 (37.9)	 4 (6.9)	 7 (12.1)	 0

ปีใหม่	 2554	 86	 40 (46.5)	 40 (46.5)	 0	 8 (9.3)	 0

	 2555	 82	 35 (42.7)	 34 (42.7)	 0	 4 (4.9)	 0

	 รวม	 226	 98 (43.4)	 96 (42.5)	 4 (1.8)	 19 (8.4)	 0

	 2553	 83	 41 (49.4)	 41 (49.4)	 7 (8.4)	 5 (6.0)	 0

สงกรานต์	 2554	 69	 36 (52.2)	 35 (50.7)	 8 (11.6)	 8 (11.6)	 0

	 2555	 81	 33 (40.7)	 32 (39.5)	 6 (7.4)	 4 (4.9)	 0

	 รวม	 233	 110 (47.2)	 108 (46.4)	 21 (9.0)	 17 (7.3)	 0

   รวม		  459	 208 (45.3)	 204 (44.4)	 25 (5.4)	 36 (7.8)	 0

เมื่อหาความสัมพันธ์ทางสถิติของการตรวจวิเคราะห์จุลินทรีย์ชนิดต่างๆ (ตารางที่ 1) พบว่าตัวอย่างอาหาร

พร้อมบริโภคทั้งสองช่วงเทศกาลที่ไม่ผ่านเกณฑ์โดยรวม มีค่าไคสแควร์   (χ2) 0.69 แสดงว่าผลไม่แตกต่างกันอย่าง 

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p>0.05) แต่เมื่อแยกหาความสัมพันธ์ของแต่ละเช้ือ พบว่าในช่วงเทศกาลสงกรานต์พบ 

การปนเปื้อนเฉพาะ S. aureus ที่ไม่ผ่านเกณฑ์ก�ำหนดในอาหารดังกล่าวมากกว่าช่วงปีใหม่อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 

(p<0.05) มีค่าไคสแควร์ (χ2) 11.71 โดยทั้งสองเทศกาลมีปริมาณ S. aureus มากกว่า 104 แต่น้อยกว่า 105 CFU 
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ต่อกรัม จ�ำนวน 3 ตัวอย่าง (อาหารประเภทเส้น 1 ตัวอย่าง และอาหารจานเดียว 2 ตัวอย่าง) ส่วน E. coli และ 

Salmonella spp. ในช่วงเทศกาลทั้งสองพบไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ มีค่าไคสแควร์ (χ2)   0.70  

และ 0.20 ตามล�ำดับ 

เมื่อแยกตามประเภทอาหาร พบว่าอาหารจานเดียว (เช่น ข้าวมันไก่ ข้าวขาหมู ข้าวหมูแดง ฯลฯ) มี 

การปนเป้ือนจลุนิทรย์ีท่ีบ่งชีส้ขุลกัษณะการผลติสงูสดุ ร้อยละ 65.4 รองลงมา ได้แก่ อาหารประเภทเส้น  อาหารประเภท

ย�ำ  กับข้าว ผลไม้ ขนมหวานและของทอด มีความเสี่ยงคิดเป็นร้อยละ 52.2, 50.0, 32.5, 20.5, 10.7 และ 3.3 

ตามล�ำดับ ส่วนการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ที่ท�ำให้เกิดโรค S. aureus และ Salmonella spp. พบอาหารประเภทย�ำ 

มีการปนเปื้อนมากที่สุด (S. aureus ร้อยละ 14.3  Salmonella spp. ร้อยละ 28.6) รองลงมา ได้แก่ อาหารจานเดียว 

และอาหารประเภทเส้น ที่พบ S. aureus ร้อยละ 7.8 และ 5.3 พบ Salmonella spp. ร้อยละ 12.4 และ 8.0 

ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3  ผลการตรวจวิเคราะห์อาหารพร้อมบริโภคแยกตามประเภทอาหาร 

		  จ�ำนวนตัวอย่าง	 จุลินทรีย์ที่บ่งชี้		 จุลินทรีย์ที่ท�ำให้เกิดโรค
			   สุขลักษณะการผลิต	

		  ตรวจ	 E. coli	 S. aureus	 Salmonella spp.
			   (ร้อยละ)	 (ร้อยละ)	 (ร้อยละ)

ประเภทอาหาร

1.	 อาหารจานเดียว	 153	 100	 12	 19

	 (เช่น ข้าวมันไก่, ข้าวหมูแดง, ข้าวขาหมู		  (65.4)	 (7.8)	 (12.4)

	 ข้าวคลุกกะปิ)

2.	 อาหารประเภทเส้น	 113	 59	 6	 9

	 (เช่น ก๋วยเตี๋ยว, บะหมี่, กวยจั๊บ, 		  (52.2)	 (5.3)	 (8.0)

	 เส้นหมี่กระเพาะปลา, สุกี้)

3.	 กับข้าว	 77	 25	 3	 3

	 (เช่น กะเพราหมู, ผัดเครื่องในไก่,		  (32.5)	 (3.9)	 (3.9)

	 ผัดถั่วฝักยาว, ผัดคะน้า)

4.	 อาหารประเภทย�ำ	 14	 7	 2	 4

	 (เช่น ย�ำหัวหมู, ส้มต�ำ, ลาบหมู)		  (50.0)	 (14.3)	 (28.6)

5.	 ของทอด/ย่าง	 30	 1	 0	 0

	 (เช่น ลูกชิ้นทอด, ไส้อั่ว, ไส้กรอก)		  (3.3)

6.	 ขนมหวาน	 28	 3	 1	 0

			   (10.7)	 (3.6)

7.	 ผลไม้	 44	 9	 1	 1

			   (20.5)	 (2.3)	 (2.3)

	
รวม

	 459	 204	 25	 36

			   (44.4)	 (5.4)	 (7.8)	
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วิจารณ์

จากผลการตรวจวิเคราะห์อาหารพร้อมบรโิภคซึง่เกบ็จากสถานทีจ่�ำหน่ายอาหารภายในสถานขีนส่งผูโ้ดยสาร

ขนาดใหญ่ 4 แห่ง ในเขตกรุงเทพมหานคร ระหว่างปี พ.ศ. 2533 ถึง พ.ศ. 2555  ในช่วงเทศกาลปีใหม่และสงกรานต์

พบ  E. coli, S. aureus และ Salmonella spp. ร้อยละ 44.4, 5.4 และ 7.8 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 2 และ 3) 

การพบการปนเปื้อนของ E. coli เกือบร้อยละ 45 แสดงให้เห็นว่ากระบวนการผลิตและการเก็บรักษาอาหารเหล่านี ้

ยังไม่ถูกสุขลักษณะ เน่ืองจาก E. coli เป็นจุลินทรีย์ที่ไม่ทนต่อความร้อนที่อาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารของ 

คนและสัตว์ ซึ่งการพบ E.coli ในอาหารพร้อมบริโภค โดยเฉพาะอย่างยิ่งอาหารที่ต้องผ่านความร้อนก่อนบริโภค 

(ทอด นึ่ง ย่างหรือผัด) แสดงให้เห็นว่าเกิดการปนเปื้อนซ�้ำ  (recontaminated) การปนเปื้อนซ�้ำส่วนใหญ่เกิดจาก 

การปนเปื้อนข้าม (cross contaminated) ของเชื้อจากอาหารดิบสู่ภาชนะ เครื่องมือ เครื่องใช้ เครื่องแต่งกาย มือ 

หรือการไอหรือจามของผู้ประกอบอาหารลงสู่อาหารสุก ดังนั้นการปนเปื้อนของ S. aureus และ Salmonella spp.  

จึงอาจปนเปื้อนซ�้ำได้เช่นกัน เนื่องจาก S. aureus และ Salmonella spp. เป็นจุลินทรีย์ที่ไม่ทนต่อความร้อนโดย 

S. aureus เป็นจุลินทรีย์ซึ่งอยู่ตามผิวหนัง จมูกและล�ำคอของคน(14) ส่วน Salmonella spp. เป็นจุลินทรีย์ที่อยู ่

ในระบบทางเดินอาหาร เช่นเดียวกับ E. coli ผู้ประกอบการปรุง/จ�ำหน่ายและบริการอาหาร สามารถควบคุม 

การปนเป้ือนซ�ำ้ได้ เช่น เครือ่งมือเครือ่งใช้ในการตกัหรอืปรงุอาหารต้องสะอาด แยกอุปกรณ์ทีห่ยบิจบัวตัถุดบิและอาหาร

ที่ปรุงแล้วออกจากกัน ไม่ควรหยิบจับอาหารด้วยมือ อาหารที่ปรุงเสร็จแล้วควรมีภาชนะปิดหรือป้องกันการปนเปื้อน

ของจลุนิทรีย์ลงสูอ่าหาร และควรอุน่อาหารเป็นระยะๆ เพือ่ลดจ�ำนวนจลุนิทรย์ีทีม่อียูห่รอืท�ำลายจลุนิทรย์ีทีอ่าจปนเป้ือน

ภายหลัง อาหารจานเดียว หรือขนมหวานที่ไม่สามารถอุ่นได้ ควรเก็บในตู้เย็นหรือภาชนะที่มีฝาปิดมิดชิดส่วนวัตถุดิบ

ประเภทเนื้อสัตว์ควรแช่เย็น เพื่อป้องกันการเจริญเพิ่มจ�ำนวนของจุลินทรีย์

ส่วนการพบ S. aureus ในช่วงเทศกาลสงกรานต์มากกว่าปีใหม่อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับ 

ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (ร้อยละ 9.0 และ 1.8 ตามล�ำดับ) อาจเนื่องจากในช่วงเทศกาลสงกรานต์เป็นช่วงฤดูร้อน 

เชื้อจะเจริญแบ่งตัวได้อย่างรวดเร็วกว่าช่วงปีใหม่ซึ่งเป็นช่วงฤดูหนาว ดังนั้นช่วงสงกรานต์จึงมีโอกาสพบ S. aureus 

ในตัวอย่างมากกว่าและพบปริมาณ (CFU ต่อกรัม) สูงกว่าช่วงปีใหม่ ปริมาณที่พบในตัวอย่างทั้งสองช่วงเวลาน้อยกว่า 

105 CFU ต่อกรัมจึงยังไม่สามารถสร้างสารพิษ (enterotoxin) ในปริมาณที่ก่อให้เกิดโรคได้   แต่ถ้าปล่อยอาหาร 

เหล่านี้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ถึง 2 ชั่วโมง หรือเก็บรักษาไม่ถูกสุขลักษณะ จ�ำนวน S. aureus ที่มีมากกว่า 104 CFU

ต่อกรัมจะเพิ่มปริมาณมากข้ึนเป็น 105 ถึง 106 CFU ต่อกรัม และสร้างสารพิษท�ำให้เป็นสาเหตุการระบาดของ 

โรคอาหารเป็นพษิ(15) ดงันัน้อาหารพร้อมบรโิภคทีจ่�ำหน่ายภายในสถานขีนส่งผูโ้ดยสารจงึมคีวามเสีย่งในการจะเกดิโรค

อาหารเป็นพิษจาก S. aureus ได้ ทั้งนี้จะสอดคล้องกับรายงานประจ�ำปีของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึ่งเป็นข้อมูล

การให้บรกิารตรวจวิเคราะห์อาหารท่ีจ�ำหน่ายในประเทศพบว่าปัญหาด้านสาธารณสขุทีส่�ำคญั สาเหตจุากอาหารเป็นพษิ

นั้นพบ S. aureus เป็นเชื้อก่อโรคอันดับต้นๆ ที่ปนเปื้อนในอาหารพร้อมบริโภค(16, 17) อย่างไรก็ตามการปนเปื้อน 

ของ S. aureus ในอาหารพร้อมบริโภค สาเหตุส่วนใหญ่มาจากสุขลักษณะส่วนบุคคลไม่ดี โดยใช้มือที่มีบาดแผล 

หรือไม่ได้ล้างมือให้สะอาดหยิบจับอาหาร ไอหรือจามในขณะปรุงหรือบริการอาหาร

ส่วนใหญ่ในช่วงปีใหม่พบการปนเปื้อนของเชื้อชนิดต่างๆ น้อยกว่าช่วงสงกรานต์ สาเหตุส่วนหนึ่งน่าจะเกิด

จากช่วงสงกรานต์เป็นฤดูร้อน อุณหภูมิของอากาศสูง ซึ่งเหมาะสมกับการเจริญของเชื้อ ท�ำให้จุลินทรีย์สามารถเจริญได้

รวดเร็วกว่าจึงมีโอกาสตรวจพบและก่อให้เกิดโรคได้มากกว่าช่วงปีใหม่ซึ่งเป็นฤดูหนาว แต่เมื่อทดสอบทางสถิติมีเพียง 

S. aureus เท่านั้นที่พบในช่วงสงกรานต์มากกว่าช่วงเทศกาลปีใหม่อย่างมีนัยส�ำคัญ (p<0.05) ส่วน E. coli และ 

Salmonella spp.  ในท้ังสองช่วงเทศกาลพบไม่แตกต่างกนัอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(p>0.05) อาจเนือ่งมาจากจ�ำนวน

และชนิดของตัวอย่างที่เก็บและผู้จ�ำหน่ายรายใหม่ที่เปลี่ยนแปลงไปในแต่ละรอบที่มีการเก็บตัวอย่าง 
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การที่อาหารประเภทย�ำตรวจพบจุลินทรีย์ที่ท�ำให้เกิดโรคมากที่สุด พบ S. aureus และ Salmonella spp. 

ร้อยละ 14.3 และ 28.6 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3) เนื่องจากวัตถุดิบที่ใช้ประกอบอาหารบางชนิดไม่ผ่านความร้อน 

(เช่น ผักและผลไม้) หรือผ่านความร้อนไม่เพียงพอ (เช่นการลวกเนื้อสัตว์ต่าง ๆ) และการปรุงอาหารประเภทนี้มักมี

การหยิบหรือจับอาหารดิบสลับอาหารสุกโดยไม่ได้ล้างมือ ท�ำให้มีโอกาสที่เชื้อโรคจากวัตถุดิบปนเปื้อนข้ามสู่อาหาร 

ปรุงสุกได้มากกว่าอาหารประเภทอื่น ดังน้ันการปรุงอาหารประเภทนี้ ควรใช้วัตถุดิบที่สะอาด ท�ำให้สุกอย่างทั่วถึง 

และควรหลกีเลีย่งการหยบิจบัด้วยมือโดยตรง อปุกรณ์ทีใ่ช้หยบิจบั หัน่หรอืสมัผสัวตัถดุบิและทีป่รงุสกุไม่ควรใช้ร่วมกนั 

อาหารประเภทกับข้าว ควรมีการอุ่นทุก 2 ถึง 3 ชั่วโมง ส่วนอาหารที่ปรุงเสร็จแล้วและขนมหวานที่ไม่สามารถอุ่นได ้ 

ควรเก็บในตู้หรือภาชนะที่มีฝาปิด ควรหลีกเลี่ยงการหยิบจับด้วยมือโดยตรง ในกรณีที่ไม่สามารถหลีกเลี่ยงได้  

ควรล้างมือให้สะอาดก่อนหยิบจับอาหาร

สรุป

การเฝ้าระวังความปลอดภยัอาหาร เพือ่คุม้ครองผูโ้ดยสารทีเ่ข้ามาใช้บรกิารในการเดนิทางและบรโิภคอาหาร

ที่จ�ำหน่ายภายในสถานีขนส่งผู ้โดยสารขนาดใหญ่ในเขตกรุงเทพมหานครในช่วงเทศกาลปีใหม่และสงกรานต์  

ตรวจวเิคราะห์หาเชือ้จุลินทรย์ีชนิดต่างๆ พบไม่แตกต่างกันอย่างมนียัส�ำคัญทางสถิต ิทีร่ะดบัความเช่ือมัน่ 0.05 (p>0.05) 

แสดงว่าอาหารพร้อมบรโิภค ทัง้ 2 ช่วงเทศกาล ยงัไม่ถกูสขุลกัษณะ ตรวจพบจลุนิทรย์ีบ่งชีส้ขุลกัษณะอาหารคอื E. coli 

ถึงแม้จะตรวจไม่พบ V. cholerae และ V. parahaemolyticus แต่ตรวจพบเชื้อโรคอาหารเป็นพิษ S. aureus 

และ Salmonella spp. ซึ่งถ้าการเก็บรักษาไม่เหมาะสมเชื้อจะเจริญเพิ่มจ�ำนวนและสร้างสารพิษในอาหารโดยเฉพาะ 

S. aureus และเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษได้ ผู้ควบคุมต้องควบคุมดูแลผู้จ�ำหน่ายอาหารมีการตักเตือนและ

อบรมให้ความรู้แก่ผู้จ�ำหน่ายและบริการอาหารให้ตระหนักถึงพิษภัยจากการบริโภคอาหารที่ไม่ถูกสุขลักษณะ และเก็บ

ตวัอย่างอาหารตรวจวิเคราะห์เป็นระยะ ๆ  เพือ่เฝ้าระวงัความปลอดภยัแก่ผูโ้ดยสารต่อไป ผูบ้รโิภคควรเลอืกรบัประทาน

อาหารที่ปรุงสุกใหม่ หรือมีการอุ่นเป็นระยะ ๆ และเลือกรับประทานอาหารจากร้านค้าที่สะอาด หลีกเลี่ยงอาหารที ่

ปรุงสุกๆ ดิบๆ ส�ำหรับผู้จ�ำหน่ายอาหารควรเลือกวัตถุดิบที่น�ำมาประกอบอาหารที่สดและสะอาดควรล้างมือให้สะอาด 

สวมหมวกและสวมใส่ผ้ากันเปื้อนก่อนปรุงอาหาร แยกอุปกรณ์ที่ใช้สัมผัสวัตถุดิบและอาหารที่ปรุงสุกแล้ว อาหารที่ปรุง

เสร็จใหม่ๆ ควรอยู่ในภาชนะที่สะอาดมีที่ปิดป้องกันแมลงได้ อุ่นอาหารให้ร้อนอยู่เสมอ (ทุก 2-3 ชั่วโมง)
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Microbiological Safety of Ready to Eat 

Foods Sold at Bus Terminals and Railway 

Station in Bangkok

Kamonwan  Kantaeng  Atchara  Ukhong  and  Ratchadaporn  Suwannarat
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi, 

11000 Thailand.

ABSTRACT  In order to evaluate the microbiological safety of ready to eat food, the project of  

Food Safety Monitoring from Bus Terminals and a Railway Station in Bangkok was carried on by the 

Bureau of Quality and Safety of Food (BQSF). Four hundred fifty nine samples of ready to eat food were 

collected from the food courts in the bus terminals (Mochit, Saitai, and Ekkamai) and Hualamphong 

Railway Station during 2010 to 2012. The samples were divided into two main groups: New Year group 

(226 samples taken during the New Year festivals) and Songkran group (233 samples taken during the 

Songkran festivals). The items of analysis were sanitary index microorganism; Escherichia coli (E. coli), 

and pathogenic bacteria; Staphylococcus aureus (S. aureus), Salmonella spp., Vibrio cholerae 

(V. cholerae) O1/O139 and Vibrio parahaemolyticus (V. parahaemolyticus) were examined. The results 

showed that, for the New Year group, E. coli was detected in 96 samples (42.5%), Salmonella spp. in 19 

samples (8.4%), and S. aureus in 4 samples (1.8%); and for the Songkran group, E. coli in 108 samples 

(46.4%), S. aureus in 21 samples (9.0%), and Salmonella spp. in 17 samples (7.3%). Both of festivals, 

V. cholerae O1/O139 and V. parahaemolyticus were not detected in any samples. The positive samples 

of S. aureus in Songkran group were more than that New Year group at statistical significance (p<0.05). 

On the other hand, there was not significantly different (p>0.05) between both groups of samples  

regarding E. coli and Salmonella spp. Therefore food safety monitoring and other measures such as law 

enforcement and knowledge giving of hygienic practices to food sellers and consumers are still  

needed in order to upgrade the quality and safety of ready to eat food. 

Key words: ready to eat foods, microbiological safety, bus terminals
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์และ

ผลการสำ�รวจปริมาณสารไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์

ในเนื้อสัตว์ โดย LC-MS/MS
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ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

Accepted for publication, 9 April 2015

บทคัดย่อ  กลุ่มยาไนโตรฟูแรนเดิมนิยมใช้เป็นยารักษาโรคในสัตว์ ต่อมาพบว่ามีคุณสมบัติของการเป็นสารก่อมะเร็ง และ 

สารก่อกลายพันธุ์ ประเทศไทยและอีกหลายประเทศได้ออกกฎหมายห้ามใช้เป็นยารักษาสัตว์ที่เลี้ยงเพื่อการบริโภคของมนุษย์

และสหภาพยุโรปได้ออกข้อก�ำหนดของวิธีวิเคราะห์ปริมาณยากลุ่มนี้ 4 ชนิด ในเนื้อสัตว์ โดยต้องหาในรูปของสารเมตาบอไลท์   

ได้แก่ 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ), 3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone (AMOZ), 

1-aminohydantoin (AHD) และ semicarbazide (SEM) และต้องวัดได้ต�่ำถึงระดับที่ 1.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

(Minimum Required Performance Limits : MRPLs) จึงได้พัฒนาและทดสอบความถูกต้องวิธีวิเคราะห์โดยเติม 

isotope-labelled analogues ของสารเมตาบอไลท์ 4 ชนิด เป็น internal standard ใช้กรดไฮโดรไลส์สารเมตาบอไลท์ 

ส่วนที่จับกับโปรตีนท�ำเป็นสารอนุพันธ์ น�ำมาปรับ pH 7.0 ± 0.5 สกัดแยกสารด้วย liquid-liquid extraction วิเคราะห์ชนิด 

และปริมาณด้วย LC-MS/MS ช่วงการวิเคราะห์ที่ 0.1-2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ได้เป็นเส้นตรงมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 

(correlation coefficient) ระหว่าง 0.9860 - 1.0000 ความแม่นของวิธีแสดงด้วย %recovery 88.9-112.0% ความเที่ยง

อยู่ในเกณฑ์ประเมินโดย HORRAT ค่า <2 ค่าต�่ำสุดที่ตรวจพบ (LOD) 0.05 - 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่าต�่ำสุดที่ตรวจ

ปริมาณได้ (LOQ) 0.1 - 1.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ได้ท�ำการส�ำรวจการตกค้างของกลุ่มยานี้ในเนื้อสัตว์ที่จ�ำหน่ายในตลาดสด

และซูเปอร์มาร์เก็ตของเขตกรุงเทพมหานคร ช่วงปี พ.ศ. 2551-2554 รวมทั้งสิ้น 402 ตัวอย่าง พบ AOZ ตกค้างในเนื้อหมูกับ

เครื่องในร้อยละ 12.2 ที่ระดับ <0.1-44.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และพบ SEM ตกค้างในกุ้งร้อยละ 4.2 ที่ระดับ <0.3-2.3 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม เมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยปริมาณที่พบของ AOZ และ SEM ในแต่ละปี ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัย

ส�ำคัญทางสถิติ (p>0.05) แสดงถึงมีการใช้ยาทั้ง 2 ชนิดในช่วงปีที่ส�ำรวจ ดังน้ันจึงจ�ำเป็นต้องมีการเฝ้าระวังและควบคุม 

การใช้ยาอย่างเข้มงวด
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บทน�ำ

ไนโตรฟูแรน (nitrofurans) มีสูตรโครงสร้างทางเคมีประกอบด้วย วงแหวนฟูแรนและไนโตรกรุ๊ป เรียกว่า 

5-nitrofuraldehyde มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย ใช้ในการรักษาและป้องกันโรคติดเชื้อของระบบทางเดินอาหารและ 

ทางเดินปัสสาวะในการเพาะเล้ียงสัตว์น�้ำและปศุสัตว์ที่นิยมใช้มี 4 ชนิด ได้แก่ furazolidone, furaltadone, 

nitrofurantoin และ nitrofurazone ขบวนการเมตาบอลิซึมในสัตว์จะเปลี่ยนยาตั้งต้น (parent drugs) เป็นสาร

เมตาบอไลท์อย่างรวดเรว็และจบัตามเนือ้เยือ่โปรตนีได้นานหลายสปัดาห์อย่างมคีวามเสถยีร จงึตรวจพบยากลุม่นีใ้นรูป

สารเมตาบอไลท์ ได้แก่ 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ), 3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone 

(AMOZ), 1-aminohydantoin (AHD) และ semicarbazide (SEM) ตามล�ำดับ โดยเฉพาะ furazolidone 

ใช้มากในฟาร์มเลี้ยงหมู เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงและราคาถูก แต่สารกลุ่มนี้มีแนวโน้มเป็นสารก่อกลายพันธุ์และ 

สารก่อมะเร็ง (Mutagen and carcinogen)(1) สหภาพยุโรป, ประเทศไทยและอีกหลายประเทศ จึงได้ออกกฎหมาย

บงัคบัห้ามใช้เป็นยารกัษาสตัว์ท่ีเลีย้งเพือ่การบรโิภคของมนษุย์ โดยสหภาพยโุรปได้ออกข้อก�ำหนดเกีย่วกบัวธิวีเิคราะห์

ปริมาณไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์ตกค้างทั้ง 4 ชนิด ในเนื้อสัตว์ ของห้องปฏิบัติการต้องวัดค่าได้ต�่ำถึงระดับที่ก�ำหนด 

(Minimum Required Performance Limits; MRPLs) ที ่1.0 ไมโครกรมั ต่อกโิลกรมั(2) และกระทรวงสาธารณสขุ

ของประเทศไทย โดยส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาก�ำหนดค่า MRPLs (ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั) ที ่0.3 ส�ำหรบั 

AOZ  และ AMOZ และ ที่ 1.0 ส�ำหรับ AHD และ SEM เพื่อใช้เป็นค่าอ้างอิงด�ำเนินการเมื่อพบการตกค้าง (3, 4)

การวิเคราะห์ไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์ในเนื้อสัตว์ด้วย LC-MS/MS มีหลักการสกัดตัวอย่างที่เหมือนกัน

อาจมีเพิ่ม solid-phase extraction (SPE) ในการท�ำให้บริสุทธิ์และใช้สภาวะของ LC แตกต่างกันไป(5, 6, 7) 

หลักการสกัด คือ สลายพันธะของไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์ที่จับกับโปรตีน (protein-bound metabolites) 

ให้อยู่ในรูปอิสระด้วยกรด (hydrolysis) เปลี่ยนไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์ (total nitrofuran metabolites: 

free and proein-bound metabolites) เป็นสารอนุพันธ์ของ nitrophenyl (NP) โดยท�ำปฏิกิริยาอนุพันธ์ 

(derivatisation) กับ 2-nitrobenzaldehyde (2-NBA) ปรับ pH ให้เป็นกลาง (neutralisation) สกัดแยกสาร 

(liquid-liquid extraction) ด้วย ethyl acetate ท�ำให้แห้งแล้วละลายในตัวท�ำละลายน�ำไปวิเคราะห์ปริมาณและ

ยืนยันชนิดสารด้วย LC-MS/MS

ผู้วิจัยได้สกัดตัวอย่างตาม van Rhijn, J.A. และคณะ โดยปรับเปลี่ยนสภาวะของ LC ได้แก่ ชนิดของตัว 

ท�ำละลายตวัอย่าง, ชนดิของคอลมัน์ท่ีแยกสาร, ชนดิและอตัราส่วนของตวัท�ำละลายตวัพา เพือ่ให้การแยกของสารดีและ

เร็วขี้น และตัวอย่างตับหมูได้เพิ่มขั้นตอนการสกัดด้วย n-hexane เพื่อลดสารรบกวนแล้วท�ำการทดสอบความถูกต้อง

ของวิธีวิเคราะห์ในกุ้ง ไก่ และตับหมู (ตัวแทนสัตว์น�้ำ  สัตว์บก และเครื่องในสัตว์ตามล�ำดับ) น�ำวิธีทดสอบท่ีได้ 

ตรวจหาปริมาณและชนิดของยากลุ่มไนโตรฟูแรนที่ตกค้างในเนื้อสัตว์ที่บริโภคระหว่างปี พ.ศ. 2551-2554 เพื่อเป็น

ข้อมลูการเฝ้าระวงัความปลอดภยัต่อผูบ้รโิภคและน�ำข้อมลูทีไ่ด้มาวเิคราะห์ทางสถติเิพือ่ประเมนิแนวโน้มของการใช้ยา

โดยเปรียบเทียบปริมาณเฉลี่ยที่ตกค้าง

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคมี (AR grade) : hydrochloric acid, 2-nitrobenzaldehyde (2-NBA), trisodium  

phosphate, sodium hydroxide, ammonium acetate, ethyl acetate, methanol (HPLC grade)
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สารมาตรฐาน : 3-amino-2-oxazolidinone, 5-methylmorpholino-3-amino-2-oxazolidinone, 

1-aminohydantoin, semicarbazide hydrochloride, 3-amino-2-oxazolidinone-D4(AOZ-D4), 

5-methylmorpholino-3-amino-2-oxazolidinone-D5(AMOZ-D5), 1-aminohydantoin -
13C3(AHD-

13C3), semicarbazide hydrochloride-
13C15N2(SEM-13C15N2) สารมาตรฐานทุกตัวเป็นของ WITEGA  

Laboratory Berlin ความบริสุทธิ์มากกว่าร้อยละ 99 ยกเว้น SEM ของ Sigma Aldrich ความบริสุทธิ์มากกว่า 

ร้อยละ 99 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

สารละลายมาตรฐาน stock solution : เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

ชั่งสารมาตรฐานน�้ำหนักแน่นอน 5 มิลลิกรัม ละลายใน methanol ปรับปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 

โดยแยกเตรียมแต่ละตัว และน�ำมาเตรียม working solution สารละลายผสม 4 ชนิด ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร,  100 และ 5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ใน methanol ตามล�ำดับ

สารละลาย internal  standard stock solution : เข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

ชั่งสาร  internal  standard น�้ำหนักแน่นอน 5 มิลลิกรัม ละลายใน methanol ปรับปริมาตรครบ 100 

มิลลิลิตร โดยแยกเตรียมแต่ละตัว และน�ำมาเตรียม working solution สารละลายผสม 4 ชนิด ความเข้มข้น 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ใน methanol ตามล�ำดับ

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องชั่ง 3 และ 5 ต�ำแหน่ง, เครื่องเขย่า, vortex mixer, turbovap LV: Zymark, ultra sonic bath, 

เครื่อง LC-MS/MS ประกอบด้วย HPLC: hewlett packard series 1100 และ mass spectrometer:  

AB applied biosystems MDS SCIEX API – 4000

สภาวะของ LC
-	 analytical column	 :	 Clipeus C18, 150 mm × 3 mm.id, 5 µm (Higgins Analytical)
- 	guard column	 : 	Symmetry Sentry C18, 3.9 mm × 20 mm.id, 5 µm (Waters)
- 	mobile phase A 	 : 	0.5 mM ammonium acetate in deionized water
-	 mobile phase B 	 :	 methanol
-	 flow rate         	 :	 0.6 ml/min
- 	column oven     	 :	 30 ํC
-	 injection volume	 :	 20 µl

- 	gradient LC condition

เวลา (นาที)	 B (%)

	 0	 24
	 5	 52
	 10	 52
	 10.1	 96
	 13.4	 96
	 13.5	 24
	 15	 24
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สภาวะของ MS
-	 scan mode           	 :	 MRM scan
- 	ionisation mode         	 : 	 ESI (positive mode)
-	 source temperature     	: 	 450 ํC
-	 ionspray voltage         	: 	 5200 (turbo spray)
- 	collision gas (CID)	 : 	 nitrogen, pressure 1.2 torr

สภาวะของ MS-MS (DP = declustering potential, CE = collision energy, CXP = collision cell exit 

potential)

		  precursor ion	 quantitative product  ion (m/z)	 dwell time	 DP	 CE	 CXP
analyte
		  (m/z)	 confirmatory product  ion (m/z)	 (msec)	 (V)	 (V)	 (V)

NP-AOZ	 236.37	 103.89	 150	 76	 33	 10
		  133.94	 150	 76	 19	 12

NP-AMOZ	 335.13	 262.05	 150	 56	 15	 10
		  291.15	 150	 51	 19	 18

NP-AHD	 249.20	 103.90	 150	 61	 31	 8
		  133.90	 150	 61	 19	 8

NP-SEM	 209.46	 191.90	 150	 56	 17	 12
		  166.04	 150	 56	 15	 10

NP-AOZ-D4	 240.37	 133.94	 150	 76	 19	 12

NP-AMOZ-D5	 340.13	 296.15	 150	 51	 19	 18

NP-AHD-13C3	 252.24	 133.97	 150	 61	 19	 8

NP- SEM-13C15N2	 212.21	 168.0	 150	 56	 15	 10

ตัวอย่างและการเตรียมตัวอย่าง

ตัวอย่างที่ทดสอบวิธี : กุ้ง  ไก่ และตับหมู ที่ตรวจไม่พบสารตกค้าง ด้วย LC-MS/MS น�้ำหนักประมาณ  

300 กรัม หั่นเป็นชิ้นเล็กๆ แล้วปั่นให้ละเอียดด้วยเครื่องบดเนื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ-18 ํซ (matrix blank)

ตัวอย่างที่ส�ำรวจ : ตัวอย่างเนื้อสัตว์ ได้แก่ กุ้ง เนื้อไก่กับเครื่องในไก่ และเนื้อหมูกับเครื่องในหมู หั่นเป็น

ชิ้นเล็กๆ แล้วปั่นให้ละเอียดด้วยเครื่องบดเนื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -18 ํ ซ รวมทั้งสิ้น 402 ตัวอย่างจากตลาดสด 

22 แห่ง และซูเปอร์มาร์เก็ต 6 แห่ง ในเขตกรุงเทพมหานคร ระหว่างปี พ.ศ. 2551-2554 โดยส�ำนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยาเก็บตัวอย่างส่งวิเคราะห์

การสกัดและท�ำให้บริสุทธิ์

ชั่งตัวอย่างที่บดละเอียด 1 กรัม ใน centrifuge tube ขนาด 35 มิลลิลิตร เติมสารละลายผสม 

internal standard 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร สกัดด้วย 0.2 M hydrochloric acid 5 มิลลิลิตร 

และ 100 mM   2-NBA 50 ไมโครลิตร เขย่าด้วย vortex mixer จนตัวอย่างกระจายตัว เขย่าต่อด้วย shaker 

นาน 10 นาที น�ำไปตั้งที่อุณหภูมิ  37 ํซ นาน 16 ชั่วโมง น�ำมาเติม 0.3 M trisodium phosphate 250 ไมโครลิตร 

และปรับความเป็นกรดด่างให้ได้ 7.0 ± 0.5 ด้วย 2 N sodium hydroxide เติม ethyl acetate 5 มิลลิลิตร 

เขย่า 10 นาที แยกชั้นด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดส่วนสารละลายลงใน 
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test tube ขนาด 20 มิลลิลิตร สกัดตัวอย่างด้วย ethyl acetate 5 มิลลิลิตร ซ�้ำอีกครั้ง น�ำชั้นสารละลาย ethyl 

acetate ที่แยกได้ทั้งหมดไประเหยแห้งด้วยเครื่อง turbo vap LV อุณหภูมิ 40 ํ ซ ละลายตัวอย่างด้วยตัวท�ำละลาย 

50% methanol in deionized water 0.5 มิลลิลิตร (กรณีตัวอย่างตับหมูหลังการระเหยแห้งให้ละลายตัวอย่างด้วย 

deionized water 0.25 มิลลิลิตร และเติม n-hexane 2 มิลลิลิตร ผสมด้วย vortex mixer นาน 1 นาที แยกชั้น

ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดช้ันของ n-haxane ทิ้งสกัดตัวอย่างด้วย 

n-haxane 2 มิลลิลิตร ซ�้ำอีกครั้ง ดูดชั้นของ n-haxane ทิ้ง เป่าด้วยก๊าซไนโตรเจน ไล่ n-haxane ที่ค้างอยู ่

เติม methanol 0.25 มิลลิลิตร ผสมด้วย vortex mixer นาน 1 นาที) แล้วกรองสารละลายตัวอย่างผ่าน 0.2 µm 

PVDF membrane ก่อนฉีดเข้า LC-MS/MS

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์(8)

การท�ำ method blank และ matrix blank

method blank : สกัดสารเคมีโดยไม่ใช้เนื้อตัวอย่าง เติมสารละลายผสม internal standard 

20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร สกัดและท�ำให้บริสุทธิ์ วัดด้วย LC-MS/MS

matrix  blank : สกัดตัวอย่างที่ไม่พบสารตกค้าง จ�ำนวน 2 ซ�้ำ  โดยเติมสารละลายผสม internal 

standard 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร สกัดและท�ำให้บริสุทธิ์ วัดด้วย LC-MS/MS

การท�ำกราฟมาตรฐาน (Calibration curve)

เตรียมสารอนุพันธ์ nitrophenyl ของสารละลายมาตรฐานโดยปิเปต 0.01, 0.02, 0.06, 0.2 และ 0.4 

มิลลิลิตร ของสารละลายมาตรฐานผสม 4 ชนิด เข้มข้น 5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ใส่ใน centrifuge tube ขนาด  

35 มิลลิลิตร เติมสารละลายผสม internal standard 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร แล้วท�ำตามขั้นตอน

การสกัดตัวอย่างโดยไม่มีเนื้อตัวอย่าง ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.1, 0.2, 0.6, 2 และ 4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตามล�ำดับ กรองตัวอย่างผ่าน 0.2 µm PVDF membrane ฉีดเข้า LC-MS/MS สร้างกราฟมาตรฐานแสดง 

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าอัตราส่วนของความเข้มข้นของสารมาตรฐาน และ internal standard (concentration 

ratio) กับค่าอัตราส่วนของ peak area ของสารมาตรฐาน และ internal standard (area ratio) ค�ำนวณ 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r)

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (linearity and working range)

เติมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.1, 0.3, 1 และ 2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในตัวอย่าง (กุ้ง และไก่) 

ระดับละ 1 ซ�้ำ เติมสารละลายผสม internal standard 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร สกัดตัวอย่างและ

ท�ำให้บริสุทธิ์ วัดด้วย LC-MS/MS  สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าอัตราส่วนของความเข้มข้น 

ของสารมาตรฐาน และ internal standard (concentration ratio) ในตัวอย่างแต่ละชนิด กับค่าอัตราส่วนของ 

peak area ของสารมาตรฐาน และ internal standard (area ratio) ค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ ์ 

(correlation coefficient, r)

ค่าต�่ำสุดที่ตรวจพบ (limit of detection, LOD)

ประมาณค่า LOD โดยฉดีสารอนพุนัธ์ของสารมาตรฐาน ให้ peak ทีม่ค่ีา signal to noise  เท่ากบั 3 ค�ำนวณ

เป็นความเข้มข้นต่อน�้ำหนักตัวอย่าง   ท�ำการทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานที่ค�ำนวณได้ใน blank sample จ�ำนวน 

10 ซ�้ำ  เติมสารละลายผสม internal standard  20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร สกัดและท�ำให้บริสุทธิ์  

วัดด้วย LC-MS/MS
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ค่าต�่ำสุดที่วิเคราะห์หาปริมาณได้ (limit of quantitation, LOQ)

ทดสอบโดยเตมิสารมาตรฐานประมาณ 3 เท่าของ LOD ลงใน blank sample จ�ำนวน 10 ซ�ำ้ เตมิสารละลาย

ผสม internal standard 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร สกัดและท�ำให้บริสุทธิ์ วัดด้วย LC-MS/MS 

ค�ำนวณความแม่น (% recovery)  และความเที่ยง (% RSD)

การทดสอบความแม่นและความเที่ยง (Accuracy and precision)

ทดสอบที่ความเข้มข้น 0.3, 1.0 และ 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (เนื้อไก่, กุ้ง) และที่ความเข้มข้น 1.0 

และ 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ตับหมู) ระดับละ 10 ซ�้ำ แล้วเติมสารละลายผสม internal standard 20 นาโนกรัม

ต่อมิลลิลิตร 50 ไมโครลิตร สกัดและท�ำให้บริสุทธิ์ วัดด้วย LC-MS/MS ค�ำนวณค่าความแม่น (% recovery) อยู่ใน

ช่วงร้อยละ 60-120 ความเที่ยง (% RSD) และค่า HORRAT (Horwitz ratio) โดยมีเกณฑ์การยอมรับตาม 

Codex และ EU≤2

การประเมินแหล่งและหาค่าความไม่แน่นอนของการวัด (Uncertainty)(9)

วิเคราะห์ปริมาณสารเมตาบอไลท์ (AOZ) โดยช่ังเนื้อไก่ 1 กรัม เติม AOZ ที่ระดับ 0.3 ไมโครกรัม 

ต่อกิโลกรัม ค�ำนวณปริมาณสารในตัวอย่าง จาก

	 สมการกราฟเส้นตรง 	 Y	 = 	mC+ b 

			   C 	= 	Y- b/m

			   C 	= 	C0/CISTD

โดย  Y = peak area ratio, m = slope, C =  concentration ratio และ b =  intercept

ปริมาณสารที่พบ (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)  =  C × CISTD × V/W

โดย C0 = ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร), CISTD = ความเข้มข้นของ internal 

standard (นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร), V = ปริมาตรสุดท้ายสารละลายตัวอย่าง (มิลลิลิตร) และ W = น�้ำหนักตัวอย่าง 

(กรัม)

จากสูตรค�ำนวณปริมาณสารที่พบ หาแหล่งที่มาของความไม่แน่นอนจากการชั่งน�้ำหนักตัวอย่าง การเตรียม 

สารมาตรฐาน เครื่องแก้ววัดปริมาตรที่ใช้ และกราฟมาตรฐาน รวมทั้งความไม่แน่นอนจากการท�ำซ�้ำ  (precision) 

และความแม่น (accuracy) จากการทดสอบความถกูต้องของวธิวีเิคราะห์  รวมค่าความไม่แน่นอนทัง้หมด แล้วค�ำนวณ

ค่าความไม่แน่นอนขยาย ท่ีระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 ใช้ค่า k = 2 รายงานความไม่แน่นอนในรูปของความ 

ไม่แน่นอนขยาย

การควบคุมคุณภาพการวิเคราะห์

External quality control : เข้าร่วมการทดสอบความช�ำนาญการวิเคราะห์ (Proficiency test) 

กับ FAPAS ประเทศอังกฤษ คือ ทดสอบ AMOZ และ AHD, AOZ และ SEM ในไตหมู, ทดสอบ AOZ และ AHD 

ในเนื้อหมู  และทดสอบ total AMOZ และ bound AMOZ ในกุ้ง
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การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยปริมาณสารที่พบโดยวิธีทางสถิติ

เปรยีบเทียบปรมิาณตกค้างท่ีพบของ AOZ ในเนือ้หมกูบัเครือ่งใน และ SEM ในเนือ้กุง้ ในช่วงของปีทีส่�ำรวจ

ด้วยวิธีทางสถิติ โดยตรวจสอบการแจกแจงของข้อมูลว่ามีการแจกแจงเป็นแบบปกติหรือไม่ ถ้าเป็นใช้ one-way 

ANOVA หากไม่เป็นปกติใช้ Nonparametric statistics โดยใช้โปรแกรม SPSS(10)

ผล

ภายใต้สภาวะของ LC ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้เลือกคอลัมน์ชนิด reverse phase ด้วยการใช้ ClipeusC18, 

150 mm × 3 mm.id, particle size5 µm (Higgins Analytical) แยก (elute) สารด้วยอัตราส่วนแบบผสม  

(linear gradient) ระหว่าง methanol และ 0.5 mM ammonium acetate เกิดการแยกของสารมีค่า retention 

time และลักษณะของพีคตาม chromatogram โดย AOZ มีความไวการวัดสูงสุด ตามด้วย AMOZ,  AHD และ 

SEM  ที่ระดับความเข้มข้นเดียวกัน

จากการทดสอบการวิเคราะห์ปริมาณไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์ 4 ชนิด ได้แก่ AOZ, AMOZ, AHD 

และ SEM ในเนื้อสัตว์ (กุ้ง เนื้อไก่ และตับหมู) ด้วย LC-MS/MS ตามสภาวะที่ก�ำหนด เมื่อสร้างกราฟมาตรฐาน

แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่าอตัราส่วนของความเข้มข้นของสารมาตรฐาน และ internal standard (concentration 

ratio) กับค่าอัตราส่วนของ peak area ของสารมาตรฐาน และ internal standard (area ratio) ที่ความเข้มข้น 

0.1-4.0 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ของ AOZ, AMOZ, AHD และ SEM ได้กราฟเป็นเส้นตรง มีค่า r 0.9954 - 0.9992 

และเมื่อท�ำการวิเคราะห์ method blank และ matrix blank ไม่พบ peak ของสารรบกวน ยกเว้นสารรบกวนของ 

SEM ในกุ้ง ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ที่ระดับความเข้มข้น 0.1–2.0 ไมโครกรัม 

ต่อกิโลกรัม ได้กราฟเป็นเส้นตรงมีค่า r ระหว่าง 0.9860 - 1.0000

ตัวอย่างเนื้อสัตว์ (กุ้ง ไก่) พบค่า LOD ของ AOZ และ AMOZ 0.05 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม AHD 

และ SEM 0.1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่า LOQ ของ AOZ และ AMOZ 0.1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม AHD และ SEM 

0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ได้ค่าเฉลี่ยความแม่น (% recovery) ร้อยละ 82.5-111 และความเที่ยงประเมินด้วย 

ภาพที่ 1  Extracted ion chromatogram (XIC) ของสารอนุพันธ์ไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์
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เนื้อไก่		 AOZ	 0.3	 105	±	3.0	 2.9	 0.5
			   1	 107	±	2.8	 2.6	 0.5
			   2	 101	±	3.7	 3.7	 0.7

		  AMOZ	 0.3	 107	±	4.3	 4.0	 0.8
			   1	 111	±	4.5	 4.1	 0.8
			   2	 106	±	5.6	 5.3	 1.0

		  AHD	 0.3 	 109	±	4.3	 4.0	 0.8
			   1	 112	±	3.0	 2.7	 0.5
			   2	 104	±	3.2	 3.1	 0.6

		  SEM	 0.3 	 111	±	3.5	 3.2	 0.6
			   1	 111	±	5.7	 5.1	 1.0
			   2	 107	±	4.1	 3.9	 0.7

กุ้ง		  AOZ	 0.3	 97.9 	±	2.8	 2.9	 0.5
			   1	 111	±	4.9	 4.4	 0.9
			   2	 106	±	2.5	 2.3	 0.4

		  AMOZ	 0.3	 104	±	3.8	 3.6	 0.7
			   1	 112	±	5.4	 4.8	 0.9
			   2	 105	±	4.0	 3.8	 0.7

		  AHD	 0.3 	 99.7	±	3.7	 3.7	 0.7
			   1	 105	±	6.4	 6.1	 1.2
			   2	 95.2	±	4.7	 4.9	 0.9

		  SEM	 0.3 	 102	±	2.3	 2.3	 0.4
			   1	 106	±	5.7	 5.4	 1.0
			   2	 100	±	2.4	 2.4	 0.5

ตับหมู	 AOZ	 1	 93.1	±	1.8	 2.0	 0.4
			   2	 98.4	±	4.6	 4.7	 0.9

		  AMOZ	 1	 100	±	4.1	 4.1	 0.8
			   2	 88.9	±	5.3	 6.0	 1.1

		  AHD	 1    	 97.7	±	1.4	 1.5	 0.3
			   2	 100	±	4.0	 4.0	 0.8

		  SEM	 1    	 96.6	±	6.4	 6.6	 1.2
			   2	 97.8	±	4.2	 4.4	 0.8

ชนิดตัวอย่าง	 สาร	 Spiked level (µg/kg)	 % Recovery;  Mean ± SD	 % RSD	 HORRAT

ตารางที่ 1  การทดสอบความแม่น (accuracy) และความเที่ยง (precision) ของวิธีวิเคราะห์ 

HORRAT 0.4-1.9 สว่นตับหมู มีค่า LOD ของ AOZ, AMOZ, AHD และ SEM 0.1, 0.2, 0.3 และ  0.3 ไมโครกรมั

ต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ และค่า LOQ ของ AOZ, AMOZ, AHD และ SEM 0.2, 0.3, 1.0 และ 1.0 ไมโครกรัม 

ต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ ได้ค่าเฉล่ียความแม่น (% recovery) ร้อยละ 92.6-97.7 และความเที่ยงประเมินด้วย 

HORRAT 0.3-1.4 ผลการทดสอบความแม่นและความเที่ยงของวิธี (accuracy and precision) ที่ความเข้มข้น 

0.3, 1.0 และ 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ไก่ กุ้ง) และที่ความเข้มข้น 1.0 และ 2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ตับหมู) 

มีความแม่นที่ประเมินจากค่าเฉลี่ย % recovery อยู่ในช่วงร้อยละ 88.9-112 และความเที่ยงประเมินด้วย % RSD 

อยู่ในช่วงร้อยละ 1.5-6.6 และ HORRAT 0.3-1.2 รายละเอียดจ�ำแนกตามชนิดตัวอย่างและชนิดของสาร 

ที่ทดสอบ (ตารางที่ 1)
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ท�ำการประมาณค่าความไม่แน่นอนของผลการวัด พบแหล่งความไม่แน่นอนมาจากวิธีวิเคราะห์ ได้แก ่

ข้ันตอนการชั่งน�้ำหนักและปรับปริมาตรสุดท้ายในการสกัดตัวอย่าง ค่าความเข้มข้นสารที่ได้จากกราฟมาตรฐาน 

การชั่งน�้ำหนักและเจือจางสารละลายมาตรฐาน รวมทั้งความบริสุทธิ์ที่ระบุ ความแม่นและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ 

เมื่อค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยายของวิธีวิเคราะห์ AOZ มีค่าเท่ากับ ± 0.06 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ที่ความเชื่อมั่น

ร้อยละ 95 ส�ำหรับปริมาณ AOZ ที่เติมลงในตัวอย่าง 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค�ำนวณจากกราฟมาตรฐานได้ 0.32 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม รายงานผลปริมาณสาร AOZ กับค่าความไม่แน่นอนขยาย คือ 0.32 ± 0.06 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2 ค่าความไม่แน่นอนของผลการวัด 

					     Standard	 Relative standard   	 สัดส่วนความ
Component	 Value, x	 หน่วย
					     uncertainty, u(x) 	 uncertainty, u(x)	 ไม่แน่นอน (%)

1.	 Sample 					   
	 -	 Weight              	 1	 g	 0.00062	 0.00062	
	 -	 Fianl vol.	 0.5 (pipette)	 ml	 0.00088	 0.00174	
						      0.00187	 1.31

2.	 C0 read from curve	 0.560	 ng/ml	 0.03939	 0.07090	 49.63

3.	 Standard 
   	 -	 Purity	 100	 %	 0.28	 0.00280
   	 - 	Weight	 0.00500	 g	 0.00001	 0.00200
   	 - 	Dilution	 100 (vol.flask)	 ml	 0.18257	 0.00182
			   1 (pipette)	 ml	 0.00174	 0.00174	
			   50 (vol.flask) 	 ml	 0.09327	 0.00186
			   1 (pipette)	 ml	 0.00174	 0.00174
			   10 (vol.flask)	 ml	 0.02254	 0.00225
			   1 (pipette)	 ml	 0.00174	 0.00174
			   20 (vol.flask) 	 ml	 0.04136	 0.00208
						      0.00609	 4.26

4.	 Precision (% RSD)	 1                              -	 0.057	 0.05700	 39.90

5. 	Bias (Recovery)	 1                              -	 0.007	 0.00700	 4.90

	 -	 Combined standard uncertainty	 =	 Uc/r		  0.09146
	 - 	Standard uncertainty (Uc) 	 =	 0.09146 × 0.32 µg/kg	 0.029 µg/kg
	 -	 Expanded uncertainty (U),  k = 2	 = 	2 × 0.029 µg/kg		  0.058 µg/kg	
 		  ปริมาณ AOZ (µg/kg)  = 0.32 ± 0.06

ระหว่างปี พ.ศ. 2551-2554 ส�ำรวจปริมาณไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์ในเนื้อสัตว์ที่จ�ำหน่ายในตลาดสด 

และซูเปอร์มาร์เก็ตของเขตกรุงเทพมหานคร รวมทั้งสิ้น 402 ตัวอย่าง ไม่พบการตกค้างของยากลุ่มนี้ในเนื้อไก่กับ 

เครื่องใน พบอัตราการตกค้างของ AOZ ในเนื้อหมูร้อยละ 5.5 เครื่องในหมูร้อยละ 6.7 และ SEM ในกุ้งร้อยละ 4.2 

แสดงรายละเอยีดชนดิและร้อยละของตวัอย่างทีต่รวจพบ (≥ ค่า LOD) และทีเ่กนิมาตรฐาน (≥ ค่า MRPLs ของ อย.) 

ชนิดและช่วงปริมาณของสารที่ตกค้างแยกตามปี (ตารางที่ 3)
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วิจารณ์

ในการทดสอบมีการเติมสาร internal standard (ISTD) ซึ่งเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีจะใช้สารท่ีมี

โครงสร้างสารเหมือนสารมาตรฐาน แต่มีมวลโมเลกุลมากกว่าจากการแทนที่บางอะตอมด้วยสารที่เป็นไอโซโทป ได้แก่ 

deuterium, carbon13 และ nitrogen15 ลงไปในตัวอย่างและสารมาตรฐานที่จะเตรียมกราฟมาตรฐานโดยเติมครบ 

ทั้ง 4 ชนิด เป็นการลดความผิดพลาดของการวิเคราะห์ เนื่องจากสารรบกวนในตัวอย่าง (matrix effect) และ 

การสูญเสียสารที่เกิดข้ึนในข้ันตอนของการสกัดตัวอย่างเพิ่มความถูกต้องของผลที่ได้ร่วมกับการใช้เทคนิค MRM 

(multiple reaction monitoring) ที่เลือกวัดเฉพาะไอออนของสารที่สนใจคือ ค่ามวลสารต่อประจุ (mass to 

charge ratio; m/z) ที่ตั้งค่าไว้โดย MS ตัวที่ 1 จะให้ selected precursor ion ผ่านเข้ามา ท�ำให้เกิดการแตกตัว 

(fragmentation) และ MS ตัวที่ 2 ให้ product ions (base peak and confirmative ions) ผ่านเข้าสู่  

2552	 กุ้ง	 5	 (100)	 1	 (20)	 1	 (20)	    SEM   	 1.8	 1.8	 1.8
	 เนื้อหมู	 12	 (100)	 4	 (25)	 4	 (25)	    AOZ  	 0.41-32	 13.4	 10.6
	 เครื่องในหมู	 28	 (100)	 11	 (39.3)	 9	 (32.1)	    AOZ	 <0.2-30	 5.7	 3.5
	 เนื้อไก่กับเครื่องใน	 24	 (100)		  -		  -	      -	      -	 -	 -

	 รวม	 69	 (100)	 16	 (23.2)	 14	 (20.3)				  

2553	 กุ้ง	 40	 (100)	 5	 (12.5)	 4	 (10)	   SEM   	 <0.3–1.7 	 1.0	 1.0
	 เนื้อหมู	 33	 (100)	 6	 (18.2)	 3	 (9.1)	   AOZ  	 <0.1-14	 5.6	 4.1
	 เครื่องในหมู	 1	 (100)		  -		  -	      -	      -	 -	 -
	 เนื้อไก่กับเครื่องใน	 37	 (100)		  -		  -	      -	      -	 -	 -

	 รวม	 111	 (100)	 11	 (9.9)	 7	 (6.3)				  

2554	 กุ้ง	 10	 (100)		  -		  -	      -	      -	 -	 -
	 เนื้อหมู	 20	 (100)	 4	 (15)	 4	 (15)	   AOZ  	 0.72-44.5	 14.4	 2.4
	 เครื่องในหมู	 9	 (100)	 6	 (66.7)	 6	 (66.7)	   AOZ	 0.47-13.5	 4.9	 2.6
	 เนื้อไก่กับเครื่องใน	 26	 (100)		  -		  -	      -	      -	 -	 -

	 รวม	 65	 (100)	 10	 (15.4)	 10	 (15.4)				  

รวม	 กุ้ง	 93	 (23.1)	 17	 (4.2)	 12	 (3.0)	      -	      -	 -	 -
	 เนื้อหมู	 107	 (26.6)	 22	 (5.5)	 17	 (4.2)	      -	      -	 -	 -
	 เครื่องในหมู	 63	 (15.7)	 27	 (6.7)	 24	 (6.0)	      -	      -	 -	 -
	 เนื้อไก่กับเครื่องใน	 139	 (34.6)		  -		  -	 -	      -	 -	 -

	 รวม	 402	 (100)	 66	 (16.4)	 53	 (13.2)				  

ตารางที่ 3  การส�ำรวจปริมาณไนโตรฟูแรนในเนื้อสัตว์ระหว่างปี พ.ศ. 2551-2554

			                     จ�ำนวนตัวอย่าง (ร้อยละ)		  ปริมาณที่พบ (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)
	ปี พ.ศ.	 ชนิดตัวอย่าง		  ชนิดที่พบ
			  วิเคราะห์	 ตรวจพบ	 เกินมาตรฐาน		  ช่วง	 ค่าเฉลี่ย	 ค่ามธัยฐาน

2551	 กุ้ง	 38	 (100)	 11	 (28.9)	 7	 (18.4)	    SEM   	 <0.3 - 2.3 	 1.2	 1.2
	 เนื้อหมู	 42	 (100)	 8	 (19)	 6	 (14.3)	    AOZ  	 0.18-6.7	 2.1	 0.93
	 เครื่องในหมู	 25	 (100)	 10	 (40) 	 9	 (36)	    AOZ	 <0.2-10	 4.4	 3.6
	 เนื้อไก่กับเครื่องใน	 52	 (100)		  -		  -	      -	      -	 -	 -

	 รวม	 157	 (100)	 29	 (18.5)	 22	 (14.0)				  
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detector เท่านัน้ ท�ำให้ background noise จากสารรบกวนลดลง เพิม่ค่า signal to noise ของสาร ส่งผลให้สญัญาณ

วัดที่ระดับต�่ำมีความไวดีขึ้น  

การคัดเลือกตัวแทนตัวอย่างเพื่อน�ำมาทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ พบว่าเนื้อกุ้งมีสารรบกวนที่  

peak ของ SEM เมื่อเทียบสัญญาณ S/N กับ spiked sample ที่ระดับ LOD ที่ 0.1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  

ระดับของสารรบกวนมีค่าต�่ำซึ่งไม่มีผลกระทบต่อการวิเคราะห์ ส่วนเนื้อไก่และตับหมูไม่พบสารรบกวนของสารที่สนใจ

การทดสอบความถูกต้องของวิธีได้ทดสอบค่า linearity and working range, LOD, LOQ, accuracy 

และ precision ตาม performance characteristics ที่ก�ำหนด ค่าอยู่ในเกณฑ์สามารถน�ำมาใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ 

ในห้องปฏิบัติการได้ โดยมีช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ 0.1–2.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีค่า LOD และ 

LOQ ของวธิ ี0.05-0.3 และ 0.1-1.0 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั ตามล�ำดบั ส่วนความแม่นและความเทีย่งของวธิวีเิคราะห์ 

อยู่ในเกณฑ์ โดยมีค่า % recovery 60- 120(11) และ HORRAT  น้อยกว่า 2 

กรณตีวัอย่างตบัหมูและเครือ่งในอืน่ๆ พบว่าสารรบกวนในตวัอย่างท�ำให้ความไวการวดัลดลง จงึเพิม่ขัน้ตอน

สกัดด้วย n-hexane ในสารละลายตัวอย่าง พบว่าช่วยเพิ่มความไวการวัด AMOZ ซึ่งออกมาเป็น peak สุดท้าย 

แต่ไม่มีผลต่อสารตัวอื่นๆ ดังนั้นค่า LOD และ LOQ ของเครื่องในสัตว์จึงสูงกว่าตัวอย่างที่เป็นเนื้อสัตว์ แต่ยังสามารถ

วัดได้ต�่ำถึงระดับที่ก�ำหนด ดังนั้นถ้าต้องการลดสารรบกวนและเพิ่มความไวในการวัดของวิธีวิเคราะห์จ�ำเป็นต้องเพิ่ม 

ขั้นตอนการท�ำให้บริสุทธิ์โดยการใช้ SPE (solid-phase extraction)

ประเมินความไม่แน่นอนของการวัด พบค่าความไม่แน่นอนขยายเท่ากับ ± 0.06 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

(± 18.8%) ท่ีความเชื่อม่ันร้อยละ 95 เมื่อพิจารณาความสมเหตุสมผลของค่าความไม่แน่นอนขยายอยู่ในเกณฑ ์

ของ codex(12) (น้อยกว่าร้อยละ 44 ที่ระดับการวัด 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) สัดส่วนของความไม่แน่นอนที่ม ี

มากที่สุด ได้แก่ ค่าความเข้มข้นสารที่ได้จากกราฟมาตรฐาน คิดเป็นร้อยละ 49.63 เนื่องจากกราฟมาตรฐานได้จาก 

การเตรียมสารมาตรฐานที่ต้องแยกเตรียมแต่ละความเข้มข้นและไม่ได้มีเนื้อตัวอย่างอยู่ จึงอาจมีผลต่อค่าความเข้มข้น

ที่อ่านได้ ถ้าต้องการลดความไม่แน่นอนในส่วนนี้ควรเตรียมกราฟมาตรฐานแบบ matrix matched calibration  

curve คือ มีเนื้อตัวอย่างในการเตรียมเช่นเดียวกับการเตรียมตัวอย่าง เพิ่มจ�ำนวนระดับความเข้มข้นและการท�ำซ�้ำ 

ในแต่ละระดับของสารมาตรฐาน รองลงมาคือ ค่าความไม่แน่นอนจากการท�ำซ�้ำร้อยละ 39.90 ซึ่งลดความไม่แน่นอนได้

โดยการเพิ่มจ�ำนวนวิเคราะห์ซ�้ำของตัวอย่าง

ผู้วิจัยได้น�ำวิธีวิเคราะห์ที่ท�ำการทดสอบความถูกต้อง ตรวจตัวอย่างในโครงการทดสอบความช�ำนาญการ

วิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการ (proficiency testing) ของ FAPAS โดยผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ มีค่า Z- score 

<2 ท�ำให้มั่นใจความถูกต้องของผลวิเคราะห์ และยืนยันชนิดของสารโดยพิจารณาค่า relative retention time 

อัตราส่วนระหว่าง retention time ของสารที่สนใจ กับสาร internal standard ในตัวอย่างเทียบกับสารมาตรฐาน 

ซึ่งผลทดสอบมีค่าอยู่ในเกณฑ์ร้อยละ ± 2.5 และค�ำนวณหาค่า % relative intensity ร้อยละของอัตราส่วนระหว่าง

สัญญาณที่วัดได้ของ confirmatory product  ion กับสัญญาณที่วัดได้ของ quantitative product  ion ในตัวอย่าง 

น�ำค่าที่ได้เทียบกับค่าที่ได้จากสารมาตรฐาน พบอยู่ในเกณฑ์ยอมรับที่ร้อยละ ± 20 (relative) และร้อยละ ± 25 

(relative) เมื่อ % relative intensity ของ SEM ให้ค่ามากกว่า 50 และ AOZ, AMOZ และ AHD ให้ค่า 

% relative intensity มากกว่าร้อยละ 20-50 ตามล�ำดับ(13) บ่งชี้ได้ว่าสารที่ตรวจพบในตัวอย่างมีโครงสร้างทางเคมี

เหมือนสารมาตรฐาน

ส�ำรวจหาปริมาณตกค้างของสารไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์ในเนื้อกุ้ง เนื้อไก่ เครื่องในไก่ เนื้อหมู และ 

เครือ่งในหมูท่ีเกบ็จากตลาดสดและซูเปอร์มาร์เกต็ โดยส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา ระหว่าง พ.ศ. 2551-2554 

รวม 402 ตัวอย่าง จากการส�ำรวจไม่พบยาชนิด AHD และ AMOZ ตกค้างในตัวอย่างทุกชนิด และไม่พบการตกค้าง 

ของกลุ่มยานี้ในเนื้อกับเครื่องในของไก่ แต่พบ SEM ตกค้างในกุ้ง ระหว่าง <0.3 – 2.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม คิดเป็น

ร้อยละ 4.2 พบ AOZ ตกค้างในเนื้อหมูและเครื่องในหมู ระหว่าง <0.1-44.5 และ <0.2-30 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
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คิดเป็นร้อยละ 5.5 และ 6.7 ตามล�ำดับ จากข้อมูลที่ได้รับแจ้งจากเจ้าของแผงค้าเนื้อไก่ส่วนใหญ่ระบุแหล่งที่ซื้อมาเป็น

ชื่อฟาร์มเลี้ยงที่ได้การรับรองมาตรฐานจากหน่วยงานรัฐ จึงเป็นไปได้ว่ามีความปลอดภัยจากการใช้ยาจริง ส่วนกรณี 

ของ SEM เป็นสารท่ีพบได้ตามธรรมชาติในสัตว์น�้ำที่มีเปลือกแข็ง ได้แก่ ปู ก้ัง และกุ้ง ซึ่งไม่ได้มาจากการใช้ 

nitrofurazone(14) จากการศึกษาของ van Poucke, C. และ คณะ(15) โดยเลี้ยงกุ้งแบบควบคุม ไม่มีการใช้ยา 

ตรวจพบ total SEM และ bound SEM ในเนื้อกุ้ง 0.76 และ < 0.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ ดังนั้นเมื่อพบ

การตกค้างและค่าเกินมาตรฐานอาจต้องยืนยันการตรวจซ�้ำด้วยชนิด bound SEM ซึ่งตรวจหาโดยเพิ่มขั้นตอนการล้าง 

free metabolites ออกจากตัวอย่างด้วย methanol และน�้ำ ก่อนการไฮโดรไลซ์ด้วยกรด(16)  ซึ่งค่าที่พบจะน้อยลงหรือ

อาจต้องตรวจสอบการใช้ตัวยาที่ฟาร์มเลี้ยงโดยตรง ส่วนการตกค้างของ AOZ ซึ่งเป็นเมตาบอไลท์ของ furazolidone 

ในเนื้อหมูและเครื่องในหมู ตรวจพบระหว่างช่วงปีที่ส�ำรวจทุกปี ทั้งตัวอย่างที่ไม่เกินเกณฑ์ที่มาตรฐานก�ำหนด และ

ตวัอย่างทีสู่งเกนิมาตรฐานก�ำหนดของส�ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยา เมือ่เปรยีบเทยีบปรมิาณเฉลีย่ทีพ่บด้วยวธิี

ทางสถิติในช่วงปีส�ำรวจ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p>0.05) แสดงถึงยังมีการใช ้ 

furazolidone ในสตัว์ จากข้อมลูการเกบ็ตวัอย่างแจ้งแหล่งทีซ่ือ้เป็นชือ่จงัหวดั ชือ่โรงฆ่าสตัว์ หรอืซือ้ต่อจากแผงค้าอืน่

โดยไม่ระบุชื่อของแหล่งเลี้ยง ท�ำให้ไม่ทราบว่ามาจากฟาร์มมาตรฐานหรือไม่ ซึ่งต่างจากกรณีของเนื้อไก่ ส่วนตัวอย่าง

เนื้อหมูอนามัยที่มีเครื่องหมายรับรองมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารจากหน่วยงานของรัฐ ไม่พบการตกค้าง อาจ

เนื่องจากเป็นหมูที่เลี้ยงจากฟาร์มระบบปิดที่เน้นป้องกันโรคโดยไม่ใช้ยาและสารเคมีต้องห้าม ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่ง 

ที่ท�ำให้ผู้บริโภคปลอดภัย

สรุป

การวิเคราะห์ปริมาณไนโตรฟูแรนเมตาบอไลท์ตกค้างในเนื้อสัตว์ด้วย LC-MS/MS มีความจ�ำเพาะให้ผล

การตรวจที่แม่นย�ำถูกต้องอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ โดยมีความไวในการวัดที่ดี มีประสิทธิภาพ ตรวจหาสารที่ระดับต�่ำกว่า

หรือเท่ากับค่า MRPLs ของส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา และสหภาพยุโรป สามารถยืนยนัชนิดของสารได้ ใช้

เป็นวิธีวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการควบคุมคุณภาพและมาตรฐานอาหาร และการที่ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตสินค้าปศุสัตว์

และสัตว์น�้ำเพื่อบริโภคที่ส�ำคัญ หน่วยงานต่างๆ ที่มีหน้าที่ในการก�ำกับดูแลควรก�ำหนดแผนการติดตามอย่างต่อเนื่อง 

และใช้มาตรการเด็ดขาดเพื่อควบคุมคุณภาพอาหารให้มีความปลอดภัยปราศจากสารตกค้างที่เป็นอันตราย เริ่มต้ังแต ่

การเลี้ยงสัตว์ไปจนถึงการแปรรูปสู่ผู้บริโภค เพ่ือเป็นการเพิ่มมูลค่าและสร้างภาพลักษณ์ที่ดีด้านอาหารทั้งบริโภคเอง 

ในประเทศและส่งออก  ที่ส�ำคัญคือ เกษตรกรผู้เลี้ยงควรมีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับการใช้ยาและจัดระบบฟาร์มเลี้ยง

ที่ดีเพื่อหลีกเลี่ยงการใช้สารต้องห้าม
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ABSTRACT  Nitrofurans were used effectively as medication of animals in the past. Due to the  
evidences of their properties as carcinogenicity and mutagenicity, Thailand and many countries revised 
the legislation and regulations to prohibit the drugs used in food producing animals. The European Union  
established the Minimum Required Performance Limits (MRPLs) of analytical method for nitrofuran 
metabolites namely 3-amino-2-oxazolidinone (AOZ), 3-amino-5-morpholinomethyl-2-oxazolidinone  
(AMOZ), 1-aminohydantoin (AHD) and semicarbazide (SEM) in animal products at 1.0 µg/kg. 
The determination method has been developed and validated. The four isotope-labelled analogues were  
added in the sample as internal standard. Acid hydrolysis to release the side chains of metabolites 
from protein-bound residues was required and metabolites were derivatised. After pH adjustment to 

7.0 ± 0.5 and liquid-liquid extraction, the residues were confirmatively determined by LC-MS/MS. 
The method validation showed the linearity of working range between 0.1-2.0 µg/kg with correlation 
coefficient valued 0.9860 -1.0000. The accuracy (% recovery) ranged within 88.9-112.0% and the precision 
was evaluated by HORRAT method and given the values lower than 2. The limit of detection (LOD) and 
limit of quantitation (LOQ) were 0.05-0.3 µg/kg and 0.1-1.0 µg/kg, respectively.
	 The survey research on nitrofuran metabolites abuse from 402 samples of edible animal tissues, 
sold in the local markets and supermarkets in Bangkok was conducted during 2008-2011. The result 
showed that AOZ was found in pork and visceras 12.2 % and SEM in shrimp 4.2%. The amount range 
of AOZ and SEM were <0.1-44.5 μg/kg and <0.3-2.3 μg/kg, respectively. The detections of AOZ and SEM 
were not significantly different (p>0.05) at the survey period, indicating both of drugs were still used in 
animal farms. Therefore, monitoring of drug residues and strictly law enforcement are further needed.

Key words : Nitrofuran metabolites, animal tissues, LC-MS/MS
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บทคัดย่อ   การศึกษาปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันจากสารทึบรังสีชนิดไม่แตกตัวเป็นประจุในผู้ป่วยที่ได้รับการ 
ตรวจเอกซเรย์คอมพวิเตอร์ ผูศ้กึษาได้ท�ำการศกึษาข้อมลูอตัราการเกดิและความรนุแรงของปฏกิริยิาเสมอืนภมูแิพ้ชนดิเฉยีบพลนั
จากสารทึบรังสี   ที่เกิดกับผู้ป่วยที่เข้ารับการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์ในโรงพยาบาลกระบี่ ในช่วง เดือน มกราคม 2553 
ถึง กันยายน 2557 โดยแบ่งผู้ป่วยเป็นสามกลุ่มตามช่วงอายุ พบว่าผู้ป่วยเข้ารับการตรวจทั้งหมด 5,904 ราย เป็นเพศชาย 
3,425 ราย เพศหญิง 2,479 ราย มีผู้ป่วยเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน จ�ำนวน 24 ราย คิดเป็นร้อยละ 0.4 
เป็นเพศชาย 8 ราย คิดเป็นร้อยละ 33.3 เพศหญิง 16 ราย คิดเป็นร้อยละ 66.7 ปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน 
ส่วนใหญ่จะเป็นชนดิเลก็น้อย จ�ำนวน 22 ราย คดิเป็นร้อยละ 91.7  ไม่ปรากฏปฏกิริยิาเสมอืนภมูแิพ้ชนดิเฉยีบพลนัระดบัรนุแรง
หรอืเสยีชวีติ พบว่าอตัราการเกดิปฏกิริยิาเสมอืนภมูแิพ้ชนิดเฉยีบพลนัในวยัผูใ้หญ่  สงูกว่าวยัเด็กและวยัสงูอายอุย่างมนียัส�ำคญั
ทางสถิติ (p<0.05) เพศหญิงมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันสูงกว่าเพศชายอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
(p< 0.05) โดยสรุปการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์ร่วมกับการฉีดสารทึบรังสีชนิดไม่แตกตัวเป็นประจุเข้าหลอดเลือดด�ำ 
พบปฏิกริยิาเสมอืนภมูแิพ้ชนดิเฉยีบพลนั ในอตัราทีน้่อยมาก ส่วนใหญ่อาการอยูใ่นระดบัเลก็น้อย และค่อนข้างมคีวามปลอดภยั
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บทน�ำ

การตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์ ร่วมกับการฉีดสารทึบรังสีที่มีไอโอดีนเป็นส่วนประกอบ (Iodinated 

contrast material) เข้าหลอดเลือดด�ำ เพื่อช่วยในการวินิจฉัยโรค มีบทบาทมากอย่างมากในวงการแพทย์ในปัจจุบัน   

สารทบึรังสเีปรยีบเสมือนยาตวัหนึง่ ซึง่สามารถก่อให้เกดิอาการข้างเคยีงและภาวะไม่พงึประสงค์ต่อผูป่้วยได้ โดยสาเหตุ

ของภาวะไม่พึงประสงค์อาจเป็นผลรวมกันของ ปฏิกิริยาภูมิแพ้ ปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ (Allergic-like reaction) 

และความเป็นพิษของสารทึบรังสีเอง(1, 2)        

เป็นที่ทราบกันดีว่า โอกาสเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันกับผู้ป่วยนั้นมีโอกาสเกิดน้อยมาก 

โดยเฉพาะเมื่อใช้สารทึบรังสีชนิดไม่แตกตัวเป็นประจุ (Non-ionic contrast material) จะพบเพียงประมาณ 

ร้อยละ 0.07-3.14 เท่านั้น(3, 4) ซึ่งส่วนใหญ่พบว่า มีอาการเล็กน้อย(3, 4, 5) ผู้ที่มีความเส่ียงต่อปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ ้

ชนดิเฉยีบพลนัจากสารทึบรงัสี ได้แก่ คนท่ีเคยมีประวตัแิพ้สารทบึรงัส ีอาหาร ยา หรอืมโีรคประจ�ำตวัเป็นหอบหดื ภมิูแพ้  

ถ้าผู้ป่วยเคยแพ้สารทึบรังสีก็จะมีความเสี่ยงที่จะเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันสูงเป็น 3.3-6.9 เท่าของคน

ทัว่ไป ในผูป่้วยโรคหอบหดืจะมีความเสีย่งสงูเป็น 1.2-2.5 เท่า ของคนทัว่ไป และถ้ามกีารแพ้เกดิขึน้กจ็ะเป็นแบบรนุแรง  

สูงเป็น 5-9  เท่า ของคนทั่วไป ในผู้ป่วยภูมิแพ้จะมีความเสี่ยงสูงเป็น 1.5- 3 เท่า ของคนทั่วไป  ในผู้ป่วยที่มีประวัติ

แพ้อาหารทะเลนั้นปัจจุบันยังมีความเห็นที่แย้งกันว่ามีผลต่อการเพิ่มความเส่ียงต่อการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิด

เฉียบพลันหรือไม่(6, 7)           

ในช่วงระหว่าง เดือนมกราคม ปี พ.ศ. 2553 ถึง เดือนกันยายน ปี พ.ศ. 2557 มีผู้ป่วยเข้ามารับการตรวจ

เอกซเรย์คอมพิวเตอร์ทีก่ลุม่งานรงัสวิีทยา โรงพยาบาลกระบี ่จ�ำนวน  17,319 ราย มผีูป่้วยได้รบัการฉดีสารทบึรงัสชีนดิ

ไม่แตกตวัเป็นประจุเข้าหลอดเลือดด�ำ จ�ำนวน 5,904 ราย ผู้วจิยัจงึสนใจศกึษาอัตราการเกิดและความรนุแรงของปฏกิริยิา

เสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน จากการฉีดสารทึบรังสีที่มีไอโอดีนเป็นส่วนประกอบเข้าหลอดเลือดด�ำ ระหว่างการตรวจ

เอกซเรย์คอมพิวเตอร์ในโรงพยาบาลกระบี่ในช่วงเวลาดังกล่าว เพื่อประโยชน์ในการปรับปรุงและพัฒนาแนวปฏิบัต ิ

ทางคลินิก (Clinical Practice Guideline) ส�ำหรับการป้องกันและดูแลรักษาภาวะไม่พึงประสงค์ที่เกิดจากการ 

ใช้สารทบึรังส ีของกลุม่งานรงัสวิีทยา  โรงพยาบาลกระบี ่  ให้สามารถดแูลผูป่้วยทีเ่ข้ามารบับรกิารในกลุม่งานรงัสวีนิจิฉยั

ได้อย่างปลอดภัยต่อไป

วัสดุและวิธีการ

การศึกษานี้ เป็นการศึกษาเชิงบรรยายโดยได้รวบรวมข้อมูลย้อนหลังในผู้ป่วยที่ตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์

และมีการฉีดสารทึบรังสีชนิดไม่แตกตัวเข้าหลอดเลือดด�ำที่กลุ่มงานรังสีวิทยาโรงพยาบาลกระบี่ ในช่วงระหว่างเดือน

มกราคม พ.ศ. 2553 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2557 ซึ่งแบ่งผู้ป่วยเป็น 3 กลุ่มตามช่วงอายุ คือ กลุ่มวัยเด็กที่อายุ 

น้อยกว่า 15 ปี กลุ่มวัยผู้ใหญ่ที่อายุ 15 ถึง 70 ปี และกลุ่มวัยสูงอายุที่อายุมากกว่า 70 ปี โดยจะได้รับการปฏิบัติ 

ตามแนวปฏิบัติทางคลินิก (Clinical Practice Guideline) ส�ำหรับการป้องกันและดูแลรักษาภาวะไม่พึงประสงค์ 

ที่เกิดจากการใช้สารทึบรังสี ของกลุ่มงานรังสีวิทยา  โรงพยาบาลกระบี่  (ภาพที่ 1)

สารทึบรังสีที่ใช้ในผู้ป่วย ได้แก่ Ultravist (Iopromide) ความเข้มข้นของไอโอดีน 300 มก./ซีซี ซึ่งเป็น

สารทึบรังสีชนิดไม่แตกตัวเป็นประจุ   ปริมาณสารทึบรังสีที่ใช้ข้ึนอยู่กับน�้ำหนักของผู้ป่วยและส่วนของร่างกาย 

ที่ตรวจตามมาตรฐานของทางกลุ่มงานรังสีวิทยา ได้แก่ ในการตรวจสมองใช้  1 ซีซี/กก.  ในการตรวจบริเวณโพรงจมูก 

ล�ำคอ และทรวงอกใช้ 1.5 ซซี/ีกก. ในการตรวจบรเิวณช่องท้องและการเอกซเรย์คอมพวิเตอร์เส้นเลอืดแดงใช้  2.0-3.0 

ซีซี/กก. โดยปริมาณสารทึบรังสีที่ใช้สูงสุด คือ 100 ซีซี หากใช้สารทึบรังสี เกิน 20 ซีซี จะใช้เครื่องฉีดยาอัตโนมัติ 

(Contrast media injector) ยกเว้นในกรณท่ีีมข้ีอห้าม ความเรว็ของการฉดีขึน้อยูก่บัชนดิและส่วนของร่างกายทีต่รวจ 

หากปริมาณสารทึบรังสีน้อยกว่า 20 ซีซี จะฉีดด้วยมือ (Hand injection)  	
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ผู้ป่วยที่ถูกส่งเข้ามารับการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์

ซักประวัติเพื่อคัดกรอง

ภาวะไม่เร่งด่วน

ไม่มีภาวะเสี่ยง

สามารถตรวจได้ สามารถตรวจได้

ให้ยาป้องกันและ
เตรียมผู้ป่วยตาม
ภาวะความเสี่ยง*

ให้ยาป้องกัน
แบบฉุกเฉิน*

ไม่มีภาวะเสี่ยงมีภาวะเสี่ยง

สามารถตรวจได้ สามารถตรวจได้

มีภาวะเสี่ยง

ภาวะฉุกเฉิน

การศึกษานี้จะศึกษาเฉพาะการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน ที่เกิดข้ึนภายใน 30 นาที  

ถึง 1 ชั่วโมง(2, 7-10) ซึ่งผู้ป่วยอยู่ในช่วงสังเกตอาการในห้องเอกซเรย์คอมพิวเตอร์ โดยไม่รวมอาการจากผลข้างเคียง 

(side effect) ภาวะไม่พึงประสงค์ชนิดล่าช้า และการเกิดภาวะไม่พึงประสงค์แบบไม่จ�ำเพาะ เช่น ภาวะไม่พึงประสงค์

ต่อไต เนื่องจากไม่สามารถติดตามอาการและไม่สามารถน�ำผู ้ป่วยกลับมาเจาะเลือดซ�้ำเพื่อหาระดับครีเอตินิน 

ในเลือดได้

ภาวะไม่พึงประสงค์จากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ จะถูกแบ่งเป็น 3 ระดับ คือ ระดับเล็กน้อย ปานกลาง และ

รุนแรง(11)   (ตารางที่ 1) โดยมีรังสีแพทย์ประจ�ำห้องเอกซเรย์คอมพิวเตอร์เป็นผู้ประเมินและรักษาเบื้องต้น ส�ำหรับ 

ผู้ป่วยที่เกิดอาการจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันทุกราย ผู้วิจัยจะสืบค้นประวัติทางการแพทย์ ได้แก ่

โรคประจ�ำตัว โรคหอบหืด ประวัติการแพ้สารทึบรังสีหรือยาอ่ืนๆ การให้ยาป้องกันการแพ้ก่อนตรวจ รายละเอียด 

การตรวจเอกซเรย์คอมพวิเตอร์ การใช้สารทึบรงัส ีอาการและเวลาทีเ่กดิปฏกิริยิาเสมอืนภมูแิพ้ชนดิเฉยีบพลนั การรกัษา 

รวมทั้งผลการรักษา โดยมีรังสีแพทย์ พยาบาล นักรังสีการแพทย์และเจ้าหน้าที่ประจ�ำห้องเอกซเรย์คอมพิวเตอร ์

เป็นผู้เก็บรวบรวมข้อมูล

		  * วิธีการเตรียมผู้ป่วย ชนิดและปริมาณของยาที่ใช้จะขึ้นอยู่กับอายุ น�้ำหนัก และภาวะความเส่ียงของผู้ป่วยในแต่ละราย  
ตามแนวปฏิบัติทางคลินิก (Clinical Practice Guideline) ส�ำหรับการป้องกันและดูแลรักษาภาวะไม่พึงประสงค์ที่เกิดจากการใช้สาร
ทึบรังสี ของกลุ่มงานรังสีวิทยา  โรงพยาบาลกระบี่  

ภาพที่ 1  การเตรียมผู้ป่วยตามแนวปฏิบัติทางคลินิก (Clinical Practice Guideline) ส�ำหรับการป้องกันและดูแล

รักษาภาวะไม่พึงประสงค์ที่เกิดจากการใช้สารทึบรังสี ของกลุ่มงานรังสีวิทยา โรงพยาบาลกระบี่  
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ผล

จากการรวบรวมข้อมูลจากแบบบันทึกข้อมูลของกลุ่มงานรังสีวิทยา และเวชระเบียนของโรงพยาบาลกระบี ่  

มีผู้ป่วยที่เข้ารับการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์และมีการฉีดสารทึบรังสีชนิดไม่แตกตัวเข้าหลอดเลือดด�ำทั้งหมด 

5,904 ราย (ภาพที่ 2) ผู้ป่วยทุกรายได้รับการคัดกรองความเสี่ยงเพื่อเตรียมผู้ป่วยตามแนวปฏิบัติทางคลินิก 

(Clinical Practice Guideline) ส�ำหรับการป้องกันและดูแลรักษาภาวะไม่พึงประสงค์ที่เกิดจากการใช้สารทึบรังสี 

ของกลุ่มงานรังสีวิทยา โรงพยาบาลกระบี่  

การวิเคราะห์ข้อมูลใช้โปรแกรมส�ำเรจ็รปู SPSS 17.0 ข้อมลูเชิงปรมิาณรายงานเป็นค่าเฉลีย่และค่าเบีย่งเบน

มาตรฐาน ข้อมลูเชงิคณุภาพรายงานเป็นร้อยละ ใช้ chi-square เปรยีบเทยีบความแตกต่างของอตัราการเกิดปฏกิริยิา

เสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันในแต่ละช่วงอายุ และใช้ Fisher’s exact test เปรียบเทียบความแตกต่างกันของ 

อตัราการเกดิปฏกิริยิาเสมือนภมิูแพ้ชนดิเฉยีบพลนัในเพศชายและหญงิ  โดยก�ำหนดค่า p-value < 0.05 ว่ามนียัส�ำคญั

ทางสถิติ 

คลื่นไส้	 คัน	 เหนื่อย	 เหนื่อยอย่างรุนแรง

อาเจียน	 ผื่นคัน	 หลอดลมตีบ	 ซึม

รับรสชาติเพี้ยน	 ผื่นลมพิษ	 กล่องเสียงบวมเล็กน้อย	 ชัก

เหงื่อออก	 ไอ	 ตาและหน้าบวมมาก	 หัวใจเต้นผิดจังหวะ

รู้สึกอุ่น ร้อน	 แน่นจมูก	 หัวใจเต้นเร็วจนมีอาการ	 หัวใจหยุดเต้นเฉียบพลัน

วิตกกังวล	 จาม	 หัวใจเต้นเร็วช้าจนมีอาการ

	 ตาบวมเล็กน้อย	 ความดันโลหิตต�่ำ

	 หน้าบวมเล็กน้อย	 ความดันโลหิตสูง

ตารางที่ 1   ผลข้างเคียง (side effect) และปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ (allergic-like reaction) ชนิดเฉียบพลัน 

แบบจ�ำเพาะต่อสารทึบรังสีแบ่งตามระดับความรุนแรง(11)

	ผลข้างเคียง	 ระดับเล็กน้อย	 ระดับปานกลาง 	 ระดับรุนแรง
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อายุเฉลี่ยของผู้ป่วยเท่ากับ 49.0 ปี (ระหว่าง 1 ปี ถึง 101 ปี)  ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานเท่ากับ 22.1 ปี  แบ่ง

เป็นเพศชาย 3,425 ราย คิดเป็นร้อยละ 58.0 เพศหญิง 2,479 ราย คิดเป็นร้อยละ 42.0 แบ่งตามการตรวจได้เป็น 

การตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์สมอง จ�ำนวน 1,059 ราย คิดเป็นร้อยละ 17.9 การตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร ์

บริเวณโพรงจมูกและล�ำคอ จ�ำนวน 1,195 ราย คิดเป็นร้อยละ 20.2 การตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์บริเวณทรวงอก 

จ�ำนวน 1,030 ราย คิดเป็นร้อยละ 17.4 การตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์บริเวณช่องท้อง จ�ำนวน 2,457 ราย คิดเป็น

ร้อยละ 41.6 พบว่ามีอาการที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน เกิดข้ึนกับผู้ป่วยทั้งส้ิน 24 ราย คิดเป็น 

ร้อยละ 0.4 (ภาพที่ 3) เป็นเพศชาย 8 ราย คิดเป็นร้อยละ 33.3 เพศหญิง 16 ราย คิดเป็นร้อยละ 66.7 (ตารางที่ 2) 

ผู้ป่วยทุกรายมีอาการท่ีเกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน เกิดขึ้นเพียงครั้งเดียวต่อผู้ป่วยแต่ละราย 

โดยเป็นผู ้ป่วยนอก 17 ราย คิดเป็นร้อยละ 70.8 และเป็นผู้ป่วยใน 7 ราย คิดเป็นร้อยละ 29.2 ผู ้ป่วย 

ส่วนใหญ่ที่มีอาการที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน จ�ำนวน 22 ราย คิดเป็นร้อยละ 91.7 อยู่ในกลุ่ม 

ช่วงอาย ุ15-70 ปี  ผูป่้วยอกี 2 ราย อยูใ่นกลุม่ช่วงอายนุ้อยกว่า 15 ปี  โดยไม่พบอาการทีเ่กดิจากปฏกิริยิาเสมอืนภมูแิพ้

ชนิดเฉียบพลันในกลุ่มผู้ป่วยช่วงอายุมากกว่า 70 ปี (ตารางที่ 2 และ 3) ไม่มีผู้ป่วยรายใดที่เกิดอาการจากปฏิกิริยา

เสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน เคยมีประวัติแพ้สารทึบรังสีอาหาร ยา หรือ มีโรคประจ�ำตัว เป็นหอบหืด ภูมิแพ้มาก่อน 

ไม่มผีูป่้วยรายใดท่ีเกดิอาการจากปฏกิริยิาเสมอืนภมูแิพ้ชนดิเฉยีบพลนั เคยได้รบัยาป้องกนัการแพ้ (Premedication) 

มาก่อนการตรวจ

อาการที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันส่วนใหญ่ที่เกิดขึ้น เป็นระดับเล็กน้อย จ�ำนวน 22 ราย 

คิดเป็นร้อยละ 91.7 ได้แก่ ภาวะผื่นคัน ผื่นลมพิษ หน้าและตาบวมเล็กน้อย เป็นระดับปานกลาง จ�ำนวน 2 ราย คิดเป็น

ร้อยละ 8.3 ซึ่งผู้ป่วยทั้ง 2 ราย มีอาการเหนื่อยร่วมกับหลอดลมตีบ โดยที่ผู้ป่วย 1 ราย มีอาการหน้าและตาบวมมาก

ร่วมด้วย (ตารางที่ 4) ไม่พบอาการที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันระดับรุนแรง ไม่มีผู้ป่วยท่ีจ�ำเป็น

ต้องนอนโรงพยาบาลเพือ่รกัษาอาการท่ีเกดิจากปฏกิริยิาเสมอืนภมูแิพ้ชนดิเฉยีบพลนั และไม่มผีูป่้วยเสยีชวีติจากอาการ 

ที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน ผู้ป่วยทุกรายได้รับการรักษาตามแนวปฏิบัติทางคลินิก (Clinical 

Practice Guideline) ส�ำหรับการป้องกันและดูแลรักษาภาวะไม่พึงประสงค์ที่เกิดจากการใช้สารทึบรังสี ของกลุ่มงาน

รังสีวิทยา โรงพยาบาลกระบี่ จนอาการปลอดภัย (ตารางที่ 5)
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ตารางที่ 2  จ�ำนวนผู้ป่วยที่เกิดอาการจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันจ�ำแนกตามเพศและกลุ่มวัย

	 จ�ำนวน (5,904 ราย)

	 กลุ่มวัย	 ชาย (3,425 ราย)	 หญิง (2,479 ราย)

		  ไม่เกิดอาการ	 เกิดอาการ	 ไม่เกิดอาการ	 เกิดอาการ

วัยเด็ก (<15 ปี)	 243	 1	 162	 1

วัยผู้ใหญ่ (15-70 ปี)	 2,497	 7	 1,806	 15

วัยสูงอายุ (>70 ปี)	 677	 0	 495	 0

                รวม	 3,417	 8	 2,463	 16

ผู้ป่วยจ�ำนวน 1 ราย ท่ีเคยมีประวัติเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน หลังการตรวจเอกซเรย์

คอมพิวเตอร์บริเวณทรวงอก โดยมีอาการระดับเล็กน้อย ซึ่งกลับมาตรวจซ�้ำ ภายใน เวลา 1 ปี  เพื่อติดตามการรักษา    

คร้ังนีไ้ด้รับยาป้องกนั (Premedication) มาก่อนการตรวจ และปรากฏว่าไม่พบอาการทีเ่กดิจากปฏกิริยิาเสมอืนภมูแิพ้

ชนิดเฉียบพลันเกิดขึ้นซ�้ำ 

ตารางที่ 3 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยเพศและกลุ่มวัยกับจ�ำนวนผู้ป่วยที่เกิดอาการจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้

ชนิดเฉียบพลัน 

	 จ�ำนวน (5,904 ราย)
ปัจจัย	
	 ไม่เกิดอาการ	 เกิดอาการ	 p-value

	 เพศ		
	 -	 ชาย	 3,417	 8	 0.021*
	 -	 หญิง	 2,463	 16	

	 กลุ่มวัย
	 -	 วัยเด็ก	 405	 2
 			  (< 15 ปี)
	 -	 วัยผู้ใหญ่	 4,303	 22	 0.036**
			  (15-70 ปี)
	 -	 วัยสูงอายุ	 1,172	 0
 			  (> 70 ปี)

* พบว่าเพศหญิงมีอัตราการเกิดอาการจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันสูงกว่าเพศชายอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p<0.05)
** พบว่าวัยผู้ใหญ่มีอัตราการเกิดอาการจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันสูงกว่าวัยเด็กและวัยสูงอายุอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 
(p<0.05)
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ตารางที่ 5 แนวปฏิบัติทางคลินิก (Clinical Practice Guideline) ส�ำหรับการให้ยาป้องกันภาวะไม่พึงประสงค ์

จากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันที่เกิดการฉีดสารทึบรังสีเข้าหลอดเลือดด�ำ (Premedication Regimens) 

ของกลุ่มงานรังสีวิทยา โรงพยาบาลกระบี่ *  

		  วิธีการบริหารยาและ	 วิธีการบริหารยาและ
ยา	 เวลาการบริหารยา
		  ขนาดยาในเด็ก/dose	 ขนาดยาในผูใ้หญ่/dose

Prednisolone 	 13, 7 และ 1 ชั่วโมง 	 รับประทาน 0.5-0.7 มก./กก.	 รับประทาน 50 มก.

	 ก่อนฉีดสารทึบรังสี	 (สูงสุดไม่เกิน 50 มก.)	

Ranitidine	 13 และ 1 ชั่วโมง 		  -	 รับประทาน 150 มก.

	 ก่อนฉีดสารทึบรังสี	                       

Cetirizine	 13 และ 1 ชั่วโมง

	 ก่อนฉีดสารทึบรังสี	      	  -	 รับประทาน 10 มก.

*ในภาวะฉุกเฉินจะใช้ยา Chlorpheniramine  และ Dexamethasone ฉีดเข้าหลอดเลือดด�ำ โดยปริมาณยาและเวลาในการบริหารยา 
ขึ้นอยู่กับชนิดของโรค ระดับความเร่งด่วน อายุและน�้ำหนัก ตามความเหมาะสมในผู้ป่วยแต่ละราย 

ตารางที่ 4 จ�ำนวนผู้ป่วยที่เกิดอาการจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันจ�ำแนกตามอาการที่พบและเพศ 

		  จ�ำนวนผู้ป่วยที่การเกิดอาการ (24 ราย)
ระดับความรุนแรงและอาการ	

		  ชาย (8 ราย)	 หญิง (16 ราย)

ระดับเล็กน้อย*
	 -	 ผื่นคัน ลมพิษ	 8	 12
	 -	 ใบหน้าบวมเล็กน้อย	 0	 2

ระดับปานกลาง**
	 -	 หลอดลมตีบ เหนื่อย	 0	 1
	 -	 ใบหน้าและคอบวมมาก 	 0	 1
		  หลอดลมตีบ เหนื่อย

		  *ผู้ป่วยทุกรายได้รับการรักษาด้วยการให้ยาคอร์ติโคสเตียรอยด์และยาต้านฮีสตามีนเข้าหลอดเลือดด�ำ  สังเกตอาการจนดีขึ้น 
ที่แผนกรังสีวิทยา ก่อนจะได้รับยาคอร์ติโคสเตียรอยด์และยาต้านฮีสตามีนไปใช้ต่อที่บ้าน
		  **ผู้ป่วยทั้งสองรายได้รับการรักษาด้วยการให้ยาคอร์ติโคสเตียรอยด์ฉีดเข้าหลอดเลือดด�ำ  ให้ยาอะดรีนาลีนฉีดเข้ากล้ามเนื้อ
ร่วมกับการพ่นยาขยายหลอดลมและให้ออกซิเจน สังเกตอาการจนดีขึ้นที่แผนกรังสีวิทยา ก่อนจะได้รับยาคอร์ติโคสเตียรอยด์และยาต้าน 
ฮีสตามีนไปใช้ต่อที่บ้าน
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วิจารณ์

ปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันจากสารทึบรังสี เป็นภาวะไม่พึงประสงค์ที่มีลักษณะคล้ายคลึงกับ 

ภาวะภูมิแพ้ (Anaphylactic reaction) พยาธิก�ำเนิดยังไม่สามารถอธิบายได้ชัดเจน อาจเกิดจากการที่สารทึบรังสีมี

ผลโดยตรงต่อระดับโครงสร้างเซลล์ กระตุ้นการท�ำงานของเอนไซม์ ท�ำให้มีการปล่อยสารออกฤทธิ์ออกมา เช่น  

ฮสีตามนี ซโีรโทนนิ และมปีฏกิริยิาตามมาอกี จนสดุท้ายมกีารปลดปล่อยคอมพลเีมนต์ออกมา(12) และแสดงเป็นอาการ

และอาการแสดงทางคลินิกในที่สุด ปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ มีความส�ำคัญ เพราะแม้ว่าส่วนมากผู้ป่วยมักมีอาการเกิดขึ้น

เพียงเล็กน้อย แต่อาจมีอาการรุนแรงจนกระทั่งเป็นอันตรายถึงแก่ชีวิต

จากการรวบรวมข้อมูลย้อนหลังของกลุ่มงานรังสีวิทยา โรงพยาบาลกระบี่ พบว่าอัตราการเกิดปฏิกิริยา 

เสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันจากสารทึบรังสีชนิดไม่แตกตัวเป็นประจุ ระหว่างการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์เท่ากับ 

ร้อยละ 0.4 ซึ่งเท่ากับผลการศึกษาของ Gooding และคณะ(13) โดยมีอัตราสูงกว่าการศึกษาของ Dillman(11) 

ทีพ่บเพยีงร้อยละ 0.18  แต่เมือ่เปรียบเทยีบการศกึษาของ Mortele และคณะ ทีศ่กึษาการใช้ Iopromide ในการตรวจ

เอกซเรย์คอมพิวเตอร์ในผูป่้วย 29,508 ราย พบว่ามอีตัรามากกว่าทีพ่บในการศกึษานีเ้ลก็น้อยคอืร้อยละ 0.7(14)  อย่างไร

ก็ตามมีรายงานไว้ในการศึกษาของ Katayama และคณะ ที่ศึกษาการเกิดภาวะไม่พึงประสงค์ในการใช้สารทึบรังสีฉีด

เข้าหลอดเลือดด�ำมากว่า 337,000 ครั้ง พบอัตราการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันสูงถึงร้อยละ 3.14(4)  

สาเหตุส�ำคัญที่การศึกษาของ Katayama มีอัตราการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันสูงกว่าการศึกษาอื่นๆ 

อาจเกิดจากความแตกต่างกันในการนิยามความหมายและแยกแยะระหว่างอาการจากผลข้างเคียงต่างๆ เช่น 

อาการคลื่นไส้ อาเจียน ความรู้สึกร้อนวูบวาบ และอาการที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน เช่น ผื่นคัน 

ลมพิษ เป็นต้น

การศึกษานี้พบว่า อาการที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันส่วนใหญ่ที่พบอยู่ในระดับเล็กน้อย 

ส่วนระดับปานกลางพบได้บ้าง แต่ไม่ปรากฏอาการที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันระดับรุนแรง 

(ตารางที่ 3) พบว่ามีความแตกต่างกันของอัตราการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน เมื่อเปรียบเทียบกัน

ระหว่างแต่ละช่วงอายุอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4) สอดคล้องกับการศึกษาของ Katayama และคณะ 

ที่รายงานว่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันในวัยเด็กและวัยสูงอายุมีอัตราต�่ำกว่าช่วงอายุ 

วัยผู้ใหญ่(4) อย่างไรก็ตามในการศึกษาของ Cochran และคณะ รายงานว่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ ้

ชนดิเฉยีบพลนัในวัยเดก็และผูใ้หญ่ไม่แตกต่างกนั(9) ในส่วนของปัจจยัเรือ่งเพศ จากการศกึษาก่อนหน้านีห้ลายแห่งพบ

ว่าเพศหญิงมอีตัราการเกดิปฏกิริยิาเสมือนภมิูแพ้ชนดิเฉยีบพลนัสงูกว่าเพศชาย(15-18) แต่ในการศกึษาของ Katayama 

และคณะ พบว่าปัจจัยเรื่องเพศไม่มีผลต่ออัตราการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน(4) ในการศึกษานี้พบว่า

เพศหญิงมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันสูงกว่าเพศชายอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ  (ตารางที่ 4)

ในการศึกษานี้ ผู้ป่วยที่มีปัจจัยเสี่ยงต่างๆ ได้แก่ ประวัติแพ้สารทึบรังสี อาหาร ยา หรือมีโรคประจ�ำตัวเป็น

หอบหืด ภูมิแพ้ ได้ถูกคัดกรองและเตรียมตัวผู้ป่วยเพื่อป้องกันการเกิดภาวะไม่พึงประสงค์ที่เกิดจากปฏิกิริยาเสมือน

ภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน ตามแนวปฏิบัติทางคลินิก (Clinical Practice Guideline) ส�ำหรับการป้องกันและดูแลรักษา

ภาวะไม่พึงประสงค์ท่ีเกดิจากการใช้สารทึบรงัส ีของกลุม่งานรงัสวีทิยา โรงพยาบาลกระบี ่(ตารางที ่5) จงึอาจเป็นสาเหตุ

ให้พบอตัราการเกดิปฏกิริยิาเสมือนภมิูแพ้ชนิดเฉยีบพลนัค่อนข้างต�ำ่ดงัทีก่ล่าวมาข้างต้น ในส่วนของกลุม่ผูป่้วยทีม่คีวาม

เสี่ยงต่อการเกิดภาวะไม่พึงประสงค์ต่อไต จะมีการเตรียมผู้ป่วยโดยการให้สารน�้ำ  ให้ยาป้องกันชนิด เอ็น-อะเซทิลซิส

เทอีน (N-acetylcysteine) และให้หยุดยาบางชนิด เช่น เมตฟอร์มิน (Metformin) ก่อนการตรวจ ตามความ 

เหมาะสมในผู้แต่ละราย

ข้อจ�ำกัดของการวิจัยนี้ คือ เป็นการศึกษาแบบย้อนหลัง สันนิษฐานว่าสามารถรวบรวมอัตราและรายละเอียด

การเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันมาศึกษาได้ทั้งหมด ซึ่งก็อาจเป็นไปได้ว่าถ้าปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิด
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เฉยีบพลนัทีเ่กดิขึน้อยูใ่นระดบัเลก็น้อย ผูป่้วยไม่ได้แจ้งให้เจ้าหน้าทีท่ราบหรอืเจ้าหน้าทีไ่ม่ได้สงัเกตเหน็ อาจท�ำให้อตัรา

การเกิดปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้มีโอกาสคลาดเคลื่อนได้บ้าง แต่ก็คงเป็น 

เพียงส่วนน้อยเท่านั้น

สรุป

การตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์ร่วมกับการฉีดสารทึบรังสีชนิดไม่แตกตัวเป็นประจุเข้าหลอดเลือดด�ำ 

พบปฏกิริยิาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลัน  ในอตัราทีน้่อยมาก และถ้าเกดิขึน้ส่วนใหญ่อยูใ่นระดบัเลก็น้อย หากรงัสแีพทย์ 

พยาบาล นักรังสีการแพทย์และทีมงานทางรังสีวิทยา ได้เตรียมความพร้อมตั้งแต่การคัดกรองความเสี่ยง การเตรียมตัว 

ผู้ป่วย การเฝ้าสังเกตอาการและอาการแสดงทางคลินิก ทั้งขณะท�ำและหลังท�ำการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์  

ตามแนวปฏิบัติทางคลินิก (Clinical Practice Guideline) ส�ำหรับการป้องกันและดูแลรักษาภาวะไม่พึงประสงค์ 

ที่เกิดจากการใช้สารทึบรังสี ของกลุ่มงานรังสีวิทยา โรงพยาบาลกระบี่ ที่ก�ำหนดไว้ จะท�ำให้ลดโอกาสที่ผู้ป่วยจะเกิด

ปฏิกิริยาเสมือนภูมิแพ้ชนิดเฉียบพลันได้ และช่วยให้สามารถดูแลผู้ป่วยขณะเข้ามารับการตรวจเอกซเรย์คอมพิวเตอร์

ได้อย่างปลอดภัย

กิตติกรรมประกาศ

ผู้ท�ำการศึกษาขอขอบคุณ รังสีแพทย์ พยาบาล นักรังสีการแพทย์และทีมเจ้าหน้าที่ประจ�ำกลุ่มงานรังสีวิทยา 
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Acute Allergic-Like Reaction To Intravenous
Non-ionic Iodinated Contrast Material
In Patients Who Underwent Computed

Tomography

Teeraphan  Bootphaew   
Krabi Hospital, Amphoe Muang, Krabi 81000, Thailand. 

Abstract   The author retrospectively reviewed incidence and severity of acute allergic-like  
reaction related to intravenous administration of non-ionic iodinated contrast material in patients who 
underwent computed tomography in Krabi General Hospital during January 2010 to September 2014. Type 
of acute allergic-like reaction, severity of reaction and patient outcome were reviewed.  The medical records  
were reviewed for pertinent medical history related to each reaction, including previous contrast material 
reaction, premedication before administration of intravenous iodinated contrast material, previous  
allergic-like reaction to drugs or substances other than contrast material and history of asthma. Five 
thousand nine hundred and four intravenous administrations of low-osmolality non-ionic iodinated 
contrast material were performed during the time period specified. Acute allergic-like reactions to 
contrast material were documented in 24 (0.4%) of patients. Twenty-two (91.7%) of acute allergic-like 
reaction were categorized as mild and two (8.3%) as moderate. No deaths were attributed to intravenous 
non-ionic iodinated contrast material. The most of acute allergic-like reactions (91.7%) occurred in 
adult age group. The difference of reaction rates in adult, pediatric and elderly patients was statistically 
significant (p<0.05).  Greater risk of allergic-like reaction exists in association with female gender 
(p<0.05). In conclusion, the incidence of acute allergic-like reactions to intravenous administration of 
low-osmolality non-ionic iodinated contrast material is very low and most reactions are mild degree. 
The use of intravenous administration of low-osmolality non-ionic iodinated contrast material during 
computed tomography is quite safe. 

Key words: Acute allergic-like reaction, Non-ionic iodinated contrast material, Computed 
tomography
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บทคัดย่อ  ตั้งแต่ พ.ศ. 2540  เป็นต้นมา แรงงานไทยที่จะไปท�ำงานในต่างประเทศ ต้องได้รับการตรวจสุขภาพ ตามกฎหมาย 
หรือข้อก�ำหนดของประเทศนั้นๆ โดยจะต้องตรวจกับสถานพยาบาลเอกชน ที่ได้รับการรับรองมาตรฐาน จากส�ำนักมาตรฐาน
ห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์   ในขณะที่สถานพยาบาลภาครัฐ ไม่ต้องขอการรับรองมาตรฐานใดๆ แต่ก็ยัง
ปรากฏรายงานสถติแิรงงานไทยทีถ่กูส่งกลบัจากตรวจโรคไม่ผ่านในต่างประเทศ จงึได้ศกึษาข้อมลูย้อนหลงั เพือ่วเิคราะห์สาเหตุ  
การส่งกลบัดงักล่าว โดยมรีปูแบบเป็นการศกึษาย้อนหลงัจากข้อมลู จากกรมการจดัหางาน กระทรวงแรงงานและสวสัดกิารสงัคม 
ทีร่ายงานให้กบัส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ ระหว่าง พ.ศ. 2554-2557 พบว่าแรงงานถกูส่งกลบั
จ�ำนวน 242 คน (0.11%) จากที่เดินทางไปท�ำงานต่างประเทศ 217,963 คน อัตราการส่งกลับมีแนวโน้มลดลงตาม ปี พ.ศ. 
ที่ผ่านมา สาเหตุของโรคที่พบบ่อย 3 อันดับแรก ได้แก่ โรคปอดและวัณโรค ไวรัสตับอักเสบบี  และโรคจิตเภท ตามล�ำดับ 
ส�ำหรบัโรคปอดและวณัโรคทีต่รวจไม่ผ่านในต่างประเทศมแีนวโน้มสงูขึน้อย่างมนียัส�ำคญัทางสถติจิาก 55.77% ในปี พ.ศ. 2554 
เป็น 76.19% ในปี พ.ศ. 2557 และได้ติดตาม  ผลตรวจยืนยันแรงงานที่ถูกส่งกลับ 139 คน ที่ถูกส่งกลับเพราะตรวจโรคปอด
และวัณโรค ไม่ผ่านในต่างประเทศ 99 คน (71.22%) โดยถูกส่งกลับจากการตรวจของห้องปฏิบัติการภาครัฐเพียงแห่งเดียว 
52 คน (52.53%) เฉพาะแรงงานที่ถูกส่งกลับและติดตามบุคคลให้รับการตรวจยืนยันในประเทศไทยได้ 19 คน  มี 11 คน 
(57.90%)  ที่ผลการตรวจยืนยันในประเทศไทยเป็นลบหรือปกติ ทั้งนี้มี 6 คน (31.58%) ที่ใช้เอกสารปลอม หรือปลอมแปลง
ผลตรวจ เน่ืองจากผลตรวจเอกซเรย์ไม่ผ่านตัง้แต่ก่อนเดนิทางหรอืใช้ใบรายงานผลจากห้องปฏบิตักิารทีถ่กูยกเลกิ หรอืไม่ปรากฏ 
รายนามเป็นผู้มารับบริการตรวจ มีเพียง 2 คน (10.53%) ที่อาจมีผลลบปลอมตั้งแต่ก่อนเดินทาง ปัญหาการใช้เอกสารปลอม 
หรือปลอมแปลงผลตรวจก่อนเดินทาง ยังพบได้ในกรณีแรงงานถูกส่งกลับ จากตรวจไวรัสตับอักเสบบี และ ซี และตรวจ 
สารเสพติดไม่ผ่านในต่างประเทศ  ซึ่งตรงกับผลตรวจก่อนเดินทาง 
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บทน�ำ

แรงงานไทยจ�ำนวนหนึง่ ถกูส่งกลบัเนือ่งจากผลตรวจโรคไม่ผ่านในต่างประเทศทัง้ๆ ทีก่่อนเดนิทางไปท�ำงาน

ต่างประเทศ ได้ผ่านการตรวจโรค ตามประกาศของกรมจัดหางาน พ.ศ. 2546(1) ที่ระบุชนิดการตรวจโรคและก�ำหนด 

รายชื่อสถานพยาบาล ตามท่ีประเทศปลายทางต้องการ(2)  ท�ำให้แรงงานสูญเสียเงินที่ได้จ่ายไปแล้วให้กับบริษัท 

จดัหางาน กรมจัดหางานต้องชดเชยในกรณีท่ีแรงงานถูกส่งกลบั เพราะไม่ผ่านการตรวจโรคในต่างประเทศและยงัเสือ่มเสยี 

ภาพลักษณ์ของประเทศไทยในด้านสุขภาพของคนไทย และคุณภาพผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการ บทความนี้ 

จะทบทวนสถิติที่เกี่ยวข้องกับแรงงานไทยที่ถูกส่งกลับ จากกรณีผลตรวจโรคไม่ผ่านในต่างประเทศ  วิเคราะห์แนวโน้ม

น�ำเสนอการติดตามผลตรวจที่ขัดแย้งกัน เพื่อสรุปสาเหตุที่แท้จริงต่อไป

วัสดุและวิธีการ

1.	 ข้อมูลสถิติแรงงานไทยถูกส่งกลับ จากกรณีผลตรวจโรคไม่ผ่านในต่างประเทศ เป็นข้อมูลจากรายงาน 

รอบ 6 เดอืน (ต.ค.-มี.ค. และ เม.ย.-ก.ย.) ท่ีกรมจดัหางานรายงานมาที ่ส�ำนกัมาตรฐานห้องปฏบิตักิาร กรมวทิยาศาสตร์

การแพทย์  จ�ำแนกตามปีงบประมาณ ระหว่าง ตุลาคม 2554-สิงหาคม 2557 

2.	 ข้อมลูห้องปฏบิตักิารท่ีแรงงานไทยตรวจก่อนเดนิทางไปต่างประเทศ จ�ำแนกตามประเภทสถานพยาบาล

ตามประเทศของกรมจัดหางาน พ.ศ. 2546 โดยจ�ำแนกเป็นห้องปฏิบัติการภาครัฐ และภาคเอกชน ซึ่งจะได้ข้อมูล 

สถานที่ตั้ง โรคที่ผลตรวจขัดแย้งระหว่างก่อนเดินทางไปต่างประเทศ ผลการตรวจในต่างประเทศ ข้อมูลแรงงานไทย 

ที่ถูกส่งกลับ ในส่วนของภาคเอกชนต้องสอบสวนช้ีแจง ภายใน 15 วัน หลังจากได้รับหนังสือราชการ จากส�ำนัก

มาตรฐานห้องปฏบิตักิาร ตามข้อก�ำหนด ร่วมด้วยนโยบายการรบัรองความสามารถ  ห้องปฏบิตักิารตรวจสขุภาพคนงาน 

ที่จะไปท�ำงานต่างประเทศ ของส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ข้อ 12.1.1(3) 

3.	 การวิเคราะห์ข้อมูลการศกึษานี ้เป็นการศกึษาแผนย้อนหลงั (Retrospective Study) เกบ็รวบรวมข้อมลู

เฉพาะที่เกี่ยวข้องกับแรงงานไทยที่ถูกส่งกลับ มีข้อจ�ำกัดที่ขาดข้อมูลแรงงานไทยที่ไม่ถูกส่งกลับเพื่อใช้เป็นตัวควบคุม 

จึงวิเคราะห์ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการถูกส่งกลับเชิงเปรียบเทียบไม่ได้ บทความนี้จะแสดงสถิติเชิงพรรณนา วิเคราะห์ 

แนวโน้มตามปี พ.ศ. ที่ศึกษาเพื่อแสดงความเปลี่ยนแปลงด้วยสถิติ Chi square for trend ของ Epitool ซึ่งเป็น

เครื่องมือวิเคราะห์ทางสถิติแบบออนไลน์ ทางเวบไซต์ epitools.ausvet.com.au /content.php?page = trend(4) 

ผล

1.	 สถิติแรงงานไทยที่ถูกส่งกลับจากการตรวจโรคไม่ผ่านในต่างประเทศ จ�ำแนกตามปีงบประมาณ 

พ.ศ. 2554-2557 (ตารางที่ 1) มีจ�ำนวนแรงงานไทยที่ถูกส่งกลับรวม 242 คน จากที่ไปท�ำงานต่างประเทศจ�ำนวน 

217,963 คน คดิเป็น 0.11%  แนวโน้มร้อยละของแรงงานไทยทีถ่กูส่งกลบัลดลงอย่างมนียัส�ำคญัทางสถติ ิ(Chi square 

for trend = 12.48, p = 0.006)

2.	 ข้อมูลที่อาจสัมพันธ์กับจ�ำนวนแรงงานไทยที่ถูกส่งกลับ จ�ำแนกตามปีงบประมาณ 2554-2557 ไม่พบ

แนวโน้มการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ ในอัตราการถูกส่งกลับในด้านประเภทของสถานพยาบาลภาครัฐ 

หรือภาคเอกชน สถานที่ตั้งของสถานพยาบาลในกรุงเทพมหานครและต่างจังหวัด ประเทศปลายทาง คือ ไต้หวัน และ 

ประเทศอื่นๆ (Chi square for trend p > 0.05) ยกเว้นพบว่ามีแนวโน้มอัตราการถูกส่งกลับจากโรคปอดและ

วัณโรค จาก 55.77% ในปี พ.ศ. 2554 เพิ่มขึ้นเป็น 76.19%  ในปี พ.ศ. 2557 (Chi square for trend = 16.94, 

p = 0.0007) รายละเอียดแสดงในตารางที่ 2 
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3.	 สรุปผลตรวจโรคท่ีขัดแย้งระหว่างตรวจในประเทศไทยก่อนเดินทางตรวจในต่างประเทศ และตรวจ 

ในประเทศไทย หลังจากถูกส่งกลับจากต่างประเทศแล้วเฉพาะแรงงานที่ติดตามข้อมูลได้ 139 คน จาก 242 คน 

ที่ถูกส่งกลับ โดยมีสาเหตุที่ถูกส่งกลับเป็นอันดับหนึ่ง คือ โรคปอดและวัณโรค 99 คน (71.22%) ไวรัสตับอักเสบบี  

16 คน (11.51%) โรคอื่นๆ 24 คน (17.27%) ผลตรวจขัดแย้งกรณีโรคปอดและวัณโรค จ�ำแนกเป็นสองประเภทหลัก 

คือ ประเภทแรก ผลตรวจลบปลอมในประเทศไทยก่อนเดินทางแต่ได้ผลบวกในต่างประเทศ และยืนยันผลบวก 

ในประเทศไทยหลังจากถูกส่งกลับ 59 ราย (59.60%) ประเภทที่สอง ผลตรวจเป็นลบในประเทศไทยบวกใน 

ต่างประเทศ แต่ยืนยันผลตรวจเป็นลบในประเทศ ภายหลังถูกส่งกลับหรือสงสัยจะเป็นผลบวกปลอมในต่างประเทศ 

สูงถึง 40 ราย (40.40%) โรคอื่นๆ พบผลลบปลอมในประเทศไทย 35 ราย (87.50%) ผลบวกปลอมในต่างประเทศ 

5 ราย (12.50%) (ตารางที่ 3) 

4.	 ผลการสอบสวนสาเหตุท่ีผลตรวจขัดแย้งกันระหว่างในประเทศไทย และต่างประเทศ เฉพาะรายท่ี 

ห้องปฏิบัติการติดตาม ให้มารับผลตรวจยืนยันจ�ำนวน 28 ราย (ตารางที่ 4) จ�ำแนกตามสภาพปัญหาจากแรงงาน 

ถูกส่งกลับจนได้ผลการตรวจวินิจฉัยสุดท้ายเฉพาะตรวจโรคปอดและโรควัณโรคไม่ผ่านในต่างประเทศที่ติดตามบุคคล

ได้ 19 ราย มี 7 ราย ที่ตรวจยืนยันในประเทศไทยหลังจากถูกส่งกลับว่า ไม่ใช่โรคปอดและวัณโรค มี 4 ราย ที่ยืนยัน

ว่าเป็นเพียงร่องรอยโรคเท่าที่รักษาหายขาดแล้ว แต่มี 4 ราย ที่ผลตรวจเอกซเรย์ปอดไม่ผ่านตั้งแต่ก่อนเดินทางไป 

ต่างประเทศ 1 ราย ไม่ปรากฏรายนามเป็นผู้รับการตรวจจากสถานพยาบาลที่กล่าวอ้างแต่ประการใด และพบ 1 ราย 

ใบรายงานผลตรวจเอกซเรย์ปอดจากสถานพยาบาลทีถ่กูยกเลกิไปแล้วมเีพยีง 2 ราย ทีผ่ลตรวจยนืยนัโรคปอดและวณัโรค

ตรงกันระหว่างต่างประเทศและในประเทศภายหลังถูกส่งกลับ จากข้อมูลข้างต้นสรุปได้ว่า มีการใช้เอกสารปลอม หรือ 

ปลอมผลตรวจถงึ 6 ราย ผลตรวจบวกปลอมในต่างประเทศ 11 ราย มเีพยีง 4 ราย ทีผ่ลตรวจก่อนเดนิทางอาจผดิพลาด 

ปัญหาการใช้เอกสารปลอมหรือใช้ผลตรวจปลอมยังคงพบได้ในกรณีผลตรวจขัดแย้งของการตรวจสาร 

เสพติดในปัสสาวะ 1 ราย การตรวจแอนติเจนของไวรัสตับอักเสบบี 3 ราย

 ปัญหาผลลบปลอมในประเทศไทย ก่อนเดินทางเป็นไปได้ในกรณีแรงงานถูกส่งกลับจากตรวจผลบวก 

ในต่างประเทศ ได้แก่ การตรวจซิฟิลิส และไวรัสตับอักเสบซี เป็นบวกอย่างละ 1 ราย อย่างไรก็ตามอาจเป็นผู้ติดเชื้อ 

รายใหม่ก็เป็นได้ ทั้งนี้ในกรณีตับอักเสบบีและซี มีข้อมูลการติดเชื้อแต่ไม่มีแอนติเจนในเลือดผู้ติดเชื้อเป็นระยะเวลา

หลายเดือนได้(10) (Window period) นอกจากนี้ยังพบ 1 ราย มีผลตรวจ HBsAg เป็นลบอย่างต่อเนื่องเมื่อตรวจ 

ในประเทศไทยหลังถูกส่งกลับ ซึ่งบ่งชี้ว่าผลตรวจในต่างประเทศเป็นผลบวกปลอม 

จ�ำนวนแรงงานที่ไป (คน) 	 60,190	 53,831	 53,166	 50,776	 217,963

จ�ำนวนแรงงานที่ถูกส่งกลับ (คน) 	 54	 82	 49	 57	 242

อัตราร้อยละที่ถูกส่งกลับ** (%) 	 0.09	 0.15	 0.09	 0.11	 0.11

ตารางที่ 1	 สถิติแรงงานไทยที่ถูกส่งกลับกรณีตรวจโรคไม่ผ่านในต่างประเทศจ�ำแนกตาม ปีงบประมาณ 2554-2557 

ปีงบประมาณ (ต.ค.-ก.ย.)	 2554	 2555	 2556	 2557*	 รวม

		  * ต.ค. 2556- ส.ค. 2557    	            ** Chi square for trend  = 12.46,  p  =  0.006
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ตารางที่ 3	 การเปรียบเทียบผลตรวจวินิจฉัยก่อนเดินทางในต่างประเทศ และหลังจากแรงงานถูกส่งกลับ

ตารางที่ 2	 ข้อมูลความสัมพันธ์ของจ�ำนวนแรงงานไทย (คน) และอัตราร้อยละ (%) ที่ถูกส่งกลับกรณีตรวจโรค 

ไม่ผ่านในต่างประเทศ  จ�ำแนกตามปีงบประมาณ 2554 - 2557

	 จ�ำนวนแรงงาน (%)

	 พ.ศ. 2554	 พ.ศ. 2555	 พ.ศ. 2556	 พ.ศ. 2557*	 รวม (%)

ประเภทสถานพยาบาล

รพ. รัฐบาล	 10(34. 48)	 38(49.35)	 8(40.00)	 28(53.85)	 84(47.19)

รพ. เอกชน	 19(65.52)	 39(50.65)	 12(60.00)	 24(46.15)	 94(52.81)

สถานที่ตั้ง

กรุงเทพฯ และปริมณฑล	 15(51.72)	 49(63.64)	 13(65.00)	 39(72.22)	 116(64.44)

ต่างจังหวัด	 14(48.28)	 28(36.36)	 7(35.00)	 15(27.78)	 64(35.56)

โรคที่ตรวจพบในต่างประเทศ

โรคปอด/วัณโรค**	 29(55.77)	 51(62.20)	 15(65.22)	 48(76.19)	 143(65.00)

ไวรัสตับอักเสบบี	 7(13.46)	 10(12.20)	 3(13.04)	 3(4.76)	 23(10.46)

โรคอื่นๆ	 16(30.77)	 21(25.60)	 5(21.74)	 12(19.05)	 54(24.54)

ประเทศที่ส่งกลับ

ไต้หวัน	 19(35.19)	 26(31.71)	 8(34.78)	 23(42.59)	 76(55.47)

ประเทศอื่นๆ	 35(64.81)	 56(68.29)	 15(65.22)	 31(57.41)	 61(44.53)

1. โรคปอดและวัณโรค	 59(59.60)	 40(40.40)	 99(71.22)

2. ไวรัสตับอักเสบบี		  14(87.50)	 2(12.50)	 16(11.51)

3. โรคอื่นๆ*		  21(22.34)	 3(6.67)	 24(17.27)

                 	 รวม	 94(67.63)	 45(32.37)	 139(100.00)

	 โรค	 ผลตรวจ -/+/+ (%)	 ผลตรวจ -/+/-  (%)	 รวม (คน) 

 		  * ต.ค. 2556 - ส.ค. 2557          ** Chi  square  for  trend  = 16.94,  p = 0.0007

		  ผลตรวจ -/+/+  หมายถึง	 ผลวนิจิฉยัก่อนเดนิทางเป็น ลบ ในต่างประเทศเป็น บวก และหลงัจาก แรงงาน 

			   ถูกส่งกลับเป็นผล บวก

		  ผลตรวจ -/+/-  หมายถึง	 ผลวินิจฉัย ก่อนเดินทางเป็น ลบ  ในต่างประเทศเป็น บวก และหลังจาก 

			   แรงงานถูกส่งกลับเป็นผล ลบ  

     	 *โรคอื่นๆ อาทิ ซิฟิลิส โรคไต ไวรัสตับอักเสบ เอ โรคติดเชื้อเอชไอวี ภาวะธัยรอยด์ และตรวจพบ 

ยาเสพติด
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ตารางที่ 4  การสอบสวนปัญหาและสาเหตุที่แรงงานไทยถูกส่งกลับจากตรวจโรค ไม่ผ่านในต่างประเทศ

	 ปัญหา	 การสอบสวน	 สรุปสาเหตุหรือข้อเสนอ

1.	 ผลตรวจเอกซเรย์ปอด	 -	 แรงงาน 12 คน ตรวจสุขภาพ	 -	 มาตรฐานในการตรวจ
	 ไม่ผ่านในต่างประเทศ		  เป็นปกติ ผลเอกซเรย์ปอดปกติ		  วินิจฉัยวัณโรคในประเทศไทย
				    ในประเทศไทยหลังถูกส่งกลับ		  สูงกว่าในประเทศปลายทาง
 	 1.1	 ตรวจยืนยันในประเทศ	 -	 แรงงาน 4 คน ผลตรวจเอกซเรย์ปอด
		  เป็นลบ หรือยืนยันไม่ใช่		  ยืนยันเป็นร่องรอยการติดเชื้อ
		  วัณโรค ในประเทศไทย 		  ที่รักษาหายแล้ว
		  หลังจากถูกส่งตัวกลับ	
	 1.2	 ตรวจยืนยันในประเทศไทย	 -	 แรงงาน 4 คน มีผลตรวจ	 -	 ใช้เอกสารปลอม หรอืปลอมแปลง
		  ไม่ผ่านตรงกับตรวจ		  เอกซเรย์ปอดไม่ผ่านในต่างประเทศ		  ผลตรวจก่อนเดินทางไป
    		 ในต่างประเทศ		  ตรงกับที่ตรวจในประเทศหลัง		  ต่างประเทศมกีารฝ่าฝืนประกอบ
				    ถูกส่งกลับโดย		  การตรวจสุขภาพแรงงานที่จะไป	
	  		  -	 2 คน ผลตรวจเอกซเรย์ปอดไม่ผ่าน 		  ท�ำงานต่างประเทศ โดยไม่ได้
				    ก่อนเดินทางไปท�ำงานต่างประเทศ		  รับอนุญาต		
			   -	 2 คน มีผลตรวจเอกซเรย์ปอดผ่าน
				    จากสถานพยาบาลที่ถูกยกเลิก
				    ใบอนุญาตแล้ว	    

2.  ตรวจพบยาเสพติดใน	 ไม่ปรากฏรายชื่อแรงงานคนนี้เข้ารับการ	 -	 ใช้เอกสารปลอม หรอืปลอมแปลง
	 ต่างประเทศ 1 คน	 ตรวจสารเสพติดในสถานพยาบาลที่อ้างถึง		  ผลตรวจก่อนเดินทางไป
			   ก่อนเดินทาง		  ต่างประเทศ

3.  ผลตรวจการติดเชื้อไวรัสตับ	 -	 แรงงาน 2 คน มีผลบวกในประเทศไทย	 -	 ใช้เอกสารปลอม หรอืปลอมแปลง
	 อักเสบบี (HBsAg) เป็นบวก		  ตั้งแต่ก่อนเดินทาง		  ผลตรวจก่อนเดินทางไป
	 ในต่างประเทศ	 -	 มี 1 คนที่ผลตรวจยืนยันเป็นลบ		  ต่างประเทศ
				    อย่างต่อเนื่องหลังจากถูกส่งกลับ	 -	 ผลตรวจในต่างประเทศ  
  						      เป็นบวกปลอม

4.	 ผลตรวจการติดเชื้อไวรัสตับ	 -	 แรงงาน 1 คนมีผลบวกหลังจาก	 -	 อาจเป็นผู้ติดเชื้อรายใหม่หรือ
	 อักเสบ ซี (Anti HCV) 		  เดินทางไปท�ำงาน 5 เดือน		  เพิ่งติดเชื้อระหว่างท�ำงาน
	 เป็นบวกในต่างประเทศ	 -	 อีก 2 คนมีผลบวกตั้งแต่ก่อน 		  ในต่างประเทศ
				    เดินทางไปท�ำงาน	 -	 ใช้เอกสารปลอม หรอืปลอมแปลง 
						      ผลตรวจก่อนเดินทางไป
						      ต่างประเทศ

5.	 ผลตรวจซิฟิลิสบวกในต่างประเทศ	 แรงงาน 1 คน ตรวจยืนยันได้ผลบวก	 -	 อาจเป็นผู้ติดเชื้อรายใหม่หรือ
			   ในต่างประเทศและหลังจากถูกส่งกลับ		  เพิ่งติดเชื้อระหว่างท�ำงานใน
			   อย่างต่อเนื่อง		  ต่างประเทศและเป็นไปได้ที่ 
						      ผลตรวจก่อนเดินทางเป็นผลลบ	
						      ปลอม
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วิจารณ์

การตรวจสุขภาพแรงงานไทยไปท�ำงานต่างประเทศ เป็นไปตามความต้องการของประเทศปลายทาง  ทีต้่องการ

แรงงานที่มีสุขภาพดีปราศจากโรคต้องห้าม ดังระบุรายละเอียดรายการตรวจสอบตามประกาศปลายทางในประเทศ 

ของกรมจดัหางาน อย่างไรกต็าม แม้จะมีการตรวจสขุภาพแรงงานโดยก่อนเดนิทางประเทศปลายทางยงัคงตรวจสขุภาพ

แรงงานไทยซ�้ำ และมีการส่งแรงงานกลับจากผลตรวจโรคไม่ผ่าน 242 คน ระหว่างปี พ.ศ. 2554-2557 โดยประเทศ

ไต้หวันส่งกลับแรงงานไทยมากที่สุด 76 คน (55.47% จาก 137 คนที่แจ้งประเทศส่งกลับ) ใน พ.ศ.2555 มีการตรวจ

สุขภาพแรงงานไทยก่อนเดินทาง 39,916 คน ไม่ผ่านการตรวจสุขภาพ 2,157 คน (5.40%) และในปีเดียวกัน มี 

แรงงานไทยถูกส่งกลับจากการตรวจโรคไม่ผ่านในต่างประเทศถึง 82 คน จากจ�ำนวนแรงงานไทยทั้งหมด 53,831 คน 

(0.15%)(5) แม้หน่วยงานก�ำกบัควบคมุได้ระบใุห้เข้มงวดด้านคณุภาพห้องปฏบิตักิารตรวจสขุภาพแรงงาน(6) แล้วกต็าม 

ยงัคงมแีรงงานไทยถกูส่งกลบัในปีต่อมา แม้จะมแีนวโน้มลดลงแต่น่าจะเป็นการสรปุปัญหาทีม่องข้ามสาเหตสุ�ำคญัอืน่ๆ 

นอกจากระบปัุญหาคณุภาพการตรวจก่อนเดนิทาง การศกึษาครัง้นีไ้ด้แสดงหลกัฐานเชงิประจกัษ์ทีอ่ธบิายปรากฏการณ์

ส่งแรงงานกลับ ดังนี้ 

ประการที่หนึ่ง มาตรฐานทางการแพทย์ที่แตกต่างกันระหว่างประเทศไทยกับประเทศปลายทาง จาก 

แรงงานไทยที่ถูกส่งกลับจากผลเอกซเรย์ปอดไม่ผ่านในต่างประเทศ 99 คน ที่ติดตามการตรวจสุขภาพ ตรวจเอกซเรย์

ปอดซ�้ำ และตรวจหาเชื้อวัณโรค ด้วยการย้อม Acid Fast Staining พบว่า 40 คน คิดเป็นร้อยละ 40.40 ยืนยันว่า

ไม่ใช่วัณโรคปอด มาตรฐานการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อวัณโรคในประเทศไทยข้างต้นท�ำตามแนวทางการวินิจฉัย และ

รักษาวณัโรคในประเทศไทย ของสมาคมปราบวณัโรคแห่งประเทศไทยในพระบรมราชปูถมัภ์ พ.ศ. 2539(7) ซึง่มแีนวทาง 

การตรวจวินิจฉัยตรงกับ WHO Treatment of Tuberculosis Guideline 4th edition(8)  ขณะที่ประเทศปลายทาง

ใช้เพียงผลตรวจเอกซเรย์ปอด ซึ่งเป็นแค่การตรวจคัดกรองที่ไม่จ�ำเพาะกับวัณโรค โรคหรือภาวะอื่นๆ อาจให้ผลบวก 

ในการตรวจเอกซเรย์ปอด ได้แก่ ปอดบวมจากเชื้ออื่นๆ(9) ทั้งแบคทีเรีย ไวรัส หรือ เชื้อปรสิต ภาวะซิลิโคซิส ถุงลม 

โป่งพอง โรคกระดูกทรวงอกต่างๆ หรือแม้แต่ร่องรอยการเกิดเช้ือวัณโรคในปอด ที่รักษาหายขาดแล้ว (Calcified 

lung) การใช้ผลเอกซเรย์ปอดเพียงการทดสอบเดียวในการตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือวัณโรค  จึงเป็นการปฏิบัติต่อ 

แรงงานไทยที่อาจละเมิดจริยธรรมทางการแพทย์ เพราะใช้การทดสอบผิดหรือเกินจากวัตถุประสงค์ของการทดสอบ 

เพื่อประโยชน์อื่นๆ นอกจากเพื่อประโยชน์ในการรักษาพยาบาล ตัวแทนกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ได้เรียกร้องให้มี

การพบปะเจรจาระหว่างแพทย์ไทยกับแพทย์ต่างประเทศ เพื่อท�ำความเข้าใจในมาตรฐานการตรวจวัณโรคปอด จนถึง

ปัจจุบัน ยังคงไม่มีการเจรจาดังกล่าว

ประการท่ีสอง มีปัญหาการใช้เอกสารปลอมแปลง หรือปลอมแปลงผลการตรวจสุขภาพแรงงานก่อน

เดินทางไปต่างประเทศ 6 คน โดย 4 ราย มีผลตรวจเอกซเรย์ปอดไม่ผ่าน และอีก 2 ราย ไม่ปรากฏเป็นผู้มาตรวจ 

ณ สถานพยาบาลท่ีกล่าวอ้าง และยังพบการใช้เอกสารปลอมแปลง กรณีแรงงานถูกส่งกลับ คือ HBsAg 2 คน  

Anti-HCV 1 คน และสารเสพติด 1 คน จนถึงปัจจุบัน ยังไม่มีมาตรการใดๆ กับผู้ใช้เอกสารปลอมแปลง ทั้ง 10 คนนี้

ประการท่ีสาม ห้องปฏิบัติการที่ได้รับอนุญาตให้ตรวจสุขภาพแรงงานไทย ที่จะไปท�ำงานต่างประเทศ 

ถูกจ�ำแนกเป็น 2 ประเภท ตามประกาศของกรมจัดหางาน พ.ศ. 2546 ข้อ 4 ยกเว้นสถานพยาบาลภาครัฐไม่ต้องขอรับ

รองคุณภาพเป็นห้องปฏิบัติการตรวจสุขภาพคนงานที่จะเดินทางไปต่างประเทศ ข้อมูลแรงงานไทยที่ถูกส่งกลับจาก 

ไม่ผ่านตรวจโรคในต่างประเทศ เฉพาะท่ีได้ตรวจกบัห้องปฏบิตักิารสงักดัภาครฐั 84 คน พบว่าถกูส่งกลบัจากโรงพยาบาล

ภาครัฐที่ตั้งในเขตกรุงเทพมหานคร แห่งหน่ึงที่เดียว จ�ำนวน 52 คน (61.90%) ของแรงงานที่ถูกส่งกลับ และผ่าน 

การตรวจจากห้องปฏิบัติการภาครัฐ ความแตกต่างในมาตรฐานระหว่างห้องปฏิบัติการภาครัฐและภาคเอกชน อาทิ 
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มาตรการบ่งชี้บุคคล มาตรการจัดเก็บตัวอย่างที่ควบคุมการปลอมปนตัวอย่าง มาตรฐานการป้องกันการรับผลรายงาน

ที่ต้องแสดงตน รวมถึงมาตรการควบคุมให้มีการตรวจสอบคุณภาพเครื่องเอกซเรย์ทรวงอกก่อน และทุกการต่ออายุ 

การรับรอง ผู้ประพันธ์เสนอให้กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ทบทวนบทบาทและส่งคืนภารกิจการรับรอง มาตรฐาน 

ห้องปฏิบัติการ  คนงานที่จะไปท�ำงานต่างประเทศ ให้กับกรมจัดหางาน ทั้งนี้ค�ำนึงถึงการแก้ไขปัญหาโดยหน่วยงาน 

ที่มีอ�ำนาจบังคับควบคุมโดยตรงและในปัจจุบันนี้มีมาตรการทางการแพทย์มากเพียงพอต่อการรับรองคุณภาพ 

ห้องปฏิบัติการเหล่านี้แล้ว

บทสรุป

การศึกษาครั้งนี้ได้แสดงหลักฐานเชิงประจักษ์ที่อธิบายปรากฏการณ์ส่งแรงงานกลับ ดังนี้ 

ประการท่ีหนึ่ง  มาตรฐานทางการแพทย์ที่แตกต่างกันระหว่างประเทศไทยกับประเทศปลายทาง จาก

แรงงานไทยที่ถูกส่งกลับจากผลเอกซเรย์ปอดไม่ผ่านในต่างประเทศ 99 คน ที่ติดตามการตรวจสุขภาพ ตรวจเอกซเรย์ 

ปอดซ�ำ้ และตรวจหาเชือ้วัณโรค ด้วยการย้อม Acid Fast Staining พบว่า 40 คน (40.40%) ยนืยนัว่าไม่ใช่วณัโรคปอด 

ประการท่ีสอง  มีปัญหาการใช้เอกสารปลอมแปลง หรือปลอมแปลงผลการตรวจสุขภาพแรงงานก่อน 

เดนิทางไปต่างประเทศ 6 คน โดย 4 รายมผีลตรวจเอกซเรย์ปอดไม่ผ่าน และอกี 2 ราย ไม่ปรากฏนาม ณ สถานพยาบาล

ที่กล่าวอ้าง 

ประการท่ีสาม  ข้อมูลแรงงานไทยท่ีถูกส่งกลับจากไม่ผ่านตรวจโรคในต่างประเทศ เฉพาะที่ได้ตรวจกับ 

ห้องปฏิบัติการสังกัดภาครัฐ 84 คน พบว่าถูกส่งกลับจากโรงพยาบาลภาครัฐที่ตั้งในเขตกรุงเทพมหานคร แห่งหนึ่ง 

ที่เดียว จ�ำนวน 52 คน (61.90%) ของแรงงานที่ถูกส่งกลับ และผ่านการตรวจจากห้องปฏิบัติการภาครัฐ

เอกสารอ้างอิง

	 1.	 กรมการจดัหางาน กระทรวงแรงงานและสวสัดกิารสงัคม. ระเบยีบกรมการจดัหางานว่าด้วยการพจิารณาให้ความเหน็ชอบเป็นสถาน

ตรวจสุขภาพคนหางานที่จะไปท�ำงานต่างประเทศ พ.ศ. 2546. กรุงเทพฯ : ส�ำนักบริหารแรงงานไทยไปต่างประเทศ; 2547.

	 2.	 ส�ำนักงานบริหารแรงงานไทยไปต่างประเทศ. สถานพยาบาลที่ได้รับความเห็นชอบให้ตรวจสุขภาพคนหางานที่จะไปท�ำงานต่าง

ประเทศ. [ออนไลน์]. 16 ก.ค. 2557; [สืบค้น 30 ต.ค. 2557]; [3 หน้า]. เข้าถึงได้จาก : URL: http://www.overseas.doe.
go.th/health/20140716_hospital.pdf.

	 3.	 ส�ำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์. ข้อก�ำหนดและเงื่อนไขการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตรวจ

สขุภาพคนหางานทีจ่ะไปท�ำงานต่างประเทศ. [ออนไลน์]. สงิหาคม 2555; [สบืค้น 30 ต.ค. 2557]; [19 หน้า]. เข้าถงึได้จาก: URL: 
http://webdb.dmsc.moph.go.th/ifc_qa/DBQA/ifc_qa/userfiles/oversee_requirement55.pdf.

	 4.	 AusVet Animal Health Service. Chi-squared test for trend. [online]. 2014; [cited 2014 Oct 30]; [1 
screen]. Available from: URL: http://epitools. ausvet.com.au/content.php?page=trend.

	 5.	 กรมการจัดหางาน กระทรวงแรงงานและสวัสดิการสังคม. สถิติจ�ำนวนคนหางานที่ถูกส่งกลับประเทศไทยกรณีตรวจโรคไม่ผ่านใน

ต่างประเทศ พ.ศ. 2555-2557. กรุงเทพฯ : ส�ำนักบริหารแรงงานไทยไปต่างประเทศ; 2558.

	 6.	 วินัย ลู่วิโรจน์. ประสาน สธ. เข้มมาตรฐานโรงพยาบาล หลังแรงงานไทยถูกส่งกลับ. แนวหน้า[หนังสือพิมพ์ออนไลน์]. 24 ธ.ค. 

2555; [สืบค้น 30 ต.ค. 2557]; เข้าถึงได้จาก : URL: http://www.naewna.com/local/35043.
	 7.	 แนวทางการวนิจิฉยัและรกัษาวณัโรคในประเทศไทย. พมิพ์ครัง้ที ่2 (ฉบบัปรบัปรงุ). กรงุเทพฯ : สมาคมปราบวณัโรคแห่งประเทศไทย

ในพระบรมราชูปถัมภ์; 2543.
	 8.	 WHO/HTM/TB/2009.420, Guidelines treatment of tuberculosis. 4th ed. Geneva, Switzerland: World 

Health Organization; 2010.



สาเหตทุีแ่รงงานไทยถกูส่งกลบัจากการตรวจโรคไม่ผ่านในต่างประเทศ	 สธุน  วงษ์ชรี ีและคณะ

311วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2558

	 9.	 Chest x-ray related diseases & conditions. [online]. 2014; [cited 2014 Oct 30]; Available from: 
URL: http://www.medicinenet.com/chest_x-ray/related-conditions/index.htm

	10.	 Whyte GS, Savoia HF. The risk of transmitting HCV, HBV or HIV by blood transfusion in Victoria. 
Med J Aust 1997; 166(11): 584-6.



Thailand oversea labors returned from disease detected abroad 	 Suthon  Vongsheree et al

312 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2558

Thailand oversea labors returned from  
disease detected abroad between

2554-2557: summarized and analyzed for 
the root causes

Suthon  Vongsheree*  Surasak  Muenphon*  Archawin  Rojanawiwat**

and  Pinit  Ngamprasit*  Maliwan  Homchan*  Prompussorn  Dissara*   

Aekkarin  Submark*  and  Chomchalai  Sinthusarn*

* Bureau of Laboratory Quality Standards  ** Medical Life Science Institute, Department of Medical 

Sciences, Tiwanon Road Nonthaburi 11000 Thailand.

Abstract   Since 1997, Thailand labors wishing to work abroad must receive a medical examination 
under the laws or regulations of the destination countries. The labors have to get health check with private 
hospitals received accreditation from Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical 
Sciences, while the governmental ones need no any accreditation. We have studied the retrospective 
data using the report data from Thailand Oversea Employment Administration, Ministry of Labor and 
Social Welfares, during 2011-2014. This paper has summarized statistics of Thailand oversea labors who 
are returned from disease detected abroad between 2011-2014. There are 242 labors (0.11%) who were 
sent back among 217,963 ones. The rate of return is likely to decrease, by year, statistically. However,  
the returned rate from the lung disease and tuberculosis [tend to increase statistically significant] 55.77% 
in 2011 to 76.19 % in the 2014. There are 99 out of 139 (71.22%) returned labors with lung diseases/
tuberculosis and 52 such labors (52.53%) are examined from a governmental laboratory. Among such 19 
returned labors who are eligible to be followed up for confirmation of the lung disease and tuberculosis, 
11 labors (57.90%) confirmed normal testing results in Thailand. While another 6 labors (31.58%) use 
fake reports or fabricated testing  results since the chest x-ray does not pass before travelling abroad or 
uses the report from withdrawn laboratories or it is not the one who get testing services from the claimed 
laboratories. There are only two labors (10.53%) who might have false negative results before traveling. 
The use of fake reports or fabricated testing results are also observed in the case of the returned labors 
getting positive testing results of Hepatitis B and Hepatitis C and the abused drug. 

Key words: Thailand oversea labors, returned labor from disease detected abroad, fake  
Reports, fabricated testing results 
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บทน�ำ

	 สหรัฐอเมริกาซึ่งเป็นตลาดหลักแห่งหนึ่งของอาหารส่งออกจากหลายประเทศทั่วโลก มีกฎหมายอาหาร  

ยาและเครื่องส�ำอาง  มาตรา 402 (a) (3) และ (4)(1)  ก�ำหนดว่าอาหารที่ตรวจพบสิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจ (Filth) 

ซึ่งเป็นดัชนีทางกายภาพของสุขลักษณะการผลิต องค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (Food and Drug  

Administration หรือ US.FDA.) จะพิจารณาตามเกณฑ์ Defect Action Levels (DAL) โดยมีเกณฑ์ก�ำหนดไว้

ส�ำหรับ light filth ในอาหารบางประเภท ถ้าตรวจพบว่าตกเกณฑ์ ให้สรุปว่ารุ่นของอาหารน�ำเข้านั้น ๆ เป็นอาหาร 

ทีม่กีระบวนการผลติและ/หรอืบรรจอุย่างไม่ถกูต้องตามหลกัสขุลกัษณะ ถอืว่าละเมดิต่อกฎหมาย ซึง่จะท�ำให้เกดิสภาพ

บังคับตามมา คือ การยึด (seizure) การเรียกคืน (recall) การด�ำเนินคดีต่อผู้ผลิต (prosecution) กรณีอาหาร 

น�ำเข้าจะถูกกักกันที่ด่าน (detention) ในช่วงเมษายน 2557 ถึงมีนาคม 2558 ที่ผ่านมา ปรากฏว่ามีการกักกันสินค้า

อาหารหลายประเภทจากไทย สาเหตุจาก light filth ได้แก่ แป้งข้าว(2) ลูกอมเคลือบช็อกโกแล็ต(3) เส้นก๋วยเตี๋ยว(4)  

แยมและเจลลี่(5) ข้าวเกรียบ(6)  ทูน่ากระป๋อง(7)  น�้ำปลา(8) มะขามเปียก(9)  ข้าวสารบรรจุถุง(10)  ปูกระป๋อง(11) ผลิตภัณฑ์

ประมง(12) ท�ำให้เสียชื่อเสียงของประเทศ และเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ

การปนปลอมของสิ่งที่น่ารังเกียจ (Filth) ในอาหาร แบ่งได้เป็น 5 กลุ่ม คือ(13)

1.	 สิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจซึ่งมาจากสัตว์พาหะน�ำโรคที่มากับอาหาร (Filth from Vectors of  

Food- borne Disease)  ประกอบด้วย ชิน้ส่วนของสตัว์พาหะน�ำโรคชนดิมกีระดกูสนัหลงั เช่น นก หน ูและสตัว์พาหะ

น�ำโรคชนิดไม่มีกระดูกสันหลัง/ชิ้นส่วนของสัตว์ดังกล่าว เช่น แมลงวัน แมลงสาบ มด มอด

2.	 สิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจซึ่งมาจากสัตว์ที่ไม่เป็นพาหะน�ำโรคที่มากับอาหาร (Filth that poses a  

nonpathogenic health hazard) เช่น แมลงปีกแข็ง ไรฝุ่น ชิ้นส่วนที่แข็ง/คมของแมลงอื่น ๆ

3.	 สิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจซึ่งมาจากสัตว์อื่น ๆ เช่น แมงมุม แมลงอื่น ๆ

4.	 สิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจซึ่งมาจากแมลง/สัตว์อ่ืนจากการเก็บรักษาอาหาร (Stored-product pest) 

เช่น มอด  ตัวไร

5.	 สิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจซึ่งไม่อยู่ในกลุ่ม 1- 4 (Incidental filth) ไม่มีอันตรายต่อผู้บริโภค
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โรงงานผลติอาหารสามารถใช้ชนดิและปรมิาณสิง่ปนปลอมทีน่่ารงัเกยีจ เป็นดชันบ่ีงชีส้ขุลกัษณะ วตัถดุบิและ
กระบวนการผลิต เพ่ือการปรับปรุงให้เป็นไปตามมาตรฐานสากลได้ ซึ่งจะสามารถส่งออกผลิตภัณฑ์ไปยังประเทศ
สหรัฐอเมริกาได้โดยไม่ถูกกักกัน

US.FDA. ให้ความหมายของ light filth(1, 14) ว่าหมายถึง สิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจ ไม่เป็นที่ยอมรับของ 
ผู้บริโภค มีลักษณะเป็นชิ้นเล็ก ๆ (particles) ลอยในช้ันน�้ำมัน แยกจากผลิตภัณฑ์อาหารได้โดยใช้ส่วนผสมที่เป็น
ของเหลวที่มีชั้นน�้ำมัน ตัวอย่าง light filth เช่น แมลงทั้งตัว ชิ้นส่วนของแมลง ขนสัตว์ฟันแทะ เส้นขนมนุษย์ ขนนก 
(feather barbules)  

การวิเคราะห์ light filth ในอาหารมักจะอ้างอิงวิธีการวิเคราะห์ที่ก�ำหนดไว้ใน Official Methods of 
Analysis of AOAC International (AOAC)(14) เป็นหลัก  เนื่องจาก US.FDA. เป็นผู้น�ำในการควบคุมผลิตภัณฑ์
อาหาร ทัง้ทีผ่ลติภายในและท่ีน�ำเข้าของประเทศสหรฐัอเมรกิา โดยใช้เกณฑ์จ�ำนวน light filth ทีต่รวจพบ อย่างไรกต็าม 
วิธีวิเคราะห์ light filth ตาม AOAC เป็นวิธีวิเคราะห์หาสิ่งบ่งชี้เบื้องต้นทางสุขาภิบาลอาหาร ใช้หลักการ 
ทางกายภาพ ซึง่ให้ผลรวดเรว็ มีค่าใช้จ่ายค่อนข้างต�ำ่ มสีิง่เหลอืทิง้ทีม่ผีลกระทบต่อสิง่แวดล้อมน้อย ไม่ก่อให้เกิดอันตราย
ต่อผู้วิเคราะห์ แต่ก็มีข้อจ�ำกัดบางประการ เช่น ไม่ระบุรายละเอียดของเทคนิคปฏิบัติที่มีผลต่อประสิทธิภาพของ 
การวิเคราะห์ อุปกรณ์เครื่องมือต่าง ๆ  ที่ระบุไว้อาจไม่เป็นที่คุ้นเคยของผู้วิเคราะห์ทั่วไป percolator ซึ่งเป็นเครื่องแก้ว
ที่ใช้แยกชั้นน�้ำกับน�้ำมันอาจไม่สามารถหาซื้อได้ในท้องตลาดปัจจุบัน เนื่องจากผู้ผลิตได้เลิกผลิตแล้ว และที่ส�ำคัญที่สุด
คือ ผู้วิเคราะห์ที่ต้องมีประสบการณ์สูงในการวินิจฉัยสิ่งที่พบจากการส่องกล้องจุลทรรศน์ว่าเป็น light filth หรือไม่ 
และถ้าเป็นจัดอยู่ในประเภทใด

ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ โดยหน่วยงานเดิมคือ กองวิเคราะห์
อาหารส่งออก เป็นหน่วยงานที่ได้เริ่มการตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหารส่งออกมาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2524 เห็นความ
ส�ำคัญและตระหนักถึงสิ่งที่ควรเพิ่มเติมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะห์หา light filth เพื่อเผยแพร่ให้เป็น
ประโยชน์ต่อผู้วิเคราะห์ที่จะเริ่มงานตรวจวิเคราะห์ light filth ได้ศึกษาและใช้เป็นแนวทางปฏิบัติให้เกิดประสิทธิผล
สูงต่อไป จงึได้มอบหมายให้ห้องปฏบิตักิารทางกายภาพ ซึง่มนีกัวเิคราะห์ทีม่คีวามรู ้ความช�ำนาญได้ผ่านการอบรมจาก
ผู้เชี่ยวชาญของ US.FDA. ด�ำเนินการพัฒนาเทคนิคปฏิบัติที่เหมาะสมเพิ่มเติมเพื่อเสริมวิธีวิเคราะห์ตาม AOAC 
ให้มีความชัดเจนและมีประสิทธิผลเพิ่มขึ้น 

กระบวนการด�ำเนินงานพัฒนาเทคนิคปฏิบัติในการวิเคราะห์หา light filth ในอาหาร
ห้องปฏิบัติการทางกายภาพซึ่งเป็นกลุ ่มผู้พัฒนาเทคนิคปฏิบัติ ได้พิจารณาเนื้อหาของวิธีวิเคราะห์  

light filth ของ AOAC แล้วเห็นควรเพิ่มเติมเนื้อหาใน 3 ประเด็น ได้แก่ 
1. 	 การเลือกใช้อุปกรณ์ที่เหมาะสม
2. 	 การเสริมเทคนิคที่จ�ำเป็น
3. 	 การจัดท�ำ คัดกรอง รวบรวมภาพถ่ายมาตรฐานของ light filth ที่พบมากในผลิตภัณฑ์อาหารของไทย

ไว้เป็นสิ่งอ้างอิง

ผลการด�ำเนินงานพัฒนาเทคนิคปฏิบัติ

1.	 การเลือกใช้อุปกรณ์ที่เหมาะสม
1.1	 ตะแกรง (sieve)
	  ชนิดของตะแกรงที่ใช้ต้องเป็นชนิด plain weave (woven with one wire alternately over and 

under next) (ภาพที่ 1) คือชนิดที่เส้นลวดสานขึ้น 1 ลง 1 เท่านั้น ห้ามใช้ตะแกรงชนิด twill weave (เส้นลวดขึ้น 
2 ลง 2) เนื่องจากจะเกิดสูญเสีย light filth  (loose material)  กล่าวคือ light filth จะลอดรูตะแกรงไปบางส่วน 
ท�ำให้ผลการวเิคราะห์ท่ีได้ต�ำ่กว่าความเป็นจรงิ  ส�ำหรบัวธิกีารตรวจคุณสมบตัขิองตะแกรงข้างต้น ถ้าเป็นตะแกรงเบอร์ 8 
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จะสามารถเห็นได้ด้วยตาเปล่า แต่ถ้าเป็นตะแกรงที่รูขนาดเล็กมาก ให้ตรวจโดยใช้ wide field zoom stereoscopic 
microscope

ขนาดของตะแกรงควรมีเส้นผ่านศูนย์กลางอย่างน้อยประมาณ 20 เซนติเมตร (8 นิ้ว) ซึ่งอาจใช้ตะแกรงที่มี
ขนาดใหญ่กว่า เพื่อให้เหมาะสมกับขนาดของผลิตภัณฑ์อาหารที่ตรวจ เช่น block ของอาหารแช่แข็ง แต่ก็จะท�ำให้ต้อง
ใช้เวลาในการวิเคราะห์มากขึ้น วัสดุที่ใช้ท�ำตะแกรง ถ้าท�ำจาก stainless steel ซึ่งถึงแม้ราคาจะแพงกว่า sieve ที่ท�ำ
จากทองเหลืองเล็กน้อย แต่ในระยะยาวจะดีกว่าเนื่องจากไม่เป็นสนิม   

การดแูลท�ำความสะอาดตะแกรงทันททีีใ่ช้งานเสรจ็ ควรใช้น�ำ้ฉดีทีม่แีรงดนัพอสมควรฉดีล้างจากทางด้านหลงั
เพ่ือป้องกนัการอดุตนั หรอืใช้เครือ่งอลุตร้าโซนคิในการท�ำความสะอาด และไม่ควรใช้แปรงขดัเพราะจะท�ำให้ขนาดของ
รู (aperture) เปลี่ยนแปลงไม่ได้มาตรฐานตามที่ระบุ

1.2	 percolator ขนาด 2,000 มิลลิลิตร (ภาพที่ 2) ปัจจุบัน Pyrex เลิกผลิต จึงไม่สามารถหาซ้ือจาก 
ผู้แทนจ�ำหน่าย (supplier) ทั่วไป ต้องสั่งท�ำพิเศษ ส่วน stand ที่ใช้ตั้ง percolator ควรสั่งท�ำให้เหมาะสมกับขนาด
ของ percolator ที่ใช้ โดยอาจท�ำเป็นชั้นไม้ที่วาง percolator ได้ 6 อัน หรืออาจท�ำเป็นขาตั้ง stainless steel ที่วาง 
percolator ได้ 1 อัน ส�ำหรับระดับความสูงของการตั้ง percolator พบว่าการตั้งบนอุปกรณ์บนพื้นที่ต�่ำกว่าจะท�ำงาน
ได้สะดวกกว่าการตั้งบนโต๊ะปฏิบัติการ โดยเฉพาะเมื่อผู้วิเคราะห์เป็นสุภาพสตรีที่มีส่วนสูงไม่เกิน 160 เซนติเมตร

ภาพที่ 1 ตะแกรงท�ำจาก stainless steel  ภาพที่ 2 percolator

Metal Rod

Oily Layer

Rubber Pad ≥1cm. {
...........................

ภาพที่ 3 Wildman trap flask

1.3	 Wildman trap flask ประกอบด้วย erlenmeyer flask ขนาด 1,000 มิลลิลิตร และภายใน flask 

มี metal rod ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร (3/16 นิ้ว) มีความยาวมากกว่าความสูงของ flask ประมาณ 

10 เซนติเมตร ส่วนปลายของ metal rod มีแผ่นยาง (rubber pad) รูปวงกลมเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 เซนติเมตร 

ติดอยู่ (ภาพที่ 3) และแผ่นยางต้องเป็นชนิดที่ไม่ท�ำปฏิกิริยากับน�้ำมันที่ใช้ ไม่ควรใช้ที่เป็นผิวเรียบ เพราะอาจดูดติดผิว 

flask ส่วน metal rod ไม่มีจ�ำหน่ายต้องสั่งท�ำ ตามคุณลักษณะข้างต้น
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1.4	 porcelain funnel ที่ใช้ในการกรองน�้ำมันที่ดักจับ light filth ควรเป็น Hirsch funnel 

(ภาพที ่4 ก) ซึง่ขนาดท่ีใช้ในการวิเคราะห์คอื เส้นผ่านศนูย์กลางด้านบนประมาณ 9.5 เซนตเิมตร และเส้นผ่านศนูย์กลาง

ที่ฐานซึ่งมีลักษณะเป็นรู (perforate base plate) ประมาณ 5.5 เซนติเมตร แต่ถ้าไม่สามารถหา Hirsch funnel ได้

อาจใช้ Buchner funnel (ภาพที่ 4 ข) แทนได้ ทั้งนี้ไม่ควรใช้ Buchner funnel ที่มีรูที่ฐานกรวยมีขนาดใหญ่เกินไป 

เพราะจะท�ำให้กระดาษกรองขาดได้ง่ายเมื่อท�ำการกรอง

(ก) Hirsch funnel (ข) Buchner funnel

ภาพที่ 4 Hirsch funnel (ก) และ Buchner funnel (ข)

1.5	 กระดาษกรอง ตามวิธี AOAC แนะน�ำให้ใช้กระดาษกรอง S & S (Schlicher & Schuell) No. 8 

Liniert/Ruled เส้นผ่านศนูย์กลาง 90 มิลลิลิตร แต่ปัจจบุนัทีห่าซือ้ได้จะเป็นผลติภณัฑ์ Whatman No. 8 Liniert/ 

Ruled ค�ำว่า Ruled หมายถึง การตีเส้นที่มีระยะห่าง 5 มิลลิเมตร เพื่อใช้เส้นเป็นเครื่องหมายในการตรวจนับจ�ำนวน

ชิ้นของ light filth ให้ทั่วทั้งพื้นที่ของกระดาษกรอง 

2.	 การเสริมเทคนิคที่จ�ำเป็น

วิธีวิเคราะห์ตาม AOAC จะไม่ได้ระบุรายละเอียดเทคนิคการวิเคราะห์ไว้ทั้งหมด ผู้วิเคราะห์จะต้องสังเกต

จากประสบการณ์การลงมอืวเิคราะห์ พร้อมทัง้ศกึษาจากเอกสารอ้างองิอืน่ ๆ  ห้องปฏบิตักิารทางกายภาพจงึได้รวบรวม

ข้อมูลดังกล่าวไว้ดังต่อไปนี้

2.1	 ขั้นตอนการท�ำ Wet Sieving เป็นการใช้ตะแกรง (sieve) mesh number ตามที่วิธีวิเคราะห์ก�ำหนด 

เช่น No. 8, No. 140,  No. 230 น�ำตะแกรงมาอยู่ใต้ฝักบัว (aerator) แล้วจึงฉีดน�้ำที่ควบคุมอุณหภูมิตามที่ก�ำหนด 

ให้ท�ำมุม 30 องศา โดยจับตะแกรงให้เอียงพอเหมาะ (ภาพที่ 5) ขั้นตอนนี้มีความส�ำคัญ เพราะถ้าน�้ำที่ฉีดท�ำมุม 

90 องศา จะท�ำให้ชิ้นของ filth หลุดลอดช่องตะแกรงออกไปได้ แรงดันน�้ำที่ฉีดเป็นอีกปัจจัยที่มีผลต่อผลวิเคราะห์ 

ต้องค่อยๆ เพิ่มแรงดันน�้ำจนได้แรงดันท่ีเหมาะสม ต้องระวังไม่ฉีดน�้ำจนล้นตะแกรง จากนั้นฉีดล้างจนน�้ำใสและ 

รวมส่ิงที่ตกค้างไว้ที่ด้านหนึ่งของตะแกรง ถ่ายสิ่งที่ตกค้างลงใน beaker โดยใช้ขวดฉีดน�้ำ (wash bottle) แล้ว 

ตรวจวิเคราะห์ตามขั้นตอนต่อไป       

2.2	 เทคนิคการท�ำให้เย็น (Cooling) การวิเคราะห์ light filth จากตัวอย่างที่เป็นพืช วิธีวิเคราะห์ตาม 

AOAC บางวิธีจะระบุให้ ท�ำให้ตัวอย่างในภาชนะที่วิเคราะห์ให้เย็น โดยใช้ค�ำว่า Cooling แต่ไม่ระบุรายละเอียด จุดนี้

ส�ำคัญมาก กล่าวคือ การ Cooling เช่น ที่ระบุไว้ใน Light  Filth (External) in Grains and Seeds, AOAC 

950.86 จะต้องท�ำให้เย็นลงอย่างรวดเร็วและโดยทันที คือ น�ำไปแช่ไว้ในอ่างน�้ำเย็นเพื่อป้องกันไม่ให้ฟองอากาศเข้าไป

ในเนื้อเยื่อพืช ซึ่งจะท�ำให้ชิ้นส่วนพืชลอยขึ้นมาในชั้นน�้ำมันปะปนกับชิ้นของ filth มีผลให้ในขั้นตอนการ drained off 

ของ percolator หรือการ trapped off  ของ trapped  flask จะท�ำให้กระดาษกรองตันไม่สามารถกรองตัวอย่างได้ 

นอกจากนั้นการลดอุณหภูมิต้องไม่ลดให้อุณหภูมิต�่ำกว่าอุณหภูมิที่ก�ำหนด เช่น การวิเคราะห์ Light  Filth in Whole 
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Wheat Flour, AOAC 971.32 ก�ำหนดอุณหภูมิ Cooling 23 ± 2 ํC, Light Filth in Bean Paste, AOAC 993.28 

ก�ำหนดอุณหภูมิ Cooling 28-30 ํC เพราะจะท�ำให้เนื้อตัวอย่างจับตัวกันเป็นก้อน ไม่สามารถวิเคราะห์ต่อได้ 

2.3	 ขั้นตอนการใช้ Wildman trap flask (ภาพที่ 6)  เมื่อคนตัวอย่างโดยใช้ metal rod ใน trapped 

flask จะต้องคนชั้นน�้ำมันให้แตกกระจายไปทั่ว flask เพื่อให้น�้ำมันจับ light filth ได้ทั้งหมด โดยที่ขณะคนต้องระวัง

ไม่ให้เกิดฟองอากาศ เพื่อไม่ให้ชิ้นส่วนพืชหรืออาหารที่ตรวจลอยขึ้นมาในชั้นน�้ำมัน

	 การ trapped off พิจารณาจากภาพที่ 3 ระยะระหว่าง oily layer และ rubber pad จะต้องเท่ากับ 

หรือมากกว่า 1 เซนติเมตร เพื่อให้เก็บ light filth ได้หมดนั่นเอง กล่าวคือ light filth ไม่ได้อยู่เฉพาะใน oily 

layer และตรงรอยต่อระหว่างชั้นน�้ำมันกับน�้ำเท่านั้น

2.4	 ในขัน้ตอนการกรองตวัอย่าง ให้ใช้ตะแกรงลวด (มุง้ลวด) ทีต่ดัได้ขนาดพอดกีบักรวยกรองรองรบัแผ่น

กระดาษกรอง (ภาพที่ 7) เพื่อให้มีช่องว่างระหว่างกรวยกับกระดาษกรอง จะท�ำให้การกรองตัวอย่างสะดวกมากขึ้น

	 กระดาษกรองจะต้องมีเส้นผ่านศนูย์กลางใหญ่กว่า funnel ทีใ่ช้กรอง โดยพบักระดาษกรองให้เป็นขอบ 

ป้องกัน light filth หลุดลอดออกไปจากกระดาษกรอง

2.5 ขั้นตอนการตรวจ light filth ภายใต้ widefield zoom stereoscopic microscope เป็นขั้นตอนที่

ส�ำคญัไม่ยิง่หย่อนไปกว่าขัน้ตอนการเตรยีมตวัอย่างและการตรวจวเิคราะห์สิง่แปลกปลอม ผูว้เิคราะห์ต้องมเีก้าอีน้ัง่ทีม่ี

ระดับเหมาะสม เนื่องจากถ้าตัวอย่างที่ตรวจวิเคราะห์สกปรก มี light filth จ�ำนวนมาก ต้องใช้เวลาในการตรวจภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ นอกจากนั้นการปรับแสงและปรับ focus ให้เหมาะสม (ใช้ opaque white background) โดยใช้

เข็มเขี่ยช่วยก็เป็นปัจจัยส�ำคัญ หากปรับไม่เหมาะสมอาจท�ำให้มองไม่เห็น light filth 

 ภาพที่ 6  แสดงการใช้ Wildman trap flask

ภาพที่ 5  Wet  Sieving    

ภาพที่ 7  ตะแกรงลวด
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การตรวจให้เริ่มที่ก�ำลังขยาย 30 เท่า เมื่อพบวัตถุสงสัยให้ใช้ก�ำลังขยายสูงขึ้นที่ 60 เท่าขึ้นไป ซึ่งจะท�ำให้เห็น
รายละเอียดได้มากขึ้น และเลื่อนกระดาษกรองท่ีตรวจไปตามเส้นสีเขียวที่อยู่บนกระดาษกรอง (Whatman No. 8 
Liniert/Ruled) ผู้วิเคราะห์ต้องมีความช�ำนาญในการจ�ำแนกความแตกต่างระหว่าง light filth กับตัวอย่างอาหาร 
ที่อยู่บนกระดาษกรอง หากสงสัยต้องตรวจภายใต้ compound microscope โดยใช้ก�ำลังขยายที่สูงขึ้น กล่าว 
โดยทั่วไป การตรวจจ�ำแนก light filth จะใช้ก�ำลังขยายที่ 100, 200 และ 400 เท่า ตามล�ำดับ

3.	 การจัดท�ำ คัดกรอง รวบรวมภาพถ่ายมาตรฐานของ light filth ที่พบมากในผลิตภัณฑ์อาหารของไทย 
ไว้เป็นหลักฐานอ้างอิง

ถึงแม้ว่าแมลงเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความหลากหลายมากที่สุดในโลก แต่ก็ยังมีวิธีที่สามารถตรวจจ�ำแนกชนิด 
ของแมลงได้ ซึ่งมีเนื้อหาน่าสนใจ ชวนให้ศึกษาค้นคว้า และใช้การสังเกตจากประสบการณ์การวิเคราะห์ ซ่ึง 
ห้องปฏิบัติการทางกายภาพได้ท�ำการรวบรวมภาพถ่ายพร้อมทั้งระบุลักษณะเด่นของ light filth ประเภทเส้นขนของ
สัตว์มีกระดูกสันหลัง ได้แก่ เส้นขนมนุษย์ ขนสุนัข ขนแมว ขนหนู ขนกระต่าย ขนค้างคาว ขนจากส่วนต่าง ๆ 
ของนก ชิ้นส่วนแมลงต่าง ๆ ได้แก่ ขน (setae) บริเวณปีกของผีเสื้อกลางคืน รูขนที่ผิวของแมลง ชิ้นส่วนกราม 
ส่วนหัว ปล้องสุดท้ายของตัว ส่วนขา ส่วนปีก ชิ้นส่วนหนวด (antenna) ของแมลงชนิดต่าง ๆ รวม 38 ภาพ ไว้เป็น
หลักฐานเพื่อการศึกษาเปรียบเทียบและอ้างอิง ตัวอย่างภาพชิ้นส่วนแมลงและเส้นขน แสดงตามภาพที่ 9 ถึงภาพที่ 12

ภาพที่ 9   ขาแมลง (Tarsus) ก�ำลังขยาย 300X 

ภาพที่ 11	 ขนหนู (RAT/MOUSE hair) ชนิด fur hair

		  ก�ำลังขยาย 200X  

ภาพที่ 12	 ขนหนู (RAT/MOUSE hair) ชนิด 

	 guard hair ก�ำลังขยาย 200X

ภาพที่ 10	หนวดแมลง (Antenna)

		  ก�ำลังขยาย 150X     
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บทสรุป

การพัฒนาเทคนิคปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหารครั้งนี้ เป็นการรวบรวมองค์ความรู้จาก

เอกสารวิชาการต่าง ๆ เสริมด้วยเทคนิคปฏิบัติจากผู้เชี่ยวชาญจากต่างประเทศ รวมทั้งประสบการณ์จากการลงมือ 

ปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ของบุคลากรของห้องปฏิบัติการทางกายภาพ ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร 

มกีารจดัท�ำเป็นเอกสารเผยแพร่โดยประสงค์จะให้เกดิประโยชน์ต่อผูว้เิคราะห์ทีเ่ริม่ปฏบิตังิานด้านนี ้เป็นแนวทางปฏบิตัิ

ที่มีรายละเอียดครบถ้วน ผู้เริ่มปฏิบัติงานสามารถศึกษาได้ด้วยตนเอง ช่วยในการด�ำเนินงานวิเคราะห์ได้อย่างถูกต้อง 

ช่วยเพิ่ม % recovery ของผลการตรวจวิเคราะห์ ท�ำให้ผลการวิเคราะห์ใกล้ค่าจริงมากขึ้น เป็นการสร้างความเชื่อมั่น 

ในผลงาน 

การตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหารเป็นที่สนใจของผู้ผลิตอาหารในภาคอุตสาหกรรมเพิ่มมากขึ้น 

ทัง้นีเ้พือ่ใช้ในการควบคมุสขุลกัษณะการผลติในขัน้ตอนต่าง ๆ  ของกระบวนการผลติอาหารประเภทต่าง ๆ   ช่วยพฒันา

ผลิตภัณฑ์ให้สะอาดถูกสุขลักษณะเหมาะสมแก่การบริโภค และเพื่อลดปัญหาการกักกันผลิตภัณฑ์อาหารส่งออกไป

ประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งเป็นตลาดหลักของการส่งออกที่มีก�ำลังซื้อสูง ส่วนหน่วยงานภาครัฐตรวจวิเคราะห์ 

เพื่อวัตถุประสงค์ในการคุ้มครองผู้บริโภค ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหารจึงได้น�ำผลของการพัฒนาเทคนิค

ปฏบิตักิารตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหาร จดัท�ำเป็นรปูเล่มเอกสารเผยแพร่ คอื  คูม่อืการวเิคราะห์สิง่แปลกปลอม

ในอาหาร (light filth) จัดพิมพ์ครั้งที่ 1 โดยส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  

เมื่อพฤศจิกายน 2557 และปัจจุบันได้เพิ่มการเผยแพร่ทาง website ของกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์อีกช่องทางหนึ่ง 

คือ http://dmsc2.dmsc.moph.go.th/webroot/BQSF/File/file_pdf/หนังสือ/light%20filth.pdf เพื่อให้ 

ผู้สนใจสามารถเข้าถึงข้อมูลได้สะดวกยิ่งข้ึน กลุ่มผู้พัฒนาเทคนิคปฏิบัติมุ่งหวังว่าผลการพัฒนาเทคนิคปฏิบัติการ 

ตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหารครั้งนี้ จะช่วยให้ผู้วิเคราะห์ซึ่งเริ่มงานใหม่จะสามารถท�ำความเข้าใจได้ด้วยตนเอง 

สามารถน�ำไปใช้ในการพัฒนาบุคลากรของห้องปฏิบัติการที่เกี่ยวข้องทั้งภาครัฐและเอกชน เพื่อการสร้างผลงาน 

ที่มีคุณภาพสูงเป็นที่น่าเชื่อถือ น�ำไปใช้ในการพัฒนาคุณภาพผลิตภัณฑ์สินค้าอาหารของไทยให้สะอาดถูกสุขลักษณะ 

เพื่อคุ้มครองผู้บริโภค และสร้างความมั่นใจในการตรวจปล่อยสินค้าอาหารส่งออกได้เป็นอย่างดี

กิตติกรรมประกาศ
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แนวทางการเพิ่มประสิทธิภาพการทดสอบหา

light filth

ทนงพันธ์  สัจจปาละ
ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000 
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บทน�ำ

Light filth(1) หมายถึง สิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจ ไม่เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค มีลักษณะเป็นชิ้นเล็ก ๆ 

(particles) ลอยในชั้นน�้ำมัน แยกจากผลิตภัณฑ์อาหารได้โดยใช้ส่วนผสมที่เป็นของเหลวที่มีช้ันน�้ำมัน ตัวอย่าง 

light filth เช่น แมลงทั้งตัว ชิ้นส่วนของแมลง ขนสัตว์ฟันแทะ เส้นขนของคน ขนนก (feather barbules)  

Light filth ที่พบในอาหารเป็นสิ่งบ่งชี้ว่าสุขลักษณะของการผลิตอาหารเป็นอย่างไร มีกระบวนการผลิต 

ที่ถูกต้องตามหลักสุขาภิบาลในการผลิตอาหารหรือไม่(2) light filth จึงเป็นสิ่งที่ปนปลอมที่น่ารังเกียจที่อาจพบได้ 

ในผลิตภณัฑ์อาหาร วัตถดุบิหรอืส่วนประกอบอืน่ของอาหารทัว่ไป ซึง่อาจจะเกดิจากภาวะหรอืวธิปีฏบิตัทิีไ่ม่พงึประสงค์

ในกระบวนการผลิต การเก็บ และการกระจายผลิตภัณฑ์ โดยมาจากการปนเปื้อนด้วยชิ้นส่วนหรือผลิตภัณฑ์จากสัตว์ 

น�ำโรค หรอืแมลงท่ีไม่พงึประสงค์ลงไปในผลติภณัฑ์ ชิน้ส่วนของสตัว์หรอืแมลงทีไ่ม่พงึประสงค์เหล่านีอ้าจจะเป็นขนหนู

หรือขาแมลงสาบ ส่ิงปนปลอมเหล่าน้ีเป็นสิ่งน่ารังเกียจส�ำหรับผู้บริโภค เนื่องจากอาจเป็นพาหะของเชื้อโรคหรือ 

ก่อให้เกิดอาการภูมิแพ้ในผู้บริโภคได้

องค์การอาหารและยาของสหรฐัอเมรกิา (Food and Drug Administration หรอื US.FDA.) จะพจิารณา

ตามเกณฑ์ Defect Action Levels (DAL) โดยมีเกณฑ์ก�ำหนดไว้ส�ำหรับ light filth ในอาหารบางประเภท 

(ตารางที่ 1)
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ตารางที่ 1  เกณฑ์ Defect Action Levels (DAL)(3)

ประเภทอาหาร	 รายการที่ตรวจพบ	 เกณฑ์ที่ก�ำหนด

Curry Powder	 Insect filth	 Average of 100 or more insect fragments per 25

	 (AOAC 975.48)	 grams

	 Rodent filth	 Average of 4 or more rodent hairs per 25 grams

	 (AOAC 975.48)	

Macaroni and Noodle	 Insect filth	 Average of 225 insect fragments or more per 25

	 (AOAC 969.41)	 grams in 6 or more subsamples

	 Rodent filth	 Average of 4.5 rodent hairs or more per 25 grams

	 (AOAC 969.41)	 in 6 or more subsamples

Peanut Butter	 Insect filth	 Average of 30 or more insect fragments per 100

	 (AOAC 968.35)	 grams

	 Rodent filth	 Average of 1 or more rodent hairs per 100 grams

	 (AOAC 968.35)	

Pepper, Ground	 Insect filth	 Average of 475 or more insect fragments per 50

	 (AOAC 972.40)	 grams

	 Rodent filth	 Average of 2 or more rodent hairs per 50 grams

	 (AOAC 972.40)

		 การพัฒนาแนวทางการเพิ่มประสิทธิภาพห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหารของโรงงานผลิต 

อาหารจึงมีความจ�ำเป็นที่จะต้องด�ำเนินการเพื่อเสริมสร้างขีดความสามารถในการพึ่งตนเองด้านการควบคุมสุขาภิบาล

อาหารของโรงงาน วิธกีารเพิม่ประสทิธภิาพห้องปฏบิตักิารตรวจวเิคราะห์ light filth ในอาหารส�ำหรบัภาคอตุสาหกรรม 

ท�ำได้โดยการฝึกอบรมบุคลากรผู้วิเคราะห์ให้มีความรู้ ความเข้าใจในการตรวจหาสิ่งปนปลอมเหล่านี้ เพื่อควบคุมดูแล

ผลติภณัฑ์ทีผ่ลติให้ได้ตามมาตรฐานท่ีก�ำหนด ซ่ึงจะเป็นการเพิม่โอกาสในการแข่งขนัสูต่ลาดการค้าอาหารระหว่างประเทศ 

โดยเฉพาะประเทศสหรฐัอเมรกิาซึง่มีความเข้มงวดเรือ่ง light filth ในอาหาร  การพฒันาหลกัสตูรและให้การฝึกอบรม

จะช่วยให้ผู ้เข้ารับการอบรมได้เข้าใจและตระหนักถึงความส�ำคัญของส่ิงปนปลอม และน�ำไปสู่ความระมัดระวัง 

ในกระบวนการผลิตมากขึ้น  ส่งเสริมให้ได้ผลิตภัณฑ์อาหารที่มีคุณภาพตามมาตรฐานสากลเป็นที่ต้องการของประเทศ

คูค้่า ลดการสูญเสยีทางเศรษฐกจิ และเป็นแนวทางหนึง่ทีจ่ะท�ำให้อตุสาหกรรมการผลติอาหารของประเทศมคีวามยัง่ยนื   

ส�ำนกัคณุภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ เลง็เหน็ความส�ำคัญของเรือ่งดงักล่าว จงึด�ำเนนิการ

พัฒนาหลักสูตรและจัดฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการเพื่อพัฒนาศักยภาพบุคลากรห้องปฏิบัติการทั้งจากภาครัฐและเอกชน 

ในการตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหารชนิดต่าง ๆ

การด�ำเนินงาน

I.	 พัฒนาหลักสูตรฝึกอบรมส�ำหรบัผูต้รวจวเิคราะห์ เพือ่เพิม่ศกัยภาพและความช�ำนาญในการตรวจวเิคราะห์ 

light filth ในอาหารชนิดต่างๆ เน้นการให้ความรู้เก่ียวกับการใช้เครื่องมือและอุปกรณ์ รวมทั้งเทคนิคในการตรวจ

วิเคราะห์ที่ถูกต้อง
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II.	 จัดฝึกอบรมตามหลักสูตรที่พัฒนาขึ้นโดยวิทยากรผู้ให้การอบรม คือ บุคลากรระดับช�ำนาญการของ 

ห้องปฏิบัติการทางกายภาพ	

I.	 การพัฒนาหลักสูตรการฝึกอบรมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพห้องปฏิบัติการตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหาร

1.	 ผู้พัฒนาหลักสูตรได้ก�ำหนดวัตถุประสงค์เพื่อให้ผู้เข้ารับการอบรมได้รับความรู้เบื้องต้นในการตรวจ

วิเคราะห์ light filth ที่เกี่ยวกับการเลือกวิธีวิเคราะห์ให้เหมาะสมกับชนิดอาหาร ได้เรียนรู้เทคนิคปฏิบัติที่ไม่มีระบุไว้

ในวิธีวิเคราะห์ที่เป็นมาตรฐาน มีความเข้าใจวิธีการจัดหา การใช้บ�ำรุงรักษาเครื่องมือ อุปกรณ์ประกอบการวิเคราะห ์

ซึ่งค่อนข้างเฉพาะเจาะจง เช่น ตะแกรง (sieve), trap flask, percolator, widefield zoom streoscopic 

microscope ให้ท�ำความคุน้เคยกบัภาพขยายของ light filth ประเภทขนสตัว์ต่างๆ ช้ินส่วนของแมลงและตวัไร เป็นต้น 

เพื่อให้สามารถวินิจฉัยสิ่งที่ตรวจพบได้ถูกต้อง

2.	 การก�ำหนดหัวข้อเนื้อหาของหลักสูตรได้ค�ำนึงถึงผลที่จะเกิดขึ้นตามวัตถุประสงค์ที่ได้ก�ำหนดไว้ และ 

ให้เหมาะสมกับระยะเวลาฝึกอบรม 2 วัน ดังนี้

	 วันที่ 1			   ภาคบรรยาย

			   -	 ความส�ำคัญของ light filth ในอาหาร

                                         	 -	 เกณฑ์ก�ำหนดมาตรฐาน US.FDA Food Defect Action Levels

			   - 	 การเลือกวิธีวิเคราะห์ light filth ในอาหารชนิดต่าง ๆ

			   - 	 ความรู้พื้นฐานด้านอุปกรณ์ สารเคมี และวิธีที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ 

			   - 	 ลักษณะทั่วไปของ insect cuticle และโครงสร้างของขน

			   - 	 การควบคุมคุณภาพผลการตรวจวิเคราะห์				  

	 วันที่ 2 			    ภาคปฏิบัติ 

			   -	 ฝึกเทคนิคปฏิบัติส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์ light filth ในอาหาร 

ชนิดต่างๆ โดยใช้วิธีมาตรฐานที่ก�ำหนดไว้ใน Official Methods of 

Analysis of AOAC International (AOAC) 19th ed., 2012. 

เป็นหลัก ส�ำหรับตัวอย่างกุ้งแช่แข็ง ใช้วิธี Laboratory Information 

Bulletin No. 3172. Rapid Procedure for the Examination of 

Shrimp for Filth.

                                         	 -	 ฝึกการจ�ำแนกชิ้นส่วนแมลง เส้นขนมนุษย์ ขนหนู ขนแมว/ขนสุนัข  

ที่มักตรวจพบได้จากอาหารของประเทศไทย

                                         	 -	 ประเมินผล ซักถามปัญหา และมอบประกาศนียบัตร

3. 	 การก�ำหนดวิธีการวัดและประเมินผลการฝึกอบรม

การวัดผลท�ำโดยให้ผู้เข้ารับการฝึกอบรมระบุชนิด light filth จาก authentic  slide จ�ำนวน 10 slides 

เกณฑ์การประเมิน ผู้ผ่านการอบรมต้องระบุสิ่งปนปลอมได้ถูกต้อง จ�ำนวน 8 slides ขึ้นไป

II.	ผลการจัดฝึกอบรมตามหลักสูตรที่พัฒนาขึ้น

ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร โดยห้องปฏิบัติการทางกายภาพ ได้จัดฝึกอบรมหลักสูตรที่พัฒนา

ขึ้นตั้งแต่ปี พ.ศ. 2542 ถึงปัจจุบัน ให้แก่ห้องปฏิบัติการของโรงงานผลิตอาหาร 17 แห่ง บุคลากรจากภาคเอกชน

จ�ำนวน 34 คน และฝึกอบรมให้ผูว้เิคราะห์ของศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ จ�ำนวน 10 แห่ง 

นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ จ�ำนวน 10 คน โดยท�ำให้สามารถใช้วิธีวิเคราะห์ 11 วิธี (ตารางที่ 2)
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จากการประเมินผลการฝึกอบรมจากการสังเกต พบว่าผู้ฝึกอบรมมีความเข้าใจในหลักการพื้นฐาน และ 

การเลือกใช้วัสดุ อุปกรณ์ได้อย่างเหมาะสมและถูกต้อง ส่วนการประเมินความสามารถในการตรวจจ�ำแนกชนิด 

สิ่งปนปลอมที่น่ารังเกียจจาก authentic slide ผู้เข้ารับการฝึกอบรมสามารถระบุชนิดสิ่งปนปลอมได้ถูกต้องจ�ำนวน 

8 ถึง 10 slides ผู้เข้าการฝึกอบรมจึงผ่านการประเมินทุกคน

สรุป

จากการจดัฝึกอบรมตามหลกัสตูรท่ีพฒันาขึน้จนถงึปัจจบุนั มอีงค์กรภาคเอกชน จ�ำนวน 17 องค์กร และศนูย์

วทิยาศาสตร์การแพทย์ จ�ำนวน 10 แห่ง ทีส่นใจส่งบคุลากรเข้ารบัการอบรมทัง้สิน้รวม 44 คน ในภาพรวม การทีผู่เ้ข้ารบั 

การอบรมได้ลงมือวิเคราะห์ตัวอย่างที่ตนเองรับผิดชอบการตรวจวิเคราะห์ light filth นอกจากจะวิเคราะห์ได้อย่าง 

ถกูต้องตามข้ันตอนทีวิ่ธมีาตรฐานก�ำหนดแล้ว ยงัได้รบัความรู ้ความเข้าใจซึง่เป็นเทคนคิพเิศษ เช่น การท�ำ wet sieve, 

การ drained off โดยใช้ percolator, การ  trapped off  โดยใช้ Wildman trapped flask, การกรอง นอกจากนี้ยัง 

สามารถตรวจจ�ำแนกชนิดสิ่งปนปลอม เช่น เส้นผม ขนแมว/ขนสุนัข ขนหนู ชิ้นส่วนแมลง ได้อย่างถูกต้อง การด�ำเนิน

งานพัฒนาหลักสูตรและจัดฝึกอบรมโดยห้องปฏิบัติการทางกายภาพ ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร จึงเป็น 

การเพิ่มจ�ำนวนบุคลากรผู้มีขีดความสามารถในการทดสอบหา light filth ซึ่งเป็นตัวชี้วัดสุขลักษณะอาหารได้ใน 

ระดับหนึ่งทั้งในภาครัฐและเอกชนได้อย่างเป็นรูปธรรม

ตารางที่ 2 การด�ำเนินงานฝึกอบรมตั้งแต่ปี พ.ศ. 2542 ถึงปัจจุบัน

		  จ�ำนวน	 จ�ำนวนผู้ผ่าน	 ชนิดตัวอย่าง
	 เดือนปี				    วิธีวิเคราะห์ที่ใช้
		  ห้องปฏิบัติการ	 การอบรม	 ที่ใช้ฝึกอบรม

		  (แห่ง)	 (คน)		

ส.ค. 2542	 7	 12	 กุ้งแช่แข็ง	 Laboratory Information Bulletin No. 3172(4)

ก.พ. 2549	 5	 6	 มักกะโรนีและ 	 AOAC (2012) 969.41(1)

				    สปาเก็ตตี้	

มี.ค. 2549	 1	 3	 อาหารเช้าธัญพืช	 AOAC (2012) 970.71(1)

				    Cereal breakfast
				    (Corn and Rice)	

ส.ค. 2551	 10*	 10	 เส้นก๋วยเตี๋ยว	 AOAC (2012) 982.32 B. (b)(1)

				    แป้งข้าวจ้าว	 AOAC (2012) 982.32 A. (a)(1)

พ.ย. 2551	 1	 4	 นมผง	 AOAC (2012) 960.49 A.(1)

				    ผง spinach	 AOAC (2012) 974.33(1)

				    และผง apple	 AOAC (2012) 977.24(1)

ก.ย. 2553	 1	 4	 แป้งข้าวโพด	 AOAC (2012) 965.39(1)

				    ใบชา	 AOAC (2012) 981.18(1)

				    ผงโกโก้	 AOAC (2012) 965.38(1)

				    อาหารเช้าธัญพืช	 AOAC (2012) 970.71(1)

				    Cereal breakfast 
				    (Corn and Rice)	

มิ.ย. 2556	 1	 2	 เส้นก๋วยเตี๋ยว	 AOAC (2012) 969.41(1)

พ.ย. 2556	 1	 3	 ครีมเทียมผง 	 AOAC (2012) 960.49A.(1)

				    แป้งร�ำข้าว	 AOAC (2012) 982.32A.(1)

หมายเหตุ *เป็นศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จ�ำนวน 10 แห่ง



แนวทางการเพ่ิมประสทิธภิาพการทดสอบหา light filth	 ทนงพนัธ์  สจัจปาละ

325วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 57 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2558

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ นางสาวจันทร์ฉาย  แจ้งสว่าง และนางลดัดาวลัย์   โรจนพรรณทพิย์ อดตีผู้อ�ำนวยการส�ำนกัคณุภาพ

และความปลอดภยัอาหาร รวมท้ังนางสาวจารวุรรณ ลิม้สจัจะสกลุ  ผูอ้�ำนวยการส�ำนกัคณุภาพและความปลอดภยัอาหาร 

ที่ได้สนับสนุนให้มีการด�ำเนินงานเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการทดสอบหา light filth ในครั้งนี้
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2014 May 28]; [4 screens]. Available from: URL: www.fda.gov/food/guidanceregulation/guidanced-
ocumentsregulatoryinformation/UCMO56174-htm

	 4.	 Olsen AR, The Center for Food Safety and Applied Nutrition, Food and Drug Administration, 
USA. LaboratoryInformation Bulletin No. 3172. Rapid Procedure for the Examination of Shrimp for  
Filth.1988. p. 1.
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