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บทคัดย่อ  ปัจจุบันรัฐบาลและกระทรวงสาธารณสุข ส่งเสริมให้มีการใช้ยาจากสมุนไพรและยาแผนโบราณซึ่งเป็นภูมิปัญญา
พื้นบ้าน ประกอบกับกระแสความนิยมในการใช้ผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติสูงขึ้นอย่างรวดเร็ว ผู้ผลิตและหน่วยงานรัฐจึงต้องใส่ใจ
คณุภาพ เพือ่ใหไ้ด้ข้อมลูทีเ่ปน็ประโยชนใ์ชเ้ปน็แนวทางการจดัการและยนืยนัคณุภาพผลติภณัฑ ์ป ีพ.ศ. 2564 กรมวทิยาศาสตร์
การแพทย์ โดยศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 3 นครสวรรค์ และสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข ได้สำ�รวจสถานการณ์ 
การปนเป้ือนเช้ือจลุนิทรียใ์นผลติภณัฑย์าสมนุไพรและยาแผนโบราณ จากผูผ้ลติ 58 ราย ในพืน้ที ่43 จงัหวดั จำ�แนกเปน็ผลติภณัฑ์
โปรดักส์แชมเปี้ยน ผลิตภัณฑ์ที่มียอดจำ�หน่ายสูง และผลิตภัณฑ์เด่น จำ�นวน 26, 11 และ 23 ตามลำ�ดับ รวม 60 ตัวอย่าง 
ผลการตรวจวิเคราะห์และประเมินผลตามตำ�รามาตรฐานยาสมุนไพรไทยฉบับปี 2020 พบไม่ผ่านเกณฑ์ จำ�นวน 13, 3 และ 
12 ตวัอยา่ง รวม 28 ตวัอยา่ง (52 รายการ) คดิเปน็รอ้ยละ 46.7 สาเหต ุไดแ้ก ่total aerobic microbial count, Clostridium spp., 
bile-tolerant gram-negative bacteria, total combined yeast and mold count และ Salmonella spp. 
จำ�นวน 19, 19, 12, 1 และ 1 รายการ ตามลำ�ดบั แบง่เปน็ตวัอยา่งทีผ่ลติจากโรงพยาบาลรฐั 31 ตวัอยา่ง ไมผ่า่นเกณฑ ์8 ตวัอยา่ง 
(ร้อยละ 25.8) และผู้ประกอบการเอกชน 29 ตัวอย่าง ไม่ผ่านเกณฑ์ 20 ตัวอย่าง (ร้อยละ 69.0) โดยพบผลิตภัณฑ์ 
จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือไม่ผ่านเกณฑ์สูงสุดคิดเป็นร้อยละ 61.5 ดังนั้นผู้ผลิตจึงควรปฏิบัติตามมาตรฐาน GMP 
ตวัอยา่งเชน่ การลา้งวตัถดุบิดว้ยน้ำ�สะอาด ปอ้งกนัฝุ่นละอองในระหวา่งกระบวนการผลติ อบวตัถุดิบหรอืผงยาทีอุ่ณหภมิูเหมาะสม 
หรือใช้การฉายรังสีแกมมา จะช่วยแก้ไขปัญหาดังกล่าวได้ ข้อมูลสถานการณ์นี้เป็นประโยชน์กับหน่วยงานที่เกี่ยวข้อง 
ในการวางแผนพัฒนาศักยภาพผู้ประกอบการและคุณภาพผลิตภัณฑ์ เพื่อให้ผลิตภัณฑ์ยาสมุนไพรและยาแผนโบราณ 
ของไทยมีคุณภาพมาตรฐาน แพทย์มีความเชื่อมั่นในการใช้และผู้บริโภคมีความปลอดภัย

คำ�สำ�คัญ :  การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์, ยาสมุนไพร, ยาแผนโบราณ 
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บทนำ� 

ปััจจุุบัันรััฐบาลและกระทรวงสาธารณสุุขส่่งเสริิม

ให้ม้ีกีารผลิติและใช้ย้าสมุนุไพรและยาแผนโบราณ มีกีาร

บรรจุุตำรัับยาดัังกล่่าวไว้้ในบััญชีียาหลัักแห่่งชาติิ จำนวน 

71 ตำรัับ(1) และจััดทำแผนแม่่บทแห่่งชาติิว่่าด้้วยการ

พััฒนาสมุุนไพรไทย ฉบัับที่่�  1 พ.ศ. 2560−2564 โดย

กำหนดรายการสมุุนไพรโปรดัักส์์แชมเปี้้�ยน (product 

champion) มิติดิ้า้นศักัยภาพ 5 ชนิดิ ได้แ้ก่ ่กวาวเครือืขาว 

กระชายดำ ขมิ้้�นชััน บั ัวบก และมะขามป้้อม มิ ิติิด้้าน

ความต้้องการ 7 ชนิิด ได้้แก่่ กระชาย พริิก ฟ้้าทะลายโจร 

กระเจี๊๊�ยบแดง หญ้้าหวาน ว่ ่านหางจระเข้้ และไพล(2) 

ส่่งเสริิมให้้โรงพยาบาลของรััฐผลิิตและจ่่ายยาให้้กัับ

ประชาชนผู้้�มารับับริกิาร ซึ่่�งได้ร้ับัความนิยิมและมีปีริมิาณ 

การใช้้สููงขึ้้�นอย่่างต่่อเนื่่�อง โดยยาสมุุนไพรและยาแผน

โบราณที่่�ผลิิตในโรงพยาบาลของรััฐไม่่ต้้องขึ้้�นทะเบีียน

ตำรัับยา ได้้รัับการยกเว้้นตามพระราชบััญญััติิยา พ.ศ.  

2510(3) ส่ วนผลิิตภััณฑ์์ที่่�ต้้องขึ้้�นทะเบีียนตำรัับ ตาม

ประกาศของสำนัักงานคณะกรรมการอาหารและยา ฉบัับ

ประกาศทั่่�วไป เล่ม่ 121 ตอนพิิเศษ 43 ลงวันัที่่� 21 เมษายน 

พ.ศ.   2547 เรื่่�อง หลัักเกณฑ์์การพิิจารณาขึ้้�นทะเบีียน

ตำรัับยาแผนโบราณ เกี่่�ยวกัับมาตรฐานการปนเปื้้�อน 

เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์และโลหะหนััก(4) กำหนดว่่าผลิิตภััณฑ์์ 

ต้้องไม่่พบการปนเปื้้�อน Staphylococcus aureus, 

Salmonella spp. และ Clostridium spp. ซึ่่� งข้้อ

กำหนดดัังกล่่าวใช้้เป็็นเกณฑ์์ในการพิิจารณาขึ้้�นทะเบีียน

ยาแผนโบราณและยาจากสมุุนไพรด้้านการปนเปื้้�อนเชื้้�อ

จุุลิินทรีีย์์ และสำนัักงานสาธารณสุุขจัังหวััดใช้้เป็็นเกณฑ์์ 

ในการเฝ้้าระวัังคุุณภาพของผลิิตภััณฑ์์ ปลายปีี 2564 

ได้้มีีการเปลี่่�ยนแปลงข้้อกำหนดด้้านจุุลิินทรีีย์์ ตาม

ประกาศกระทรวงสาธารณสุุข เรื่่�อง เกณฑ์์มาตรฐาน

ค่่าความบริิสุุทธ์์ หรืือคุุณลัักษณะอื่่�นอัันมีีความสำคััญ 

ต่อ่คุณุภาพ สำหรับัตำรัับผลิิตภััณฑ์ส์มุนุไพรที่่�ขึ้้�นทะเบียีน 

แจ้้งรายละเอีียด หรืือจดแจ้้ง พ.ศ. 2564 ซึ่่� งได้้ประกาศ 

ในราชกิิจจานุเุบกษา วันัที่่� 1 ธันัวาคม 2564 และบังัคับัใช้้ 

เมื่่�อพ้้นกำหนด 90 วั ัน นั ับแต่่วัันประกาศในราชกิิจจา  

นุเุบกษา(5) ซึ่่�งการเฝ้้าระวังัคุณุภาพผลิิตภัณัฑ์ย์าสมุนุไพร

และยาแผนโบราณเพื่่�อการคุ้้�มครองผู้้�บริิโภคของประเทศ 

ดำเนิินการโดยสำนัักงานคณะกรรมการอาหารและยา 

ซึ่่�งจะมีีการสุ่่�มเก็็บตััวอย่่างตามแผนเก็็บตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์

สุุขภาพ โดยสำนัักงานสาธารณสุุขจัังหวััดทั่่�วประเทศ 

จัังหวััดละ 1 ตััวอย่่างต่่อปีี ส่่งตรวจ ณ สำนัักยาและวััตถุุ

เสพติิดและศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทั่่�วประเทศ 

จากข้้อมููลการตรวจวิิเคราะห์์ยาสมุุนไพรและยา

แผนโบราณ ซึ่่�งศูนูย์วิ์ิทยาศาสตร์ก์ารแพทย์ท์ี่่� 3 นครสวรรค์์ 

ได้ร้ับัจากสำนัักงานสาธารณสุุขจังัหวัดัและผู้้�ประกอบการ

เอกชนในพื้้�นที่่�เขตสุุขภาพที่่�  3, 4 และตััวอย่่างภายใต้้ 

โครงการคุุณภาพสมุุนไพรไทยของกรมวิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ ระหว่่างปีี พ.ศ. 2554−2563 จำนวน 422 

ตััวอย่่าง ตรวจพบ Clostridium spp. 110 ตั วอย่่าง 

เมื่่�อตรวจยืืนยัันชนิิดพัันธุ์์�ด้้วยวิิธีีทดสอบคุุณสมบััติิทาง

ชีีวเคมีี โดยสถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข พบ 

เป็็น Clostridium perfringens, Clostridium 

bifermentans, Clostridium sordellii, Clostridium 

sporogenes และ Clostridium sp. จำนวน 69, 19, 

5, 3 และ 34 ตั วอย่่าง ตามลำดัับ ซึ่่� งบางตััวอย่่าง 

พบการปนเปื้้�อนร่่วม 2 ชนิิดพัันธุ์์� โดย C. perfringens 

เป็็นเชื้้�อแบคทีีเรีียแกรมบวก รู ปท่่อน เจริิญแบบไม่่ใช้้ 

ออกซิิเจน สร้้างสปอร์์ ทนความแห้้งแล้้งได้้ดีี พบ

ได้้ทั่่�วไปในธรรมชาติิ ดิ น น้ ำ ทางเดิินอาหารของคน 

และสัตัว์ ์ก่อ่ให้เ้กิดิโรคอาหารเป็็นพิษิ (food poisoning) 

โรคท้อ้งร่่วงที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกัับการใช้ย้าปฏิชิีวีนะ (antibiotic- 

associated diarrhea) โรคท้้องร่่วง (sporadic 

diarrhea) เนื้้�อตายเน่า่  (gas gangrene) ทำให้ต้ิดิเชื้้�อ

ในกระแสเลืือด(6,7) C.perfringens ถู ูกจำแนกออกเป็็น 

7 กลุ่่�ม คืือ type A, B, C, D, E, F และ G ตามความ

สามารถในการสร้้างสารพิิษ toxinotypes กลุ่่�มสำคััญ 

ชนิดิต่า่งๆ ได้แ้ก่่ อัลฟา (Alpha: ∝), เบตา (Beta: β), 
เอปไซลอน (Epsilon: ε), ไอโอตา (Iota: ι), เอนเทอโร
ท็อ็กซิิน (enterotoxin CPE) และ necrotic toxin netB(8) 

มีรีายงานพบ toxinotypes A, F, G, binary enterotoxin 

(BEC/CPILE) และ beta2 toxin ในตััวอย่่างเชื้้�อ 

C. perfringens จำนวน 585 ตั วอย่่าง ที่่� แยกได้้จาก 

ผู้้�ป่ว่ยในฮอกไกโด ประเทศญี่่�ปุ่่�น ระหว่่างเดืือนพฤษภาคม 

2562 ถึงธัันวาคม 2563 โดยพบ toxinotypes A สูงูที่่�สุด 

คืือ ร้้อยละ 68.2 ตามด้้วย type F ร้้อยละ 31.6  type G 
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ร้้อยละ 0.2 พบ binary enterotoxin (BEC/CPILE) 

1 ตััวอย่่าง และ beta2 toxin 6 ตััวอย่่าง(6)

ดัังนั้้�นการศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อสำรวจ

สถานการณ์์คุุณภาพด้้านการปนเปื้้�อนของเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ 

ในผลิิตภััณฑ์์ยาสมุุนไพรและยาแผนโบราณของประเทศ 

โดยตรวจวิิเคราะห์์หาปริิมาณและชนิิดของจุุลิินทรีีย์์ 

ปนเปื้้�อน ประกอบด้้วยจำนวนของจุุลินิทรีีย์ท์ี่่�เจริญิเติิบโต

โดยใช้้อากาศ (total aerobic microbial count) 

จำนวนรวมของยีีสต์์และรา (total combined yeasts 

and moulds count) แบคทีีเรีียแกรมลบที่่�ทนน้้ำดีี  

(bile-tolerant gram negative bacteria) Escherichia

coli, S.  aureus, Salmonella spp. และ Clostridium 

spp. จากนั้้�นประเมิินผลตามตำรามาตรฐานยาสมุุนไพรไทย 

(Thai Herbal Pharmacopoeia 2020; THP 2020)(9)

และตรวจยืืนยัันชนิิดพัันธุ์์�ของเชื้้�อ Clostridium spp.  

รวมถึงึตรวจหาสารพิษิของเชื้้�อ C. perfringens ที่่�พบ เพื่่�อ 

เป็็นข้้อมููลนำเข้้าใช้้เป็็นแนวทางการจััดการยาสมุุนไพร 

และยาแผนโบราณ เพื่่�อการคุ้้�มครองผู้้�บริิโภค พัฒนาศัักยภาพ 

ผู้้�ผลิิต ยกระดับัคุุณภาพผลิติภััณฑ์ใ์ห้เ้ป็น็ไปตามกฎหมาย

กำหนด ส่ ่งเสริิมความมั่่�นคงด้้านยาและเวชภััณฑ์์และ 

การคุ้้�มครองผู้้�บริิโภคต่่อไป 

วัสดุและวิธีการ 

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ศึึกษา

ตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์ยาสมุุนไพรและยาแผนโบราณ 

จำนวน 60 ตััวอย่่าง เก็็บโดยศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์  

15 แห่่ง ทั่่�วประเทศแห่่งละ 4 ผลิิตภััณฑ์์  โดยคััดเลืือก 

จากผู้้�ผลิิตที่่�พร้้อมให้้ข้้อมููลในการพััฒนา 58 ราย จาก

พื้้�นที่่�  43 จั ังหวััด เก็็บตััวอย่่างระหว่่างเดืือนเมษายน 

ถึึง สิิงหาคม 2564 ดัังนี้้� 

ผลิิตภััณฑ์์โปรดัักส์์แชมเปี้้�ยน จำนวน 26 ตััวอย่่าง 

ได้้แก่่ ฟ้้าทะลายโจรแคปซููล ขมิ้้�นชัันแคปซููล และ 

กวาวเครืือขาวแคปซููล จำนวน 13, 11 และ 2 ตััวอย่่าง

ตามลำดัับ 

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีียอดจำหน่่ายสููง จำนวน 11 ตััวอย่่าง 

ได้้แก่่ ชาชงรางจืืด ยาบรรเทาริิดสีีดวงทวารแคปซููล ขิ ิง

แคปซููล ยาผสมเพชรสัังฆาตแคปซููล และมะขามแขก

แคปซููล จำนวน 1, 2, 3, 3 และ 2 ตััวอย่่าง 

ผลิิตภััณฑ์์เด่่นเป็็นอััตลัักษณ์์ของพื้้�นที่่� จำนวน 23 

ตัวัอย่า่ง ได้แ้ก่ ่ยาแผนโบราณชนิดิน้ำ้ ยาแผนโบราณชนิดิ

ผง ยาแคปซููลอื่่�นๆ และยาลููกกลอน จำนวน 2, 5, 12 และ 

4 ตััวอย่่าง ตามลำดัับ

จำแนกได้้เป็็นตััวอย่่างยาสมุุนไพรที่่�ผลิิตจาก 

โรงพยาบาลของรััฐ จำนวน 31 ตั วอย่่าง และผลิิต 

จากสถานที่่�ผลิิตเอกชน จำนวน 29 ตััวอย่่าง 

การตรวจวิิเคราะห์์หาการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ตาม 

THP 2020(9): ตรวจวิิเคราะห์์โดยห้้องปฏิิบััติิการยา 

ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 3 นครสวรรค์์

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

ตู้้�อบเพาะเชื้้�ออุุณหภููมิิ 22.5±2.5 องศาเซลเซีียส 

(MMM, Germany) ตู้้�อบเพาะเชื้้�ออุุณหภููมิิ 32.5±2.5 

องศาเซลเซีียส (SHEL LAB, USA) ตู้้� อบเพาะเชื้้�อ

แบบไร้้อากาศ อุ ุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส 

(Hirayama, Japan) ตู้้� ปราศจากเชื้้�อ (ESCO,  

Singapore) เครื่่�องวัดัค่า่การนำกระแสไฟฟ้า้ (Mettler- 

Toledo, Germany) เครื่่�องวััดความเป็็นกรด-ด่่าง 

(Sartorius, Germany) เครื่่�องนึ่่� งทำลายเชื้้�อ 

(Hirayama, Japan) และเครื่่�องชั่่�งไฟฟ้า้ความละเอียีด

ทศนิิยม 2 ตำแหน่่ง (Sartorius, Germany) 

เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน 

เชื้้�อจุลุินิทรียี์ม์าตรฐานสำหรับัทดสอบคุณุสมบัตัิขิอง 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ (growth-promoting and inhibitory 

properties of the media) และทดสอบความเหมาะสม 

ของวิิธีี (suitability of the test) ได้้รัับจากศููนย์์

เก็็บรัักษาและรวบรวมสายพัันธุ์์�จุุลิินทรีีย์์ทางการแพทย์์ 

สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข 

สำหรัับการทดสอบหาการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์

ตาม THP 2020 ประกอบด้้วยเชื้้�อแบคทีีเรีียที่่�เจริิญ 

โดยใช้อ้อกซิเิจน (aerobic bacteria): Pseudomonas 

aeruginosa DMST 15501, Bacillus subtilis 

DMST 15896, E. coli DMST 15537, S. aureus 

DMST 8013 และ Salmonella Abony DMST 

21863 แบคทีเีรียีที่่�เจริญิโดยไม่ใ่ช้อ้อกซิเิจน (anaerobic 

bacteria): C. sporogenes DMST 15536 ยี ีสต์์ 
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(yeasts): Candida albicans DMST 5815 และรา 

(moulds): Aspergillus niger DMST 15538

การตรวจหาชนิิดพัันธุ์์�ของเชื้้�อ Clostridium spp. 

ประกอบด้้วย C. perfringens ATCC 13124,  

C. sporogenes ATCC 11437, C. sordellii ATCC 

9714 และ C. bifermentans LMG 3029

การตรวจหาสารพิิษของเชื้้�อ C. perfringens 

ประกอบด้้วย C. perfringens type A ATCC 13124, 

C. perfringens type B NCTC 4964, C. perfringens 

type C NCTC 10719, C. perfringens type D NCTC 

8346, C. perfringens type E NCTC 8084 และ 

C. perfringens type A with enterotoxin DMST 

51427

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อและสารเคมีี ตาม THP 2020(9)

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ: trypticase soy agar (TSA), 

sabouraud dextrose agar (SDA), trypticase 

soy broth (TSB), baird-parker agar (BPA), 

rappaport–vassiliadis broth (RVS), brilliant 

green agar (BGA), xylose-lysine desoxycholate 

agar (XLD), bismuth sulfite agar (BSA), 

crystal violet-neutral red-bile-dextrose agar 

(VRBD), macconkey broth (MCB), macconkey 

agar (MCA), levine eosin-methylene blue agar 

(EMB), reinforced clostridia medium (RCM), 

cooked-meat medium (CMM), MR-VP broth, 

tryptone broth, Koser’s citrate, nutrient agar 

(NA), peptone, egg yolk tellurite (Difco, 

France), enterobacteria enrichment medium 

(EEM), columbia agar (CBA), tetrathionate 

medium (TTM) (Merck, Germany), soy lecithin 

(Lecico, Germany), coagulase plasma rabbit 

with EDTA (BD BBLTM, France)

สารเคมีี analytical grade: 30% hydrogen 

peroxide, hydrochloric acid, glacial acetic acid, 

sulfuric acid, potassium hydroxide, alpha napthol, 

Kovac’s indole reagent (Merck, Germany), 

sodium hydroxide, potassium dihydrogen  

phosphate dehydrate, sodium chloride (Carlo 

Erba, Italy), gentamicin sulfate, chloramphenicol 

(Sigma Aldrich, USA), disodium hydrogen-

phosphate heptahydrate, methyl red (PanReac, 

Spain), polysorbate 80 (Acros Organics, Belgium), 

liquid paraffin (LabChem, USA) gram stain set 

(CLINAG, Thailand) 

สารละลายสำหรัับเจืือจางตััวอย่่าง (diluent): 

buffered sodium chloride-peptone solution with 

0.5% lecithin, 5% polysorbate 80 (BSP-LP)

อาหารเลี้้� ยง เชื้้� อสำหรัับเพิ่่�มจำนวนจุุลิินทรีีย์์ 

(enrichment broth):trypticase soy broth 

with 0.5% lecithin, 5% polysorbate 80 (TSB-LP)  

และ reinforce clostridial medium with 0.5% 

lecithin, 5% polysorbate 80 (RCM-LP) 

การทดสอบความเหมาะสมของวิิธีีวิิเคราะห์์

ตััวอย่่างอาจมีีคุุณสมบััติิยัับยั้้�งการเจริิญของเชื้้�อ

จุุลิินทรีีย์์ (antimicrobial activity) จากส่่วนประกอบ

ที่่�เป็็นสมุุนไพรหรืือจากสารกัันเสีียที่่�มีอยู่่�ในผลิิตภััณฑ์์ 

จึึงจำเป็็นต้้องทดสอบความเหมาะสมของวิิธีีก่่อนนำ

ตััวอย่่างมาตรวจวิิเคราะห์์กัับเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน และ

มีีการควบคุุมคุุณภาพอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ โดยการตรวจ

วิิเคราะห์์หาปริิมาณเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ปนเปื้้�อน ประกอบด้้วย 

การทดสอบคุุณสมบััติิของอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อในการส่่งเสริิม

การเจริิญของเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ (growth promotion test) 

โดยใช้้เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานที่่�ได้้รัับจากศููนย์์เก็็บรัักษา

และรวบรวมสายพัันธุ์์�จุลินิทรียี์ท์างการแพทย์์ สถาบันัวิจิัยั

วิทิยาศาสตร์์สาธารณสุุข ได้แ้ก่่ Staphylococcus aureus 

DMST 8013, Bacillus subtilis DMST 15896, 

Candida albicans DMST 5815 และ Aspergillus 

niger DMST 15538 ความเหมาะสมของการตรวจ

วิเิคราะห์โ์ดยวิธิีกีารนับัปริมิาณเชื้้�อจุลุินิทรียี์ ์(suitability 

of the counting method) สำหรับัการทดสอบ TAMC 

ใช้้เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน S. aureus DMST 8013, 

Pseudomonas aeruginosa DMST 15501, B. subtilis
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DMST 15896, C. albicans DMST 5815 และ 

A. niger DMST 15538  สำหรัับการทดสอบ TYMC 

ใช้้เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน C. albicans DMST 5815, 

A.niger DMST 15538  และตัวัควบคุมุผลลบ (negative 

controls) การตรวจวิิเคราะห์์หาชนิิดของเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์

ปนเปื้้�อน ประกอบด้้วย การทดสอบคุุณสมบััติิในการส่่ง

เสริิมและยัับยั้้�งการเจริิญของเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ (growth-

promoting and inhibitory properties of the 

media) และความเหมาะสมของวิิธีีทดสอบ (suit-

ability of the test) ใช้้เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน  

S. aureus DMST 8013, P. aeruginosa DMST 

15501, Escherichia coli DMST 15537, Salmonella 

Abony DMST 21863, Clostridium sporogenes 

DMST 15536 และตััวควบคุุมผลลบ (negative  

controls) 

การเตรีียมตััวอย่่าง

สำหรัับการทดสอบหา total aerobic microbial 

count (TAMC), total combined yeasts and moulds 

count (TYMC) bile-tolerant gram-negative 

bacteria, E. coli, S. aureus และ Clostridium 

spp. ชั่่�งตััวอย่่าง 10.0 กรััม เติิม BSP-LP ปริิมาตร 90 

มิลิลิิลิิตร ได้ร้ะดัับการเจืือจางเริ่่�มต้้น 1:10 ผสมให้้เข้้ากััน

 

การทดสอบหา TAMC 

เจือืจางสารละลายตััวอย่่างที่่�ระดัับการเจืือจาง 1:10 

(10-1) ลงครั้้�งละ 10 เท่า่ (10 fold dilution) ด้วย BSP-LP 

จนถึึงระดัับการเจืือจาง 10-5 ปิ เปตสารละลายตััวอย่่าง

ปริิมาตร 1 มิ ลลิิลิิตร ลงในจานเพาะเชื้้�อ ระดัับการเจืือ

จางละ 2 ซ้ ำ เททัับด้้วยอาหาร TSA ที่่�อุุณหภููมิิไม่่เกิิน 

45 องศาเซลเซีียส ปริิมาตร 15−20 มิ ลลิิลิิตรต่่อจาน 

ตั้้�งทิ้้�งไว้ใ้ห้แ้ข็ง็ตัวัที่่�อุณหภูมูิหิ้อ้ง นำไปบ่ม่เพาะที่่�อุณหภูมูิิ 

32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 3−5 วั ัน โดยตรวจ

นัับโคโลนีีในระดัับการเจืือจางที่่�ให้้โคโลนีีเชื้้�อระหว่่าง 

25−250 โคโลนีีต่่อจาน 

การทดสอบหา TYMC

เตรียีมสารละลายตััวอย่า่งเช่่นเดียีวกับัการทดสอบ 

TAMC ตั้้�งแต่่ 10-1 ถึงึ 10-4 แต่เ่พาะเลี้้�ยงในอาหาร SDA 

ซึ่่�งเติิม chloramphenicol 50 มิ ลลิิกรััมต่่อลิิตร และ 

นำไปบ่่มเพาะที่่�อุุณหภููมิิ 22.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลา 5−7 วั น ตรวจนัับโคโลนีีในระดัับการเจืือจางที่่�ให้้

โคโลนีีไม่่เกิิน 50 โคโลนีีต่่อจาน

การทดสอบหา bile-tolerant gram-negative 

bacteria

ชั่่�งตััวอย่่าง 10.0 กรััม เติิม TSB-LP ปริิมาตร 

90 มิ ิลลิิลิิตร ได้้ระดัับการเจืือจาง 1:10 ผสมให้้เข้้ากััน 

นำไปบ่่มเพาะที่่�อุุณหภููมิิ 22.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลาประมาณ 2 ชั่่� วโมง แต่่ไม่่เกิิน 5 ชั่่� วโมง จะได้้เป็็น 

pre-incubation sample จากนั้้�นแยกดำเนิินการ

ทดสอบเชิิงคุุณภาพสำหรัับการตรวจพบ/ไม่่พบ (test for 

absence) และการทดสอบเชิิงปริิมาณ (quantitative 

test) ดัังนี้้�

เชิิงคุุณภาพ: ปิ ิเปต pre-incubation sample 

ปริิมาตร 10 มิ ิลลิิลิิตร (มีีเนื้้�อตััวอย่่าง 1 กรััม) ลงใน

อาหาร EEM ปริิมาตร 100 มิ ิลลิิลิิตร นำไปบ่่มเพาะ

ที่่�อุุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 24−48 

ชั่่�วโมง จากนั้้�นถ่่ายเชื้้�อลงบนอาหาร VRBD บ่ ่มเพาะ

ที่่�อุุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 18−24 

ชั่่�วโมง หากตรวจพบโคโลนีขีอง gram-negative bacteria 

ให้ร้ายงานผลตรวจพบ หากตรวจไม่่พบโคโลนีีดังักล่่าวให้้

รายงานผลตรวจไม่่พบ

เชิิงปริิมาณ : ปิ ิเปต pre-incubation sample 

ปริมิาตร 1 มิลิลิิลิติร ลงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ EEM ปริมิาตร 

9 มิิลลิิลิิตร (มีีเนื้้�อตััวอย่่าง 0.1 กรััม) จากนั้้�นทำการเจืือ

จางต่่อให้้ได้้เนื้้�อตััวอย่่าง 0.01 และ 0.001 กรััม นำไปบ่่ม

เพาะที่่�อุณุหภูมูิ ิ32.5±2.5 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 24−48 

ชั่่�วโมง ถ่่ายเชื้้�อลงบนอาหาร VRBD บ่่มเพาะที่่�อุุณหภููมิิ 

32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 18−24 ชั่่�วโมง ตรวจ

หาโคโลนีีของ gram-negative bacteria รายงานผล

โดยเทียีบกับัค่่า probable number ดังัแสดงในตารางที่่� 1
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การทดสอบหา E. coli

ปิิเปตสารละลายตััวอย่่างที่่�ระดัับการเจืือจาง 

1:10 ปริิมาตร 10 มิ ลลิิลิิตร (มีีเนื้้�อตััวอย่่าง 1 กรััม) 

ลงในอาหาร TSB-LP ปริิมาตร 100 มิ ลลิิลิิตร นำไป

บ่่มเพาะที่่�อุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 

18−24 ชั่่�วโมง จากนั้้�นปิิเปตสารละลายตััวอย่่าง ปริิมาตร 

1 มิิลลิิลิิตร ลงในอาหาร MCB ปริิมาตร 100 มิิลลิิลิิตร 

บ่่มเพาะที่่�อุุณหภููมิิ 43 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 24−48 

ชั่่�วโมง ถ่ายเชื้้�อลงบน MCA บ่มเพาะที่่�อุณหภููมิิ 32.5±2.5 

องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 18−72 ชั่่�วโมง หากพบลัักษณะ

โคโลนีีสีีชมพููหรืือแดง มีีหรืือไม่่มีีโซนรอบโคโลนีี ให้้ถ่่าย

เชื้้�อลงบนอาหาร EMB บ่มเพาะที่่�อุณหภููมิิ 32.5±2.5 

องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 18−24 ชั่่�วโมง หากพบลัักษณะ 

โคโลนีีสีีเ ข้้มมีีจุุดสีีดำตรงกลางมีีประกายเงาโลหะ 

(metallic sheen) ทำการทดสอบยืนืยันัโดยการย้อ้มแกรม 

หากเป็น็ E. coli จะพบ negative rods (cocco-bacilli) 

และทดสอบการใช้้น้้ำตาลบนอาหาร TSI จะพบส่่วน

ของ slant และ butt สี ีเหลืือง (acid) และสร้้างแก๊๊ส

คาร์์บอนไดออกไซด์์ (CO2) ซึ่่�งจะสัังเกตเห็็นมีีรอยแตก/

แยก และ IMViC test(10) โดย E. coli ให้้ผลได้้ 2 แบบ 

คืือ Biotype I = + + - - และ Biotype II = - + - - 

การทดสอบหา S. aureus

ปิิเปตสารละลายตััวอย่่างที่่�ระดัับการเจืือจาง 1:10 

ปริิมาตร 10 มิ ิลลิิลิิตร (มีีเนื้้�อตััวอย่่าง 1 กรััม) ลงใน 

TSB-LP ปริิมาตร 100 มิ ิลลิิลิิตร นำไปบ่่มเพาะที่่�

อุณุหภูมูิ ิ32.5±2.5 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 18−24 ชั่่�วโมง 

จากนั้้�นถ่่ายเชื้้�อลงบนอาหาร BPA บ่ ่มเพาะที่่�อุุณหภููมิิ 

32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 18-72 ชั่่�วโมง หาก

พบลัักษณะโคโลนีีสีีดำเงาล้้อมรอมได้้โซนใสขนาด 2−5 

มิิลลิิเมตร ทำการทดสอบยืืนยัันโดยการย้้อมแกรม หาก

เป็็น S. aureus จะย้้อมติิดสีีแกรมบวก และมีีลัักษณะ

กลม อยู่่�รวมกัันเป็็นกลุ่่�ม (gram-positive cocci in 

clusters) ทดสอบ coagulase test โดยใช้้ coagulase 

plasma rabbit with EDTA ซึ่่� งให้้ผลบวก เกิิด 

การแข็็งตััว (clot) ของ plasma ภายใน 24 ชั่่�วโมง

การทดสอบหา Salmonella spp. 

ชั่่�งตััวอย่่าง 10.0 กรััม ลงในอาหาร TSB-LP 

ปริมิาตร 100 มิลิลิิลิติร นำไปบ่ม่เพาะที่่�อุณุหภูมูิ ิ32.5±2.5 

องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 18−24 ชั่่�วโมง ปิเิปตเชื้้�อปริมิาตร 

0.1 และ 1 มิิลลิิลิิตร แยกใส่่ในหลอดซึ่่�งมีีอาหาร RVS 

และ TTM บรรจุุอยู่่�หลอดละ 10 มิ ิลลิิลิิตร ตามลำดัับ 

บ่่มเพาะที่่�อุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 

18−24 ชั่่�วโมง จากนั้้�นถ่่ายเชื้้�อลงบนอาหาร BGA, XLD 

และ BSA บ่่มเพาะที่่�อุุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส 

เป็น็เวลา 18−48 ชั่่�วโมง หากพบลักัษณะโคโลนีขีนาดเล็ก็

โปร่่งใส บน BGA หรืือโคโลนีีสีีแดงลัักษณะใส มี ีหรืือ

ไม่่มีีจุุดดำตรงกลางบน XLD หรืือโคโลนีีสีีน้้ำตาล เทา 

หรือืดำมัันวาว บน BSA ทำการทดสอบยืืนยัันโดยการย้้อม

แกรม หากเป็น็ Salmonella spp. จะย้อ้มติดิสีแีกรมลบ 

และมีีลัักษณะเป็็นรููปท่่อน (gram-negative rods)  

ทดสอบการใช้น้้ำ้ตาลบนอาหาร TSI จะให้ส้่ว่นของ slant 

สีแีดง (alkaline) butt สีเหลือืง (acid) และอาจพบ/ไม่พ่บ 

สีีดำของ hydrogen sulfide ตรงส่่วนของ butt หาก

ผลตรงตามลัักษณะของ Salmonella spp. ให้้ถ่่ายเชื้้�อ

ที่่�อายุุ 18−24 ชั่่� วโมง ลงบนหลอดอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ NA 

บ่่มเพาะที่่�อุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 

18−24 ชั่่�วโมง ส่่งเชื้้�อตรวจยืืนยัันผล ณ ห้้องปฏิิบััติิการ 

กลุ่่�มแบคทีี เรีียวิิทยาทางการแพทย์์  สถาบัันวิิจััย

วิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข 

ตารางที่่� 1 ปริิมาณ probable number ของการทดสอบหา bile-tolerant gram-negative bacteria(9) 

ผลการทดสอบที่่�ปริิมาณเนื้้�อสารตััวอย่่าง probable number ของ bile-tolerant 
gram-negative bacteria ต่่อตััวอย่่าง 1 กรััม0.1 กรััม 0.01 กรััม 0.001 กรััม

+

+

+

-

+

+

-

-

+

-

-

-

มากกว่่า 103

มากกว่่า 102 และน้้อยกว่่า 103

มากกว่่า 10 และน้้อยกว่่า 102

น้้อยกว่่า 10
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การทดสอบหา Clostridium spp.

ปิิเปตสารละลายตััวอย่่างที่่�ระดัับการเจืือจาง 1:10 

ปริิมาตร 10 มิ ิลลิิลิิตร (มีีเนื้้�อตััวอย่่าง 1 กรััม) ลงใน

อาหาร RCM-LP ปริมิาตร 200 มิลลิลิิติร จำนวน 2 ขวด 

ขวดแรกทดสอบ Clostridium spp. ที่่� อยู่่�ในรููปสปอร์์  

ให้้ความร้้อนที่่� 80oC เป็็นเวลา 10 นาทีี จากนั้้�นทำให้้เย็็น 

ทัันทีี เททัับผิิวหน้้าด้้วย sterile liquid paraffin ขวด

ที่่�สองทดสอบ Clostridium spp. ที่่� ไม่่อยู่่�ในรููปสปอร์์ 

เททัับผิิวหน้้าด้้วย sterile liquid paraffin โดยไม่่ต้้อง 

ให้้ความร้้อน จากนั้้�นนำไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 32.5±2.5 

องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 48 ชั่่� วโมง ถ่ ่ายเชื้้�อลงบน

อาหาร CBA ที่่�เติิม gentamicin 20 มิิลลิิกรััมต่่อลิิตร 

บ่่มเพาะในสภาวะไร้้อากาศ ที่่�อุุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศา

เซลเซีียส เป็็นเวลา 48−72 ชั่่� วโมง หากพบโคโลนีี 

เกิดิขึ้้�น ให้ถ้่า่ยเชื้้�อจากโคโลนีเีดี่่�ยวแยกลงบนอาหาร CBA 

จำนวน 2 จาน โดยให้้ครอบคลุุมทุุกลัักษณะโคโลนีีที่่�พบ 

นำไปแยกบ่่มที่่�อุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลา 48−72 ชั่่�วโมง ในสภาวะปกติิและสภาวะไร้้อากาศ

หากพบโคโลนีีเชื้้�อในสภาวะไร้้อากาศแต่่ไม่่พบในสภาวะ

ปกติิให้้ทำการย้้อมแกรม หากเป็็น Clostridium spp. 

จะย้้อมติิดสีีแกรมบวกและมีีลัักษณะเป็็นรููปท่่อน มี ีหรืือ

ไม่่มีีสปอร์์ (gram-positive rods, with or without 

spores) ทดสอบ catalase reaction กั ับสารละลาย 

3% hydrogen peroxide ให้้ผลลบ คืือ ไม่่เกิิดฟองก๊๊าซ 

หากผลตรงตามลัักษณะของ Clostridium spp. 

ทำการ sub culture เชื้้�อลงในหลอด CMM ที่่�ผ่่าน

การต้้มไล่่อากาศแล้้ว เททัับผิิวหน้้าด้้วย sterile liquid  

paraffin บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 32.5±2.5 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลา 24−48 ชั่่�วโมง จากนั้้�นนำส่ง่ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารแบคทีเีรียี

ไร้้อากาศ สถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข เพื่่�อตรวจ

หาชนิิดพัันธุ์์�ของเชื้้�อ Clostridium spp. รวมถึึงสารพิิษ

ของเชื้้�อ C. perfringens 

เกณฑ์์การประเมิินผล: ประเมิินผลคุุณภาพ 

การปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ในตััวอย่่างตามเกณฑ์์การ

ยอมรัับคุุณภาพด้้านจุุลชีีววิิทยาของผลิิตภััณฑ์์ ตาม THP 

2020 (Acceptance Criteria for Microbiological 

Quality : THP 2020) ดังันี้้� Category 1A ยารับัประทาน

ที่่�เตรีียมจากสารสกััดสมุุนไพรซึ่่�งผ่่านกระบวนการลด

จุุลิินทรีีย์์แล้้ว ในที่่�นี้้� คื อ ยาแผนโบราณชนิิดน้้ำ ได้้แก่่ 

ยาประดง ยาธาตุุอบเชย Category 2 ยารัับประทานที่่�

เตรียีมจากสมุนุไพรเดี่่�ยวหรือืผสมซึ่่�งผ่า่นกระบวนการลด

จุุลิินทรีีย์์ก่่อนใช้้ ในที่่�นี้้� คืือ ชาชง และ Category 4 ยา

รับัประทานที่่�เตรียีมจากสมุนุไพรทั้้�งชิ้้�นหรือืผง ในที่่�นี้้� คือื 

ยาแคปซููล ยาผง และยาลููกกลอน ดัังแสดงในตารางที่่� 2

ตารางที่่� 2	 เกณฑ์์การยอมรัับคุุณภาพด้้านจุุลชีีววิิทยาของผลิิตภััณฑ์์ (Acceptance Criteria for Microbiological  

	 Quality) ตาม THP 2020(9)

ลำดัับ รายการทดสอบ Category 1A Category 2 Category 4

1

2

3

4
5
6
7

Total aerobic microbial 
count : CFU/g
Total combined yeasts and 
moulds count : CFU/g 
Bile-tolerant gram-nega-
tive bacteria/g
E. coli/g
S. aureus/g
Salmonella spp./10 g
Clostridium spp./g

ต้้องไม่่มากกว่่า 5×103

ต้้องไม่่มากกว่่า 5×102

-

ต้้องไม่่พบ
-

ต้้องไม่่พบ
ต้้องไม่่พบ

ต้้องไม่่มากกว่่า 5×107

ต้้องไม่่มากกว่่า 5×105

-

ต้้องไม่่พบ
-

ต้้องไม่่พบ
ต้้องไม่่พบ

ต้้องไม่่มากกว่่า 5×105

ต้้องไม่่มากกว่่า 5×104

ต้้องไม่่มากกว่่า 103

ต้้องไม่่พบ
-

ต้้องไม่่พบ
ต้้องไม่่พบ
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การตรวจหาชนิิดพัันธุ์์� (species) ของเชื้้�อ Clostridium 

spp. รวมถึงสารพิิษของเชื้้�อ C. perfringens

โดยห้้องปฏิิบััติิการแบคทีีเรีียไร้้อากาศ สถาบัันวิิจััย

วิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

ตู้้�อบเพาะเชื้้�ออุุณหภููมิิ 35±2 องศาเซลเซีียส 

(Memmert, Germany) ตู้้� ปราศจากเชื้้�อ (NuAire, 

USA) เครื่่�องชั่่�งไฟฟ้้าความละเอีียดทศนิิยม 2 ตำแหน่่ง 

(Mettler Toledo, Switzerland) เครื่่�องเพิ่่�มปริิมาณ

สารพัันธุุกรรม (Labnet, USA) ชุ ด agarose gel 

electrophoresis  (i-MyRun, Japan) เครื่่�องถ่่ายภาพ 

และวิเิคราะห์ผ์ลจากแผ่น่เจล (Syngene, Switzerland) 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อและสารเคมีี

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ: Wilkins-Chalgren Anaerobe 

agar, Wilkins-Chalgren Anaerobe broth (Oxoid, 

England) AnaeroPack-Anaero-2.5 L (Mitsubishi 

gas chemical company, INC, Japan) starch, 

arabinose, dextrose, fructose, lactose, maltose, 

mannose, mannitol, salicin, sucrose, xylose, 

esculin, SIM, nitrate, litmus milk, gelatin, urea 

และ egg yolk agar (ฝ่ายเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือและ

เคร่ืองมอืปลอดเชือ้ สถาบนัวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสขุ)

สารเคมีี: GoTaq Promega reaction buffer, 

magnesium chloride, dNTPs, primer, DNA 

template,  agarose gel, TBE buffer, ethidium 

bromide, DNA marker ชนิดิ 100 bp + 1.5 kb DNA 

ladder (Sibenzyme, Russia), deionized water

การตรวจยืนืยันัชนิดิพันัธุ์์�ของ Clostridium spp. 

เพาะเชื้้�อบริิ สุุทธิ์์�ที่่� ได้้จากห้้องปฏิิบััติิการยา 

ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 3 นครสวรรค์์ และทดสอบ 

คุุณสมบััติิทางชีีวเคมีี เพื่่�อจำแนกและยืืนยัันว่่าเป็็น 

C.perfringens, C.bifermentans, C.sporogenes, 

C.sordellii หรืือ Clostridium sp. ตามการให้้บริิการ

ตรวจวิิเคราะห์์ของสถาบัันวิิจััยวิิทยาศาสตร์์สาธารณสุุข(11)

การสกััดดีีเอ็็นเอจาก C. perfringens

นำเชื้้�อที่่�ทดสอบปฏิิกิิริิยาชีีวเคมีีและยืืนยัันเป็็น 

C. perfringens มาสกััดดีีเอ็็นเอด้้วยวิิธีี lysis buffer 

โดยใช้้โคโลนีีของเชื้้�อที่่�เจริิญบน Wilkins-Chalgren 

blood agar 2-3 โคโลนีี มาละลายใน lysis buffer 1 

ปริมิาตร 500 ไมโครลิิตร บ่ม่ที่่�อณหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีส 

เป็น็เวลา 15 นาที ีนำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็ว็ 14,000 รอบ

ต่่อนาทีี เป็็นเวลา 2 นาทีี ดููดส่่วนใสทิ้้�งและละลายตะกอน

ด้้วย lysis buffer 2 ปริิมาตร 200 ไมโครลิิตร บ่่มใน 

water bath ที่่�อุ ุณหภููมิิ 56 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 

60 นาทีี จากนั้้�นนำไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็ว 14,000 รอบ 

ต่่อนาทีี เป็็นเวลา 2 นาทีี ดููดส่่วนใสเก็็บไว้้ที่่� -20 องศา

เซลเซีียส สำหรัับใช้้เป็็น DNA template ในการทดสอบ 

Multiplex PCR ต่่อไป

การทดสอบยืืนยัันและจำแนกยีีนสร้้างสารพิิษ

ด้้วยวิิธีี Multiplex PCR

การทำ Multiplex PCR เพื่่�อจำแนก C. perfringens 

type A, B, C, D, E และ enterotoxin-producing ใช้้

ไพรเมอร์์ที่่�มีีความจำเพาะต่่อตำแหน่่งของยีีน cpa, cpb, 

etx, iA และ cpe ตามวิิธีีของ Heikinheimo A and 

Korkeala H(12) และ Meer RR and Songer JG(13) ซึ่่�งมีี 

ลำดัับเบสของไพรเมอร์์ ดั งแสดงในตารางที่่�  3 โดยใช้้ 

PCR reaction mix (GoTaq DNA polymerase, 

Promega, USA) ปริิมาณรวมทั้้�งหมด 25 ไมโครลิิตร 

ประกอบด้ว้ย 1X Green GoTaq Flexi Buffer, 2 mM 

MgCl
2
, 0.1 mM dNTPs, 0.1 µM each primer, 

2U Taq DNA polymerase, 30 ng DNA template 

และปรัับปริิมาตรด้้วย sterile deionized water 

จากนั้้�นทำการเพิ่่�มจำนวนยีีนด้้วยเครื่่�อง MultiGene 

Gradient Thermal Cycler (Labnet, USA) ตาม

โปรแกรมดังันี้้� pre-denaturation ที่่�อุณุหภูมูิ ิ94 องศา

เซลเซีียส เป็็นเวลา 5 นาทีี denaturation ที่่�อุ ณหภููมิิ 

94 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 นาทีี จำนวน 35 รอบ 

annealing ที่่�อุณุหภูมูิ ิ53 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 1 นาทีี 

extension ที่่�อุณุหภูมูิ ิ72 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 1 นาทีี 

และ final extension ที่่�อุณุหภูมูิ ิ72 องศาเซลเซียีส เป็น็ 

เวลา 10 นาทีี    
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ตรวจสอบ PCR product ที่่�ได้้ด้้วยวิิธีี agarose 

gel electrophoresis โดยนำ PCR product 10 

ไมโครลิิตร หยอดลงใน 2% agarose gel ใช้ก้ระแสไฟฟ้า้ 

100 V เป็็นเวลา 50 นาทีี จากนั้้�นย้้อมแผ่่นเจลด้้วย 

Ethidium bromide (EtBr) ตรวจสอบผลผลิิต 

PCR product ภายใต้้แสงอััลตราไวโอเลตและถ่่าย

รููปด้้วยเครื่่�อง Gel Doc เปรีียบเทีียบขนาดของแถบ 

PCR product ที่่� ได้้กัับ DNA marker ชนิิด 100 

bp+1.5 kb DNA ladder (Sibenzyme, Russia) 

การแปลผลเปรีียบเทีียบ PCR product จากดีีเอ็็นเอของ

C. perfringens type A, B, C, D, E และ entero-

toxin-producing C. perfringens type A ที่่� เป็็น

ชุุดควบคุุมผลบวก (positive control) การยืืนยััน 

ผลการตรวจพบขนาดของ PCR product โดยทุุกชนิิด 

พัันธุ์์�ของ C. perfringens แสดงแถบ PCR product 

ของยีนี cpa ขนาด 400 bp และการจำแนก C. perfringens 

type ต่างๆ ตรวจสอบได้้จากขนาดและรููปแบบของ PCR 

product ดัังนี้้� C. perfringens ATCC 13124 type 

A แสดงแถบ PCR product ของยีีน cpa ขนาด 400 

bp C. perfringens NTCT 4914 type B แสดงแถบ 

PCR product ของยีีน cpa, cpb และ etx ขนาด 400 

bp, 196 bp และ 655 bp ตามลำดัับ C. perfringens

NTCT 10719 type C แสดงแถบ PCR product 

ของยีีน cpa และ cpb ขนาด 400 bp และ 196 bp 

ตามลำดัับ C. perfringens NTCT 8346 type D 

แสดงแถบ PCR product ของยีีน cpa และ etx 

ขนาด 400 bp และ 655 bp ตามลำดัับ C. perfringens 

NTCT 8084 type E แสดงแถบ PCR product ของยีนี 

cpa และ iA ขนาด 400 bp และ 446 bp ตามลำดัับ และ 

C. perfringens DMST 51427 type A+enterotoxin 

แสดงแถบ PCR product ของยีีน cpa และ cpe ขนาด 

400 bp และ 233 bp ตามลำดัับ สำหรัับกลุ่่�มควบคุุม

ผลลบ (no template control) ใช้้ sterile deionized 

water แทน genomic DNA 

ตารางที่่� 3	 ไพรเมอร์์สำหรัับการจำแนกชนิิดของ C. perfringens ด้้วยเทคนิิค Multiplex PCR

ไพรเมอร์์
ลำดัับนิิวคลิิโอไทด์์

(5'-3')
ขนาดผลผลิิต 

(bp)
ยีีน อ้้างอิิง

CPA-F

CPA-R
CPB-F
CPB-R
ETX-F
ETX-R
IA-F
IA-R
CPE-F
CPE-R

TGC ATG AGC TTC AAT TAG GT 

TTA GTT TTG CAA CCT GCT GT 
GCG AAT ATG CTG AAT CAT CTA 
GCA GGA ACA TTA GTA TAT CTT C 
GCG GTG ATA TCC ATC TAT TC 
CCA CTT ACT TGT CCT ACT AAC 
ACT ACT CTC AGA CAA GAC AG 
CTT TCC TTC TAT TAC TAT ACG 
GGA GAT GGT TGG ATA TTA ACG 
GGA CCA GCA GTT GTA GAT A

400

196

655

446

233

cpa

cpb

etx

iA

cpe

Heikinheimo and Korkeala 
(2005) 

Meer and Songer (1997) 

Meer and Songer (1997)

Meer and Songer (1997)

Meer and Songer (1997)

ผล

การสำรวจสถานการณ์์การปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ 

ในตััวอย่่างยาสมุุนไพรและยาแผนโบราณ ปีงบประมาณ 

พ.ศ. 2564  เก็็บตััวอย่่างโดยศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์

ทั้้�ง 15 แห่ง่ ทั่่�วประเทศ คัดัเลืือกผลิติภัณัฑ์ท์ี่่�เป็น็โปรดักัส์์ 

แชมเปี้้�ยน หรืือผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีียอดจำหน่่ายสููง หรืือ

ผลิิตภััณฑ์์เด่่นของพื้้�นที่่�  จำนวนแห่่งละ 4 ผลิิตภััณฑ์์ 

รวมทั้้�งสิ้้�น 60 ตั วอย่่าง พบการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ 

ไม่ผ่่า่นเกณฑ์์กำหนดตาม THP 2020 จำนวน 28 ตัวัอย่า่ง 

คิิดเป็็นร้้อยละ 46.7 โดยพบตััวอย่่างที่่�ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ตาม 

THP 2020 ด้ว้ย 1 สาเหตุ ุจำนวน 12 ตัวัอย่า่ง และหลาย

สาเหตุรุ่ว่มกันัตั้้�งแต่ ่2, 3 และ 4 สาเหตุ ุจำนวน 9, 6 และ 1 
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ตัวัอย่า่ง ตามลำดับั ดังนี้้� total aerobic microbial count, 

Clostridium spp., bile-tolerant gram-negative 

bacteria, total combined yeasts and moulds 

count และ Salmonella spp. จำนวน 19, 19, 12, 1 

และ 1 รายการ ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 4, 5 และ

ภาพที่่�  1 โดยตััวอย่่างที่่�ตรวจพบ Clostridium spp. 

ผลยืืนยัันชนิิดพัันธุ์์�พบว่่าเป็็น C. perfringens type A 

สร้า้งสารพิษิ Alpha toxin ทั้้�ง 19 ตัวอย่า่ง ผลการทดสอบ 

Multiplex PCR ดั งแสดงในภาพที่่�  2 มี  1 ตั วอย่่าง 

ที่่�พบ C. bifermentans ปนเปื้้�อนร่่วมด้้วย และผลยืืนยันั 

Salmonella spp. จำนวน 1 ตััวอย่่าง พบ Salmonella 

serovar Aqua

ตารางที่่� 4 	ผลการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุลิุินทรียี์ใ์นตัวัอย่า่งที่่�ผ่า่นและไม่ผ่่่านเกณฑ์ต์าม THP 2020 จำแนกตามรายการทดสอบ

ลำดัับ ชนิิดยา
ชนิิด
ตำรัับ

จัังหวััด
ผู้้�ผลิิต

ประเภท
ผู้้�ผลิิต

ผลการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์

เชิิงปริิมาณ : CFU/g เชิิงปริิมาณและคุุณภาพ เชิิงคุุณภาพ

a b c d e f g

ตััวอย่่างที่่�ผ่่านเกณฑ์์ THP 2020

1 ขมิ้้�นชััน แคปซููล เชีียงราย โรงพยาบาลรััฐ 3×102 < 10 A A A A A

2 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล ลำพููน โรงพยาบาลรััฐ 2.5×10 2.0×10 A A A A A

3 ยาธาตุุอบเชย ยาน้้ำ เชีียงใหม่่ โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

4 ยาจัันทน์์ลีีลา แคปซููล ชััยนาท โรงพยาบาลรััฐ 8.0×10 < 10 A A A A A

5 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล อุุทััยธานีี โรงพยาบาลรััฐ 2.7×103 < 10 102 < × < 103 A A A A

6 มะขามแขก แคปซููล อุุทััยธานีี โรงพยาบาลรััฐ 5.5×10 < 10 A A A A A

7 มะขามแขก แคปซููล สระบุุรีี โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

8 ขิิง แคปซููล สระบุุรีี โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

9 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล นครปฐม โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

10 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล ปราจีีนบุุรีี โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

11 ธรณีีสััณฑะฆาต แคปซููล จัันทบุุรีี โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

12 ขมิ้้�นชััน แคปซููล นครพนม โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

13 ยาผสมเพชรสัังฆาต แคปซููล อุุดรธานีี โรงพยาบาลรััฐ 1.5×104 < 10 A A A A A

14 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล สกลนคร โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

15 ยาอมสมุุนไพร ลููกกลอน นครราชสีีมา โรงพยาบาลรััฐ 9.1×103 < 10 A A A A A

16 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล บุุรีีรััมย์์ โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

17 ยาอมอดบุุหรี่่� ลููกกลอน ตรััง โรงพยาบาลรััฐ 6.0×10 < 10 A A A A A

18 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล พััทลุุง โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

19 ขิิง แคปซููล สตููล โรงพยาบาลรััฐ 1.7×102 < 10 10 < × < 102 A A A A

20 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล สุุราษฎร์์ธานีี โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

21 ยาสหััศธารา แคปซููล ชุุมพร โรงพยาบาลรััฐ 4.5×10 < 10 10 < × < 102 A A A A

22 ขมิ้้�นชััน แคปซููล ยะลา โรงพยาบาลรััฐ < 10 2.0×10 A A A A A

23 ยาผสมเพชรสัังฆาต แคปซููล สงขลา โรงพยาบาลรััฐ < 10 < 10 A A A A A

24 สมุุนไพรรวม แคปซููล สิิงห์์บุุรีี เอกชน 5.4×103 < 10 A A A A A

25 กวาวเครืือขาว แคปซููล ปทุุมธานีี เอกชน < 10 < 10 A A A A A
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26 ยาผสมเพชรสัังฆาต แคปซููล ปทุุมธานีี เอกชน 4.2×103 < 10 A A A A A

27 ยาปราบชมพููทวีีป แคปซููล นนทบุุรีี   เอกชน 3.7×105 < 10 A A A A A

28 ขิิง แคปซููล นครปฐม เอกชน < 10 < 10 A A A A A

29 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล สมุุทรปราการ เอกชน < 10 < 10 A A A A A

30 ยาสหััสธารา แคปซููล ราชบุุรีี   เอกชน < 10 < 10 A A A A A

31 ยาหอม ลููกกลอน สงขลา เอกชน 7.6×104 < 10 A A A A A

32 ยาห้้าราก แคปซููล พััทลุุง เอกชน 7.0×103 < 10 102 < × < 103 A A A A

ตััวอย่่างที่่�ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ THP 2020

1 ขมิ้้�นชััน แคปซููล พะเยา โรงพยาบาลรััฐ 5.5×106 2.0×10 > 103 A A A P

2 ขมิ้้�นชััน แคปซููล พิิษณุุโลก โรงพยาบาลรััฐ 3.5×106 < 10 > 103 A A A A

3 ขมิ้้�นชััน แคปซููล กาญจนบุุรีี โรงพยาบาลรััฐ 3.7×105 3.3×103 > 103 A A A P

4 ขมิ้้�นชััน แคปซููล หนองคาย โรงพยาบาลรััฐ 1.2×106 < 10 10 < × < 102 A A A P

5 ขมิ้้�นชััน แคปซููล มุุกดาหาร โรงพยาบาลรััฐ 1.0×107 < 10 > 103 A A A A

6 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล ขอนแก่่น โรงพยาบาลรััฐ >2.5×107 < 10 10 < × < 102 A A A A

7 ยาชงรางจืืด ชาชง ยโสธร โรงพยาบาลรััฐ 2.0×106 1.50×102 > 103 A A A P

8 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล พััทลุุง โรงพยาบาลรััฐ 1.9×107 2.8×103 A A A A P

9 ยาผงสตรีี ผง เชีียงใหม่่ เอกชน 5.7×105 1.7×104 > 103 A A A P

10 ยาหอม ผง ลำพููน เอกชน 4.3×104 1.6×104 10 < × < 102 A A A P

11 สมุุนไพรรวม แคปซููล แพร่่ เอกชน 1.8×105 7.0×103 10 < × < 102 A A A P

12 กระชายขาว แคปซููล พิิษณุุโลก เอกชน 7.4×105 1.1×103 > 103 A A A P

13 ยาแก้้ไข้้ ผง พิิษณุุโลก เอกชน 3.7×106 < 10 10 < × < 102 A A A A

14 ยาหอม ผง อุุทััยธานีี เอกชน 4.0×105 < 10 A A A A P

15 ขมิ้้�นชััน แคปซููล กรุุงเทพฯ เอกชน 9.8×106 < 10 > 103 A A A P

16 สมุุนไพรริิดสีีดวง

ทวาร

แคปซููล ชลบุุรีี เอกชน 1.1×107 < 10 A A A A P

17 ยาบรรเทาริิดสีีดวง

ทวาร

แคปซููล จัันทบุุรีี เอกชน 4.1×105 < 10 10 < × < 102 A A A P

18 กวาวเครืือขาว แคปซููล เลย เอกชน 3.5×106 2.8×102 > 103 A A P P

19 ยาประดง ยาน้้ำ กาฬสิินธุ์์� เอกชน 5.0×104 1.6×104 A A A A A

20 ขมิ้้�นชััน แคปซููล กาฬสิินธุ์์�  เอกชน 6.3×104 2.4×102 > 103 A A A A

21 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล สุุริินทร์์ เอกชน 3.7×105 4.7×102 10 < × < 102 A A A P

22 ขมิ้้�นชััน แคปซููล เพชรบุุรีี เอกชน 6.1×105 5.0×10 102 < × < 103 A A A A

23 ยาเขีียวหอม ผง สุุราษฎร์์ธานีี เอกชน 1.8×106  7.0×10 > 103 A A A P

24 ยาแผนโบราณ ลููกกลอน สงขลา เอกชน 7.8×105 < 10 A A A A A

ตารางที่่� 4 	 ผลการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลินิทรีีย์ใ์นตััวอย่่างที่่�ผ่านและไม่่ผ่่านเกณฑ์์ตาม THP 2020 จำแนกตามรายการทดสอบ (ต่ฮ่)
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25 ฟ้้าทะลายโจร แคปซููล นครศรีีธรรมราช เอกชน 8.5×105 1.2×104 > 103 A A A P

26 อบเชย แคปซููล นครศรีีธรรมราช เอกชน > 2.5×107 < 10 102 < × < 103 A A A P

27 ยาบำรุุงธาตุุ แคปซููล พััทลุุง เอกชน 1.1×106 < 10 10 < × < 102 A A A A

28 ยาสตรีีผสมว่่าน
ชัักมดลููก

แคปซููล กระบี่่� เอกชน 1.2×105 5.0×10 10  × < 102 A A A P

หมายเหตุุ :	 การทดสอบเชิิงปริิมาณ (CFU/g) a: total aerobic microbial count และ b: total combined yeasts and moulds count  
	 การทดสอบเชิิงปริิมาณ (probable number) และคุุณภาพ c: bile-tolerant gram-negative bacteria การทดสอบเชิิงคุุณภาพ  
	 d: E. coli, e: S. aureus, f: Salmonella spp. และ g: Clostridium spp โดย A = absence (ตรวจไม่่พบ) P = presence	
(ตรวจพบ)

ตารางที่่� 5 จำนวนตััวอย่่างที่่�พบไม่่ผ่่านเกณฑ์์ด้้วย 1 สาเหตุุและหลายสาเหตุุร่่วมกัันตั้้�งแต่่  2, 3 และ 4 สาเหตุุ

จำนวนสาเหตุุที่่�พบ
ไม่่ผ่่านเกณฑ์์

จำนวนตััวอย่่างที่่�พบ
ไม่่ผ่่านเกณฑ์์

จำนวนรายการทดสอบที่่�พบเป็็นสาเหตุุไม่่ผ่่านเกณฑ์์

a b c d e f g

1
2
3
4

12
9
6
1

5
7
6
1

-
1
-
-

1
4
6
1

-
-
-
-

-
-
-
-

-
-
-
1

6
6
6
1

รวม 28 19 1 12 - - 1 19

หมายเหตุุ : 	 สาเหตุ ุa: total aerobic microbial count, b: total combined yeasts and moulds count, c: bile-tolerant gram-negative  
	 bacteria, d: E. coli, e: S. aureus, f: Salmonella spp. และ g: Clostridium spp. 

ภาพที่่� 1  รายการทดสอบที่่�พบเป็็นสาเหตุุที่่�ทำให้้ตััวอย่่างไม่่ผ่่านเกณฑ์์ตาม THP 2020

จำ
นว
นร
าย
กา
รท
ดส
อบ
ที่่�พ

บเ
ป็็น

สา
เห
ตุุไ
ม่่ผ่
่าน
เก
ณ
ฑ์์

ตารางที่่� 4 	 ผลการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลินิทรีีย์ใ์นตััวอย่่างที่่�ผ่านและไม่่ผ่่านเกณฑ์์ตาม THP 2020 จำแนกตามรายการทดสอบ (ต่ฮ่)
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เมื่่�อจำแนกตามผลิิตภััณฑ์์โปรดัักส์์แชมเปี้้�ยน 

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีียอดจำหน่่ายสููงและผลิิตภััณฑ์์เด่่น จำนวน 

26, 11 และ 23 ตััวอย่่าง พบไม่่ผ่่านเกณฑ์์ จำนวน 13, 

3 และ 12 ตั วอย่่าง คิ ดเป็็นร้้อยละ 50.0, 27.3 และ 

52.2 ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 6 จำแนกตามชนิิด

ของสมุุนไพรหรืือสููตรตำรัับการผลิิต พบตััวอย่่างชาชง 

(Category 2) ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ร้้อยละ 100 ตััวอย่่างชนิิด

น้้ำ (Category 1A) ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ร้้อยละ 50.0 และ

ตััวอย่่างชนิิดแคปซููล ผง และลููกกลอน (Category 4) 

ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ร้้อยละ 45.6 ดัังแสดงในตารางที่่� 7 โดยเป็็น

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�ผลิิตจากโรงพยาบาลของรััฐและผู้้�ประกอบ

การเอกชน จำนวน 31 และ 29 ตััวอย่่าง พบไม่่ผ่่านเกณฑ์์ 

จำนวน 8 และ 20 ตัวัอย่า่ง คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 25.8 และ 69.0 

ตามลำดับั เมื่่�อจำแนกรายภูมูิภิาคเป็น็ผลิติภัณัฑ์จ์ากภาค

เหนือื กลาง ตะวันัออกเฉียีงเหนือื และใต้ ้จำนวน 14, 17, 

13 และ 16 ตัวัอย่า่ง พบไม่ผ่่า่นเกณฑ์ ์จำนวน 8, 5, 8 และ 

7 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นร้้อยละ 57.1, 29.4, 61.5 และ 43.7 

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 8 และภาพที่่� 3

ภาพที่่� 2 	 ผลการทดสอบ Multiplex PCR เพื่่�อแยกชนิิดเชื้้�อ Clostridium perfringens; M = 100 base  

	 pairs + 1.5 Kb DNA ladder, 1 = ตั วอย่่างเชื้้�อที่่�คััดแยกจากยาสมุุนไพรขมิ้้�นชััน, 2 = ตัวอย่่างเชื้้�อ 

	ที่่�คั ัดแยกจากยาชงรางจืืด, 3 = ตััวอย่่างเชื้้�อที่่�คััดแยกจากฟ้้าทะลายโจร, 4 = ตััวอย่่างเชื้้�อที่่�คััดแยกจากยา 

	 ผงสตรีี, 5 = ตััวอย่่างเชื้้�อที่่�คััดแยกจากยาหอม, 6 = C. perfringens type A (ATCC 13124) PCR  

	 product ขนาด 400 base pairs, 7 = C. perfringens type B (NCTC 4964) PCR product 

	 ขนาด 400, 196, 655 base pairs, 8 = C. perfringens type C (NCTC 10719) PCR product 

	 ขนาด 400 and 196 base pairs, 9 = C. perfringens type D (NCTC 8346) PCR product 

	 ขนาด 400 and 655 base pairs, 10 = C. perfringens type E (NCTC 8084) PCR product 

	 ขนาด 400 and 446 base pairs, 11 = C. perfringens type A with enterotoxin (DMST 51427)  

	 PCR product ขนาด 400 and 233 base pairs, N = negative control 
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ตารางที่่� 6	 จำนวนและร้้อยละของตััวอย่่างที่่�ผลการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ผ่่านเกณฑ์์และไม่่ผ่่านเกณฑ์์จำแนก 

	 ตามประเภทผลิิตภััณฑ์์และชนิิดตััวอย่่าง

ประเภท ชนิิดตััวอย่่าง
จำนวนตััวอย่่าง

ได้้รัับ ผ่่านเกณฑ์์ ร้้อยละ ไม่่ผ่่าน ร้้อยละ

ผลิิตภััณฑ์์
โปรดัักส์์
แชมเปี้้�ยน

ฟ้้าทะลายโจรแคปซููล
ขมิ้้�นชัันแคปซููล
กวาวเครืือขาวแคปซููล

13
11
2

9
3
1

69.2
27.3
50.0

4
8
1

30.8
72.7
50.0

รวม 26 13 50.0 13 50.0

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีียอด
จำหน่่ายสููง

ชาชงรางจืืด
ยาบรรเทาริิดสีีดวงทวารแคปซููล
ขิิงแคปซููล
ยาผสมเพชรสัังฆาตแคปซููล
มะขามแขกแคปซููล

1
2
3
3
2

0
0
3
3
2

0.0
0.0
100.0
100.0
100.0

1
2
0
0
0

100.0
100.0
0.0
0.0
0.0

รวม 11 8 72.7 3 27.3

ผลิิตภััณฑ์์เด่่น
ของพื้้�นที่่� 

 

ยาน้้ำ
ยาแผนโบราณชนิิดผง
ยาแคปซููลอื่่�นๆ
ลููกกลอน

2
5
12
4

1
0
7
3

50.0
0.0
58.3
75.0

1
5
5
1

50.0
100.0
41.7
25.0

รวม 23 11 47.8 12 52.2

รวมทั้งสิ้น 60 32 53.3 28 46.7

ตารางที่่� 7	 จำนวนและร้้อยละของตััวอย่่างที่่�ผลการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลินิทรีีย์ผ์่า่นเกณฑ์์และไม่่ผ่า่นเกณฑ์์ จำแนกตามชนิิด

	 ของสมุุนไพรหรืือสููตรตำรัับการผลิิต

ประเภท ชนิิดตััวอย่่าง
จำนวนตััวอย่่าง

ได้้รัับ ผ่่านเกณฑ์์ ร้้อยละ ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ ร้้อยละ

Category 2 ชาชงรางจืืด 1 0 0.0 1 100.0

Category 1A ยาแผนโบราณชนิิดน้้ำ 2 1 50.0 1 50.0

Category 4 ยาแผนโบราณชนิิดผง
ยาบรรเทาริิดสีีดวงทวารแคปซููล
ขมิ้้�นชัันแคปซููล
กวาวเครืือขาวแคปซููล
ยาแคปซููลอื่่�นๆ
ฟ้้าทะลายโจรแคปซููล
ลููกกลอน
ขิิงแคปซููล
ยาผสมเพชรสัังฆาตแคปซููล
มะขามแขกแคปซููล

5
2
11
2
12
13
4
3
3
2

0
0
3
1
7
9
3
3
3
2

0.0
0.0
27.3
50.0
58.3
69.2
75.0
100.0
100.0
100.0

5
2
8
1
5
4
1
0
0
0

100.0
100.0
72.7
50.0
41.7
30.8
25.0
0.0
0.0
0.0

รวม Category 4 57 31 54.4 26 45.6

รวมทั้้�งสิ้้�น 60 32 53.3 28 46.7
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ตารางที่่� 8	 จำนวนและร้้อยละของตััวอย่่างที่่�ผลการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ผ่่านเกณฑ์์และไม่่ผ่่านเกณฑ์์จำแนกตาม 

	 แหล่่งผลิิตรายภููมิิภาค

แหล่่งผลิิตรายภููมิิภาค
จำนวนตััวอย่่าง

ได้้รัับ ผ่่านเกณฑ์์ ร้้อยละ ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ ร้้อยละ

ภาคเหนืือ 14 6 42.9 8 57.1

	 -	โรงพยาบาลของรััฐ
	 -	เอกชน

8
6

6
0

75.0
0.0

2
6

25.0
100.0

ภาคกลาง 17 12 70.6 5 29.4

	 -	โรงพยาบาลของรััฐ
	 -	เอกชน

6
11

5
7

83.3
63.6

1
4

16.7
36.4

ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ 13 5 38.5 8 61.5

	 -	โรงพยาบาลของรััฐ
	 -	เอกชน

9
4

5
0

55.6
0.0

4
4

44.4
100.0

ภาคใต้้ 16 9 56.3 7 43.7

	 -	โรงพยาบาลของรััฐ
	 -	เอกชน

8
8

7
2

87.5
25.0

1
6

12.5
75.0

ทั่่�วประเทศ 60 32 53.3 28 46.7

	 -	โรงพยาบาลของรััฐ
	 -	เอกชน

31
29

23
9

74.2
31.0

8
20

25.8
69.0

ผลการสำรวจคุุณภาพด้้านการปนเปื้้�อนของเชื้้�อ

จุลุินิทรียี์ ์ในยาสมุุนไพรและยาแผนโบราณจากทั่่�วประเทศ  

ทำให้้ทราบสถานการณ์์การปนเปื้้�อนของจุุลิินทรีีย์์ 

ในผลิิตภัณัฑ์ด์ังักล่า่ว โดยพบว่่ายาที่่�ผลิติจากโรงพยาบาล

ของรััฐมีีคุุณภาพสููงกว่่ายาที่่�ผลิิตจากเอกชน แม้้ว่่าทั้้�ง 20 

ตััวอย่่าง ที่่� ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ของผู้้�ผลิิตเอกชนจะมีีทะเบีียน

ยาแล้้วก็็ตาม ทั้้� งนี้้�พบว่่าเป็็นร้้าน/ห้้างขายยา 12 แห่่ง 

บริิษััท 7 แห่่ง และวิิสาหกิิจชุุมชน 1 แห่่ง เมื่่�อจำแนกตาม

ภูมูิภิาค พบว่่าภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือมีีตัวัอย่่างไม่่ผ่า่น

เกณฑ์์สููงสุุด คิิดเป็็นร้้อยละ 61.5 และพบสาเหตุุที่่�ทำให้้

ตััวอย่่างไม่่ผ่่านเกณฑ์์คุุณภาพตาม THP 2020 รวม 

52 รายการ ได้้แก่่ total aerobic microbial count, 

Clostridium spp., bile-tolerant gram-negative 

bacteria, total combined yeasts and moulds 

count และ Salmonella spp. จำนวน 19, 19, 12, 1 

และ 1 รายการ ตามลำดับั โดยตัวัอย่า่งที่่�พบสาเหตุ ุtotal 

aerobic microbial count ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ เป็็นตััวอย่่าง

ตาม Category 4 จำนวน 18 ตััวอย่่าง พบการปนเปื้้�อน

อยู่่�ในช่่วง 5.7×105 ถึึง มากกว่่า 2.5×107 CFU ต่่อกรััม 

และตััวอย่่างตาม Category 1A จำนวน 1 ตั ัวอย่่าง 

พบการปนเปื้้�อน 5.0×104 CFU ต่่อกรััม ส่่วนตััวอย่่างที่่�

ผ่่านเกณฑ์์ 41 ตััวอย่่าง เป็็นตััวอย่่างตาม Category 1A 

จำนวน 1 ตััวอย่่าง พบการปนเปื้้�อนน้้อยกว่่า 10 CFU 

ต่่อกรััม ตััวอย่่างตาม Category 2 จำนวน 1 ตััวอย่่าง 

พบการปนเปื้้�อน 2.0×106 CFU ต่ ่อกรััม ตั ัวอย่่าง 

ตาม Category 4 จำนวน 39 ตััวอย่่าง โดย 16 ตััวอย่่าง 

พบการปนเปื้้�อนน้้อยกว่่า 10 CFU ต่ อกรััม และ 23 

ตััวอย่่าง พบการปนเปื้้�อนอยู่่�ในช่่วง 2.5×10 ถึึง 4.1×105 

CFU ต่่อกรััม 
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ภาพที่่� 3  ตััวอย่่างที่่�ผ่่านเกณฑ์์และไม่่ผ่่านเกณฑ์์ตาม THP 2020 ที่่�เก็็บจากพื้้�นที่่�ใน 43 จัังหวััด
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วิจารณ์

เมื่่� อ เปรีียบเทีียบผลการศึึกษากัับประกาศ

กระทรวงสาธารณสุุข เรื่่�อง เกณฑ์์มาตรฐานค่่าความบริิสุทุธ์์ 

หรืือคุุณลัักษณะอื่่�นอัันมีีความสำคััญต่่อคุุณภาพ สำหรัับ

ตำรัับผลิิตภััณฑ์์สมุุนไพรที่่�ขึ้้�นทะเบีียนแจ้้งรายละเอีียด 

หรืือจดแจ้้ง พ.ศ. 2564(5) ประกาศในราชกิิจจานุุเบกษา 

วัันที่่�  1 ธั นวาคม 2564 และบัังคัับใช้้เมื่่�อพ้้นกำหนด 

90 วั น นั บแต่่วัันประกาศในราชกิิจจานุุเบกษานั้้�น 

ผลิิตภััณฑ์์ตาม Category 1A และ 4 ของ THP 2020 

เป็็นยารัับประทานเช่่นเดีียวกัับผลิิตภััณฑ์์สมุุนไพร

ประเภทรัับประทาน ข. ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข 

พ.ศ. 2564 เกณฑ์ก์ำหนดการปนเปื้้�อนของ total aerobic 

microbial count ในผลิติภัณัฑ์ ์1 กรัมั พบได้ไ้ม่ม่ากกว่า่ 

5.0×104 CFU ทำให้้มีีตััวอย่่างที่่�พบการปนเปื้้�อนอยู่่�ใน

ช่่วง 6.3×104 ถึ ึง 4.1×105 CFU ไม่่ผ่่านเกณฑ์์เพิ่่�ม 9 

ตััวอย่่าง รวมไม่่ผ่่านเกณฑ์์ 28 ตั วอย่่าง คิ ดเป็็นร้้อยละ 

46.7 การปนเปื้้�อน total combined yeasts and moulds 

count กำหนดในผลิติภัณัฑ์ ์1 กรัมั พบได้ไ้ม่ม่ากกว่า่ 5×102 

CFU ทำให้้มีีตััวอย่่างที่่�พบการเปื้้�อนในช่่วง 1.1×103 

ถึึง 1.7×104 CFU ไม่่ผ่่านเกณฑ์์เพิ่่�ม 4 ตั ัวอย่่าง รวม 

ไม่ผ่่า่นเกณฑ์ ์5 ตัวอย่า่ง คิดเป็น็ร้อ้ยละ 8.3 การปนเปื้้�อน 

bile-tolerant gram-negative bacteria กำหนดพบ

การปนเปื้้�อนได้้ไม่่มากกว่่า 102 ต่่อกรััม ทำให้้มีีตััวอย่่าง

ที่่�พบการปนเปื้้�อนช่่วงมากกว่่า 102 และน้้อยกว่่า 103  

ไม่่ผ่่านเกณฑ์์เพิ่่�ม 4 ตั วอย่่าง รวมไม่่ผ่่านเกณฑ์์ 15 

ตััวอย่่าง คิิดเป็็นร้้อยละ 25.0 

การปนเปื้้�อนเชื้้�อ Salmonella spp. ตาม THP 

2020 กำหนดต้้องไม่่พบในผลิิตภััณฑ์์ 10 กรััม  แต่่ตาม 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2564 กำหนดต้้อง 

ไม่พ่บในผลิติภัณัฑ์ ์25 กรัมั ซึ่่�งทำให้มี้ีโอกาสในการตรวจ

พบ Salmonella spp. ในผลิิตภััณฑ์์สููงกว่่า ด้ ้านการ 

ปนเปื้้�อนเชื้้�อ E. coli และ S. aureus นั้้�น ตรวจไม่พ่บใน

ผลิติภัณัฑ์ท์ั้้�ง 60 ตัวัอย่า่ง โดยในกรณีขีอง S. aurues นั้้�น 

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�เป็็นยารัับประทานตาม THP 2020 และ

ประกาศกระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 2564 ไม่่ได้้กำหนด

เกณฑ์์คุุณภาพแต่่อย่่างใด ยื ืนยัันได้้ว่่าการยกเลิิกตรวจ 

S. aureus ซึ่่� งเดิิมเคยกำหนดไว้้ในประกาศสำนัักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา ฉบับัประกาศทั่่�วไป เล่ม่ 121 

ตอนพิิเศษ 43 ลงวัันที่่� 21 เมษายน พ.ศ.  2547 มีีความ

เหมาะสม 

การปนเปื้้�อน Clostridium spp. เกณฑ์์กำหนด

ตาม THP 2020 และประกาศกระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 

2564 ไม่่ต่่างกััน เมื่่�อนำเทคนิิค Multiplex PCR มาใช้้

ตรวจยืืนยัันชนิิดพัันธุ์์�ร่่วมกัับการตรวจสอบยีีนที่่�ควบคุุม

การสร้้างสารพิิษ พบว่่า C. perfringens ทั้้� งหมดที่่�

ตรวจพบในตััวอย่่างเป็็น C. perfringens type A ซึ่่�ง

ตรวจพบยีีน cpa ที่่�ควบคุุมการสร้้างสารพิิษชนิิด alpha 

toxin หรืือ เอนไซม์์ phospholipase C โดยจะแสดง

คุณุสมบัตัิขิองเอนไซม์์ lecithinases ย่อ่ยสลาย lecithin 

บนอาหาร egg yolk agar(14) สอดคล้อ้งกับัผลการศึกึษา 

ของ ปิ ยะดา หวัังรุ่่�งทรััพย์์ และคณะ ได้้นำเทคนิิค  

Multiples PCR  ตรวจสอบยีีนหลัักที่่�ควบคุุมการสร้้าง

สารพิษิ จำนวน 4 ยีนี ได้แ้ก่ ่cpa, cpb, etx และ iA และยีนี

สร้า้งสารพิษิ enterotoxin (cpe) ของเชื้้�อ C. perfringens 

ที่่�แยกได้จ้ากสมุนุไพร จำนวน 112 ตัวอย่า่ง ซึ่่�งเก็บ็รวบรวม 

โดยกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ระหว่่างปีี พ.ศ. 2555-

2562 พบว่า่เป็็น C. perfringens type A ทั้้�ง 112 ตัวอย่่าง 

แต่่จะพบยีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับการสร้้าง enterotoxin 

(cpe) ร่่วมด้้วย จำนวน 6 ชนิิดพัันธุ์์� ซึ่่� งพบในตััวอย่่าง

สมุนุไพร 4 ชนิดิ ได้แ้ก่่ ยากษัยัเส้้น (2 ตัวัอย่า่ง) เพชรสังัฆาต 

(1 ตั วอย่่าง) ผั กหวานป่่า (2 ตั ัวอย่่าง) และขมิ้้�นชััน 

(1 ตััวอย่่าง)(15) 

เมื่่�อพิิจารณาตามประเภทของผลิิตภััณฑ์์ พบว่่า 

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีียอดจำหน่่ายสููง จำนวน 11 ตั ัวอย่่าง 

ประกอบด้้วย ชาชงรางจืืด ยาบรรเทาริิดสีีดวงทวารแคปซููล 

ขิิงแคปซููล ยาผสมเพชรสัังฆาตแคปซููล และมะขามแขก

แคปซููล จำนวน 1, 2, 3, 3 และ 2 ตััวอย่่าง พบผ่่านเกณฑ์์

สููงที่่�สุุด จำนวน 8 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นร้้อยละ 72.7 ปััจจััย

สำคััญที่่�ทำให้้ผ่่านเกณฑ์์นั้้�น เนื่่�องจากผู้้�ผลิิตส่่วนใหญ่่

เลืือกใช้้วััตถุุดิิบที่่�ผ่่านการฉายรัังสีีแกมมา ส่่วนผลิิตภััณฑ์์

โปรดัักส์์แชมเปี้้�ยนจากตััวอย่่างที่่�ได้้รัับ ประกอบด้้วย 

ฟ้า้ทะลายโจรแคปซููล ขมิ้้�นชันัแคปซูลู และกวาวเครืือขาว

แคปซูลู จำนวน 13, 11 และ 2 ตัวอย่า่ง ตามลำดับั รวม 26 

ตััวอย่่าง พบผ่่านเกณฑ์์ 15 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นร้้อยละ 57.7 

แสดงให้้เห็็นว่่าแม้้เป็็นผลิิตภััณฑ์์ที่่�ได้้รัับการส่่งเสริิมจาก

หลายหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้อง แต่่คุุณภาพด้้านการปนเปื้้�อน
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เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ยัังผ่่านเกณฑ์์ไม่่มาก และผลิิตภััณฑ์์เด่่นเป็็น

อััตลัักษณ์์ของพื้้�นที่่�  จำนวน 23 ตั ัวอย่่าง ประกอบด้้วย  

ยาแผนโบราณชนิิดน้้ำ ยาแผนโบราณชนิิดผง ยาแคปซููล

อื่่�นๆ และยาลููกกลอน จำนวน 2, 5, 12 และ 4 ตัวอย่่าง พบ

ผ่า่นเกณฑ์ต์่ำ่ที่่�สุดุ คือื จำนวน 11 ตัวัอย่า่ง คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 

47.8 เนื่่�องจากผู้้�ผลิิตบางรายเป็็นร้้าน/ห้้างขายยา ผลิิต

ตามภููมิิปััญญาดั้้�งเดิิมและผลิิตภััณฑ์์ส่่วนใหญ่่มีีส่่วนผสม

ของสมุุนไพรหลายชนิิด ซึ่่� งการควบคุุมคุุณภาพจะทำได้้

ยากกว่่าผลิิตภััณฑ์์ที่่�มาจากสมุุนไพรเดี่่�ยว 

ประเมิินตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข พ.ศ. 

2564 ในภาพรวมทั้้�ง 60 ตััวย่่าง พบไม่่ผ่่านเกณฑ์์ จำนวน 

32 ตั วอย่่าง คิ ดเป็็นร้้อยละ 53.3 โดยพบตััวอย่่างที่่�ไม่่

ผ่่านเกณฑ์์ด้้วย 1 สาเหตุุ จำนวน 16 ตััวอย่่าง และหลาย

สาเหตุุร่่วมกัันตั้้�งแต่่ 2, 3 และ 4 สาเหตุุ จำนวน 9, 6 

และ 1 ตััวอย่่าง รวม 73 รายการ ดัังนี้้�  total aerobic 

microbial count, Clostridium spp., bile-tolerant 

gram-negative bacteria, total combined yeasts 

and moulds count และ Salmonella spp. จำนวน 

29, 19, 16, 8 และ 1 รายการ ตามลำดัับ เมื่่�อจำแนกตาม

แหล่่งผลิิตพบว่่าผลิิตจากโรงพยาบาลของรััฐ จำนวน 31 

ตััวอย่่าง และเอกชน จำนวน 29 ตััวอย่่าง ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ 

จำนวน 9 และ 23 ตั วอย่่าง คิ ดเป็็นร้้อยละ 29.0 และ 

79.3 ตามลำดัับ

ผลการศึึกษาเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ที่่�พบ อาจก่่อให้้เกิิด

อัันตรายต่่อผู้้�บริิโภค เช่่น ได้้รัับเชื้้�อแบคทีีเรีียเข้้าไปใน

ปริิมาณที่่�สููง ก่่อให้้เกิิดโรคอาหารเป็็นพิิษ (food borne 

disease) bile-tolerant gram-negative bacteria 

เป็น็แบคทีีเรียีที่่�ทนต่่อน้้ำดีีสามารถอยู่่�รอดได้้ ในกระเพาะ

อาหารของคน มีีเยื่่�อหุ้้�มชั้้�นนอก (outer membrane) 

ที่่�สามารถป้้องกัันการทำลายจากยาปฏิิชีวีนะ และเอนไซม์์ 

ในร่่างกาย และทำให้้เกิิดภาวะช็็อกจากการติิดเชื้้�อ 

ในผู้้�ป่่วยได้้(16) เชื้้�อราสามารถสร้้างสารพิิษอัันตราย เช่่น 

Aflatoxin ก่อให้เ้กิดิโรคมะเร็ง็ได้้(17) Clostridium spp. 

อาจก่่อให้้เกิิดโรคอาหารเป็็นพิิษลำไส้้อัักเสบ (gas-

troenteritis)(7) เป็็นต้้น C.perfringens type A 

ที่่�ปนเปื้้�อนในสมุุนไพรมีีรายงานว่่าเป็็นชนิิดพัันธุ์์�ที่่�พบ 

ได้้บ่่อยในสิ่่�งแวดล้้อมและสร้้างสารพิิษส่่งผลต่่อการก่่อโรค 

ที่่�รุุนแรงในคน(6,7) โดยเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์อาจปนเปื้้�อนจาก

สิ่่�งแวดล้้อมทั่่�วไป ได้้แก่่ น้ ้ำ ดิ ิน ฝุ่่� นละออง มู ูลสััตว์์ 

ที่่�ใช้้ทำปุ๋๋�ยคอก และร่่างกายของมนุุษย์์ เป็็นต้้น ซึ่่�งทำให้้มีี

โอกาสปนเปื้้�อนสู่่�กระบวนการผลิิต ได้แ้ก่่ ขั้้�นตอนการปลููก 

การเก็็บเกี่่�ยว การเก็็บรัักษาวััตถุุดิิบ ความสะอาดของ

สถานที่่� สุุขลัักษณะของบุุคลากร และวิิธีีการล้้างทำความ

สะอาดวััตถุุดิบิสมุุนไพรที่่�แตกต่่างกัันไปในสมุุนไพรแต่่ละ

ชนิิด ความเสี่่�ยงของการปนเปื้้�อนมีีสููงถ้้าสมุุนไพรมา

จากส่่วนที่่�เป็็นรากหรืือลำต้้นที่่�สัมผััสกัับดิิน ดั ังนั้้�นหาก

ต้้องการลดและป้้องกัันการปนเปื้้�อน ผู้้� ผลิิตควรใส่่ใจ

ตั้้�งแต่่ขั้้�นตอนการล้้างทำความสะอาดวััตถุุดิิบ การผึ่่�ง

หรืือตากวััตถุุดิิบต้้องป้้องกัันฝุ่่�นละออง ซึ่่� งอาจใช้้ชั้้�น 

หรือืโรงเรือืนที่่�มีพลาสติกิคลุมุ นอกจากนี้้�อุปุกรณ์ ์เครื่่�อง

มืือ บริิเวณที่่�ผลิิตต้้องสะอาด ฝ่ ายผลิิตต้้องสวมอุุปกรณ์์

ป้อ้งกัันการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลินิทรีีย์จ์ากร่่างกายสู่่�ผลิิตภััณฑ์์  

เช่น่ เสื้้�อคลุมุ หมวกคลุมุผม ผ้า้ปิดิปาก และถุงุมือื เป็น็ต้น้ 

การอบวััตถุุดิิบหรืือผงยาที่่�อุุณหภููมิิประมาณ 50 องศา

เซลเซีียส เป็น็เวลา 4 ชั่่�วโมง นอกจากช่่วยลดความชื้้�นของ

สมุุนไพร ยัังช่่วยลดปริิมาณ total aerobic microbial 

count, total combined yeasts and moulds count 

และ bile-tolerant gram-negative bacteria 

ให้้มีีปริิมาณต่่ำกว่่าเกณฑ์์กำหนดได้้ Clostridium spp. 

หากไม่่สามารถกำจััดให้้หมดในขั้้�นตอนของการล้้างด้้วย 

น้้ำสะอาด การอบวััตถุุดิิบสมุุนไพรหรืือผลิิตภััณฑ์์ยาที่่�

อุณุหภููมิแิละเวลาดัังกล่่าว จะไม่่สามารถกำจััดได้้  เนื่่�องจาก 

เชื้้�อสามารถสร้้างสปอร์์ภายในเซลล์์ (endospores) ที่่�

ทนต่่อสภาวะแวดล้้อมที่่�ไม่่เหมาะสมได้้(18) ปั ัจจุุบััน

พบว่่าวิิธีีการฉายรัังสีีแกมมาในปริิมาณที่่� เหมาะสม 

เป็น็ทางเลืือกหนึ่่�งที่่�สามารถลดการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลินิทรีีย์์

ในผลิิตภััณฑ์์ยาแผนโบราณ ยาจากสมุุนไพร และวััตถุุดิิบ

สมุุนไพรได้้  

จากผลการศึึกษาและรายงานความปลอดภััยด้้าน

การปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ในยาสมุุนไพรและยาแผน

โบราณในประเทศไทยที่่�ดำเนิินการมาอย่่างต่่อเนื่่�อง เช่่น 

การศึึกษาความปลอดภััยของยาจากสมุุนไพรในบััญชีี

ยาหลัักแห่่งชาติิในกลุ่่�มตััวอย่่างยาเขีียวหอม ยาจัันทน์์

ลีีลา ยาแก้้ไข้้ห้้าราก ยาหอมเทพจิิตร ยาหอมนวโกฐ 

ยาหอมบำรุุงหััวใจ ยาประสะมะแว้้ง ยาธาตุุบรรจบ 

ยาเหลืืองปิิดสมุุทร ยาประสะไพล และยาสหััสธารา 
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ของ จิ ตรา ชั ยวััฒน์์ และคณะ(19) ระหว่่างปีีงบประมาณ 

พ.ศ. 2555-2556 จำนวน 116 ตั วอย่่าง พบผลิิตภััณฑ์์ 

ไม่ผ่่า่นเกณฑ์์ตาม THP 2009 จำนวน 30 ตัวอย่่าง คิดเป็็น

ร้้อยละ 25.9 โดยพบสาเหตุุที่่�ทำให้้ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ รวม 46 

รายการ ได้แ้ก่ ่total aerobic microbial count, Clos-

tridium spp. และ bile-tolerant gram-negative 

bacteria จำนวน 27, 13 และ 6 รายการ ตามลำดับั ซึ่่�งตำรับั

ยาเหล่่านี้้�เป็็นตำรัับที่่�มีส่่วนผสมของสมุุนไพรจากส่่วนที่่�

เป็็นรากลำต้้นใต้้ดินิ ส่วนของพืืชที่่�สัมผััสกัับดิินได้้ง่า่ย และ

สมุุนไพรที่่�มีีขนาดเล็็กทำความสะอาดยาก จากรายงาน

ในปีี พ.ศ. 2559 ชญานิิศ ศรชััยธวััชวงศ์์ และคณะ(20)  

ได้้ศึึกษาคุุณภาพการปนเปื้้�อนเชื้้�อ total aerobic 

microbial counts และ total combined yeasts and 

moulds count ในตััวอย่่างยาสมุุนไพรที่่�มีจำหน่่ายในท้้อง

ตลาดของประเทศไทย จำนวน 431 ตััวอย่่าง พบ total 

aerobic microbial counts ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ร้้อยละ 70 

และ total combined yeasts and moulds count 

ไม่่ผ่่านเกณฑ์์ร้้อยละ 11 จากรายงานในปีี พ.ศ. 2560  

ปรัชัญาพร อินทองแก้ว้ และคณะ(21) ได้ต้รวจสอบการปน

เปื้้�อนเชื้้�อจุุลินิทรีีย์ใ์นยากวาด ยาเป่่าคอ และยานััตถุ์์� ที่่�สุ่่�ม

เก็็บตััวอย่่างจากร้้านขายยาในจัังหวััดกรุุงเทพมหานคร

และนนทบุุรีี จำนวน 20 ตั วอย่่าง พบการปนเปื้้�อนเชื้้�อ

จุุลิินทรีีย์์ผิิดมาตรฐานตามตำรา British Pharma-

copoeia 2016 จำนวน 15 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นร้้อยละ 75 

ซึ่่�งแตกต่่างจากการศึึกษาสถานการณ์์การปนเปื้้�อนเชื้้�อ

จุุลิินทรีีย์์ในครั้้�งนี้้� ที่่�มี ีความมุ่่�งหวัังเพื่่�อพััฒนายกระดัับ

ทั้้�งผู้้�ประกอบการและคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์ ซึ่่� งข้้อมููลจาก

ห้้องปฏิิบััติิการจะช่่วยสนัับสนุุนและส่่งเสริิมให้้ผู้้�ผลิิต 

พัฒันาคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์ได้้อย่่างถููกต้้องและตรงประเด็็น 

หากหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้อง อาทิิ สำนัักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา สำนัักงานสาธารณสุุขจัังหวััด สำนัักยา

และวััตถุุเสพติิด ศู นย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กรม

วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ และผู้้�ประกอบการ ร่ วมกัันจััด

ทำ Road Map ของการพััฒนา โดยกลุ่่�มผู้้�ผลิิตที่่�มีีความ

พร้้อมผลิิตผลิิตภััณฑ์์มีีคุุณภาพและปลอดภััย สามารถ

เป็็นต้้นแบบ เป็็นพี่่�เลี้้�ยง เป็็นแหล่่งศึึกษาดููงานให้้กัับ 

ผู้้�ประกอบการกลุ่่�มอื่่�นๆ ลำดัับรองลงมาเป็็นโรงพยาบาล

ของรััฐหรืือผู้้�ประกอบการเอกชนขนาดเล็็กกว่่าและ

ส่่วนใหญ่่ผลิิตสมุุนไพรเดี่่�ยว สามารถหาแหล่่งจำหน่่าย

วััตถุุดิิบที่่�ปลอดภััยได้้และง่่ายต่่อการควบคุุมคุุณภาพ 

ส่่วนกลุ่่�มที่่�มีีปััญหาสููงและแก้้ไขยากที่่�สุด คื อ ร้ ้าน/ห้้าง

ขายยา ซึ่่� งผลิิตผลิิตภััณฑ์์เด่่นเป็็นอััตลัักษณ์์ของพื้้�นที่่�

ตามภููมิิปััญญาดั้้�งเดิิม ส่ วนใหญ่่ผลิิตภััณฑ์์มีีส่่วนผสม

ของสมุุนไพรหลายชนิิดยากต่่อการควบคุุมคุุณภาพ  

ควรหาแหล่่งหรืือโรงงานแปรรููปวััตถุุดิิบที่่�มีีคุุณภาพของ

ประเทศเพื่่�อกระจายวััตถุุดิิบที่่�ปลอดภััยต่่อไป นอกจากนี้้� 

ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์และสำนัักงานสาธารณสุุข

จังัหวััดทั่่�วประเทศ ซึ่่�งเป็็นหน่ว่ยงานที่่�ใกล้ช้ิดิและมีีหน้า้ที่่� 

กำกัับดููแลผู้้�ผลิิตยาสมุุนไพรและยาแผนโบราณในพื้้�นที่่� 

มีีความเข้้าใจในสถานการณ์์และบริิบทของพื้้�นที่่�ร่่วมกััน 

จะสามารถกระตุ้้�นให้เ้กิดิกระแสการพัฒันาร่ว่มกับัผู้้�ผลิติ

ได้้ดีีขึ้้�น หากมีีการวางแผนร่่วมกัันอย่่างเป็็นระบบ 

อย่่างไรก็็ตามผลิิตภััณฑ์์ยาสมุุนไพรและยาแผน

โบราณส่่วนใหญ่่ ได้้รัับความนิิยมหรืือถููกใช้้ในผู้้�สููง

อายุุ(22,23) ซึ่่�งผู้้�ใช้อ้าจมีโีรคประจำตัวัอื่่�นๆ เช่น่ โรคเบาหวาน 

ความดัันโลหิิตสููง(22) ยาที่่�ไม่่มีีคุุณภาพจะทำให้้ผู้้�บริิโภค

กลุ่่�มดัังกล่่าวมีีอาการป่่วยรุุนแรงขึ้้�น ซึ่่� งอาจเกิิดจาก

ปริิมาณเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ที่่�สููงเกิินเกณฑ์์กำหนดหรืือจากสาร

พิิษที่่�เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์เหล่่านั้้�นสร้้างขึ้้�น แม้้ปััจจุุบัันมีีวิิธีีการ

เฝ้้าระวัังความปลอดภััยยาสมุุนไพร ยาแผนโบราณของ

ประเทศไทย คืือ spontaneous reporting ที่่�บุุคลากร

ทางการแพทย์ห์รือืผู้้�ประกอบการจะส่ง่รายงานเหตุกุารณ์์

ไม่พ่ึงึประสงค์ท์ี่่�เกิดิขึ้้�นกับัผู้้�ป่ว่ยตามแบบฟอร์ม์ที่่�กำหนด

ไปยัังศููนย์์เฝ้้าระวัังความปลอดภััยด้้านผลิิตภััณฑ์์สุุขภาพ 

(Health Product Vigilance Center; HPVC) แต่่

ระบบดัังกล่่าวยัังไม่่เป็็นที่่�รู้้�จักแพร่่หลายและผู้้�บริิโภค

ยัังมีีความเสี่่�ยงต่่อการเกิิดเหตุุการณ์์ไม่่พึึงประสงค์์(24) 

นอกจากนี้้�ยังไม่ม่ีกีารเผยแพร่ข่้อ้มูลูทางระบาดวิทิยาและ

อาการทางคลิินิิกของผู้้�ป่่วยจากการใช้้ยาสมุุนไพรและ

ยาแผนโบราณของประเทศแต่่อย่่างใด ดั ังนั้้�นนอกจาก 

ส่่งเสริิมให้้มีีการพััฒนาคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์แล้้ว ควรมีีการ

พััฒนาระบบการเฝ้้าระวัังการใช้้ยาที่่�มีีประสิิทธิิภาพ โดย

ส่่งเสริิมให้้มีีการรายงานเหตุุการณ์์ไม่่พึึงประสงค์์ได้้ทั้้�ง 

ผู้้�บริิโภค ผู้้�ป่่วย ผู้้�ผลิิต และ/หรืือบุุคลากรทางการแพทย์์

ทุุกระดัับ ร่ ่วมกัับการวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางระบาดวิิทยา 

รวมถึึงอาจพิิจารณานำเทคนิิคทางชีีววิิทยาระดัับโมเลกุุล
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ที่่�สามารถระบุุชนิิดพัันธุ์์�และการสร้้างสารพิิษของเชื้้�อ

จุุลิินทรีีย์์มาใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์คุุณภาพผลิิตภััณฑ์์

ร่่วมด้้วย

สรุป

จากผลการศึึกษาได้้บรรลุุตามวััตถุุประสงค์์ที่่�ตั้้�ง

ไว้้ เนื่่�องจากได้้ทราบสถานการณ์์คุุณภาพด้้านการปน

เปื้้�อนของเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ในผลิิตภััณฑ์์ยาสมุุนไพรและยา

แผนโบราณของประเทศ ทั้้�งผลิติภัณัฑ์โ์ปรดักัส์แ์ชมเปี้้�ยน 

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีียอดจำหน่่ายสููง และผลิิตภััณฑ์์เด่่นเป็็นอััต

ลัักษณ์์ของพื้้�นที่่�  โดยพบว่่าผลิิตภััณฑ์์เด่่นเป็็นอััตลัักษณ์์

ของพื้้�นที่่�พบการปนเปื้้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ไม่่ผ่่านเกณฑ์์

สููงสุุด รองลงมา คืือ ผลิิตภััณฑ์์ที่่�เป็็นโปรดัักส์์แชมเปี้้�ยน 

และผลิิตภััณฑ์์ที่่�มียอดจำหน่่ายสููงพบการปนเปื้้�อน 

เชื้้�อจุลิุินทรียี์ไ์ม่ผ่่่านเกณฑ์ต์่ำ่สุดุ รองรับัประกาศกระทรวง

สาธารณสุุขซึ่่�งถืือเป็็นกฎหมายใหม่่ที่่�เริ่่�มมีีผลบัังคัับใช้้ 

โดยข้้อมููลทั้้�งแหล่่งผลิิตและผลการตรวจวิิเคราะห์์จะเป็็น

ประโยชน์์ต่่อหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้อง อาทิิ สำนัักงานคณะ

กรรมการอาหารและยา สำนัักงานสาธารณสุุขจัังหวััด 

สำนัักยาและวััตถุุเสพติิด ศู นย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

กรมวิทิยาศาสตร์ก์ารแพทย์ ์และผู้้�ประกอบการ ในการวาง 

Road Map การพััฒนาแบบบููรณาการ นอกจากนี้้�ยัังเป็็น

ข้้อมููลนำเข้้าเพื่่�อให้้หน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้องได้้จััดวางระบบ

การเฝ้้าระวัังทางระบาดวิิทยาและการศึึกษาอาการทาง

คลิินิิกของผู้้�ป่่วย ซึ่่� งหากมีีการจััดวางระบบและดำเนิิน

การในการพััฒนาและเฝ้้าระวัังคุุณภาพผลิิตภััณฑ์์อย่่าง

ต่่อเนื่่�องจริิงจััง คาดว่่าผลิิตภััณฑ์์ยาสมุุนไพรและยาแผน

โบราณของไทยจะมีีคุุณภาพมาตรฐาน แพทย์์มีีความเชื่่�อ

มั่่�นในการใช้้เพื่่�อการรัักษาโรคและการสร้้างเสริิมสุุขภาพ 

เป็็นไปตามยุุทธศาสตร์์ที่่�  3 ของแผนแม่่บทแห่่งชาติิว่่า

ด้้วยการพััฒนาสมุุนไพรไทย ผู้้�บริิโภคมีีความปลอดภััย

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ที่่� ให้้การ

สนับัสนุนุงบประมาณดำเนินิงาน ภายใต้โ้ครงการบูรูณาการ 

เฝ้้าระวััง เตืือนภััยสุุขภาพ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

ประจำปีีงบประมาณ พ.ศ.   2564 ขอขอบคุุณ ทนพญ.

จิินตนา ว่ องวิิไลรััตน์์ ผู้้� อำนวยการศููนย์์วิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ที่่�   3 นครสวรรค์์  ที่่�  ให้้คำแนะนำและ 

ข้้อคิิดเห็็นทำให้้โครงการวิิจััยสำเร็็จตามวััตถุุประสงค์์ และ

ขอขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ทั้้�ง 15 

แห่่งทั่่�วประเทศ ในการประสานงานและเก็็บตััวอย่่าง
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Thailand’s Situation of Microbial 
Contamination in Traditional and Herbal 

Medicines in 2021

ABSTRACT  The Thai government and the Ministry of Public Health are currently promoting the use 
of herbal and traditional medicines, as the trend for natural products is growing rapidly. As a result, it is 
important for manufacturers and state agencies to ensure the quality of these products. In the fiscal year 
2021, the Regional Medical Sciences Center 3 Nakhonsawan and the National Institute of Health surveyed 
the microbial contamination in herbal and traditional medicinal products from 58 entrepreneurs across 43 
provinces. The products selected for testing included product champions, best-selling products and outstand-
ing products, with a total of 60 samples, including 26, 11 and 23 samples from each category, respectively. 
The survey tested for microbial contamination using the Thai Herbal Pharmacopoeia 2020 (THP 2020) 
and found that 28 out of 60 samples (46.7%) failed to comply with the THP standard, with 13, 3, and 12 
samples from each category, respectively.  The results showed that 19, 19, 12, 1 and 1 samples were con-
taminated with total aerobic microbial count, Clostridium spp., bile-tolerant gram-negative bacteria, total 
combined yeasts and moulds count and Salmonella spp. Respectively. Among these samples, 31 samples were 
collected from government hospitals and 29 samples were obtained from private manufacturers, of which 8 
(25.8%) and 20 (69%) samples, respectively, did not comply to the standard. The result revealed that  
the products from the Northeastern region showed poor quality since 61.5% of products did not meet the 
criteria. To address these issues, manufacturers should consider GMP process such as washing raw materials 
with clean water, protecting from dust during production, drying raw materials at optimum temperatures, 
or using gamma irradiation. This survey provides important information for relevant agencies to improve 
the quality of local entrepreneurs' products to meet the official standard and ensure consumer safety.

Keywords: Microbial contamination, Herbal medicine, Traditional medicine
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การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์พาราควอต ไดควอต
คลอร์มีควอต และเมพิควอต ในเนื้อสัตว์  
นม และไข่ โดยเทคนิค  LC-MS/MS
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บทคัดย่อ   พาราควอต เป็นวัตถุอันตรายชนิดท่ี 4 ที่ห้ามผลิต นำ�เข้า ส่งออก นำ�ผ่าน หรือมีไว้ครอบครองตามประกาศ
กระทรวงอุตสาหกรรม เรื่องบัญชีวัตถุอันตราย ฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2563) นอกจากนั้นประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 419 
(พ.ศ. 2563) เรื่องอาหารที่มีสารพิษตกค้าง กำ�หนดขีดจำ�กัดการตรวจวัดของวิธี (method detection limit) อาหารประเภท 
เน้ือสตัว ์นม และไข ่ทีร่ะดบั 0.005 มลิลิกรมัตอ่กโิลกรัม เพือ่เพิม่ขดีความสามารถของหอ้งปฏบิตักิาร คณะผูว้จิยัจึงได้พฒันาวธิี
วิเคราะห์พาราควอตในเนื้อสัตว์ นม และไข่ ด้วยเทคนิค LC-MS/MS รวมทั้งสารในกลุ่มควอต 3 ชนิด ได้แก่ ไดควอต คลอร์ 
มีควอต และเมพิควอต ในคราวเดียวกัน เพื่อให้ได้วิธีที่มีความจำ�เพาะสูงและตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ในระดับที่กฎหมาย
กำ�หนด  โดยสกัดตัวอย่างด้วย acidic acetonitrile ตกตะกอนและทำ�ให้บริสุทธิ์ผ่าน hydrophilic-lipophilic-balanced 
(HLB) SPE cartridge และตรวจวัดปริมาณแคทไอออนด้วย multiple reaction monitoring (MRM) วิธีนี้มีขีดจำ�กัด
ของการตรวจวัดเท่ากับ 0.005 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ขีดจำ�กัดการวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความแม่น 
(%recovery) ความเที่ยง (%RSD) มีค่าเฉลี่ยในช่วง 64.8–108.6 และ 2.1–13.0 ตามลำ�ดับ และมีช่วงความเป็นเส้น
ตรงของการวิเคราะห์ที่ 0.01–0.20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยไม่มีผลกระทบจากคุณสมบัติของเนื้อตัวอย่าง การนำ�วิธี 
ที่พัฒนาไปตรวจวิเคราะห์อาหารประเภทเนื้อสัตว์ นม และไข่ จำ�นวน 29 ตัวอย่าง  ผลตรวจไม่พบการตกค้างของสารทั้ง 4 ชนิด 
โดยสรุปวิธีดังกล่าวมีประสิทธิภาพเหมาะสมในการวิเคราะห์เน้ือสัตว์ นม และไข่ สอดคล้องตามข้อกำ�หนดทางกฎหมาย 
เพื่อเฝ้าระวังการตกค้างในอาหาร 

คำ�สำ�คัญ: กลุ่มควอต, เนื้อสัตว์, นม, ไข่, LC-MS/MS
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

บทนำ�

พาราควอต (paraquat; PQ) คือื สารเคมีีป้อ้งกันั

กำจััดศััตรููพืืชชนิิดหนึ่่�งในกลุ่่�มสารกำจััดวััชพืืช เป็็นที่่�รู้้�จััก

ในชื่่�อการค้้าว่่า กรััมม็็อกโซน (grammoxone) ออก

ฤทธิ์์�โดยการดููดซึึมทางใบอย่่างไม่่จํําเพาะชนิิดของวััชพืืช 

มีีผลทํําลายเนื้้�อเยื่่�อพืืชโดยรบกวนการสัังเคราะห์์แสง

และเยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ ทำให้้เกิิดใบแห้้งเหี่่�ยวอย่่างรวดเร็็ว 

เกษตรกรไทยนิิยมใช้้กำจััดวััชพืืชในไร่่อ้้อย มัันสำปะหลััง 

ยางพารา และพืืชผล(1) คุุณสมบััติิทางพิิษวิิทยาองค์์การ

อนามััยโลก (WHO) ระบุุว่่า PQ เป็็นสารที่่�มีีความ

เป็็นพิิษสููง มีีค่่าปริิมาณที่่�บริิโภคได้้ต่่อวััน (acceptable 

daily intake; ADI) เท่่ากับั 0.005 มิลิลิิกรัมัพาราควอต 

แคทไออนต่่อกิิโลกรััมน้้ำหนัักตััว(2) ปััจจุุบัันมีีหลาย

ประเทศที่่�สั่่�งห้้ามใช้้ PQ เนื่่�องจากมีีความเป็็นพิิษจาก 

การใช้ก้ำจัดัวัชัพืชืของเกษตรกร ทำให้เ้ข้า้สู่่�ผิวหนังัได้จ้าก 

แผลเดิิมบนผิิวหนััง และแผลเผาไหม้้ที่่�เกิิดจากฤทธิ์์�

ของ PQ(3) การได้้รัับสััมผััส PQ ทางผิิวหนัังอาจทำให้้

ระคายเคืือง ผิิวหนัังพุุพอง ผิิวหนัังไหม้้ แผลในปาก 

และตาบอดได้้ มีีรายงานการเสีียชีีวิิตเป็็นจำนวนมากจาก

การกลืืนกิินและฉีีด PQ เข้้าใต้้ผิวิหนััง ทำให้้ปอดถููกทำลาย 

และเสีียชีีวิิตภายใน 3 สััปดาห์์(4) งานวิิจััยที่่�ผ่่านมาบ่่งชี้้�ว่่า 

PQ สามารถถููกดููดซึึมเข้้ากระแสเลืือดและกระจายไป 

ตามเนื้้�อเยื่่�อ เช่่น ตัับ ปอด ไต จากนั้้�นถููกขจััดออก 

ทางไต ทำให้้เกิิดภาวะไตวายและส่่งผลกระทบต่่อระบบ

ประสาท อีีกทั้้�งพบปััญหาการปนเปื้้�อนของ PQ ใน

สิ่่�งแวดล้้อมและการตกค้้างในนมแม่่สู่่�ทารก แต่่ภาค

การเกษตรของประเทศไทยนิิยมใช้้ PQ ยัับยั้้�งการ

เจริิญเติิบโตของวััชพืืช ซึ่่�งอาจมีีการตกค้้างในผลผลิิต

ทางการเกษตรและห่่วงโซ่่อาหาร ปััจจุุบัันคณะกรรมการ

วััตถุุอัันตรายมีีมติิห้้ามใช้้ PQ ตามประกาศกระทรวง

อุุตสาหกรรม เรื่่�อง บััญชีีรายชื่่�อวััตถุุอัันตราย ฉบัับที่่� 6 

พ.ศ. 2563 ซึ่่�งกำหนดให้้ PQ เป็็นวััตถุุอัันตรายชนิิดที่่� 4 

ที่่�ห้้ามผลิิต นำเข้้า ส่่งออก นำผ่่าน หรืือมีีไว้้ครอบครอง 

โดยมีผีลบังัคัับใช้เ้มื่่�อวัันที่่� 1 มิถิุนุายน พ.ศ. 2563(5) เป็น็ต้น้ 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุุขฉบัับที่่� 419 พ.ศ. 2563 

เรื่่�อง อาหารที่่�มีีสารพิิษตกค้้าง กำหนดว่่าห้้องปฏิิบััติิการ 

จะต้้องใช้้วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�มีขีีดจำกััดของการตรวจ

พบ (limit of detection; LOD) ของวิธิีทีดสอบอย่า่งน้อ้ย 

ต่่ำถึึงระดัับที่่�กำหนด ซึ่่�งในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ มีีค่่า

กำหนด (method detection limit; MDL) เท่่ากัับ 

0.005 มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั(6) ซึ่่�งมีคี่า่เท่า่กันักับัค่า่กำหนด

ของคณะกรรมาธิิการโครงการมาตรฐานอาหารระหว่่าง

ประเทศ (codex)(7) ส่่วนค่่ากำหนดในสหภาพยุุโรปของ 

PQ มีีค่่าเท่่ากัับ 0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม(8) PQ มีี

สููตรเคมีี C12H14N2
+2 มีีลัักษณะเป็็นของแข็็งสีีเหลืืองหรืือ

สีขีาวนวล ไม่่มีกีลิ่่�น มักัจำหน่่ายในรููปของเหลว เพื่่�อไม่่ให้้

สัับสนกัับเครื่่�องดื่่�มจึึงมีีการเติิมสีีและกลิ่่�นฉุุนลงไปและ

สารที่่�ทำให้้อาเจีียนหากมีีผู้้�ดื่่�ม(9) 

   มีีรายงานบทความวิิจััยในต่่างประเทศเกี่่�ยวกัับ

วิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ PQ, ไดควอต (diquat; DQ) คลอร์์มีี

ควอต (chlormequat; CQ) และเมพิิควอต (mepiquat; 

MQ) ในผลิิตภััณฑ์์จากสััตว์์ โดยเทคนิิค UPLC-MS/

MS ข้้อดีีของงานวิิจััย คืือ ให้้ประสิิทธิิภาพการสกััดสููงใน

ตััวอย่่างที่่�เป็็นกรดและมีีน้้ำเป็็นองค์์ประกอบ ส่่วนข้้อเสีีย 

คืือ วิิธีีไม่่เหมาะสมกัับตััวอย่่างที่่�มีีไขมัันสููง(10) ในปััจจุุบััน 

ประเทศไทยยัังไม่่มีีหน่่วยงานหรืือห้้องปฏิิบััติิการใดให้้

บริกิารตรวจวิเิคราะห์ร์ายการทดสอบ PQ ในเนื้้�อสัตัว์ ์นม 

และไข่่ งานวิิจััยนี้้�จึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีีการ

ตรวจวิิเคราะห์์ PQ ในตััวอย่่าง เนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ 

ให้้เป็็นวิิธีีมาตรฐานตอบสนองต่่อนโยบายกระทรวง

สาธารณสุุขตามที่่�กฎหมายกำหนด นอกจากนั้้�นยััง

สามารถตรวจวิิเคราะห์์สารในกลุ่่�มควอต (quats) อีีก 

3 ชนิิด ในคราวเดีียวกััน ได้้แก่่ DQ, CQ และ MQ 

ซึ่่�งสารดัังกล่่าวมีีคุุณสมบััติิทางเคมีีและความเป็็นพิิษ

คล้้าย PQ(11)  มีีเพีียง CQ เท่่านั้้�นที่่�มีีค่่าปริิมาณสารพิิษ 

ตกค้า้งสูงูสุดุของวัตัถุอุันัตรายทางการเกษตร (maximum 

residue limit; MRLs) ตามประกาศกระทรวง

สาธารณสุุขฉบัับที่่� 387 (พ.ศ. 2560) ซึ่่�งมีีค่่าเท่่ากัับ 

0.1 มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั(12)  DQ มีคี่า่กำหนดตาม codex 

โดยมีีค่่ากำหนดในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ เท่่ากัับ 0.01, 

0.001 และ 0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ตามลำดัับ(7)  

ส่่วน MQ ไม่่มีีค่่ากำหนดทั้้�งในประกาศกระทรวง

สาธารณสุุข และ codex จึงึใช้้ค่่า 0.01 มิลิลิิกรัมัต่อ่กิโิลกรััม

เป็น็ค่า่ดีฟีอลต์ล์ิมิิติ (default limit) ทั้้�งนี้้�ในปี ีพ.ศ. 2563 

ห้้องปฏิิบััติิการสำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ได้้พััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ 
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Analysis of Quats in Meat, Milk and Eggs by LC-MS/MS	 Rattiyakorn Srikote et al.

PQ, DQ, CQ และ MQ ในผัักและผลไม้้ และได้้ผ่า่นการ

รัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการระบบคุุณภาพตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017  จึงึได้ม้ีกีารพัฒันาอย่า่ง 

ต่่อเนื่่�องเพื่่�อรองรัับข้้อกำหนดตามกฎหมาย โดยวิิธีีที่่�

พััฒนาขึ้้�นใช้้สำหรัับตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มควอตใน 

เนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ได้้จากการสกััดในคราวเดีียวกััน 

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีีและสารมาตรฐาน 

สารเคมี:ี methanol (MeOH), HPLC grade รุ่่�น 

I1107807034 (Supelco, Germany), acetonitrile 

(ACN) HPLC grade รุ่่�น K52651891034 (Supelco, 

China), ammonium formate, (NH4HCO2), AR 

grade รุ่่�น 102315819 (Sigma-Aldrich, India), 

formic  acid (HCOOH),  AR grade,  รุ่่�น K34234564503 

(Merck, Germany) สารละลาย acidified methanol 

เตรีียมโดยการปิิเปต formic acid 1.0 มิิลลิิลิิตร ลงใน 

volumetric flask ขนาด 100 มิลิลิิลิติร ที่่�มี ีMeOH และ

ปรัับปริิมาตรเป็็น 100 มิิลลิิลิิตร ด้้วย MeOH, mobile 

phase 20 มิิลลิิโมลาร์์  ส่่วน ammonium formate 

pH 3 เตรีียมโดยการชั่่�ง ammonium formate 

1.261 กรััม ละลายในน้้ำกลั่่�น เติิม  formic acid 1.8 

มิิลลิิลิิตร ปรัับปริิมาตรให้้ครบ 1,000 มิิลลิิลิิตร ด้้วย 

น้้ำกลั่่�น, 0.5% v/v formic acid ใน ACN และ 

0.5% v/v formic acid ในน้้ำ 

สารมาตรฐาน: สารมาตรฐานทั้้�งหมดเป็็นชนิดิเดี่่�ยว 

ในรูปูเกลือื (single standard) paraquat dichloride 

ความบริสิุทุธิ์์� 81.57% ค่า่ความไม่่แน่น่อน 1.63%, diquat 

dibromide ความบริิสุุทธิ์์� 94.37% ค่่าความไม่่แน่่นอน 

1.60%, chlormequat chloride ความบริิสุุทธิ์์� 

98.19% ค่่าความไม่่แน่่นอน 2.33% และ mepiquat 

chloride ความบริิสุุทธิ์์� 99.20% ค่่าความไม่่แน่่นอน 

2.00% (Dr. EhrenStorfer, Germany) ผ่่านการ 

รัับรองมาตรฐานตามระบบคุุณภาพ ISO 17034 ซึ่่�ง

เป็็น reference material certificate เตรีียม

โดยการชั่่�งสารมาตรฐานชนิิดละประมาณ 0.01 กรััม 

ลงใน volumetic flask ชนิดิพลาสติกิ ขนาด 10 มิลิลิลิิติร  

นำมาละลายใน MeOH และคำนวณความเข้้มข้้นให้้อยู่่� 

ในรููป paraquat cation, diquat cation, chlormequat 

cation และ mepiquat cation ก่อ่นนำไปวิเิคราะห์ ์เช่น่ 

paraquat dichloride มีี molecular weight เท่่ากัับ 

257.16 กรััมต่่อโมล แต่่น้ำ้หนัักจริิงที่่�นำมาคำนวณเท่่ากัับ 

186.3 กรัมัต่อ่โมล (molecular weight ของ paraquat 

cation ที่่�หักัลบ dichloride แล้ว้) โดย stock standard 

แต่่ละชนิิด มีีความเข้้มข้้นประมาณ 1,000 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตร

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ 

เครื่่�อง HPLC รุ่่�น 1260 series (Agilent, 

Singapore), เครื่่�อง MS/MS  รุ่่�น 5500 QTRAP  

(AB SCIEX, Singapore), analytical column ขนาด 

2.1 × 150 มิลิลิิเมตร, 3 ไมครอน (Atlantis® HILIC Silica 

รุ่่�น 1911068BF0362110141, WaterTM, USA), 

เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 0.001 กรััม รุ่่�น LP 620 S 

(Sartorius, Germany), เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 0.01 

มิิลลิิกรััม รุ่่�น MC 210 S (Sartorius, Germany), 

เครื่่�องปั่่�นตกตะกอน รุ่่�น Multifuge X Pro Series 

(Thermo Scientific, Germany) ความเร็ว็ 5,000 รอบ

ต่่อนาทีี, เครื่่�องระเหยแบบ heating block รุ่่�น 18790 

(Pierce, USA), แก๊๊สไนโตรเจน ความบริิสุุทธิ์์� 99.95%, 

เครื่่�องหมุุนปั่่�นสารละลาย Vortex Genie 2 รุ่่�น G560E 

(Scientific, USA), volumetric flask ชนิิด 

polypropylene ขนาด 10, 25 และ 50 มิิลลิิลิิตร, 

screw cap centrifuge tube ชนิิด polypropylene  

ขนาด 15 และ 50 มิิลลิิลิิตร, micro-spin filters ชนิิด 

nylon ขนาด 0.2 ไมครอน รุ่่�น 3883 (Vertical, 

Thailand), vial สีีชา ชนิิด polypropylene ขนาด 

1.5 มิิลลิิลิิตร, syringe ขนาด 6 มิิลลิิลิิตร พร้้อม SPE 

adapter และ volumetric flask ชนิิดพลาสติิก ขนาด 

10, 25 และ 50 มิิลลิิลิิตร

ตััวอย่่าง

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี 

โดยใช้้เนื้้�อหมููเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างเนื้้�อสััตว์์ นมโค 

เป็็นตััวแทนของตััวอย่่างนม และไข่่ไก่่เป็็นตััวแทน

ของตััวอย่่างไข่่ วิิธีีการเตรีียมตััวอย่่างโดยนำเนื้้�อหมูู 

จากฟาร์์มที่่�ได้้รัับรองมาตรฐานการผลิิตจากกรมปศุุสััตว์์ 
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

จำนวน 8 ตััวอย่่างๆ ละ 500 กรััม เป็็นส่่วนหมููเนื้้�อแดง 

นำมาหั่่�นและบดปั่่�นรวมกันั ชั่่�งตัวัอย่า่งใส่ใ่นขวดตัวัอย่า่ง 

ขวดละ 5 กรััม นมโคชนิิด ยูู เอช ทีี ยี่่�ห้้อต่่างๆ จำนวน 

8 ตััวอย่่างๆ ละ ประมาณ 500 มิิลลิิลิิตร นำมาผสม 

รวมกััน ชั่่�งตััวอย่่างใส่่ในขวดตััวอย่่าง ขวดละ 5 กรััม 

และไข่่ไก่่จากฟาร์์มที่่�ได้้รัับรองมาตรฐานการผลิิตจาก 

กรมปศุุสััตว์์ จำนวน 8 ตััวอย่่างๆ ละ 6 ฟอง ตอกไข่่ 

รวมกันัทั้้�งไข่ข่าวและไข่แ่ดง ชั่่�งตัวัอย่า่งใส่ใ่นขวดตัวัอย่่าง 

ขวดละ 5 กรััม สำหรัับทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี

   

วิิธีีวิิเคราะห์์

การสกััด

วิิธีีที่่�นำมาทดสอบเป็็นวิิธีีที่่�ดััดแปลงมาจาก Korean 

Journal of Environmental Agriculture, 2020(10) 

เป็น็วิธิีทีี่่�มีคีวามจำเพาะสูงู นำตัวัอย่า่ง 5 กรัมั ไปสกัดัโดย

เติิม 0.5% formic acid ในน้้ำ 2 มิิลลิิลิิตร และ 0.5% 

formic acid ใน ACN  8 มิิลลิิลิิตร ผสมให้้เข้้ากัันด้้วย 

vortex mixer นาน 1 นาที ีปั่่�นแบบตกตะกอนที่่�ความเร็ว็ 

5,000 รอบต่่อนาทีี นาน 10 นาทีี ทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วย SPE 

cartridge HLB 200 มิลิลิกิรัมั (Oasis, water) โดยใช้้ 

syringe ชนิิดพลาสติิก ขนาด 6 มิิลลิิลิิตร พร้้อม SPE 

adapter ล้้าง SPE ด้้วย 5 มิิลลิิลิิตร 0.5% formic acid 

ในน้้ำ และ 5 มิิลลิิลิิตร  0.5% formic acid ใน ACN 

จากนั้้�นนำตััวอย่่าง (ส่่วนใส) ปริิมาตร 2 มิิลลิิลิิตร เติิม

ลงใน SPE cartridge HLB 200 มิิลลิิกรััม กรองผ่่าน 

SPE cartridge โดยใช้้ plunger เก็็บสารละลายที่่�ถููก

ชะลงใน screw cap centrifuge tube ชนิิด poly-

propylene ขนาด 15 มิิลลิิลิิตร และชะด้้วย 2 มิิลลิิลิิตร

ของ 0.5% formic acid ใน ACN เก็็บสารละลาย 

ที่่�ถููกชะลงใน screw cap centrifuge tube ชนิิด 

polypropylene ขนาด 15 มิิลลิิลิิตร และนำไประเหย

ด้ว้ยแก๊๊สไนโตรเจนให้้เกืือบแห้้ง  ปรัับปริมิาตรด้้วย 0.5% 

formic acid ใน ACN ให้้ได้้ 1 มิิลลิิลิิตร โดยใช้้  

autopipette กรองผ่่าน micro-spin filters ชนิิด 

nylon ขนาด 0.2 ไมครอน ปั่่�นแบบตกตะกอนที่่�ความเร็็ว 

5,000 รอบต่่อนาทีี นาน 10 นาทีี นำสารละลายที่่�กรองได้้

ใส่่ใน vial พลาสติิกสีีชา ขนาด 1.5 มิิลลิิลิิตร

การตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณ 

การตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณโดยเทคนิิค 

LC-MS/MS ที่่�สภาวะ column oven 35 องศา

เซลเซีียส อััตราการไหล 0.3 มิิลลิิลิิตรต่่อนาทีี ปริิมาตรที่่�

ฉีีด 10 ไมโครลิิตร mobile phase A:B (20 มิิลลิิโมลาร์์ 

ammonium formate: ACN)(13) ตรวจวััดปริิมาณ

ไอออนโดยใช้้ multiple reaction monitoring 

(MRM) รายงานในรููปแคทไอออน (cation) ในหน่่วย

มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ปริิมาณของสารที่่�ตรวจพบคำนวณ

จาก standard curve

โดยใช้้สมการเส้้นตรง		  Y	 =	 aX+ b

						      (Y-b)  
ปริิมาณของสารที่่�ตรวจพบ (mg/kg)       	=
						         a	

โดย   	 X	 =	 concentration, C (mg/kg)

  	 Y	 =	 peak area ของสารมาตรฐาน    

        	 a	 =	 slope ของ calibration curve       

   	 b	 =	 intercept ของ calibration curve

การทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีวิิเคราะห์์ (method 

validation)

การสร้้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve)

เตรีียมสารมาตรฐานผสมของ PQ, DQ, CQ และ 

MQ 7 ระดัับความเข้้มข้้น ได้้แก่่ 5, 10, 20, 40, 80, 100 

และ 200 นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ในสารละลาย 1% 

volume/volume formic  acid  ใน  MeOH: H2O  (1:1)  

จากนั้้�นฉีีดเข้้าเครื่่�อง LC-MS/MS สร้้าง calibration 

curve ระหว่า่ง concentration กับั peak area คำนวณค่า่

สัมัประสิทิธิ์์�การตัดัสินิใจ (determination coefficient; R2)

กำหนดเกณฑ์์การยอมรัับเป็็น: R2 มากกว่่าหรืือเท่่ากัับ 

0.99(14)    

        

การทดสอบความจำเพาะของวิิธีี (specificity)

เป็น็การแสดงการแตกตััวเป็็นไอออนและค่่าพลัังงาน 

อิิเล็็คตรอนของสารมาตรฐาน เพื่่�อให้้เกิิดความจำเพาะ

เจาะจงของสารแต่่ละชนิิด โดยฉีีดสารมาตรฐานความ 

เข้้มข้้น 10 นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร จำนวน 3 ซ้้ำ บัันทึึก

ค่่า retention time (RT) วิิเคราะห์์ matrix blank 
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โดยพิิจารณา chromatogram ของ matrix blank 

ผลต้้องไม่่พบสััญญาณที่่�มีค่่า RT หรืือค่่ามวลต่่อประจุุ 

(mass transition: m/z)  ที่่�ตรงกัับสารมาตรฐาน

ผลกระทบจากคุุณสมบััติิของเนื้้�อตััวอย่่าง (matrix 

effect: ME) 

การประเมิินค่า่ ME คำนวณโดยใช้้ค่า่ %recovery 

ของสารมาตรฐานจากการเปรีียบเทีียบความชัันของการ

วิิเคราะห์์แบบ calibration curve on solvent ที่่�ระดัับ

ความเข้้มข้้น 10–200 นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร และ cali-

bration curve on matrix ใน matrix เนื้้�อหมูู นมโค 

และไข่ไ่ก่ ่ที่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ 10–200 นาโนกรัมัต่อ่กรัมั 

วิิเคราะห์์ระดัับละ 3 ซ้้ำ เกณฑ์์การประเมิิน %ME, (-20 

ถึึง 20%) หมายถึึง soft, (-50 ถึึง -20% และ 20 ถึึง 

50%) หมายถึึง medium และ (> 50% และ < -50%) 

หมายถึึง strong(15)  คำนวณจากสููตร

MF (matrix factor) = b (matrix)/b (solvent)

โดย b คืือ peak area ของสารมาตรฐาน

ME (%) = (MF−1) × 100

การทดสอบขีีดจำกััดของการตรวจพบ (limit of 

detection; LOD)

ทดสอบโดยการฉีีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ลงใน matrix blank ที่่�ความเข้้มข้้น 

5 นาโนกรััมต่่อกรััม ซึ่่�งเป็็นค่่ากำหนดตามกฎหมาย 

(MDL) เป็น็ระดับัที่่�สามารถตรวจวัดัได้้ตาม sensitivity 

ที่่�เหมาะสมของเครื่่�องมืือ ทำการสกััดและตรวจวิิเคราะห์์

จำนวน 10 ซ้้ำ หา signal-to-noise (S/N) ของสาร

แต่่ละชนิิด คำนวณปริิมาณสารมาตรฐานที่่�ทำให้้พีีคมีี

ความสููง 3 เท่่า (S/N) และคำนวณความเข้้มข้้นต่่อน้้ำ

หนัักตััวอย่่าง

การทดสอบขีดีจำกัดัของการวัดัเชิงิปริมิาณ (limit of 

quantitation; LOQ)

ทดสอบโดยการฉีีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ที่่�ความเข้ม้ข้น้ประมาณ 2 เท่า่ของค่า่ LOD 

ลงในตััวอย่่าง blank sample ทำการสกััดและวิิเคราะห์์

จำนวน 10 ซ้้ำ คำนวณหาปริิมาณเทีียบกัับสารมาตรฐาน 

%recovery เกณฑ์์การยอมรัับอยู่่�ในช่่วง 60–120% และ 

%RSD เกณฑ์์การยอมรัับ ≤ 20%(14)            

การทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยง (accuracy 

and precision)

ทดสอบโดยการฉีีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ใน spiked sample ที่่�ระดัับ LOQ, 

8 × LOQ และ 20 × LOQ ได้้แก่่ ที่่�ความเข้้มข้้น 10, 80 

และ 200 นาโนกรััมต่่อกรััม ตามลำดัับ ทำการวิิเคราะห์์

ระดับัละ 10 ซ้ำ้ คำนวณหาปริมิาณเทียีบกับัสารมาตรฐาน 

%recovery เกณฑ์์การยอมรับัอยู่่�ในช่ว่ง 60–120 % และ 

%RSD เกณฑ์์การยอมรัับ ≤ 20%(14)            

ช่่วงการวิิเคราะห์์และความเป็็นเส้้นตรง (linearity 

and working range)

วิเิคราะห์ ์matrix blank เติมิสารมาตรฐานที่่�ระดับั

ความเข้้มข้้นต่่างๆ อย่่างน้้อย 5 ระดัับ ภายในช่่วงกราฟ

มาตรฐานที่่�พิิสููจน์์แล้้วว่่าเป็็นเส้้นตรงวิิเคราะห์์ระดัับละ 

3 ซ้้ำ วิิเคราะห์์ตามวิิธีี สร้้างกราฟระหว่่างความเข้้มข้้น

ที่่�เติิม (x axis) กัับค่่าเฉลี่่�ยความเข้้มข้้นที่่�ตรวจพบ 

(y axis) คำนวณค่่า R2 กำหนดเกณฑ์์การยอมรัับเป็็น 

R2 มากกว่่าหรืือเท่่ากัับ 0.95(14)            

การประมาณค่า่ความไม่แ่น่น่อนของการตรวจวิเิคราะห์์ 

(uncertainty) 

ความไม่่แน่่นอนของการวััดต้้องคำนึึงถึึงแหล่่ง

ความไม่่แน่่นอนทุุกแหล่่ง ที่่�มีีผลกระทบต่่อการวิิเคราะห์์

เชิงิปริมิาณ เมื่่�อนำมารวมกันัให้ค้ำนวณค่า่ความไม่แ่น่น่อน 

ขยายที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% โดยใช้้ค่่า k = 2 เป็็นวิิธีี

ที่่�มีีความถููกต้้องเป็็นที่่�ยอมรัับและเหมาะสมต่่อการนำไป 

ใช้้งาน คำนวณปริิมาณสารที่่�วััด โดยใช้้ค่่าความเข้้มข้้น 

(Co) ที่่�อ่านได้้จาก calibration curve ที่่�สร้้างจาก 

ความสััมพัันธ์์ระหว่่าง concentration กัับ peak area
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

ผล

ความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐานโดยเตรีียม

สารมาตรฐานผสมของ PQ, DQ, CQ และ MQ  7 ระดัับ 

ความเข้้มข้้น ได้้แก่่  5, 10, 20, 40, 80, 100  และ 200   

นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิติร ในสารละลาย 1% volume/volume 

formic acid ใน MeOH:น้้ำ (1:1) นำไปวิิเคราะห์์

ด้้วยเครื่่�อง LC-MS/MS สร้้าง calibration curve 

ระหว่่าง concentration กัับ peak area คำนวณค่่า R2

มีีค่่าตั้้�งแต่่ 0.997–0.999 ดัังแสดงในภาพที่่� 1 

ความจำเพาะเจาะจงเป็็นการแสดงการแตกตััว

เป็็นไอออนและค่่าพลัังงานอิิเล็็คตรอนของสารมาตรฐาน 

แต่่ละชนิิด ทดสอบโดยฉีีดสารมาตรฐานผสมที่่� 

ความเข้ม้ข้น้ 10 นาโนกรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร ในสารละลาย 1% 

volume/volume formic acid ใน MeOH:น้้ำ (1:1) 

จำนวน 3 ซ้้ำ บัันทึึกค่่า retention time (RT) วิิเคราะห์์ 

matrix blank โดยพิิจารณา chromatogram 

ของ matrix blank ผลต้้องไม่่พบสััญญาณที่่�มีค่่า RT 

และค่่ามวลต่่อประจุุ (m/z) ที่่�ตรงกัับสารมาตรฐาน 

โดย PQ, DQ, CQ และ MQ มีี RT ที่่� 3.0, 2.1, 2.6 

และ 2.7 ตามลำดัับ PQ จะให้้ 1 product ion 

ที่่�เกิิดจาก 2 precursor ion ส่่วน DQ, CQ และ MQ 

จะให้้ 1 product ion ที่่�เกิิดจาก 1 precursorion 

ซึ่่�งค่่า m/z  เป็็นค่่าคงที่่�เสมอ(13) ดัังแสดงในตารางที่่� 1 

และ 2

ตารางที่่� 1  Multiple reaction monitoring (MRM) condition ของการวิิเคราะห PQ, DQ, CQ และ MQ 

Compounds
Precursor ion 

(m/z)
  Product ion

(m/z)
DP 

(eV)
EP

(eV)
CE

(eV)
CXP
(eV)

PQ 186.3 171.1 (primary) 80.00 1.69 28.00 11.80

171.1 77.0 (secondary) 156.30 8.00 46.65 8.24

DQ 183.3 168.0 (primary) 81.20 13.10 30.82 10.32

183.3 157.1 (secondary) 81.20 13.10 22.00 9.79

CQ 122.0 58.0 (primary) 148.46 7.07 36.65 7.06

ภาพที่่� 1  ความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐานของสารกลุ่่�มควอต
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การพิิสููจน์์ ME โดยการประเมิินค่่า ME จาก

ค่่า %recovery ของสารมาตรฐานจากการวิิเคราะห์์

แบบ calibration curve on solvent (calibration 

curve ของ standard ที่่�เตรีียมใน 1% formic acid: 

น้้ำ (1:1) ที่่�ระดัับความเข้้มข้้นตั้้�งแต่่ 10–200 นาโนกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร และ calibration curve on matrix 

(calibration curve ที่่�เกิิดจากการสกััด matrix เนื้้�อ

หมูู นมโค และไข่่ไก่่) ที่่�ความระดัับความเข้้มข้้นตั้้�งแต่่ 

10-200 นาโนกรััมต่่อกรััม เกณฑ์์การประเมิิน %ME, 

(-20 ถึึง 20%) หมายถึึง soft, (-50 ถึึง -20% และ 20 

ถึงึ 50%) หมายถึงึ medium และ (> 50% และ < -50%) 

หมายถึึง strong ผลพบว่่า %ME อยู่่�ในเกณฑ์์ soft ทุุก 

matrix 

การยืืนยัันค่่า LOD โดยเติิมสารมาตรฐานลงใน 

matrix blank ที่่�ความเข้้มข้้น 5 นาโนกรััมต่่อกรััม ซึ่่�งเป็็น

ระดัับที่่�สามารถตรวจวััดได้้ตาม sensitivity ที่่�เหมาะสม 

ของเครื่่�องมืือ ซึ่่�งเป็็นค่่ากำหนดตามกฎหมาย (MDL) 

ทำการสกััดและหาค่่า S/N ของสารแต่่ละชนิิด คำนวณ

ปริิมาณสารมาตรฐานที่่�ทำให้้พีีคมีีความสููง 3 เท่่า S/N 

โดย PQ มีีค่่า S/N อยู่่�ในช่่วงตั้้�งแต่่ 11–19 DQ มีีค่่าอยู่่�

ในช่่วงตั้้�งแต่่ 11–20 CQ มีีค่่าอยู่่�ในช่่วงตั้้�งแต่่ 460–903 

และ MQ มีีค่่าอยู่่�ในช่่วงตั้้�งแต่่ 274–625 ทั้้�งนี้้�ค่่า S/N 

สูงูหรือืต่ำ่ขึ้้�นอยู่่�กับธรรมชาติขิองสารแต่ล่ะชนิดิ ดังัแสดง

ในตารางที่่� 3

Compounds
Precursor ion 

(m/z)
  Product ion

(m/z)
DP 

(eV)
EP

(eV)
CE

(eV)
CXP
(eV)

122.0 63.0 (secondary) 148.46 7.07 27.11 10.40

MQ 114.2 98.0 (primary) 254.96 7.84 34.09 13.57

114.2 58.0 (secondary) 254.96 7.84 32.53 9.17

ตารางที่่� 1  Multiple reaction monitoring (MRM) condition ของการวิิเคราะห PQ, DQ, CQ และ MQ (ต่่อ)

หมายเหตุุ:	 DP คืือ declustering potential, EP คืือ enterance potential energy, CE คืือ collision energy และ CXP 

	คื ือ collision cell exit potential

ตารางที่่� 2  ค่่า retention time (RT) และค่่ามวลต่่อประจุุ (m/z) ของสารมาตรฐาน PQ, DQ, CQ และ MQ

Compounds 
Precursor ion

(m/z)
Product ion

(m/z)
RT

(min)
Ion Ratio

PQ 186.3 171.1 3.0 0.91

171.1 77.0 

DQ 183.3 168.0 2.6 0.90

183.3 157.1 

CQ 122.0 58.0 2.1 0.96

122.0 63.0 

MQ 114.2 98.0 2.7 0.97

114.2 58.0 
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

ความแม่่นและความเที่่�ยงทดสอบโดยการฉีีดสาร

มาตรฐานผสม PQ, DQ, CQ และ MQ ใน (spiked 

sample) ที่่�ระดัับ LOQ, 8 × LOQ และ 20 × LOQ 

ได้้แก่่ ความเข้้มข้้น 10, 80 และ 200 นาโนกรััมต่่อกรััม 

ตามลำดับั ทำการวิเิคราะห์ร์ะดับัละ 10 ซ้ำ้ คำนวณปริมิาณ

เทียีบกับักราฟของสารมาตรฐานแล้ว้คำนวณ %recovery 

%RSD เกณฑ์์ยอมรัับโดย mean recovery อยู่่�ในช่่วง 

64.8-108.6% เกณฑ์ย์อมรัับ %RSD อยู่่�ในช่่วง  2.1-13.0% 

ดัังแสดงในตารางที่่� 4

ตารางที่่� 3   ค่่า signal-to-noise (S/N) ที่่�ระดัับ LOD (5 นาโนกรััมต่่อกรััม) ของตััวอย่่างเนื้้�อหมูู นมโค และไข่่ไก่่

Compounds 

 ค่่า S/N*

เนื้้�อหมูู
(ค่่าต่่ำสุุด-ค่่าสููงสุุด)

นมโค
(ค่่าต่่ำสุุด-ค่่าสููงสุุด)

ไข่่ไก่่
(ค่่าต่่ำสุุด-ค่่าสููงสุุด)

        PQ 13–21 12–19 11–19

        DQ 13–20 11–13 12–17

        CQ 570–708 533–903 460–743

        MQ 274–448 463–625 414–625

หมายเหตุุ: *เกณฑ์์ยอมรัับ S/N > 3

ตารางที่่� 4	 ผลการทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยงที่่�ระดัับ LOQ (10 นาโนกรััมต่่อกรััม)  8 × LOQ (80 นาโนกรััม 

	ต่ ่อกรััม) และ 20 × LOQ (200 นาโนกรััมต่่อกรััม)  

Compounds
Spiked level 

(ng/g)

เนื้้�อหมูู นมโค ไข่่ไก่่

%recovery*  %RSD* %recovery* %RSD* %recovery* %RSD*

PQ
10
80
200

80.0
99.6
93.9

12.2
13.0
12.8

101.7
101.1
105.2

7.9
7.48
7.19

100.6
100.8
94.9

9.6
13.0
12.3

DQ
10
80
200

64.8
106.3
104.7

3.9
6.9
8.8

91.9
107.4
97.2

12.9
4.9
10.8

103.6
98.6
92.6

12.1
7.5
11.0

CQ
10
80
200

98.0
99.9
104.5

5.3
8.6
2.6

100.5
100.2
94.5

11.6
4.9
7.8

103.0
108.6
98.4

10.9
3.3
3.5

MQ
10
80
200

85.8
106.3
101.8

4.7
2.1
3.6

102.1
94.7
95.9

12.4
9.1
10.7

103.2
105.2
100.6

11.6
2.0
4.6

หมายเหตุุ: *เกณฑ์์การยอมรัับ %recovery = 60-120%, %RSD ≤ 20%(14)
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Analysis of Quats in Meat, Milk and Eggs by LC-MS/MS	 Rattiyakorn Srikote et al.

ช่่วงการวิิเคราะห์์และความเป็็นเส้้นตรงของการ

วิิเคราะห์์  โดยเติิมสารละลายมาตรฐานลงใน matrix 

blank ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 10, 20, 40, 80, 100 

และ 200 นาโนกรััมต่่อกรััม ภายในช่่วงกราฟมาตรฐาน

ที่่�พิิสููจน์์แล้้วว่่าเป็็นเส้้นตรง ทำการสกััดและวิิเคราะห์์

ระดัับละ 3 ซ้้ำ สร้้างกราฟมาตรฐานระหว่่างความ

เข้้มข้้นของสารมาตรฐานที่่� เติิมลงในตััวอย่่ างกัับ

ความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานที่่�ตรวจพบ คำนวณค่่า

สััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ (R2) โดยมีีค่่าอยู่่�ในช่่วงตั้้�งแต่่ 

0.985–0.997 ความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์อยู่่�

ในช่่วง 10–200 นาโนกรััมต่่อกรััม ดัังแสดงในภาพ 

ที่่� 2, 3 และ 4

ภาพที่่� 2  ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์เนื้้�อหมูู

ภาพที่่� 3 ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์นมโค

Linearity and working range of pork

Linearity and working range of milk

Conc.found (ng/g)

Conc.found (ng/g)
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการตรวจ

วิิเคราะห์์ แสดงให้้เห็็นถึึงสายโซ่่การสอบกลัับได้้ของ 

การวััด ได้้พิิจารณาแหล่่งความไม่่แน่่นอนที่่�จะมีีผลกระทบ 

ต่่อการตรวจวิิเคราะห์์(16) ได้้แก่่ ความไม่่แน่่นอนจาก

ค่่าความเข้้มข้้นของตััวอย่่างที่่�อ่านได้้จาก calibration 

curve สารมาตรฐาน ความเที่่�ยงของวิิธีีเมื่่�อทำซ้้ำ รวมไป

ถึึงประสิิทธิิภาพของวิิธีีที่่�ทำให้้เกิิด bias เมื่่�อนำค่่าความ 

ไม่แ่น่น่อนของการตรวจวิเิคราะห์เ์นื้้�อหมูทูี่่�เติมิสารมาตรฐาน 

กลุ่่�มควอตที่่�ระดัับ 0.1 นาโนกรััมต่อ่กรััม ทำการวิิเคราะห์์ 

10 ซ้ำ้ โดยมีีค่า่ความไม่่แน่่นอนที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% 

และสััดส่่วนของแหล่่งความไม่่แน่่นอนที่่�สำคััญที่่�มีีผลต่่อ

การตรวจวิิเคราะห์์ส่่วนใหญ่่มาจาก method precision 

รองลงมา คืือ ความเข้้มข้้นของตััวอย่่างที่่�อ่านได้้จาก 

calibration curve สารมาตรฐาน ดัังแสดงในภาพที่่� 5

ภาพที่่� 4  ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์ไข่่ไก่่

ภาพที่่� 5  relative standard uncertainty contributions ของสารกลุ่่�มควอตในเนื้้�อหมูู 

PQ, y = 2.8159e4x,  R2	 = 0.99670 
DQ, y = 6.9985e3x,	 R2	 =	0.99566 
CQ, y = 1.3628e6x,	 R2	 =	0.99728 
MQ, y = 3.6715e5x,	R2	 = 0.99699

Conc.found (ng/g)
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Analysis of Quats in Meat, Milk and Eggs by LC-MS/MS	 Rattiyakorn Srikote et al.

หลัังจากพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์และนำไปใช้้ใน 

การตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างอาหารประเภทเนื้้�อสััตว์์ นม 

และไข่่ ในโครงการประเมิินความเสี่่�ยงการได้้รัับสััมผััส

สารเคมีีและสารปนเป้ื้�อนที่่�คนไทยได้้รัับจากการบริิโภค 

ปี ีพ.ศ. 2565 (total diet study) โดยเก็บ็ตััวอย่า่งอาหาร 

ประเภทเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ จากตลาดค้้าส่่งหรืือศููนย์์ 

กระจายสิินค้า้ในแต่่ละภาค ๆ  ละ 2 จังัหวััด รวม 8 จังัหวััด

จำนวน 29 ตัวัอย่า่ง รายละเอียีดและวิธิีกีารจัดัการตัวัอย่า่ง

โครงการประเมิินความเสี่่�ยงการได้้รัับสััมผััสสารเคมีีและ

สารปนเปื้้�อนที่่�คนไทยได้้รัับจากการบริิโภค ระบุุไว้้ใน

รายงานประจำปีี 2565 ของสำนัักคุุณภาพและความ

ปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์(17)   ผลการ

ตรวจวิเิคราะห์ไ์ม่พ่บการตกค้า้งของสารกลุ่่�มควอตในทุกุ

ตััวอย่่าง ดัังแสดงในตารางที่่� 5 

ตารางที่่� 5	 ผลการตรวจวิิเคราะห์์การตกค้้างของสารกลุ่่�มควอตในตััวอย่่าง total diet study  ในปีี พ.ศ. 2565  

	 จำนวน 29 ตััวอย่่าง 

ชนิิดตััวอย่่าง
ปริิมาณที่่�ตรวจพบ (mg/kg)

PQ DQ CQ MQ

1.	  เนื้้�อสััตว์์และผลิิตภััณฑ์์ (23 ตััวอย่่าง)
	 เนื้้�อไก่่, ลููกชิ้้�นไก่่, ไส้้กรอกไก่่, ตัับไก่่, เนื้้�อหมูู, 
	ลู ูกชิ้้�นหมูู, หมููปิ้้�ง, ไส้้กรอกหมูู, หมููยอ, ตัับหมูู,
	ลู ูกชิ้้�นเนื้้�อ, เนื้้�อวััว/เนื้้�อควาย, ปลานิิล/ปลาทัับทิิม,
	 ปลาช่่อน, ปลาดุุก, ปลาน้้ำจืืดตากแห้้ง, กุ้้�งน้้ำจืืด,
	 ปลาทะเล, กุ้้�งทะเล, ปลาหมึึก, ลููกชิ้้�นปลา, 
	 ปลากระป๋๋อง, หอยแครง/หอยแมลงภู่่�	

ND ND ND ND

2.	 นม  (4 ตััวอย่่าง)
	 นมโค, นมถั่่�วเหลืือง, นมเปรี้้�ยว, นมปรุุงแต่่งพร้้อมดื่่�ม	

ND ND ND ND

3.  ไข่ (2 ตัวอย่าง)
     ไข่ไก่, ไข่เป็ด	

ND ND ND ND

หมายเหตุุ: ND = not detected 

วิจารณ์

ตามระบบคุุณภาพมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 

2017(18) กำหนดว่่า วิิธีีการทดสอบต้้องผ่่านการตรวจ

สอบความใช้้ได้้ของวิิธีี ในการตรวจสอบความใช้้ได้้

ของวิิธีีครั้้�งนี้้�ใช้้เนื้้�อหมููเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างเนื้้�อ

สััตว์์ ใช้้นมโคเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างนม และใช้้ไข่่

ไก่่เป็็นตััวแทนของตััวอย่่างไข่่ เนื่่�องจากมีีอััตราการ

บริิโภคของคนไทยในปริิมาณที่่�สูง(19) ถึึงแม้้ว่่าเนื้้�อไก่่

จะมีีอััตราการบริิโภคที่่�สูงไม่่ต่่างจากเนื้้�อหมูู แต่่เนื้้�อ

ไก่่มีีปริิมาณไขมัันสููงกว่่าเนื้้�อหมูู(20) ซึ่่�งคุุณสมบััติิทาง

เคมีีของสารกลุ่่�มควอตที่่�ไม่่ละลายในไขมัันเนื่่�องจาก

แคทไอออน จึึงเลืือกใช้้เนื้้�อหมููซึ่่�งมีีไขมัันระดัับกลาง 

ประกอบกัับปริิมาณไขมัันในเนื้้�อหมููจะไม่่รบกวนการ

วิิเคราะห์์มากเท่่ากัับเนื้้�อไก่่ในขั้้�นตอนการทำให้้บริิสุุทธิ์์�

ด้้วย hydrophilic-lipophilic-balanced (HLB) 

SPE cartridge และเนื้้�อหมููสามารถทำให้้บริิสุุทธิ์์� 

ได้ง้่า่ยกว่่า ตาม CXG 40–1993 (codex guideline)(21)  

ในการกำหนดชนิดิของอาหารเพื่่�อเป็็นตััวแทนกลุ่่�มอาหาร 

(representative matrix) ตามความเหมาะสม โดย

ทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีวิิเคราะห์์ในตััวอย่่างที่่�เป็็น 

representative commodity (species) 1 ชนิิด 

เป็็นอย่่างน้้อย ใน 1 commodity categories (class) 

ซึ่่�งเนื้้�อหมููและเนื้้�อไก่่จััดอยู่่�ใน class เดีียวกััน จึึงเลืือกใช้้ 

เนื้้�อหมููเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างเนื้้�อสััตว์์ เมื่่�อทดสอบ
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

ประสิิทธิภิาพการสกัดัในตัวัอย่า่งเนื้้�อไก่ ่พบว่า่ %recovery 

ผ่่านเกณฑ์์ยอมรัับ จากการศึึกษาความจำเพาะเจาะจง

ของวิิธีี PQ ให้้ product ion ที่่�เกิิดจาก 2 precursor 

ion ส่่วน DQ, CQ และ MQ product ion จะเกิิดจาก 

1 precursor ion เท่่านั้้�น ซึ่่�งสััดส่่วนของมวลต่่อประจุุ

ของ precursor ion และมวลต่อ่ประจุขุอง product ion 

เป็็นค่่าคงที่่�เสมอ การวิิเคราะห์์ calibration curve 

ความเป็น็เส้น้ตรงของกราฟมาตรฐานที่่�เกิดิจากความสัมัพันัธ์์ 

ระหว่่างความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานและพื้้�นที่่�ใต้้พีีค

ของสารมาตรฐาน มีีค่่า R2 อยู่่�ในช่่วง 0.997–0.999 และ 

ความเป็็นเส้้นตรงของช่่วงการวิิเคราะห์์ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 

10, 20, 40, 80, 100 และ 200 นาโนกรััมต่่อกรััม 

ความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐานเกิิดจากความ

สััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานที่่�เติิมลง

ในตััวอย่่างผ่่านกระบวนการสกััดและคำนวณเป็็นความ

เข้้มข้้นของสารมาตรฐานที่่�ตรวจพบ มีีค่่า R2 อยู่่�ในช่่วง  

0.985–0.997 ซึ่่�งคุุณลัักษณะและคุุณสมบััติิอยู่่�ในเกณฑ์์

ยอมรัับตาม pesticide analytical guideline ของ

สหภาพยุุโรป SANTE/11312/2021(14) สามารถนำวิิธีี

นี้้�ไปใช้้ในห้้องปฏิิบััติิการได้้ และ calibration curve 

ที่่�ใช้้เป็็น calibration curve on solvent ซึ่่�งไม่่มีี 

ผลกระทบจากคุณุสมบัตัิขิองเนื้้�อตัวัอย่า่ง เมื่่�อเปรียีบเทียีบ

ความชัันกับั calibration curve on matrix ของเนื้้�อหมูู 

นมโค และไข่ไ่ก่ ่พบว่่า %ME อยู่่�ในเกณฑ์ ์ soft  ในความยาก 

ของวิิธีี จึึงดััดแปลงขั้้�นตอนการสกััดและทำให้้บริิสุุทธิ์์� 

โดยการปรัับใช้้ HLB SPE cartridge จากขนาดความจุุ 

500 มิิลลิิกรััม เป็็นขนาดความจุุ 200 มิิลลิิกรััม ปรัับ

ปริิมาตรสารที่่�ใช้้ในการสกััดจาก 20 มิิลลิิลิิตร เป็็น 

10 มิิลลิิลิิตร และปริิมาตรสารละลายที่่�ใช้้ชะจาก 12.5 

มิิลลิิลิิตร เป็็น 10 มิิลลิิลิิตร เพื่่�อให้้เหมาะสมกัับความจุุ 

ของ HLB SPE cartridge ขนาด 200 มิิลลิิกรััม ซึ่่�ง

เป็็นวััสดุุวิิทยาศาสตร์์ที่่�มีีในห้้องปฏิิบััติิการ เพื่่�อใช้้ให้้เกิิด 

ประโยชน์ส์ูงูสุดุ โดยปรับัความเร็ว็รอบในการ centrifuge 

จาก 2,500 รอบต่่อนาทีี นาน 5 นาทีี เป็็นความเร็็ว 5,000 

รอบต่่อนาทีี นาน 10 นาทีี เพื่่�อแยกสารสกััดกัับเนื้้�อ 

ตัวัอย่่างได้้ชัดัเจน มีคีวามใสมากขึ้้�น และง่่ายต่่อการทำให้้

บริิสุุทธิ์์� ใช้้ syringe plunger พร้้อม SPE adapter 

ต่่อกัับ HLB SPE cartridge ในการทำให้้บริิสุุทธิ์์� แทน

การใช้ชุุ้ดกรองแบบ manifold pressure และปรัับสภาวะ

ของเครื่่�อง LC-MS/MS ตามที่่�ได้้กล่่าวในส่่วนของวััสดุุ

และวิิธีีการ แต่่ความเข้้มข้้นสุุดท้้ายของตััวอย่่างก่่อน

วิเิคราะห์์ด้ว้ย LC-MS/MS คือื 1 กรััมต่่อมิิลลิิลิติร เท่่ากััน 

และประสิิทธิภิาพการสกััด %recovery อยู่่�ในช่่วง 60–120% 

ในทุุกระดัับความเข้้มข้้นที่่�ทดสอบประสิิทธิิภาพวิิธีี 

ขั้้�นตอนการสกััดหลัังจากปั่่�นแบบตกตะกอน พบว่่า

ตัวัอย่า่งนมโคและไข่ไ่ก่ใ่ห้ส้ารสกัดั ลักัษณะใสกว่า่ตัวัอย่า่ง

เนื้้�อหมูู เนื่่�องจากนมโคและไข่่ไก่่มีีลัักษณะเป็็นของเหลว 

ขั้้�นตอนการสกััดเมื่่�อมีีน้้ำเป็็นองค์์ประกอบในตััวอย่่าง

จะทำให้้การสกััด analyte ออกมาได้้ดีีกว่่าตััวอย่่างที่่�

ไม่่มีีน้้ำ(13) ก่่อนการสกััดเติิม 0.5% formic ในน้้ำ ลงไป 

ในตัวัอย่่างก่่อนการสกััดทำให้้ประสิิทธิิภาพการสกััดดีีกว่่า 

สารมาตรฐานที่่�ใช้้เป็็นเกลืือของสารในกลุ่่�มควอต เช่่น 

พาราควอตไดคลอไรด์์ ซึ่่�งเป็็นวััตถุุอัันตรายทางการ

การเกษตร แต่่ชนิิดสารที่่�ออกฤทธิ์์� คืือ พาราควอต 

แคทไอออน(22) ดัังนั้้�นในการเตรีียมสารละลายมาตรฐาน

ต้อ้งคำนวณความเข้ม้ข้น้ให้อ้ยู่่�ในรูปูพาราควอตแคทไอออน 

ก่่อนนำไปวิิเคราะห์์และเตรีียมในภาชนะบรรจุุชนิิด

พลาสติิกทั้้�งหมด(13) เนื่่�องจากสารในกลุ่่�มควอตจะทำ

ปฏิิกิิริิยากัับกัับผิิวของภาชนะบรรจุุที่่�เป็็นแก้้ว ในการ

ประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์ แสดง 

ตััวอย่่างการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนเฉพาะการ

วิิเคราะห์์เนื้้�อหมููที่่�เติิมสารมาตรฐานกลุ่่�มควอตที่่�ระดัับ 

0.1 นาโนกรัมัต่อ่กรัมั ทำการวิเิคราะห์ ์10 ซ้ำ้ เท่า่นั้้�น ส่ว่น

ตัวัอย่า่งนมโคและไข่ไ่ก่ ่สัดัส่ว่นของแหล่ง่ความไม่แ่น่น่อน

สามารถประมาณค่า่และคำนวณได้เ้ช่น่เดียีวกับัการตรวจ

วิิเคราะห์์เนื้้�อหมููที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%

วิิธีีการสกััดตััวอย่่างที่่�พััฒนานี้้�สามารถใช้้ในการ

ตรวจวิิเคราะห์์ PQ, CQ และ MQ ในเนื้้�อสััตว์์ นม และ

ไข่ ่โดยเทคนิิค LC-MS/MS ที่่�สอดคล้้องตามข้้อกำหนด

ในพระราชบัญัญัตัิอิาหาร เพื่่�อเฝ้า้ระวังัการตกค้า้งของสาร

ดังักล่า่วในอาหารในประเทศได้้ ยกเว้น้การตรวจวิิเคราะห์์ 

DQ ที่่�ค่่ากำหนดของ codex ในนม มีีค่่าเท่่ากัับ 0.001 

มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั แม้ว้่า่วิธิีทีี่่�พัฒันาจะไม่ส่ามารถตรวจ

วิิเคราะห์์ได้้ในระดัับที่่�กำหนด แต่่ถ้้าตรวจพบการตกค้้าง

ของ DQ ในนม ที่่�ระดัับ 0.005 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ตามวิธิี ีถือืว่า่ตรวจพบการตกค้า้งเกินิกว่า่กฎหมายกำหนด
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สามารถนำไปใช้้ตรวจคััดกรองเบื้้�องต้้นได้้ ในอนาคต

อาจต้้องมีีการพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์เพื่่�อให้้สามารถตรวจ

วิิเคราะห์์ DQ ในนม เพื่่�อตอบสนองต่่อค่่ากำหนดของ 

codex หลัังจากที่่�ได้้พััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์และนำไป

ใช้ใ้นการตรวจวิิเคราะห์ส์ารกลุ่่�มควอต ในโครงการ total 

diet study ปีี พ.ศ. 2565 จำนวน 29 ตััวอย่่าง ในอาหาร

ประเภทเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ รวมถึึงนมถั่่�วเหลืือง ซึ่่�งเป็็น

ชนิิดตััวอย่่างที่่�มีความเสี่่�ยงที่่�จะได้้รัับสารกลุ่่�มควอตจาก

การเลี้้�ยงด้้วยอาหารสััตว์์หรืือมีีการปนเปื้้�อน ผลพบว่่า 

ไม่่พบการตกค้้างในทุุกตััวอย่่าง อาจเป็็นเพราะสาร PQ 

มีีคุุณสมบััติิเป็็นไอออน จึึงมีีความสามารถในการละลาย

ในตััวอย่่างที่่�มีีไขมัันเป็็นองค์์ประกอบ (fatty food) ต่่ำ

หรืือไม่่ละลายจึึงเกิิดการตกค้้างได้้น้้อย ประกอบกัับสาร 

PQ ถููกยกเลิิกการใช้้ตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2563 ทำให้้ไม่่พบ

การตกค้้างในห่่วงโซ่่อาหารและสอดคล้้องกัับผลการเฝ้้า

ระวัังการตรวจวิิเคราะห์์การตกค้้างของสารเคมีีป้้องกััน

กำจััดศััตรููพืืชในผัักและผลไม้้สด ในโครงการผัักและผล

ไม้้ 77 จัังหวััด ในปีี พ.ศ. 2565(17) จากตััวอย่่างทั้้�งหมด 

320 ตััวอย่่าง ผลพบว่่าไม่่พบการตกค้้างของ PQ และ 

DQ แต่่พบการตกค้้างของ CQ และ MQ คิิดเป็็นร้้อยละ 

0.94 และ 3.75 ตามลำดัับ ซึ่่�งปริิมาณที่่�ตกค้้างมีีค่า่ไม่่เกินิ

ที่่�กฎหมายกำหนด 

ประเทศไทยยัังไม่่มีีหน่่วยงานหรืือห้้องปฏิิบััติิการ

เปิิดให้้บริิการตรวจวิิเคราะห์์รายการทดสอบ PQ, DQ, 

CQ และ MQ ในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ ห้อ้งปฏิิบัตัิกิารสำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร เป็็นห้้องปฏิิบััติิการ 

แรกที่่�พัฒนาวิิธีีทดสอบดัังกล่่าว สามารถตอบสนอง

ต่่อนโยบายของกระทรวงสาธารณสุุขได้้ เพื่่�อเฝ้้าระวััง 

การตกค้า้งของ PQ  DQ   CQ และ MQ ที่่�ตกค้้างในอาหาร 

หรืือที่่�ห่วงโซ่่อาหารได้้ การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์สาร 

กลุ่่�มควอตในอาหารประเภทเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ 

มีขี้อ้จำกัดั คือื ไม่มี่ีห้อ้งปฏิบิัตัิกิารให้บ้ริกิารรายการตรวจ 

วิิเคราะห์์นี้้�และไม่่มีีแผนทดสอบความชำนาญทั้้�งใน

ระดัับชาติิและนานาชาติิ หากมีีห้้องปฏิิบััติิการอื่่�นที่่�ตรวจ

วิิเคราะห์์อาจมีีการจััดการเปรีียบเทีียบผลระหว่่างห้้อง

ปฏิิบััติิการ (interlaboratory comparison) เพื่่�อ

เป็็นการควบคุุมคุุณภาพภายนอกได้้

สรุป

วิิธีีที่่�พััฒนานี้้�เป็็นวิิธีีที่่�ดััดแปลงมาจาก Korean 

Journal of Environmental Agriculture, 2020(10) 

สามารถใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์ PQ, DQ, CQ และ 

MQ ในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดยเทคนิิค LC-MS/MS 

เป็็นวิิธีีที่่�มีีความจำเพาะสููง สามารถใช้้ calibration 

curve on solvent ได้้ โดยไม่่มีีผลกระทบจากคุุณสมบััติิ

ของเนื้้�อตััวอย่่าง ให้้ค่่าขีีดจำกััดของการตรวจพบเท่่ากัับ 

0.005 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และขีีดจำกััดการวััดเชิิง

ปริิมาณเท่่ากัับ 0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ความแม่่น

แสดงเป็็น %recovery อยู่่�ในช่่วง 64.8–108.6% 

และความเที่่�ยงแสดงเป็็น %RSD ค่่าเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 

2.1–13.0 มีีช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์

ที่่� 0.01–0.20 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม วิิธีีดัังกล่่าวเป็็นวิิธีี

ที่่�เหมาะสมกัับการใช้้งานและให้้ผลผ่่านเกณฑ์์ยอมรัับ

ทำให้้ผลการทดสอบถููกต้้อง เชื่่�อถืือได้้ และได้้นำวิิธีีที่่�

พััฒนามาสำรวจปริิมาณการตกค้้างของ PQ, DQ, CQ 

และ MQ ในอาหารที่่�คนไทยบริิโภคประเภทเนื้้�อสััตว์์ 

นม และไข่่ ในโครงการ total diet study ปีี พ.ศ. 2565 

จำนวน 29 ตััวอย่่าง ผลไม่่พบการตกค้้างของสารทั้้�ง 

4 ชนิิด ในทุุกตััวอย่่าง ดัังนั้้�นอาหารประเภทเนื้้�อสััตว์์ 

นม และไข่่ที่่�คนไทยบริิโภคยัังมีีความปลอดภััย 
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Rattiyakorn Srikote  Phornphan Songsri  and Nichanan Boonnim
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Analytical Method Development of Paraquat, 
Diquat, Chlormequat and Mepiquat in Meat, 

Milk and Eggs by LC-MS/MS

ABSTRACT   Paraquat is a type 4 hazardous substance that has been banned for manufacturing, 
import, export, transit, or possession according to the Notification of the Ministry of Industry No. 6 
(B.E. 2563) Re: List of Hazardous Substances. Additionally, the Notification of the Ministry of Public Health 
No. 419 (B.E. 2563) Re: Food Containing Pesticide Residues indicates the criteria for regulating paraquat 
level in meat, milk and eggs that the analytical method used for detection must have a minimum detection 
limit of 0.005 mg/kg. Based on these notifications, an efficient laboratory was developed using LC-MS/
MS to simultaneously determine paraquat and three quats; diquat, chlormequat and mepiquat in meat, 
milk and eggs. Samples were extracted using acidic acetonitrile, centrifuged, purified through hydrophilic 
-lipophilic-balanced (HLB) SPE cartridge and quantify using multiple reaction monitoring (MRM). 
The method had a limit of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 0.005 mg/kg and 0.01 mg/kg, 
respectively, with a linearity range of 0.01–0.20 mg/kg and accuracy (%recovery) at 64.8–108.6 and  
precision (%RSD) at 2.1–13.0. This method was used to analyze 29 food samples and it was found no quat 
residues. Therefore, this developed method is effective for determining quat residues in meat, milk, and 
eggs and suitable for monitoring quat residues in food regulations.	

Keywords: Quats, Meat, Milk, Eggs, LC-MS/MS
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บทคัดย่อ  ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่อ้างสรรพคุณในการช่วยลดน้ำ�หนัก เพิ่มสมรรถภาพทางเพศ บำ�รุงผิวพรรณ หรือช่วยแก้ไข
ปัญหาสุขภาพอาจมีการปลอมปนของวัตถุออกฤทธิ์หรือยาแผนปัจจุบัน เพื่อให้เกิดผลที่ต้องการอย่างรวดเร็วโดยไม่คำ�นึงถึง
ความปลอดภัยของผู้บริโภค ซึ่งการใช้สารเหล่านี้อย่างผิดวัตถุประสงค์อาจก่อให้เกิดปัญหาสุขภาพอย่างร้ายแรงจนเสียชีวิตได้ 
การศึกษานี้จึงได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพ เพื่อตรวจสอบการปลอมปนของยาแผนปัจจุบัน 16 ชนิด ที่นิยมนำ�
มาใช้ในผลิตภัณฑ์เสริมอาหารประเภทผง เม็ด แคปซูล และเคร่ืองด่ืม โดยใช้ตัวทำ�ละลาย MeOH:H2O (70:30) ในการ
สกัดและปรับค่า pH ของสารละลายให้เป็นกรด จากนั้นนำ�สารสกัดเจือจาง 10 เท่า ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
ซึ่งวิธีที่พัฒนาขึ้นมีขีดจำ�กัดการตรวจวัดสำ�หรับการยืนยันผลเท่ากับ 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สำ�หรับตัวอย่างทุกประเภท จาก 
การทดสอบความใช้ได้ของวิธี พบว่าค่า %diagnostic sensitivity, %diagnostic specificity, %positive predictive 
value และ %negative predictive value มีค่าเท่ากับ 100% ดังนั้นวิธีวิเคราะห์นี้จึงมีความไว ความจำ�เพาะ ความแม่นยำ�สูง 
ไม่ทำ�ให้เกิดผลบวกลวงหรือผลลบลวง และสามารถวิเคราะห์ยาทั้ง 16 ชนิด ได้ในครั้งเดียว ซ่ึงเป็นการลดปริมาณการใช้ 
สารเคมีและระยะเวลาในการวิเคราะห์ เกิดประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์เสริมอาหารให้เป็นไปตามกฎหมายและ
คุ้มครองความปลอดภัยให้กับผู้บริโภค

คำ�สำ�คัญ: การพัฒนาวิธีวิเคราะห์, ยาแผนปัจจุบัน, ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร, LC-MS/MS
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บทนำ�

ปััจจุุบัันผู้้�บริิโภคนิิยมใช้้ผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร 

เพื่่�อวััตถุุประสงค์์ต่่างๆ เช่่น ลดน้้ำหนััก เสริิมสร้้าง 

การเจริิญเติิบโตของกล้้ามเนื้้�อ เพิ่่�มสมรรถภาพทางเพศ 

บำรุุงผิิวพรรณ หรืือแก้้ไขปััญหาสุุขภาพอื่่�นๆ ซึ่่�งผลิิตภััณฑ์์

บางชนิิดอาจมีีการปลอมปนด้้วยยาแผนปััจจุุบััน เพื่่�อให้้

เกิิดผลลััพธ์์ที่่�ต้้องการในระยะเวลาอัันรวดเร็็ว แต่่อาจ 

ส่่งผลข้้างเคีียงต่่อสุุขภาพของผู้้�บริิโภคอย่่างรุุนแรง(1) 

พบได้้จากข่่าวการเสีียชีีวิิตหรืืออาการประสาทหลอนของ 

ผู้้�ที่่�บริิโภคผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารสำหรัับลดน้้ำหนััก 

สาเหตุุหลัักที่่�ทำให้้เกิิดอัันตราย คืือ การปลอมปนยาลด 

น้้ำหนัักในผลิิตภััณฑ์์ดัังกล่่าว โดยทั่่�วไปยาลดน้้ำหนััก 

จะสั่่�งจ่่ายโดยแพทย์์ เพื่่�อใช้้เป็็นส่่วนหนึ่่�งของการรัักษาโรค 

อ้้วน ยาลดน้้ำหนัักแบ่่งเป็็น 2 ประเภท ตามการออก

ฤทธิ์์�ของยา(2) ได้้แก่่ กลุ่่�มออกฤทธิ์์�ต่่อสมองมีีผลต่่อศููนย์์

ควบคุมุการรัับประทานอาหารหรืือความรู้้�สึกอยากอาหาร 

โดยกระตุ้้�นศูนูย์ค์วบคุมุความอิ่่�มและทำให้เ้กิดิอาการเบื่่�อ

อาหาร เช่น่ sibutramine, phentermine, fluoxetine, 

desoxy-D2PM ยาชนิดิออกฤทธิ์์�กดประสาทและลดการ

ทำงานของศููนย์์ควบคุุมความหิิว เช่่น fenfluramine 

และกลุ่่�มที่่�ออกฤทธิ์์�กัับอวััยวะอื่่�นๆ เช่่น ephedrine, 

pseudoephedrine ที่่�ช่ว่ยกระตุ้้�นกระบวนการเผาผลาญ

ในร่่างกายและเพิ่่�มอััตราการเผาผลาญไขมััน phenolph- 

thalein มีีฤทธิ์์�เป็็นยาระบาย กระตุ้้�นการบีีบตััวของลำไส้้

ทำให้้เกิิดการขัับถ่่ายมากขึ้้�นหรืือบ่่อยขึ้้�น เมื่่�อร่่างกาย

สููญเสีียน้้ำและเกลืือแร่่จึึงทำให้้รู้้�สึึกผอมลงอย่่างรวดเร็็ว 

และอาจมีีการใช้้ diazepam เพื่่�อลดผลข้้างเคีียงจาก

ยาลดน้้ำหนัักที่่�กระตุ้้�นระบบประสาทส่่วนกลางร่่วมด้้วย 

การได้้รัับยาเหล่่านี้้�ในปริิมาณที่่�มากเกิินไปอาจส่่งผลเสีีย 

ต่่อสุุขภาพ เช่่น เกิิดอาการวิิตกกัังวล หวาดระแวง นอน 

ไม่่หลัับ ขาดความสมดุุลของสภาวะเกลืือแร่่ในร่่างกาย

หรืือการทำงานของบางอวััยวะผิิดปกติิ และหากใช้้ยา

เหล่่านี้้�ติิดต่่อกัันเป็็นเวลานานหรืือใช้้ในปริิมาณที่่�เกิิน

ขนาด อาจส่ง่ผลต่อ่ระบบประสาท หัวัใจ และหลอดเลือืด 

จนถึึงขั้้�นเสีียชีีวิิต

นอกจากนี้้�พบผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารที่่�อ้างสรรพคุุณ 

ช่่วยรัักษาปััญหาสุุขภาพ แต่่มีีการปลอมปนยาประเภท 

สเตีียรอยด์์ เช่่น prednisolone(3) และ  dexamethasone(4) 

ที่่�มีีฤทธิ์์�ต้้านการอัักเสบ กดภููมิิคุ้้�มกััน ใช้้รัักษาอาการแพ้้ 

รัักษาความผิิดปกติิเกี่่�ยวกัับระบบกล้้ามเนื้้�อ กระดููกและ

ข้้อ ทางเดิินหายใจ ทางเดิินอาหาร และต่่อมไร้้ท่่อ หากใช้้

เป็น็เวลานานหรือืใช้บ้่อ่ยเกินิไปอาจก่อ่ให้เ้กิดิผลข้า้งเคียีง 

เช่่น เพิ่่�มความเสี่่�ยงการติิดเชื้้�อแบคทีีเรีียจากฤทธิ์์�การกด

ภููมิิคุ้้�มกััน เพิ่่�มระดัับน้้ำตาลในเลืือด เพิ่่�มการสะสมไขมััน 

เพิ่่�มความเสี่่�ยงต่อ่ภาวะกระดูกูพรุนุ และอาจทำให้ร้่า่งกาย

หยุุดสร้้างสเตีียรอยด์์ตามธรรมชาติิ ดัังนั้้�นเมื่่�อหยุุดใช้้

ยานี้้�ทัันทีีจะทำให้้ร่่างกายขาดสเตีียรอยด์์อย่่างฉัับพลััน 

อาจเกิิดภาวะช็็อก หมดสติิ และเสีียชีีวิิต ผลิิตภััณฑ์์ช่่วย 

เสริิมสมรรถภาพทางเพศเป็็นผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารที่่�

อัันตราย มีีการใช้้ sildenafil (viagra), tadalafil หรืือ 

vardenafil(5) ซึ่่�งเป็็นยารัักษาโรคหย่่อนสมรรถภาพทาง

เพศ ออกฤทธิ์์�ช่่วยผ่่อนคลายกล้้ามเนื้้�อของหลอดเลืือด 

ช่ว่ยเพิ่่�มการไหลเวีียนโลหิิตไปยัังอวััยวะเพศชาย และช่่วย

ให้อ้วัยัวะเพศแข็็งตัวั หากได้้รับัในปริิมาณมากเกิินไปอาจ

ทำให้้สููญเสีียการมองเห็็นอย่่างฉัับพลัันหรืือทำให้้หััวใจ

วายจนเสียีชีวีิติ ดังันั้้�นการผสมยาเหล่า่นี้้�ในผลิติภัณัฑ์เ์สริมิ

อาหารที่่�ไม่่มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อใช้้เป็็นยาและไม่่ได้้รัับการ

ควบคุมุปริมิาณการบริโิภคดังัเช่น่ยา อาจทำให้ผู้้้�บริโิภคได้้

รัับความเสี่่�ยงจากผลข้้างเคีียงอย่่างร้้ายแรง เกิิดอัันตราย

ต่่อสุุขภาพ และเสีียชีีวิิตได้้

ประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 293 พ.ศ. 

2548 เรื่่�อง ผลิติภัณัฑ์เ์สริมิอาหาร(6) ให้ค้ำนิยิาม ผลิติภัณัฑ์์ 

เสริิมอาหารว่่า เป็็นผลิิตภััณฑ์์ที่่�ใช้้รัับประทานนอกเหนืือ

จากการรัับประทานอาหารตามปกติิ ซึ่่�งมีีสารอาหาร

หรืือสารอื่่�นเป็็นองค์์ประกอบอยู่่�ในรููปแบบเม็็ด แคปซููล 

ผง เกล็็ด ของเหลว หรืือลัักษณะอื่่�น ซึ่่�งมิิใช่่รููปแบบ

อาหารตามปกติิ สำหรัับผู้้�บริิโภคที่่�คาดหวัังประโยชน์์

ทางด้้านส่่งเสริิมสุุขภาพ ดัังนั้้�นการนำวััตถุุออกฤทธิ์์�(7) 

เช่่น sibutramine และ desoxy-D2PM ที่่�ถููกจััดเป็็น 

วััตถุุออกฤทธิ์์�ประเภท 1 alprazolam, ephedrine, 

phentermine และ pseudoephedrine ที่่�เป็็นวััตถุุ

ออกฤทธิ์์�ประเภท 2 และ diazepam ที่่�เป็น็วัตัถุอุอกฤทธิ์์�

ประเภท 4 มาใช้้เป็็นส่่วนประกอบในอาหารถืือเป็็นการ

กระทำที่่�ผิิดกฎหมาย นอกจากนี้้�การปลอมปนยาควบคุุม

พิิเศษ(8) เช่่น sildenafil, tadalafil, fluoxetine, 

prednisolone, dexamethasone ยาอัันตราย(9) เช่่น 
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fluoxetine ยาแผนปััจจุุบัันที่่�ใช้้ตามแพทย์์หรืือเภสััชกร

สั่่�งเท่่านั้้�น เช่่น มีี bisacodyl ในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร 

ซึ่่�งเป็น็การใช้อ้ย่า่งผิดิวัตัถุปุระสงค์ ์อาจก่อ่ให้เ้กิดิอันัตราย

ต่่อผู้้�บริิโภคและเป็็นการกระทำที่่�ผิิดกฎหมาย

เทคนิิคการตรวจวิิเคราะห์์วััตถุุออกฤทธิ์์�และยา

แผนปััจจุุบัันมีีหลายเทคนิิค(10) ตั้้�งแต่่วิิธีีการพื้้�นฐานที่่�ใช้้

ตรวจคัดักรองเบื้้�องต้น้ ได้้แก่ ่โครมาโทกราฟีแีบบแผ่น่บาง 

(thin-layer chromatograph; TLC)(11-13) ที่่�อาศััย

เทคนิิคการแยกสารแบบของแข็็งและของเหลว โดยใช้้ 

alumina หรืือ silica gel เป็็นวััฏภาคคงที่่� (stationary 

phase) เคลืือบบนแผ่่นกระจกหรืือแผ่่น aluminum 

แล้้วใช้้ตััวทำละลายที่่�เหมาะสมเป็็นวััฏภาคเคลื่่�อนที่่� 

(mobile phase) ซึ่่�งเป็็นวิิธีีการวิิเคราะห์์เชิิงคุุณภาพ 

แบบง่่ายและรวดเร็็ว แต่่ใช้้แยกสารปริิมาณมากๆ ได้้ไม่ด่ีี 

มีีค่่าขีีดจำกััดการตรวจวััดสููง และอาจต้้องทำการตรวจ

ยืนืยันัผลอีกีครั้้�ง นอกจากนี้้�ยังมีเีทคนิคิ gas chromato- 

graphy (GC) และ liquid chromatography (LC)(14,15) 

ที่่�มีีความจำเพาะ ความไว และความแม่่นยำสููง สามารถ

วิิเคราะห์์สารได้้หลายชนิิดในเวลาเดีียวกััน โดย LC นิิยม

ใช้้กัับ detector ชนิิด UV/VIS หรืือ MS/MS ซึ่่�งทำให้้

การวิิเคราะห์์มีีความน่่าเชื่่�อถืือมากยิ่่�งขึ้้�น

การศึึกษานี้้�มีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาการตรวจ

วิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบััน 16 ชนิิด ได้้แก่่ alprazolam, 

bisacodyl, desoxy-D2PM, dexamethasone, 

diazepam, ephedrine, fenfluramine, fluoxetine, 

phenolphthalein, phentermine, prednisolone, 

pseudoephedrine, sibutramine, sildenafil, 

tadalafil และ vardenafil โดย LC-MS/MS ใน

ผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด และแคปซููล ดำเนิิน

การทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีโดยศึึกษาความจำเพาะ

เจาะจง ขีดีจำกัดัการตรวจวัดัสำหรับัการยืนืยันัผล ความไว

ของวิธิีวีิเิคราะห์์ positive predictive value (PPV) และ 

negative predictive value (NPV) ซึ่่�งวิิธีีที่่�พััฒนานี้้� 

สามารถนำไปใช้้ตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่าง เพื่่�อควบคุุม

คุุณภาพอาหารตามกฎหมาย และใช้้เป็็นข้้อมููลพื้้�นฐาน

ในการวางแผนให้้กัับหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้อง เพื่่�อป้้องกััน

และเฝ้้าระวัังสถานการณ์์ความปลอดภััยในการบริิโภค

ผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารต่่อไป 

วัสดุและวีธีการ

สารเคมีีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน: alprazolam, diazepam, 

ephedrine hydrochloride, phentermine 

hydrochloride,  pseudoephedrine hydrochloride 

(DMSc reference standard, ความบริิสุุทธิ์์�มากกว่่า 

ร้อ้ยละ 99.0), bisacodyl, dexamethasone, fluoxetine 

hydrochloride, phenolphthalein, prednisolone, 

tadalafil, vardenafil hydrochloride (Dr. Ehren-

storfer GmbH, ความบริิสุุทธิ์์�มากกว่่าร้้อยละ 97.0), 

desoxy-D2PM, sildenafil citrate (Sigma-Aldrich, 

ความบริิสุุทธิ์์�มากกว่่าร้้อยละ 99.0), fenfluramine 

hydrochloride, sibutramine hydrochloride 

monohydrate (LGC GmbH, ความบริิสุุทธิ์์�มากกว่่า

ร้้อยละ 98.00)

สารเคมีี: acetonitrile (ACN), methanol 

(MeOH) เป็็น HPLC grade และ formic acid เป็็น 

AR grade

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 0.001 กรััม (Sartorius 

AG, รุุน LP 620S, Germany) และ 0.01 มิิลลิิกรััม 

(Mettler-Toledo AG, รุุน XPE, Switzerland),  

refrigerated centrifuge, เครื่่�องปั่่�น (Nessei, 

Japan), vortex mixer, shaker, micro pipette 

ขนาด 2−20, 10−100, 20−200, 100−1,000 และ 

1,000−10,000 ไมโครลิิตร, screw cap centrifuge 

tube ขนาด 50 มิิลลิิลิิตร, micro-spin filter tube 

0.2 ไมโครเมตร ชนิิด PVDF, ขวดวััดปริิมาตร ขนาด 

10 และ 1,000 มิิลลิิลิิตร, กระบอกตวง ขนาด 100 

และ 500 มิิลลิิลิิตร, pH paper ช่่วง 0−14 และ 

2.5−4.5, เครื่่�อง LC-MS/MS ประกอบด้้วย binary 

pump, auto-sampler, micro vacuum degasser, 

thermostatted column compartment: Agilent 

1100-API 4000, detector ชนิิด triple quadrupole 

mass spectrometer (Agilent Technologies, 

Germany) และคอลัมัน์ ์Zorbax SB C-18 (4.6 mm ×

150 mm, 5 µm)
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การพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบัันที่่�ปลอมปนในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร	 กััญญารััตน์์ เชื้้�อกููลชาติิ และคณะ

วิิธีีวิิเคราะห์์

การเตรีียมตััวอย่่าง 

ตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด และ

แคปซููล ทำการบดให้้ละเอีียดด้้วยเครื่่�องบดปั่่�นจนเป็็น

เนื้้�อเดีียวกััน (homogenize) โดยแต่่ละชนิิดตััวอย่่าง 

จะนำจากทุุกส่่วนมารวมกัันและทำการชั่่�งตััวอย่่างเพื่่�อ

ตรวจวิิเคราะห์์ ส่่วนตััวอย่่างที่่�เหลืือจากการชั่่�งจะเก็็บ

ในสภาวะที่่�เหมาะสม (reserved portion) ในการ

สุ่่�มตััวอย่่างใช้้หลััก hypermetric distribution ที่่�

ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 99%(16) เช่่น ตััวอย่่างชนิิดเม็็ด หาก

มีีตััวอย่่าง 100 เม็็ด ให้้นำตััวอย่่างทั้้�งหมดบดปั่่�นและ

ดำเนินิการตามที่่�กล่่าวข้า้งต้น้ ตัวัอย่า่งชนิดิแคปซูลู เลือืก

ใช้้เฉพาะส่่วนที่่�อยู่่�ในแคปซููลเท่่านั้้�น ตััวอย่่างชนิิดผง 

นำตััวอย่่างทั้้�งหมดรวมกัันและดำเนิินการเช่่นเดีียวกัับ

ชนิดิเม็ด็ กรณีตีัวัอย่า่งเป็น็ของเหลว นำทุกุส่ว่นของหน่ว่ย 

บรรจุุเทรวมกันัและผสมเป็น็เนื้้�อเดียีวกันั จากนั้้�นดำเนินิการ 

เช่่นเดีียวกัับตััวอย่่างชนิิดอื่่�นๆ สำหรัับตััวอย่่าง matrix 

blank ได้้จากตััวอย่่างที่่�ส่งวิิเคราะห์์ของสำนัักคุุณภาพ

และความปลอดภััยอาหาร ผ่่านการสกััดและวิิเคราะห์์

ตามวิิธีีที่่�พััฒนา จากนั้้�นฉีีดสารสกััดเข้้าเครื่่�อง LC-MS/

MS และตรวจสอบว่่าไม่่มีี mass หรืือสััญญาณรบกวน

ที่่�สารมาตรฐานทั้้�ง 16 ชนิิด เพื่่�อป้้องกัันความผิิดพลาด

ของผลวิิเคราะห์์

การสกััดตััวอย่่าง                                                                                                                                       

สกััดผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล 

และเครื่่�องดื่่�ม โดยชั่่�งตััวอย่่าง 1.000±0.05 กรััม ใส่่ 

screw cap centrifuge tube ขนาด 50 มิลิลิลิิติร ละลาย

ด้้วยตััวทำละลายผสม MeOH:H2O อััตราส่่วน 70:30 

ปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร ผสมให้้เข้้ากััน จากนั้้�นปรัับค่่า pH 

ซึ่่�งขั้้�นตอนนี้้�มีการศึึกษาค่่า pH ช่่วงต่่างๆ เพื่่�อทดสอบ

ประสิิทธิิภาพของการสกััดสารเป้้าหมาย โดยมีกีารปรับัค่า่ 

pH ในช่่วงต่่างๆ ได้้แก่่ 1.5−2.5, 2.5−3.5 และ 3.5−4.5 

ด้้วย formic acid ผสมให้้เข้้ากัันและเขย่่าด้้วย shaker 

นาน 15 นาทีี จากนั้้�นหมุุนเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็ว 4,000 รอบ 

ต่่อนาทีี อุุณหภููมิิ -4 องศาเซลเซีียส นาน 10 นาทีี 

ดููดสารละลายส่่วนใส 1 มิิลลิิลิิตร (กรณีีผลิิตภััณฑ์์ 

เสริิมอาหารชนิิดเครื่่�องดื่่�ม เนื่่�องจากตััวอย่่างจะรวมเป็็น

เนื้้�อเดีียวกัันกัับตััวทำละลายจึึงสามารถดููดสารละลายได้้

ทั้้�งหมด) ใส่ล่งใน micro-spin filter ชนิดิ PVDF ขนาด 

2 มิลิลิิลิติร นำไปหมุนุเหวี่่�ยงที่่�ความเร็ว็ 9,000 รอบต่อ่นาทีี 

อุุณหภููมิิ -4 องศาเซลเซีียส นาน 10 นาทีี นำสารละลาย 

ที่่�ได้้มาเจืือจาง 10 เท่่า ด้้วย MeOH:H2O อััตราส่่วน 

70:30 ก่่อนนำไปวิิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�อง LC-MS/MS

การเตรีียมสารละลายมาตรฐาน                                                                                                            

เตรีียมสารละลายมาตรฐาน stock standard  

solution ความเข้้มข้้น 1,000 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

โดยชั่่�งสารมาตรฐานแต่่ละชนิิดประมาณ 10 มิิลลิิกรััม 

ละลายและปรัับปริมิาตรเป็น็ 10 มิลิลิิลิติร ด้ว้ย methanol 

คำนวณความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานเป้้าหมาย เตรีียม

สารละลายมาตรฐานผสมความเข้้มข้้น 100, 10 และ 1 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร โดยการเจืือจางด้้วย methanol 

สำหรัับสารละลายมาตรฐานที่่�ใช้้ในการคำนวณด้้วย 

LC-MS/MS เป็็นแบบ single point standard ที่่�

ความเข้้มข้้น 50 นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร

การวิิเคราะห์์ด้้วย LC-MS/MS

เครื่่�อง Agilent 1110 series API 4000 MS/

MS ที่่�สภาวะดัังนี้้� mobile phase เป็็น 0.1% formic 

acid และ acetonitrile ใช้้โปรแกรม gradient ใน

การแยกสาร เวลาในการวิิเคราะห์์ทั้้�งหมด 22 นาทีี โดย

มีีสภาวะของ mass spectrometer ประกอบด้้วย ion 

spray voltage: 5500 volts, temperature (TEM): 

400 องศาเซลเซียีส, collision gas (CAD): nitrogen; 

medium, curtain gas (CUR): 30 psig, ion spray 

nebulizer gas (GAS-1): 40 psig, tis heater gas 

(GAS-2): 50 psig อุณุหภูมูิขิองคอลัมัน์เ์ท่า่กับั 35 องศา

เซลเซีียส และ injection volume เท่่ากัับ 5 ไมโครลิิตร 

โดยสารถููกทำให้้เป็็นไอออนบวกด้้วย electro spray 

ionization (ESI) ไอออนที่่�ได้้ถููกวิิเคราะห์์ด้ว้ย multiple 

reaction monitoring (MRM) และศึึกษา mass ที่่� m/z 

ดัังแสดงในตารางที่่� 1 
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ตารางที่่� 1  MS/MS fragmentation conditions

No. Compound name
Precursor ion

(m/z)
Product ion

(m/z)
Retention Time 

(RT) (min)

1 alprazolam 309.100 281.300 (primary) 8.29

205.300 (secondary)

2 bisacodyl 362.000 184.000 (primary) 7.35

167.000 (secondary) 

3 desoxy-D2PM 238.000 97.000 (primary) 6.34

117.000 (secondary)

4 dexamethasone 393.000 147.000 (primary) 7.16

355.000 (secondary)

5 diazepam 285.300 193.200 (primary) 7.89

154.200 (secondary)

6 ephedrine 166.200 117.100 (primary) 6.07

115.100 (secondary)

7 fenfluramine 232.200 159.100 (primary) 6.38

109.100 (secondary)

8 fluoxetine 310.100 44.000 (primary) 6.35

148.100 (secondary)

9 phenolphthalein 319.000 225.000 (primary) 6.72

141.100 (secondary)

10 phentermine 150.100 91.100 (primary) 6.15

105.100 (secondary)

11 prednisolone 361.000 307.000 (primary) 6.90

343.000 (secondary)

12 pseudoephedrine 166.200 117.100 (primary) 6.19

115.100 (secondary)

13 sibutramine 280.000 125.000 (primary) 6.92

139.000 (secondary)

14 sildenafil 475.100 58.000 (primary) 6.34

100.000 (secondary)

15 tadalafil 390.100 268.100 (primary) 6.88

135.100 (secondary)

16 vardenafil 489.400 151.000 (primary) 6.20

312.200 (secondary)
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การพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบัันที่่�ปลอมปนในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร	 กััญญารััตน์์ เชื้้�อกููลชาติิ และคณะ

การทดสอบความถูกูต้้องของวิธิีีวิิเคราะห์์                                                                                       

ความจำเพาะเจาะจงของวิิธีีวิิเคราะห์์ (specificity)

ตรวจสอบ specificity โดยพิิจารณาจาก ion ratio  

และ retention time ของสารละลายตััวอย่า่งต้อ้งแตกต่า่ง 

จาก ion ratio และ retention time เฉลี่่�ยของสาร

มาตรฐาน ที่่�ได้จ้ากการฉีดีสารมาตรฐาน จำนวน 3 ซ้ำ้ ก่อ่น

ทำการฉีีดสารละลายตััวอย่า่งที่่�ต้องการวิิเคราะห์์ (system 

suitability) ไม่่เกิินเกณฑ์์การยอมรัับ(17) และวิิเคราะห์์ 

matrix blank พิิจารณา chromatogram ของตััวอย่่าง 

โดยต้้องไม่่พบสััญญาณที่่�มีค่่า retention time (RT) 

และค่่า m/z ที่่�ตรงกัับสารมาตรฐานทั้้�ง 16 ชนิิด

ขีีดจำกััดการตรวจวิิเคราะห์์สำหรัับการยืืนยัันผลบวก 

(cut-off) และความใช้้ได้้ของวิิธีีการสกััดตััวอย่่าง

ชนิิดต่่างๆ 

วััตถุุประสงค์์ของการพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์ยาแผน

ปัจัจุบัุันที่่�ปลอมปนในผลิติภัณัฑ์เ์สริิมอาหารนี้้� จึงึเป็น็การ

ตรวจวิิเคราะห์์เพื่่�อพิิสููจน์์และยืืนยัันการปลอมปนการใช้้

ยาผิิดวััตถุุประสงค์์ โดยกำหนดค่่า cut-off ที่่�ระดัับความ

เข้ม้ข้น้ 5 มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั ซึ่่�งเป็น็ค่า่ที่่�ใช้ใ้นการรักัษา

ทางการแพทย์์(18) หากผู้้�ประกอบการหรืือบริิษััทผู้้�ผลิิตมีี

เจตนาผสมยาในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารบางชนิิด เพื่่�อให้้

เกิิดผลลััพธ์์ที่่�ต้องการในระยะเวลาอัันรวดเร็็วจะผสมยา

ในปริิมาณที่่�มากเกิินพอ 

การยืืนยัันระดัับความเข้้มข้้นสำหรัับการยืืนยัันผล

บวก แบ่่งการศึึกษาออกเป็็น 2 กลุ่่�ม ดัังนี้้� กลุ่่�มที่่� 1 เป็็น

ตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และ

เครื่่�องดื่่�ม ที่่�ปราศจากสารกลุ่่�มเป้้าหมาย (matrix blank) 

และกลุ่่�มที่่� 2 เติิมสารกลุ่่�มเป้้าหมาย 16 ชนิิด ที่่�ระดัับ 

ความเข้้มข้้น 5 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ลงในตััวอย่่าง

ผลิติภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม 

ที่่�ปราศจากสารกลุ่่�มเป้้าหมาย ซึ่่�งทั้้�ง 2 กลุ่่�ม ทำซ้้ำชนิิด

ตัวัอย่า่งละ 100 ซ้ำ้ โดยทำการสกัดั วิเิคราะห์แ์ละประเมินิผล

ความจำเพาะของวิิธีีวิิเคราะห์์ (diagnostic speci-

ficity)

วิิเคราะห์์ตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง 

เม็ด็ แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม ที่่�ปราศจากสารกลุ่่�มเป้้าหมาย 

ตััวอย่่างชนิิดละ 100 ซ้้ำ ประเมิินผลโดยคำนวณตาม

สมการ(19)

diagnostic specificity 

              number of true negative sample
=
      total number of samples without condition

diagnostic specificity 

              number of true positive sample
=
      total number of samples without condition

positive predictive value 

      number of true positives
=
      total number of positives

ความไวของวิธิีวีิเิคราะห์ ์(diagnostic sensitivity) 

วิิเคราะห์์ตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง 

เม็ด็ แคปซูลู และเครื่่�องดื่่�ม ที่่�เติมิสารกลุ่่�มเป้้าหมาย 16 ชนิดิ  

ที่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ 5 มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั ชนิดิตัวัอย่า่ง

ละ 100 ซ้้ำ ประเมิินผลโดยคำนวณตามสมการ(19)

positive predictive value (PPV)

วิิเคราะห์์เพื่่�อทดสอบสััดส่่วนของโอกาสจากผล

การวิิเคราะห์์ สำหรัับการตรวจพบสารกลุ่่�มเป้้าหมายที่่�

ให้้ผลถููกต้้อง โดยวิิเคราะห์์ในตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิม

อาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม ที่่�มีีสารกลุ่่�ม 

เป้้าหมายที่่�มีีระดัับความเข้้มข้้น 5 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ชนิิดตััวอย่่างละ 100 ซ้้ำ ประเมิินผลโดยคำนวณตาม

สมการ(19)

negative predictive value (NPV)

วิิเคราะห์์เพื่่�อทดสอบสััดส่่วนของโอกาสจากผล

การวิิเคราะห์์ สำหรัับการตรวจไม่่พบสารกลุ่่�มเป้้าหมาย

ที่่�ให้้ผลถููกต้้อง โดยวิิเคราะห์์ในตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิม

อาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม ที่่�ไม่่มีสีารกลุ่่�ม 

เป้า้หมาย ชนิดิตัวัอย่า่งละ 100 ซ้ำ้ ประเมินิผลโดยคำนวณ

ตามสมการ(19)

negative predictive value 

      number of true negative
=
      total number of negative
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ผล

ความจำเพาะเจาะจงของวิิธีีวิิเคราะห์์ 

จากการตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มเป้้าหมาย 16 

ชนิิด โดยวิิเคราะห์์ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 50 นาโนกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร ด้้วยเทคนิิค LC-MS/MS ตามสภาวะที่่�

กำหนด  วิเิคราะห์์สารละลายตััวอย่า่งที่่�ระดัับความเข้้มข้น้ 

5 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ซึ่่�งผ่่านการสกััดตามวิิธีีที่่�พัฒนา 

จากการทดสอบเติิมสารกลุ่่�มเป้้าหมายลงใน matrix 

blank พบว่่าที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 5 มิลิลิิกรัมัต่อ่กิโิลกรััม 

สามารถตรวจพบสารกลุ่่�มเป้า้หมายทั้้�ง 16 ชนิดิ ตรวจสอบ 

specificity พบว่่า ion ratio และ retention time 

(RT) ของสารละลายตััวอย่่างแตกต่่างจาก ion ratio 

และ RT เฉลี่่�ยของสารมาตรฐาน จากการตรวจสอบด้้วย

ระบบ system suitability ไม่่เกิินร้้อยละ 20 และ 2 

ตามลำดัับ และวิิเคราะห์์ matrix blank พิิจารณา 

โครมาโทรแกรมของตัวัอย่า่งไม่พ่บสัญัญาณที่่�มีค่ี่า RT และ 

ค่่า m/z ที่่�ตรงกัับสารมาตรฐาน วิิธีีนี้้�จึึงมีีความจำเพาะ

เจาะจง ดัังแสดงในภาพที่่� 1

ภาพที่่� 1	 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานยาแผนปัจัจุุบันั 16 ชนิดิ ที่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ 50 นาโนกรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร  

	วิ ิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิค LC-MS/MS และ matrix blank ของตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด  

	 แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม  
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การพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบัันที่่�ปลอมปนในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร	 กััญญารััตน์์ เชื้้�อกููลชาติิ และคณะ

ภาพที่่� 1	 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานยาแผนปัจัจุุบันั 16 ชนิดิ ที่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ 50 นาโนกรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร  

	วิ ิเคราะห์์ด้้วยเทคนิิค LC-MS/MS และ matrix blank ของตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด  

	 แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม(ต่่อ) 
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ขีีดจำกััดการตรวจวิิเคราะห์์สำหรัับการยืืนยัันผลบวก 

(cut-off) และความใช้้ได้ข้องวิธิีกีารสกัดัในตัวอย่า่ง

การยืืนยััน cut-off โดยสกััดตััวอย่่างที่่�ไม่่มีีการ

เติมิสารกลุ่่�มเป้้าหมาย (matrix blank) และตััวอย่่างที่่�มี

การเติมิสารกลุ่่�มเป้า้หมาย ระดับัความเข้ม้ข้น้ 5 มิลิลิกิรัมั

ต่่อกิิโลกรััม ชนิิดตััวอย่่างละ 100 ซ้้ำ พบว่่าทุุกตััวอย่่างที่่�

ไม่่มีีการเติิมสารกลุ่่�มเป้้าหมาย ไม่่ทำให้้เกิิดผลบวก ส่่วน

ตััวอย่่างที่่�เติิมสารกลุ่่�มเป้้าหมายให้้ผลบวกทั้้�ง 16 ชนิิด 

ในทุุกตััวอย่่าง ดัังนั้้�นที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 5 มิิลลิิกรััม

ต่่อกิิโลกรััม สามารถใช้้เป็็นจุุด cut-off ได้้ ดัังแสดงใน

ตารางที่่� 2 และ 3 และใช้้ค่่าดัังกล่่าวเป็็นค่่าขีีดจำกััดของ

การตรวจพบ (limit of detection, LOD) ในตััวอย่่าง

ผลิติภัณัฑ์เ์สริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม 

เนื่่�องจากผลการทดสอบพบว่่า ตััวอย่่างทุุกประเภทตรวจ

พบสารมาตรฐานยาแผนปััจจุุบัันทั้้�ง 16 ชนิิด ตามหลััก

เกณฑ์์มาตรฐานการตรวจพบที่่�กำหนด(19) และตััวอย่่างที่่�

ไม่ม่ีกีารเติิมสารกลุ่่�มเป้้าหมาย พบว่่าตรวจไม่่พบสารกลุ่่�ม

เป้้าหมายในทุุกชนิิดตััวอย่่างเช่่นกััน 

ตารางที่่� 2	 การทดสอบขีีดจำกััดการตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม  

	 สำหรัับการยืืนยัันผลที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 5 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม

ชนิิดสาร

ชนิิดผง ชนิิดเม็็ด ชนิิดแคปซููล ชนิิดเครื่่�องดื่่�ม

Conc. 

(mg/kg)
%rec

Conc.

(mg/kg)
%rec

Conc.

(mg/kg)
%rec

Conc.

(mg/kg)
%rec

alprazolam 4.15 83.00 4.23 84.60 4.30 86.00 4.14 82.80

bisacodyl 4.77 95.40 3.98 79.60 3.77 75.40 3.96 79.20

desoxy-D2PM 4.34 86.80 4.25 85.00 4.81 96.20 3.91 78.20

dexamethasone 4.09 81.80 3.83 76.60 3.86 77.20 4.86 97.20

diazepam 4.21 84.20 4.76 95.20 3.75 75.00 4.11 82.20

ephedrine 4.23 84.60 4.19 83.80 3.80 76.00 4.36 87.20

fenfluramine 4.12 82.40 4.40 88.00 4.13 82.60 4.17 83.40

fluoxetine 4.71 94.20 4.16 83.20 4.31 86.20 4.33 86.60

phenolphthalein 3.85 77.00 3.79 75.80 3.79 75.80 4.00 80.00

phentermine 4.19 83.80 4.07 81.40 3.78 75.60 3.89 77.80

prednisolone 4.36 87.20 3.95 79.00 3.75 75.00 3.92 78.40

pseudoephedrine 4.43 88.60 4.16 83.2 4.28 85.60 4.02 80.40

sibutramine 4.27 85.40 4.08 81.60 3.98 79.60 3.98 79.60

sildenafil 4.29 85.80 4.29 85.80 5.16 103.20 5.06 101.20

tadalafil 3.84 76.80 4.66 93.20 3.80 76.00 3.93 78.60

vardenlafil 3.90 78.00 4.17 83.40 5.02 100.40 4.60 92.00
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การพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบัันที่่�ปลอมปนในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร	 กััญญารััตน์์ เชื้้�อกููลชาติิ และคณะ

การทดสอบค่่า %diagnostic sensitivity, 

%diagnostic specificity, %PPV และ %NPV

วิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นมีีค่่า %diagnostic sensitivity, 

%diagnostic specificity, %PPV และ %NPV เท่า่กับั 

100% แสดงให้เ้ห็น็ว่า่ความน่า่จะเป็น็ของผลการวิเิคราะห์์

ตัวัอย่่างที่่�ไม่่มีีการเติิมสารกลุ่่�มเป้า้หมายให้้ผลเป็็นลบจริิง 

100% และความน่า่จะเป็น็ของผลการวิเิคราะห์ต์ัวัอย่า่งที่่�

มีีการเติิมสารกลุ่่�มเป้้าหมาย 16 ชนิิด ให้้ผลเป็็นบวกจริิง 

100% ดัังนั้้�นวิิธีีที่่�พัฒนาขึ้้�นจึึงมีีความไวต่่อการวิิเคราะห์์ 

มีีความจำเพาะและข้้อมููลมีีความน่่าเชื่่�อถืือ

จากขั้้�นตอนการสกััดโดยชั่่�งตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์

เสริิมอาหารทั้้�ง 4 ประเภท น้้ำหนััก 1.000±0.05 กรััม 

ทำการสกััดด้้วยตััวทำละลาย ปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร ซึ่่�ง

ขั้้�นตอนนี้้�มีีการทดลองและศึึกษาปััจจััยที่่�ส่่งผลกระทบ 

ต่อ่ประสิิทธิิภาพผลการวิิเคราะห์์ โดยมีีการปรัับค่่า pH ใน

ช่่วง 1.5−2.5, 2.5−3.5 และ 3.5−4.5 เพื่่�อให้้การสกััดมีี

ประสิิทธิิภาพสููงสุุดและได้้สารกลุ่่�มเป้้าหมายครบทุุกชนิิด 

พบว่่าที่่�ช่ว่ง pH 2.5−3.5 เป็น็ช่ว่งที่่�เหมาะสมที่่�สุด สามารถ

สกััดสารกลุ่่�มเป้้าหมายได้้ครบทุุกสารและให้้ผลการ

วิเิคราะห์ด์ีทีี่่�สุด ที่่�ระดับัความเข้้มข้น้ 5 มิลิลิกิรัมัต่อ่กิิโลกรััม 

สามารถตรวจพบสารอยู่่�ในช่่วงความเข้้มข้้น 3.84−4.77 

มิิลลิิกรััมต่่อกิิ โลกรััม คิิดเป็็นร้้อยละการคืืนกลัับ 

พบว่่าอยู่่�ในช่่วง 76.8−95.4 ซึ่่�งอยู่่�ในช่่วงเกณฑ์์การ

ยอมรับั(17) ดังันั้้�นจึงึเลือืกใช้ว้ิธิีกีารสกัดัที่่�ช่วง pH 2.5−3.5 

ด้้วยตััวทำละลาย methanol:H2O อััตราส่่วน 70:30 

การประมาณค่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์  

(measurement uncertainty)

การประเมิินค่่าความไม่่แน่่นอน โดยใช้้เกณฑ์์การ

คำนวณจากค่่า standard deviation ซึ่่�งค่่าความไม่่

แน่่นอนที่่�เหมาะสมควรน้้อยกว่่า 2 เท่่าของ predicted 

Horwitz’z RSDr(20) โดยค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�ควรจะ

เป็็นจากการคำนวณของ sibutramine ในผลิิตภััณฑ์์

เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม ที่่�ระดัับ 

5 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม เท่่ากัับ 8.00%, 8.26%, 5.26% 

และ 4.18% ตามลำดัับ ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% (k = 2) 

ทั้้�งนี้้�การพัฒันาและทดสอบความถูกูต้อ้งของวิธิีนีี้้�ได้น้ำค่า่

ความไม่่แน่่นอนจากทุุกแหล่่งมาพิิจารณา ประกอบด้้วย 

sample weight, sample volume, concentration 

of  sample, precision และ bias ดัังแสดงในภาพที่่� 2

ตารางที่่� 3	 การยืนืยันัขีีดจำกัดัการตรวจวิเิคราะห์ส์ำหรับัตัดัสินิผลบวก (cut-off) ที่่�ระดัับความเข้ม้ข้น้ 5 มิลิลิกิรัมัต่อ่ 

	กิ ิโลกรััม และผลการทดสอบในตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารประเภทต่่างๆ

samples above 
cut-off (n)

sample below 
cut-off (n)

total sample

positive test
negative test

100
0

0
100

100
100

ประเภทตััวอย่่าง
ชนิิดผง
ชนิิดเม็็ด
ชนิิดแคปซููล
เครื่่�องดื่่�ม

100
100
100
100

0
0
0
0

100
100
100
100
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Method Mevelopment of Modern Drugs Adulterated in Dietary Supplement Products 	 Kanyarat Chuakunchat et al.

วิจารณ์

ตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารประเภทต่่างๆ ที่่�

เป็็นตััวแทนในการศึึกษาทั้้�งชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และ

เครื่่�องดื่่�ม พบว่่าผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารแต่่ละประเภท

มีีลัักษณะและส่่วนประกอบหลัักที่่�แตกต่่างกััน ได้้แก่่ 

ผลิิตภััณฑ์์ชนิิดผงและแคปซููล พบว่่ามีีส่่วนประกอบของ

น้้ำตาลหรืือสารให้้ความหวานที่่�มีีโมเลกุุลขนาดใหญ่่ มีี

ส่่วนผสมของวิิตามิิน แร่่ธาตุุ และสมุุนไพรชนิิดต่่างๆ 

ซึ่่�งส่่งผลรบกวนต่่อระบบการตรวจวิิเคราะห์์ ผลิิตภััณฑ์์

เสริิมอาหารชนิิดเม็็ด พบว่่าเม็็ดยามีีน้้ำตาลหรืือฟิิล์์มเป็็น

ตััวเคลืือบ มีีส่่วนประกอบของสมุุนไพรหลายชนิิด ตััวยา

ละลายช้้า ความสม่่ำเสมอของตััวยาน้้อย ซึ่่�งยากต่่อการ

สกััดสารกลุ่่�มเป้้าหมายออกจากตััวอย่่าง ส่่วนผลิิตภััณฑ์์

ชนิดิเครื่่�องดื่่�มที่่�มีลัีักษณะเป็น็น้ำ้ใสและตะกอนแขวนลอย 

มีีส่่วนประกอบของสมุุนไพรและน้้ำเป็็นหลััก พบว่่า

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�อยู่่�ในรููปของของเหลวจะมีีการสลายตััวของ

สารกลุ่่�มเป้้าหมายได้้ง่่ายเมื่่�ออยู่่�ในรููปของสารสกััด จึึง

ได้้ทำการศึึกษาและทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีในทุุกชนิิด

ตััวอย่่างเพื่่�อให้้มั่่�นใจในความถููกต้้องของวิิธีีวิิเคราะห์์ 

จนได้้สภาวะที่่�เหมาะสมที่่�สุุด และเมื่่�อนำวิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้� 

ไปใช้้จะให้้ผลการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�ถููกต้้อง ไม่่เกิิดผล

วิิเคราะห์์ลวง

โดยสกััดด้้วย MeOH:H2O อััตราส่่วน 70:30 

สารกลุ่่�มเป้้าหมายถููกสกัดัออกมาอยู่่�ในชั้้�นของสารละลาย 

ยกเว้้นตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารชนิิดเครื่่�องดื่่�มที่่�

ตััวอย่่างจะรวมเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันกัับสารละลาย เนื่่�องจาก

คุุณสมบััติิความมีีขั้้�วของน้้ำ และ methanol ปรัับสภาพ

สารสกััดให้้อยู่่�ในรููปของกรด(5) ที่่�มีีค่่า pH อยู่่�ในช่่วง 

2.5−3.5 ซึ่่�งเป็็นสภาวะที่่�เหมาะสมกัับสารกลุ่่�มเป้้าหมาย

ทั้้�งหมดที่่�ต้องการวิิเคราะห์์ เนื่่�องจากคุุณสมบััติิของสาร

ที่่�เป็็น hydrophilic เลืือกใช้้ methanol แทนการใช้้ 

acetonitrile และ dichloromethane ที่่�มีีงานวิิจััย

ยืืนยัันว่่า methanol สามารถสกััดสารกลุ่่�มเป้้าหมาย

ออกจากตััวอย่่างทั้้�ง 4 ประเภทได้้ดีี(20) หลีีกเลี่่�ยงการใช้้

สารเคมีีที่่�มีีคลอรีีนและกลุ่่�มไซยาไนด์์เป็็นองค์์ประกอบที่่�

เป็็นอัันตราย การหมุุนเหวี่่�ยงที่่�อุุณหภููมิิติิดลบ (-4 องศา 

เซลเซีียส) เป็็นการกำจััดไขมัันในตััวอย่่างและทำการ

กรองสารละลายด้้วย micro-spin filter ขนาด 0.2 

ภาพที่่� 2	 Chart of relative standard uncertainty ของการวิิเคราะห์์สาร sibutramine ในตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์  

             	เสริิมอาหารประเภทต่่างๆ จากแหล่่งความไม่่แน่่นอน
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การพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบัันที่่�ปลอมปนในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร	 กััญญารััตน์์ เชื้้�อกููลชาติิ และคณะ

ไมโครเมตร ชนิิด PVDF เพื่่�อลดการรบกวนจาก 

matrix ของตััวอย่่าง เนื่่�องจากผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร 

มีีส่่วนประกอบที่่�หลากหลายทั้้�งน้้ำตาล ครีีมเทีียม ไขมััน 

และสีีองค์์ประกอบของสมุุนไพร 

เทคนิิค LC-MS/MS สามารถวิิเคราะห์์สารได้้

หลายชนิิดในเวลาเดีียวกััน ช่่วงความเข้้มข้้นกว้้างตั้้�งแต่่

ระดัับ ppb ถึึง ppm และสามารถเลืือก m/z ได้้ทั้้�ง 

positive และ negative mode ตรงตามคุุณสมบััติิ

ของสารเป้้าหมายที่่�ต้้องการวิิเคราะห์์ รวมทั้้�งสามารถ

ปรัับตั้้�งค่่าพารามิิเตอร์์ต่่างๆ จากหลัักการทำงานของ

เครื่่�อง เพื่่�อให้้สารมีีความจำเพาะมากยิ่่�งขึ้้�น สร้้างความ

เชื่่�อมั่่�นในการยืืนยัันผลการตรวจวิิเคราะห์์(14,15) จึึงเลืือก 

ใช้้เทคนิิค LC-MS/MS ในการตรวจวิิเคราะห์์ยาแผน

ปััจจุุบัันหรืือสารกลุ่่�มเป้้าหมายที่่�ปลอมปนในผลิิตภััณฑ์์

เสริิมอาหาร ซึ่่�งการวิิเคราะห์์กลุ่่�มสารเป้้าหมายนี้้� 

สามารถทำได้้หลายเทคนิิค เช่่น TLC แต่่เป็็นการ 

ตรวจวััดเบื้้�องต้้นเท่่านั้้�น และ GC-MS มีีความยาก

ต่่อการเตรีียมตััวอย่่าง ซึ่่�งมีีส่่วนประกอบที่่�หลากหลาย 

โดยเฉพาะผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร และใช้้ปริิมาตรของ

สารสกััดตััวอย่่างมากกว่่าเทคนิิค LC-MS/MS(21) 

จากการตรวจวิิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�องมืือ LC-MS/MS 

ที่่�มีีความไว (sensitivity) และความจำเพาะสููง 

(specificity) ใช้้หลัักการ mass spectrometry 

ตรวจวััด ion ของสารที่่�แยกกัันด้้วยค่่ามวลต่่อประจุุ 

(mass-to-charge ratio, m/z) ที่่�แตกต่่างกัันจึึงมีี 

ความจำเพาะสููง และเลืือกใช้้เทคนิิค electrospray 

ionization (ESI) เพื่่�อให้้เกิิด ionization ดีียิ่่�งขึ้้�น โดย 

การเติมิสาร 0.1% formic acid ซึ่่�งเป็น็สาร additives ทำให้้

การแยกของสารที่่�ต้้องการออกจาก matrix ได้้ดีียิ่่�งขึ้้�น 

ป้้องกัันการเกิิด co-elute และ detector ชนิิด MRM 

ตรวจวััดโดยเลืือกค่่าที่่� เหมาะสมสำหรัับประจุุแม่่ 

(precursor ion) และประจุุลููก (product ion) ที่่�ได้้

จากการแตกตััวของประจุุแม่่ ซึ่่�งเป็็นค่่าที่่�เฉพาะเจาะจง

ของประจุุแม่่กัับประจุุลููกคู่่�นั้้�นๆ โดย quadrupole ที่่� 1 

จะถููกตั้้�งค่่าความต่่างศัักย์์และความถี่่�ที่่�เหมาะสม เพื่่�อให้้ 

ก๊๊าซเฉื่่�อยวิ่่�งชนทำให้้เกิิด fragmentation ส่่งประจุุแม่่

ผ่า่นไปยังั quadrupole ที่่� 2 หรือืที่่�เรียีกว่า่ collision cell 

แตกตััวให้้ประจุุลููกที่่�เสถีียรและเป็็นเอกลัักษณ์์เฉพาะ 

ของประจุุแม่่เพื่่�อส่่งไป quadrupole ที่่� 3 ซึ่่�งถููกตั้้�งค่่า

ความต่่างศัักย์์และความถี่่� สำหรัับประจุุลููกแต่่ละตััว 

(product ions) ที่่�มีีค่่า response สููงและไม่่มีีสารอื่่�น

รบกวนการตรวจวิิเคราะห์์ เช่่น alprazolam เลืือก m/z 

309.100 เป็็น precursor ion และเลืือก product ion 

ที่่� m/z 281.300 กัับ 205.300 ดัังแสดงในตารางที่่� 1

ยาแผนปััจจุุบัันถููกกำหนดให้้เป็็นสารห้้ามใช้้ใน

อาหารตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ซึ่่�งวิิธีีที่่�พััฒนา

ขึ้้�นสามารถวิิเคราะห์์ปริิมาณของสารได้้ต่่ำกว่่าปริิมาณที่่�

ใช้้สำหรัับการรัักษา ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 5 มิิลลิิกรััมต่่อ

กิิโลกรััม ในการวิิเคราะห์์จึึงกำหนดการควบคุุมคุุณภาพ 

(internal quality control) เพื่่�อให้้ผลการวิิเคราะห์์

ถููกต้้องและมีีความมั่่�นใจในผลการวิิเคราะห์์ ตััวอย่่างทุุก 

batch ทำการทดสอบ method blank, matrix blank, 

duplicate analysis และ spike sample ที่่�ระดัับความ

เข้ม้ข้้น 5 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม มีคี่า่ร้้อยละการคืืนกลัับอยู่่�

ในช่่วง 70−110 และเลืือก identification point ซึ่่�งเป็็น

ระบบการคิิดเพื่่�อยืืนยัันชนิิดยาในการแปลผลข้้อมููล โดย

การใช้้จำนวน parent ion เริ่่�มต้้น กัับ daughter ion 

กำหนดค่่าความแตกต่่างสููงสุุดที่่�ยอมรัับได้้ (maximum 

permitted tolerance) ของ relative ion intensities 

และเปรีียบเทีียบค่่า RT ของสารละลายมาตรฐาน โดย

กำหนดความแตกต่่างสููงสุุดที่่�ยอมรัับได้้ของ relative 

RT ตามกำหนดตามเกณฑ์์มาตรฐาน Codex Alimen-

tarius International Food Standards, Revision 

2012, 2014(17) ส่่วนการยืืนยัันขีีดจำกััดการตรวจวััด

สำหรับัการตััดสิินผลบวก (cut-off) ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 

5 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม โดยเลืือกใช้้ผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร 

ชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม เป็็นตััวแทนมีีการ

เติมิและไม่เ่ติมิสารกลุ่่�มเป้า้หมาย ชนิดิตัวัอย่า่งละ 100 ซ้ำ้ 

ถึงึแม้ว้่า่มาตรฐานดัังกล่า่วระบุุให้ม้ีกีารทดสอบ positive 

test และ negative test อย่่างละ 30 ซ้ำ้ ต่อ่ชนิิดตััวอย่่าง 

สำหรัับ cut-off แต่่งานวิิจััยนี้้�ได้้ตระหนัักถึึงส่่วนผสม

ของตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารทั้้�งชนิิดผง เม็็ด 

แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม ซึ่่�งมีีส่่วนประกอบหลากหลาย 

ผสมอยู่่� เช่่น คอลลาเจน แอล-อาร์์จิินีีน ซิิงค์์อะมิิโน- 

แอซิิดคีีเลต โครเมีียมพิิโคลิิเนต ไคโตซาน อะเซโรล่่าเชอร์์รี่่� 

วิติามิิน ไฟเบอร์์ น้ำ้ตาล กรดอะมิิโน โปรตีีนจากถั่่�วเหลืือง 

สมุุนไพร ตัังกุุย ผงไซเลี่่�ยมฮัักส์์ ผงต้้นข้้าวสาลีี สารให้้

ความหวาน สารสกััดจากส้้ม สารสกััดจากส้้มแขก สาร
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สกััดจากโกจิิเบอร์์รี่่� สารสกััดจากถั่่�งเช่่า สารสกััดว่่าน
ชัักมดลููก สารสกััดจากเจีียวกู่่�หลาน สารสกััดจากเมล็็ด
กาแฟ สารสกัดัจากพริกิไทยดำ สารสกัดัจากกระบองเพชร 
สารสกััดจากถั่่�วข้้าว สารสกััดจากเมล็็ดองุ่่�น สารสกััด
กวาวเครืือขาว สารสกััดจากทัับทิิม สารสกััดดอกกุุหลาบ 
สารสกััดจากหอยนางรม และสารสกััดจากยีีสต์์ เป็็นต้้น 
จึึงทำให้้ผู้้�วิิจััยได้้รวบรวมตััวอย่่างแต่่ละชนิิดที่่�มีส่่วน
ประกอบผสมอยู่่�ในผลิิตภััณฑ์์ที่่�แตกต่่างกัันให้้ได้้มาก
ที่่�สุด เพื่่�อศึึกษาปััจจััยรบกวนที่่�อาจจะส่่งผลต่่อการตรวจ
วิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบััน เมื่่�อคำนวณผล พบว่่ามีีค่่า 
%diagnostic sensitivity, %diagnostic specificity, 
%PPV และ %NPV อยู่่�ที่่� 100% แสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีีที่่�
พััฒนาขึ้้�นมีีความจำเพาะสููง ไม่่มีีโอกาสเกิิดผลบวกลวง
และลบลวง สร้้างความมั่่�นใจและความน่่าเชื่่�อถืือของ
วิิธีีวิิเคราะห์์ว่่าสามารถตรวจวิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบัันได้้
ครอบคลุุมตััวอย่่างที่่�มีีส่่วนประกอบหลากหลายได้้ 

การตรวจวิิเคราะห์์การปลอมปนยาแผนปััจจุุบันัใน
ผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััย
อาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ เริ่่�มเปิิดบริิการตรวจ
วิิเคราะห์์ตั้้�งแต่่ ปีี พ.ศ. 2550 โดยใช้้เทคนิิค HPLC 
สำหรัับการตรวจวัดัยาทั้้�ง 16 ชนิดิ ใช้วิ้ิธีกีารสกัดัและตรวจ
วิเิคราะห์ช์นิิดสาร 3 วิิธี ีเพื่่�อให้ค้รอบคลุมุชนิดิยาทั้้�งหมด
จึึงใช้้ระยะเวลานาน การตรวจวิิเคราะห์์ของแต่่ละวิิธีีต้้อง
ใช้้อุุปกรณ์์และสารเคมีีที่่�แตกต่่างกัันทำให้้สิ้้�นเปลืืองค่่า
ใช้้จ่่าย หากพบชนิิดยาดัังกล่่าวต้้องทำการยืืนยัันผลการ
ตรวจวิเิคราะห์ด์้ว้ยเทคนิคิ LC-MS/MS และ GC-MS 
อีีกครั้้�ง ส่่งผลให้้การรายงานผลการตรวจวิิเคราะห์์ล่่าช้้า 
ไม่่ทัันต่่อความต้้องการของผู้้�ใช้้บริิการ โดยเฉพาะใน
กรณีีคดีีความ กรณีีพิิเศษ และเร่่งด่่วน ดัังนั้้�นจึึงทำการ
ศึึกษาและพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์การปลอมปนยาแผน
ปััจจุุบััน 16 ชนิิด ในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารทั้้�ง 4 ประเภท 
ด้ว้ยเทคนิคิ LC-MS/MS เพื่่�อตอบสนองต่อ่ภารกิจิและ
ปริิมาณตััวอย่่างที่่�ส่่งตรวจวิิเคราะห์์จำนวนมาก จากการ
พััฒนาวิิธีี พบว่่าสามารถลดต้้นทุุนค่่าใช้้จ่่าย ใช้้ปริิมาณ
สารเคมีีน้้อย สามารถตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดยาทั้้�ง 16 ชนิิด 
ได้้ในวิิธีีเดีียวกััน โดยใช้้ระยะเวลาในการสกััดตััวอย่่าง
น้้อยกว่่าวิิธีีเดิิม 8 เท่่า ถึึงแม้้มีีกฎหมายบัังคัับห้้ามใช้้ยา 
ในผลิิตภััณฑ์์โดยเด็็ดขาดจึึงไม่่จำเป็็นต้้องรายงานผล
ปริิมาณการปลอมปนยาที่่�ตรวจพบเชิิงปริิมาณ แต่่วิิธีีที่่�
พััฒนาสามารถวิิเคราะห์์สารเชิิงปริิมาณได้้ 

เมื่่�อพิิจารณาค่่าความไม่่แน่่นอนเพื่่�อนำไปใช้้กรณีี

ผลการวิิเคราะห์์อยู่่�ในช่่วงการตััดสิินใจ (พบ/ไม่่พบ) 

โดยใช้้เกณฑ์์การคำนวณจากค่่า standard deviation 

ซึ่่�งค่่าความไม่่แน่่นอนที่่�เหมาะสมควรน้้อยกว่่า 2 เท่่าของ  

predicted Horwitz’z RSDr(22)  โดยค่่าความไม่่แน่่นอน

ที่่�ควรจะเป็็นจากการคำนวณของ sibutramine ใน

ผลิติภัณัฑ์เ์สริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม 

ที่่�ระดัับ 5 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม เท่่ากัับ 8.00%, 8.26%, 

5.26% และ 4.18% ตามลำดัับ ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 

95% (k = 2) ซึ่่�งพบว่่ามีีความสมเหตุุสมผลของความ

ไม่่แน่่นอน ดัังแสดงในภาพที่่� 2 การเปรีียบเทีียบ 

สััดส่่วนค่่าความไม่่แน่่นอนจากแหล่่งความไม่่แน่่นอน 

ที่่�ส่่งผลต่่อปริิมาณสาร sibutramine พบว่่าความเที่่�ยง 

มีีค่่ามากที่่�สุุดในทุุกตััวอย่่าง ดัังนั้้�นจึึงพิิจารณาค่่า

เปอร์์เซ็็นต์์การคืืนกลัับในทุุกครั้้�งที่่�ทำการวิิเคราะห์์

ตามมาตรฐาน Codex(17) ซึ่่�งต้้องอยู่่�ในช่่วงร้้อยละ 

70-110 โดยเติิมสารกลุ่่�มเป้้าหมายที่่�ระดัับความเข้้มข้้น

ระดัับ 5 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ลงใน matrix blank 

และทำการสกััดตามขั้้�นตอนการวิิเคราะห์์เช่่นเดีียวกัับ

ตััวอย่่าง เพื่่�อเป็็นการตรวจสอบผลกระทบจากลัักษณะ

ตััวอย่่าง (matrix effect) ที่่�อาจเกิิดขึ้้�นในขั้้�นตอน 

การสกััด นอกจากนี้้�การเลืือกใช้้สารมาตรฐานและ 

เครื่่�องมืือที่่�มีีค่่าความไม่่แน่่นอนน้้อย มีีผลทำให้้ค่่าความ

ไม่่แน่่นอนของวิิธีีลดลงได้้เช่่นกััน ทั้้�งนี้้�การพััฒนาและ

ทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีนี้้�ได้้นำค่่าความไม่่แน่่นอน

จากทุกุแหล่ง่มาพิจิารณา ประกอบด้ว้ย sample weight, 

sample volume, concentration of  sample, 

precision และ bias การรายงานผลตััวอย่่างที่่�พบ

ปริิมาณสารปลอมปนใกล้้ค่่า cut-off ต้้องพิิจารณานำ

ค่่าความไม่่แน่่นอนมาใช้้เป็็นแนวทางในการรายงานผล

การทดสอบด้้วยทุุกครั้้�ง เพื่่�อให้้เป็็นไปตามกฎการตััดสิิน

ผลทดสอบ ทั้้�งนี้้�วัตถุุประสงค์์ของการเลืือกใช้้ผลิิตภััณฑ์์

เสริิมอาหารของผู้้�บริิโภคส่่วนใหญ่่เป็็นการตอบสนอง

ต่่อความต้้องการ โดยเน้้นการให้้ผลลััพธ์์ที่่�รวดเร็็วจน

นำมาสู่่�การฉวยโอกาสของผู้้�ประกอบการในการเติิมสาร 

ต้อ้งห้้ามลงในผลิิตภััณฑ์์เพื่่�อกระตุ้้�นยอดขาย  ผลการตรวจ 

วิิเคราะห์์ในตััวอย่่างจริิง พบว่่าปริิมาณปลอมปนกลุ่่�มยา

มีีค่่าปริิมาณที่่�น้้อยที่่�สุุดที่่� 5  เท่่า และมากที่่�สุุดที่่� 96,000 

เท่่า ของ cut-off
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การพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบัันที่่�ปลอมปนในผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหาร	 กััญญารััตน์์ เชื้้�อกููลชาติิ และคณะ

จากรายงานผลการตรวจวิิเคราะห์์ตัวัอย่่างผลิิตภััณฑ์์ 

เสริิมอาหารจากห้้องปฏิิบััติิการสำนัักคุุณภาพและความ

ปลอดภััยอาหาร ในปีีงบประมาณ พ.ศ. 2564−2565 

พบว่่าในปีีงบประมาณ พ.ศ. 2564 ตััวอย่่างจำนวน 599 

ตััวอย่่าง พบการปลอมปน 81 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นร้้อยละ 

13.5 และปีีงบประมาณ พ.ศ. 2565 ตััวอย่่างจำนวน 579 

ตััวอย่่าง พบการปลอมปน 79 ตััวอย่่าง คิิดเป็็นร้้อยละ 

13.6 โดยชนิิดยาที่่�ตรวจพบมากที่่�สุุด คืือ sildenafil 

เป็น็ยากระตุ้้�นสมรรถภาพทางเพศ sibutramine เป็็นยา 

ควบคุุมน้้ำหนััก และพบยากลุ่่�มอื่่�น ได้้แก่่ bisacodyl, 

desoxy-D2PM, dexamethasone, fluoxetine, 

prednisolone และ tadalafil นอกจากนี้้�พบผลิิตภััณฑ์์ 

ที่่�มีีการปลอมปนชนิิดยา 2 ชนิิด ในตััวอย่่างเดีียวกััน

ลัักษณะเสริิมฤทธิ์์�กััน เช่่น พบ bisacodyl รวมกัับ 

sibutramine หรืือ dexamethasone รวมกัับ 

prednisolone หรืือ fluoxetine รวมกัับ sibutramine 

หรือื sildenafil รวมกัับ tadalafil และพบ 3 ชนิิดยารวมกััน 

ได้้แก่่ fluoxetine, sibutramine และ sildenafil 

นอกจากนี้้�วิธีีวิิเคราะห์์ยาแผนปััจจุุบัันที่่�ปลอมปนใน

ผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารโดยเทคนิิค LC-MS/MS ได้้

รัับการขึ้้�นทะเบีียนเป็็นห้้องปฏิิบััติิการที่่�ผ่านการรัับรอง 

ความสามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

ของสำนัักมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ และเปิิดให้้บริิการ

ตรวจวิิเคราะห์์ด้ว้ยวิิธีทีี่่�พัฒันาขึ้้�น โดยเริ่่�มใช้้ตราสััญลักัษณ์์ 

การรัับรองมาตรฐานดัังกล่่าวในวัันที่่� 25 มีีนาคม พ.ศ. 

2565 

สรุป

การตรวจวััดยาแผนปััจจุุบัันที่่�มีีการปลอมปนใน

ผลิิตภััณฑ์์เสริิมอาหารด้้วยเทคนิิค LC-MS/MS ที่่�ได้้

พัฒันาขึ้้�นสามารถใช้ใ้นการตรวจวิเิคราะห์ส์ารเป้า้หมายได้้ 

16 ชนิดิ ได้แ้ก่ ่alprazolam, bisacodyl, desoxy-D2PM, 

dexamethasone, diazepam, ephedrine, 

fenfluramine, fluoxetine, phenolphthalein, 

phentermine, prednisolone, pseudoephedrine, 

sibutramine, sildenafil, tadalafil และ vardenafil 

โดยมีีความจำเพาะต่่อชนิิดของสารเป้้าหมายที่่�ทำการ

วิิเคราะห์์ มีีขีีดจำกััดการตรวจวััดที่่�ต่่ำ ไม่่เกิิดผลบวกลวง

และผลลบลวง แสดงถึงึความถูกูต้อ้งแม่น่ยำ ความน่า่เชื่่�อ

ของผลวิิเคราะห์์ ใช้้เวลาในการตรวจวิิเคราะห์์สั้้�น ผลการ

ตรวจวิิเคราะห์์เป็็นไปตามเกณฑ์์มาตรฐาน สามารถนำวิิธีทีี่่�

ได้พ้ัฒันาขึ้้�นมาใช้ใ้นการตรวจวิเิคราะห์ต์ัวัอย่า่งผลิติภัณัฑ์์

เสริิมอาหารชนิิดผง เม็็ด แคปซููล และเครื่่�องดื่่�ม ที่่�มีีส่่วน

ประกอบ ลัักษณะผลิิตภััณฑ์์ และสถานะของตััวอย่่างที่่�

แตกต่่างกัันได้้ ดัังนั้้�นวิิธีีดัังกล่่าวสามารถนำมาใช้้ในการ

ตรวจวิิเคราะห์์ทางห้้องปฏิิบััติิการ เพื่่�อดำเนิินคดีีความ 

ควบคุุมคุุณภาพอาหารตามกฎหมาย คุ้้�มครองผู้้�บริิโภค 

และรองรัับกฎหมายของประเทศต่่อไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณุ นางลัดัดา แก้ว้กล้า้ปัญัญาเจริญิ หัวัหน้า้

ห้้องปฏิิบััติิการยาสััตว์์และวััตถุุออกฤทธิ์์� สำนัักคุุณภาพ

และความปลอดภััยอาหาร ที่่�สนัับสนุุนการศึึกษาวิิจััย 

และขอขอบคุุณเจ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการทุุกท่่าน ที่่�ช่่วย

ดำเนินิการพััฒนาวิธิีวีิเิคราะห์์และสนัับสนุนุในทุกุขั้้�นตอน 

จนงานวิิจััยนี้้�สำเร็็จลุุล่่วงด้้วยดีี  
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Kanyarat Chuakunchat,  Witthawat Wangkaewhiran,  Atcharee Inkaew, 
Saovanee Wajasit,  Suwimol Muadmah,  Sakulrat Somsuntisuk, 
and Thongsuk Payanan	
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand  

The Method Development of Modern Drugs 
Adulterated in Dietary Supplement Products
by Liquid Chromatography-Tandem Mass 

Spectrometry (LC-MS/MS)

ABSTRACT  The dietary supplement products that claim to aid in weight loss, enhance sexual  
performance, improve skin health, or cure health problems might be intentionally adulterated with 
psychotropic substances or modern drugs. Misusing these substances can lead to serious health issues 
or even death. This study aimed to develop the qualitative analysis method for detecting the adulteration 
of 16 modern drugs, which are commonly used in dietary supplement products, including powder, tablet, 
capsule and beverages. The extraction method involved dissolving the sample in a MeOH:H2O (70:30) 
solution and adjusting its pH to acid and then the extraction solution was analyzed by LC-MS/MS after 
a 10-fold dilution. This developed method provided a limit of detection for confirming (cut-off) at 5 mg/kg 
for all categories of the sample. The validation indicated that this method showed 100% of  %diagnostic 
sensitivity, %diagnostic specificity,  %positive predictive value, and  %negative predictive value. Moreover, 
it was simultaneously used to analyze 16 modern drugs in a single run that reducing the use of chemical 
substances and time consuming. Overall, this developed method is highly beneficial for ensuring that 
dietary supplement products comply with the laws and for consumer protection.   

Keywords: Method development, Modern drugs, Dietary supplement products, LC-MS/MS
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในน้ำ�หวาน
ด้วยวิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

บทคัดย่อ   รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ เป็นสารในกลุ่มสตีวิออลไกลโคไซด์ที่สกัดได้จากหญ้าหวาน โดยทำ�หน้าที่เป็น

สารให้ความหวานตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 418 พ.ศ. 2563 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ 

รบีาวดโิอไซด ์เอ และสตีวโิอไซด์ โดยทดสอบความใช้ได้ของวธิแีละประมาณคา่ความไมแ่น่นอนของการวดั การทดสอบความถกูตอ้ง 

ของวิธีวิเคราะห์ในน้ำ�หวานด้วยเคร่ือง HPLC เครื่องตรวจวัดชนิดอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร คอลัมน์  

Capcell pak C18 MG II วฏัภาคเคลือ่นทีเ่ปน็สารละลายผสมของ acetonitrile และ 10 mM โพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

pH 2.6 อัตราส่วน 32:68  ผลการทดลองพบว่า ขีดจำ�กัดของการตรวจพบเท่ากับ 2.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ขีดจำ�กัดของการวัด

เชิงปริมาณเท่ากับ 4.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ช่วงของการวัดและความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 2.0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เท่ากับ 1 ความแม่นของวิธีประเมินจากร้อยละของการคืนกลับที่ความเข้มข้น 4.0, 28 และ 

140 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ของรีบาวดิโอไซด์ เอ อยู่ในช่วงร้อยละ 96.5-106.9 และสตีวิโอไซด์อยู่ในช่วงร้อยละ 96.0-109.8 

ความเที่ยงของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์มีค่าที่ยอมรับได้ (HORRAT < 2) intermediate precision คำ�นวณจากผล

การวิเคราะห์ตัวอย่างควบคุมคุณภาพของรีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ เท่ากับ 0.36 และ 0.45 ตามลำ�ดับ สรุปได้ว่าวิธีนี้มี

เหมาะสมที่จะใช้ในการตรวจวิเคราะห์รีบาวดิโอไซด์ เอ และสตีวิโอไซด์ในน้ำ�หวานในห้องปฏิบัติการ

คำ�สำ�คัญ:  รีบาวดิโอไซด์ เอ, สตีวิโอไซด์, น้ำ�หวาน, วิธีโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง
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บทนำ� 

หญ้้าหวานเป็็นพืืชพื้้�นเมืืองของประเทศบราซิิล

และทางภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือของประเทศปารากวััย 

ในทวีีปอเมริิกาใต้้ หลายประเทศมีีการบริิโภคหญ้้าหวาน

มาเป็็นเวลานาน สำหรัับประเทศไทยมีกีารนำเข้้าหญ้้าหวาน

มาปลููกในปีี พ.ศ. 2518(1) สารสกััดจากใบหญ้้าหวาน 

(Stevia rebaudiana Bertoni วงศ์์ Asteraceae) 

เรีียกว่่า สตีีวิิออลไกลโคไซด์์ เป็็นสารประกอบไกลโคไซด์์ 

ของสารกลุ่่�มไดเทอพีีน ปีี พ.ศ. 2528 มีีรายงาน

การศึึกษาว่่ า  สตีีวิิออลไกลโคไซด์์ทำให้้ เกิิดการ 

กลายพัันธุ์์�ในหนููทดลอง องค์์การอาหารและยาของ

สหรััฐอเมริิกา (US FDA) ประกาศว่่าสารชนิิดนี้้�

ไม่่ปลอดภััย ห้้ามใช้้เป็็นสารปรุุงแต่่งในอาหาร ส่่ง

ผลกระทบไปทั่่� ว โลกรวมถึึงประเทศไทย ต่่อมา 

JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee 

on Food Additives) และ EFSA (European 

Food Safety Authority) ของกลุ่่�มประเทศยุุโรป มีี

การทบทวนเอกสารวิิชาการและประเมิินความปลอดภััย

ของสารดัังกล่่าวและเห็็นร่่วมกัันว่่า สตีีวิิออลไกลโคไซด์์

ไม่่ทำให้้เกิิดมะเร็็ง (carcinogenic) การกลายพัันธุ์์� 

(genotoxic) หรือืมีผีลต่อ่ระบบสืบืพันัธ์ุุ� (reproductive/ 

developmental toxicity) จึึงมีีการอนุุญาตให้้ใช้้ใน

อาหาร โดยกำหนดค่า่ ADI (acceptable daily intake) 

ของสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ (แสดงในรููปสตีีวิิออล) (ADI 

for steviol glycosides, expressed as steviol 

equivalents) 0-4 มิิลลิิกรััมต่่อน้้ำหนัักตััว (กิิโลกรััม) 

ต่่อวััน(2)   

รีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ และสตีวีิโิอไซด์ ์เป็น็สารประกอบ

ไกลโคไซด์์ของสารกลุ่่�มไดเทอพีีน เรีียกว่่า สตีีวิิออล

ไกลโคไซด์์ ได้้จากการสกััดใบของต้้นหญ้้าหวานที่่�เป็็น

สารประกอบส่่วนใหญ่่และมีีสารประกอบสตีีวิิออลไกล- 

โคไซด์อ์ื่่�นๆ อีกีเล็ก็น้อ้ย โครงสร้า้งสารประกอบไกลโคไซด์ห์ลักั 

(รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์) และสตีีวิิออล 

(steviol)(3) ดัังแสดงในภาพที่่� 1

ภาพที่่� 1 โครงสร้้างของสตีีวิิโอไซด์์ รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิออล(3)

สารสกััดสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ใช้้เป็็นวััตถุุเจืือปน

อาหารประเภทสารให้้ความหวาน ลัักษณะเป็็นผงสีีขาว

ถึงึสีเีหลือืงอ่อ่น ละลายได้ด้ีใีนน้ำ้ ให้ค้วามหวานประมาณ 

200-300 เท่่าของน้้ำตาล มีีความคงตััวต่่ออุุณหภููมิิและ 

การถููกไฮโดรไลซ์์ จึึงเหมาะกัับการใช้้ในอาหาร(4,5) ตาม

ประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 418 พ.ศ. 2563 

เรื่่�อง กำหนดหลัักเกณฑ์ ์เงื่่�อนไข วิธิีกีารใช้้ และอััตราส่่วน

ของวััตถุุเจืือปนอาหาร (ฉบัับที่่� 2)(6) อนุุญาตให้้ใช้้ 

สตีวีิอิอลไกลโคไซด์ใ์นเครื่่�องดื่่�มแต่ง่กลิ่่�นรส ปริมิาณสูงูสุดุ

ที่่�อนุุญาต 115 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม โดยมีีเงื่่�อนไขคำนวณ

steviol
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การวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ในน้้ำหวานด้้วยวิิธีี HPLC	สุ ุธาทิิพย์์ วิิทย์์ชััยวุุฒิิวงศ์์ และ ศิิริิธร พุุฒซ้้อน

เป็น็สตีวีิอิอล ตามประกาศสำนักังานคณะกรรมการอาหาร

และยา เรื่่�อง คำชี้้�แจงประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับ

ที่่� 418 พ.ศ. 2563(7) 

การรองรัับการให้้บริิการตรวจวิิเคราะห์์ทาง 

ห้้องปฏิิบััติิการ สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ จึึงได้้ศึึกษาและทดสอบ 

ความถููกต้้องของวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ 

สตีวีิโิอไซด์์ในน้ำ้หวาน  เพื่่�อให้้เหมาะสมกับัห้อ้งปฏิิบัตัิกิาร 

และสามารถรองรัับความต้้องการของผู้้�รัับบริิการ 

จากการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�ผ่่านมาพบสตีีวิิออลไกลโคไซด์์

อื่่�นๆ ในปริิมาณที่่�น้้อยกว่่า 1 เมื่่�อคำนวณเป็็นสตีีวิิออล 

ดังันั้้�นห้อ้งปฎิบิัตัิกิารจึงึตรวจวิเิคราะห์เ์พียีงสาร 2 ชนิดินี้้� 

โดยการเจืือจางตััวอย่่างด้้วยน้้ำ แล้้วกำจััดสิ่่�งรบกวน

ตามหลัักการ solid phase extraction (SPE) ของ 

Yoshimi Kitada, Michiko Sasaki and Yutaka 

Yamazoe(8) จากนั้้�นตรวจวััดปริิมาณด้้วยเครื่่�อง HPLC 

เครื่่�องตรวจวััดชนิิด UV(9) และทดสอบความถููกต้้องของ

วิิธีีวิิเคราะห์์ตามแนวปฏิิบััติิการทดสอบความถููกต้้องของ

วิิธีีทางเคมีีโดยห้้องปฏิิบััติิการเดีียว(10)     

 

วัสดุและวิธีการ

วััสดุุ: solid phase extraction, SPE (Bond 

Elute C18, 500 mg 3 ml) (Agilent Technologies, 

USA), ขวดปริิมาตรขนาด 5, 10, 20, 50, 100 และ 

1,000 มิิลลิิลิิตร, กระบอกตวงขนาด 200 มิิลลิิลิิตร, ขวด

ขนาด 2 มิิลลิิลิิตร, ตััวกรองชนิิด regenerate cellulose 

(RC) 0.45 ไมครอน ขนาด 13 มิิลลิิเมตร

เคร่ื่�องมืือและอุปุกรณ์์: HPLC (High Perfor- 

mance Liquid Chromatograph) (Waters, รุ่่�น  

Alliance 2695, USA) พร้้อมด้้วยเครื่่�องตรวจวััดชนิิด

ยููวีี (UV detector, รุ่่�น 2487) เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 

0.1 มิิลลิิกรััม (Mettler Toledo, รุ่่�น PG403-S,  

Switzerland) เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 0.01 มิิลลิิกรััม 

(Mettler Toledo, รุ่่�น XS 205, Switzerland) vacuum 

pump (GAST, รุ่่�น DOA-P504-BN, USA) และ 

vacuum manifold

สภาวะของเคร่ื่�อง HPLC: คอลัมัน์์ Capcell pak 

C18 MG II (250 mm x 4.6 mm, 5μm, Shiseido 

Co. Ltd, Japan) Lot No. A4AD11485 พร้้อมด้้วย

การ์์ดคอลััมน์์ชนิิดเดีียวกััน ความยาวคลื่่�นของเครื่่�อง

ตรวจวััดชนิิดยููวีีที่่� 210 นาโนเมตร วััฏภาคเคลื่่�อนที่่� คืือ 

acetonitrile และ 10 mM โพแทสเซีียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต pH 2.6 อััตราส่่วน 32:68 อััตราการไหล 1.00 

มิลิลิลิิติรต่อ่นาที ีตู้้�อบคอลัมัน์ ์อุณุหภูมูิ ิ35 องศาเซลเซียีส 

และปริิมาตรที่่�ฉีีด 5 ไมโครลิิตร 

สารมาตรฐาน: รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ (purity 

99.3%) Lot No. TWK 6296 และสตีีวิิโอไซด์์ (purity 

100.0%) Lot No. ECH3470 (WAKO, Japan)

การเตรีียมสารมาตรฐาน 

สารมาตรฐาน 1:  รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ ความเข้้มข้้น 

1,000 ไมโครกรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร เตรียีมโดยชั่่�งสารมาตรฐาน

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 0.0101 กรััม ใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 10 

มิลิลิลิิติร ละลายและปรับัปริมิาตรด้ว้ย 30% acetonitrile 

สารมาตรฐาน 2: สตีวีิโิอไซด์ ์ความเข้้มข้น้ 1,000 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร เตรีียมโดยชั่่�งสารมาตรฐาน 

สตีีวิิโอไซด์์ 0.0100 กรััม ใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 10 

มิลิลิลิิติร ละลายและปรับัปริมิาตรด้ว้ย 30% acetonitrile 

สารมาตรฐาน 3:  รีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ และสตีวีิโิอไซด์์ 

ความเข้้มข้้น 100 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร เตรีียมโดย

ปิิเปตสารมาตรฐาน 1 และ 2 อย่่างละ 2 มิิลลิิลิิตร 

ใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 20 มิิลลิิลิิตร ปรัับปริิมาตรด้้วย 

30% acetonitrile

สารมาตรฐาน 4: รีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ และสตีวีิโิอไซด์์ 

ความเข้ม้ข้น้ 2, 5, 10, 20, 40, 60 และ 80 ไมโครกรัมัต่อ่

มิลิลิลิิติร เตรียีมโดยปิเิปตสารมาตรฐาน 3 ปริมิาตร 100, 

250, 500, 1,000, 2,000, 3,000 และ 4,000 ไมโครลิิตร 

แยกใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 5 มิิลลิิลิิตร ปรัับปริิมาตรด้้วย 

30% acetonitrile 

สารเคมีีและวิิธีีเตรีียม: acetonitrile (HPLC) 

(Supelco, China), methanol (HPLC) (Supelco, 

Germany), acetone (HPLC) (Honeywell, 

USA), 80% acetonitrile, 30% acetonitrile, 20% 

acetonitrile, โพแทสเซียีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (HPLC) 

(Sigma-Aldrich, Switzerland), กรดฟอสฟอริิก 

(AR) (J.T.Baker, USA), น้้ำ (น้้ำมีีความต้้านทาน ≥ 

10-18 mΩ.cm) และ 10 mM โพแทสเซีียมไฮโดรเจน
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ฟอสเฟต (ชั่่�งโพแทสเซีียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.2 

กรััม ใส่่ขวดปริิมาตรขนาด 1,000 มิิลลิิลิิตร ละลายและ 

ปรัับปริิมาตรด้้วยน้้ำ แล้้วปรัับ pH เป็็น 2.6 ด้้วย 

กรดฟอสฟอริิก)

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธีี: น้้ำหวานเข้้มข้้น (เฮลซ์์  

บลููบอย รุ่่�นการผลิิต 01-12-2020) นำมาเจืือจางตาม

ฉลากระบุุ น้้ำหวาน 1 ส่่วน ต่่อ น้้ำ 5 ส่่วน โดยเตรีียม 

3 ลิิตร

วิิธีีวิิเคราะห์์: ชั่่�งตััวอย่่าง 35 กรััม ใส่่ขวดปริิมาตร

ขนาด 50 มิิลลิิลิิตร ปรัับปริิมาตรด้้วยน้้ำผสมให้้เข้้ากััน 

ปิเิปตสารละลายตััวอย่า่ง 5 มิลิลิลิิติร ใส่่ใน SPE (การเตรีียม 

SPE: ชะด้้วยตััวทำละลายตามลำดัับ ดัังนี้้� acetone 5 

มิิลลิิลิิตร methanol 5 มิิลลิิลิิตร น้้ำ 5 มิิลลิิลิิตร และ 

20% acetonitrile 10 มิิลลิิลิิตร) จากนั้้�นล้้าง SPE ด้้วย

น้้ำ 3 มิิลลิิลิิตร ตามด้้วย 20% acetonitrile 10 มิิลลิิลิิตร 

ชะสารที่่�ต้้องการด้้วย 80% acetonitrile 2 มิิลลิิลิิตร 

ลงในขวดปริิมาตรขนาด 5 มิลิลิิลิติร ปรัับปริมิาตรด้้วยน้ำ้ 

แล้้วกรองผ่่านตััวกรองชนิิด RC ตรวจวััดปริิมาณด้้วย

เครื่่�อง HPLC  

การคำนวณ

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ หรืือสตีีวิิโอไซด์์ (มิิลลิิกรััมต่่อ

กิิโลกรััม)      =    C × V

             	   W

C	 =	 ความเข้้มข้้นที่่�อ่่านจากกราฟมาตรฐาน 

(ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)

V	 =	 ปริิมาตรที่่�ปรัับ (มิิลลิิลิิตร)

W	 =	น้ ้ำหนัักตััวอย่่าง (กรััม)

Performance characteristic ที่่�ใช้้ 

ทดสอบวิิธีี(10)  

ช่่วงของการวััดและความเป็็นเส้้นตรง (working 

range and linearity): ตรวจวััดสารมาตรฐาน 3 และ 4 

แบบสุ่่�ม ความเข้้มข้้นละ 3 ซ้ำ้ สร้้างกราฟมาตรฐานระหว่่าง 

ความเข้ม้ข้้นของสารมาตรฐานและพื้้�นที่่�ใต้พ้ีคี คำนวณค่่า

สััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ (R2) เกณฑ์์ R2 มากกว่่า 0.995

ขีีดจำกััดของการตรวจพบ (limit of detection, 

LOD): เติิมสารมาตรฐานในตัวัอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธีใีห้้ได้้

ความเข้้มข้้น 2 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ตรวจวิิเคราะห์์ 10 ซ้ำ้ 

เกณฑ์์ตรวจพบสััญญานทุุกตััวอย่่างที่่�ทำซ้้ำ (ประมาณ

ค่่า LOD โดยวิิเคราะห์์ตััวอย่่างที่่�มีีการเติิมสารมาตรฐาน

ความเข้้มข้้น 4 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม จำนวน 10 ซ้้ำ 

คำนวณค่่า standard deviation (SD) แล้้วคำนวณค่่า 

LOD จากสููตร LOD = 3SD)  

ขีดีจำกัดัของการวัดัเชิงิปริมิาณ (limit of quan-

titation, LOQ): เติิมสารมาตรฐานในตััวอย่่างที่่�ใช้้

ทดสอบวิิธีีให้้ได้้ความเข้้มข้้น 4 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ตรวจวิิเคราะห์์ 10 ซ้ำ้ เกณฑ์ร้์้อยละการกลัับคืืน (%recovery) 

อยู่่�ในช่ว่ง 80-110% และ HORRAT น้อ้ยกว่า่ 2 (ประมาณ

ค่่า LOQ โดยวิิเคราะห์์ตััวอย่่างที่่�มีีการเติิมสารมาตรฐาน

ความเข้้มข้้น 4 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม จำนวน 10 ซ้้ำ 

คำนวณค่่า SD แล้้วคำนวณค่่า LOQ จากสููตร LOQ = 

10SD)

matrix effect: เตรีียมสารมาตรฐานเช่่นเดีียว

กัับสารมาตรฐาน 3 และ 4 โดยใช้้สารละลายที่่�สกััดจาก

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธีีปรัับปริิมาตรแทนน้้ำ ตรวจวััด

ความเข้้มข้้นละ 1 ซ้้ำ เกณฑ์์ confidence interval (CI) 

ของ slope คลุุม 1 และ CI ของ y-intercept คลุุม 0

ความแม่่น (accuracy) และความเที่่�ยง (preci-

sion): เติมิสารมาตรฐานในตัวัอย่า่งที่่�ใช้ท้ดสอบวิธิีใีห้ไ้ด้้

ความเข้้มข้น้ 28 มิลิลิิกรัมัต่อ่กิโิลกรััม และ 140 มิลิลิิกรัมัต่อ่

กิโิลกรัมั ตรวจวิิเคราะห์์ความเข้้มข้น้ละ 7 ซ้ำ้ เกณฑ์ร้์้อยละ 

การกลับัคืนือยู่่�ในช่่วง 90-107% และ HORRAT น้อ้ยกว่า่ 2  

ความเฉพาะเจาะจง (selectivity): ฉีีดสาร 

มาตรฐานแอสพาแตม ซััคคาริิน อะซีีซััลเฟม-เค และ 

ซููคราโลส ที่่�ความเข้้มข้้น 100 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร 

ตรวจสอบว่่า RT ไม่่ตรงกััน

การประเมิินค่่าความไม่่แน่่นอนของการวัด 

(estimation of measurement uncertainty)(11)

ประเมิินค่า่ความไม่่แน่น่อนของการตรวจวิิเคราะห์์ 

เพื่่�อให้้เป็็นไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

โดยคำนึึงถึึงแหล่่งความไม่่แน่่นอนทุุกแหล่่ง เมื่่�อรวมค่่า

ความไม่แ่น่น่อนทั้้�งหมด คำนวณค่่าความไม่่แน่น่อนขยาย

ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% 
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ผล 

ตััวอย่่ างที่่� ใช้้ทดสอบวิิธีี ไม่่พบสััญญานของ 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ เมื่่�อฉีีดสารมาตรฐาน

ผสม พบการแยกของพีีคของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ 

สตีวีิโิอไซด์ ์(peak resolution = 1.62) ดังัแสดงในภาพที่่� 2  

ส่ว่นการทดสอบการรบกวนของสารให้ค้วามหวานชนิดิอื่่�น 

ได้แ้ก่่ แอสพาแตม ซัคัคาริิน อะซีีซัลัเฟม-เค และซููคราโลส 

ที่่�อาจมีีการเติิมในผลิิตภััณฑ์์ร่่วมกัับสารรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ

และสตีีวิิโอไซด์์ ดัังแสดงในภาพที่่� 3

ภาพที่่� 2	 Chromatogram ของตััวอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธี ี(ภาพบน)  และ  chromatogram ของสารมาตรฐานรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ

	 และสตีีวิิโอไซด์์ ที่่�ความเข้้มข้้น 20 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร (ภาพล่่าง)

จากการตรวจวัดัสารมาตรฐาน 8 ระดับั ที่่�ความเข้ม้ข้น้ 

2, 5, 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตร พบช่่วงของการวััดและความเป็็นเส้้นตรงของ 

รีบีาวดิิโอไซด์ ์เอ และสตีีวิโิอไซด์ ์ดังัแสดงในภาพที่่� 4 และ 5 

Residual plot ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์  

ดัังแสดงในภาพที่่� 6 และ 7

ผลการตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างที่่�ใช้้ทดสอบวิิธีีที่่�

เติิมสารมาตรฐานความเข้้มข้้น 2.0 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

(LOD) ตรวจพบทุุกการวิิเคราะห์์ 10 ซ้้ำ ความแม่่น 

และความเที่่�ยงของวิิธีี ความแม่่นของการวิิเคราะห์์ 

ที่่�ความเข้้มข้้น 4.0 (LOQ) มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ความเข้้มข้้น 28 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และความเข้้มข้้น 

140 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ค่่าเฉลี่่�ยและ SD ของร้้อยละ

การกลับัคืนืของรีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ เท่า่กับั 101.5±3.10%, 

99.8±0.72% และ 98.5±1.41% ตามลำดัับ ค่่าเฉลี่่�ย

และ SD ของร้้อยละการกลัับคืืนของสตีีวิิโอไซด์์ที่่�ความ

เข้้มข้้น 4.0 (LOQ) มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ความเข้้มข้้น  

28 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และความเข้้มข้้น 140 มิิลลิิกรััม

ต่่อกิิโลกรััม เท่่ากัับ 107.1±2.72%, 99.0±1.55% และ 

99.6±1.71 ตามลำดัับ ความเที่่�ยงของการวิิเคราะห์์

คำนวณค่่า HORRAT ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ ที่่�ความเข้้ม

ข้น้ 4.0 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 28 มิลิลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 

140 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม เท่่ากัับ 0.36, 0.12 และ 0.28 

ตามลำดัับ ค่่า HORRAT ของสตีีวิิโอไซด์์ที่่�ความเข้้มข้้น 

4.0 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 28 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 

140 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม เท่่ากัับ 0.30, 0.24 และ 0.34 

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 1  
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Determination of Rebaudioside A and Stevioside in Syrup by HPLC 	 Suthatip Vitchaivutivong and Sirithorn Putsorn

ภาพที่่� 3	 Chromatogram ของสารมาตรฐานรีบีาวดิโิอไซด์ ์เอ และสตีวีิโิอไซด์ ์(Std 100) แอสพาแตม (ASP 100)  

	ซั ัคคาริิน (SAC 100) อะซีีซััลเฟม-เค (AK 100) และซููคราโลส (Sucralose 100) 

ภาพที่่� 4  ช่่วงและความเป็็นเส้้นตรงของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 
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 Std 100,	 Date Acquired: 10/11/2021 6:48:02 PM ICT; Vial: 6; lnj #: 6, Channel:
 ASP 100, 	 Date Acquired: 11/24/2021 3:00:40 PM ICT; Vial: 1; lnj #: 1, Channel:
 SAC 100, 	 Date Acquired: 11/24/2021 3:13:40 PM ICT; Vial: 2; lnj #: 2, Channel:
 AK 100, 	 Date Acquired: 11/24/2021 3:24:48 PM ICT; Vial: 3; lnj #: 2, Channel:
 Sucralose 100,  Date Acquired: 11/24/2021 3:38:57 PM ICT; Vial: 4; lnj #: 1, Channel:
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 ภาพที่่� 5  ช่่วงและความเป็็นเส้้นตรงของสตีีวิิโอไซด์์

 ภาพที่่� 6  Residual plot ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ

ภาพที่่� 7  Residual plot ของสตีีวิิโอไซด์์ 

ตารางที่่� 1  %recovery, %RSD และ HORRAT ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ที่่�ความเข้้มข้้น 3 ระดัับ

ความเข้้มข้้นที่่�เติิม
(มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม)

%recovery
ค่่าเฉลี่่�ย±SD 

%RSD HORRAT

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 4.0 (LOQ) 101.5±3.10 3.04 0.36

28 99.8±0.72 0.72 0.12

 140 98.5±1.41 1.43 0.28

สตีีวิิโอไซด์์ 4.0 (LOQ) 107.1±2.72 2.54 0.30

28 99.0±1.55 1.57 0.24

 140 99.6±1.71 1.71 0.34
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Determination of Rebaudioside A and Stevioside in Syrup by HPLC 	 Suthatip Vitchaivutivong and Sirithorn Putsorn

 ผลการทดสอบ matrix effect ของรีีบาว- 

ดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ ดัังแสดงในภาพที่่� 8 และ 9 

ตามลำดัับ เมื่่�อทดสอบช่่วงความเชื่่�อมั่่�นของ slope และ 

intercept พบว่่าค่่า CI ของ slope ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 

เท่่ากัับ 0.95 และ 1.05  CI ของ y-intercept ของ 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ เท่่ากัับ -3.74 และ 1.87 ค่่า CI ของ 

slope ของสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ 0.96 และ 1.05 CI ของ 

y-intercept ของสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ -3.97 และ 1.09  

 ภาพที่่� 8  ความสััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ ที่่�เติิมและความเข้้มข้้นที่่�พบ 

 ภาพที่่� 9  ความสััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานสตีีวิิโอไซด์์ที่่�เติิมและความเข้้มข้้นที่่�พบ

ความเข้้มข้้นที่่�เติิม (ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)

ความเข้้มข้้นที่่�เติิม (ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)

เมื่่�อนำข้้อมููลตััวอย่่างควบคุุมคุุณภาพ (quality 

control sample; QC sample) ซึ่่�งเป็น็ตัวัอย่า่งน้ำ้หวาน

ที่่�มีีการเติิมสารมาตรฐานความเข้้มข้้น 20 มิิลลิิกรััมต่่อ

กิิโลกรััม โดยเตรีียมไว้้ประมาณ 1.2 ลิิตร และนำมาตรวจ

วิเิคราะห์ ์2 ซ้ำ้ ทุกุรอบการตรวจวิเิคราะห์ต์ัวัอย่า่งที่่�เข้า้มา

ในห้้องปฏิิบััติิการ เพื่่�อเป็็นการควบคุุมคุุณภาพการตรวจ

วิิเคราะห์์แต่่ละรอบ ดัังแสดงในตารางที่่� 2 ข้้อมููลดัังกล่่าว

ใช้้คำนวณค่า่ intermediate precision (sI) โดยใช้ส้ถิติิิ 

One way ANOVA(12) คำนวณ sI ด้้วยสมการดัังนี้้�

Intermediate precision,	 sI	 = √sr
2 + sbetween2                  	 ……สมการที่่� 1

Within-group variance,	 sr	 = √ MSw                               	 ……สมการที่่� 2

Between group variance,  sbetween = √(MSb – MSw)/n          	 ……สมการที่่� 3

โดย	 MSw	 = 	 within-group mean square

	 MSb	 = 	 between group mean square

พบว่่า sI ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ 0.36 และ 0.45 ตามลำดัับ 
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ตารางที่่� 2	 Intermediate precision ผลวิิเคราะห์์ตััวอย่่างควบคุุมคุุณภาพของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ 

วัันที่่�วิิเคราะห์์

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ 

(มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม)

สตีีวิิโอไซด์์

(มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม)

No. 1 No. 2 No. 1 No. 2

9/2/2564

18/2/2564

16/3/2564

23/3/2564

29/3/2564

7/5/2564

27/5/2564

3/6/2564

14/6/2564

12/7/2564

18/8/2564

31/8/2564

27/9/2564

12/10/2564

7/12/2564

18.854

18.415

17.272

18.508

18.799

18.219

18.111

18.084

17.753

17.964

19.120

18.730

17.910

18.061

18.215

18.998

18.409

17.206

18.520

18.758

18.496

17.987

17.880

17.572

17.980

19.380

18.560

16.389

18.431

18.444

19.261

19.352

19.519

18.147

17.792

17.979

18.136

19.066

18.185

18.694

19.258

16.794

16.183

16.652

18.407

19.207

19.543

19.412

18.096

18.280

18.849

19.051

18.734

18.904

18.712

19.387

16.946

16.106

17.034

19.545

ค่่าเฉลี่่�ย

Intermediate precision (sI)

%RSDr (Horwitz equation)

HORRAT = sI/%RSDr 

HORRAT < 2

จำนวนข้้อมููล

18.234

0.36

6.815

0.05

ผ่่าน

30

18.374

0.45

6.810

0.07

ผ่่าน

30

การประเมินิค่า่ความไม่แ่น่น่อนของการวัดั ประเมินิ 

จากค่่ารวมของผลกระทบทั้้�งหมดที่่�มีต่่อผลการวิิเคราะห์์ 

ได้แ้ก่่ ความไม่่แน่่นอนจากความบริิสุุทธิ์์�ของสารมาตรฐาน 

การสอบเทีียบเครื่่�องชั่่�ง เครื่่�องแก้้วที่่�ใช้้เตรีียมสาร

มาตรฐานและตััวอย่่าง ความเข้้มข้้นที่่�อ่่านได้้จากกราฟ

มาตรฐาน การวิิเคราะห์์ซ้้ำจากค่่าร้้อยละของการคืืนกลัับ 

(%recovery) ของการทดสอบความถููกต้อ้งของวิธิี ีนำมา 

คำนวณค่่าความไม่่แน่่นอนรวม (combined uncer-

tainty; uc) และค่่าความไม่่แน่่นอนขยาย (expanded 

uncertainty; U) ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% โดยใช้้

ค่่า coverage factor (k) เท่่ากัับ 2 ได้้ค่่า U ของ 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ เท่่ากัับ 3.0 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 

U ของสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ 2.2 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ร้้อยละของแหล่่งความไม่่แน่่นอนของการวััดของ 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ ดัังแสดงในภาพที่่� 10 

และ 11 
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วิจารณ์ 

เนื่่�องจากห้้องปฏิิบััติิการของสำนัักคุุณภาพและ

ความปลอดภััยอาหารต้้องมีีการตรวจวิิเคราะห์์ assay 

ของวััตถุุเจือืปนอาหารกลุ่่�มสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ ซึ่่�งสภาวะ 

HPLC ที่่�กำหนดในวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์คุุณลัักษณะของ 

สารนี้้�ตาม FAO JECFA Monograph 10, 2010(9)

จากการศึกึษาเบื้้�องต้้น พบว่่าเมื่่�อใช้้ HPLC คอลััมน์ช์นิิด 

C18 หลายยี่่�ห้อได้้แก่่ Shimpack CLC ODS(M), 

Nucleodur C18 Gravity, Alphabond C18, 

Lichrosorb RP18, Atlantis dC18 ทดลองใช้้ 

ตรวจวิิเคราะห์์สารมาตรฐานรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ 

สตีีวิิโอไซด์์ พบว่่า peak ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ 

สตีีวิิโอไซด์์แยกจากกัันไม่่ดีี ค่่า resolution น้้อยกว่่า 

1 และตามวิิธีีของ Fayaz S(13) ที่่�ใช้้คอลััมน์์ Agilent 

ZORBAX C18 แต่่การแยกไม่่ดีีเช่่นกััน จึึงใช้้คอลััมน์์ 

Capcell pak C18 MG II ที่่�มีีราคาสููงกว่่าตามวิิธีีที่่�ระบุุ

ใน specification ของ steviol glycosides; JECFA 

2010 ซึ่่�งพบว่่าการแยกดีีกว่่า โดยที่่�คอลััมน์์ชนิิด MG 

II มีี packing เป็็น silicones polymer บนผิิวของ 

silica ทำให้ม้ีคีวามเสถียีรมากกว่า่ชนิดิของ silica ทั่่�วไป

การตรวจสอบการรบกวนจากสารให้้ความหวาน 

ชนิิดอื่่�นที่่�อาจมีีการเติิมในน้้ำหวาน เพื่่�อดููการรบกวน 

การตรวจวิิเคราะห์์ พบว่่า peak ของอะซีีซััลเฟม-เค, 

ซััคคาริิน, แอสพาแตม และซููคราโลสไม่่รบกวน 

peak ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ ดัังแสดงใน

ภาพที่่� 3 พบว่่าวิิธีีที่่�ใช้้ไม่่มีี matrix effect โดยค่่า CI 

ของ slope คลุุม 1 และ y-intercept ของกราฟมาตรฐาน 

ผ่่าน 0  ผลการทดสอบความเที่่�ยงที่่�ความเข้้มข้้น LOQ 

จุุดกลาง จุุดสููง และผล intermediate precision 

ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ ผ่่าน โดยมีีค่่า 

HORRAT น้้อยกว่่า 2 ค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด

ภาพที่่� 10  ร้้อยละของแหล่่งความไม่่แน่่นอนของการวััดของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ

ภาพที่่� 11  ร้้อยละของแหล่่งความไม่่แน่่นอนของการวััดของสตีีวิิโอไซด์์
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การวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ในน้้ำหวานด้้วยวิิธีี HPLC	สุ ุธาทิิพย์์ วิิทย์์ชััยวุุฒิิวงศ์์ และ ศิิริิธร พุุฒซ้้อน

เมื่่�อคำนวณค่่า U ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% k เท่่ากัับ 

2 ได้้ค่่า U ของรีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และสตีีวิิโอไซด์์ เท่่ากัับ 

3.0 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และ 2.2 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

ตามลำดัับ โดยค่่าความไม่่แน่่นอนขยายคำนวณจาก 

%RSDr (Horwitz's) × 2(11) ไม่่ควรเกิิน 11.6 และ 

13.6 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ตามลำดัับ 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 418 

พ.ศ. 2563 กำหนดให้้รายงานค่่าสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ 

โดยคำนวณเป็็นสตีีวิิออล ตามประกาศสำนัักงาน 

คณะกรรมการอาหารและยา เรื่่�อง คำชี้้�แจงประกาศ 

กระทรวงสาธารณสุุข ฉบัับที่่� 418 พ.ศ. 2563 ระบุุชนิิด 

สตีีวิิออลไกลโคไซด์์ดัังนี้้� สตีีวิิโอไซด์์, รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ, 

รีีบาวดิิโอไซด์์ บีี, รีีบาวดิิโอไซด์์ ซีี, รีีบาวดิิโอไซด์์ ดีี, 

รีีบาวดิิโอไซด์์ เอฟ, รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ็็ม, ดััลโคไซด์์ เอ, 

รููบุุโซไซด์์, สตีีวิิออลไบโอไซด์์ และสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ 

ชนิิดอื่่�นๆ จากการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�ผ่่านมาพบสตีีวิิออล

ไกลโคไซด์์อื่่�นๆ น้้อยกว่่า 1 เมื่่�อคำนวณเป็็นสตีีวิิออล 

นอกจากนี้้�สารมาตรฐานของสตีี วิิออลไกลโคไซด์์ 

เหล่่านี้้�ราคาสููง จึึงทดสอบความถููกต้้องของการตรวจ 

วิิเคราะห์์เพีียงสาร 2 ชนิิดนี้้� ในอนาคตอาจมีีการใช้้สาร

สกััดสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ ซึ่่�งมีีสารหลัักเป็็นรีีบาวดิิโอไซด์์ 

เอ็็ม, รีีบาวดิิโอไซด์์ ดีี หรืือสตีีวิิออลไกลโคไซด์์อื่่�น 

ดัังนั้้�นห้้องปฏิิบััติิการอาจต้้องเตรีียมการณ์์ เพื่่�อรองรัับ

ความต้้องการตรวจวิิเคราะห์์สารสตีีวิิออลไกลโคไซด์์ชนิิด

อื่่�นๆ ต่่อไป

สรุป

ผลการทดสอบวิิธีีวิิเคราะห์์รีีบาวดิิโอไซด์์ เอ และ

สตีีวิิโอไซด์์ในน้้ำหวานตามพารามิิเตอร์์ต่่างๆ ข้้างต้้น 

พบว่่าวิิธีีนี้้�มีีขีีดจำกััดของการตรวจพบ เท่่ากัับ 2.0 

มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ขีีดจำกััดของการวััดเชิิงปริิมาณ 4.0 

มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั ช่ว่งของการวัดัและความเป็น็เส้น้ตรง 

อยู่่�ในช่่วง 4.0-140 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม มีีความแม่่น 

และความเที่่�ยงเหมาะสมที่่�จะใช้้ตรวจวิิเคราะห์์ในห้้อง

ปฏิิบััติิการ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ คุุณจัันทร์์เพ็็ญ โตวิิยานนท์์ สำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร ที่่�ให้้คำแนะนำการ

เขีียนบทความและการคำนวณทางสถิิติิ 
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Suthatip Vitchaivutivong  and Sirithorn Putsorn	
Bureau of Quality and Food Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Method Validation of Rebaudioside A and 
Stevioside Determination in Syrup by 

High Performance Liquid Chromatography

ABSTRACT   Rebaudioside A and stevioside are steviol glycosides extracted from Stevia rebaudiana 
Bertoni. According to the Notification of Ministry of Public Health No. 418 (B.E. 2020), both are allowed 
to use as sweetener. The objective of this study was to develop the suitable method to analyze rebaudioside 
A and stevioside in syrup using HPLC. The condition consisted of Capcell pak C18 MG II column as solid 
phase, ultraviolet detector at wavelength 210 nm and the mixture of acetonitrile and 10 mM potassium 
hydrogen phosphate pH 2.6 (32:68) as mobile phase. The results showed that limit of detection (LOD) 
at 2.0 mg/kg, limit of quantitation (LOQ) at 4.0 mg/kg, linearity and range were detected from 2.0 to 
100 µg/ml (R2 = 1). The %recovery of the concentration at 4.0, 28 and 140 mg/kg, of rebaudioside A and 
stevioside 96.5-106.9% and 96.0-109.8% respectively. Precision of rebaudioside A and stevioside were 
acceptable (HORRAT < 2). Intermediate precision calculated from analytical results of quality control 
samples of rebaudioside A and stevioside were equal to 0.36 and 0.45, respectively. In conclusion, this 
method is suitable for analyze rebaudioside A and stevioside in syrup in the laboratory.

Keywords:  Rebaudioside A, Stevioside, Syrup, HPLC



นิพนธ์ต้นแบับ	 ว กรมวิทย พ 2566; 65 (2): 114-124

114 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2566

กมลวรรณ กัันแต่่ง  อััจฉรา อยู่่�คง  และ กนกชน  สุุภาพรหม	
สำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000

การเตรียมจุลินทรีย์มาตรฐานแห้งแบบแช่เยือกแข็งและ
การควบคุมคุณภาพ

Corresponding author E-mail: kamonwan.k@dmsc.mail.go.th   

Received: 18 January 2023	 Revised: 6 June 2023	 Accepted: 15 June 2023      

บทคดัย่อ   หอ้งปฏบิตักิารทางจุลชวีวทิยามกีารนำ�จลุนิทรยีม์าตรฐานมาใชค้วบคมุคณุภาพ เพือ่ใหผ้ลการทดสอบทีไ่ดม้คีวาม

ถูกต้อง แม่นยำ� และน่าเชื่อถือ ก่อนนำ�จุลินทรีย์มาตรฐานมาใช้งานต้องผ่านการทดสอบความบริสุทธิ์และคุณสมบัติทางชีวเคมี 

ซึ่งขั้นตอนการปฏิบัติงานต้องใช้ระยะเวลา 2−7 วัน ขึ้นอยู่กับเชื้อแต่ละชนิด ดังนั้นเพื่อลดขั้นตอนและระยะเวลาดังกล่าว ผู้วิจัย

จึงได้พัฒนาการเตรียมจุลินทรีย์มาตรฐานแห้งแบบแช่เยือกแข็ง เพื่อใช้ในการควบคุมคุณภาพผลการทดสอบที่สามารถนำ�มา

ละลายใช้งานได้ทันที โดยใช้ 10% skim milk ผสมกับจุลินทรีย์มาตรฐานบรรจุในขวดแก้ว นำ�เข้ากระบวนการการทำ�แห้งแบบ

แช่เยือกแข็ง และเก็บรักษาในที่มืดที่อุณหภูมิ 2−8 องศาเซลเซียส โดยทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกันที่ 3 สัปดาห์ต่อมา จากนั้น

ทดสอบความคงตัวทุกสัปดาห์ พบว่าเชื้อ Escherichia coli และ Staphylococcus aureus มีความคงตัวนาน 12 และ 16 

สัปดาห์ ตามลำ�ดับ โดยใช้เกณฑ์ไม่เกิน 0.5 log10 ที่คงความบริสุทธิ์และคุณสมบัติทางชีวเคมีได้อย่างครบถ้วน เชื้อที่เตรียมได้นี้

สามารถพฒันาเปน็จลุนิทรยีม์าตรฐาน เพ่ือใหห้้องปฏิบตักิารทัง้ภาครฐัและเอกชนทีม่คีวามตอ้งการใชเ้ชือ้มาตรฐานสำ�เรจ็รปูใน

การควบคุมคุณภาพของห้องปฏิบัติการต่อไป อย่างไรก็ตามต้องมีการศึกษาเพิ่มเติม เรื่อง สถานะของการขนส่งและสารที่ทำ�ให้

เชื้อมีความคงตัว เพ่ือพัฒนาคุณภาพของจุลินทรีย์มาตรฐานแห้งแบบแช่เยือกแข็งให้มีมาตรฐานตามข้อกำ�หนด ISO Guide 

35:2017 (Reference materials−guidance for characterization and assessment of homogeneity and stability)

คำ�สำ�คัญ: การทำ�แห้งแบบแช่เยือกแข็งจุลินทรีย์มาตรฐาน, การควบคุมคุณภาพ, ความเป็นเนื้อเดียวกัน, ความคงตัว 
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การเตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งและการควบคุุมคุุณภาพ	 กมลวรรณ กัันแต่่ง และคณะ

บทนำ�  

การควบคุุมคุุณภาพ (quality control; QC) 

เป็็นกระบวนการที่่�ใช้้ในการตรวจสอบและเฝ้้าระวััง 

ขั้้�นตอนการตรวจวิเิคราะห์ต์ัวัอย่า่งของห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร เพื่่�อให้้ 

ผลการทดสอบที่่�ได้้มีคีวามแม่่น (accuracy) ความเที่่�ยง 

(precision) และน่่าเชื่่�อถืือ (reliability) ดัังนั้้�น 

การควบคุุมคุุณภาพจึึงสำคััญสำหรัับการทดสอบของ 

ห้้องปฏิิบััติิการทางจุุลชีีววิิทยา แบ่่งเป็็น 2 ชนิิด ได้้แก่่  

การควบคุุมคุุณภาพภายใน (internal quality control; 

IQC)(1) และการควบคุุมคุุณภาพภายนอก (external 

quality control)(2)

การควบคุุมคุุณภาพภายในเป็็นกระบวนการในการ

ตรวจสอบการตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างของห้้องปฏิิบััติิการ 

เพื่่�อควบคุุมคุณุภาพผลการวิิเคราะห์์ เฝ้า้ระวังัการทดสอบ 

การถ่่ายโอนข้้อมููล การสุ่่�มตััวอย่่าง การเตรีียมตััวอย่่าง 

การรายงานผลการวิิเคราะห์์ และปรัับปรุุงการปฏิิบััติิงาน

ในแต่่ละขั้้�นตอน ให้้ได้้มาซึ่่�งผลการวิิเคราะห์์ที่่�ถูกต้้อง

และน่่าเชื่่�อถืือ ซึ่่�งแผนควบคุุมคุุณภาพในห้้องปฏิิบััติิการ 

ประกอบด้้วย การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีทดสอบ 

(validation of analytical method หรืือ method 

validation) การทวนสอบวิิธีี (method verification) 

และการควบคุุมคุุณภาพสม่่ำเสมอ (routine quality 

control) การควบคุุมคุุณภาพการทดสอบทำโดย 

การตรวจวิิเคราะห์์ซ้้ำ (duplicate analysis) ซึ่่�งเป็็น 

การประเมิินความเที่่�ยงของการวิิเคราะห์์ ตรวจตััวอย่่าง

เดีียวกัันสองซ้้ำ (2 subsample) อย่่างน้้อยร้้อยละ 5 

ของจำนวนตัวัอย่า่งที่่�ตรวจในแต่ล่ะครั้้�งของการวิเิคราะห์์ 

(test run) ซึ่่�งเป็็นการตรวจสอบความสามารถของ 

นักัวิเิคราะห์์ในการตรวจหาเชื้้�อเชิิงคุณุภาพและเชิิงปริมิาณ 

ในตััวอย่่าง ว่่าให้้ผลใกล้้เคีียงหรืือเหมืือนกััน ส่่วนการ 

เติิมเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ (spike sample) ที่่�ทราบปริิมาณ 

เป็็นการตรวจสอบความแม่่นของการวิิเคราะห์์ตััวอย่่าง 

การตรวจสอบความถููกต้้องระหว่่างดำเนิินการทดสอบ 

โดยใช้้เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานเป็็น positive control 

และ negative control เป็็นการควบคุุมกระบวนการ

ตรวจวิิเคราะห์์ ซึ่่�งรวมถึึงการเตรีียมตััวอย่่าง ผู้้�ทดสอบ 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ เครื่่�องมือืและอุปุกรณ์ท์ี่่�ใช้ใ้นการทดสอบ 

และการรายงานผลว่่าถููกต้้องหรืือไม่่ เพื่่�อนำไปใช้้ในการ

ประกัันคุุณภาพผลการทดสอบ(1)

การควบคุุมคุุณภาพภายนอกเป็็นการควบคุุม

คุณุภาพผลการวิเิคราะห์จ์ากหน่ว่ยงานภายนอก เพื่่�อให้เ้กิดิ 

ความมั่่�นใจในผลการวิิเคราะห์์ โดยการเปรีียบเทีียบ

ผลการทดสอบระหว่่างห้้องปฏิิบััติิการหรืือการเข้้าร่่วม

ทดสอบความชำนาญทางห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร ซึ่่�งเป็็นข้้อกำหนด

ของหน่ว่ยงานที่่�ให้ก้ารรับัรองความสามารถห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025(2) การควบคุุมภาพทั้้�ง

ภายในและภายนอกมีกีารนำเชื้้�อจุลุินิทรียี์ม์าตรฐานมาใช้้

ควบคู่่�กัับการปฏิิบััติิงานหรืือการทดสอบเสมอ 

ปััจจุุบัันห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยาในอาหารใช้้ 

เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานที่่�เก็็บรัักษาไว้้ในรููปแบบของ 

reference stock cryobeads หรืือ 15% glycerol 

broth ที่่�อุุณหภููมิิ -70 องศาเซลเซีียส หรืือต่่ำกว่่า(3) ส่่วน 

stock culture หรืือ working culture บนอาหารเลี้้�ยง

เชื้้�อไม่จ่ำเพาะชนิิดแข็ง็เก็็บที่่�อุณุหภูมูิ ิ2−8 องศาเซลเซีียส 

ก่่อนนำมาใช้้งานต้้องมีีการนำเชื้้�อถ่่ายลงอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ

ชนิิดแข็็งและอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อชนิิดเหลว บ่่มเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 

กลุ่่�มแบคทีีเรีีย เป็็นเวลา 24−48 ชั่่�วโมง ส่่วนยีีสต์์

และราใช้้เวลาบ่่มเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 5−7 วััน(4) ผู้้�วิิจััย 

จึงึได้ท้ำการพัฒันาการเตรียีมจุลุินิทรียี์ม์าตรฐานแห้ง้แบบ

แช่่เยืือกแข็็งใช้้ในการควบคุุมคุุณภาพผลการทดสอบ 

เพื่่�อเป็็นทางเลืือกหนึ่่�งที่่�จะสามารถลดระยะเวลาและ

ขั้้�นตอนของการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน โดย

ละลายด้้วย buffer peptone water (BPW) แล้้ว

ใช้้งานได้้ทัันทีีและสามารถทราบค่่าปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้น 

ต่่อมิิลลิิลิิตรของสารละลายที่่�ละลายได้้ เพื่่�อง่่ายต่่อ 

การเจืือจางในระดัับที่่�ต้องการใช้้งานต่่อไป การศึึกษาใน

ครั้้�งนี้้�เลืือกใช้้เชื้้�อ Escherichia coli เป็็นตััวแทนของ

แบคทีเีรียีแกรมลบ และ Staphylococcus aureus เป็น็

ตััวแทนของแบคทีีเรีียแกรมบวก ซึ่่�งเป็็นเชื้้�อที่่�ใช้้ควบคุุม

คุุณภาพในห้้องปฏิิบััติิการ

วัสดุและวิธีการ

จุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน

จุุลิินทรีีย์์มาตรฐานใช้้ควบคุุมคุุณภาพการตรวจ

วิิเคราะห์์ เป็็นจุุลิินทรีีย์์จากศููนย์์เก็็บรัักษาและรวบรวม

สายพัันธุ์์�จุลินิทรีีย์ท์างการแพทย์์ สถาบัันวิิจัยัวิิทยาศาสตร์์

สาธารณสุุข กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นำมาเก็็บ
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Lyophilization of Reference Microorganisms Preparations and Its Quality Control	 Kamonwan Kantaeng et al.

เป็็น reference stock ของห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยา 

ในอาหาร โดยเก็็บรัักษาที่่�ตู้้�แช่่แข็็งแบบพิิเศษ (deep 

freezer) (Haier รุ่่�น DW-86L 728D, China) 

อุุณหภููมิิต่่ำกว่่า -70 องศาเซลเซีียส จำนวน 2 สายพัันธุ์์� 

ได้้แก่่ E.coli DMST 24373 Lot. Es63085 และ            

S. aureus DMST 8013 Lot. St63041

เครื่่�องมืือและวััสดุุอุุปกรณ์์ 

เครื่่�องทำแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็ง (lyophilizer; 

Martin Christ, รุ่่�น EPSILON  2-10D LSCplus, 

Germany), เครื่่�องนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ (Autoclave; Getinge 

getting group, รุ่่�น GE L600 series, Sweden), 

เครื่่�องนัับโคโลนีี (colony counter; model 3328, 

USA), ตู้้�อบเพาะเชื้้�อ 35±1oC (incubator; SANYO, 

รุ่่�น MIR 252, Japan), ตู้้�อบเพาะเชื้้�อ 36±1oC 

(SANYO, รุ่่�น MIR 553, Japan), กล้้องจุุลทรรศน์์

แบบสองตา (microscope; Leica, Germany), 

อ่่างน้้ำแบบควบคุุมอุุณหภููมิิ 47±2oC (water bath; 

MEMMERT, Germany), เครื่่�องชั่่�งไฟฟ้้า ความ

ละเอีียด 0.1 และ 0.01 กรััม (electronic balance; 

Sartorius, รุ่่�น BP2100, Germany), เครื่่�องผสม 

(vortex mixer; LABNET, รุ่่�น VX100, USA),  

ขวดแก้้วฝาเกลีียว (glass bottle with screw cap; 

Schott, Germany), หลอดทดลอง (test tube, 

Kimble, Mexico), จานเพาะเชื้้�อ (petri dishes) ขนาด 

15×90 มิิลลิิเมตร หรืือ 15×100 มิิลลิิเมตร, (Micro 

QA, China), ปิิเปต  1, 5 และ 10 มิิลลิิลิิตร (pipette; 

Witeg, Germany), loop และ needle เขี่่�ยเชื้้�อ, 

glass slide, hot plate with magnetic stirrer 

(Stuart , USA), automatic pipette step volume 

(BrandTech, Germany), Tip (Axygen, China), 

ถาด stainless สำหรัับบรรจุุขวดแก้้ว (vial), จุุกยาง 

และฝาอะลููมิิเนีียมพร้้อมที่่�ปิิดฝาอะลููมิิเนีียม	

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ได้้แก่่ Brain heart infusion 

broth (BHI; Oxoid, England), Tryptic Soy Agar 

(TSA) (Scharlau, Spain) และ Buffered Peptone 

Water (BPW; Scharlau, Spain) วััตถุุดิิบสำหรัับ 

การทำแห้้ง ได้้แก่่  10% skim milk (Oxoid, England) 

การตรวจวิิเคราะห์์ใช้้อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ได้้แก่่ จำนวน

จุุลิินทรีีย์์ : Plate Count Agar (PCA) (Scharlau, 

Spain) E. coli: Levine eosin methylene blue 

(L-EMB) agar (Scharlau, Spain), tryptone broth, 

methyl red-Voges Proskauer broth (MR-VP), 

Simmons citrate agar และ lauryl sulphate 

tryptose broth (LST) (Oxoid, England) ส่่วน  

S. aureus: Baird-Parker (BP) Agar (Scharlau, 

Spain), Brain heart infusion broth (BHI) (Oxoid, 

England), coagulase rabbit plasma with EDTA 

(BBL, USA)

น้้ำยาและสารเคมีี 

Gram stain reagents (BIOTECH, Biotech 

reagent co., Ltd., Thailand), Kovacs’ reagent 

(Scharlau, Spain) สารละลายสำหรัับเจืือจาง (diluent) 

0.1% peptone water (Oxoid, England), 10% skim 

milk ในขวดแก้้ว ปริิมาตร 400 มิิลลิิลิิตร จำนวน 2 ขวด 

นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อที่่� 121 องศาเซลเซีียส นาน 5 นาทีี (อุุณหภููมิิ

และเวลาที่่�ใช้อ้้า้งอิงิตามบริษิัทัผู้้�ผลิติกำหนด) ตรวจสอบ

การปนเปื้้�อนหลัังการฆ่่าเชื้้�อ ผลจำนวนจุุลิินทรีีย์์น้้อยกว่่า 

1 cfu ต่่อมิิลลิิลิิตร 

การเตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานโดยวิิธีีการทำแห้้งแบบ

แช่่เยืือกแข็็งและการแบ่่งบรรจุุ  

เตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐาน ทดสอบความบริิสุุทธิ์์�

และคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีีของเชื้้�อโดยนำจุุลิินทรีีย์์

มาตรฐานภายในห้อ้งปฏิบิัตัิกิารที่่�อยู่่�ในรููปของ reference 

stock ขีีด (streak) บน TSA นำไปบ่่มที่่�อุณหภููมิิ 

35 องศาเซลเซีียส นาน 24−48 ชั่่�วโมง สัังเกตลัักษณะ 

โคโลนีีบริิสุุทธิ์์� (purity) คืือ เชื้้�อแยกเป็็นโคโลนีีเดี่่�ยว

และมีีลัักษณะเดีียวกัันทั้้�งจานเพาะเชื้้�อ จากนั้้�นเขี่่�ยเชื้้�อ 

โคโลนีเีดี่่�ยวลงในหลอด BHI ปริมิาตร 10 มิลิลิลิิติร บ่ม่ที่่�

อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส นาน 24 ชั่่�วโมง ควบคู่่�ไปการ 

streak ลงบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อจำเพาะชนิิดแข็็งของเชื้้�อ 

แต่่ละชนิิดและทดสอบคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีีเฉพาะ 
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การเตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งและการควบคุุมคุุณภาพ	 กมลวรรณ กัันแต่่ง และคณะ

ซึ่่�งต้้องให้้ลัักษณะโคโลนีีเฉพาะ (typical colony) และ

ผลการตรวจยืนืยันัตรงตามวิธิีกีารตรวจวิเิคราะห์จ์ุลุินิทรียี์์

แต่่ละชนิิด

การเตรีียมเชื้้�อ E. coli โดย streak ลงบน 

L-EMB agar บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส นาน 

18−24 ชั่่�วโมง เลือืกโคโลนีีแบนและมีีสีีดำตรงกลาง มีหีรือื 

ไม่่มีี metallic sheen นำไปทดสอบทางชีีวเคมีีดัังนี้้� 

ดููลัักษณะ รููปร่่าง และการติิดสีีแกรม E. coli เป็็น

แบคทีีเรีียท่่อนสั้้�น ติดิสีีแกรมลบ, tryptone broth บ่ม่ที่่�

อุณุหภููมิ ิ35 องศาเซลเซีียส นาน 48±2 ชั่่�วโมง, MR-VP  

broth บ่ม่ที่่�อุณุหภูมิูิ 35 องศาเซลเซียีส นาน 24±2 ชั่่�วโมง 

และบ่ม่ต่อ่อีกี 48±2 ชั่่�วโมง, Simons citrate agar  บ่ม่

ที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส นาน 96 ชั่่�วโมง และ LST 

บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศาเซลเซีียส นาน 48±2 ชั่่�วโมง  

การเตรียีมเชื้้�อ S. aureus โดย streak ลงบน PB 

agar บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35−37 องศาเซลเซีียส นาน 45−48 

ชั่่�วโมง เลืือกโคโลนีีกลม นููน ผิิวเรีียบ สีีเทาถึึงดำ ขนาด 

2−3 มิิลลิิเมตร รอบโคโลนีีมีีโซนขุ่่�นล้้อมรอบด้้วยโซนใส 

นำไปทดสอบทางชีีวเคมีีดังันี้้� ดูลัูักษณะ รูปูร่า่ง และการติิด

สีีแกรม S. aureus เป็็นแบคทีีเรีียรููปกลม ไม่่สร้้างสปอร์์ 

ติิดสีีแกรมบวก เขี่่�ยโคโลนีีลัักษณะเฉพาะลงใน BHI บ่่ม

ที่่�อุุณหภููมิิ 35−37 องศาเซลเซีียส นาน 18−24 ชั่่�วโมง 

เติิม coagulase rabbit plasma with EDTA ผสมให้้ 

เข้้ากััน บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35−37 องศาเซลเซีียส สัังเกตการ

เกิิดลิ่่�ม (clot) เป็็นระยะๆ ภายใน 6 ชั่่�วโมง 

นำเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ที่่�เลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ BHI 

มานัับจำนวน โดย E. coli มีีปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้น 2.9×109 

cfu/ml และ S. aureus มีีปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้น 2.2×109 

cfu/ml เติิม E. coli DMST 24373 (ชุุดที่่� 1) 

และ S. aureus DMST 8013 (ชุุดที่่� 2) ปริิมาตร 5 

มิลิลิลิิิตร ลงใน 10% skim milk ปริิมาตร 395 มิลิลิลิิติร 

ผสมให้้เข้้ากััน โดยใช้้แท่่งกวน (magnetic stirrer) 

ตลอดเวลาขณะแบ่่งบรรจุุ แบ่่งบรรจุุใน vial ปริิมาตร

ขวดละ 2 มิลิลิลิิติร ชุดุละ 150 ขวด ปิดิฝาขวดด้ว้ยจุกุยาง 

ที่่�ผ่่านการฆ่่าเชื้้�อแล้้วที่่�อุุณหภููมิิ 121 องศาเซลเซีียส 

นาน 15 นาทีี โดยปิิดแบบหลวมๆ เพีียงครึ่่�งหนึ่่�ง 

ของความยาวทั้้�งหมดของจุุกยาง นำไปทำให้้แห้้งแบบ 

แช่่เยืือกแข็็งในเครื่่�องระเหิิดให้้แห้้งด้้วยความเย็็น 

(lyophilizer) โดยใช้้โปรแกรมและสภาวะเดีียวกััน ตั้้�ง

โปรแกรมกํําหนดให้้อุุณหภููมิิแช่่แข็็งเท่่ากัับ -30 องศา

เซลเซียีส นาน 4 ชั่่�วโมง จากนั้้�นขั้้�นปฐมภููมิขิองกระบวนการ 

ทํําให้้แห้้ง (primary drying process) ที่่�อุุณหภููมิิ -30 

องศาเซลเซีียส นาน 1 ชั่่�วโมง แล้้วปรัับอุุณหภููมิิเป็็น 

0 องศาเซลเซีียส ความดัันเท่่ากัับ 1.65 mbar นาน 

18 ชั่่�วโมง และขั้้�นทุุติิยภููมิิของกระบวนการทํําให้้แห้้ง 

(secondary drying process) ปรัับอุุณหภููมิิเป็็น 4 

องศาเซลเซีียส ความดัันเท่่ากัับ 1.65 mbar นาน 4 ชั่่�วโมง 

เมื่่�อกระบวนการทำให้แ้ห้ง้เสร็จ็สมบูรูณ์ท์ำการปิดิฝาขวด

ด้้วยจุุกยางให้้สนิิท นำออกมาปิิดทัับด้้วยฝาอลููมิิเนีียม 

ปิิดหมายเลขบนขวดจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานที่่�ทำแห้้งแบบ 

แช่่เยืือกแข็็ง เรีียงลำดัับตามการเตรีียม เก็็บใส่่กล่่องที่่�มีี

ฝาปิิดสนิิท ทนการกระแทก เก็็บรัักษาในที่่�มืดอุุณหภููมิิ 

2−8 องศาเซลเซีียส และนำออกมาทดสอบความคงตััว

เป็็นระยะๆ ทุุกสััปดาห์์

การสุ่่�มตััวอย่่าง

สุ่่�มขวดเชื้้�อที่่�เตรีียมได้้แบบสุ่่�มอิิสระ (random 

sampling) โดยใช้้โปรแกรมจากเว็็บไซต์์ https://

www.randomizer.org(5)

การทดสอบและวิิธีีวิิเคราะห์์ 

ละลายตััวอย่่างด้้วย BPW ปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร 

ทำการเจืือจางตััวอย่่างตามลำดัับๆ ละ 10 เท่่า จนถึึง

ลำดับัที่่�ต้อ้งการ ปิเิปตตัวัอย่า่งที่่�แต่ล่ะระดับัการเจือืจาง 1 

มิลิลิิลิติร ลงในจานเพาะเชื้้�อ 2 จาน (duplicate) เท PCA 

12-15 มิิลลิิลิิตร ผสมให้้ตััวอย่่างและอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ 

เป็น็เนื้้�อเดียีวกันัทั่่�วทั้้�งจาน ตั้้�งทิ้้�งไว้ใ้ห้วุ้้้�นแข็ง็แล้ว้คว่ำ่จาน 

บ่ม่ที่่�อุณหภูมูิ ิ35 องศาเซลเซียีส นาน 48 ชั่่�วโมง นับัจำนวน

โคโลนีทีี่่�อยู่่�ในช่่วง 25−250 โคโลนี ีคำนวณจำนวนจุลุินิทรีีย์์

ต่่อปริิมาตรตาม APHA 2015(6,7) สำหรัับ S. aureus 

เลืือกโคโลนีีนำมาย้้อมสีีแกรมและ streak ลงบนอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อจำเพาะ BP agar บ่่มที่่�อุณหภููมิิ 36 องศา

เซลเซียีส นาน 48 ชั่่�วโมง โคโลนีีลักัษณะเฉพาะ คือื มีสีีเีทา

ดำและโซนทึบึ นำไปทดสอบ coagulase test ตาม FDA 

BAM Online. 2016 (Chapter 12)(8) ส่่วน E. coli 

เลืือกโคโลนีีนำมาย้้อมสีีแกรมและ streak ลงบนอาหาร
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Lyophilization of Reference Microorganisms Preparations and Its Quality Control	 Kamonwan Kantaeng et al.

เลี้้�ยงเชื้้�อจำเพาะ L-EMB agar บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35 องศา

เซลเซีียส นาน 24 ชั่่�วโมง โคโลนีีลัักษณะเฉพาะ คืือ แบน

และมีีสีีดำตรงกลาง มีี metallic sheen นำไปทดสอบ

ทางชีีวเคมีี (tryptone broth, MR-VP, Simmons 

citrate agar; IMViC test และ LST) ตาม FDA 

BAM Online. 2020 (Chapter 4)(9)

การทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน (homogeneity 

test)

สุ่่�มขวดเชื้้�อที่่�จัดัเตรียีมไว้ ้จำนวน 11 ขวด(10)  ตรวจ

วิิเคราะห์์จำนวนจุุลิินทรีีย์์ ขวดละ 2 ซ้้ำ (repeatability) 

ด้้วยวิิธีี APHA 2015(6,7) โดยห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้รัับ

การรัับรองความสามารถตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017(2) จากสำนัักมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ หมายเลขทะเบีียน 4043/50 

ทดสอบความแปรปรวนภายในของเชื้้�อแต่่ละขวด โดยใช้้ 

Cochran’s test จากนั้้�นนำค่่าที่่�ได้้มาคำนวณทางสถิิติิ

ตาม ISO 13528:2022(11) และ ISO Guide 35:2017(10) 

โดยวิิเคราะห์์ความแปรปรวนด้้วย one way ANOVA 

single factor for homogeneity test ได้้ค่่า mean 

squre between (Mbetween) และ mean squre within 

(Mwithin) คำนวณค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานระหว่่างขวด

ตััวอย่่าง the between-unit standard deviation 

(Sbb) โดยใช้้สููตร:

เป็็นเนื้้�อเดีียวกัันแล้้ว 2 สััปดาห์์ โดยใช้้วิิธีีการทดสอบ

เดีียวกัันกัับการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน ทำการ

ทดสอบความคงตััวทุุกสััปดาห์์ๆ ละ 3 ขวดๆ ละ 2 ซ้้ำ 

นำค่า่เฉลี่่�ยของผลการทดสอบความคงตัวัในแต่ล่ะสัปัดาห์์

เปรีียบเทีียบกัับผลการทดสอบความป็็นเนื้้�อเดีียวกัันใน

หน่่วย log10 โดยเกณฑ์์การยอมรัับ คืือ ค่่าสััมบููรณ์์ของ 

ผลต่า่งของค่า่เฉลี่่�ยผลการทดสอบความเป็น็เนื้้�อเดียีวกันั

และความคงตััว (‌‌ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีีค่่าน้้อยกว่่า 

0.5 log10
(13)  และยุุติกิารทดสอบเมื่่�อผลการทดสอบความ

คงตััวมีีค่่าผลต่่างมากกว่่า 1.0 log10

ผล

เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ผสม 10% skim milk ที่่�ผ่่านการ

ทำแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งมีีลัักษณะทางกายภาพเป็็นก้้อน 

สีีขาวนวลแห้้ง อััดแน่่น ไม่่มีีรููพรุุน เมื่่�อนำมาบดพบ

เป็็นเนื้้�อละเอีียดลัักษณะคล้้ายนมผง ตรวจสอบการ

ละลาย พบว่่าในระยะเวลา 0−3 เดืือน มีีความสามารถ 

ในการละลาย BPW ได้้ดีีภายใน 1 นาทีี หลัังจากละลาย

มีีลัักษณะเป็็นของเหลวขุ่่�นสีีขาวเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน แต่่

หลัังจาก 3 เดืือน การละลายต้้องอาศััยการใช้้เครื่่�องผสม 

(vortex mixer) ร่ว่มด้้วยและมีีลักัษณะของตะกอนหรืือ

ผลึึกสีีขาวเล็็กน้้อยในของเหลวขุ่่�นสีีขาว 

ผลการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันของเชื้้�อ 

E. coli ปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้นมีีค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 6.639 log10 

cfu/ml ส่่วน S. aureus ปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้นมีีค่่าเฉลี่่�ย

เท่า่กับั 7.062 log10 cfu/ml (โดยมีคี่า่จากการเติมิเชื้้�อก่อ่น

ผ่่านกระบวนการทำแห้้งแบบเยืือกแข็็งของเชื้้�อ E. coli  

เท่่ากัับ 6.860 log10 cfu/ml และ S. aureus เท่่ากัับ 

6.740 log10 cfu/ml) การประเมิินผลความเป็็น 

เนื้้�อเดีียวกัันทางสถิิติิ พบว่่าค่่า Fcal มีีค่่าน้้อยกว่่า Fcrit

ค่า่ Ss น้อ้ยกว่่า 0.3‌ pt ตาม ISO 13528:2022(11) แสดงว่่า 

ตััวอย่่างมีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันทั้้�งสองเชื้้�อ แต่่กรณีีใช้้

เกณฑ์์ตาม ISO Guide 35:2017(10) เชื้้�อ E. coli ค่่า 

Sbb มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.3SIR แสดงว่่าตััวอย่่างมีีความเป็็น

เนื้้�อเดีียวกััน ส่่วนเชื้้�อ S. aureus ค่่า Sbb มีีค่่ามากกว่่า 

0.3SIR แสดงว่่าตััวอย่่างไม่่มีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน 

ดัังแสดงในตารางที่่� 1

          Mbetween - (Mwithin)
Sbb   =
                    no

*no   =    จำนวนของการทำซ้้ำ (no = 2)            

โดยใช้้เกณฑ์์ยอมรัับ คืือ Sbb ควรมีีค่่าน้้อยกว่่า  

0.3SIR (ค่่า SIR เท่่ากัับ 0.118 ได้้มาจากการหาค่่า 

interlaboratory reproducibility standard deviation 

(SR) ของ technique uncertainty(12)  ด้้วยวิิธีี APHA 

2015(6,7) ของห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยาในอาหาร สำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร) และมีีการนำ F test 

เพื่่�อเปรีียบเทีียบค่่า Fcal น้้อยกว่่า Fcrit มาพิิจารณาร่่วม

การทดสอบความคงตััว (stability test)

โดยสุ่่�มขวดเชื้้�อซึ่่�งเก็็บรัักษาในที่่�มืืดอุุณหภููมิิ 2−8 

องศาเซลเซีียส นำมาวิิเคราะห์์หลัังจากการทดสอบความ



119วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2566

การเตรีียมจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งและการควบคุุมคุุณภาพ	 กมลวรรณ กัันแต่่ง และคณะ

ผลการทดสอบความคงตััว พบว่่าความคงตััวของ

เชื้้�อ E. coli มีีปริิมาณของเชื้้�อลดลงไม่่เกิิน 0.5 log
10  

ในระยะตั้้�งแต่่สััปดาห์์ที่่� 2-12 ดัังแสดงในภาพที่่� 1 

ส่่วนความคงตััวของเชื้้�อ S. aureus มีีปริิมาณของเชื้้�อ

ลดลงไม่่เกิิน 0.5 log
10
 ในระยะตั้้�งแต่่สััปดาห์์ที่่� 2-16 

ดัังแสดงในภาพที่่� 2

ขวดที่่�

E. coli S. aureus

Duplicate 1 
(log

10
 cfu/g)

Duplicate 2 
(log

10 
cfu/g)

Duplicate 1 
(log

10
 cfu/g)

Duplicate 2
(log

10
 cfu/g)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

6.799
6.792
6.690
6.531
6.643
6.623
6.663
6.672
6.477
6.643
6.699

6.756
6.602
6.544
6.602
6.580
6.643
6.690
6.491
6.732
6.477
6.716

7.079
7.000
7.000
7.000
7.000
7.041
7.079
7.041
7.114
6.973
7.146

6.991
7.041
6.934
7.114
7.041
7.114
7.000
7.176
7.176
7.079
7.230

ตารางที่่� 1  การตรวจวิิเคราะห์์ความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันของเชื้้�อ E. coli และ S. aureus

meanhomogeneity

Cochrancritical

Cochrancalulation

Fcritical

Fcalulation

Sbb หรืือ Ss

SIR

pt

F < F  
Ss < 0.3 pt

(a)

Sbb < 0.3SIR
(b)

6.639
0.570
0.333
2.854
1.031
0.012
0.118
0.250

Passed
Passed
Passed

7.062
0.570
0.226
2.854
2.201
0.047
0.118
0.250

Passed
Passed

Not passed

หมายเหตุุ : 	 เกณฑ์์การตััดสิิน (a) ตาม ISO 13528:2022(11), (b) ตาม ISO Guide 35:2017(10) 
	 The between-unit standard deviation (Sbb หรืือ Ss)
        	 Intralaboratory reproducibility standard deviation (SIR)
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ภาพที่่� 1 การทดสอบความคงตััวของเชื้้�อ E. coli ตั้้�งแต่่สััปดาห์์ที่่� 2-21 

ผลการทดสอบความคงตััวของ E. coli (log
10
 cfu/ml) 

ผลการทดสอบความคงตััวของ S. aureus (log
10
 cfu/ml) 

ภาพที่่� 2  การทดสอบความคงตััวของเชื้้�อ S. aureus ตั้้�งแต่่สััปดาห์์ที่่� 2-35 

n  mean stability

n  mean stability

log10 
cfu/ml

   8.5

log10 
cfu/ml

   8.0
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วิจารณ์

เชื้้�อที่่�ผ่่านการทำแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งหลัังเก็็บ

ในที่่�มืืดที่่�อุณหภููมิิ 2−8 องศาเซลเซีียส เป็็นระยะเวลา 

0−3 เดืือน โดยตรวจสอบการละลายด้้วย BPW มีีความ

สามารถในการละลายภายใน 1 นาทีี หลัังจากละลายมีี

ลัักษณะเป็็นของเหลวขุ่่�นสีีขาวเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน ซึ่่�งผล

การศึึกษาความคงตััวในช่่วง 0−3 เดืือน พบ ǀmeanhomo 

– meanstaǀ มีีค่่าไม่่น้้อยกว่่า 0.5 log10 แต่่หลัังจาก 3 

เดืือน การละลายต้้องอาศััยการใช้้เครื่่�อง vortex mixer 

ร่ว่มด้้วยและมีีลักัษณะของตะกอนหรืือผลึึกสีขีาวเล็็กน้อ้ย

ในของเหลวขุ่่�นสีขีาว ลักัษณะทางกายภาพเห็น็ของเหลวที่่�

ละลายได้้มีคีวามไม่่เป็น็เนื้้�อเดีียวกันั พบปริิมาณเชื้้�อลดลง 

จากปริิมาณเชื้้�อตั้้�งต้้นเกิินกว่่า 0.5 log10 ซึ่่�งอาจเป็็น

สาเหตุุหนึ่่�งที่่�มีผลกระทบกัับความคงตััวของเชื้้�อมาตรฐาน

ที่่�เตรีียมได้้

จากผลการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันของ

เชื้้�อมาตรฐานที่่�ผ่านการทำแห้้งแบบแช่่เยืือกแข็็งของเชื้้�อ 

E. coli พบมีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันในทุุกเกณฑ์์ 

การพิิจารณา คืือ ค่่า Ss เท่่ากัับ 0.012 ซึ่่�งมีีค่่าน้้อยกว่่า 

0.3 pt (มีีค่่าเท่่ากัับ 0.075) ตาม ISO 13528:2022(11) 

และค่่า Sbb มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.3SIR (มีีค่่าเท่่ากัับ 0.035) 

เมื่่�อพิิจารณาโดยใช้้เกณฑ์์ตาม ISO Guide 35:2017(10) 

สำหรัับเชื้้�อ S. aureus เมื่่�อพิิจารณาโดยใช้้เกณฑ์์ตาม 

ISO 13528:2022(11) พบว่่าผ่่านเกณฑ์์ เนื่่�องจากค่่า 

Ss เท่่ากัับ 0.047 ซึ่่�งมีีค่่าน้้อยกว่่า 0.3 pt (มีีค่่าเท่่ากัับ 

0.075) แต่่กรณีีใช้้เกณฑ์์ตาม ISO Guide 35:2017(10) 

พบผลการประเมิินความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันไม่่ผ่่านเกณฑ์์

กำหนด โดยค่่า Sbb มีีค่่ามากกว่่า 0.3SIR อาจเพราะค่่า 

intralaboratory reproducibility standard  

deviation (SIR) ที่่�นำมาใช้้เป็็นตััวเลขที่่�ได้้จากการหา

ค่่า SIR ของ technique uncertainty ด้้วยวิิธีี APHA 

2015(6,7) ของห้้องปฏิิบััติิการจุุลชีีววิิทยาในอาหาร สำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร อาจทำให้้ค่่าที่่�ได้้

ค่่อนข้้างน้้อยกว่่าความเป็็นจริิง ซึ่่�งตาม ISO Guide 

35:2017(11) ต้อ้งเป็็นค่า่ interlaboratory reproduci- 

bility standard deviation (SR) ของวิิธีีวิิเคราะห์์

นั้้�นๆ ซึ่่�งวิิธีี APHA 2015(6,7) ไม่่มีีการระบุุการหาค่่า SR 

เนื่่�องจากไม่่มีีข้้อมููล interlaboratory study ของวิิธีี 

จึึงจำเป็็นต้้องใช้้ค่่า SIR ของห้้องปฏิิบััติิการแทนในการ

ประเมินิผล แต่ก่ารทวนสอบวิธิี ี(method verification) 

ตาม ISO 16140−3:2021(14) หากมีีข้้อมููลการตรวจสอบ

ความถููกต้้องของวิิธีี (method validation) กำหนด 

2SIR ของการทวนสอบของวิิธีีต้้องไม่่เกิิน SR ซึ่่�งในกรณีีนี้้� 

Sbb มีีค่่า 0.470 มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.3SR หรืือ (0.3)2SIR 

ซึ่่�งเท่่ากัับ 0.070 ซึ่่�งอาจแสดงว่่าตััวอย่่างมีีความเป็็น 

เนื้้�อเดีียวกััน

การทดสอบความคงตััวของเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์ เมื่่�อ

พิิจารณาโดยใช้้เกณฑ์์ค่่าสััมบููรณ์์ของผลต่่างของค่่าเฉลี่่�ย

ผลการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันและความคงตััว 

(ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.5 log10 พบ

ว่่าเชื้้�อ E. coli ในสััปดาห์์ที่่� 12 มีีค่่าเฉลี่่�ยของผลต่่าง

เท่่ากัับ 0.442 log10  ส่่วน S. aureus ในสััปดาห์์ที่่� 16 มีี

ค่า่เฉลี่่�ยของผลต่า่งเท่า่กับั 0.225 log10 ดังันั้้�น S. aureus 

มีีความคงตััวนานกว่่า E. coli ประมาณ 4 สััปดาห์์ จาก

ข้้อมููลพิิจารณาได้้ว่่าเชื้้�อ S. aureus ซึ่่�งเป็็นแบคทีีเรีีย 

แกรมบวกมีีโครงสร้้างของผนัังเซลล์์ที่่�แตกต่่างจากผนััง

เซลล์์ของแบคทีีเรีียแกรมลบ องค์์ประกอบหลัักของผนััง

เซลล์์เป็็น peptidoglycan ถึึงร้้อยละ 90 ในด้้านความ

หนาของผนัังเซลล์์แบคทีีเรีียแกรมบวกหนากว่่า โดยทั่่�วไป

ลัักษณะทางกายภาพของแบคทีีเรีียแกรมบวกจะมีีความ

ทนทานสููงกว่่าแบคทีีเรีียแกรมลบ(15,16) ดัังนั้้�นการเตรีียม

เชื้้�อจุุลิินทรีีย์์มาตรฐานในรููปแบบของการทำแห้้งแบบแช่่

เยืือกแข็็งมีีปััจจััยหลัักของการพิิจารณา คืือ ความทนทาน

ของเชื้้�อแต่่ละชนิิด 

หากขยายขอบข่่ ายการ ให้้บริิ ก า ร ไปศููนย์์

วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์หรืือหน่่วยงานภาครััฐหรืือเอกชน

อื่่�นๆ ต้้องมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมในเรื่่�องของความคงตััวใน

สภาวะการขนส่่งและความคงตััวที่่�นานกว่่านี้้� เช่่น การเติิม 

stabilizer อื่่�นๆ และการใช้้ตััวทำละลายชนิิดอื่่�น เช่่น 

0.85% NSS, SDW (sterile distilled water)  

เป็็นต้้น เพื่่�อให้้สะดวกต่่อการนำไปใช้้งานของแต่่ละ 

ห้้องปฏิิบััติิการ

สรุป

การเตรียีมจุลุินิทรียี์ม์าตรฐานแห้ง้แบบแช่เ่ยือืกแข็ง็ 

ของเชื้้�อทั้้�งสองชนิิด พบว่่ามีีความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน 
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และมีีความคงตััวอยู่่�ในเกณฑ์์ยอมรัับ ค่่าสััมบููรณ์์ของผล

ต่า่งของค่่าเฉลี่่�ยผลการทดสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกันัและ

ความคงตััว (ǀmeanhomo – meanstaǀ) มีีค่่าน้้อยกว่่า 0.5 

log10 ในระยะตั้้�งแต่่ 12 สััปดาห์์ สำหรัับเชื้้�อ E. coli และ 

16 สัปัดาห์์ สำหรัับเชื้้�อ S. aureus โดยยัังคงความบริิสุทุธิ์์�

และคุุณสมบััติิทางชีีวเคมีี 

กิตติกรรมประกาศ
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Lyophilization of Reference Microorganisms Preparations and Its Quality Control	 Kamonwan Kantaeng et al.

Kamonwan Kantaeng,  Atchara Ukhong  and Kanokchon Supaprom	
Bureau of Quality and safety of food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Lyophilization of Reference 
Microorganisms Preparations and 

Its Quality Control

ABSTRACT  Microbiology laboratories use reference microorganisms to ensure the accuracy, precision 

and reliability of their analytical results. Prior to routine work, reference microorganisms must be tested 

for purity and biochemical properties. This step can take 2−7 days, depending on the strains of bacte-

ria being used. In order to reduce processing time, we developed lyophilized reference microorganisms  

preparations, which can be used immediately after rehydration. Skimmed milk (10% w/v) was mixed with 

each reference microorganism and then aliquoted into glass vials. The vials were lyophilized and stored in 

a dark place at 2−8oC. The lyophilized microorganisms were tested for homogeneity at three weeks later. 

For stability study in terms of purity and biochemical characteristics, the results showed that Escherichia 

coli and Staphylococcus aureus remained stable for 12 weeks and 16 weeks, respectively using 0.5 log
10 

as a criteria. These lyophilized products can be used as reference microorganisms for quality control in 

microbiology laboratories of both government and private sections. However, further studies are needed to 

determine the optimal transportation conditions and stabilizers for lyophilized reference microorganisms 

in order to meet the reference materials−guidance for characterization and assessment of homogeneity 

and stability according to ISO Guide 35:2017 

Keywords:  Lyophilized reference microorganisms, Quality control, Homogeneity,  Stability



รายงานจากห้องปฏิบัติการ	 ว กรมวิทย พ 2566; 65 (2): 125-135

125วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2566

สุุวรรณ  ชื่่�นใจ1   อวิิรุุทธ์์  เขจรนิิตย์์1   เสาวนีีย์์  อารมย์์สุุข1  สุุรศัักดิ์์�  หมื่่�นพล2 และ ภััทรวีีร์์  สร้้อยสัังวาลย์์1
1สำนัักมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ นนทบุุรีี 11000
2ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ที่่� 9 นครราชสีีมา กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์  นครราชสีีมา 30000

การระบุขอบข่ายชนิดผลิตภัณฑ์ยา เครื่องสำ�อาง และ
เครื่องมือแพทย์ ในใบรับรองความสามารถ 

ห้องปฏิบัติการของสำ�นักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

Corresponding author E-mail: suwan.c@dmsc.mail.go.th

Received: 5 February 2023	 Revised: 5 May 2023	 Accepted: 16 May 2023  

บทคัดย่อ  การรระบุขอบข่ายการรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามมาตรฐานสากล มีความสำ�คัญในการออกใบรับรอง
ความสามารถห้องปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2556 สำ�นักมาตรฐานห้องปฏิบัติการมีแนวทาง
การกำ�หนดรูปแบบและรายละเอียดการเขียนขอบข่ายการรับรองให้เป็นมาตรฐานเดียวกัน แต่พบปัญหาเนื่องจากชนิดตัวอย่าง
ผลิตภัณฑ์ยา เครื่องสำ�อาง และเครื่องมือแพทย์ มีความหลากหลายมากขึ้นและมีการแก้ไขกฎหมายที่เกี่ยวข้อง ทำ�ให้แนวทาง
การกำ�หนดรปูแบบและรายละเอยีดการเขยีนขอบขา่ยการรบัรองไมช่ดัเจน ไม่เปน็ปจัจบุนั สง่ผลใหพ้บปญัหาการแกไ้ขขอบข่าย
การรับรองทั้งก่อนและหลังบ่อยคร้ัง การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์วิเคราะห์ปัญหาและรวบรวมข้อมูล เพื่อทบทวนและปรับปรุง 
แนวทางการระบุขอบข่ายการรับรองชนิดผลิตภัณฑ์ยา เครื่องสำ�อาง และเครื่องมือแพทย์ของสำ�นักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 
โดยรวบรวมข้อมูลที่พบจากการยื่นขอการรับรองในขอบข่ายด้านยา เครื่องสำ�อาง และเครื่องมือแพทย์ จำ�นวน 28 แห่ง ซึ่งมี
ข้อมูลเปรียบเทียบห้องปฏิบัติการก่อนและหลังได้รับการรับรองตั้งแต่ ปี พ.ศ. 2563−2565 จากทั้งหมด 127 แห่ง (ร้อยละ 
22.05) การระบุที่เบี่ยงเบนจากแนวทางปฏิบัติและตามข้อกำ�หนดในชนิดตัวอย่างผลิตภัณฑ์เครื่องสำ�อาง เครื่องมือแพทย์ และ
ยา คิดเป็นร้อยละ 55, 38 และ 7 ตามลำ�ดับ แสดงให้เห็นว่าผู้ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการรับรองมีความเข้าใจแนวทางวิธีเขียน 
การอา้งองิขอบขา่ยการรับรองทีไ่มเ่ป็นไปในแนวทางเดยีวกนั ประกอบกบัชนดิผลติภณัฑส์ขุภาพมคีวามหลากหลายมากขึน้ตาม
สถานการณ์ปัจจุบัน ดังนั้นผลการศึกษานี้เป็นข้อมูลในการปรับปรุงแนวทางปฏิบัติการเขียนขอบข่ายการรับรองห้องปฏิบัติการ
ทดสอบ เพื่อให้ผู้ปฏิบัติงานและผู้เกี่ยวข้องห้องปฏิบัติการระบุขอบข่ายชนิดผลิตภัณฑ์ยา เครื่องสำ�อาง และเคร่ืองมือแพทย์  
ในการออกใบรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการได้อย่างถูกต้องและลดปัญหาที่พบจากการแก้ไขใบรับรองความสามารถห้อง
ปฏิบัติการ

คำ�สำ�คัญ: ขอบข่ายการรับรอง,  มาตรฐาน ISO/IEC 17025, ผลิตภัณฑ์ยา, เครื่องสำ�อาง, เครื่องมือแพทย์ 
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บทนำ�

การยื่่�นคำขอส่ง่เอกสารของหน่ว่ยรับัรองระบบงาน 

การรัับรองความสามารถหน่่วยงานที่่�ขอการรัับรอง 

(conformity assessment body, CAB) ทั้้�งภาครััฐ

และเอกชน เพื่่�อขอการรัับรองใหม่่ ต่ ่ออายุุ และขยาย

ขอบข่่าย การรัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025 มี จำนวนเพิ่่�มขึ้้�นทุุกปีี 

ตั้้�งแต่่ ปีี พ.ศ. 2562−2565 (จำนวนห้้องปฏิิบััติิการที่่�ได้้

รับัการรัับรองด้้านคุ้้�มครองผู้้�บริิโภค 276, 281, 297 และ 

305 แห่่ง) รวมถึึงขอบข่่ายการรัับรองมีีความหลากหลาย 

เพิ่่�มขึ้้�น ตามการเปลี่่�ยนแปลงของกฎหมายและข้อ้กำหนด 

ที่่�เกี่่�ยวข้้องตามวััตถุุประสงค์์การให้้บริิการ แบ่่งเป็็น 2 

ประเภท คือื 1) ให้บ้ริกิารทดสอบแก่ผู่้้�ใช้บ้ริกิารภายนอก 

เพื่่�อนำผลการทดสอบไปใช้้ในการขึ้้�นทะเบีียนกัับ

สำนัักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) และเพื่่�อ 

การส่ง่ออก 2) ให้บ้ริิการแก่ผู่้้�ใช้บ้ริิการภายใน เพื่่�อควบคุุม

คุุณภาพและใช้้รายงานผลการทดสอบในผลิิตภััณฑ์์ของ 

ผู้้�ประกอบการผลิิต เพื่่�อประกอบการขึ้้�นทะเบีียนตำรัับ

หรืือใช้้ในการส่่งออกผลิิตภััณฑ์์ไปยัังประเทศคู่่�ค้า 

การศึึกษานี้้�เป็็นการปรัับปรุุงแนวทางการเขีียนขอบข่่าย

การรับัรองด้้านสาธารณสุุขของผลิิตภัณัฑ์ย์า เครื่่�องสำอาง 

และเครื่่�องมือืแพทย์ ์ให้ห้้อ้งปฏิบิัตัิกิารที่่�จะขอการรับัรอง

ใช้้เป็็นแนวทางในการระบุุรายละเอีียดข้้อมููลจำเพาะที่่�

ขอการรัับรอง (กว.2) ซึ่่� งประกอบด้้วยส่่วนสำคััญ คื อ 

ชื่่�อผลิติภััณฑ์์/ชนิดิตััวอย่า่ง (product/type of sample) 

รายการทดสอบ (test) และวิธิีทีดสอบ (method) ข้อมูลู

ดัังกล่่าวจะเชื่่�อมโยงกัับการออกใบรัับรองความสามารถ

ห้อ้งปฏิิบัตัิกิารตามมาตรฐาน ISO/IEC 17011:2017(1) 

กำหนดว่่า หน่่วยรัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการ

ต้อ้งรับัรองขอบข่า่ยของห้อ้งปฏิบิัตัิกิารให้ม้ีคีวามถูกูต้อ้ง

สอดคล้้องกัับวิิธีีทดสอบที่่�ได้้รัับการรัับรอง

สำนัักงานคณะกรรมการอาหารและยา และ 

กรมวิทิยาศาสตร์ก์ารแพทย์ ์กระทรวงสาธารณสุขุ มีบีทบาท 

หน้้าที่่�และการดำเนิินงานที่่�เชื่่�อมโยงกััน โดยสำนัักงาน

คณะกรรมการอาหารและยามีีภารกิิจ ในการกำกัับดููแล

ตามกฎหมายที่่�เกี่่�ยวกัับการป้้องกัันและคุ้้�มครองสุุขภาพ

ของประชาชนจากการบริิโภคผลิิตภััณฑ์์สุุขภาพ โดย

ผลิิตภััณฑ์์สุุขภาพต้้องมีีคุุณภาพและปลอดภััย ผ่ านการ

ทดสอบในห้อ้งปฏิบิัตัิกิารที่่�มีคีวามสามารถตามมาตรฐาน 

สากลและน่่าเชื่่�อถืือ กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

มีีภารกิิจที่่�สำคััญ ในการเป็็นหน่่วยวิิเคราะห์์ทดสอบ วิิจััย 

พัฒันา และรัับรองคุุณภาพมาตรฐานห้้องปฏิิบัตัิกิาร ด้าน

การแพทย์์และสาธารณสุุขตามมาตรฐานสากล สำนััก

มาตรฐานห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร (สมป.) ซึ่่�งได้ร้ับัการยอมรับัใน

ฐานะหน่่วยรัับรองมาตรฐานสากลและเป็็นสมาชิิกสามััญ 

ที่่�ลงนามความร่่วมมืือระหว่่างประเทศ (Mutual 

recognition arrangement) กั ับ Asia Pacific 

Accreditation Cooperation (APAC) และ Inter-

national laboratory accreditation cooperation 

(ILAC) มีีกระบวนการรัับรองที่่�สอดคล้้องกัับมาตรฐาน

สากล ISO/IEC 17011 (conformity assessment-

requirements for accreditation bodies accrediting 

conformity assessment bodies) และ APAC 

MRA-001 (procedures for establishing and 

maintaining mutual recognition amongst APAC 

accreditation bodies) ให้้การรัับรองความสามารถ 

ห้้องปฏิิบััติิการทดสอบที่่�ดำเนิินการสอดคล้้องกัับ

มาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 (general 

requirements for the competence of testing and 

calibration laboratories, ISO 15189 (medical 

laboratories-requirements for quality and  

competence), ISO 15190 (medical laboratories-

requirements for safety, ISO 22870 (point-of-care 

testing POCT) –requirements for quality and 

competence) และให้้การรัับรองหน่่วยผลิิตวััสดุุอ้้างอิิง 

ตามมาตรฐาน ISO 17034 (general requirement for 

the competence of reference material producers) 

รวมทั้้�งกฎหมายและระเบีียบราชการของประเทศไทย 

ในฐานะผู้้�ศึกึษาทำหน้า้ที่่�ผู้้�ประสานงานของหน่ว่ยงาน 

พบว่่าปััญหาการระบุุขอบข่่ายชนิิดผลิิตภััณฑ์์ของ 

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�ยื่่� นขอการรัับรองไม่่ชััดเจนและ 

ไม่่ครอบคลุุมส่่งผลให้้มีีการแก้้ไขขอบข่่ายการรัับรอง 

ก่อ่นออกใบรับัรองหลายครั้้�ง สาเหตุเุกิิดจากห้้องปฏิิบัตัิกิาร 

ที่่�ยื่่�นขอการรัับรองและบุุคลากรที่่�เกี่่�ยวข้้องมีีความรู้้�

ความเข้้าใจไม่่ถููกต้้อง ไม่่ครบถ้้วน ในการระบุุขอบข่่าย
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ที่่�ขอการรัับรองตามแนวทาง/หลัักเกณฑ์์การเขีียนที่่�

ห้้องปฏิิบััติิการระบุุรายละเอีียด ชื่่� อผลิิตภััณฑ์์/ชนิิด

ตััวอย่่าง รายการทดสอบ และวิิธีีทดสอบ ให้้เป็็นไปใน

แนวทางเดีียวกัันในทุุกห้้องปฏิิบััติิการที่่�ขอการรัับรอง

ก่่อนเข้้าสู่่�กระบวนการให้้การรัับรอง จากการศึึกษาข้้อมููล 

พบว่า่การระบุุขอบข่่ายการรัับรอง โดยการอ้้างอิงิหลัักเกณฑ์์

ตามกฎหมาย หรืือประกาศของหน่่วยงานกำกัับดููแล 

ตามกฎหมาย หรืือกำหนดมาตรฐานไว้้เป็็นการเฉพาะ 

เช่่น พระราชบััญญััติิ ประกาศกระทรวงสาธารณสุุขตามที่่�

กฎหมายกำหนดด้า้นยา เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมือืแพทย์์ 

พบประเด็็นที่่�เป็็นปััญหามากที่่�สุุด คืือ ชนิิดผลิิตภััณฑ์์

การดำเนินิการพิจิารณาการเขียีน/รูปูแบบขอบข่า่ย

ที่่�ขอการรับัรองด้า้นยา เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมือืแพทย์์ 

ใน กว.2(2) ผู้้�ประสานงานและห้้องปฏิิบัตัิกิารจำเป็็นต้้องมีี

แนวทาง/หลัักการเขีียนเพื่่�อให้้เกิิดความเข้้าใจที่่�ตรงกััน 

เข้้าใจง่่าย อำนวยความสะดวกในการกรอกข้้อมููลได้้ 

อย่่างถููกต้้อง ลดระยะเวลาขั้้�นตอนการยื่่�นขอรัับรอง 

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารและขอบข่า่ยมีคีวามถูกูต้อ้ง เป็น็ที่่�ยอมรับั 

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025(3) และตามกฎหมาย

หรืือประกาศข้้อกำหนดเฉพาะที่่�เกี่่�ยวข้้อง

การศึึกษานี้้�มีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อให้้ข้้อมููลสำหรัับใช้้

ในการปรัับปรุุงแนวทางการอ้้างอิิงการระบุุรายละเอีียด

ขอบข่่ายที่่�ยื่่�นขอการรัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการ

ทดสอบด้้านยา เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมืือแพทย์์ รวมถึึง 

ขอบข่่ายการรัับรองห้้องปฏิิบััติิการด้้านสุุขภาพอื่่�นๆ 

(G 07 15 016) เช่่น ผลิิตภััณฑ์์อาหาร เป็็นต้้น การให้้ 

การรัับรอง โดยห้้องปฏิิบััติิการที่่�ยื่่�นขอการรัับรองความ

สามารถห้้องปฏิิบััติิการทดสอบดัังกล่่าว สามารถระบุุ 

ขอบข่่ายการรัับรองที่่�ยื่่�นขอการรัับรองใน กว.2 ให้ม้ีรีูปูแบบ 

และรายละเอีียดที่่�ถููกต้้อง ครบถ้้วน ชั ัดเจน สอดคล้้อง 

กัับการอ้้างอิิงตามกฎหมายหรืืออ้้างถึึงมาตรฐานวิิธีี

ทดสอบ ครอบคลุุมทั้้�งวิิธีีทดสอบที่่� เ ป็็นมาตรฐาน 

(standard method) และวิิธีีไม่่ เป็็นมาตรฐาน 

(non-standard method) ให้เ้ป็น็ไปในแนวทางเดีียวกััน 

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 ถููกต้้อง ออกใบรัับรอง 

ทัันตามระยะเวลาที่่�กำหนดและสามารถนำไปใช้้งานได้้

ตามวััตถุุประสงค์์ 

วัสดุและวิธีการ

การรวบรวมข้้อมููล

การศึกึษานี้้�เป็น็การวิจิัยัเชิงิวิเิคราะห์แ์บบย้อ้นหลังั 

(retrospective analysis study) โดยใช้้ข้้อมููลห้้อง

ปฏิบิัตัิกิารที่่�ยื่่�นขอการรับัรองความสามารถห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร 

ตามมาตรฐาน  ISO/IEC 17025  ในขอบข่า่ยผลิติภัณัฑ์ย์า 

เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมืือแพทย์์ ทั้้� งก่่อนและหลััง 

ได้้รัับการรัับรอง ซึ่่� งได้้แหล่่งข้้อมููลจากห้้องปฏิิบััติิการ 

ที่่�ยื่่�นขอการรัับรองดัังกล่่าวระหว่่าง ปีี พ.ศ. 2563–2565 

จำนวน 28 แห่่ง แบ่่งเป็็น ชื่่�อผลิิตภััณฑ์์ยา เครื่่�องสำอาง 

และเครื่่�องมืือแพทย์์ จำนวน  164, 53 และ 57 รายการ  

ตามลำดัับ ศึ กษานิิยามของผลิิตภััณฑ์์ ที่่� ตามหน่่วยงาน 

กำกัับดููแลตามกฎหมายหรืือมาตรฐานกำหนดไว้้ 

เป็็นการเฉพาะตามขอบข่่ายที่่�ทำการศึึกษาด้้านยา 

13 ฉบัับ เครื่่�องมืือแพทย์์ 40 ฉบัับ และเครื่่�องสำอาง 12 

ฉบัับ จาก อย. ซึ่่� งเป็็นหน่่วยงานหลัักของประเทศไทย

ที่่�กำกัับดููแล ควบคุุมคุุณภาพ และความปลอดภััยของ

ผลิิตภััณฑ์์สุุขภาพที่่�จำหน่่ายในท้้องตลาด

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

วิิเคราะห์์ปััญหาที่่�พบจากการระบุุชื่่�อผลิิตภััณฑ์์ยา 

เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมืือแพทย์์ จำนวน 28 แห่่ง เป็็น

ข้อ้มูลูที่่�สมบููรณ์ ์คือื มีขี้อ้มูลูตั้้�งแต่่ครั้้�งแรกที่่�ห้องปฏิิบัตัิกิาร 

ยื่่�นขอการรัับรองจนกระทั่่�งผ่่านการพิิจารณาให้้การรัับรอง 

จากทั้้�งหมด 127 แห่ง่ ตั้้�งแต่ป่ี ีพ.ศ. 2563–2565 ที่่�ปรากฏ 

บนเว็็บไซต์์ ศึ ึกษารููปแบบหรืือแนวทางการระบุุชื่่�อ

ผลิิตภััณฑ์์ของหน่่วยรัับรองอื่่�นๆ ทั้้� งภายในประเทศและ 

ต่่างประเทศ เพื่่�อวิิเคราะห์์หลัักเกณฑ์์ในการเขีียน 

ชื่่�อผลิิตภััณฑ์์/ตััวอย่่าง นำไปสู่่�การปรัับแก้้ไขแนวทางการ

ปฏิิบััติิในการอ้้างอิิงวิิธีีทดสอบตามขอบข่่ายการรัับรอง

ห้้องปฏิิบััติิการทดสอบด้้านสาธารณสุุข (G 07 15016) 

เพื่่�อให้้ห้้องปฏิิบััติิการ ทีีมผู้้�ประสานงาน ผู้้�ตรวจประเมิิน 

และผู้้�ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการรัับรองความสามารถ

ห้้องปฏิิบััติิการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 นำไป

ใช้เ้ป็น็แนวทางปฏิบิัตัิสิำหรับัช่ว่ยในการตัดัสินิใจการระบุุ 

รายละเอียีดขอบข่า่ยการรับัรองได้อ้ย่า่งถูกูต้อ้งและเป็น็ไป 

ในทิิศทางเดีียวกััน
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แนวทางการพิิจารณาการอ้้างอิิงชื่่�อผลิิตภััณฑ์์ยา 

เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมือืแพทย์ ์ประกอบด้ว้ย กรณีทีี่่� 1 

มีีกฎหมาย หรืือประกาศของหน่่วยงานกำกัับดููแลตาม

กฎหมาย หรืือกำหนดมาตรฐานไว้เ้ป็น็การเฉพาะ กรณีทีี่่� 2 

ไม่่มีีกฎหมายหรืือประกาศของหน่่วยงานกำกัับดููแลตาม

กฎหมายเฉพาะ แต่่มีีการระบุุไว้้ในเอกสารอ้้างอิิงหรืือ

เอกสารตีพีิมิพ์์ด้า้นวิชิาการขององค์ก์ร ที่่�ได้ร้ับัการยอมรับั

ในระดัับสากล โดยการอ้้างอิิงชื่่�อผลิิตภััณฑ์์ทั้้�ง 2 กรณีี  

ต้อ้งไม่ร่ะบุตุามชื่่�อทางการค้า้ หากมีคีวามหมายกว้า้งต้อ้ง

ระบุุหมายเหตุุ/ชี้้�บ่่ง ให้้ชััดเจน 

ผล

จากการศึึกษาและข้้อมููลการวิิเคราะห์์ปััญหาที่่�พบ

การระบุุชื่่�อชนิิดผลิิตภััณฑ์์/ตััวอย่่างของห้้องปฏิิบััติิการ

ทดสอบ เพื่่�อต่่ออายุุการรัับรอง ขยายขอบข่่าย และขอการ 

รัับรองใหม่่ จำนวน 28 แห่่ง รวมทั้้�งสิ้้�น 274 รายการ 

ประกอบด้้วย ผลิิตภััณฑ์์ยา จำนวน 164 รายการ 

ผลิิตภััณฑ์์เครื่่�องสำอาง จำนวน 53 รายการ และ 

เครื่่�องมืือแพทย์์ จำนวน 57 รายการ และจำนวนผลิิตภััณฑ์์

ที่่�ระบุุไม่่สอดคล้้องกัับวิิธีีอ้้างอิิง ผลิิตภััณฑ์์ยา จำนวน 

36 รายการ เครื่่�องสำอาง จำนวน 53 รายการ และ 

เครื่่�องมืือแพทย์์ จำนวน 7 รายการ รวมทั้้�งสิ้้�น 96 รายการ 

พบว่า่ผลิิตภัณัฑ์ก์ลุ่่�มเครื่่�องสำอางระบุไุม่ส่อดคล้อ้งกับัวิธิีี

อ้้างอิิงของสููงสุุดร้้อยละ 100 รองลงมา ได้้แก่่ ผลิิตภััณฑ์์

กลุ่่�มยา ร้ อยละ 22 และผลิิตภััณฑ์์กลุ่่�มเครื่่�องมืือแพทย์์ 

ร้้อยละ 12 ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 1 เมื่่�อทำการ

เปรีียบเทีียบระหว่่างผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่าง ที่่� ระบุุไม่่

สอดคล้้องกัับวิิธีีอ้้างอิิงที่่�กำหนด ได้้แก่่ กลุ่่�มผลิิตภััณฑ์์

เครื่่�องสำอางพบความไม่่สอดคล้้องสููงสุุดร้้อยละ 55 รอง

ลงมา ได้แ้ก่ ่ผลิิตภัณัฑ์ย์าร้อ้ยละ 38 และผลิติภัณัฑ์เ์ครื่่�อง

มืือแพทย์์ร้้อยละ 7 ตามลำดัับ ซึ่่� งเป็็นกรณีีที่่�มีีกฎหมาย

กำหนด แต่่พบว่่าห้้องปฏิิบััติิการระบุุชื่่�อผลิิตภััณฑ์์ทาง 

การค้้า ชื่่�อผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีีความหมายกว้้างและไม่่ตรงตาม

กฎหมายกำหนด นอกจากนี้้�พบว่่าหลัังจากมีีการให้้ข้อ้มูลู/

ข้้อเสนอแนะห้้องปฏิิบััติิการทั้้�ง 28 แห่่ง มี ีการแก้้ไขให้้

สอดคล้้องกัับแนวทางการอ้้างอิิงวิิธีีทดสอบตามขอบข่่าย

การรัับรองห้้องปฏิิบััติิการทดสอบด้้านสาธารณสุุข 

ดัังแสดงในตารางที่่� 2

ตารางที่่� 1	ข้ ้อมููลที่่�ไม่่สอดคล้้องกัับแนวทางปฎิิบััติิในการอ้้างอิิงวิิธีีทดสอบตามขอบข่่ายการรัับรองห้้องปฏิิบััติิการ 

	 ทดสอบด้้านสาธารณสุุข (G 0715016) 

  
แนวทางการพิิจารณา

ประเภทผลิิตภััณฑ์์

 ผลิิตภััณฑ์์ยา
(รายการ)

ผลิิตภััณฑ์์เครื่่�องสำอาง
(รายการ)

ผลิิตภััณฑ์์เครื่่�องมืือแพทย์์
(รายการ)

กรณีีที่่� 1 มีีกฎหมายกำหนด 36   20 3

กรณีที่ 2 ไม่มีกฎหมาย
ให้ระบุตามเอกสารอ้างอิง

 - 33 4

ที่่�มา: กว.2 ของห้้องปฏิิบััติิการปีี พ.ศ. 2563−2565
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ตารางที่่� 2	 การเขีียนชื่่�อผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่างของห้้องปฏิิบััติิการที่่�ยื่่�นขอการรัับรอง ทั้้� งก่่อนและหลัังการชี้้�แจง 

	วิ ิธีีการอ้้างอิิงการเขีียนในแบบฟอร์์มข้้อมููลจำเพาะที่่�ขอการรัับรอง 

ผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่าง 
(ก่่อนการแก้้ไข)

 ผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่าง 
(หลัังการแก้้ไข)

หน่่วยกำกัับดููแลตามกฎหมาย/
เอกสารอ้้างอิิง (วััตถุุประสงค์์)

1. ชื่่�อทางการค้้า Isosorbide mononitrate tablets   ตามทะเบีียนตำรายา(4)

2. ชื่่�อทางการค้้า Simvastatin Tablet ตามทะเบีียนตำรายา(4)

3. ชื่่�อทางการค้้า   Sterile Water For Injection ตามทะเบีียนตำรายา(4)

4. ชื่่�อทางการค้้า Amoxicillin and Cluvulanic 
acid Tablet

ตามทะเบีียนตำรายา(4)

5.  ชื่่�อทางการค้้า Lyophyllized Injection*
Acyclovir Sodium
Omeprazole sodium
Pantoprazole sodium
Amphotericin B
Omeprazole sodium

ตามทะเบีียนตำรายา(4)

6. ยาผงแห้้งเพื่่�อละลายน้้ำชนิิด
	รั ับประทาน (oral powder)

ยาผง (Oral powder)
Azithromycin Cefdinir

ตามทะเบีียนตำรายา(4)

7. ขมิ้้�นชััน (Khamin Chan) สมุุนไพร ขมิ้้�นชััน 
(ผง, ผงบรรจุุแคปซููล)
Curcuma Longa, Linn. 
(powder, powder in capsule)

Department of Medical Sciences. 
Thai herbal pharmacopoeia 2019 
volume I. Nonthaburi: Department 
of Medical Sciences, Ministry of 
Public Health; 2019.(5) 
Pharmacopoeia

8. ผลิิตภััณฑ์์เครื่่�องสำอาง 
	 (ครีีม โลชั่่�น เจล ของเหลว 
	 ของกึ่่�งแข็็งกึ่่�งเหลว สบู่่� แป้้ง) 
 

ผลิิตภััณฑ์์เครื่่�องสำอาง*
ผลิิตภััณฑ์์บำรุุงผิิว ผลิิตภััณฑ์์ปกปิิด
ริ้้�วรอย ผลิิตภััณฑ์์ตกแต่่ง (สำหรัับ
ใช้้ทาบริิเวณรอบดวงตา ใบหน้้า 
และร่่างกาย) ผลิิตภััณฑ์์บำรุุงเส้้นผม
และหนัังศรีีษะ

ตามการจดแจ้้งเครื่่�องสำอาง(6)

9.	ผลิิตภััณฑ์์เพื่่�อสุุขอนามััย
	 สำหรัับมืือ (แบบไม่่ใช้้น้้ำ
	ล้ ้างออก) ประเภทเจลและ
	 สารละลายที่่�มีีแอลกอฮอล์์
	 เป็็นส่่วนประกอบ (hand 
	 sanitizer gel and solution)

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีีแอลกอฮอล์์เป็็นส่่วน
ประกอบเพื่่�อสุุขอนามััยสำหรัับมืือ
(alcohol-based hand sanitizer)
- เจล (gel) 
- สารละลาย (solution)	

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข เรื่่�อง กำหนด 
ลัักษณะของเครื่่�องสำอางที่่�มีีส่่วนผสม 
ของแอลกอฮอล์์เพื่่�อสุุขอนามััย สำหรัับมืือ 
ที่่�ห้้ามผลิิต นำเข้้า หรืือขาย พ.ศ. 2563(7)
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วิจารณ์

จากการวิเิคราะห์ป์ัญัหาที่่�พบการระบุชุื่่�อผลิติภัณัฑ์/์ 

ชนิิดตััวอย่่างด้้านยา เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมืือแพทย์์ 

ของห้อ้งปฏิบิัตัิกิารทดสอบ ที่่�ยื่่�นแบบข้อ้มูลูจำเพาะส่ว่นที่่�ขอ

การรัับรอง เพื่่�อขอการรัับรองความสามารถห้้องปฏิิบัตัิกิาร 

ทดสอบตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 และตาม

นโยบาย ข้อกำหนด และเงื่่�อนไขการรัับรองความสามารถ 

ห้้องปฏิิบััติิการของสำนัักมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ในการทดสอบรายการ 

ที่่�ได้้รัับการรัับรองตามวััตถุุประสงค์์พบปััญหาการสื่่�อสาร 

และการสืืบค้้นข้้อมููลของผู้้�ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการ 

รัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการด้้านสาธารณสุุข 

ของห้้องปฏิิบััติิการ ผู้้�รั บบริิการ ผู้้� ประสานงาน ผู้้� ตรวจ 

ประเมิิน และคณะกรรมการรัับรองความสามารถ 

ห้้องปฏิิบััติิการว่่ามีีแนวทางในการระบุุชื่่�อผลิิตภััณฑ์์/ 

ตััวอย่่างที่่�ห้้องปฏิิบััติิการทดสอบอย่่างไร เนื่่�องจาก 

ขอบข่่ายการรัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการ 

ทดสอบด้้านคุ้้�มครองผู้้�บริิโภคมีีหลากหลายประเภท 

ที่่�ให้้การรัับรอง ซึ่่� งมีีความเชื่่�อมโยงกัับหน่่วยกำกัับดููแล 

ตามกฎหมายหลายหน่่วยงาน หากห้้องปฏิิบัตัิกิารทดสอบ 

สามารถระบุุชื่่�อผลิิตภััณฑ์์ได้้ ถููกต้้องสอดคล้้องกัับ 

วิิธีีทดสอบที่่�อ้้างอิิงตั้้�งแต่่ยื่่�นขอการรัับรองครั้้�งแรก 

การจััดทำใบรัับรองมีีความถููกต้้องชััดเจน ส่ งผลให้้ 

การรายงานผลการทดสอบที่่�มีีเครื่่�องหมายการรัับรอง

นำไปใช้้ได้้อย่่างถููกต้้องและมีีความน่่าเชื่่�อถืือตรงตาม

วััตถุุประสงค์์ของผู้้�รัับบริิการ 

ผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่าง 
(ก่่อนการแก้้ไข)

 ผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่าง 
(หลัังการแก้้ไข)

หน่่วยกำกัับดููแลตามกฎหมาย/
เอกสารอ้้างอิิง (วััตถุุประสงค์์)

10. แผ่่นชุุบด้้วยแอลกอฮอล์์ 
	 (alcohol pad)

ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีีแอลกอฮอล์์เป็็นส่่วน
ประกอบเพื่่�อฆ่่าเชื้้�อสำหรัับมนุุษย์์ 
สััตว์์ และเครื่่�องมืือแพทย์์
(alcohol-based humans 
animals and medical 
cleaning)
- แผ่่นเยื่่�อกระดาษ (pad)  

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข เรื่่�อง 
ผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีีแอลกอฮอล์์เป็็นส่่วนประกอบ
เพื่่�อฆ่่าเชื้้�อสำหรัับมนุุษย์์ สััตว์์ และ
เครื่่�องมืือแพทย์์ พ.ศ. 2562(8)

11. ถุุงมืือยาง ถุุงมืือยางสำหรัับการตรวจโรค
ชนิิดใช้้ครั้้�งเดีียว
- ยางธรรมชาติิ
- ยางสัังเคราะห์์

ตาม มอก. 1056 เล่่ม 1−2556(9) ถุุงมืือยาง
ทางการแพทย์์ชนิิดใช้้ครั้้�งเดีียว

12. ผ้้าเย็็น ผ้้าเปีียก ทิิชชู่่�เปีียก -	ผ้ ้าเย็็น
-	 ผลิิตภััณฑ์์ทำความสะอาด 
 	 (ผ้้าเปีียก/ทิิชชู่่�เปีียก)
- 	ผลิิตภััณฑ์์ทำความสะอาด
 	จุ ุดซ้้อนเร้้น(ผ้้าเปีียก/ทิิชชู่่�เปีียก)
-	 ผลิิตภััณฑ์์ลดเหงื่่�อหรืือระงัับ
  	 กลิ่่�นกาย (ผ้้าเปีียก/ทิิชชู่่�เปีียก)

-	ตาม มอก. 1511–2559
	ผ้ ้าเย็็นและกระดาษเย็็น(10)

-	ตามหลัักเกณฑ์์การจดแจ้้งเครื่่�องสำอาง 	
	 สำนัักควบคุุมเครื่่�องสำอางและวััตถุุ	
	อั ันตราย สำนัักงานคณะกรรมการอาหาร	
	 และยา

ตารางที่่� 2	 การเขีียนชื่่�อผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่างของห้้องปฏิิบััติิการที่่�ยื่่�นขอการรัับรอง ทั้้� งก่่อนและหลัังการชี้้�แจงวิิธีี 

	 การอ้้างอิิงการเขีียนในแบบฟอร์์มข้้อมููลจำเพาะที่่�ขอการรัับรอง (ต่่อ)

ที่่�มา: แบบ กว.2 ข้้อมููลจำเพาะส่่วนที่่�ขอการรัับรองของห้้องปฏิิบััติิการ



การระบุุขอบข่่ายชนิิดผลิิตภััณฑ์์ยา เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมืือแพทย์์ 	สุ ุวรรณ  ชื่่�นใจ และคณะ
ในใบรัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการ 	
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การเปรีียบเทีียบหน่่วยงานที่่�ให้้การรัับรองความ

สามารถห้้องปฏิิบััติิการทดสอบภายในประเทศ คื ือ 

สำนัักงานคณะกรรมการมาตรฐานแห่่งชาติิ (สก.) ทั้้�งหมด 

3 แห่่ง (ไม่่รวมกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์) ดั ังนี้้�  1) 

สำนัักงานมาตรฐานผลิิตภััณฑ์์อุุตสาหกรรม (สมอ.)(11)

2) กองบริิหารและรัับรองห้้องปฏิิบััติิการ (บร.) 

กรมวิิทยาศาสตร์์บริิการ (วศ.)(12) รั บรองระบบงาน 

แก่่หน่่ วยรัับรองและหน่่ วยตรวจขอบข่่ ายความ

ปลอดภััยของสิินค้้าเกษตรและอาหาร เกษตรอิินทรีีย์์ 

และการปฏิบิัตัิทิางการเกษตรที่่�ดี ี 3) กองรับัรองมาตรฐาน 

สำนัักงานมาตรฐานสิินค้้าเกษตรและอาหารแห่่งชาติิ 

(มกอช.)(13) ซึ่่� งทั้้�ง 3 หน่่วยรัับรองไม่่มีีห้้องปฏิิบััติิการ

ทดสอบยื่่�นขอการรัับรองในด้้านยา เครื่่�องสำอาง และ 

เครื่่�องมืือแพทย์์ แต่่จากแนวทางการระบุุรายละเอีียด 

ในใบรัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการ ที่่� ออกให้้กัับ

ผู้้�รัับบริิการของหน่่วยรัับรองภายในประเทศ การระบุุ

ขอบข่่ายการรัับรองจะเป็็นในแนวทางเดีียวกััน ต่ ่างกััน

ที่่�ประเภทของผลิิตภััณฑ์์ การกำหนดช่่วงขอบข่่ายการ

ขอการรัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการในรายการ

ทดสอบ นอกจากนั้้�นพบว่่าการระบุุขอบข่่ายที่่�ได้้รัับการ

รัับรองของหน่่วยรัับรองต่่างประเทศ ไม่่แตกต่่างจาก 

รูปูแบบการเขียีนของ สมป. ซึ่่�งขอบข่า่ยที่่�ระบุใุนใบรับัรอง 

ความสามารถห้้องปฏิิบััติิการทดสอบตามมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025 ตารางขอบข่่ายการรัับรอง (table of 

accredited items) ประกอบด้้วยผลิิตภััณฑ์์/ชนิิด

ตััวอย่่าง รายการทดสอบ และวิิธีีทดสอบที่่�ใช้้อ้้างอิิง ซึ่่� ง 

แตกต่า่งกันัตามแต่ล่ะประเทศ แต่ใ่ห้ค้วามหมายเหมือืนกันั 

ส่่วนของชื่่�อผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่าง ระบุุตามส่่วน

ประกอบ ลั ักษณะเฉพาะของตััวอย่่างที่่�ห้องปฏิิบััติิการ 

ใช้ใ้นการทดสอบ และเทคนิคิเครื่่�องมือืที่่�ใช้ใ้นการทดสอบ 

เป็็นต้้น

การพิิจารณาแนวทางการอ้้างอิิงผลิิตภััณฑ์์/ชนิิด

ตััวอย่่าง (product/type of sample) เพื่่�อกรอกข้้อมููล 

รายการทดสอบที่่�ขอการรัับรอง ตามแบบขอข้้อมููล

ส่่วนจำเพาะที่่�ขอการรัับรอง ตามมาตรฐาน ISO/

IEC 17025 ไม่่สามารถระบุุผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่าง

ที่่�แน่่นอนและอาจปรัับเปลี่่�ยนได้้ตามสถานการณ์์ จาก

ปััจจััยอื่่�นที่่�เกี่่�ยวข้้อง ได้้แก่่ 1) กฎหมาย หรืือประกาศ

ของหน่่วยงานกำกัับดููแลตามกฎหมาย หรืือกำหนด

มาตรฐานไว้้เป็็นการเฉพาะ มี ีการปรัับแก้้ไขไปตาม

สถานการณ์์ต่่าง ๆ ในปััจจุุบัันที่่�เกี่่�ยวข้้อง เช่่น ผลิิตภััณฑ์์

ที่่�มีีแอลกอฮอล์์เป็็นส่่วนประกอบ เพื่่�อสุุขอนามััยสำหรัับ

มืือ เพื่่�อสุุขลัักษณะที่่�ดีีในการป้้องกัันโรคโควิิค 19 ได้้

มีีประกาศกระทรวงสาธารณสุุข เรื่่�อง กำหนดลัักษณะ

ของเครื่่�องสำอางที่่�มีีส่่วนผสมของแอลกอฮอล์์เพื่่�อ 

สุุขอนามััยสำหรัับมืือที่่�ห้้ามผลิิต นำเข้้า หรืือขาย พ.ศ. 

2563 โดยมีีผลบัังคัับใช้้วัันที่่�  10 มี ีนาคม พ.ศ. 2563 

กำหนดให้้ผลิิตภััณฑ์์นี้้�เป็็นเครื่่�องสำอางและต้้องมีีความ

เข้้มข้้นของแอลกอฮอล์์ไม่่ต่่ำกว่่า 70% โดยปริิมาตร 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุุข ซึ่่� ง อย. ประกาศไว้้

เป็็นการเฉพาะ 2) ปััจจุุบัันความก้้าวหน้้าทางเทคโนโลยีี

ทำให้้เกิิดนวััตกรรมใหม่่ๆ ในการผลิิตทำให้้ผลิิตภััณฑ์์

ด้้านคุ้้�มครองผู้้�บ ริิโภคมีีความหลากหลายในด้้าน 

รููปแบบ การใช้้สาร และเกิิดผลิิตภััณฑ์์ที่่�ไม่่เคยมีีมาก่่อน 

ส่่งผลให้้รายการทดสอบและวิิธีีทดสอบที่่�ใช้้อ้้างอิิงใน 

การตรวจวิิเคราะห์์ ต้้องปรัับเปลี่่�ยนไปตามผลิิตภััณฑ์์ที่่�มีี

การเปลี่่�ยนแปลง 

ผู้้� ใ ช้้บริิการสามารถศึึกษารููปแบบการระบุุ 

ชื่่�อผลิิตภััณฑ์์หรืือตััวอย่่างของหน่่วยรัับรองต่่างประเทศ 

(https://www.apac-accreditation.org/member-

ship/)(14) อาทิิ กลุ่่�ม medical devices (including 

implantable) tissue (support SAL valida-

tion) and sterile medical devices ที่่�ใช้้การทดสอบ  

bacterial endotoxin (LAL) test ใช้ว้ิธิีอี้า้งอ้า้งอิงิจาก 

ANSI/AAMI ST72, USP <85>, USP <161> โดย

หน่่วยงาน American Association for Laboratory 

Accreditation (A2LA), USA(15) กลุ่่�ม Latex Total 

ใช้ก้ารทดสอบ solids content, dry rubber contents, 

density และ viscosity ใช้้วิิธีีอ้้างอ้้างอิิงจาก ISO 

124:2014, Ed.7, ISO 126:2005, Ed.5, ISO 705:1994, 

Ed. 2, ISO 1652:2011, Ed.(4) โดยหน่่วยงาน Standards 

Malaysia, Malaysia.(16) กลุ่่�ม cosmetics and 

pharmaceuticals ใช้้การทดสอบ microbiological 

(antimicrobial effectiveness of preservatives 

และ microbial analysis-total plate count) ใช้้วิิธีี

อ้า้งอ้า้งอิงิจาก USP <51>, <2027> USP <61>, <2021> 
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โดยหน่่วยงาน National association of testing  

authorities, Australia (NATA)(17) เป็็นต้้น

การติดิตาม ศึกึษา และสืบืค้น้ข้อ้มูลูของหน่ว่ยงาน 

กำกัับดููแลตามกฎหมายหรืือกำหนดมาตรฐานไว้้ 

เป็็นการเฉพาะ เช่่น พระราชบััญญััติิอาหารพระราช 

บััญญััติิยา(18) พระราชบััญญััติิเครื่่�องสำอาง(19) พระราช

บััญญััติิเครื่่�องมืือแพทย์์(20) พระราชบััญญััติิมาตรฐาน

สิินค้้าทางการเกษตร มาตรฐานกรมอนามััย มาตรฐาน

ผลิิตภััณฑ์์อุุตสาหกรรม น้ ำบริิโภค เอกสารอ้้างอิิง หรืือ

เอกสารตีพิีิมพ์์ด้า้นวิชิาการขององค์ก์รที่่�ได้ร้ับัการยอมรับั

ในระดัับสากล เป็็นต้้น เพื่่�อให้้ทัันสถานการณ์์ในโลก

ปััจจุุบัันอย่่างสม่่ำเสมอ ปั จจุุบัันหน่่วยรัับรองระบบงาน 

(accreditation body, AB) ทั้้�ง 4 แห่่ง ได้้แก่่ สำนััก

มาตรฐานผลิติภััณฑ์์อุุตสาหกรรม กระทรวงอุุตสาหกรรม 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ กระทรวงสาธารณสุุข 

กรมวิทิยาศาสตร์บ์ริกิาร กระทรวงอุดุมศึกึษาวิิทยาศาสตร์์

วิิจััยและนวััตกรรม และสำนัักงานมาตรฐานสิินค้้า

เกษตรและอาหารแห่่งชาติิ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์์ 

ได้้บููรณาการในรููปแบบเครืือข่่าย (single plat-

form) เพื่่�อสนัับสนุุนการยกระดัับมาตรฐานคุุณภาพ 

สินิค้า้และบริกิาร ตอบสนองยุทุศาสตร์ช์าติใินอุตุสาหกรรม 

เป้้าหมาย เพื่่�อประโยชน์์สููงสุุดของห้้องปฏิิบััติิการและ

ผู้้�ใช้้บริิการ การศึึกษาแนวทางการอ้้างอิิงวิิธีีทดสอบ

ในขอบข่่ายด้้านยา เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมืือแพทย์์ 

สามารถปรับัแนวทางการเขียีนสำหรับัห้อ้งปฏิบิัตัิกิารที่่�ยื่่�น

ขอการรับัรองความสามารถห้อ้งปฏิบิัตัิกิารตามมาตรฐาน

สากล ISO/IEC 17025 ในขอบข่า่ยด้า้นอื่่�น ๆ  ที่่�เกี่่�ยวข้อ้ง 

เช่่น ด้ านอาหาร ด้ านสััตวแพทย์์ และรวบรวมข้้อมููล

ขอบข่่ายการรัับรองเพื่่�อนำไปพััฒนาเป็็นฐานข้้อมููลต่่อไป  

ประโยชน์ท์ี่่�ได้ร้ับัจากการศึกึษาแนวทางการอ้า้งอิงิ

ขอบข่่ายด้้านยา เครื่่�องสำอาง เละเครื่่�องมืือแพทย์์ ผู้้�รั ับ

บริิการนำแนวทางดัังกล่่าวไปใช้้กรอกข้้อมููลส่่วนจำเพาะ

ที่่�ขอการรัับรองได้้ถููกต้้อง ทราบแนวทางการเขีียน 

รายละเอียีดขอบข่า่ยการรับัรองความสามารถห้้องปฏิิบัตัิกิาร 

ตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 ซึ่่� งเป็็นส่่วนสำคััญ

ในการออกใบรัับรองความสามารถให้้ห้้องปฏิิบััติิการ 

นอกจากสอดคล้้องกัับมาตรฐานสากล ยั ังมีีหลัักการ

อ้้างอิิงตามหน่่วยกำกัับดููแลตามกฎหมายที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ 

ผู้้�ประสานงาน ซึ่่� งทำหน้้าที่่�เบื้้�องต้้นในการตรวจสอบ

เอกสารจากผู้้�รัับบริิการ ที่่�ยื่่� นขอรัับรองความสามารถ

ห้้องปฏิิบััติิการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 นำไป

ใช้้เป็็นแนวทางในการตรวจสอบรายละเอีียดผลิิตภััณฑ์์/

ชนิิดตััวอย่่างให้้ถููกต้้องสอดคล้้องกัับรายการทดสอบ วิ ิธีี

ทดสอบ ลดระยะเวลาในการยื่่�นเอกสารกัับหน่่วยรัับรอง 

และรายงานผลการทดสอบที่่�ใช้้เครื่่�องหมายรัับรองความ

สามารถห้อ้งปฏิบิัตัิกิารตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 

มีีความถููกต้้อง

 

สรุป

การศึึกษาแนวทางวิิธีีการอ้้างอิิงชื่่�อผลิิตภััณฑ์์/

ตััวอย่่างในขอบข่่ายด้้านยา เครื่่�องสำอาง และเครื่่�องมืือ

แพทย์ ์ซึ่่�งใช้เ้ป็น็แนวทางการแก้ไ้ข ปรับัปรุงุ และเพิ่่�มเติมิ 

แนวทางปฏิิบััติิวิิธีีการอ้้างอิิงวิิธีีทดสอบตามขอบข่่าย

การรัับรองห้้องปฏิิบััติิการทดสอบด้้านสาธารณสุุข 
ใช้้เป็็นเครื่่�องมืือแนวทางปฏิิบััติิ เพื่่�อให้้ห้้องปฏิิบััติิการ 
ที่่�ยื่่�นขอการรัับรองความสามารถด้้านการทดสอบตาม 
มาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 ผู้้� ประสานงาน 
(case office) ผู้้� ตรวจประเมิิน (assessor) และผู้้�ที่่� 
เกี่่�ยวข้้องกัับกระบวนการรัับรองให้้สามารถอ้้างอิิงวิิธีี 
การเขีียนผลิิตภััณฑ์์/ชนิิดตััวอย่่างได้้อย่่างถููกต้้อง 
ครอบคลุุมวิิธีีทดสอบที่่�ห้องปฏิิบััติิการใช้้ทดสอบ 
โดยเฉพาะผู้้�ประสานงานห้้องปฏิิบััติิการที่่�ตรวจสอบ
เอกสารของห้้องปฏิิบััติิการที่่�ยื่่�นขอการรัับรองฯ ซึ่่� งเป็็น 
กระบวนการที่่�มีความสำคััญลำดัับแรกให้้สามารถสื่่�อสาร
ชี้้�แจงแนวทางวิิธีีการเขีียน กว.2 ได้้อย่่างถููกต้้อง ส่ งผล 
ให้ก้ระบวนการรับัรองในขั้้�นตอนการยื่่�นเอกสารการตรวจ 
ประเมิิน การแก้้ไขข้้อบกพร่่อง การพิิจารณาให้้การ
รัับรองของคณะกรรมการ รัับรองความสามารถ 
ห้้องปฏิิบััติิการด้้านสาธารณสุุข การออกใบรัับรองมีี
ความถููกต้้องชััดเจน ลดระยะเวลาในการออกใบรัับ
รองหลัังผ่่านคณะกรรมการรัับรองฯ ใบรายงานผลการ
ทดสอบของห้้องปฏิิบััติิการที่่�ใช้้เครื่่�องหมายรัับรอง 
ความสามารถห้้องปฏิิบััติิการ ตามมาตรฐานสากล 
ISO/IEC 17025 และนำไปใช้้ให้้เกิิดประโยชน์์ตาม
วััตถุุประสงค์์ของผู้้�รัับบริิการ
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ABSTRACT   The specifying of laboratory accreditation scope of international standards is of considerable 
importance to the issuing of laboratory accreditation certificate according to the requirements of the international 
standard ISO/IEC 17025. Since 2013, the Bureau of Laboratory Quality Standards (BLQS) has determined 
a guideline to define format and specify scopes of laboratory accreditation. Currently, types of pharmaceutical 
products, cosmetics and medical devices are shown more varieties and relevant regulatory announcements are 
revised and issued. These changes affect to the guideline for specify accreditation scope not only the processes 
of pre-and post-accreditation but also the duration of the overall processes. The purpose of this study was 
to analyze problems from collected data to suggest the current context to revise the guideline for specifying 
of pharmaceutical products, cosmetics and medical devices to be mentioned in the accreditation certificate 
of BLQS. The study was compiled from the accreditation applications in the fields of pharmaceutical 
products, cosmetics, and medical devices of 28 from 127 (22.05%) laboratories with comparative data before 
and after accreditation from the year 2020 to 2022. The results showed that the accreditation scopes specified 
were deviated from the guidelines and the requirements of BLQS in the fields of cosmetics, medical devices, 
and pharmaceutical products which were 55%, 38% and 7% respectively. This study indicated that those 
relevant parties in the laboratory accreditation process did not have the consistent understanding of how 
to specify the accreditation scope. In addition, there were more varieties of health products according to 
the current situation. Therefore, this result will be useful for operators and related parties to accurately 
and clearly identify the accreditation scope to be applied for the intended purpose and reduce problems 
from correction.

Keywords:  Scope of accreditation, ISO/IEC 17025, Pharmaceutical products, Cosmetics, Medical devices
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ABSTRACT  After the proclamation of the Alma-Ata Declaration, the Ministry of Public Health 

responded to WHO’s recommendation by including traditional medicine policy to promote the use of  

medicinal plants in primary health care (PHC) in the Fourth National Economic and Social Development  

Plan (1977-1981). This research focused on the retrospective study of the lessons learned from the promotion 

of the production of Thai traditional medicines (TTM) in public hospitals in Thailand (2008-2013) and 

aimed to identify key success factors in TTM production development. According to the quantitative study 

among inexperienced public hospitals, the key success factors ranked from highest to lowest were budget, 

management, infrastructure, personnel development and networking. In contrast, the qualitative study 

among experienced public hospitals, the key success factors ranked from high to low were networking, 

personnel development, management, budget, and infrastructure, respectively. The discrepancy could be 

explained that, among the experienced hospitals, networking was the key driver and the most important 

sources of learning. The networking allowed the exchanges of both tacit and explicit knowledge that led to 

comprehensive understanding and know-how to effectively execute the TTM production project. Thus, the 

capacity of the project leader to influence team members and management personnel was simultaneously 

developed. In conclusion, the effectiveness of the budget spending and suitable infrastructure should be 

created by the project leader to successfully support the TTM production.

Keywords: Thai traditional medicines, Production, Key success factors, Public hospitals  
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Introduction

According to the revival of Thai traditional 

medicine (TTM) in 1978, various aspects and 

practices of TTM have been promoted for health 

promotion of the Thai people with the hope to fully 

integrate TTM into the National Health Service 

System, for example: medicinal plants and 

traditional medicines.(1-3)  TTM was neglected 

for over 60 years until its revival began in the late 

1970s as the World Health Organization (WHO) 

had urged its member states to include medicinal 

plants in their primary health care (PHC) 

schemes. In October 2002, the Department 

for the Development of Thai Traditional and 

Alternative Medicine was established as a 

new department under the Ministry of Public 

Health(2), comprising the Institute of Thai 

Traditional Medicine, the Division of Alternative 

Medicine and the Office of the Secretary; 

currently, it is the Department of Thai 

Traditional and Alternative Medicine (DTAM).(2)

Therefore, the government has been committed 

to promoting TTM as another means of 

health care for Thai people.(4-6)  Thai public 

hospitals have responded and started to 

produce their own TTM products. However, 

in the beginning, the factory infrastructure 

and quality management system were poorly 

developed.(7) To resolve such a situation, 

the “Programme on the Promotion of the 

Production of Thai Traditional Medicines in 

Thai Public Hospitals” was initiated by DTAM 

during the period 2008–2013. The development of 

herbal regulations was at the international level. 

So DTAM planned to improve and upgrade the 

factory infrastructure and quality management 

system of the public hospitals according to the 

recognized standards, for example, ASEAN 

GMP, WHO GMP and GMP PIC/s. In the 

beginning phase, DTAM adopted the WHO 

GMP standards in 2013. The pilot project 

covered 47 public hospitals in five regions of the 

country: the North, the Northeast, the East, the 

South and the Central Parts. The project was 

an extension of the Project on TTM production 

promotion in Thai public hospitals for the  

period 2008–2013. Of all the 47 public hospitals, 

only 27 could adopt the WHO GMP standards, 

another 10 requested additional support from 

DTAM, and the rest were still at the beginning 

stage. So DTAM confirmed to conduct the 

research study to find out the key success factors 

in TTM production development in 37 public 

hospitals and to use the lessons learned from 

the TTM production promotion in Thai public  

hospitals between 2008 and 2013. The key success 

factors should be the guidelines for all other 

public hospitals which were in the process of 

adopting the WHO GMP standards. However, 

after the implementation according to the plan, 

there was a dramatic increase in the number of 

public hospitals that had met the WHO GMP 

standards. The consequence was the more 

acceptances in the Thai traditional medicines 

produced by the public hospitals. Besides, more 

and more Thai traditional medicines or formulas 

have been accepted and included in the National 

List of Essential Medicines.     

Methodology

This cross-sectional study used both  

qualitative and quantitative methods. The 

qualitative part was designed for attaining 

a preliminary conceptual framework and 

proposing a development model; and qualitative 

data were collected using in-depth interviews 
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with 10 hospital directors, who were involved in 

the development of  TTM production in public  

hospitals, including planning, organization 

development, learning processes, networking 

processes and resources allocation-in order to 

pursue as many variables as possible that were 

linked to the TTM production and development. 

All the 10 hospital directors (executives) could 

manage the TTM production very well and 

the system had successfully met WHO GMP 

standards. 

The quantitative part included a 

regression analysis designed to confirm the 

consistency and explain the ability of the 

proposed model. The unit of analysis included 

the personnel who were involved in TTM 

production in the 27 public hospitals. The 

research period was between November 2013 

and February 2014.

After literature review and reliability 

testing of 30 questionnaires,(8-11) the researcher 

conceptualized and proposed the model. Then 

the model was validated by experts before 

being distributed for further implementation. 

The proposed model included independent 

variables (physical structure, operational  

personnel, networking, budget and manage- 

ment) and a dependent variable (capability 

of TTM production according to international 

standards). The dependent variable was 

operationalized according to the WHO GMP 

standards and the questionnaire was written 

in the Thai language to avoid misinter-

pretation of the meaning of the capability 

of TTM production within the scope of 

international production. The questionnaire 

was validated by experts and with reliability 

testing; and its Cronbach’s alpha was 0.890, 

which was deemed as good. The Cronbach’s 

alpha is a measure of internal consistency, 

that is, how closely related a set of items are 

as a group; and it can be written as a function 

of the number of test items and the average 

inter-correlation among the items.(12)

           k            ∑Viα  =	      1 -         k - 1		       Vt( (
The Cronbach’s alpha formula is where n 

is the number of items, Vt is the variance of the 

total scores and Vi is the variance of the item 

scores. The questionnaires were answered by 70 

personnel who were involved in TTM production 

in the 27 public hospitals (n = 70).    

Results

According to literature review and qualita- 

tive research, there  were  five  groups  of  indepen- 

dent variables, which were investigated and 

conceptualized as follows: physical infrastructure,  

operational personnel, networking, budget, and 

management (Figure 1). Physical infrastructure 

had two elements: a) production infrastructure 

and utilities and b) readiness of production 

and quality control equipment. Operational 

personnel variables comprised basic knowledge, 

education level, experiences, skills, special  

talent, and personal characteristics. Networking 

was among suppliers, academic professors and 

operational personnel. Budget sources included 

the hospitals’ revenue and regular budget from 

the central government agency. 

Last but not least were management  

variables, including organizational management, 

management support, process management, 

knowledge management, and external linkages. 

At the experienced public hospitals, there were 
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personnel who had worked according to the WHO 

GMP standards, while in the inexperienced 

hospitals there were personnel who had worked, 

but the work did not meet the WHO GMP 

standards.      

Regarding the qualitative aspect of this  

research, among the experienced public  

Figure 1  International production capability model of Thai public hospitals

hospitals, the key success factors ranked from 

the highest to the lowest were networking, 

personnel development, management, budget, 

and infrastructure, respectively. However, 

the result of the regression analysis of the  

International Production capability model of  Thai 

public hospitals (Table 1) was quite opposite. 
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Among the inexperienced public hospitals, the key  

success factors ranked from the highest to the 

lowest were budget, management, infrastructure, 

personnel development, and networking. 

The regression equation was as follows:

Y = 0.643 + 0.198X1 + 0.111X2 + 0.109X3 + 0.407X4 + 

0.206X5, where X1 = physical infrastructure, 

X2 = operational personnel, X3 = networking, 

X4 =  budget,  X5 =  management,  and  Y =  interna- 

tional production capability model of  Thai public 

hospitals. Regression coefficient = slope of the 

graph and constant = Y-intercept according to 

linear regression calculation analysis.

According to the model, the five combined 

independent variables could be calculated as 

53.60% of the variation of the dependent variable 

(R2 = 0.536), F = 12.940, and p-value = 0.05. 

Table 1  Regression analysis of production capability model of Thai public hospitals 

Independent variables Regression coefficient Significant (p-value ≤ 0.05) 

Physical infrastructure
Operational personnel
Networking
Budget
Management
Constant
Multiple R

0.198
0.111
0.109
0.407
0.206
0.643
0.732

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

Discussion

Among the inexperienced public hospitals, 

they were still struggling to meet the WHO 

GMP standards, and they believed that the 

budget was the absolute solution for everything 

such as the acquisition of good infrastructure. 

The more costly infrastructure would lead to 

the better production capability of the factory. 

In fact, there was no such guarantee for 

this hypothesis. The production capability is 

more concerned with both explicit and tacit 

knowledge (in other words: know-how).(12) 

They were too naive and thus underestimated the 

following aspects: personal development, learning 

process, budgeting process, management 

process especially in decision-making process, 

process management, knowledge management 

and external linkage for know-how exchange. 

The missing link of the budget to these variables 

was the major failure of the inexperienced 

group, especially the networking which 

facilitates many aspects, for example, tacit 

knowledge exchange, decision-making 

process, learning from project mismanagement 

and peer-to-peer review, better process 

management, external linkage, and organization 

management to cope with the rapid change in 

production technology.

According to the qualitative analysis, the 

networking is believed to be one of the key drivers 

and important sources of learning. The 

networking is a kind of social capital which 

facilitates both explicit and tacit knowledge 

transfer, but more for tacit knowledge. The  
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social capital or the networking among public 

hospitals is crucial to create mutual trust 

and then the sharing of success stories.(13) 

And such knowledge will be quickly transferred 

for resolving the repetitive failure of TTM 

production among the groups.

Conclusion

Thus, the right starting point is half 

finished. The networking allows the exchanges 

of both tacit knowledge and explicit knowledge 

leading to comprehensive understanding and 

know-how to execute the TTM production 

project effectively. The project leader who 

understands this phenomenon will be able 

to cope, get involved and work with the top 

management and make process management, 

knowledge management, and external linkage 

move effectively. Not only the production process 

improvement but also the decision-making  

process will be undertaken faster; avoiding 

trial and errors will lead to the many problems, 

especially the over-budget or poor budget 

spending and implementation. Thus, the 

capacity of the project leader to influence team 

members and management staff should be 

simultaneously  developed. Finally, the  effec-

tiveness of the budget spending and suitable 

infrastructure should be created by the project 

leader to successfully support the effective 

and efficient TTM production.
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ของการผลิตยาแผนไทยในโรงพยาบาลของรัฐในประเทศไทยระหว่างปี พ.ศ. 2551–2556 ผลการวิจัยเชิงปริมาณในกลุ่ม 

โรงพยาบาลที่ไม่มีประสบการณ์มาก่อน พบว่าปัจจัยหลักความสำ�เร็จเรียงลำ�ดับจากมากที่สุดไปน้อยที่สุด คือ งบประมาณ 

การบรหิาร โครงสรา้งพืน้ฐาน การพฒันาบคุลากร และการสรา้งเครอืขา่ย ผลการวจัิยเชงิคณุภาพในโรงพยาบาลทีม่ปีระสบการณ์

พบว่าปัจจัยหลักความสำ�เร็จเรียงลำ�ดับจากมากที่สุดไปน้อยที่สุด คือ การสร้างเครือข่าย การพัฒนาบุคลากร การบริหาร 

งบประมาณ และโครงสร้างพื้นฐาน ตามลำ�ดับ อธิบายข้อแตกต่างได้ดังนี้ การมีเครือข่ายเป็นกุญแจสำ�คัญในการเรียนรู้ 

เพื่อทำ�ให้เกิดการเริ่มต้นที่ถูกต้อง เกิดการแลกเปลี่ยนความรู้ซ่อนเร้นและความรู้เด่นชัดในประสบการณ์การทำ�งาน 

ส่งผลให้เกิดความรู้ความเข้าใจ ในการดำ�เนินงานที่มีประสิทธิผลในการปฏิบัติงานบริหารโครงการผลิตยาแผนไทย 

จึงเป็นการเพิ่มขีดความสามารถของหัวหน้าโครงการในการโน้มน้าวทีมงานและผู้บริหารในการผลิตยาแผนไทยให้ประสบ

ผลสำ�เร็จ เกิดการใช้งบประมาณอย่างมีประสิทธิภาพและเหมาะสมกับโครงสร้างพื้นฐาน เพื่อสนับสนุนการผลิตยาแผนไทย 

ให้สำ�เร็จได้ในที่สุด 

คำ�สำ�คัญ : ยาแผนไทย, การผลิต, ปัจจัยที่ทำ�ให้ประสบความสำ�เร็จ, โรงพยาบาลของรัฐ
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