
นิพนธ์ต้นฉบับ	 	 ว กรมวิทย พ 2552; 51 (3 - 4) : 177-186

177

Accepted for publication, 8 October 2009

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์ Benzo(a)pyrene ในเนื้อสัตว์ปิ้งย่าง

จิตผกา  สันทัดรบ  ทองสุข  ปายะนนัทน์	  และกนกพร  อธิสุข					   
ส�ำนกัคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000

บทคัดย่อ  Benzo(a)pyrene (BaP) เป็นสารประกอบในกลุ่ม polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) ที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาการเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์หรือการสลายทางเคมีของสารอินทรีย์จากความร้อน จัดเป็นสารพิษชนดิ probable human 

carcinogen หากได้รับอย่างต่อเนื่อง ซึ่งการปรุงอาหารโดยวิธีปิ้งย่างกับเปลวไฟโดยตรง อาจท�ำให้เกิดสารนี้ได้ จึงได้ท�ำการ

ศกึษาพฒันาวธิวีเิคราะห์โดยการย่อยสลายตวัอย่างด้วยด่าง (saponify) จากนัน้แยก BaP ออกจากตวัอย่างด้วยวธิ ีsolid phase 

extraction และได้ก�ำจัดสารเจือปนอื่นด้วย Sep-Pak ชนดิ C18 ตรวจวัดชนดิและปริมาณด้วย HPLC-Fluorescence detector 

ได้ทดสอบความใช้ได้ของวิธี (Method validation) โดยใช้หมูปิ้งเป็นตัวแทนของอาหารปิ้งย่าง พบว่ามีค่า Limit of detection 

เท่ากับ 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ Limit of quantitation เท่ากับ 0.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งมีช่วงการวิเคราะห์	

ที่ให้ความสัมพันธ์แบบเส้นตรง (Linear working range) เท่ากับ 0.5 - 10.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยมีค่า Correlation 

coefficient เท่ากับ 0.9893 และตลอดช่วง Linear working range มีความถูกต้องแสดงด้วย % Recovery เท่ากับ 88 - 95	

มีความแม่นย�ำในการวิเคราะห์ซ�้ำ  (Repeatability) แสดงด้วยค่า % RSD เท่ากับ 4.8 - 15.4 จากผลการทดสอบ	

ดงักล่าว พบว่าคณุลกัษณะเฉพาะของวธิเีป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนดของสหภาพยโุรปใน Commission Directive 2005/10/EC	

(4 February 2005) ดังนัน้วิธีที่พัฒนานีจ้ึงมีความเหมาะสมที่จะน�ำไปใช้ในการวิเคราะห์เพื่อเฝ้าระวังอันตรายจากการได้รับ

สาร BaP จากการบริโภคอาหารปิ้งย่าง

บทน�ำ
	 เบนโซ(เอ)ไพรีน [benzo(a)pyrene; BaP] 

เป็นสารประกอบในกลุ่มโพลีไซคลิก อะโรเมติก 

ไฮโดรคาร์บอน (polycyclic aromatic hydrocarbons;	

PAHs) ซึ่งเป็นกลุ่มสารเคมีที่มีมากกว่า 100 ชนดิ 

ประกอบด้วยวงเบนซีนตั้งแต่ 2 วงขึ้นไป จัดเรียง

เป็นเส้นตรง เป็นมุม หรือเป็นกลุ่ม เกิดจากการ

สันดาปที่ไม่สมบูรณ์ (incomplete combustion) 

หรอืการสลายทางเคมขีองสารอนิทรย์ีโดยความร้อน 

(pyrolysis) อย่างไรก็ตาม เชื้อเพลิงจากถ่านหิน ไม้ 

และสารอนิทรย์ีอืน่ๆ ทีเ่กีย่วข้องท�ำให้เกดิ aromatic 

compounds ได้ทัง้สิน้ โดยทัว่ไป PAHs เป็นสารเคมทีี่

มคีวามเป็นพษิเฉยีบพลนัต�ำ่ ในสิง่มชีวีติชัน้สงูจะพบ

ความเป็นพษิเรือ้รงั การได้รบัอย่างต่อเนือ่งอาจท�ำให้

เกิดความเป็นพิษต่อระบบต่างๆ ของร่างกายได้ 	

จากรายงานการทดลองเกี่ยวกับผลของสารกลุ่มนี้	

ต่อเนื้อเยื่อและอวัยวะของสัตว์ทดลอง ได้ข้อสรุปว่า	

สารกลุ่มนี้เป็น probable human carcinogen(1)

	 สาร PAHs พบได้ทั้งในสิ่งแวดล้อมและ

อาหารซึง่เกดิจากกระบวนการแปรรปูและปรงุอาหาร

เช่น การอบขนม การเคี่ยวน�้ำตาลเป็นคาราเมล	

การคั่วกาแฟ การปรุงอาหารโดยการอบ ปิ้ง ย่าง 

ซึ่ง BaP เป็นสารที่ได้รับความสนใจมากที่สุด และ

ใช้เป็น marker ของการปนเปื้อนของสารกลุ่มนี้ใน

อาหาร Joint FAO/WHO Expert Committee on 

Food Additives (JECFA) สรุปว่า สารนีก้่อให้เกิด

พษิในสตัว์ทดลองหลายระบบ เช่น ในหน ูหากได้รบั	

สารนี้ในขณะตั้งท้อง ตัวอ่อนจะมีลักษณะผิดปกติ 

นอกจากนี้ยังมีพิษต่อระบบภูมิคุ้มกัน ไขสันหลัง 
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มีพิษต่อยีนส์ทางพันธุกรรม (genotoxic) และ	

ก่อมะเร็ง แต่ยังไม่มีข้อมูลที่เพียงพอว่า benzo(a)

pyrene ก่อให้เกิดมะเร็งในคน(2) ปัจจุบันยังไม่มี

วิธีมาตรฐาน (Offifi fical method) ที่ใช้วิเคราะห์	

การปนเปื้อนของ BaP ในอาหาร มีรายงานการ

ศกึษาพฒันาวธิวีเิคราะห์ไว้หลายรปูแบบ ใช้การสกดั	

alkaline hydrolysis(3, 4, 5), liquid-liquid	

extraction(3, 5), Supercritical Fluid Extraction 

(SFE)(6), Solid Phase Extraction (SPE)(7) และ 

Gel Permeation Chromatography (GPC)(4)	

ซึง่สามารถหาชนดิและปรมิาณได้โดยเทคนคิ GC(8),	

GC-MS(4, 5) และ HPLC(3, 6, 7, 8) ดังนัน้ผู้วิจัย	

จึงได้ศึกษาพัฒนาวิธีโดยมีความมุ่งหมายต้องการ

วิธีวิเคราะห์ BaP ในอาหารปิ้งย่างที่มีวางขายอยู่

ทั่วไป ซึ่งเป็นอาหารที่คนไทยนิยมบริโภค เนื่องจาก

หารับประทานได้ง่าย ประหยัดเวลา โดยวิธีดังกล่าว

สามารถวิเคราะห์ได้ในระดับต�่ำๆ ปราศจากสาร

รบกวน ซึ่งต้องเป็นวิธีที่ไม่ยุ่งยาก ซับซ้อนเกินไป 

และใช้เครื่องมือที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการแล้ว โดย

การปรับปรุงวิธีการสกัดของ L. Rivera และคณะ(7) 

แล้วใช้ SPE ชนิด C18 ในการท�ำให้สารบริสุทธิ์	

ยิง่ขึน้ ได้ท�ำการทดสอบความถกูต้องของวธิ ี(method	

validation) โดยใช้หมป้ิูงเป็นตวัแทนของ matrix กลุม่

อาหารป้ิงย่าง ท�ำการวเิคราะห์ method blank, matrix	

blank, limit of detection, limit of quantitation,	

linearity and working range, accuracy และ precision	

ตาม EURACHEM Guide 1998(9) เมื่อวิธีที่

ศึกษาและพัฒนาขึ้นนี้มีความถูกต้องและเหมาะสม	

จึงน�ำไปใช้วิเคราะห์ในอาหารปิ้งย่างที่มีขายทั่วไป

ตามตลาดในเขตกรุงเทพมหานคร เช่น ไก่ย่าง	

ปลาดุกย่างและหมูปิ ้ง เพื่อส�ำรวจปริมาณการ	

ปนเปื้อนของ BaP ซึ่งปัจจุบันยังไม่มีข้อมูล

วัสดุและวิธีการ
สารเคมีและสารมาตรฐาน

	 สารเคมี : acetonitrile HPLC grade,	

dichloromethane HPLC grade, hexane HPLC 

grade, methanol HPLC grade, sodium hydroxide	

AR grade, extrelut NT20 (Merck, cat. no. 

1.15096),  C18 (Waters, cat. no. WAT 020510)	

	 สารมาตรฐาน : benzo(a)pyrene (BaP) 

ผลิตภัณฑ์ Dr. Ehrenstorfer ความบริสุทธิ์ 99.5%

การเตรียมสารละลายและสารมาตรฐาน

	 NaOH 1M : ชั่ง NaOH 40 กรัม ละลาย	

ในน�้ำกลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร

	 สารมาตรฐาน BaP 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร : ชั่งสารมาตรฐาน BaP 2.5 มิลลิกรัม 

ละลายใน methanol ปรบัปรมิาตรเป็น 25 มลิลลิติร 

ใช้เป็น stock standard solution 

เครื่องมือและอุปกรณ์

	 เครื่องบดปั่นอาหาร (Moulinex), เครื่อง

ชั่ง 3 และ 5 ต�ำแหน่ง (Sartorius), เครื่องระเหย

สุญญากาศ (Buchi), เครื่องเขย่า, vortex mixer, 

HPLC system (Agilent 1100 series) ประกอบ

ด้วย vacuum degasser, quaternary pump, 	

thermostatted column compartment และ 	

flfuorescence detector, diatomaceous earth	

extraction column (Merck, Germany), syringe 

fif fiilter PTFE 0.20 µm ขนาด 13 มิลลิเมตร, vial 

สีชาขนาด 2 มิลลิลิตร

 

ตัวอย่าง

	 ในส่วนของการทดสอบความใช้ได้ของวิธี 

ได้ใช้หมูปิ้งโดยตัดส่วนที่ไหม้เกรียมทิ้งแล้วบดปั่น

ละเอียดประมาณ 1 กิโลกรัม ส่วนในการส�ำรวจ
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ปริมาณการปนเปื้อนของ BaP ในอาหารปิ้งย่าง	

ได้เก็บตัวอย่างไก่ย่าง ปลาดุกย่างและหมูปิ้งรวม 

101 ตัวอย่าง จากตลาดในเขตกรุงเทพมหานคร 

รวม 42 แห่ง ได้แก่ ลาดพร้าว กม.8, สะพาน 2,	

รามอนิทรา, ปัฐวกิรณ์, สายไหม, คนันายาว, มนีบรุ,ี	

หนองจอก, ประชานิเวศน์, ศรีเขมา, บางขุนศรี,	

แสงฟ้า, ศิริชัย, ลาซาล 2000, ท่าเรือคลองเตย,	

บางจาก, ห้วยขวาง, สี่แยกบ้านแขก, วัดจันทร์	

สโมสร, สาธร, สวนพลู, เพชรพลอย, นางลิ้นจี่,	

บางคอแหลม, น้อย, วัดกลาง, ทุ่งครุ, พระรามเก้า,	

สวนหลวงน�ำชยั, อตก., ลานบญุ, ป่ินทอง, ท่าดนิแดง, 

วัดแขก, ดาวคนอง, พรานนก, พงษ์ทรัพย์,	

ศรีราชวัตร, เงินวิจิตร, สามย่าน, สุขสวัสดิ์ และ	

พุทธมณฑลสาย 4

วิธีวิเคราะห์

	 ชั่งตัวอย่างน�้ำหนกั 4 กรัม ใส่ใน screw cap 

Erlenmeyer ffilask ขนาด 250 มลิลลิติร เตมิ NaOH 

1M, 12 มลิลลิติร น�ำไปเขย่าด้วยเครือ่งเขย่านาน 12 

ชัว่โมง หลงัจากนัน้เท extrelute 20 NT reffiifill 1 ซอง	

(น�้ำหนกัประมาณ 18 กรัม) ใส่ลงไปผสมให้เข้ากัน 

แล้วบรรจุลงใน diatomaceous earth extraction	

column ใช้ vortex mixer ช่วยท�ำให้บรรจไุด้สม�ำ่เสมอ	

ยิง่ขึน้ เตมิ dichloromethane : hexane (1 : 1) 100	

มิลลิลิตร ลงใน diatomaceous earth extraction	

column รองรับด้วย round-bottom ffilask 250	

มิลลิลิตร น�ำไประเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ	

จนแห้ง เติม acetonitrile 2 มิลลิลิตร เพื่อการท�ำให้	

บริสุทธิ์ต่อไป โดยน�ำ  sep-pak C18 ต่อเข้ากับ	

syringe ปิเปต acetonitrile 5 มิลลิลิตร ลงใน	

syringe ดัน plunger เพื่อให ้สารไหลผ ่าน	

ประมาณ 2 หยดต่อวินาที ระวังอย่าให้ sep-pak	

C18 แห้ง แล้วใส่ตัวอย่างที่ได้จากการสกัดลง

ไป เติม acetonitrile 10 มิลลิลิตรเป็นตัวชะ	

(Eluent) เก็บสารละลายส่วนที่ผ่านออกมา น�ำไป

ระเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศจนแห้ง เติม 

methanol 1 มิลลิลิตร กรองผ่าน syringe ffii filter 

PTFE 0.20 µm ขนาด 13 มิลลิเมตรเก็บใน vial 

สีชา ขนาด 2 มิลลิลิตร ส�ำหรับฉดีเข้าระบบ HPLC	

ต่อไป การตรวจวัดชนิดและปริมาณด้วยเครื่อง	

HPLC ใช้สภาวะดังนี้

Analytical column	 :	 PAH C18, 5 µm size 250 mm.	

	 	 	 	 X 4.6 mm.id. (Waters)

Mobile phase		 :	 80% acetonitrile

Flow rate	 	 : 	1 ml/min

Column oven		 : 	40 ํC

Injection volume	 : 	10 µl 

Detector	 	 : 	Fluorescence Ex 264 nm, 	

	 	 	 	 Em 410 nm

เมื่อสภาวะของเครื่อง HPLC พร้อมใช้งาน ตรวจ

สอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability)	

โดยการฉดีสารมาตรฐานทีค่วามเข้มข้น 4 นาโนกรมั

ต่อมิลลิลิตร 3 ซ�้ำ ค�ำนวณ % RSD ของ retention 

time, peak area และค่า tailing factor เกณฑ์ยอมรบั

ค่าการตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ ดังนี้

	 % RSD ของ retention time	 < 1

	 % RSD ของ peak area	 ≤3

	 tailing factor	 < 2

การทดสอบความถูกต้องวิธีวิเคราะห์ (Method 

Validation) 

การสร้างกราฟมาตรฐาน (Calibration curve)

	 เตรยีมสารมาตรฐาน BaP ความเข้มข้น 1 - 40	

นาโนกรมัต่อมลิลิลติร สร้างกราฟมาตรฐานระหว่าง	

ความเข้มข้นกบัพืน้ทีใ่ต้พคี ค�ำนวณหาค่าสมัประสทิธิ์	

สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (Pearson correlation	

coefffiificient : r)
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วิเคราะห์ Method Blank และ Matrix Blank

	 method blank : สกัดสารเคมีที่ใช้ทั้งหมด

ตามวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนา

	 matrix blank : สกัดตัวอย่างหมูปิ้งตามวิธี

วิเคราะห์ที่พัฒนา (3 ซ�้ำ) ฉดี method blank และ 

matrix blank เข้าระบบ HPLC เพื่อดูว่ามีพีคที่	

รบกวนสารมาตรฐานหรือไม่

การหาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of  

Detection, LOD)

	 ทดสอบโดยการฉดีสารมาตรฐานความเข้ม

ข้นต�่ำๆ ค่า LOD เท่ากับ ความเข้มข้นของสาร

มาตรฐานที่ให้พีคที่มีความสูงเท่ากับ 3 เท่า signal-	

to-noise ratio ค�ำนวณต่อน�้ำหนกัของตัวอย่าง

การหาขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 

Quantitation, LOQ)

	 ทดสอบโดยการเติมสารมาตรฐานประมาณ 

2 เท่าของค่า LOD ลงในตัวอย่างวิเคราะห์ 10 ซ�้ำ 

ค�ำนวณปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน แล้วค�ำนวณ 

% Recovery และค่า RSD 

การทดสอบความเป็นเส ้นตรงและช่วงการ

วิเคราะห์ (Linearity and Working Range)

	 เติมสารมาตรฐานในตัวอย่างที่ระดับ 0.5, 

1.0, 2.0, 5.0, 8.0 และ 10.0 ไมโครกรัมต่อ

กโิลกรมั วเิคราะห์ระดบัละ 3 ซ�ำ้ สร้างกราฟระหว่าง

ระดับที่เติมสารมาตรฐานกับพื้นที่ใต้พีค ค�ำนวณหา

ค่า r

การทดสอบความแม่นและความเทีย่ง (Accuracy 

and Precision)

	 ทดสอบความแม่นและความเที่ยงของการ

วิเคราะห์ในช่วงการวิเคราะห์ที่เป็นเส้นตรง โดยเติม

สารมาตรฐานในตวัอย่างทีร่ะดบั 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 

และ 10.0 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั วเิคราะห์ระดบัละ 

10 ซ�้ำ ค�ำนวณปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน แล้ว

ค�ำนวณ % Recovery และ RSD

การประเมินผลการทดสอบความถูกต้องของวิธี

	 ผลการทดสอบที่ได้จะถูกประเมินดังนี้

	 % Recovery ช่วงที่ยอมรับได้คือร้อยละ	

60 - 120 

	 RSD เปรียบเทียบกับ Predicted RSDr 	
ตาม Horwitz’s equation โดยใช้ HORRAT (Horwitz	

ratio)

HORRAT  =
Experimental RSDr
Predicted RSDr

	 เกณฑ์การยอมรบัค่า HORRAT ที ่Codex กบั	

EU ก�ำหนดไว้ที่ ≤2

การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ 

(Uncertainty)

	 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด

ค�ำนึงถึงแหล่งของความไม่แน่นอนทุกแหล่ง เมื่อ

รวมค่าความไม่แน่นอนทั้งหมดแล้วค�ำนวณความ

ไม่แน่นอนขยาย โดยใช้ k = 2 ในการประมาณค่า

ความไม่แน่นอนของการวิเคราะห ์ ซึ่งปริมาณสารที่

พบค�ำนวณได้จาก

ปริมาณ BaP ที่พบ (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)  =
พื้นที่ใต้พีคสารที่พบ × ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน

พื้นที่ใต้พีคของสารมาตรฐาน × ความเข้มข้นของตัวอย่าง
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การควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห์

	 โดยวิเคราะห์ spiked sample ที่ระดับ 1 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม จ�ำนวน 10% ของตัวอย่าง 

ผล
	 จากการศึกษาสภาวะของเครื่องมือ HPLC 

พบว่า Chromatogram ของ method blank และ 

matrix blank ไม่มี peak รบกวนที่มี RT ตรงกับ

หรอืใกล้สารมาตรฐาน และการสร้างกราฟมาตรฐาน

ของ BaP ที่ความเข้มข้น 1, 2, 5, 10, 20 และ	

40 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ได้กราฟเส้นตรงมีค่า r 

เท่ากับ 0.9998

	 ผลการทดสอบได้ค่า LOD เท่ากับ 0.3 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ส่วนค่า LOQ เท่ากับ 0.5 

ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั โดยมค่ีาความถกูต้องจาก % 

Recovery เฉลี่ยจากการเติมสาร BaP แล้ววิเคราะห์ 

10 ซ�้ำ เท่ากับ 89.6 และได้ค่า % RSD เท่ากับ 7.9

	 ในการทดสอบความตรงและช่วงการวเิคราะห์

พบว่าช่วงการวิเคราะห์ 0.5 – 10.0 ไมโครกรัม

ต่อกิโลกรัม โดยเติมสารมาตรฐานลงในตัวอย่าง

หมูปิ้งที่ระดับความเข้มข้น 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 

8.0 และ 10.0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ระดับละ	

3 ซ�้ำ ได้กราฟเส้นตรงมีค่า r เท่ากับ 0.9893

	 การทดสอบความแม ่นและความเที่ยง 

(ตารางที่ 1) ด้วยการเติมสารมาตรฐานลงใน

ตัวอย่างหมูปิ้งที่ความเข้มข้น 5 ระดับๆ ละ 10 ซ�้ำ 

พบว่า % recovery เฉลี่ยอยู่ในช่วง 88.5 – 95.1 

ส่วนค่า RSDr อยูใ่นช่วง 4.8 – 15.4 % เมือ่ค�ำนวณ	

ค่า Predicted RSDr จาก Modififfiied Horwitz’s	

equation   ซึ่งสมการที่ใช้ค�ำนวณค่า predicts a	

standard deviation (σp) ส�ำหรับสารที่ระดับ <120 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม(10)

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบความแม่นและความ

เที่ยงเมื่อเติมสารมาตรฐาน BaP ที่ระดับต่างๆ ใน

หมูปิ้ง (n = 10) 

	 0.5	 89.6	±	 7.1	 7.9	 14.5	 0.5
	 1.0	 88.5	±	 10.1	 11.4	 14.5	 0.8
	 2.5	 95.1	±	 6.7	 7.1	 14.5	 0.5
	 5.0	 88.7	±	 13.7	 15.4	 14.5	 1.1
	 10.0	 92.4	±	 4.4	 4.8	 14.5	 0.3

	Spiked level	 % Recovery	 % RSD	 % Predicted 
	 	 	 	 	 HORRAT
	 (µg/kg)	 (mean ± SD)	 	 RSDr	

	 σp 	 = 

	 c	 = 	 concentration

	 mr	 = 	 dimensionless mass ratio เช่น	

	 	 	 1 µg/kg = 10-9 

Bias (13.31%)
Sample weight (0.20%)

Final volume(1.54%)Precision 

(42.50%) Standard 

(42.45%)

ภาพที่ 1 สัดส่วนขององค์ประกอบแหล่งความ	

ไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ BaP ในอาหารปิ้งย่าง

0.22c
mr

	 การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการ

วเิคราะห์ตามวธิทีีไ่ด้พฒันานี ้ได้แหล่งทีม่าของความ

ไม่แน่นอนจากการชัง่น�ำ้หนกัของตวัอย่าง การเตรยีม

สารมาตรฐาน เครือ่งแก้ววดัปรมิาตรทีใ่ช้ ความแม่น 

(%recovery) และ ความเที่ยง (repeatability) เมื่อ

ประเมินค่าความไม่แน่นอนของการตรวจวิเคราะห์

ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม	

ซึ่งเป็นค่า LOQ ค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยาย	

ได้เท่ากับ 0.12 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม แหล่งความ	

ไม่แน่นอน (ตารางที่ 2) และสัดส่วนของแหล่ง	

ความไม่แน่นอน (ภาพที่ 1)	
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1. Sample weight	 4	g

 	 -	tare	 		 0.00109 	g	 0.00027

 	 -	gross	 		 0.00109 	g	 0.00027

2.	Final volume

 	 -	Calibration (vol. pipette)	 1	ml	 0.00286 	ml	 0.00286

 	 -	temperature (vol. pipette)	 1	ml	 0.00048 	ml	 0.00048

3.	Conc. of standard	 		

 	 -	purity	 99.5	%	 0.28868	%	 0.00290 

	 Stock std.

 	 Std. weight	 0.0025	g	

	 -	tare	 		 0.00014 	g	 0.05636

	 -	gross	 		 0.00014 	g	 0.05636

	 -	calibration (vol. flask)	 25 	ml	 0.01633 	ml	 0.00065

	 -	temperature (vol. flask)	 25 	ml	 0.01212 	ml	 0.00048

	 Intermediate std.

	 -	calibration (vol. flask)	 10 	ml	 0.01633 	ml	 0.00163

	 -	temperature (vol. flask)	 10 	ml	 0.00485 	ml	 0.00048

	 -	calibration (vol. pipette)	 1 	ml	 0.00286 	ml	 0.00286

	 -	temperature (vol. pipette)	 1 	ml	 0.00048 	ml	 0.00048

	 Working std.

	 -	calibration (vol. flask)	 5 	ml	 0.01021 	ml	 0.00204

	 -	temperature (vol. flask)	 5 	ml	 0.00242 	ml	 0.00048

	 -	calibration (vol. pipette)	 1 	ml	 0.00286 	ml	 0.00048

	 -	temperature (vol. pipette)	 1 	ml	 0.00048 	ml	 0.00048	

4.	Precision (Repeatability)	 0.45	µg/kg 	 0.03600	µg/kg 	 0.08000

5.	Bias (Recovery) 	 89.6	%	 2.24541	%	 0.02506

	 Combined standard uncertainty	 		 		 0.11586

	 Standard uncertainty (uc), 0.11586 × 0.5 µg/kg	 		 0.058	µg/kg

	 Expanded uncertainty (U), k = 2, 2 × 0.058 µg/kg 	 		 0.116	µg/kg 

ตารางที่ 2  แหล่งที่มาและการค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ BaP ในเนื้อสัตว์ปิ้งย่าง 

	 Component	 Value, x	 Standard uncertainty, 	 Relative standard 	
	 	 	 u (x) 	 uncertainty, u(x)/x
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การส�ำรวจปริมาณ BaP ในอาหารปิ ้งย่าง เช่น 

ไก่ย่าง ปลาดุกย่างและหมูปิ ้ง ที่มีจ�ำหน่ายใน

ตลาดสดจ�ำนวน 42 แห่งในเขตกรุงเทพมหานคร 

รวมทั้งสิ้น 101 ตัวอย่าง ผลการตรวจวิเคราะห์	

พบว่าไก่ย่าง 35 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อน 11 

ตัวอย่าง ปลาดุกย่าง 36 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อน 

ไก่ย่าง	 35	 11	 < 0.5 – 0.7	 < 0.5	 < 0.5

ปลาดุกย่าง	 36	 29	 < 0.5 – 3.2	 0.8	 0.7

หมูปิ้ง	 30	 12	 < 0.5 – 1.3	 0.6	 0.5

      รวม	 101	 52	 < 0.5 – 3.2	 0.7	 0.5

ตารางที่ 3  การส�ำรวจการปนเปื้อนของ BaP ในอาหารปิ้งย่างที่จ�ำหน่ายในเขตกรุงเทพมหานคร

	
ชนดิ

	 จ�ำนวนตัวอย่าง	 ปริมาณที่พบ (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

	 	 วิเคราะห์	 ตรวจพบ	 ต�่ำสุด - สูงสุด	 Mean	 Median

วิจารณ์
	 BaP ที่ปนเปื้อนในเนื้อสัตว์นัน้จะสะสมอยู่	

ทั้งในส่วนที่เป็นไขมันและเนื้อเยื่อ หลักการที่ใช้	

ทั่วไปจะต้องก�ำจัดไขมัน ใช้การต้มตัวอย่างด้วย 

methanol แล้ว hydrolyse ด้วย potassium hydroxide	

หลังจากนั้นปล่อยให้เย็นลงแล้วแยกสาร BaP 	

ออกมาโดยวิธี liquid-liquid extraction ด้วย

สารละลายที่เหมาะสม(3, 4, 5) แล้วท�ำให้สารบริสุทธิ์

ยิง่ขึน้โดย clean-up ด้วยสารดดูซบัทีเ่หมาะสมกบัวธิี

การนัน้ๆ ตรวจหาชนดิและปริมาณสารด้วยเทคนคิ 

GC, GC-MS หรือ HPLC(3, 6, 7, 8) จากการศึกษา

เอกสารพบว่า Simko P. ได้ทดลองสกัดตัวอย่าง	

ปลารมควันด้วยวิธีการต้มกับ methanol และ 	

potassium hydroxide ไม่ได้ผลดีเนื่องจากสกัดได้ 

30% ในการศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาการปนเปื้อน

ในอาหารที่มีการปิ้งย่าง จึงน�ำหลักการย่อยสลาย

ตัวอย่างด้วยด่าง แล้วใช้ solid phase extraction 

เพื่อก�ำจัดไขมันออกจากตัวอย่าง หลังจากนัน้ก�ำจัด

สารรบกวนอื่น โดยใช้ sep-pak C18 ซึ่งขั้นตอนการ

วเิคราะห์ไม่ยุง่ยาก และใช้ solvent ในปรมิาณทีน้่อย

กว่าการท�ำ liquid-liquid extraction 

	 การทดสอบความถูกต้องของวิธี ได้ทดสอบ 

performance characteristics ที่ก�ำหนดใน EURA-

CHEM Guide(9) ได้แก่ LOD, LOQ, accuracy, 

precision, linear & working range เพื่อแสดงว่า

วิธีดังกล่าวเหมาะสมที่จะใช้กับวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้ 

คือเป็นวิธีที่ใช้วิเคราะห์สารปนเปื้อนปริมาณน้อยได้

ถูกต้องและแม่นย�ำเป็นที่ยอมรับได้ อีกทั้งยังอยู่ใน

เกณฑ์ตามทีส่หภาพยโุรปได้ก�ำหนดใน Commission	

Directive 2005/10/EC(11) โดยจะต้องมีค่า LOD 	

ไม่มากกว่า 0.3 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม, LOQ	

ไม่มากกว่า 0.9 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม, Precision 

มีค่า HORRATr หรือ HORRATR
 น้อยกว่า 1.5, 

29 ตวัอย่าง และหมป้ิูง 30 ตวัอย่าง พบการปนเป้ือน	

12 ตัวอย่าง โดยมีค่าเฉลี่ยการตรวจพบในไก่

ย่าง ปลาดุกย่างและหมูปิ้ง < 0.5, 0.8 และ 0.6 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ตารางที่ 3) จากการตรวจ

วิเคราะห์อาหารปิ้งย่างโดยการควบคุมคุณภาพผล	

การวิเคราะห์ พบว่า ค่า % recovery เฉลี่ยเท่ากับ 

81.5 และค่า % RSD เท่ากับ 12.7 
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Recovery 50 - 120% และค่าความไม่แน่นอน

สูงสุดที่ยอมรับได้ค�ำนวณจาก

 	 Uf 	 =   [(LOD/2)2 + (0.2C)2]

เมื่อ	 Uf	 =	 maximum standard uncertainty

	 LOD	 = 	limit of detection of the method

	 C	 = 	concentration of interest

ดังนัน้ถ้าตรวจพบ   BaP  ที่ระดับ   LOQ  คือ  0.5	

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม maximum standard	

uncertainty ต้องน้อยกว่า 0.18 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม จากการประมาณค่าความไม่แน่นอน

ของวิธีวิเคราะห์ที่ได้พัฒนาขึ้นที่ปริมาณตรวจพบ	

ดังกล่าวพบว่ามีค่า standard uncertainty เท่ากับ 

0.06 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยสรุปแล้วผลการ

ทดสอบ performance characteristics ทุกค่าเป็นไป

ตามเกณฑ์ก�ำหนดของกลุ่มสหภาพยุโรป

	 การส�ำรวจการปนเปื้อนของ BaP ในไก่ย่าง 

ปลาดุกย่างและหมูปิ้งที่วางขายทั่วไปตามตลาดใน

เขตกรงุเทพมหานคร พบว่าปรมิาณการปนเป้ือนของ 

BaP ในทุกตัวอย่างที่วิเคราะห์ไม่เกินค่าก�ำหนดของ

กลุม่ประเทศสหภาพยโุรปทีป่ระกาศใน Commission	

Regulation (EC) No 208/2005(12) โดยก�ำหนด

ปรมิาณสงูสดุในเนือ้สตัว์รมควนั ปลารมควนั เท่ากบั 

5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม เมื่อน�ำค่าการตรวจพบ

สูงสุดที่พบในปลาดุกย่างคือ 3.2 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม มาค�ำนวณการได้รับ BaP จากการบริโภค

โดยใช้ข้อมูลการบริโภคอาหารของประเทศไทย(13) 

โดยใช้ปริมาณการบริโภคสัตว์น�้ำจืดประเภทปลา	

ล�ำตวัยาว ไม่มเีกล็ด เช่น ปลาดกุ ปลากด ปลาแขยง 

ซึ่งค่าเฉลี่ยของการบริโภคส�ำหรับประชากรทั้งหมด

เท่ากับ 0.011 กิโลกรัม/คน/วัน คนไทยจะได้รับ 

BaP จะมีค่าเท่ากับ 0.03 ไมโครกรัม/คน/วัน และ

หากคิดค�ำนวณจากข้อมูล 97.5 percentile ของ	

ผูบ้รโิภคเท่านัน้ (eater only) ซึง่ถอืเป็น worst–case	

ปรมิาณการบรโิภคเท่ากบั 0.156 กโิลกรมั/คน/วนั	

จะได้รับ BaP เท่ากับ 0.50 ไมโครกรัม/คน/วัน	

เมื่อเปรียบเทียบกับประเทศออสเตรีย อิตาลี 

เนเธอร์แลนด์ อังกฤษ และสหรัฐอเมริกา ปริมาณ 

BaP ที่ได้รับของประเทศเหล่านี้เท่ากับ 0.36, 0.2, 

0.12 - 0.5, 0.48 และ 0.16 - 1.6 ไมโครกรัม/

วัน/คน ตามล�ำดับ ส่วนประเทศเยอรมนีมีค่า 0.14 

- 1.0 ไมโครกรมัต่อสปัดาห์(14) จะเหน็ได้ว่าปรมิาณ 

BaP ที่คนไทยได้รับ ถ้าค�ำนวณจากค่าเฉลี่ยจะน้อย

กว่ามาก แต่หากคิดใน worst–case ก็ไม่แตกต่าง

จากประเทศอื่น 

	 จากการตรวจพบ BaP ในเนื้อสัตว์ปิ้งย่าง	

ซึ่งเป็นอาหารที่สัมผัสกับเปลวไฟโดยตรงหรือ	

จากควนัทีเ่ผาไหม้ไม่สมบรูณ์จากปฏกิริยิาไพโรไลซสิ	

ของน�้ำมันจากอาหารที่หยดลงบนแหล่งความ

ร้อน จะเห็นได้ว่าปลาดุกย่างจะมีอัตราการตรวจ

พบมากกว่าไก่ย่างและหมูปิ้ง อาจเกิดจากปลาดุก

ย่างใช้เวลาในการย่างนาน สัมผัสกับควันที่เกิดจาก	

การหยดของน�้ำมันจากตัวปลา ทั้งยังไม่สามารถ	

ตัดแต่งในขณะจ�ำหน่ายได้เหมือนกับไก่ย่างหรือ	

หมป้ิูงซึง่มกัจะมกีารตดัส่วนทีไ่หม้เกรยีมทิง้ ฉะนัน้ใน

การบริโภคอาหารป้ิงย่าง ควรตดัแต่งไขมนัส่วนเกนิ	

ในชิ้นเนื้อก่อนการปิ้งย่าง ท�ำให้ลดการเผาไหม้ของ

หยดน�้ำมันในระหว่างให้ความร้อน หรือหลีกเลี่ยง

การปรุงอาหารที่ถูกเปลวไฟโดยตรง เพื่อความ

ปลอดภัยในการบริโภคและลดความเสี่ยงในการ	

ได้รับสารนี้สะสมในร่างกาย

สรุป
	 ผลจากการศึกษาพัฒนาวิธีวิเคราะห์สรุปได้

ว่ามีความถูกต้องและเหมาะสมเป็นไปตามเกณฑ์

ก�ำหนดของสหภาพยุโรปที่จะใช้ในการตรวจหา

ชนิดและปริมาณของสาร BaP ซึ่งมีขั้นตอนการ

วิเคราะห์ไม่ยุ่งยากและใช้สารเคมีปริมาณน้อยกว่าวิธีอื่น 

√
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สามารถใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ปริมาณการปนเปื้อน	

ของ BaP ในการส�ำรวจเพื่อเฝ้าระวังอันตรายจาก

การบริโภคอาหารปิ้งย่างได้อย่างมีประสิทธิภาพ

และยังเป็นวิธีที่ตรวจอาหารน�ำเข้าในเกณฑ์เดียวกับ

ที่สหภาพยุโรปใช้ อย่างไรก็ดี การศึกษาพัฒนาวิธี

ดังกล่าวสามารถน�ำไปใช้เป็นแนวทางในการขยาย

ขอบข่ายการวิเคราะห์ทั้งเพิ่มชนิดสารในกลุ่มของ 

PAHs และกลุ่มของอาหารประเภทอื่น
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Method  Development  of  Benzo(a)Pyrene  

in  Charcoal–Grilled Animal Tissue

Jitpaka  Suntudrob  Thongsuk  Payanun  and  Kanokporn  Atisook
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand.

ABSTRACT  Benzo(a)pyrene (BaP) is one of the compound of polycyclic aromatic hydrocarbons in 

charcoal–grilled animal tissue as a result of incomplete combustion or pyrolysis of organic matter which are 

probable human carcinogen. Determination of benzo(a)pyrene was studied and developed. The sample was 

saponififfiified with base and separated by solid phase extraction. Sep-Pak C18 was used for clean-up procedure. 

BaP was detected and quantitatively determined by HPLC-Fluorescence detector. The method was validated 

by using grilled pork as represented matrix for charcoal–grilled animal tissue. The results showed that 	

the limit of detection and limit of quantitation were 0.3 µg/kg and 0.5  µg/kg, repectively. The linear 	

working range was 0.5 – 10.0 µg/kg with the correlation coeffiffiificient of 0.9893. Accuracy of the method 

was shown by % recovery of spiking BaP standard to sample matrix throughout the linear range was 88 – 95. 

Precision was shown by % relative standard deviation was 4.8 – 15.4. From validation data, the method’s 

performance characteristics of the developed method were complied to Commission Directive 2005/10/EC 

(4 February 2005). On the conclusion, the developed method was valid and fiffiifit for using as analytical method	

for monitoring hazard of intake of BaP from charcoal grilled food.

Key words : Benzo(a)pyrene,  Food, Method validation, Polycyclic aromatic hydrocarbons


