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บทคัดย่อ  ความเป็นพิษของสารกลุ่มไดออกซิน พีซีบีคล้ายไดออกซิน และพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน ในสัตว์ทดลองพบว่า ส่ง
ผลกระทบตอ่การพฒันาการของระบบประสาท ระบบสบืพนัธุแ์ละระบบภมูคิุม้กัน มนุษยไ์ด้รบัสารเข้าสูร่า่งกายจากการรบัประทาน
อาหารมากกว่าร้อยละ 90 จนถึงปัจจุบันยังไม่มีการรายงานการปนเปื้อนของสารกลุ่มดังกล่าวในอาหาร แต่ในต่างประเทศได้ให้
ความสำ�คญักบัสารกลุม่นีม้าก ซ่ึงจดัเปน็สารมลพษิท่ีตกคา้งยาวนาน โดยเฉพาะอาหารทีป่ระชากรกลุม่เสีย่งบริโภค เชน่ ทารกและ
เดก็ซึง่บรโิภคนมในปริมาณสงู การวเิคราะหส์ารกลุม่เหล่านีใ้ชเ้วลา แรงงานและสารเคมจีำ�นวนมาก ผูว้จิยัไดพ้ฒันาและทดสอบ
ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์สารกลุ่ม PCDDs/Fs,  DL-PCBs และ NDL-PCBs ในนมผง โดยเพิ่มปริมาณตัวอย่างนมผง 
และปรับเปลี่ยนบางขั้นตอนในการสกัด ขั้นตอนการทำ�ให้บริสุทธิ์  และขั้นตอนการแยกสารแต่ละกลุ่มออกจากกัน ซึ่งทำ�ให้ได้
วธิทีีใ่ชป้รมิาณตวัทำ�ละลายอนิทรยีน์อ้ยลงและใชเ้วลานอ้ยลงดว้ย คา่ขดีจำ�กดัการวดัเชงิปรมิาณของสารจำ�นวน 35 ตวั ในแตล่ะ
กลุ่มที่กล่าวมาคือ 0.06-0.64,  1.85 และ 3.50 pg/g ไขมัน ตามลำ�ดับ 



Analysis of Dioxins, Dioxin-like PCBs Supat  Sangsuay et al.and Non dioxin-like PCBs in milk powder by HRGC/HRMS 	

230 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 58 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2559

บทนำ�

สารกลุ่มไดออกซินเป็นชื่อที่นิยมเรียกกัน หมายถึงกลุ่มสาร 2 กลุ่ม ได้แก่ สารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไดเบน

โซพาราไดออกซิน (polychlorinated dibenzo para dioxins; PCDDs) และสารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไดเบนโซ

ฟูแรน (polychlorinated dibenzo furans; PCDFs) สารกลุ่มพีซีบีหมายถึงสารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไบฟีนิล 

(polychlorinated biphenyls; PCBs) แบ่งออกเป็นสารกลุม่พซีบีคีล้ายไดออกซนิ (dioxin-like polychlorinated 

biphenyls; DL-PCBs)  และสารกลุ่มพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (non dioxin-like polychlorinated biphenyls; 

NDL-PCBs)  ซึ่งมีโครงสร้างทางเคมี (ภาพที่ 1) สารทั้ง 4 กลุ่มมีจ�ำนวน  75,  135,  12  และ 197 ตัว (congeners) 

ตามล�ำดับ รวมทั้งหมด 419 ตัว ส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณในอาหารเพื่อควบคุมให้เป็นไปตามกฎหมาย 

ของสหภาพยุโรป จะต้องตรวจในแต่ละกลุ่ม 7,  10,  12 และ 6 ตัว ตามล�ำดับ รวมจ�ำนวน 35 ตัว(1)	
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สารกลุ่มไดออกซิน (PCDDs/Fs) เกิดขึ้นจากการกระท�ำที่ไม่ได้ตั้งใจของมนุษย์ ตรงกันข้ามกับสาร 

กลุ่มพีซีบี (PCBs = DL/NDL-PCBs) ซึ่งก่อนปี ค.ศ. 1985 ตั้งใจผลิตขึ้นเพื่อใช้ในอุตสาหกรรม สารทั้งสองกลุ่ม

มีคุณสมบัติที่คงทน มีความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิต ปัจจุบันเกิดขึ้นจากการกระท�ำที่ไม่ได้ตั้งใจของมนุษย์และปรากฏการณ์

ทางธรรมชาติ เช่น ปล่อยออกมาจากโรงงานอุตสาหกรรมผลิตก�ำจัดแมลงและศัตรูพืช โรงงานผลิตเหล็กกล้า 

โรงงานปิโตรเคมี การสันดาปของเครื่องยนต์ ภูเขาไฟระเบิด ไฟป่า และการเผาขยะที่ไม่เหมาะสม เป็นต้น สารเหล่านี้

เมือ่เกดิขึน้มาจะตกค้างและสะสมในสิง่แวดล้อม ท้ายสดุกเ็ข้าสูส่ิง่มชีวีติและส่งผลต่อสขุภาพ จากการศกึษาทางพษิวทิยา

ในสตัว์ทดลองพบว่า สารกลุ่มไดออกซินท�ำให้เกดิภาวะเยือ่บุโพรงมดลกูเจริญผิดที ่(endometriosis) เป็นพษิต่อระบบ

ภูมิคุ้มกัน ส่งผลกระทบต่อการพัฒนาระบบประสาท ระบบสืบพันธุ์  พัฒนาการและสติปัญญา ในหญิงตั้งครรภ์ท�ำให้มี

ความผดิปกตขิองทารก(2) แต่ยงัไม่มีข้อยตุว่ิาสารกลุม่ไดออกซนิทกุตวัก่อให้เกดิโรคมะเรง็ในคน แต่มหีลกัฐานทีเ่ชือ่ถอื 

ได้ว่า สาร 2,  3,  7,  8 - TCDD เป็นสารท่ีก่อมะเร็งในมนุษย์ ปี ค.ศ. 1997 หน่วยงานวจิยัมะเรง็นานาชาต ิ(International 

Agency for Research on Cancer; IARC) จัดให้ 2,  3,  7,  8 - TCDD  เป็นสารที่รู้ว่าก่อให้เกิดมะเร็ง คลาส 1 

(known human carcinogen) และเนื่องจากความเป็นพิษของสารกลุ่มไดออกซินและพีซีบีคล้ายไดออกซิน 

แตกต่างกนั องค์การอนามัยโลก (WHO) ให้การยอมรบัการเปรยีบเทยีบความเป็นพษิของสารตวัอ่ืนๆ ในกลุม่ทีก่ล่าวมา 

กับ 2,  3,  7,  8 - TCDD โดยเรียกว่า แฟกเตอร์สมมูลความเป็นพิษ (Toxic Equivalency Factor, TEF)(1) 

ภาพที่ 1  โครงสร้างทางเคมี ก. สารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไดเบนโซพาราไดออกซิน  ข. สารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตด

ไดเบนโซฟูแรน และ ค. สารกลุ่มโพลีคลอริเนตเตดไบฟีนิล (พีซีบี)
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ซึง่สารแต่ละตัวมีค่า (ตารางท่ี 1) ในส่วนความเป็นพษิของสารกลุม่พซีบีไีม่คล้ายไดออกซนิมลีกัษณะเฉพาะทีต่่างออกไป 

เช่น ในสัตว์ทดลองท�ำให้ตับขยายตัวผิดปกติและส่งเสริมให้เกิดเนื้องอกที่ตับ ส่งผลต่อการท�ำหน้าท่ีของต่อมไร้ท่อ 

ยิ่งไปกว่านั้นบางตัวยังจัดว่าเป็นพิษต่อระบบภูมิคุ้มกันและระบบประสาท (immunotoxin and neurotoxin) ส่วน

ในมนุษย์เป็นการยากท่ีจะระบุว่าอาการที่เกิดขึ้นจากการได้รับสารกลุ่มพีซีบีมาจากสารกลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซินหรือ

สารกลุ่มพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน เนื่องจากโดยปกติสารกลุ่มเหล่านี้ผสมอยู่ด้วยกัน(3) 

ชื่อสารกลุ่มไดออกซิน	 TEF value	 ชื่อสารกลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซิน	 TEF value

2,  3,  7,  8 - TCDD	 1		
1,  2,  3,  7,  8 - PeCDD	 1	 non-ortho PCBs	
1,  2,  3,  4,  7,  8 - HxCDD	 0.1	 PCB 77	 0.0001
1,  2,  3,  6,  7,  8 - HxCDD	 0.1	 PCB 81	 0.0003
1,  2,  3,  7,  8,  9 - HxCDD	 0.1	 PCB 126	 0.1
1,  2,  3,  4,  6,  7,  8 - HpCDD	 0.01	 PCB 169	 0.03
OCDD	 0.0003	 mono-ortho PCBs	
2,  3,  7,  8 - TCDF	 0.1	 PCB 105	 0.00003
1,  2,  3,  7,  8 - PeCDF	 0.03	 PCB 114	 0.00003
2,  3,  4,  7,  8 - PeCDF	 0.3	 PCB 118	 0.00003
1,  2,  3,  4,  7,  8 - HxCDF	 0.1	 PCB 123	 0.00003
1,  2,  3,  6,  7,  8 - HxCDF	 0.1	 PCB 156	 0.00003
1,  2,  3,  7,  8,  9 - HxCDF	 0.1	 PCB 157	 0.00003
2,  3,  4,  6,  7,  8 - HxCDF	 0.1	 PCB 167	 0.00003
1,  2,  3,  4,  6,  7,  8 - HpCDF	 0.01	 PCB 189	 0.00003
1,  2,  3,  4,  7,  8,  9 - HpCDF	 0.01		
OCDF	 0.0003		

มนุษย์ได้รับสัมผัสสารกลุ่มนี้มากกว่า 90% จากการรับประทานอาหาร(4) ในอดีตมีอุบัติการณ์การปนเปื้อน 

ในอาหาร เช่น ปี ค.ศ. 1998 ประเทศเยอรมนีตรวจพบนมปนเปื้อนซึ่งมีสาเหตุจากอาหารสัตว์ปนเปื้อน(5) ปี ค.ศ. 

1999 ประเทศเบลเยียมเกิดวิกฤตการณ์ไดออกซินปนเปื้อนอาหารสัตว์ที่ส่งขายในทวีปยุโรปซึ่งส่งผลเสียหายมหาศาล

ต่อเศรษฐกิจ(6) และปี ค.ศ. 2011 จากการตรวจวิเคราะห์ในงานประจ�ำพบว่าในไข่มีการปนเปื้อนสารกลุ่มไดออกซิน 

สูงกว่ากฎหมายก�ำหนด ซ่ึงท�ำให้ฟาร์มเลี้ยงไก่ไข่จ�ำนวน 4,700 ฟาร์ม ถูกปิด ไก่ถูกฆ่าหลายพันตัวและไข่ถูกท�ำลาย 

หลายแสนฟอง(7) เป็นต้น  

วิธีวิเคราะห์การปนเปื้อนสารกลุ่มไดออกซินและสารกลุ่มพีซีบีแบ่งเป็น 2 วิธี(8) คือ 1) วิธีตรวจคัดกรอง 

(screening method) เป็นวธิตีรวจสอบเบือ้งต้นทีส่ามารถตรวจได้รวดเรว็และมค่ีาใช้จ่ายต�ำ่ เพือ่คดักรองตวัอย่างทีม่ี

การปนเปื้อนเกินระดับสูงสุดที่ยอมรับได้   ซึ่งอาจเป็นวิธี bioassay หรือ GC/MS ข้อมูลที่ได้จากวิธีนี้ไม่เหมาะส�ำหรับ

น�ำไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานและการประเมินการได้รับสารกลุ่มนี้เข้าสู่ร่างกาย และ 2) วิธีตรวจยืนยัน (confirmatory 

method) เป็นวิธีที่สามารถตรวจเชิงคุณภาพและปริมาณได้ ข้อมูลที่ได้จะท�ำให้รู้ว่าตัวอย่างปนเปื้อนสารแต่ละตัวใน

ปริมาณเท่าไหร่และผลรวมของสารทุกตัวมีค่าเท่าไหร่ ผลที่ได้สามารถน�ำไปยืนยันหรือมีผลทางกฎหมาย รวมทั้งใช้เป็น

ข้อมลูพ้ืนฐานและข้อมูลเพือ่ประเมินการได้รบัสารกลุม่นีเ้ข้าสูร่่างกาย  นอกจากนียั้งใช้เป็นข้อมลูส�ำหรบัการก�ำหนดหรอื

ตารางที่ 1 ค่า WHO-TEF 2005 ของสารกลุ่มไดออกซินและพีซีบีคล้ายไดออกซิน



Analysis of Dioxins, Dioxin-like PCBs Supat  Sangsuay et al.and Non dioxin-like PCBs in milk powder by HRGC/HRMS 	

232 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 58 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2559

ปรับค่าสูงสุดที่ยอมให้ปนเปื้อนได้ (maximum level,  ML) ปัจจุบันสหภาพยุโรปก�ำหนดให้วิธีตรวจแบบยืนยันสาร

กลุม่ไดออกซนิและสารกลุม่พซีบีคีล้ายไดออกซินต้องใช้เครือ่ง HRGC/HRMS หรอื GC-MS/MS และสารกลุม่พซีบี ี

ไม่คล้ายไดออกซินใช้เครื่อง GC-MS ที่สามารถตรวจเชิงปริมาณได้ถึงในระดับเฟมโตกรัม (upper femtogram,  

10-15g) ระดับพิโกกรัม (low picogram,  10-12g)  ระดับนาโนกรัม (nanogram,  10-9g) มีความจ�ำเพาะเจาะจงสูง 

และมีความถูกต้องสูง เป็นต้น ข้อด้อยของวิธีตรวจแบบยืนยันคือมีค่าใช้จ่ายสูงด้านเครื่องมือ สารเคมี แรงงานและ

ความยุ่งยาก ทั้งสองวิธีประกอบด้วย 5 ขั้นตอนที่ส�ำคัญ ได้แก่ 1) การชักตัวอย่างและการท�ำให้เป็นเนื้อเดียวกัน 

2) การสกัด การระเหยและการหาปริมาณไขมัน 3) การก�ำจัดสารรบกวนหรือการท�ำให้บริสุทธิ์ขึ้นและการระเหย 

รวมถึงการแยกสารออกเป็นกลุ่ม  4) การวัดด้วยเครื่องมือ และ 5) การค�ำนวณและรายงานผล 

ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้จัดตั้งห้องปฏิบัติการไดออกซิน 

เป็นแห่งแรกของประเทศไทยในปี พ.ศ. 2551 โดยมภีารกจิหลกัด้านการตรวจตดิตามและเฝ้าระวงัการปนเป้ือนของสาร 

ดังกล่าวในอาหารเพื่อการคุ้มครองผู้บริโภคของคนไทย ปัจจุบันประเทศไทยยังไม่มีการศึกษาการปนเปื้อนของสาร 

ดังกล่าวในนมและผลิตภัณฑ์ ดังนั้นจึงต้องมีวิธีวิเคราะห์ที่เหมาะสมและทดสอบความใช้ได้ก่อนจึงจะน�ำไปสู่การส�ำรวจ

การปนเป้ือนสารกลุม่นีใ้นระดับชาตต่ิอไป จากทีก่ล่าวมาน�ำเข้าสู่เป้าหมายของงานวจิยันีคื้อ เพือ่การพฒันาและทดสอบ

ความถูกต้องวิธีวิเคราะห์สารกลุ่มไดออกซินจ�ำนวน 17 ตัว พีซีบีคล้ายไดออกซินจ�ำนวน 12 ตัว และพีซีบีไม่คล้าย 

ไดออกซินจ�ำนวน 6 ตัว (พีซีบีชี้บ่ง,  marker PCBs หรือ indicator PCBs) ในอาหารนมผงด้วย HRGC/HRMS 

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐาน และการเตรียม  

-	 สารมาตรฐานกลุ่มไดออกซินเข้มข้น (EPA-1613CVS,  US. EPA Method 1613 Calibration and 

Verification Solution,  Wellington laboratories) ก่อนใช้เจือจางด้วยโนเนนให้ความเข้มข้นลดลง 40 เท่า จะได้ 

สารละลายมาตรฐานกลุ่มไดออกซินเจือจาง 5 ระดับ (Working  Standard Calibration Solution; CS1dil-CS5dil) 

ซึ่งช่วงปริมาณของสารแต่ละตัวในสารละลายมาตรฐานปริมาตร 2 ไมโครลิตร แสดงไว้ในหัวข้อการทดสอบความเป็น

เส้นตรงในผลการทดลอง

-	 สารมาตรฐานกลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซินเข้มข้น (WP-CVS,  WHO/EPA PCB Calibration  

Solutions for HRGC/HRMS,  Wellington laboratories) เจือจางด้วยโนเนนให้ความเข้มข้นลดลง 10 เท่า 

จะได้สารละลายมาตรฐานกลุ ่มพีซีบีคล้ายไดออกซินเจือจางขั้นกลาง 5 ระดับ (Intermediate Standard  

Calibration Solution,  WPCS4I-WPCS5I) 

-	 สารละลายมาตรฐานกลุมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซินเข้มข้น (P48-M-CVS BS EN 1948-4:2010,  

HRGC/HRMS Calibration Solutions for the marker PCBs,  Wellington laboratories) เจอืจางด้วยโนเนนให้ 

ความเข้มข้นลดลง 10 เท่า จะได้สารละลายมาตรฐานกลุม่พซีบีไีม่คล้ายไดออกซนิเจอืจางขัน้กลาง 5 ระดบั (Intermediate 

Standard Calibration Solution,  MCS1I-MCS5I) 

-	 การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมกลุ่มพีซีบีคล้ายและไม่คล้ายไดออกซินเจือจาง 5 ระดับ เพื่อสร้าง

กราฟมาตรฐาน (Working Standard Calibration Solution,  DL/NDL-PCBdil1-5) โดยปิเปตสารละลาย

มาตรฐานกลุ่ม DL-PCBs เจือจางขั้นกลาง DL-PCBs CS1I,  CS2I,  CS3I,  CS4I,  CS5I ผสมกับสารละลาย

มาตรฐานกลุ่ม NDL-PCBs เจือจางขั้นกลาง NDL-PCBs CS1I,  CS2I,  CS3I,  CS4I,  CS5I ตามล�ำดับ 

ในอตัราส่วน 1:1 และเตมิโนเนนอกี 1 ส่วน ซ่ึงช่วงปรมิาณของสารแต่ละตวัในสารละลายมาตรฐานปรมิาตร 2 ไมโครลติร 

แสดงไว้ในหัวข้อการทดสอบความเป็นเส้นตรงในผลการทดลอง
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-	 สารละลายมาตรฐานกลุม่ native PCDDs/Fs เข้มข้น (EPA-1613PAR,  US EPA Method 1613B 

Native PCDD/PCDF Solution/Mixture,  Wellington laboratories) ก่อนใช้เจือจางด้วยอะซิโตน เพื่อให้ได้

สารละลายมาตรฐานกลุ่ม native PCDDs/Fs เจือจาง ซึ่งประกอบด้วยสาร native TCDD/F,   native OCDD/F  

และอีก 13 ตัวที่เหลือมีความเข้มขันเท่ากับ 0.008,  0.08 และ 0.04 pg/µl ตามล�ำดับ 

-	 สารละลายมาตรฐานกลุ่ม native DL-PCBs เข้มข้น (WP-STK,  Native PCB Solution WHO/

EPA PCBs,  Stock Standard,  Wellington laboratories) ก่อนใช้เจือจางด้วยอะซิโตน เพื่อให้ได้สารละลาย

มาตรฐานกลุ่ม native DL-PCBs เจือจาง ซึ่งสารแต่ละตัวของ native DL-PCBs (12 ตัว) มีความเข้มข้นเท่ากับ 

0.448 pg/µl

-	 สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCDDs/Fs เข้มข้น (EPA-1613ISS,  Internal Standard 

Spiking Solution,  Wellington laboratories) เจือจางด้วยโนเนนให้ความเข้มข้นลดลง 40 เท่า จะได้สารละลาย

มาตรฐานไอโซโทป 13C12 -PCDDs/Fs เจือจาง ซึ่งประกอบด้วย 13C12 - 1,  2,  3,  4-TCDD และ 13C12 -1,  2,  3,  7, 

8,  9 - HxCDD ทั้งสองตัวมีความเข้มข้นตัวละ 2.5 pg/µl

-	 ละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-PCBs เข้มข้น (WP-ISS,  13C12-PCB internal Standard 

Solution WHO/EPA PCBs,  Stock Syringe Standard,  Wellington laboratories) เจือจางด้วยโนเนนให้

ความเข้มข้นลดลง 200 เท่า จะได้สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCBs เจอืจางซ่ึงประกอบด้วย PCB 70L,  

PCB 111L,  PCB 138L และ PCB 170L ทั้งสี่ตัวมีความเข้มข้นตัวละ 5 pg/µl 

-	 สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-PCDDs/DFs เข้มข้น (EPA-1613LCS,  Labeled  

compound Stock solution,  Wellington laboratories),  สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-DL-PCBs 

เข้มข้น (WP-LCS,  “Dioxin-Like” PCBs 13C12-Surrogate Spiking Solution,  Wellington laboratories) 

และสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-NDL-PCBs เข้มข้น (P48-M-ES,  BS EN 1948-4:2010,  

Mass-labeled Marker PCB extraction standard,  Wellington laboratories) เจอืจางและผสมให้เป็นเนือ้เดยีว 

แล้วแบ่งเก็บใส่ GC vial ส�ำหรับท�ำเป็น Clean-up Standard หรือ Extraction Standard ซึ่งแต่ละขวดจะมี

สารจ�ำนวน 35 ตัว ประกอบด้วยสารไอโซโทปกลุ่ม 13C12-PCDDs/Fs ทุกตัวจะมีเนื้อสารปริมาณ 50 พิโกกรัม/ขวด 

ยกเว้น 13C12-OCDD จะมี 100 พิโกกรัม/ขวด และสารไอโซโทปกลุ่ม 13C12-DL-PCBs/NDL-PCBs ทุกตัวมี 

เนื้อสารปริมาณ 100 พิโกกรัม/ขวด

สารเคมี ได้แก่ เมทานอล ไดคลอโรมเีทนและอะซโิตน (Pesticide grade,  Labscan) เฮกเซน (n-Hexane 

95%,  Residue & Pesticide grade,  Fisher Scientific) ไดเอทลิอเีทอร์ (Pesticide grade,  Fisher Scientific)    

เอทานอล (Absolute AR grade,  Merck) โนเนน   (nonane,  GC grade,  Sigma) โปแตสเซยีมออกซาเลต (ACS,  

Merck) กรดซัลฟิวริกเข้มข้น (AR grade,  J.T.Baker) โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (AR grade, Merck) โซเดียม

ซลัเฟตแอนไฮดรสั (Ultra-resi analyses,  J.T.Baker) ซิลกิาเจล (Silica gel 60 for column chromatography,  

Merck) ซิลิกาเคลือบด้วยกรดซัลฟิวริกร้อยละ 30 โดยน�้ำหนัก (30% H2SO4 - SiO2) ซิลิกาเคลือบด้วยกรดซัลฟิวริก 

ร้อยละ 40 โดยน�้ำหนัก (40% H2SO4- SiO2) โพแทสเซียม-ไฮดรอกไซด์-ซิลิกา (KOH-SiO2) และ 

เบสิก-อะลูมิเนียมออกไซด์ (Alumina B-Super I for Dioxin Analysis,  MP Biomedical) สารเคมีทุกชนิด 

ที่กล่าวมาก่อนใช้ต้องเตรียมตามค�ำแนะน�ำของเอกสารอ้างอิง(9,  10,  11) 

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครือ่ง High Resolution Gas Chromatograph/High Resolution Mass Spectrometer,  (HRGC/

HRMS,  Agilent,  GC7890A/Waters,  Auto Spec Premier) GC capillary Columns (BPX-DXN 60 m × ID 
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0.25 mm,  SGE และ HT8 60 m × ID 0.25 mm,  SGE)  เครือ่งระเหยสญุญากาศ (Vacuum rotary evaporator,  

Buchi,  R-215)  เครื่องเขย่าแบบหมุนส่าย (Shaker orbital,  IKA,  KS 501 digital) และเครื่องระเหย 

แบบหลายหลอดแก้ว (Multiple tube evaporator,  Zymark,  Turbo Vap LV)

เครือ่งแก้ว ได้แก่ ขวดวัดปรมิาตรความจ ุ2,  25,  50  มลิลลิติร ขวดแก้วรปูชมพูค่วามจ ุ250 มลิลลิติร กรวยแยก 

ความจุ 500 และ 1, 000 มิลลิลิตร คอลัมน์แก้วเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 20 มิลลิเมตร และ 10 มิลลิเมตร หลอดแก้ว 

ก้นแคบความจ ุ30 มิลลิลิตร ใยแก้ว GC vials ความจ ุ1.2 มลิลิลติร Glass insert with spring ความจ ุ300 ไมโครลติร

ตัวอย่าง

ใช้นมผงดัดแปลงสูตรต่อเนื่องส�ำหรับทารกและเด็กเล็กอายุตั้งแต่ 6 เดือนถึง 3 ปี เป็นตัวอย่างส�ำหรับการ

พัฒนาวิธี

การพัฒนาวิธี

ในการตรวจวัดสารเคมีเชงิปรมิาณด้วยเครือ่งมอื (instrumental chemical analysis) หลงัจากจัดหา  ติดต้ัง 

ปรบัเครือ่งมอืให้พร้อมส�ำหรับใช้งาน และสร้างโปรแกรมส�ำหรับตรวจติดตามสารทีส่นใจ จะต้องทดลองฉดีสารมาตรฐาน 

เพ่ือหาความเข้มข้นน้อยที่สุดที่เครื่องสามารถวัดปริมาณได้ถูกต้อง หรือถ้าสารที่สนใจมีข้อก�ำหนดในกฎหมายให้วิธี

วิเคราะห์ต้องสามารถหาปริมาณน้อยที่สุดตามที่ก�ำหนด ก็สามารถเริ่มจากจุดนี้ได้

สารกลุ่มไดออกซิน กลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซิน และกลุ่มพีซีบีไม่คล้ายไดออกซินเป็นสารที่ไม่มีขั้วและละลาย 

ได้ดใีนไขมนั ระดบัปนเป้ือนสงูสดุในนมและผลติภณัฑ์ของสหภาพยโุรป (EU commission regulation No 1259/2011)(1) 

ก�ำหนดไว้ต�ำ่มากและค�ำนวณต่อปรมิาณไขมัน 1 กรมั นัน่คือ 2.5 pg TEQ/g fat,  5.5 pg TEQ/g fat และ 40 ng/g fat 

ตามล�ำดับ และก�ำหนดให้ใช้เทคนิค Isotope  dilution mass spectrometry (IDMS) ในการเตรียมตัวอย่าง 

ซึ่งปัจจัยที่ส�ำคัญของเทคนิคนี้คือต้องหาปริมาณสารไอโซโทปที่เหมาะสมที่ต้องเติมในตัวอย่างและปริมาณตัวอย่าง

การสกัด

ชั่งตัวอย่างนมผงปริมาณ 35.0 กรัม และโปแตสเซียมออกซาเลตปริมาณ 1.5 กรัม เติมสารละลายมาตรฐาน

ไอโซโทปผสมของสารกลุ่ม 13C12 -PCDDs/DFs,  กลุ่ม 13C12-DL-PCBs และกลุ่ม 13C12-NDL-PCBs เจือจาง 

1 ขวด เติมน�้ำอุ่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร เทใส่กรวยแยกขนาด 1000 มิลลิลิตร เติมเอทานอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 5 นาที  เติมสารละลายผสมเฮกเซน/ไดเอทิลอีเทอร์

(3:1) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 rpm เป็นเวลา 5 นาที  ตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้น 

(เมื่อเวลาผ่านไป 10 นาทีไม่แยกชั้น ให้เติมเอทานอลปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ และปล่อยให้แยกชั้น) 

เทสารละลายชัน้บนลงในขวดก้นกลมขนาด 1,000 มิลลิลติร สกดัซ�ำ้อกี 2 ครัง้ด้วยสารละลายผสมเฮกเซน/ไดเอทิลอเีทอร์ 

(3:1) ปรมิาตร 200 มิลลิลิตร เกบ็สารละลายชัน้บนรวมกนัไว้ ก�ำจดัน�ำ้ออกจากสารสกดัด้วยการกรองผ่านโซเดยีมซลัเฟต  

น�ำไประเหยด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศให้เหลือปริมาตรประมาณ 35 - 40 มิลลิลิตร เทใส่กระบอกตวงขนาด 

50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเฮกเซน

การหาปริมาณไขมัน

ปิเปตสารสกัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดแก้วสะอาดและแห้งที่ชั่งน�้ำหนักไว้แล้ว  ระเหยตัวท�ำละลาย

ให้หมดไปและชั่งน�้ำหนักหาปริมาณไขมัน
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การก�ำจัดไขมันด้วยกรดซัลฟิวริกเข้มข้น

เทสารสกัดที่ได้ทั้งหมดใส่ในกรวยแยกขนาด 500 มิลลิลิตร เติมเฮกเซนปริมาตร 160 มิลลิลิตร เขย่าให้เป็น

เนื้อเดียวกัน เติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 20 มิลลิลิตร เปิดฝากรวยแยกและเขย่าด้วยการหมุนด้วยมือจนไม่เกิด

ปฏิกิริยา ปล่อยให้แยกชั้น ทิ้งชั้นกรด (ชั้นล่าง) และเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขย่าด้วยมือก่อน

น�ำไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 rpm นาน 15 นาที ปล่อยให้แยกชั้น ทิ้งชั้นกรด (ชั้นล่าง) ชั้นบนเติม

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 5 (m/v) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขย่า ปล่อยให้แยกชั้นและทิ้งชั้นล่าง ชั้นบนเติมน�้ำ

บรสิทุธิส์งูปรมิาตร 40 มิลลิลิตร เขย่าแล้วปล่อยให้แยกชัน้และทิง้ชัน้ล่าง สารสกดัชัน้บนปล่อยให้ไหลผ่านโซเดยีมซัลเฟต 

และน�ำไประเหยให้เหลือประมาณ 1 มิลลิลิตร

การท�ำให้บริสุทธิ์ขึ้นด้วย Multi-layer silica column

ชั่งซิลิกา โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์-ซิลิกา ซิลิกาเคลือบด้วยกรดซัลฟิวริกร้อยละ 30 ซิลิกาเคลือบด้วยกรด

ซัลฟิวริกร้อยละ 40  ซิลิกาและโซเดียมซัลเฟต ปริมาณ 1.0,  3.0,  0.5,  4.0,  2.0,  0.5 และ 3.0 กรัม ตามล�ำดับ ใส่ลง

ในคอลัมน์แก้วเส้นผ่านศนูย์กลางภายใน 20 มลิลเิมตร ทีอ่ดุปลายด้วยใยแก้วเคาะให้ของแขง็ดดูซบัเรยีงตวัเป็นระเบยีบ  

ผ่านเฮกเซนปริมาตร 20 มิลลิลิตร (ระวังอย่าให้คอลัมน์แห้ง) เมื่อระดับเฮกเซนอยู่ที่ชั้นโซเดียมซัลเฟตใส่สารสกัดที่ได้

จากขั้นตอนที่ผ่านมา ชะด้วยเฮกเซนปริมาตร 60 มิลลิลิตร รองรับสารสกัดด้วยขวดก้นกลมขนาด 100 มิลลิลิตร ในสาร

สกัดนี้ประกอบด้วย สารกลุ่ม PCDDs/Fs,  DL-PCBs และ NDL-PCBs ปล่อยให้เฮกเซนไหลจนหยดสุดท้ายแล้ว

น�ำไประเหยให้เหลือประมาณ 0.5 มิลลิลิตร

การแยกสารกลุ่ม PCDDs/Fs,  DL-PCBs และ NDL-PCBs (Fractionation)

ชัง่ซลิกิา  เบสกิ-อะลมูเินยีมออกไซด์-ซลิกิา  ซลิกิาเคลอืบด้วยกรดซลัฟิวรกิร้อยละ 40  ซลิกิา และโซเดยีมซัลเฟต 

ปรมิาณ 0.3,  1.8,  0.2,  0.6,  0.2 และ 1.0 กรมัตามล�ำดบั ใส่ลงในคอลมัน์แก้วเส้นผ่านศนูย์กลางภายในขนาด 10 มลิลเิมตร 

ทีอ่ดุปลายด้วยใยแก้วเคาะให้ของแข็งดดูซบัเรยีงตวัเป็นระเบยีบ  ผ่านเฮกเซนปรมิาตร 5 มลิลลิติร (ระวงัอย่าให้คอลมัน์แห้ง) 

ใส่สารสกดัทีไ่ด้จากขัน้ตอนท่ีผ่านมา  ชะด้วยเฮกเซนปรมิาตร 5 มลิลลิติร รองรบัสารด้วยหลอดแก้วความจุ 30 มลิลลิติร 

ระบุเป็นหลอดที่ 1 (fraction 1) ชะต่อด้วยเฮกเซน/ไดคลอโรมีเทน (49:1) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร รองรับสารด้วย

หลอดแก้วความจุ 30 มิลลิลิตร ระบุเป็นหลอดที่ 2 (fraction 2)  และสุดท้ายชะด้วยเฮกเซน/ไดคลอโรมีเทน (1:1) 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร รองรับสารด้วยหลอดแก้วความจุ 30 มิลลิลิตร ระบุเป็นหลอดที่ 3 (fraction 3) ระเหยตัว

ท�ำละลายทั้งสามหลอดด้วยเครื่องระเหยแบบหลายหลอดให้เหลือประมาณ 100 ไมโครลิตร และปิเปตแต่ละหลอด 

ใส่ใน Glass insert with spring ความจุ 300 ไมโครลิตร ที่ 1,  2 และ 3 ตามล�ำดับ ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเพื่อให้

ตัวท�ำละลายระเหยไปจนหมด เติมโนเนนสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-PCBs เจือจาง และสารละลาย

มาตรฐานไอโซโทป 13C12-PCDDs/Fs เจือจาง ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Glass insert with spring ที่ 

1,  2 และ 3 ตามล�ำดับ  เขย่าด้วยเครื่องเขย่า 30 วินาที ท้ายสุดของขั้นตอนนี้ปิเปตทั้ง 3 ส่วน ส่วนละ 5 ไมโครลิตร 

ผสมกันใส่ Glass insert with spring ใหม่ระบุเป็น vial ที่ 4 และเขย่าด้วยเครื่องเขย่า 30 วินาที (สรุปตัวอย่าง

จ�ำนวน 1 ตัวอย่าง ต้องได้สารสกัดใน Glass insert with spring จ�ำนวน 4 vial)

การวัดปริมาณสารกลุ่ม PCDDs/Fs,  DL-PCBs และ NDL-PCBs ด้วยเครื่อง HRGC/HRMS

ก่อนการฉีดตัวอย่างเข้าเครื่องต้องปรับพารามิเตอร์ต่างๆ (instrument tuning) ในส่วนของ HRMS ให้

มีค่าการแยก (resolution at 10% valley) ให้เหมาะสมในการวิเคราะห์สารในแต่ละกลุ่ม  นั่นคือค่าการแยกของ 

การวิเคราะห์สารกลุ่ม PCDDs/Fs ต้องไม่น้อยกว่า 10,000(9) และค่าการแยกของการวิเคราะห์สารกลุ่ม DL-PCBs 
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และ NDL-PCBs ต้องไม่น้อยกว่า 8, 000(10) ตลอดระยะเวลาในการฉีดตัวอย่าง หลังการปรับแล้วต้องสอบเทียบ 

เครื่อง (instrument calibration) ด้วยสารมาตรฐาน เปอร์ฟลูออโรคีโรซีน (perfluorokerosene,  PFK) ให้ผ่าน  

โดยค่าการแยกต้องได้ตามที่กล่าวมา 

ตั้งสภาวะของเครื่อง  HRGC/HRMS เพื่อการวิเคราะห์สารทั้ง 2 กลุ่ม (ตารางที่ 2) และการวัดเริ่มต้น

ด้วยการฉีดสารมาตรฐานความเข้มข้นต�่ำสุด แล้วตรวจดูพีคที่ได้ต้องครบทุกพีคและค่า signal/noise ของแต่ละพีค

ต้องไม่น้อย 2.5 เมื่อผ่านตามเงื่อนไขนี้จึงเริ่มฉีดสารมาตรฐานและสารสกัดตัวอย่าง กรณีวัดสารกลุ่มไดออกซินใช ้

สารสกดัตวัอย่างคอืส่วนทีอ่ยูใ่น Glass insert with spring ที ่3 และกรณวีดัสารกลุม่พซีบีใีช้สารสกดัทีไ่ด้จากการผสมกนั 

จากทั้งสามส่วนคือ Glass insert with spring ที่ 4

ตารางที่ 2  แสดงสภาวะของเครื่อง HRGC/HRMS ที่ใช้ในการวิเคราะห์สารกลุ่ม PCDDs/Fs และสารกลุ่ม 

DL/NDL-PCBs

	
หัวข้อ (subjects)

	 สภาวะ (conditions)
		  สารกลุ่ม PCDDs/Fs	 สารกลุ่ม DL/NDL-PCBs

HRGC:           		
	 Column	 BPX-DXN,  60 m	 HT8,  60 m
 	 Injection mode	 splitless	 splitless
	 Injector temp ( ํC) 	 280	 280
	 Oven temp  program ( ํC)	 initial temp. 150 ํC (hold 1 min),  	 initial temp. 150 ํC (hold 1 min), 
		  ramp 15 ํC/min to 210 ํC,  ramp	 ramp 20 ํC/min to 210 ํC,   ramp
		  3 ํC/min to 310 ํC,  ramp 5 ํC/min	 2 ํC/min to 250 ํC,  ramp 10 ํC/min to 
		  to 320 ํC,  ramp 10 ํC/min to 330 ํC	 330 ํC,  hold 22 10 ํC/min to 330 ํC
		  (hold 7 min) 	 (hold 7 min)
	 He flow (constant flow)(ml/min)	 1.0	 1.0
	 Injection volume (µl)	 2	 2

HRMS :		
	 Transfer line temp ( ํC)	 250	 250
	 Ion source temp ( ํC)	 280	 280
	 Ionization mode	 EI+	 EI+
	 Electron Energy (eV)	 634	 634
	 Trap (µA)	 4.20	 4.20
	 Scanning technique	 VSIR (voltage single ion recording)	 VSIR (voltage single ion recording)
	 Dwell time (ms)	 Native compounds 100 ms,  labeled	 Native compounds 100 ms,  labeled 	
			   compounds  25 ms
	 VSIR1 (M,  M+2 and lock mass)	 12C

12
,  13C12-TCDD/F and 330.9792	 12C

12
,  13C

12
-PCB28,  52 and 292.9824 

	 (RT range,  min)	 (18.00-22.50)	 (14.00-19.00)
	 VSIR2 (M+2,  M+4 and lock mass) 	 12C

12
,  13C

12
-PeCDD/Fs and 342.9792	 12C

12
,  13C

12
-PCB77,  81,  101,  105,  114,  

	 (RT range,  min) 	 (22.50-26.50)	 118,  123,  126,  138,  153,  156 and
			   318.9792  (19.00-30.80)
	 VSIR3 (M,  M+2,  M+4 and	 12C

12
,  13C

12
-HxCDDs/Fs and	 2C

12
,  13C

12
-PCB157,  167,  169,  180,  189

	 lock mass) (RT range,  min)	 380.9760 (26.50-31.00)	 and 380.9760 (30.80-40.00)
	 VSIR4 (M,  M+2,  M+4 and	 12C

12
,  13C

12
-HpCDDs/Fs and

	 lock mass) (RT range,  min)	 416.9760 (31.00-35.50)	 -
	 VSIR5 (M+2,  M+4 and lock mass)	 12C

12
,  13C

12
-OCDDs/Fs and

	 (RT range,  min)	 454.9728 (35.50–42.50)	 -
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การค�ำนวณ

การค�ำนวณแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนคือ ขั้นตอนแรกเป็นการจัดการกับพีค  สร้างกราฟมาตรฐานและค�ำนวณ

ปริมาณสารในตัวอย่างของเหลวสกัดด้วยโปรแกรม MasslynxTM v 4.1   และขั้นตอนที่สองเป็นการค�ำนวณหาปริมาณ

และสมมูลความเป็นพิษของสารแต่ละตัวในไขมันที่ได้จากตัวอย่าง รวมถึงค�ำนวณปริมาณผลรวมสมมูลความเป็นพิษ 

ของสารแต่ละกลุ่มโดยใช้โปรแกรม Microsoft Excel 2007

ผล

การพัฒนาวิธี

ผู้วจัิยและคณะลดปรมิาณของสารมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCDDs/DFs สารละลายมาตรฐานไอโซโทป

กลุ่ม 13C12-DL-PCBs  และ สารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C12-NDL-PCBs ส�ำหรับท�ำเป็น Extraction 

Standard ที่เติมลงในตัวอย่างก่อนการสกัด ซึ่งจะท�ำให้ในสารสกัดบริสุทธิ์ของตัวอย่างก่อนการฉีดเข้าเครื่อง 

HRGC/HRMS มีความเข้มข้นสารมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCDDs/Fs ทกุตวัเท่ากับ  2.5 พโิกกรมั/ไมโครลติร 

ยกเว้น 13C12-OCDD จะมี 5.0 พโิกกรมั/ไมโครลติร และสารมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-DL-PCBs/NDL-PCBs 

ทกุตวัมคีวามเข้มข้นเท่ากบั 5.0 พโิกกรมั/ไมโครลติร ดงันัน้จงึต้องเจอืจางสารมาตรฐานส�ำหรบัการสร้างกราฟมาตรฐาน

ทัง้ 5 ระดบั เพ่ือให้มีความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ดังกล่าวเท่ากับในสารละลายตัวอย่างสกัดบรสิทุธิ์  

และได้ทดสอบความเป็นเส้นตรง (ตารางที่ 3)

ต่อมาได้ปรับขั้นตอนการสกัด ข้ันตอนการท�ำให้บริสุทธิ์ขึ้น และข้ันตอนการแยกสารกลุ่ม PCDDs/Fs,  

DL-PCBs และ NDL-PCBs (Fractionation) ซึ่งได้วิธีดังที่อธิบายไว้ในตอนต้น เพื่อยืนยันความถูกต้องและ 

น่าเชื่อถือของวิธีที่พัฒนานี้ ได้ทดสอบความถูกต้องของวิธีซึ่งได้ผลดังต่อไปนี้

การทดสอบความเป็นเส้นตรง 

ในงานวิจัยนี้การตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารกลุ่มดังกล่าวใช้เทคนิคการเจือจางไอโซโทป (isotope 

dilution) ซึง่สร้างกราฟมาตรฐานแบบ isotope dilution calibration (ยกเว้น 1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDD,  OCDF 

และ PCB 138) โดยหา Relative response factor (RRF) จากการทดสอบฉีดสารมาตรฐานปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

ทั้ง 5 ระดับตามที่กล่าวหัวข้อสารมาตรฐานและการเตรียม พบว่าสารทุกตัวที่ต้องการวิเคราะห์มีค่า %CV อยู่ระหว่าง 

2.04 - 12.32% และการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณสาร 1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDD,  OCDF และ PCB 138 ใช้วิธี  

internal standard ซึ่งสร้างกราฟมาตรฐานแบบ  internal standard calibration  พบว่าสารทั้ง 3 ตัว ได้ค่า %CV 

อยู่ระหว่าง 4.34 - 7.71%  ดังมีรายละเอียด (ตารางที่ 3)

จากการวิเคราะห์ตัวอย่างนมผงส�ำหรับทารก 7 ซ�้ำ และใช้โปรแกรม MasslynxTM v 4.1 (TargetLynx) 

โดยตั้งค่าอัตโนมัติในการหา LOD และ LOQ แล้วน�ำมาค�ำนวณต่อโดยเพิ่มปริมาตรสุดท้ายของสารสกัดตัวอย่างและ

ปริมาณไขมันในตัวอย่าง (ตารางที่ 4) ซึ่งค่า LOQ ที่ได้มีความส�ำคัญมากและน�ำไปใช้ในการค�ำนวณหาค่าปริมาณรวม 

ความเป็นพิษของกลุ่มสาร สรุปค่า LOQ ส�ำหรับสารกลุ่มไดออกซินมีค่า 0.06 - 0.32 pg/g fat ยกเว้น OCDD/F 

ยังต้องพิสูจน์อีกครั้ง และค่า LOQ  ส�ำหรับสารกลุ่มพีซีบีคล้ายไดออกซินและพีซีบีชี้บ่งมีค่า 1.85 และ 3.50 pg/g fat 

ตามล�ำดับ 
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ปริมาณสารมาตรฐานและความเป็นเส้นตรง

	 ชื่อสาร	 ปริมาณ	 %CV	 ชื่อสาร	 ปริมาณ	 %CV	
		  ต่ำ�สุด-สูงสุด (pg)	 or %RSD		  ต่ำ�สุด-สูงสุด (pg)	 or %RSD

2,  3,   7,  8-TCDD	 0.10 	-	10.0	 8.85	 2,  3,  4,  7,  8-PeCDF	 0.50- 25.0	 5.04
1,  2,  3,  7,  8-PeCDD	 0.50 	-	25.0	 6.14	 1,  2,  3,  4,  7,  8-HxCDF	 0.50- 25.0	 2.76
1,  2,  3,  4,  7,  8-HxCDD	 0.50 	-	25.0	 3.61	 1,  2,  3,  6,  7,  8-HxCDF	 0.50- 25.0	 5.06
1,  2,  3,  6,  7,  8-HxCDD	 0.50 	-	25.0	 3.03	 1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDF	 0.50- 25.0	 4.72
1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDD	 0.50 	-	25.0	 4.34	 2,  3,  4,  6,  7,  8-HxCDF	 0.50- 25.0	 7.21
1,  2,  3,  4,  6,  7,  8-HpCDD	 0.50 	-	25.0	 2.04	 1,  2,  3,  4,  6,  7,  8-HpCDF	 0.50- 25.0	 7.69
OCDD	 1.00 	-	100.0	 9.18	 1,  2,  3,  4,  7,  8,  9-HpCDF	 0.50- 25.0	 9.52
2,  3,  7,  8-TCDF	 0.10 	-	0.0	 11.45	 OCDF	 1.00- 100.0	 7.71
1,  2,  3,  7,  8-PeCDF 	 0.50 	-	25.0	 7.88	
PCB 77	 0.67 	-	53.33	 5.89	 PCB 157	 0.67- 53.33	 12.32
PCB 81	 0.67 	-	53.33	 6.49	 PCB 167	 0.67- 53.33	 6.95
PCB 126	 0.67 	-	53.33	 4.37	 PCB 189	 0.67- 53.33	 7.01
PCB 169	 0.67 	-	53.33	 6.73	 PCB 28	 0.33- 166.67	 7.30
PCB 105	 0.67 	-	53.33	 6.78	 PCB 52	 0.33- 166.67	 7.88
PCB 114	 0.67 	-	53.33	 7.18	 PCB 101	 0.33- 166.67	 7.15
PCB 118	 0.67 	-	53.33	 4.94	 PCB 138	 0.33- 166.67	 5.14
PCB 123	 0.67 	-	53.33	 6.30	 PCB 153	 0.33- 166.67	 3.79
PCB 156	 0.67 	-	53.33	 7.41	 PCB 180	 0.33 - 166.67	 3.34

	 ชื่อสาร	 LOD		  LOQ		  ชื่อสาร 	 LOD 	 LOQ
		  (pg/g)	 (pg/g) 	 sd	 %R*		  (pg/g)	 (pg/g) 	 sd	 %R*

2,  3,  7,  8-TCDD	 0.05	 0.06	 0.02	 121.4	 2,  3,  4,  7,  8-PeCDF	 0.05	 0.32	 0.06	 108.9
1,  2,  3,  7,  8-PeCDD	 0.05	 0.32	 0.06	 94.4	 1,  2,  3,  4,  7,  8-HxCDF	 0.05	 0.32	 0.08	 106.4
1,  2,  3,  4,  7,  8-HxCDD	 0.07	 0.32	 0.06	 89.4	 1,  2,  3,  6,  7,  8-HxCDF	 0.05	 0.32	 0.06	 102.3
1,  2,  3,  6,  7,  8-HxCDD	 0.07	 0.32	 0.10	 104.7	 1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDF	 0.08	 0.32	 0.05	 94.9
1,  2,  3,  7,  8,  9-HxCDD	 0.07	 0.32	 0.17	 74.7	 2,  3,  4,  6,  7,  8-HxCDF	 0.07	 0.32	 0.11	 83.6
1,  2,  3,  4,  6,  7,  8-HpCDD	 0.06	 0.32	 0.08	 127.7	 1,  2,  3,  4,  6,  7,  8-HpCDF	 0.06	 0.32	 0.08	 113.6
OCDD		  1.33	 0.64	 0.65	 211.1	 1,  2,  3,  4,  7,  8,  9-HpCDF	 0.08	 0.32	 0.09	 131.1
2,  3,  7,  8-TCDF	 0.04	 0.06	 0.02	 75.7	 OCDF	 1.47	 0.64	 0.70	 271.6
1,  2,  3,  7,  8-PeCDF	 0.05	 0.32	 0.05	 132.0	
LOQ มีผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,   pg TEQ/g fat) : lower bound     		  0.732	 0.14	 100.3
LOQ มีผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,   pg TEQ/g fat) : medium bound     		  0.732	 0.14	 100.3
LOQ มีผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,   pg TEQ/g fat) : upper bound     		  0.732	 0.14	 100.3
PCB 77		  0.35	 1.85	 0.48	 103.2	 PCB 118	 0.28	 1.85	 1.29	 105.4
PCB 81		  0.38	 1.85	 0.38	 89.3	 PCB 123	 0.32	 1.85	 0.68	 88.9
PCB 126		  0.56	 1.85	 0.85	 98.2	 PCB 156	 0.72	 1.85	 1.16	 104.6
PCB 169		  0.34	 1.85	 0.94	 99.4	 PCB 157	 0.26	 1.85	 2.99	 397.4
PCB 105		  0.35	 1.85	 0.80	 116.1	 PCB 167	 0.22	 1.85	 1.04	 98.1
PCB 114		  0.30	 1.85	 0.45	 90.4	 PCB 189	 1.66	 1.85	 0.71	 111.2
LOQ มีผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat) : lower bound     		  0.671  	 0.10	 98.5
LOQ มีผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat) : medium bound   		  0.671  	 0.10	 98.5
LOQ มีผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat) : upper bound   		  0.671  	 0.10	 98.5
LOQ มีผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat : lower bound       		  1.396    	0.21	 99.2
LOQ มีผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat : medium bound       		  1.396    	0.21	 99.2
LOQ มีผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,   pg TEQ/g fat : upper bound       		  1.396    	0.21	 99.2
PCB 28		  0.96	 3.50	 0.14	 73.4	 PCB 138	 0.33	 3.50	 0.13	 121.1
PCB 52		  0.83	 3.50	 0.14	 116.6	 PCB 153	 0.30	 3.50	 0.11	 100.1
PCB 101		  0.61	 3.50	 0.10	 95.1	 PCB 180	 0.86	 3.50	 0.16	 114.8
LOQ มีผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,   pg/g fat) : lower bound 		  24.5	 0.70	 115.2
LOQ มีผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,   pg/g fat) : medium bound		  24.5	 0.70	 115.2
LOQ มีผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,   pg/g fat) : upper bound		  24.5	 0.70	 115.2

* %R: ร้อยละการกลับคืน (%recovery)

ตารางที่ 4  ค่า LOD และ LOQ ของสารแต่ละตัวในสารกลุ่ม PCCDs/Fs และสารกลุ่ม DL/NDL-PCBs

ตารางที่ 3 ความเป็นเส้นตรงของสารแต่ละตัวในสารกลุ่ม PCDDs/Fs และสารกลุ่ม DL/NDL-PCBs 
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ความแม่นและความเที่ยง

จากการทดสอบโดยการเตมิสารมาตรฐานกลุม่ดงักล่าวลงในตวัอย่างนมผงทีร่ะดบั LOQ (ตารางที ่4) ระดบั

สูงสุดที่ยอมให้ตรวจพบได้ (ตารางที่ 5) การวิเคราะห์ในตัวอย่างวัสดุอ้างอิงนมผงของสารกลุ่มไดออกซินทุกตัวที่มีค่า

มากกว่าขีดจ�ำกัดการวัดเชิงปริมาณได้ร้อยละการกลับคืนอยู่ในช่วง 87.9 - 120.6 (ตารางที่ 6) และได้เข้ารวมทดสอบ

ความช�ำนาญระหว่างห้องปฏบิตักิารกบั Bipea ประเทศฝรัง่เศสในการตรวจวเิคราะห์สารกลุม่ NDL-PCBs ในตวัอย่าง

นมผง พบว่าความเที่ยงแสดงในค่า Z-score อยู่ในช่วง -1.60 ถึง +1.35 (ตารางที่ 7)

2,  3, 7, 8-TCDD	 0.20	 121.4	±	8.7	 8.37	 2, 3, 4, 7, 8-PeCDF	 0.98	 104.3	±	8.4	 5.48

1, 2, 3, 7, 8-PeCDD	 0.98	 108.4	±	6.3	 7.06	 1, 2, 3, 4, 7, 8-HxCDF	 0.98	 104.6	±	3.6	 6.27

1, 2, 3, 4, 7, 8-HxCDD	 0.98	 108.6	±	5.8	 6.67	 1, 2, 3, 6, 7, 8-HxCDF	 0.98	 102.1	±	5.3	 4.90

1, 2, 3, 6, 7, 8-HxCDD	 0.98	 109.3	±	7.2	 8.54	 1, 2, 3, 7, 8, 9-HxCDF	 0.98	 104.1	±	6.1	 6.43

1, 2, 3, 7, 8, 9-HxCDD	 0.98	 101.3	±	11.4	 13.35	 2, 3, 4, 6, 7, 8-HxCDF	 0.98	 103.6	±	4.6	 5.29

1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 - HpCDD	 0.98	 107.9	±	7.3	 6.95	 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8-HpCDF	 0.98	 109.3	±	4.7	 6.43

OCDD		  1.96	 200.2	±	16.3	 9.97	 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9-HpCDF	 0.98	 101.8	±	3.0	 5.29

2, 3, 7, 8-TCDF	 0.20	 112.1	±	10.9	 8.57	 OCDF	 1.96	 228.8	±	56.4	 24.41

1, 2, 3, 7, 8-PeCDF	 0.98	 108.6	±	4.2	 4.53				  

ผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,  pg TEQ/g fat): lower bound     	 2.420 	 108.0	±	5.2	 6.77

ผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,  pg TEQ/g fat): medium bound     	 2.420 	 108.0	±	5.2	 6.77

ผลรวมไดออกซิน (WHO-PCDDs/Fs,  pg TEQ/g fat): upper bound     	 2.420	 108.0	±	5.2	 6.77

	 PCB 77		  22.03	 104.9	±	5.3	 5.96	 PCB 118	 22.03	 124.1	±	5.2	 6.20

	 PCB 81		  22.03	 104.6	±	4.9	 5.63	 PCB 123	 22.03	 112.3	±	2.5	 3.33

	 PCB 126		  22.03	 114.0	±	8.2	 7.08	 PCB 156	 22.03	 114.5	±	4.5	 3.82

	 PCB 169		  22.03	 98.3	±	6.0	 5.28	 PCB 157	 22.03	 154.9	±	4.6	 4.34

	 PCB 105		  22.03	 132.8	±	3.5	 5.10	 PCB 167	 22.03	 109.1	±	3.4	 3.37

	 PCB 114		  22.03	 117.5	±	4.3	 5.14	 PCB 189	 22.03	 107.4	±	3.0	 4.14

ผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat): lower bound     	 3.175	 110.4	±	6.5	 5.60

ผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat): medium bound   	 3.175	 110.4	±	6.5	 5.60

ผลรวมพีซีบีคล้ายไดออกซิน (WHO-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat): upper bound   	 3.175	 110.4	±	6.5	 5.60

ผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat: lower bound       	 5.595	 109.3	±	4.9	 5.02

ผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat: medium bound       	 5.595	 109.3	±	4.9	 5.02

ผลรวม WHO-PCDDs/Fs-DL-PCBs,  pg TEQ/g fat: upper bound       	 5.595	 109.3	±	4.9	 5.02

	 PCB 28		  0.61	 101.11	± 0.7	 10.58	 PCB 138	 0.61	 100.5 	±	5.1	 6.54

	 PCB 52		  0.61	 119.6	± 10.0	 9.00	 PCB 153	 0.61	 103.6	±	4.8	 4.89

	 PCB 101		  0.61	 119.9	± 6.0	 6.06	 PCB 180	 0.61	 161.3	±	26.0	 17.98

ผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,  pg/g fat): lower bound 	 42.30	 115.2	±	3.7	 3.54

ผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,  pg/g fat): medium bound	 42.30	 115.2	±	3.7	 3.54

ผลรวมพีซีบีไม่คล้ายไดออกซิน (NDL-PCBs,  pg/g fat): upper bound	 42.30	 115.2	±	3.7	 3.54

	
ชื่อสาร

	 spiked 		  n = 6	
ชื่อสาร 

	 spiked		  n = 6

		  level	 %R	 %RSD		  level 	 %R	 %RSD	
		  (pg/g) 	 mean ± sd			   (pg/g) 	 mean ± sd

ตารางที่ 5  ความแม่นและความเที่ยงของการเติมสารมาตรฐานกลุ่ม PCDDs/Fs และ PCBs ที่ระดับ ML

* %R: ร้อยละการกลับคืน (%recovery)
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				    ปริมาณจากการวิเคราะห์ (pg/g fat)
	 ชื่อสาร	 certified value
		  (pg/g fat)	 ครั้งที่ 1 (%Recovery)	 ครั้งที่ 2 (%Recovery)	 ครั้งที่ 3 (%Recovery)

2,3,7,8-TCDD	 0.25	 0.24 (96.0)	 0.26 (104.0)	 0.26 (104.0)
2,3,7,8-TCDF	 0.05	 0.035 (70.0)	 0.045 (90.0)	 0.045 (90.0)
1,2,3,7,8-PeCDD	 0.79	 0.91 (115.2)	 0.80 (101.3)	 0.84 (106.3)
1,2,3,7,8-PeCDF	 0.054	 0.06 (111.1)	 0.04 (74.1)	 0.04 (74.1)
2,3,4,7,8-PeCDF	 1.81	 1.77 (97.8)	 1.79 (98.9)	 1.83 (101.1)
1,2,3,4,7,8-HxCDD	 0.42	 0.39 (92.9)	 0.38 (90.5)	 0.39 (92.9)
1,2,3,6,7,8-HxCDD	 0.98	 0.97 (99.0)	 0.97 (99.0)	 0.88 (89.8)
1,2,3,7,8,9-HxCDD	 0.34	 0.39 (114.7)	 0.37 (108.8)	 0.41 (120.6)
1,2,3,4,7,8-HxCDF	 0.94	 0.98 (104.3)	 0.90 (95.7)	 1.01 (107.4)
1,2,3,6,7,8-HxCDF	 1.01	 1.07 (109.9)	 1.15 (113.9)	 0.98 (97.0)
2,3,4,6,7,8-HxCDF	 1.07	 1.12 (104.7)	 1.07 (100.0)	 0.94 (87.9)

	 ชื่อสารกลุ่ม	 Assigned value	 ปริมาณจากการวิเคราะห์	 ค่า Z-score	 เกณฑ์การยอมรบั
	 NDL-PCBs	 (pg/g fat)	  (pg/g fat)		  Z-score ± 2

	 PCB 28	 0.80	 0.40	 -1.60	 satisfied
	 PCB 52	 0.80	 0.60	 -0.80	 satisfied
	 PCB 101	 3.5	 3.0	 -0.48	 satisfied
	 PCB 138	 1.6	 2.1	 1.00	 satisfied
	 PCB 153	 4.1	 2.7	 -1.12	 satisfied
	 PCB 180	 5.7	 8.0	 1.35	 satisfied
	sum of  the NDL-PCBs	 16.2	 16.9	 0.14	 satisfied

วิจารณ์

ดังที่กล่าวมาแล้วการวิเคราะห์สารกลุ่มไดออกซินและกลุ่มพีซีบีประกอบด้วย 5 ขั้นตอนหลัก ผู้วิจัยและคณะ

ได้พัฒนาและปรับขั้นตอนต่างๆ คือ

1)	 ลดความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุม่ 13C12-PCDDs/Fs ซึง่เป็น Extraction Standard 

และ Internal Standard Spiking Solution เป็น 2.5 พิโกกรัมต่อไมโครลิตร ซึ่งน้อยกว่าวิธีของ US-EPA 

1613 revision B(9) และวิธีที่ได้จากการฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการที่ห้องปฏิบัติการเคมีสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัยอูเมียว 

(Umeå university) ประเทศสวีเดนเมื่อปี พ.ศ. 2553 และวิธีที่ได้จากการฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการที่ห้องปฏิบัติการ

บริษัท IDEA Consultants,  Inc. จังหวัดชิซุโอะกะ (Shizuoka) ประเทศญี่ปุ่นเมื่อปี พ.ศ. 2554 และงานวิจัยของ 

Joseph Ferrario และคณะ(12) ซึ่งใช้ในช่วง 5-100 พิโกกรัมต่อไมโครลิตร เพื่อให้เหมาะส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์

ในนมผงซึ่งต้องวิเคราะห์ในระดับส่วนในล้านล้านส่วน (part per trillion, ppt)

ตารางที่ 6 ความเที่ยงของสารแต่ละตัวในสารกลุ่ม PCDDs/Fs ซึ่งได้จากการวิเคราะห์ตัวอย่างวัสดุ อ้างอิงนมผง 

(Reference material No 607 Natural spray-dried milk powder)

ตารางที่ 7 ความเที่ยงของสารกลุ่ม NDL-PCBs ในตัวอย่างนมผง จากการเข้าร่วมทดสอบความช�ำนาญระหว่าง 

ห้องปฏิบัติการกับ Bipea ประเทศฝรั่งเศส
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2)	 ลดความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานไอโซโทปกลุ่ม 13C
12
-DL-PCBs และกลุ่ม 13C

12
-NDL-PCBs 

เป็น 5 พิโกกรัมต่อไมโครลิตร ซ่ึงน้อยกว่าวิธีของ US-EPA 1668 revision B(10) และวิธีที่ได้จากการฝึกอบรม 

เชิงปฏิบัติการท่ีห้องปฏิบัติการเคมีส่ิงแวดล้อม มหาวิทยาลัยอูเมียว (Umeå university) ประเทศสวีเดนเม่ือปี  

พ.ศ. 2553 และวธิทีีไ่ด้จากการฝึกอบรมเชงิปฏบิตักิารทีห้่องปฏบิตักิารบรษิทั IDEA Consultants,  Inc. จงัหวดัชซุิโอะกะ 

(Shizuoka) ประเทศญี่ปุ่นเมื่อปี พ.ศ. 2554  ซึ่งใช้ในช่วง 5-500 พิโกกรัมต่อไมโครลิตร เหตุผลในการกระท�ำนี้ 

เช่นเดียวกับที่กล่าวไว้ในข้อที่ผ่านมา

3)	 เพ่ิมปริมาณตัวอย่างนมผงในการสกัดสารกลุ่มไดออกซินและพีซีบีเพื่อให้วิธีนี้มี LOQ เป็นไปตาม 

ข้อก�ำหนดของสหภาพยโุรป ซ่ึงส่งผลให้มีสารรบกวนมากขึน้โดยเหน็ได้ชดัเจนจากการหาร้อยละการกลบัคนืของ OCDD,  

OCDF และ PCB 157 ที่ค�ำนวณได้ในช่วงร้อยละ 211.1-397.4 (ตารางที่ 4) ซึ่งสารทั้ง 3 ตัวนี้มีค่าสมมูลความ 

เป็นพิษต�่ำมากจึงไม่ส่งผลต่อการค�ำนวณร้อยละการกลับคืนของผลรวมค่าสมมูลความเป็นพิษของสารทั้งหมด

4)	 ลดขัน้ตอนการท�ำให้สารสกดัตวัอย่างบรสิทุธิข์ึน้ ปกตสิารกลุม่ดงักล่าวจะถกูสกดัออกมาพร้อมกบัไขมนั

และสารรบกวนอื่นๆ ซึ่งมีปริมาณมากมายมหาศาลเมื่อเทียบกับสารที่สนใจ  ในงานวิจัยนี้เลือกใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 

และใช้ multilayer silica column เพื่อก�ำจัดไขมันที่สกัดได้ประมาณ 15 กรัม เมื่อเปรียบเทียบกับห้องปฏิบัติการ

เคมีสิ่งแวดล้อม คณะเคมี มหาวิทยาลัยอูเมียว ประเทศสวีเดน(12) ที่ใช้หลักการแพร่ผ่านเย่ือเลือกผ่าน (dialysis) 

เพื่อก�ำจัดไขมันท่ีไม่เกิน 20 กรัม ซึ่งมีข้อเสียหลักคือต้องใช้เวลาอย่างน้อย 3 วัน และต้องใช้อุปกรณ์เฉพาะเจาะจง  

หรือ ใช้ multilayer silica column หลายคอลัมน์ ซึ่งจะต้องใช้ซิลิกาและตัวท�ำละลายปริมาตรมาก และฝ่ายความ

ปลอดภัยของอาหาร ส�ำนกัยาและอาหารปลอดภัย  กระทรวงสาธารณสขุ ประเทศญีปุ่่น(13) เลอืกใช้ 3 วธิ ีเพือ่ก�ำจดัไขมัน 

ได้แก่ การใช้ Acetonitrile partition การใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้น และการใช้ multilayer silica column ซึ่งจะต้อง

ใช้เวลาและตัวท�ำละลายมากขึ้นเมื่อเทียบกับงานวิจัยนี้

5)	 ปรบัขัน้ตอนการแยกสารกลุม่ PCDDs/Fs, DL-PCBs และ NDL-PCBs ในขัน้ตอนนีผู้้วจิยัและคณะ

เลือกใช้เพียง mixed mode solid phase extraction กล่าวคือบรรจุ multilayer silica อยู่บนชั้น basic alumina 

ซึ่งจะช่วยลดเวลาและปริมาณสารละลายอินทรีย์ เมื่อเปรียบเทียบกับขั้นตอนท่ีใช้คอลัมน์บรรจุของแข็งดูดซับ (solid 

phase extraction) ชนิด basic alumina(12)  หรือ activated carbon(12, 13)  และหลังจากแยกสารทั้งสามกลุ่ม 

ออกจากกันแล้ว ต้องน�ำทั้งสามส่วน (3 fractions) ไประเหยและท�ำให้บริสุทธิ์ขึ้นด้วย multilayer silica column 

หรอื activated carbon ผสมซลิกิาอกีครัง้  ซึง่หมายถงึต้องใช้เวลาเพ่ิมขึน้อย่างน้อย 6 ช่ัวโมง และยงัต้องใช้สารละลาย

เพิ่มขึ้นด้วย หรือไม่เช่นนั้นก็ต้องใช้โทลูอีนเกรดพิเศษส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มไดออกซินเท่านั้น ซึ่งล้วนเป็น

ข้อด้อยเมื่อเทียบกับวิธีที่ทดลองในงานวิจัยนี้

จากผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีในแต่ละหัวข้อ ค่าที่ได้เทียบกับการประกันคุณภาพที่ยอมรับในวิธี 

US-EPA 1613 revision B(9) และ  US-EPA 1668 revision B(10) พบว่า  ความเป็นเส้นตรง (linearity) ของ

เทคนิค isotope dilution ต้องพิจารณาจากค่า %CV ของค่า relative response ของสารมาตรฐาน 5 ระดับ ต้อง

ไม่เกิน 20% ซึ่งเม่ือเทียบกับท่ีได้ในงานวิจัยนี้มีค่าระหว่าง 2.04-12.32% ดังน้ันวิธีวิเคราะห์นี้จึงเหมาะส�ำหรับน�ำไป

ใช้งานและมีสารบางตัวที่ใช้เทคนิค internal standard ได้แก่ 1, 2, 3, 7, 8, 9-HxCDD,  OCDF และ PCB 138  

การพิจารณาความเป็นเส้นตรงต้องพิจารณาจากค่า %CV ของค่า response factor ของสารมาตรฐาน 5 ระดับ ต้อง

ไม่เกิน  35% ซึ่งเมื่อเทียบกับที่ได้ในงานวิจัยนี้สารทั้ง 3 ตัว มีค่าระหว่าง 4.34-7.71%  ดังนั้นวิธีวิเคราะห์นี้จึงเหมาะ

ส�ำหรับน�ำไปใช้งาน 

ต่อมาพิจารณาผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีในหัวข้อขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ ในวิธี US-EPA 

1613 revision B(9) และ US-EPA 1668 revision B(10) ไม่มีข้อมูลส�ำหรับค่า LOQ ในตัวอย่างนมแต่ส�ำหรับ
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สหภาพยุโรป(14) ระบุว่า ค่า LOQ ของวิธีควรมีค่าเท่ากับเศษหนึ่งส่วนห้าของค่า ML ซึ่งในตัวอย่างนมก�ำหนดค่า ML 

ของสารกลุ่ม PCDDs/Fs เท่ากับ 2.5 pg TEQ/g fat ผลรวมของสารกลุ่ม PCDDs/Fs กับสารกลุ่ม DL-PCBs 

เท่ากับ 5.5 pg TEQ/g fat และสารกลุ่ม NDL-PCBs เท่ากับ 40 ng/g fat  ดังนั้นค่า LOQ ของสารแต่ละกลุ่ม 

ควรมีค่าประมาณ 0.50 pg TEQ/g fat, 1.1 pg TEQ/g fat และ 8 ng/g fat ตามล�ำดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ 

กับค่าที่หาได้จากงานวิจัยนี้เท่ากับ 0.732  pg TEQ/g fat,  1.396 pg TEQ/g fat และ 0.0245 ng/g fat ตามล�ำดับ 

ถ้าพิจารณาจากค่าน้ีสรปุว่าวิธวิีเคราะห์น้ีต้องเพิม่ปรมิาณตวัอย่างมากขึน้ เพือ่ให้ได้ไขมันเพิม่ขึน้หรอืลดปรมิาตรสดุท้าย 

ของสารสกัดบริสุทธิ์ลงประมาณร้อยละ 25 เพื่อให้ค่า LOQ ของสารกลุ่ม PCDDs/Fs และ LOQ ผลรวม 

ของสารกลุ่ม PCDDs/Fs กับสารกลุ่ม DL-PCBs มีค่าไม่เกินที่สหภาพยุโรปให้การยอมรับ 

ความแม่นและความเทีย่งของวิธจีากผลการทดสอบความถกูต้องของวธิกีารตรวจวเิคราะห์สารกลุม่ PCDDs/

Fs และ DL-PCBs ซึ่งสหภาพยุโรป(14) ก�ำหนดไว้ที่หัวข้อจุดวิกฤติ (Analytical criteria) ของวิธีวิเคราะห์กล่าวว่า 

ผลรวมปริมาณความเป็นพิษสมมูลของสารกลุ่ม PCDDs/Fs สารกลุ่ม DL-PCBs และผลรวมของสารทั้งสองกลุ่ม ที่

ระดับ ML หรือระดับ action level ค่าความแม่น (trueness) ของวิธีควรมีค่าอยู่ในช่วง -20% ถึง +20%  พบว่างาน

วิจัยนี้มีค่า ± 5.2 ± 6.5 และ ± 4.9 ตามล�ำดับ และความเที่ยงของ within-laboratory reproducibility (RSDR) 

ของวิธีควรมีค่าน้อยกว่า 15% ตามล�ำดับ ซึ่งผลที่ได้จากงานวิจัยนี้มีค่า 6.77, 5.60 และ 5.02 ตามล�ำดับ เมื่อพิจารณา

จากค่าเหล่านี้ กล่าวได้ว่าเหมาะส�ำหรับน�ำไปใช้งาน 

ความแม่นและความเที่ยงของวิธีจากผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีการตรวจวิเคราะห์สารกลุ ่ม 

NDL-PCBs ซึ่งสหภาพยุโรป(14) ก�ำหนดไว้ที่หัวข้อจุดวิกฤติของวิธีวิเคราะห์ (analytical criteria) ที่ระดับ ML 

หรือระดับ action level ค่าความแม่น (trueness) ของวิธีควรมีค่าอยู่ในช่วง -30% ถึง +30% พบว่างานวิจัยนี้มีค่า 

± 3.7 และความเที่ยงของ intermediate precision (RSD) ของวิธีควรมีค่า ≤ 20% ซึ่งงานวิจัยนี้มีค่า 3.54 

เมื่อพิจารณาจากค่าเหล่านี้ กล่าวได้ว่าเหมาะส�ำหรับน�ำไปใช้งาน

นอกเหนือจากการเติมสารมาตรฐานที่สนใจลงในตัวอย่างก่อนสกัด  ผู้วิจัยและคณะยังได้ประเมินความแม่น

ของวธิกีารตรวจวเิคราะห์สารกลุ่ม PCDDs/Fs ในนมผงอ้างอิง (reference material No 607 Natural spray-dried 

milk powder) ผลที่ได้เมื่อเปรียบเทียบกับ certified value พบว่าใกล้เคียงหรือเมื่อค�ำนวณเป็นร้อยละการกลับคืน

ได้ค่าในช่วง 70.0-120.6 ซ่ึงเป็นค่าท่ียอมรบัได้ส�ำหรบัการตรวจวเิคราะห์สารในระดับ ppt และยังได้ประเมนิความแม่น

ของวธิกีารตรวจวิเคราะห์สารกลุม่ NDL-PCBs ในนมผงโดยเข้าร่วมโปรแกรมการทดสอบความช�ำนาญการกบัองค์กร 

ในประเทศฝรั่งเศส ผลการประเมินได้ค่า Z-score อยู่ระหว่าง ±2 ซึ่งถือว่าพึงพอใจ

สรุป

ผลการศึกษาได้บรรลุตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้คือ ได้วิธีวิเคราะห์สารกลุ่มไดออกซิน พีซีบี-คล้ายไดออกซิน

และพีซีบีไม่คล้ายไดออกซินในตัวอย่างนมผงด้วย HRGC/HRMS ซึ่งช่วยให้ประหยัดเวลาและต้นทุนต่อหน่วย และ 

ได้ทดสอบความถูกต้องของวิธีพบว่าเหมาะสมส�ำหรับน�ำไปใช้งาน สามารถน�ำไปใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนการขอรับรอง

ระบบมาตรฐานสากล ISO/IEC17025:2005 และใช้ในงานให้บริการหรืองานวิจัยเชิงส�ำรวจการปนเปื้อนของสาร 

ทัง้สามกลุ่มในนม และผลติภณัฑ์ท่ีผลติในประเทศหรอืน�ำเข้าจากต่างประเทศต่อไป แต่มข้ีอควรระวงัคอืเมือ่มกีารตรวจ

พบสาร OCDD, OCDF และ PCB 157 ปนเป้ือนในตวัอย่างนมผงปรมิาณสงูทีส่่งผลกระทบต่อค่าผลรวมสมมลูความ

เป็นพิษมากกว่าร้อยละ 10 ควรทดลองหาวิธีอื่นเพิ่มเติมเพื่อก�ำจัดสารรบกวนและเมื่อได้ค่าที่พอใจจึงรายงานผล
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ABSTRACT  Broad toxic and biochemical effects for PCDDs/Fs, DL-PCBs, and NDL-PCBs have  
been reported in laboratory animals. The most sensitive endpoints are developmental neurobehavioral effects, 
developmental reproductive effects and immunotoxic effects. More than 90% of human exposure is through 
food, mainly meat, fish and shellfish, milk and dairy products. It is widely known that the determination of  
PCDDs/Fs and DL/NDL-PCBs requires special expertise, sophisticated instrumentation as well as a lot of 
time, manpower and chemical substances. The objective of this study is to develop and to validate a method 
of analysis of PCDDs/Fs and DL/NDL-PCBs in milk powder. Based on EPA 1613B and 1668B method,  
the method had been modified by increasing sample weight, changing and adjusting some chemical  
substances in extraction, cleaning-up procedures and separation of PCDDs/Fs, DL-PCBs and NDL-PCBs  
in which the limits of quantitation correspond to 0.06 – 0.64, 1.85 and 3.50 pg/g fat, respectively. 

Key words: Dioxins, Dioxin-like PCBs, indicator PCBs, milk powder, extraction, HRGC/HRMS


