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การพัฒนาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 
สารกลุ่มไบโอจีนิกเอมีน (Biogenic Amines)

ในปลาและผลิตภัณฑ์จากปลาด้วย UHPLC-UVD

บทคัดย่อ  ฮีสตามีน คาร์ดาเวอรีน พิวเทรสซีน และไทรามีน เป็นสารกลุ่มไบโอจีนิกเอมีน พบได้ในสัตว์น้ำ�และผลิตภัณฑ์สัตว์
น้ำ�หมัก หลายประเทศรวมถึงประเทศไทยมีข้อกำ�หนดเพื่อควบคุมปริมาณการปนเปื้อนสารฮีสตามีน การศึกษานี้ได้พัฒนาและ

ตรวจสอบความใช้ได้วิธีตรวจวิเคราะห์สารทั้ง 4 ชนิดข้างต้น ในปลาและผลิตภัณฑ์ (น้ำ�ปลา) โดยพัฒนาจากวิธีมาตรฐาน ISO 

19343:2017 ซึ่งตรวจสารฮีสตามีนเพียงชนิดเดียวด้วยเทคนิค HPLC-UVD เป็นการตรวจแบบ multi compounds และ 

วัดปริมาณด้วยเครื่อง UHPLC-UVD เพื่อลดเวลาการวัดปริมาณจาก 30 นาที เป็น 7 นาที ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี 

พบว่าวิธีมีความจำ�เพาะเจาะจงสูง ความเป็นเส้นตรงของช่วงใช้งานที่ความเข้มข้นระหว่าง 0–500 mg/kg ในปลา (ยกเว้น 

สารไทรามีน 0–250 mg/kg) และในน้ำ�ปลา 0–1,000 mg/kg ค่าขีดจำ�กัดของการตรวจวัดและการวัดเชิงปริมาณ เท่ากับ 

5 และ 20 mg/kg ตามลำ�ดับ ความแม่นและความเที่ยงทั้งสี่ระดับความเข้มข้น มี %Recovery ในช่วง 80.0–108.6% และ 

ค่า HORRAT < 2 ผลการเข้าร่วมทดสอบความชำ�นาญทางห้องปฏิบัติการในปี ค.ศ. 2021 และ 2022 โดยวิเคราะห์ 

ปริมาณสารฮีสตามีนในปลากระป๋อง อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (-2 ≤ z-score ≤ 2) และจากการสำ�รวจการปนเปื้อนเบื้องต้น 

ในตวัอยา่งผลติภณัฑจ์ากปลารวม 30 ตวัอยา่ง ไมพ่บตวัอยา่งทีม่สีารฮสีตามนีเกนิมาตรฐานทัง้ของประเทศไทยและตา่งประเทศ 

อย่างไรก็ตามสารอีก 3 ชนิด ยังไม่มีการกำ�หนดมาตรฐานควบคุมการปนเปื้อน วิธีที่พัฒนานี้จึงเหมาะสมและน่าเชื่อถือในการ

วิเคราะห์ปริมาณฮีสตามีน คาร์ดาเวรีน พิวเทรสซีน และไทรามีนในปลาและผลิตภัณฑ์

คำ�สำ�คัญ: ไบโอจีนิกเอมีน, ปลา, ผลิตภัณฑ์จากปลา, UHPLC-UVD
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การตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลา	 เอกปุุณณดา เย็็นอุุทก และคณะ

บทนำ�

สารกลุ่่�มไบโอจีนีิกิเอมีนี (Biogenic amine, BAs) 

เป็็นสารประกอบไนโตรเจนที่่�เกิิดจากปฏิิกิิริิยา Decar-

boxylation ระหว่า่งกรดอะมิโินอิสิระ (Free amino acid) 

และเอนไซม์์ Decarboxylase ที่่� สร้้างขึ้้�นโดยกิิจกรรม

ของแบคทีีเรีียบางชนิิด เช่่น Enterobacter, Proteus, 

Klebsiella, Acinetobacter(1) สารกลุ่่�มนี้้�แบ่่งออกเป็็น

ชนิิดย่่อยๆ ตามจำนวนหมู่่�เอมีีน ได้้แก่่ Monoamines 

(เช่น่ Histamine, Tyramine, Phenylethylamine), 

Diamines (เช่่น Cadaverine, Putrescine) และ 

Polyamines (เช่น่ Spermidine, Spermine) ดังัแสดง

ในภาพที่่� 1(2) สารกลุ่่�มนี้้�มัักพบในอาหารประเภทสััตว์์น้้ำ

และผลิิตภััณฑ์์อาหารหมัักที่่�ทำจากสััตว์์น้้ำ เช่่น น้ ้ำปลา

และปลาร้้าที่่�มีีการปนเปื้้�อนสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน 

โดยเฉพาะสาร Histamine ซึ่่�งเป็็นสาเหตุุของการเกิิดโรค

อาหารเป็็นพิิษ รวมไปถึึงอาหารหมัักบางชนิิด เช่่น ไวน์์ 

ไส้ก้รอกตากแห้ง้ (Salami) และชีสีบางชนิดิที่่�อาจพบการ

ปนเปื้้�อนของ Tyramine ได้้เช่่นเดีียวกััน(2) ทั้้�งนี้้�อาการ

และความรุุนแรงของโรคจะมีีความแตกต่่างกัันออกไป 

ขึ้้�นอยู่่�กัับความไวของร่่างกายแต่่ละบุุคคล เช่่น ท้ องเสีีย 

คลื่่�นไส้้ อาเจีียน มี ีผื่่�นขึ้้�นตามร่่างกาย หายใจติิดขััด 

ความดัันโลหิิตสููงผิิดปกติิ เป็็นต้้น(3) หากอาการนั้้�น 

มีีสาเหตุุหลัักมาจากสาร Histamine จะเรีียกว่่าโรค

อาหารเป็็นพิิษจากสารพิิษสคอมบรอยด์์ (Scombroid 

fish poisoning) เนื่่�องจากเป็็นสารที่่�มักพบในปลาที่่�มีี

กรดอะมิิโน Histidine อิิสระปริิมาณสููง ตััวอย่่างปลาใน

วงศ์์ Scombridae เช่่น ปลาทูู ปลาทููน่่า ปลาแมกเคอเรล 

ปลาอิินทรีี ปลาซาร์์ดีีน(4) ในส่่วนของสาร Cadaverine 

และ Putrescine จะไปยัับยั้้�งการทำงานของเอนไซม์์ 

Histamine-N-methyltransferase (HMT) 

และ Diamine oxidase (DAO) ทำหน้้าที่่�ย่อยสลาย

สาร Histamine ให้้อยู่่�ในรููปที่่�มีีความเป็็นพิิษน้้อยลง 

ซึ่่�งเป็็นกระบวนการกำจััดสาร Histamine ออกจาก

ร่่างกายมนุุษย์์(3)

ภาพที่่� 1 โครงสร้้างทางเคมีีของ (a) Histamine, (b) Tyramine, (c) Putrescine และ (d) Cadaverine 

หน่่วยงานตรวจสอบความปลอดภััยด้้านอาหาร

แห่่งสหภาพยุุโรป (The European Food Safety  

Authority, EFSA) ระบุุว่่าสารกลุ่่�ม BAs เหล่่านี้้�

สามารถเกิิดปฏิิกิิริิยากัับสาร Nitrite ซึ่่� งถููกใช้้อย่่าง 

ผิดิวััตถุุประสงค์์ในการเก็็บรัักษาปลาทููน่า่ให้้เนื้้�อปลามีีสีแีดง 

ที่่�คงตััวทำให้้เกิิดเป็็นสาร Nitrosamines ซึ่่�งเป็็นสารก่่อ

มะเร็็ง(5) สารกลุ่่�มนี้้�อาจก่่อให้้เกิิดโรคอาหารเป็็นพิิษ เช่่น

ในปี ีค.ศ. 2017 หน่ว่ยงาน EFSA ได้ร้ายงานจำนวนครั้้�ง 

ในการเกิดิอาการอาหารเป็น็พิษิจากสารพิษิสคอมบรอยด์์ 

มากถึึง 117 ครั้้�ง(6) เช่่นเดีียวกัับประเทศไต้้หวััน พบ 

ผู้้�ป่่วยอาหารเป็็นพิิษจากการบริิโภคลููกชิ้้�นปลาที่่�มีีสาร 

Histamine ปนเปื้้�อนสููงถึึง 910 mg/kg(7) และเมื่่�อปีี 

พ.ศ. 2550 สำนัักระบาดวิิทยา กรมควบคุุมโรค กระทรวง

สาธารณสุุข ได้้เผยแพร่่ข้้อมููลการสอบสวนโรคอาหาร 

เป็็นพิิษในกลุ่่�มพนัักงานโรงงานผลิิตอาหารทะเลแช่่แข็็ง

แห่ง่หนึ่่�ง ในจังัหวัดัสมุทุรปราการ พบผู้้�ป่ว่ย จำนวน 28 ราย 

มีีอาการถ่่ายเหลว คลื่่�นไส้้ อาเจีียน หน้้าแดง ปากชา และ 

ผื่่�นคััน หลัังรัับประทานอาหารจากโรงอาหารของโรงงาน 

ซึ่่�งจากการตรวจสอบพบว่่าปลาทููน่่าส้้มทอด มีีการปนเปื้้�อน 

สาร Histamine สู งกว่่า 440 mg/kg จึ งเป็็นสาเหตุุ 

ในการเกิิดโรคในครั้้�งนี้้�(8) ต่ ่อมาในปีี พ.ศ. 2566 มีีข่่าว

การรับัประทานแมลงทอดแล้ว้เกิดิอาการแพ้อ้ย่า่งรุนุแรง 

สำนัักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) จึ ึงออก

ประกาศเตือืนผู้้�บริโิภคที่่�มีปีระวัตัิโิรคภูมูิแิพ้ห้รือืหอบหืดื
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The Analytical Method of Biogenic Amines in Fish and Fishery Products	 Aekgphoonnada Yenuthok et al.

ควรหลีกีเลี่่�ยง พร้อ้มแนะรับัประทานแมลงอย่า่งปลอดภัยั 

เลือืกซื้้�อจากแหล่ง่ผลิติหรือืจำหน่า่ยที่่�ถูกูสุขุลัักษณะ และ

ปรุงุให้้สุกุก่่อนรัับประทาน(9) ดังันั้้�นจากความเป็็นพิิษของ 

สารกลุ่่�มนี้้� โดยเฉพาะสาร Histamine ที่่�มีีรายงานความ

เป็็นพิิษมากกว่่าสารอื่่�น ประเทศต่่างๆ จึ งมีีการออก 

ข้้อกำหนดว่่าด้้วยปริิมาณการปนเปื้้�อนสููงสุุดที่่�ยอมรัับได้้ 

เพื่่�อเป็น็การคุ้้�มครองผู้้�บริโิภค และปี ีค.ศ. 2005 สหภาพ

ยุุโรปได้้ออกข้้อกำหนด EC No 2073/2005 ที่่�กำหนด

ให้้ตรวจพบสาร Histamine ในสััตว์์น้้ำและผลิิตภััณฑ์์

อาหารจากสัตัว์น์้ำ้ที่่�มีกีรดอะมิโิน Histidine สูงู ได้ไ้ม่เ่กินิ 

200 mg/kg และสำหรัับผลิิตภััณฑ์์สััตว์์น้้ำที่่�ผ่าน

กระบวนการหมัักด้้วยน้้ำเกลืือ (น้ำ้ปลา) ตรวจพบได้้ไม่่เกิิน 

400 mg/kg(10) และคณะกรรมาธิิการโครงการมาตรฐาน

อาหารระหว่่างประเทศ (CODEX) กำหนดให้้ตรวจ 

พบสาร Histamine ในปลาและผลิิตภััณฑ์์ได้้ไม่่เกิิน 

200 mg/kg(11) ขณะที่่�ประเทศไทยมีีการกำหนด

มาตรฐานสิินค้้าเกษตร ในผลิิตภััณฑ์์ปลาแล่่เยืือกแข็็ง 

จากปลาในวงศ์์ Clupeidae, Scombridae, Scom-

bresocidae, Pomatomidae และ Coryphaenedae 

ทุุกชนิิด ให้้ตรวจพบสาร Histamine ได้้ไม่่เกิิน  

200 mg/kg (มกษ. 7014-2548)(12)   ในผลิติภัณัฑ์ป์ลาทูนู่า 

และปลาโบนิิโตในภาชนะบรรจุุปิดสนิิทกำหนดเกณฑ์์ 

การเสื่่�อมคุุณภาพไว้้ที่่�ไม่่เกิิน 100 mg/kg (มกษ. 7015-

2549)(13) อย่่างไรก็็ตามสำหรัับสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน

ชนิิดอื่่�น ๆ  ยัังไม่่มีีการกำหนดปริิมาณการปนเปื้้�อนสููงสุุด

ที่่�ยอมรัับได้้ทั้้�งของประเทศไทยและนานาชาติิ เนื่่�องจาก

ยัังไม่่มีีข้้อมููลความเป็็นพิิษเพีียงพอ แต่่จากการประชุุม

คณะกรรมาธิิการโครงการมาตรฐานอาหาร FAO/WHO 

(Codex Alimentarius Commission) ในปี ีค.ศ. 2014 

ได้้มีีคำแนะนำจากผู้้�เข้้าร่่วมประชุุมเสนอให้้มีีการศึึกษา

ความเป็น็พิิษของสารกลุ่่�มนี้้�เพิ่่�มเติมิ ได้แ้ก่ ่Putrescine, 

Cadaverine และ Tyramine(14) เพื่่�อเป็็นข้้อมููลนำเข้้า

ในการกำหนดมาตรฐานของสารทั้้�ง 3 ชนิิดนี้้� ทั้้� งนี้้�สาร 

กลุ่่�มไบโอจีนีิกิเอมีนีสามารถใช้เ้ป็น็ดัชันีีชี้้�วัดการเน่า่เสียีได้้

จากการคำนวณค่่า Biological amines index (BAI) 

ที่่�มาจากผลรวมความเข้้มข้้นของสาร Histamine,  

Putrescine, Cadaverine และ Tyramine(15)  ขณะที่่� 

การใช้้ประสาทสััมผััสของร่่างกายอย่่างการดมกลิ่่�นเป็็น

วิิธีีหนึ่่�งที่่�ช่วยในการพิิจารณาความสดของสััตว์์น้้ำได้้(3)  

แต่่ไม่่สามารถใช้้ เป็็นเกณฑ์์ที่่� จะตััดสิินสุุดท้้ายใน

กระบวนการคััดเลืือกวััตถุุดิิบสำหรัับกระบวนการผลิิตได้้ 

เนื่่�องจากกลิ่่�นของสััตว์์น้้ำที่่�เริ่่�มเกิิดการเน่่าเสีียไม่่มีีความ

สััมพัันธ์์กัันกัับปริิมาณสารกลุ่่�ม BAs ที่่�ตรวจพบ(15,16)

การตรวจวิิเคราะห์์ปริิมาณสารกลุ่่�ม BAs สามารถ

ทำได้้หลายเทคนิิค เช่่น เทคนิิค Ion chromatography 

เทคนิิค Colorimetry เทคนิิค Spectrophotometry 

และเทคนิิค High Performance Liquid Chromato-

graph (HPLC) โดยเมื่่�อปีี ค.ศ. 1987 Association 

of Official Analytical Chemists (AOAC) ได้้ 

เผยแพร่ว่ิธิีอี้า้งอิงิ AOAC 977.13(17) เพื่่�อใช้ต้รวจวิเิคราะห์์

สาร Histamine ในอาหารทะเลด้้วยวิิธีี Fluorometric  

ซึ่่�งเป็็นวิิธีีที่่�ไม่่ซัับซ้้อน ใช้้เวลาน้้อยในการตรวจวััด และ

แม่่นยำ อย่่างไรก็็ตามยัังมีีข้้อจำกััดบางประการ เช่่น 

มีีความจำเพาะเจาะจงน้้อยกว่่าวิิธีีอื่่�น เช่่น HPLC 

เนื่่�องจากอาจเกิิดปฏิิกิิริิยาอนุุพัันธ์์กัับสารอื่่�นในตััวอย่่าง

ที่่�มีโีครงสร้า้งคล้า้ย Histamine(18) สารเชิงิซ้อ้นที่่�เกิดิขึ้้�น 

มีีความไม่่สเถีียร สามารถสลายตััวได้้ในระยะเวลา 

อัันสั้้�น(19,20) และตรวจวิิเคราะห์์สารได้้เพีียงครั้้�งละ 

หนึ่่�งชนิิดเท่่านั้้�น อีีกทั้้�งไม่่สามารถเปิิดเครื่่�องไว้้แล้้วตรวจ

วััดแบบอััตโนมััติิได้้ นั กวิิเคราะห์์จะต้้องทำการวััดด้้วย 

ตัวัเองครั้้�งละ 1 ตัวัอย่่าง จึงเป็็นการเสีียเวลาหากมีีตัวัอย่่าง

จำนวนมาก เทคนิิค HPLC เป็็นวิิธีีที่่�ได้้รัับความนิิยม

และใช้้ในวิิธีีมาตรฐาน เนื่่�องจากมีีความจำเพาะเจาะจง 

ความถููกต้้อง และแม่่นยำสููง สามารถตรวจวิิเคราะห์์สาร

ได้้หลายชนิิดในเวลาเดีียวกััน และมีีรายงานวิิจััยหลาย

ฉบัับเกี่่�ยวกัับการพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�ม BAs 

ในปลาและผลิิตภััณฑ์์ โดยใช้้เทคนิิค HPLC ร่ วมกัับ

การทำปฏิิกิิริิยาอนุุพัันธ์์ด้้วย reagent ชนิิดต่่างๆ เช่่น 

o-Phthaldialdehyde, Benzoyl chloride และ  

Dansyl chloride เป็น็ต้น้ ประกอบกับัในปี ีค.ศ. 2005 ที่่�

ผ่า่นมา EU ได้อ้อกประกาศ Commission Regulation 

(EU) No 2073/2005 และระบุุให้้ใช้้เทคนิิค HPLC 

เป็็นวิิธีีวิิเคราะห์์อ้้างอิิง(10) และในปีี ค.ศ. 2017 องค์์การ

ระหว่่างประเทศว่่าด้้วยการมาตรฐาน (International 

Organization for Standardization: ISO) 

ได้้ประกาศวิิธีีมาตรฐานสำหรัับตรวจวิิเคราะห์์ปริิมาณ 
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การตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลา	 เอกปุุณณดา เย็็นอุุทก และคณะ

Histamine ในปลาและผลิติภััณฑ์ส์ัตัว์์น้้ำด้ว้ยวิธิี ีHPLC 

(ISO 19343:2017)(21) ซึ่่� งเป็็นวิิธีีที่่�ตรวจวิิเคราะห์์สาร

ดัังกล่่าวผ่่านกระบวนการสกััดด้้วยสารละลายกรด per-

chloric ทำปฏิกิิริิยิาอนุพุันัธ์ร์ะหว่า่งสาร Histamine กับั 

dansyl chloride โดยการให้้ความร้้อนตามอุุณหภููมิิที่่�

กำหนด เพื่่�อเปลี่่�ยนโครงสร้้างของสารให้เ้หมาะสมกับัการ

ตรวจวััดด้้วยเครื่่�อง HPLC-UV detector 

การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์

สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน จำนวน 4 ชนิิด ประกอบด้้วย  

Histamine (HIS), Cadaverine (CAD), Putrescine 

(PUT) และ Tyramine (TYR) ในปลาและผลิิตภััณฑ์์

จากปลาด้้วยเครื่่�อง UHPLC-UVD โดยนำวิิธีมีาตรฐาน 

ISO 19343:2017 มาใช้้เป็็นต้้นแบบในการพััฒนาวิิธีี

ตรวจวิิเคราะห์์และทำการตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี

ที่่�พััฒนาขึ้้�น เพื่่�อให้้มั่่�นใจว่่าวิิธีีวิิเคราะห์์มีีความถููกต้้อง 

แม่่นยำ เหมาะสม น่่าเชื่่�อถืือ และสามารถเปิิดให้้บริิการ

ตรวจวิิเคราะห์์ได้้ ตลอดจนการสำรวจการปนเปื้้�อนของ

สารกลุ่่�มดัังกล่่าวในผลิิตภััณฑ์์จากปลาที่่�จำหน่่ายอยู่่�ใน 

เขตจัังหวััดกรุุงเทพมหานครและนนทบุุรีี เพื่่�อให้้ทราบ 

สถานการณ์์การปนเปื้้�อนเบื้้�องต้้น รวมถึึงอาจนำไปสู่่�การ

ขยายขอบข่่ายสู่่�การตรวจวิิเคราะห์์ในอาหารชนิิดอื่่�นๆ 

เพื่่�อเป็็นการคุ้้�มครองผู้้�บริิโภคได้้อีีกด้้วย

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีีและสารมาตรฐาน

สารเคมีี: acetone, acetonitrile และ toluene 

(HPLC grade: Burdick & Jackson, USA), 

perchloric acid (purity ≥ 65%, Fisher Chemicals, 

USA), sodium carbonate (purity ≥ 99%, 

Merck, Germany), L-proline (HPLC reagent 

plus grade, purity ≥ 99%) และ dansyl chloride 

(HPLC derivatization grade, purity ≥ 99.0%) ของ  

Sigma-Aldrich สหรััฐอเมริิกา, nitrogen gas (N
2
) 

ความบริิสุุทธิ์์� 99.5% และน้้ำปราศจากไอออน (Type I 

มีีค่่า resistivity >18 MΩ/cm)

สารมาตรฐาน: Histamine dihydrochloride 

(TLC grade, purity ≥ 99%), Cadaverine 

dihydrochloride (Analytical grade, purity 

≥ 99.0%), Putrescine dihydrochloride (TLC grade, 

Purity ≥ 98%), 1,7-diaminoheptane (Analytical 

grade, purity ≥ 98.0%) ซึ่่� งเป็็นผลิิตภััณฑ์์ของ 

Sigma-Aldrich สหรััฐอเมริิกา และ Tyramine 

hydrochloride (Analytical grade, Purity ≥ 98%) 

เป็็นผลิิตภััณฑ์์ของ Toronto Research Chemicals 

ประเทศแคนาดา

การเตรีียมสารมาตรฐานและสารละลาย

เตรีียมสารละลายมาตรฐานไบโอจีีนิิกเอมีีน 

(Stock standard solution) โดยละลายสารมาตรฐาน 

แต่่ละชนิิด ได้้แก่่ Histamine dihydrochloride, 

Cadaverine dihydrochloride, Putrescine  

dihydrochloride และ Tyramine hydrochloride 

ในน้้ำปราศจากไอออน โดยคำนวณย้้อนกลัับให้้มีีความ

เข้้มข้้นในรููปของสาร Histamine, Cadaverine, 

Putrescine และ Tyramine อิสิระ เท่า่กับั 12.5 mg/mL 

และเจืือจางให้้เป็็น Intermediate mixed standard 

solution โดยปิิเปตสารละลาย Stock standard แต่่ละ

ชนิดิลงในขวดวัดัปริมิาตร ขนาด 10 mL ชนิดิละประมาณ 

2.5 mL ให้ส้ารแต่ล่ะชนิดิมีคีวามเข้ม้ข้น้ 3.125 mg/mL 

และเก็็บรัักษาสารละลายมาตรฐานทุุกชนิิดที่่�อุณหภููมิิ 

-20°C (Mitsubishi Electric, Japan) ได้้ 

เป็็นเวลา 1 ปีี 

เตรีียมสารละลาย Internal standard (IS) โดย

ละลาย 1,7-diaminoheptane ในน้้ำปราศจากไอออนให้้

มีคีวามเข้ม้ข้น้ 6.4 mg/mL และเก็็บรักัษาที่่�อุณุหภูมูิ ิ4°C 

(Mitsubishi Electric, Japan) ได้เ้ป็น็เวลา 3 สัปัดาห์์

เตรีียมสารละลาย Derivatizing agent โดย

ละลาย dansyl chloride ใน acetone ให้้มีีความเข้้มข้้น 

7.5 mg/mL และเก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิ -20°C ได้้ 

เป็็นเวลา 3 สััปดาห์์

เตรีียมสารละลาย L-proline โดยละลายในน้้ำ

ปราศจากไอออนให้้มีีความเข้้มข้้น 100 mg/mL และ 

เก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิ 4°C ได้้เป็็นเวลา 3 สััปดาห์์

เตรีียมสารละลายกรด perchloric โดยละลาย 

perchloric acid 65% ในน้้ำปราศจากไอออนให้้มีี 

ความเข้้มข้้น 0.2 M และเก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิห้้องได้้ 

เป็็นเวลา 6 เดืือน
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เตรีียมสารละลาย Na2CO3 อิ่่� มตััว โดยละลาย 

sodium carbonate ประมาณ 110 g ในน้้ำปราศจาก

ไอออน 150 ml และเก็็บรัักษาที่่�อุุณหภููมิิ 4°C ได้้ 

เป็็นเวลา 3 เดืือน

 

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

เครื่่�องชั่่�งความละเอีียดทศนิิยม 2 ตำแหน่่ง รุ่่� น 

JB4002-L-G (Mettler Toledo, USA), เครื่่�องชั่่�ง 

ความละเอีียดทศนิิยม 4 ตำแหน่่ง (รุ่่�น AB204-S,  

Mettler Toledo, USA), อ่่างน้้ำร้้อนควบคุุมอุุณหภููมิิ 

(water bath) (Memmert GmbH, Germany), 

เครื่่�องปั่่�นผสมความเร็็วสููง (Ultra turrax®) (IKA, 

China), เครื่่�องปั่่�นเหวี่่�ยงความเร็็วสููง (centrifuge) 

(Kubota, Japan), เครื่่�องผสมสาร (vortex mixer) 

(Vortex-2Genie, USA), อ่างน้้ำความถี่่�สูง (sonicate 

bath) (Thermo Scientific, UK), เครื่่�องระเหย

แบบหลายหลอดแก้้ว (TurboVap®) (Biotage, 

Sweden), micro pipette ขนาด 1–10, 20–200, 

30–300 และ 100–1000 µL, หลอดทดลองพลาสติิก 

สำหรัับเครื่่�องหมุุนเหวี่่�ยงความเร็็วสููง (centrifuge 

tube) ขนาด 50 mL, หลอดแก้้วฝาเกลีียว ขนาด 4 mL 

(reaction vial) syringe filter ชนิิด PTFE 0.2 µm 

ขนาด 13 mm และ บีีกเกอร์์ขนาด 100 และ 250 mL 

เครื่่�อง UHPLC (AZURA, KNAUER,  

Germany) ที่่�มี ี detector ชนิิด UV visible และ  

Analytical Column ชนิิด C18 ขนาด 3.0 × 100 mm  

× 2.5 µm (XSelect HSS, Waters, USA)

ตััวอย่่างและการเตรีียมตััวอย่่าง

ตััวอย่่าง

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี 

ได้แ้ก่ ่เนื้้�อปลาแพนกาเซียีส (Pangasius hypophthal-

mus) เป็็นตััวแทนของปลา และน้้ำปลาผสมเป็็นตััวแทน

ของผลิิตภััณฑ์์จากปลา โดยซื้้�อเนื้้�อปลาแพนกาเซีียส 

แล่่ไม่่มีีหนััง แช่่แข็็งบรรจุุถุุงพลาสติิกชนิิดสุุญญากาศ 

ปริิมาณ 1 กิ โลกรััม จากห้้างสรรพสิินค้้าในจัังหวััด

นนทบุุรีี ซึ่่� งได้้ทำการทดสอบเบื้้�องต้้นเพื่่�อให้้ทราบว่่า

ตัวัอย่า่งที่่�นำมาใช้้นั้้�นพบสััญญาณสารกลุ่่�มไบโอจีีนิกิเอมีนี 

ทั้้�ง 4 ชนิิด ที่่�อ่่านได้้จากเครื่่�อง UHPLC-UVD หรืือไม่่ 

ตััวอย่่างที่่�นำมาใช้้เป็็น Sample blank พบค่่าความ 

เข้ม้ข้น้ของ BAs ทั้้�ง 4 ชนิดิ แต่น่้อ้ยกว่่า 1/10 เท่า่ของค่า่ 

Maximum Limit (ML) อ้างอิงิหรือืน้อ้ยกว่า่ค่า่ขีดีจำกัดั 

ของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) 

เนื่่�องจากในธรรมชาติิมัักพบการปนเปื้้�อนของสารกลุ่่�ม

ดัังกล่่าวปริิมาณเล็็กน้้อยในอาหาร จึ ึงอาจเป็็นการยากที่่�

จะเลืือกตััวอย่่างที่่�ไม่่พบการปนเปื้้�อนของสารทั้้�ง 4 ชนิิด 

ในตััวอย่่างเดีียวกััน

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการสำรวจปริิมาณการปนเปื้้�อน

เบื้้�องต้้นของสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน ได้้แก่่ ปลาทููน่่า

กระป๋๋อง 5 ตั วอย่่าง ผลิิตภััณฑ์์ปลาแห้้ง (ปลาแห้้ง/ 

ปลากรอบ) 10 ตัวัอย่า่ง และน้ำ้ปลา 15 ตัวัอย่า่ง รวมทั้้�งสิ้้�น 

30 ตััวอย่่าง

การตรวจวิิเคราะห์์

การตรวจวิเิคราะห์ส์ารกลุ่่�มไบโอจีกีนิกิเอมีนี ได้แ้ก่่ 

Histamine (HIS), Cadaverine (CAD), Putrescine 

(PUT) และ Tyramine (TYR)  ในปลาและผลิิตภััณฑ์์

จากปลาด้้วย UHPLC-UVD ซึ่่� งพััฒนามาจากวิิธีี

มาตรฐาน EN ISO 19343:2017(21) โดยวิิธีีนี้้�เป็็นวิิธีีที่่�

จำเป็็นต้้องทำปฏิิกิิริิยาอนุุพัันธ์์ก่่อนการแยกด้้วยคอลััมน์์

ที่่�เหมาะสม (Pre-column derivatization) เพื่่�อให้้

ได้้อนุุพัันธ์์ของสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนทั้้�ง 4 ชนิิด และ

วััดปริิมาณสารดัังกล่่าวด้้วยเครื่่�อง UHPLC-UVD 

โดยเทีียบกัับสาร 1,7-diaminoheptane ซึ่่� งใช้้เป็็น  

Internal standard

การเตรีียมสารละลายตััวอย่่าง 

กรณีีของเนื้้�อปลา ชั่่� งตััวอย่่างปลาที่่�บดแล้้ว 

5.0±0.1 กรััม เติิมสารละลายกรด perchloric 

ความเข้้มข้้น 0.2 M ปริิมาตร 10 mL ในกรณีีผลิิตภััณฑ์์ 

จากปลา (น้้ำปลา) ชั่่�งตััวอย่่าง 2.5±0.05 กรััม และปรัับ 

ปริิมาตรเป็็น 10 mL ด้ ้วยกรด perchloric 0.2 M 

จากนั้้�นเติิมสารละลาย IS ปริิมาตร 200 µL ปั่ �นผสม 

ตััวอย่่างโดยใช้้เครื่่�องป่ั่�นผสมความเร็็วสููงเป็็นเวลา 

1 นาทีี นำไปแยกชั้้�นด้้วยเครื่่�อง centrifuge ที่่�ความเร็็ว 

8,000 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 5 นาทีี ที่่�อุ ณหภููมิิ 4°C 
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การตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลา	 เอกปุุณณดา เย็็นอุุทก และคณะ

ดููดสารละลายส่่วนใส (Supernatant) ปริิมาตร 

100 µL ใส่่ลงในขวดแก้้วฝาเกลีียว ขนาด 2 mL  

เติิมสารละลาย sodium carbonate อิ่่� มตััว ปริิมาตร  

300 µL และผสมให้้เข้้ากัันด้้วยเครื่่�องผสมสาร เป็็นเวลา 

10 วิ นาทีี เติิมสารละลาย dansyl chloride ปริิมาตร 

400 µL เขย่า่ด้ว้ยเครื่่�องผสมสาร และทำปฏิิกิริิยิาอนุพุันัธ์์ 

โดยแช่่ในอ่่างน้้ำควบคุุมอุุณหภููมิิ 60°C เป็็นเวลา 5 นาทีี

ในที่่�มืด เมื่่�อครบเวลานำออกมาตั้้�งทิ้้�งไว้้ให้้หายร้้อนที่่�

อุุณหภููมิิห้้อง เติิมสารละลาย L-proline ปริิมาตร 100 

µL เขย่่าด้้วยเครื่่�องผสมสารและวางไว้้ในที่่�มืืด เป็็นเวลา 

15 นาทีี แล้้วเติิม toluene ปริิมาตร 500 µL ผสมให้้

เข้้ากัันด้้วยเครื่่�องผสมสาร (เพื่่�อหยุุดปฏิิกิิริิยาและกำจััด 

dansyl chloride ส่่วนเกิิน) แช่่แข็็งที่่�อุุณหภููมิิ -18°C 

(Mitsubishi Electric, Japan) เป็็นเวลาประมาณ 

30 นาทีี และดููดสารละลายอิินทรีีย์์ส่่วนบนใส่่ลงใน 

vial ขนาด 4 mL นำไประเหยที่่�อุณหภููมิิห้้องภายใต้้

แก๊๊สไนโตรเจน จนแห้้งสนิิทแล้้วเติิมสารละลาย 60% 

acetonitrile ในน้้ำ ปริิมาตร 200 µL ทัันทีี เขย่่าเบาๆ 

ด้้วยเครื่่�องผสมสาร กรองสารละลายที่่�ได้้ผ่่าน syringe 

filter ชนิิด PTFE 0.2 µm และตรวจวิิเคราะห์์ด้้วย 

เครื่่�อง UHPLC-UVD

การพััฒนาสภาวะของระบบ UHPLC-UVD

นำวิิธีีมาตรฐาน ISO 19343:2017 ในขั้้�นตอน

ของการตรวจวััดด้้วยเครื่่�อง HPLC มาปรัับเปลี่่�ยนโดย

ใช้้เครื่่�อง UHPLC-UVD ทดสอบสภาวะของเครื่่�องมืือ 

ประกอบด้้วย ขั้้�นตอนการเปรีียบเทีียบ UHPLC column 

ชนิิด C18 ต่ ่างยี่่�ห้้อ การปรัับสััดส่่วนและ flow rate 

ของ mobile phases และอุุณหภููมิิของตู้้�อบคอลััมน์์ 

(column oven)

การคำนวณความเข้้มข้้นของสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน

คำนวณความเข้้มข้้นที่่�ตรวจพบและรายงาน 

ในหน่่วย mg/kg โดยใช้้ความเข้้มข้้น (mg/mL) 

จากสมการเส้้นตรงของกราฟมาตรฐานของสารกลุ่่�ม 

ไบโอจีีนิิกเอมีีนแต่่ละชนิิด ดัังสมการต่่อไปนี้้�

การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีวิิเคราะห์์ (Method 

validation)

ความจำเพาะเจาะจง (Specificity/Selec-

tivity)

ทดสอบโดยการวิิเคราะห์์สารละลาย Reagent 

blank ที่่� เตรีียมโดยการเติิม Internal standard 

ปริิมาตร 200 µL ลงในขวดปรัับปริิมาตร ขนาด 10 mL 

และปรับัปริมิาตรด้ว้ยสารละลายกรด perchloric 0.2 M 

สารละลาย Sample blank เตรีียมโดยดำเนิินการตาม

หััวข้้อการเตรีียมสารละลายตััวอย่่าง และสารละลาย

ตััวอย่่างซึ่่�งเติิมสารมาตรฐาน PUT, CAD, HIS และ 

TYR (Spiked sample) ที่่�ความเข้้มข้้น 250 mg/kg 

รวมถึึง IS จากนั้้�นนำสารละลายทั้้�ง 3 ชนิิด ผ่่านปฏิิกิิริิยา

อนุุพัันธ์์และฉีีดเข้้าเครื่่�อง UHPLC-UVD ภายใต้้

สภาวะที่่�กำหนด เพื่่�อพิิจารณาว่่าสััญญาณทั้้�งหมดที่่� 

เกิิดขึ้้�นเป็็นสััญญาณจากสารที่่�ต้องการวิิเคราะห์์ไม่่ใช่จาก  

reagent สิ่่�งปนเปื้้�อนหรืือจากสิ่่�งอื่่�น และเพื่่�อพิิจารณาว่่า 

พีีคของสาร BAs ทุุกชนิิดที่่�เติิมลงในสารละลายตััวอย่่าง 

ออกมาที่่� Retention time (RT) ต่า่งกันัและแยกจากกันั 

อย่่างอิิสระ

ความเป็็นเส้้นตรงและช่่วงของการใช้้งานกราฟ

มาตรฐาน (Linearity and working range)

ความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐาน

ทดสอบความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐาน 

(Calibration curve) ที่่� เตรีียมขึ้้�นโดยเติิมสารละลาย

มาตรฐานไบโอจีีนิิกเอมีีนทั้้�ง 4 ชนิิด จำนวน 8 ระดัับ

ความเข้้มข้้น ได้้แก่่ 0, 0.0025, 0.005, 0.0125, 0.025, 

0.05, 0.125 และ 0.25 mg/mL และเติิม Internal 

เมื่่�อ	 CBAs	คื ือ 	ความเข้ม้ข้น้ของสารกลุ่่�มไอโบจีนีิกิ- 

			   เอมีนีแต่ล่ะชนิดิที่่�สกัดัได้ ้(mg/kg)

	 conc.BAs	คื อ 	ความเข้้มข้้น (mg/mL) จากสมการ 

			   เส้้นตรง (mg/mL)

	 10	คื อ	 ปริมิาตรตัวัอย่า่งที่่�เตรียีมในขั้้�นตอน 

			   การสกััด (10 mL)

	 Wt	คื ือ	น้ ้ำหนัักของตััวอย่่าง (kg)

                              10CBAs = conc.BAs ×  		        Wt
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standard ให้้มีีความเข้้มข้้น 0.128 mg/mL ระดัับละ 

3 ซ้้ำ ซึ่่�งครอบคลุุมค่่า ML ของสาร Histamine ตาม

ข้้อกำหนด EC No 2073/2005(10) วิิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�อง 

UHPLC-UVD สร้้างกราฟมาตรฐานความสััมพัันธ์์

ระหว่า่งความเข้ม้ข้น้ (Concentration) ของสารที่่�สนใจ 

(แกน X) กั ับอััตราส่่วนระหว่่างพื้้�นที่่�ใต้้กราฟ (Area 

ratio) ของสารที่่�สนใจต่่อสาร IS (แกน Y) คำนวณ 

ค่่าสััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ (Coefficient of deter-

mination, R2) กำหนดเกณฑ์์ยอมรัับ คืือ R2 > 0.990 

และทำกราฟ Residual plot เพื่่�อดููการกระจายตััวของ

ค่่า y-residuals รอบๆ แกน X	

ช่่วงของการใช้้งานและ Matrix effect

ทดสอบ Matrix effect โดยการเติมิสารมาตรฐาน

ไบโอจีีนิิกเอมีีนลงใน Sample blank ให้้มีีความเข้้มข้้น

ในช่่วงของการใช้้งาน (Working range) ระดัับละ 3 ซ้้ำ 

เพื่่�อพิิจารณาว่่าสััญญาณที่่�ได้้จากเครื่่�อง UHPLC-UVD 

ที่่�เพิ่่�มขึ้้�นหรืือลดลงนั้้�นเป็็นผลมาจากส่่วนประกอบที่่�มี

อยู่่�ในตััวอย่่างหรืือไม่่ โดยการพลอตกราฟความสััมพัันธ์์ 

เชิิงเส้้นระหว่่างความเข้้มข้้นของสารละลายมาตรฐาน 

ไบโอจีีนิิกเอมีีนแต่่ละชนิิด (แกน X) และความเข้้มข้้น 

ที่่�ตรวจวััดได้้ใน Spiked matrix (แกน Y) เพื่่�อทดสอบ

ความเป็็นเส้้นตรงและทดสอบช่่วงความเชื่่�อมั่่�น (Con-

fidence interval, CI)(22) ของ Slope ว่า่คลุมุ 1 หรือืไม่่ 

ถ้้าคลุุมแสดงว่่าไม่่มีี Matrix effect โดยหาค่่า CI ดัังนี้้�

ขีีดจำกััดของการตรวจพบ (Limit of detection, 

LOD) และขีีดจำกััดของการวััดเชิิงปริิมาณ (Limit 

of quantitation, LOQ)

ทดสอบโดยนำตัวัอย่า่งปลาและน้ำ้ปลามาวิเิคราะห์์

ปริิมาณสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกทั้้�ง 4 ชนิิด จำนวน 10 ซ้ ้ำ

เพื่่�อคำนวณหาความเข้้มข้้น ความเข้้มข้้นเฉลี่่�ยที่่�พบใน 

Sample blank ( ) และค่า่เบี่่�ยงเบนมาตรฐาน (S) ของ 

ตััวอย่่างทั้้�ง 2 ชนิิด จากนั้้�นคำนวณค่่า LOD ด้้วยสููตร 

LOD = +3S(22) แล้้วยืืนยัันค่่า LOD โดยการเติิมสาร

มาตรฐาน BAs ทั้้�ง 4 ชนิดิ ลงใน Sample blank ที่่�ระดับั

ความเข้้มข้้นเท่่ากัับ LOD ทำการตรวจวััดด้้วยเครื่่�อง 

UHPLC-UV จำนวน 3 ซ้ำ และหาค่า่ Signal to Noise 

(S/N) ซึ่่�งค่่าของ Noise คำนวณด้้วยวิิธีี Root-mean 

square (RMS) โดยมีีเกณฑ์์การยอมรัับ คืือ S/N ≥ 3

ประมาณค่่า LOQ โดยใช้้ค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน 

(S) และความเข้้มข้้นเฉลี่่�ย ( ) จากการทดสอบ LOD 

ด้ว้ยสูตูร LOQ(estimated) = ( )+10S(22) และยืืนยันัค่่า LOQ 

ที่่�คำนวณได้้ โดยวิิเคราะห์์ Sample blank ที่่� เติิมสาร

มาตรฐานไบโอจีีนิิกเอมีีนที่่�ระดัับความเข้้มข้้นเท่่ากัับค่่า 

LOQ(est.) จำนวน 10 ซ้ ้ำ คำนวณค่่าความเข้้มข้้นเฉลี่่�ย 

ของสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนแต่่ละชนิิดที่่�ตรวจพบ 

ค่่ า เบี่่� ย ง เบนมาตรฐาน  ค่ าร้้ อยละการ คืืนกลัับ 

(%Recovery) และค่่าร้้อยละของค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน 

สัมัพัทัธ์ ์(%RSD) เพื่่�อประเมินิความแม่น่และความเที่่�ยง 

โดยใช้้เกณฑ์์การยอมรัับตามมาตรฐานอ้้างอิิงจาก Codex 

Alimentarius Commission (CODEX) – 

Procedural Manual 2019(23) ดัังนี้้�  %Recovery 

อยู่่�ที่่� 80–110%, %RSD ≤ 6.8 และ HorRat < 2

เมื่่�อ	 	คื ือ 	ความเข้้มข้้นของ Spiked matrix  

			   แต่่ละระดัับ (แกน y) 

	 	คื ือ 	ypredicted ได้้จากการแทนค่่าใน 

			   สมการ linear regression line 

	 n	คื ือ 	degree of freedom ของ linear  

			   regression line 

CIslope = b ± t(0.05, n-2)Sb

เมื่่�อ	 b	คื ือ 	Slope

	 t(0.05, n-2)	คื อ	 t-distribution (two-tail) ที่่�  

			   ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%, degree  

			   of freedom = n-2

	 Sb	คื ือ 	standard deviation ของ slope  

			   หาได้้จาก  Sb = 	

เมื่่�อ	 	คื อ 	ความเข้้มข้้นสารละลายมาตรฐาน  

			   BAs (แกน x)

	 	คื อ	ค่ าเฉลี่่�ยความเข้้มข้้นสารละลาย 

			   มาตรฐาน BAs 

	 Sy/x	 หาได้้จาก  Sy/x =  
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การตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลา	 เอกปุุณณดา เย็็นอุุทก และคณะ

ความแม่่น (Accuracy) และความเที่่�ยง (Preci-

sion)

ทดสอบความแม่่นโดยการตรวจวิิเคราะห์์ Sample 

blank ที่่�เติิมสารมาตรฐานไบโอจีีนิิกเอมีีนที่่�ระดัับความ

เข้้มข้้นในช่่วง working range จำนวน 4 ระดัับ ได้้แก่่ 

ระดัับ LOQ, ½×ML, 1×ML และที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 

มากกว่่าจุุดสููงสุุดของกราฟมาตรฐาน ทั้้�งนี้้�จะต้้องเจืือจาง

สารละลายตััวอย่่างให้้มีีความเข้้มข้้นอยู่่�ในช่่วงความเป็็น

เส้้นตรงของกราฟมาตรฐานก่่อนทำการวิิเคราะห์์โดยค่่า 

ML ที่่�ใช้้อ้า้งอิิงเป็็นของสาร Histamine เพีียงชนิิดเดีียว 

ตามข้้อกำหนดของ EU (EC No 2073/2005) และ

นำไปประยุุกต์์ใช้้กัับสารอีีก 3 ชนิิดด้้วย ทำการวิิเคราะห์์

ระดัับความเข้้มข้้นละ 10 ซ้ ้ำ ภายในวัันเดีียวกััน โดย 

นัักวิิเคราะห์์คนเดีียวกััน นำความเข้้มข้้นที่่�ตรวจวิิเคราะห์์

ได้้มาคำนวณค่่า %Recovery เพื่่�อประเมิินความแม่่น 

และคำนวณค่่า %RSD เพื่่�อประเมิินความเที่่�ยงของวิิธีี

วิิเคราะห์์ ด้ ้วย Horwitz’s equation modifed by 

Thomson และ HorRat โดยใช้้เกณฑ์์การยอมรัับ 

ตามมาตรฐานอ้้างอิิงจาก CODEX – Procedural 

Manual 2019(23) โดยใช้้สมการในการคำนวณ %RSDr 

ดัังนี้้�

เช่่นเดีียวกัับการทดสอบ repeatability และประเมิินผล 

การเปรีียบเทีียบนัักวิิเคราะห์์โดยใช้้วิิธีีทางสถิิติิ คื ือ 

One-Way ANOVA (ANOVA Single factor) ทั้้�งนี้้�

หากค่่า p-value > 0.05 แสดงให้้เห็็นว่่าค่่าเฉลี่่�ยความ 

เข้้มข้้นที่่�นัักวิิเคราะห์์ทั้้�ง 3 คน ตรวจวััดได้้นั้้�น ไม่่พบ 

ความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ

ทำการควบคุุมคุุณภาพภายนอกโดยเข้้าร่่วม

โปรแกรมการทดสอบความชำนาญ (Proficiency  

Testing, PT) ระหว่่างห้้องปฏิิบััติิการจากหน่่วยงาน 

PT Provider ในระดัับสากล คื ือ FAPAS® ด้ วย

การเปรีียบเทีียบผลการวิิเคราะห์์สาร Histamine ใน 

ปลาทููน่า่กระป๋๋อง โดยเข้้าร่่วมในเดืือนตุุลาคม ถึง ธันวาคม 

ค.ศ. 2021 และ 2022 ประเมิินผลการทดสอบโดยค่่า 

-2 ≤ z-score ≤ 2 

การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด

การประมาณค่่าความไม่่แน่น่อนของการวััดโดยใช้้ 

Bottom-up approach ตามแนวทางของ Eurachem(24)  

คำนวณโดยพิิจารณาทุุกแหล่่งที่่�มาของความไม่่แน่่นอน 

ได้้แก่่ ปริิมาตร นํ้้� าหนััก กราฟมาตรฐาน ความเที่่�ยง  

ความแม่่น และรวมค่่าความไม่่แน่่นอนทั้้�งหมด จากนั้้�น 

คํํานวณค่่าความไม่่แน่่นอนขยายที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 

ร้้อยละ 95 โดยใช้้ค่่า Coverage factor (k) เท่่ากัับ 2

การสำรวจการปนเปื้้�อนเบื้้�องต้น้ของสารกลุ่่�มไบโอจีนีิกิ

เอมีีนในผลิิตภััณฑ์์จากปลา

ดำเนินิการสำรวจการปนเปื้้�อนเบื้้�องต้น้ ในปี ีพ.ศ. 

2567 มีเกณฑ์ก์ารเลือืกชนิดิตัวัอย่า่งโดยพิจิารณาจากฐาน

ข้้อมููลปริิมาณอาหารที่่�คนไทยบริิโภค (Database of 

Food Consumption of Thai People) พ.ศ. 2559(25) 

พบว่า่ผลิิตภัณัฑ์แ์ปรรููปจากปลาที่่�คนไทยบริิโภคมากที่่�สุด 

5 ลำดัับแรก คืือ น้้ำปลา ปลากรอบ ปลาแห้้ง ผลิิตภััณฑ์์

ปลาแห้ง้ปรุงุรส และปลาทูนู่า่กระป๋อ๋ง จึงแบ่ง่กลุ่่�มตัวัอย่า่ง

เป็็น 3 กลุ่่�ม ประกอบด้้วย น้้ำปลา 15 ตััวอย่่าง ผลิิตภััณฑ์์

ปลาแห้้ง 10 ตััวอย่่าง และปลาทููน่่ากระป๋๋อง 5 ตััวอย่่าง 

รวมทั้้�งสิ้้�น 30 ตัวัอย่า่ง โดยเก็บ็ตัวัอย่า่งจากห้า้งสรรพสินิค้า้ 

และซููเปอร์์มาร์์เก็็ตในกรุุงเทพฯ และนนทบุุรีี และ

ทำการวิิเคราะห์์สาร BAs จำนวน 4 ชนิิด ด้ วยวิิธีี 

ที่่�พััฒนาขึ้้�น

%RSDr  = 0.66 × %RSDr 

เมื่่�อ	 %RSDr	คื ือ	ค่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพััทธ์์ของ 

	 การทำซ้้ำต่่างวััน (Reproducebility) 

	 โดย %RSDr หาได้้จาก %RSDr = 2
(1-0.5 logC)

เมื่่�อ	 C คืือ Concentration ratio(23)

ทดสอบ Intermediate precision โดยวิเิคราะห์์

ตััวอย่่างปลาทููน่่าประป๋๋องและน้้ำปลาที่่�เติิมสารมาตรฐาน 

BAs ให้้มีีความเข้้มข้้นเท่่ากัับ 200 และ 400 mg/kg  

ตามลำดัับ จำนวน 2 ซ้้ำ/ตััวอย่่าง ต่่างวััน จำนวน 7 วััน 

โดยนัักวิิเคราะห์์คนเดีียวกััน และทำการเปรีียบเทีียบผล

การวิิเคราะห์์ระหว่่างนัักวิิเคราะห์์ 3 คน โดยวิิเคราะห์์ 

Spiked sample (ปลาทูนู่่ากระป๋๋อง) ที่่�ระดัับความเข้ม้ข้น้

เท่า่กับั 200 mg/kg จำนวน 7 ซ้ำ้ ภายในวัันเดียีวกันั คำนวณ

ค่่าความเข้้มข้้นเฉลี่่�ย และค่่า %RSD ประเมิินค่่าความ

เที่่�ยงของ Intermediate precision ด้้วย Horwitz’s 

equation modifed by Thomson และ HorRat 
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ผล

การพััฒนาและตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีวิิเคราะห์์ 

พััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์สารกลุ่่�ม BAs โดยอ้้างอิิง

จากมาตรฐาน ISO 19343:2017(21) ซึ่่� งเป็็นวิิธีีที่่�ตรวจ

วิิเคราะห์์สาร Histamine ในปลาและผลิิตภััณฑ์์ 

จากปลาด้้วยวิิธีี HPLC และนำมาดััดแปลงในส่่วนของ

การตรวจวััดปริิมาณสารโดยใช้้เครื่่�อง UHPLC-UVD 

ได้ส้ภาวะที่่�เหมาะสมกัับการตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�ม BAs 

เป้้าหมายทั้้�ง 4 ชนิิด ได้้แก่่ Putrescine, Cadaverine, 

Histamine และ Tyramine โดยลดระยะเวลาในการวัดั

ปริิมาณจาก 30 นาทีี เหลืือเพีียง 7 นาทีี และลดปริิมาณ 

injection volume จาก 20 µL เป็็น 5 µL ดัังแสดง 

ในตารางที่่� 1 และ 2

ตารางที่่� 1 การเปรีียบเทีียบสภาวะของการตรวจวััดปริิมาณสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน

วิิธีีมาตรฐาน ISO 19343:2017 วิิธีีที่่�พััฒนา

analytical column:

column temperature (°C):
mobile phase A:
mobile phase B:
flow rate (mL/min):
injection volume (µL):
Total run time (min)

Kromasil® C18
(4.6 × 250 mm × 5 µm)

25
Acetonitrile

Deionized water Type I
1.0
20
30.0

XSelect HSS® C18
(3.0 × 100 mm × 2.5 µm)

40
Acetonitrile

Deionized water Type I
0.6
5
7.0

ตารางที่่� 2 ผลการศึึกษา Gradient elution program ของอััตราส่่วนผสมของ mobile phase A และ B

วิิธีีมาตรฐาน ISO 19343:2017 วิิธีีที่่�พััฒนา

เวลา
(min)

Acetonitrile
(%)

Deionized water
Type I (%)

เวลา
(min)

Acetonitrile
(%)

Deionized water
Type I (%)

1
2
3
4
5
6

0
11.00
11.10
20.00
20.10
30.00

60
75
95
95
60
60

40
25
5
5
40
40

0
2.30
2.45
5.00
5.10
7.00

70
70
90
90
70
70

30
30
10
10
30
30

ความจำเพาะเจาะจง

จากโครมาโทแกรมของอนุพุันัธ์ส์าร PUT, CAD, 

HIS, TYR และ IS (1,7-diaminoheptane) ที่่� ได้้

จากการตรวจวิิเคราะห์์ตัวัอย่่างปลาและน้้ำปลาด้้วยเครื่่�อง 

UHPLC-UVD พบว่่าในสารละลาย reagent blank 

มีีเพีียงพีีคของ L-proline ที่่�  RT ประมาณ 1.8 นาทีี 

ซึ่่� ง เติิมในขั้้�นตอนการหยุุดปฏิิ กิิริิยาอนุุพัันธ์์  และ

สารละลาย Sample blank ตรวจไม่่พบสารรบกวนที่่�

ให้้พีีคตรงหรืือใกล้้เคีียงกัับ RT ของสารมาตรฐานทั้้�ง 

4 ชนิิด รวมถึึงพีีคของ IS ที่่�ปรากฏอยู่่�ในโครมาโทแกรม

ของ Spiked sample ดัังแสดงในภาพที่่� 2
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ภาพที่่� 2	 โครมาโทแกรมของอนุุพัันธ์์ Putrescine, Cadaverine, Histamine, Tyramine และ Internal  

	 standard (1,7-diaminoheptane) ที่่� RT ต่่างๆ (a) Reagent blank, (b) Sample blank (fish), 

	 (c) Spiked sample (fish) 250 mg/kg, (d) Sample blank (fish sauce) และ (e) Spiked sample  

	 (fish sauce) 250 mg/kg

ความเป็็นเส้้นตรงและช่่วงของการใช้้งานกราฟ

มาตรฐาน

เมื่่�อวิิเคราะห์์สารละลายมาตรฐานโดยการวััด

ปริิมาณด้้วยเครื่่�อง UHPLC-UVD และสร้้างกราฟ

มาตรฐานแสดงความสััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้นของสาร

ที่่�สนใจ (แกน X) กัับ Area ratio ของสารกลุ่่�ม BAs 

แต่่ละชนิิดและ Internal standard (แกน Y) จำนวน 

8 ระดัับ ระดัับละ 3 ซ้้ำ ในช่่วง 0–0.25 mg/mL เมื่่�อ

ประเมินิด้ว้ยสายตา พบว่่ากราฟมาตรฐานที่่�ได้ม้ีคีวามเป็น็

เส้้นตรง ค่่า R2 มีีค่่า > 0.990 ทั้้�งนี้้�กราฟมาตรฐานสำหรัับ

การตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างปลามีีช่่วงความเป็็นเส้้นตรง

เท่่ากัับ 0–0.25 mg/mL (เทีียบเท่่า 0–500 mg/kg) 

ยกเว้้นสาร TYR เท่่ากัับ 0–0.125 mg/mL (เทีียบเท่่า 

0–250 mg/kg) ส่่วนการตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างน้้ำปลา

มีีช่่วงความเป็็นเส้้นตรงกัับ 0–0.25 mg/mL (เทีียบเท่่า 

0–1,000 mg/kg) สำหรัับสารทั้้�ง 4 ชนิิด ดั ังแสดงใน

ตารางที่่�  3 และเมื่่�อนำข้้อมููลทั้้�ง 3 ซ้ ำ มาทำ residual 

plot ของสารทั้้�ง 4 ชนิิด ที่่�ความเข้้มข้้นแต่่ละระดัับ พบว่่า 

ค่่า y-residual มี การกระจายของรอบๆ ค่ าศููนย์์  

ดัังแสดงในภาพที่่� 3

ตารางที่่� 3 	ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐานสำหรัับตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในตััวอย่่างปลา 

	 และผลิิตภััณฑ์์จากปลา (น้้ำปลา)

ชนิิดสาร

ช่่วงความเข้้มข้้น
(mg/kg)

สมการเส้้นตรง
สััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ 

(R2)

ปลา น้้ำปลา ปลา น้้ำปลา ปลา น้้ำปลา

Putrescine
Cadaverine
Histamine
Tyramine

0–500
0–500
0–500
0–250

0–1,000
0–1,000
0–1,000
0–1,000

y = 9.9774×+0.0115
y = 9.7320×+0.0026
y = 8.6783×-0.0026
y = 6.5686×+0.0066

y = 7.3049×+0.0148
y = 7.4792x+0.0168
y = 7.7270x+0.0193
y = 7.4908x+0.0082

0.9972
0.9989
0.9998
0.9991

0.9990
0.9992
0.9984
0.9994
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จากผลการทดสอบ Matrix effect ที่่�ดำเนิินการ

โดยวิิเคราะห์์ความเข้้มข้้นของสาร BAs ทั้้�ง 4 ชนิิด ที่่�เติิม

ลงใน Sample blak ให้้มีีความเข้้มข้้นในช่่วง 0–0.25 

mg/mL จำนวน 8 ระดัับ ระดัับละ 3 ซ้ ้ำ พบค่่า CI 

ของ Slope ที่่� ระดัับความเชื่่�อมั่่�น ร้ ้อยละ 95 ของสาร 

PUT, CAD และ TYR มีีค่่าไม่่ครอบคลุุม 1 ซึ่่�งแสดงว่่า 

ตััวอย่่างปลาและน้้ำปลาส่่งผลต่่อการตรวจวิิเคราะห์์สาร

ทั้้�ง 3 ชนิิด แต่่สำหรัับสาร HIS มี ีค่่า CI ครอบคลุุม 1 

แสดงว่่าไม่่มีี Matrix effect จากตััวอย่่างทั้้�ง 2 ชนิิด 

ดัังแสดงในตารางที่่� 4

ภาพที่่� 3	 กราฟ Residual Plot ของการตรวจวิิเคราะห์์สารละลายกราฟมาตรฐาน Putrescine, Cadaverine, 

	 Histamine ที่่�มีีความเข้้มข้้นระหว่่าง 0 ถึึง 500 mg/kg และสาร (d) Tyramine ที่่�มีีความเข้้มข้้นระหว่่าง  

	 0 ถึ ง 250 mg/kg สำหรัับการตรวจวเคราะห์์ในอย่่างตััวอย่่างปลา (a-d) และที่่�มีความเข้้มข้้นระหว่่าง 

	 0 ถึึง 1,000 mg/kg สำหรัับการตรวจวเคราะห์์ในอย่่างตััวอย่่างน้้ำปลา (e-h)
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การตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลา	 เอกปุุณณดา เย็็นอุุทก และคณะ

ตารางที่่� 4  ตารางแสดงค่่าช่่วงของความเชื่่�อมั่่�นของสารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน

ขีีดจำกััดของการตรวจพบ (LOD) และขีีดจำกััดของ

การวััดเชิิงปริิมาณ (LOQ)

ทดสอบขีีดจำกััดของการตรวจพบ (LOD) โดย

การวิิเคราะห์์ตััวอย่่างปลาและน้้ำปลา (Sample blank)

จำนวน 10 ซ้ ำ พบค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน (S) ของสาร 

PUT, CAD, HIS และ TYR อยู่่�ในช่่วง 0.20–1.14 

และ 0.07–0.28 mg/kg ตามลำดัับ เมื่่�อนำมาคำนวณ 

ขีีดจำกััดของการตรวจพบ ด้้วยสููตร LOD = +3S(22)

จะได้้ค่่า LOD ของการตรวจวิิเคราะห์์สารดัังกล่่าวใน

ตัวัอย่่างทั้้�ง 2 ชนิดิ ที่่�มีความแตกต่่างกัันในแต่่ละชนิิดสาร 

ดัังนั้้�นจึึงทำการปรัับค่่า LOD ของทุุกสารให้้มีีค่่าเท่่ากััน 

คือื 5 mg/kg ตามหลักัการของการกำหนดเกณฑ์ส์ำหรับั

ประเมิินคุุณลัักษณะเฉพาะของวิิธีีวิิเคราะห์์ที่่�เหมาะสม 

(Numeric approach criteria)(26) และมีีค่่า S/N  

ของพีีคอยู่่�ในช่่วง 35.12–61.37 ดัังแสดงในตารางที่่� 5

ตารางที่่� 5  ค่่าขีีดจำกััดของการตรวจพบ (LOD) ของวิิธีีวิิเคราะห์์

ชนิิดสาร

ชนิิดตััวอย่่าง

ปลา น้้ำปลา

Sample 

blank

(mg/kg)

Mean±S

(n = 10)

calculated

LOD

(mg/kg)

พิิสููจน์์

LOD

(mg/kg)

Signal to

 Noise 

(S/N)

n = 3

Sample 

blank

(mg/kg)

Mean±S

(n = 10)

calculated

LOD

(mg/kg)

พิิสููจน์์

LOD

(mg/kg)

Signal to Noise 

(S/N)

n = 3

Putrescine

Cadaverine

Histamine

Tyramine

0.43±0.21

0.67±0.36

0.09±0.20

1.59±1.14

1.06

1.75

0.69

5.01

5

5

5

5

50.19

42.44

36.33

61.37

2.61±0.28

4.24±0.11

3.90±0.15

1.60±0.07

3.45

4.56

4.33

1.81

5

5

5

5

36.58

35.12

35.71

53.91

ประมาณค่่าขีีดจำกััดของการวััดเชิิงปริิมาณ 

(LOQ) ด้ วยสููตร LOQ(est.) +10S(22) (ค่่า S จาก

การทดสอบ LOD ในตารางที่่�  5) ได้้ค่่าอยู่่�ในช่่วง 

2.10–12.9 mg/kg แต่่เพื่่�อเป็็นการป้้องกัันการเสื่่�อม

ของเครื่่�อง UHPLC-UVD และคอลััมน์์ที่่�ใช้้ ซึ่่� งอาจ

ทำให้้การวิิเคราะห์์มีีความไวต่่ำลงจึึงกำหนดค่่า LOQ  

ในตััวอย่่างปลาและน้้ำปลา เท่่า กัับ 20 mg/kg  

ผลการยืืนยัันค่่า LOQ พบค่่าเฉลี่่�ยร้้อยละการคืืนกลัับ 

(%Recovery) ที่่� แสดงถึึงความแม่่นมีีค่่าอยู่่�ระหว่่าง 

92.0–97.3% และ 89.3–102.3% ตามลำดัับ ในส่่วน

ความเที่่�ยงพิิจารณาจากค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพััทธ์์ 

(%RSD) มีค่า่อยู่่�ระหว่่าง 4.06–5.63% และ 2.52–6.75% 

ตามลำดับั และ HorRat มีค่า่อยู่่�ระหว่า่ง 0.60–0.83 และ 

0.38–0.99 ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 6

ชนิิดสาร

ช่่วงของการใช้้งาน 
(mg/kg)

ค่่าช่่วงของความเชื่่�อมั่่�น (CI) สรุุป

ปลา น้้ำปลา ปลา น้้ำปลา ปลา น้้ำปลา

Putrescine
Cadavarine
Histamine
Tyramine

0–500
0–500
0–500
0–250

0–1,000
0–1,000
0–1,000
0–1,000

1.011–1.063
0.996–1.029
0.992–1.008
0.833–0.894

0.725–0.748
0.767–0.787
0.991–1.002
1.003–1.058

มีี Matrix effect
ไม่่มีี Matrix effect
ไม่่มีี Matrix effect
มีี Matrix effect

มีี Matrix effect
มีี Matrix effect
ไม่่มีี Matrix effect
มีี Matrix effect
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ความแม่่นและความเที่่�ยง

การทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยงของวิิธีี

วิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในตััวอย่่างปลาและ

น้ำ้ปลา ที่่�เติมิสารมาตรฐาน BAs จำนวน 4 ชนิดิ ประกอบด้ว้ย 

PUT, CAD, HIS และ TYR ให้้มีีความเข้้มข้้น 

ที่่�ระดับั LOQ, ½×ML, 1×ML  และที่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ 

มากกว่่าจุุดสููงสุุดของกราฟมาตรฐาน ทั้้�งนี้้�ค่่า ML ที่่�นำ

มาใช้้อ้้างอิิงเป็็นของสาร Histamine เพีียงชนิิดเดีียว 

ตามข้้อกำหนดของ EU (EC No 2073/2005) และ 

นำไปประยุุกต์์ใช้้กัับสารอีีก 3 ชนิิดด้้วย เนื่่�องจากยััง

ไม่่มีีข้้อกำหนดของสารดัังกล่่าว ผลการทดสอบพบ 

ความแม่่นของแต่่ละระดัับความเข้้มข้้นที่่�พิิจารณาจาก 

ค่่าเฉลื่่�ย %Recovery อยู่่�ในช่่วง 92.4–100.9%, 

92.0–102.3%, 92.8–101.9% และ 89.3–103.2%  

ตามลำดับั ความเที่่�ยงของการวิเิคราะห์ซ์้ำ้ (Repeatability) 

พิิจารณาจากค่่า %RSD อยู่่�ในช่่วง 1.61–5.63%, 

1.65–4.79%, 1.21–4.06% และ 1.27–6.75% 

ตามลำดัับ รวมถึึงค่่า HorRat ที่่�ทุ กระดัับความเข้้มข้้น 

มีคี่า่อยู่่�ในช่ว่ง 0.41–0.90, 0.38–0.70, 0.33–0.60 และ 

0.32–0.99 ตามลำดัับ และการทดสอบ Intermediate 

precision ในระหว่่างปีี พ.ศ. 2567 ดำเนิินการโดย

วิิเคราะห์์ Spiked sample ที่่� ระดัับความเข้้มข้้น 200 

mg/kg (ปลาทูนู่า่กระป๋อ๋ง) และ 400 mg/kg (น้ำ้ปลา) 

พบว่่า %RSDi ของสาร PUT, CAD, HIS และ TYR 

มีคี่า่อยู่่�ในช่่วง 3.49–5.96% และ 2.12–4.98% ตามลำดัับ 

และค่่า HorRat อยู่่�ในช่่วง 0.49–0.82 และ 0.33–0.77 

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 6 

ตารางที่่� 6 ผลการทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยง (accuracy and precision)

ชนิิดสาร
ชนิิด

ตััวอย่่าง
Spiked level

(mg/kg)

Accuracy
(n = 10)

Precision

Repeatability
(n = 10)

Intermediate 
precision (n = 14)

Mean±S
(mg/kg)

Mean 
recovery (%)

%RSDr HorRat %RSDi HorRat

Putrescine

ปลา

20 (LOQ)
100 

200 
1200 

19.1±1.08
92.4±3.65
199±8.54
1203±19.4

95.7
92.4

99.6
100.3

5.63
3.95
4.29
1.61

0.83
0.74
0.90
0.44

-
-

3.49
-

-
-

0.49
-

น้้ำปลา

20 (LOQ)
200 
400 
1200 

19.8±0.54
196±6.33
395±7.10
1210±38.49

98.8
97.9
98.6
100.9

2.74
3.23
1.80
3.18

0.41
0.68
0.42
0.88

-
-

3.58
-

-
-

0.55
-

Cadaverine

ปลา

20 (LOQ)
100 
200 
1200

18.4±0.88
94.8±2.61
194±4.81
1213±22.5

92.0
94.8
97.1
101.1

4.79
2.75
2.48
1.86

0.70
0.52
0.52
0.51

-
-

5.36
-

-
-

0.74
-

น้้ำปลา

20 (LOQ)
200 
400 
1200

20.5±0.52
202±4.23
406±6.69

1222.8±31.1

102.3
100.9
101.5
101.9

2.52
2.10
1.65
2.54

0.38
0.44
0.39
0.70

-
-

3.32
-

-
-

0.51
-
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การตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลา	 เอกปุุณณดา เย็็นอุุทก และคณะ

ตารางที่่� 6 ผลการทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยง (accuracy and precision) (ต่่อ)

ชนิิดสาร
ชนิิด

ตััวอย่่าง
Spiked level

(mg/kg)

Accuracy
(n = 10)

Precision

Repeatability
(n = 10)

Intermediate 
precision (n = 14)

Mean±S
(mg/kg)

Mean 
recovery (%)

%RSDr HorRat %RSDi HorRat

Histamine

ปลา

20 (LOQ)

100 (½×ML)

200 (1×ML)

1200 (6×ML)

18.9±0.77

92.8±2.94

194±4.80

1222±14.7

94.6

92.8

97.1

101.9

4.06

3.17

2.47

1.21

0.60

0.59

0.52

0.33

-

-

5.96

-

-

-

0.82

-

น้้ำปลา

20 (LOQ)

200 (½×ML)

400 (1×ML)

1200 (3xML)

19.0±0.53

194±5.61

390±7.54

1190±21.4

95.0

97.0

97.4

99.1

2.80

2.89

1.93

1.80

0.41

0.60

0.45

0.50

-

-

2.12

-

-

-

0.33

-

Tyramin

ปลา

20 (LOQ)

100 

200

1200 

19.1±1.04

95.6±1.77

189±8.32

1239±15.72

95.3

95.6

94.4

103.2

5.44

1.85

4.41

1.27

0.80

0.35

0.92

0.35

-

-

4.43

-

-

-

0.61

-

น้้ำปลา

20 (LOQ)

200 

400 

1200 

17.9±1.20

199±3.06

390±7.54

1180±23.04

89.3

99.5

97.4

98.3

6.75

1.54

1.93

1.95

0.99

0.32

0.45

0.54

-

-

4.98

-

-

-

0.77

-

หมายเหตุุ:	 1)	 จำนวน n = 14 ในการทดสอบ Intermediate precision มาจากการวิิเคราะห์์ตััวอย่่างปลาทููน่่ากระป๋๋องและน้้ำปลา 
		  จำนวน 7 วััน วัันละ 2 ซ้้ำ
	 2)	ค่ า่ %RSDr (Repeatability relative standard deviation) คือ ค่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพััทธ์์ภายในวัันที่่�วิเคราะห์์  
		  (Intra-day)
	 3)	ค่ า่ %RSDi (Relative standard deviation of intermediate precision) คือื ค่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐานสััมพัทัธ์ร์ะหว่า่ง 
		วั  ันที่่�วิิเคราะห์์ (Inter-day)
	 4)	 ML = Maximum limit ของสาร Histamine ตามข้้อกำหนด EU (EC No 2073/2005) 

การเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของผลการวิิเคราะห์์ 

ระหว่า่งนักัวิเิคราะห์ ์3 คน โดยวิเิคราะห์ ์Spiked sample 

(ปลาทููน่่ากระป๋๋อง) ที่่� ระดัับความเข้้มข้้น 200 mg/kg  

พบค่่า %Recovery และ HorRat อยู่่� ในช่่วง  

96.6–100.5% และ 0.22–1.67 ตามลำดัับ โดยมีีค่่า 

p-value > 0.05 ซึ่่� งบ่่งชี้้�ว่่าค่่าเฉลี่่�ยผลการวิิเคราะห์์

ระหว่่างนัักวิิเคราะห์์ทั้้�ง 3 คน ไม่่แตกต่่างกััน ดั งแสดง 

ในตารางที่่�  7 และผลการเข้้าร่่วมโปรแกรมการทดสอบ 

ความชำนาญกัับ FAPAS® ระหว่่างรอบเดืือนตุุลาคม 

ถึงึ ธันวาคม ค.ศ. 2021 และ 2022 ด้ว้ยการตรวจวิเิคราะห์์ 

สาร Histamine ในตััวอย่่างปลาทููน่่ ากระป๋๋อง 

(PT-27309, PT-27340) โดยใช้ว้ิธิีทีี่่�ผ่า่นการตรวจสอบ 

ความใช้้ได้้ของวิิธีี เรีียบร้้อยแล้้วและรายงานค่่าที่่� 

ตรวจวััดได้้ในแต่่ละครั้้�ง เท่่ากัับ 281 และ 361.4 mg/kg 

ตามลำดัับ ซึ่่� งผล z-score ที่่� แสดงถึึงความแม่่นของ 

การตรวจวิิเคราะห์์มีีค่่าเท่่ากัับ 1.8 และ -0.2 ตามลำดัับ 

ดัังแสดงในตารางที่่� 8
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวััด

ประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการตรวจ

วิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน 4 ชนิิด ในตััวอย่่าง

ปลาและน้้ำปลา ประกอบด้้วย PUT, CAD, HIS และ 

TYR โดยพิิจารณาแหล่่งที่่�มาของความไม่่แน่่นอนต่่าง ๆ  

ที่่�จะส่่งผลกระทบต่่อการวิิเคราะห์์ ดั ังแสดงในภาพที่่�  4 

พบแหล่่งความไม่่แน่่นอนที่่�มีความสอดคล้้องกัันในทั้้�ง 

2 ชนิิดตััวอย่่าง ได้้แก่่ Precision, ความเป็็นเส้้นตรงของ

กราฟมาตรฐาน, Recovery (bias) ความเข้้มข้้นของ

สารละลายมาตรฐาน ขั้้�นตอนทำปฏิกิิริิยิา Derivatization 

และปริิมาณ Internal standard ทั้้� งนี้้�เมื่่�อคำนวณค่่า

ความไม่่แน่่นอนขยาย (Expanded Uncertainty, U) 

ของสารแต่่ละชนิิดในตััวอย่่างปลาที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 

95% โดยใช้้ค่่า Coverage Factor (k) เท่่ากัับ 2 ได้้ค่่า 

U เท่่ากัับ 11.6%, 10.0%, 8.0% และ 12.5% ตามลำดัับ 

เมื่่�อรายงานผลวิเิคราะห์ร์่ว่มกับัค่า่ความไม่แ่น่น่อนจะมีคี่า่

เท่่ากัับ 199±25, 200±18, 200±13 และ201±24 mg/

kg ตามลำดัับ สำหรัับการตรวจวิิเคราะห์์ในตััวอย่่างปลา 

และในตััวอย่่างน้้ำปลา ได้้ค่่า U เท่่ากัับ 9.4%, 8.0%, 

8.9% และ 11.9% ตามลำดัับ เมื่่�อรายงานผลวิิเคราะห์์ 

ร่ว่มกับัค่า่ความไม่แ่น่น่อนมีคี่า่เท่า่กับั 414±33, 399±27, 

403±32 และ 405±57 mg/kg ตามลำดัับ

ตารางที่่� 7	ผลการเปรีียบเทีียบความแตกต่่างระหว่่างนัักวิิเคราะห์์ของการตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน 

	 ในตััวอย่่างปลาทููน่่ากระป๋๋องที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 200 mg/kg (n = 7)

ชนิิดสาร

ปริิมาณ BAs (mg/kg)
Mean±S

Recovery (%)
min–max

%RSD (HorRat)

p-value
นัักวิิเคราะห์์

คนที่่� 1
นัักวิิเคราะห์์ 

คนที่่� 2
นัักวิิเคราะห์์

คนที่่� 3
นัักวิิเคราะห์์

คนที่่� 1
นัักวิิเคราะห์์

คนที่่� 2
นัักวิิเคราะห์์

คนที่่� 3
นัักวิิเคราะห์์

คนที่่� 1
นัักวิิเคราะห์์

คนที่่� 2
นัักวิิเคราะห์์

คนที่่� 3

Putrescine
Cadaverine
Histamine
Tyramine

200±6.10
197±4.96
200±2.72
193±15.4

200±3.55
200±2.48
201±2.08
198±13.9

198±12.9
199±10.1
195±8.58
196±6.22

93.7–102.8
94.4–101.8
98.3–102.3
83.4–106.8

97.3–102.4
97.8–102.1
99.3–102.2
85.5–105.9

88.7–109.9
91.0–104.3
90.8–102.7
94.8–104.9

3.07 (0.65)
2.51 (0.53)
1.36 (0.29)
7.98 (1.67)

1.77 (0.37)
1.24 (0.26)
1.04 (0.22)
7.01 (1.47)

6.52 (1.37)
5.07 (1.07)
4.40 (0.92)
3.17 (0.66)

0.857
0.851
0.161
0.800

ตารางที่่� 8  ผลการเข้้าร่่วมโปรแกรมทดสอบความชำนาญ (PT) ในการวิิเคราะห์์สาร Histamine

ปีี ชนิิดอาหาร
Assing value

(mg/kg)
ค่่าที่่�รายงาน
(mg/kg)

z-score สรุุปผล

2021 Canned Tuna 249 281 1.8 อยู่่�ในเกณฑ์์การยอมรัับ

2022 Canned Tuna 366 361.4 -0.2 อยู่่�ในเกณฑ์์การยอมรัับ
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ภาพที่่� 4	 Relative standard uncertainty ของการวิิเคราะห์์ Putrescine, Cadaverine, Histamine 

	 และ Tyramine ในตััวอย่่าง (a) ปลา และ (b) น้้ำปลา จากแหล่่งความไม่่แน่่นอนต่่าง ๆ

การสำรวจการปนเปื้้�อนเบื้้�องต้น้ของสารกลุ่่�มไบโอจีนีิกิ

เอมีีนในผลิิตภััณฑ์์จากปลา

ผลการตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีกนิิกเอมีีน 

ได้แ้ก่ ่PUT, CAD, HIS และ TYR ในตัวัอย่า่งผลิติภัณัฑ์์

จากปลา ประกอบด้้วย น้ ำปลา 15 ตั วอย่่าง ผลิิตภััณฑ์์ 

ปลาแห้้ง 10 ตั วอย่่าง และปลาทููน่่ากระป๋๋อง 5 

ตััวอย่่าง รวมทั้้�งสิ้้�น 30 ตั วอย่่าง โดยเก็็บตััวอย่่างจาก 

ห้้างสรรพสิินค้้าและซููเปอร์์มาร์์เก็็ตในกรุุงเทพฯ และ

ปริิมณฑลตรวจพบ PUT 19 ตั ัวอย่่าง มี ีค่่าอยู่่�ในช่่วง 

น้้อยกว่่า 20.0–198 mg/kg, CAD 21 ตััวอย่่าง มีีค่่าอยู่่�

ในช่่วงน้้อยกว่่า 20.0–745 mg/kg, HIS 18 ตััวอย่่าง 

มีีค่่าอยู่่�ในช่่วงน้้อยกว่่า 20.0–244 mg/kg และ TYR 

22 ตััวอย่่าง มีีค่่าอยู่่�ในช่่วงน้้อยกว่่า 20.0–148 mg/kg 

ดัังแสดงในตารางที่่� 9
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ตารางที่่� 9  ผลการวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์จากปลา

ประเภทตััวอย่่าง ชื่่�อตััวอย่่าง
ปริิมาณที่่�พบ (mg/kg)

Putrescine Cadaverine Histamine Tyramine

น้้ำปลา No. 1
No. 2
No. 3
No. 4
No. 5
No. 6
No. 7
No. 8
No. 9
No. 10
No. 11
No. 12
No. 13
No. 14
No. 15

150
126
137
40.3
148
151
21.8
198
ไม่่พบ
57.9
57.5
38.8
23.5

น้้อยกว่่า 20.0
181

372
153
254
51.1
221
274
33.3
307
ไม่่พบ
91.4
107
47.6
25.1
27.7
247

244
89.3
122

น้้อยกว่่า 20.0
117
171

น้้อยกว่่า 20.0
149
ไม่่พบ
49.1
92.6

น้้อยกว่่า 20.0
น้้อยกว่่า 20.0

22.9
137

114
25.1
ไม่่พบ
86.6
21.2

น้้อยกว่่า 20.0
82.1
27.4
ไม่่พบ
31.9
25.5
148

น้้อยกว่่า 20.0
45.5
46.1

Mean
min–max
จำนวนรวม
พบ (ร้้อยละ)

102.37
ไม่่พบ–198

15
14 (93.3)

157.94
ไม่่พบ–372

15
14 (93.3)

119.39
ไม่่พบ–244

15
14 (93.3)

59.36
ไม่่พบ–148

15
13 (86.7)

ปลาทููน่่ากระป๋๋อง No. 1
No. 2
No. 3
No. 4
No. 5

ไม่่พบ
ไม่่พบ
ไม่่พบ
ไม่่พบ
ไม่่พบ

ไม่่พบ
ไม่่พบ

น้้อยกว่่า 20.0
ไม่่พบ
ไม่่พบ

ไม่่พบ
ไม่่พบ

น้้อยกว่่า 20.0
ไม่่พบ
ไม่่พบ

ไม่่พบ
ไม่่พบ
32.2
24.1
43.8

Mean
min–max
จำนวนรวม
พบ (ร้้อยละ)

-
ไม่่พบ
5
0

-
ไม่่พบ–น้้อยกว่่า 20.0

5
1 (20.0)

-
ไม่่พบ–น้้อยกว่่า 20.0

5
1 (20.0)

33.37
ไม่่พบ–43.80

5
3 (60.0)

ผลิิตภััณฑ์์ปลาแห้้ง/ปลากรอบ No. 1
No. 2
No. 3
No. 4
No. 5
No. 6
No. 7
No. 8
No. 9
No. 10

21.5
65.6
128
ไม่่พบ
ไม่่พบ

น้้อยกว่่า 20.0
34.0
ไม่่พบ
ไม่่พบ
ไม่่พบ

158
36.0
745
ไม่่พบ
ไม่่พบ
125
86.8
ไม่่พบ
56.7
ไม่่พบ

ไม่่พบ
ไม่่พบ
ไม่่พบ
ไม่่พบ
ไม่่พบ
88.0
90.4
ไม่่พบ
ไม่่พบ

น้้อยกว่่า 20.0

92.93
ไม่่พบ
38.31
ไม่่พบ
25.2
ไม่่พบ

น้้อยกว่่า 20.0
ไม่่พบ
111
77.4

Mean
min–max
จำนวนรวม
พบ (ร้้อยละ)

62.28
ไม่่พบ–128

10
5 (50.0)

201.25
ไม่่พบ–745

10
6 (60.0)

89.20
ไม่่พบ–90.4

10
3 (30.0)

68.97
ไม่่พบ–111

10
6 (60.0)
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ตารางที่่� 9  ผลการวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์จากปลา (ต่่อ)

ประเภทตััวอย่่าง ชื่่�อตััวอย่่าง
ปริิมาณที่่�พบ (mg/kg)

Putrescine Cadaverine Histamine Tyramine

จำนวนตััวอย่่างรวมทั้้�งสิ้้�น
min–max

พบรวม (ร้้อยละ)
ไม่่พบ–198
19 (63.3)

ไม่่พบ–745
21 (70.0)

ไม่่พบ–244
18 (60.0)

ไม่่พบ–148
22 (73.3)

30

หมายเหตุุ: 	 1)	 มาตรฐานสหภาพยุุโรป (EC No 2073/2005) ตรวจพบสาร Histamine ในสััตว์์น้้ำและผลิิตภััณฑ์์ 
		  อาหารจากสััตว์์น้้ำที่่�มีกรดอะมิิโน Histidine สู ง ได้้ไม่่เกิิน 200 mg/kg และสำหรัับผลิิตภััณฑ์์สััตว์์น้้ำ 
		ที่่�ผ่  ่านกระบวนการหมัักด้้วยน้้ำเกลืือ (น้้ำปลา) ตรวจพบได้้ไม่่เกิิน 400 mg/kg
	 2)	ข้ อกำหนด มกษ. 7015-2549 กำหนดเกณฑ์์การเสื่่�อมคุุณภาพของผลิิตภััณฑ์์ปลาทููน่าและโบนิิโต 
		  ในภาชนะบรรจุุปิดสนิิท ให้้ตรวจพบสาร Histamine ได้้ไม่่เกิิน 100 mg/kg

วิจารณ์

สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน (BAs) เป็็นสารที่่�มีี

เอกสารการศึึกษาวิิทยาศาสตร์ท์ี่่�บ่ง่ชี้้�ว่า สารบางชนิดิมีสี่ว่น

เกี่่�ยวข้้องกัับการเกิิดอาการเจ็็บป่่วยในมนุุษย์์โดยเฉพาะ

สาร Histamine ที่่�ทำให้้เกิิดโรคอาหารเป็็นพิิษ(27) ทั้้�งนี้้� 

สามารถตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�ม BAs ได้้โดยใช้้เทคนิิค 

Fluorometry ซึ่่� งเป็็นวิิธีีมาตรฐานที่่�เผยแพร่่ตั้้�งแต่่ 

ปีี พ.ศ. 2555 และสามารถตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�ม BAs 

ได้้เพีียงชนิิดเดีียวเท่่านั้้�น คื อ Histamine(17) ดั ังนั้้�น 

การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาและตรวจสอบ

ความใช้้ได้้ของวิิธีีวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนแบบ 

Multi-compound ประกอบด้้วย สาร PUT, CAD, 

HIS และ TYR ในปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลาด้้วย

เทคนิิค HPLC โดยนำวิิธีมีาตรฐาน ISO 19343:2017(21)

ที่่�เผยแพร่่เมื่่�อปีี พ.ศ. 2560 มาใช้้เป็็นต้้นแบบใน 

การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์และวััดปริิมาณด้้วยเครื่่�อง 

UHPLC-UVD เปรีียบเทีียบกัับสาร IS (1,7- 

diaminoheptane)

ผลการตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีวิิเคราะห์์สาร

กลุ่่�ม BAs ในตััวอย่่างปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลาพบว่่า 

วิิธีีที่่�พััฒนาขึ้้�นนั้้�นมีีความจำเพาะเจาะจงกัับสารที่่�สนใจ 

ได้้แก่่ PUT, CAD, HIS และ TYR สามารถแยกพีีค

ของสารทั้้�งหมดออกจากกัันได้้อย่่างชััดเจน ในขณะที่่�

สารละลาย Reagent blank พบพีีคขนาดใหญ่่ของ 

L-proline ที่่�  RT ประมาณ 1.8 นาทีี เนื่่�องจากไม่่ถููก

ใช้้ไปในขั้้�นตอนการหยุุดปฏิิกิิริิยาอนุุพัันธ์์ของสารกลุ่่�ม 

ไบโอจีีนิกิเอมีีน ทั้้�งนี้้�การวััดปริิมาณด้้วยเครื่่�อง UHPLC-

UVD ใช้้เวลาวิิเคราะห์์เพีียง 7 นาทีี เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับ

วิธิีมีาตรฐาน ISO 19343:2017 ที่่�ใช้เ้วลานานถึงึ 30 นาทีี 

เป็็นการเพิ่่�มประสิิทธิิภาพในการตรวจวััด ลดพลัังงาน

ไฟฟ้้า และยัังช่่วยลดค่่าใช้้จ่่ายในการตรวจวิิเคราะห์์ 

วิธิีวีิเิคราะห์ต์ัวัอย่า่งเนื้้�อปลามีคีวามเป็น็เส้น้ตรงของช่ว่งที่่�

ใช้้งานอยู่่�ในช่่วง 0–500 mg/kg ยกเว้้นสาร Tyramine 

อยู่่�ในช่่วง 0–250 mg/kg ส่ ่วนการตรวจวิิเคราะห์์ใน

ตััวอย่่างน้้ำปลามีีความเป็็นเส้้นตรงของช่่วงที่่�ใช้้งานอยู่่�

ในช่่วง 0–1,000 mg/kg โดยสารทุุกชนิิดมีีค่่า R2 อยู่่�ใน

เกณฑ์์การยอมรัับที่่�กำหนดไว้้ ≥ 0.990 และการพิิสููจน์์ 

Matrix effect พบว่า่องค์ป์ระกอบในตัวัอย่า่ง (matrix) 

ส่่งผลกระทบต่่อการตรวจวััดสาร Putrescine,  

Cadaverine และ Tyramine ทั้้� งในตััวอย่่างปลา

และน้้ำปลาจึึงต้้องเตรีียมสารละลายที่่� ใช้้ทำกราฟ

มาตรฐานด้้วยวิิธีี Matrix matched โดยการใช้้

สารสกััดmatrix blank เป็็นตััวทำละลายแทน

สารละลายกรด perchloric 0.2 M ตามคำแนะนำ

ของ Duflos G และคณะ ที่่�  ได้้ทำการตรวจสอบ 

ความใช้้ได้้ของวิิธีีมาตรฐาน ISO 19343:2017 และ 

เผยแพร่่ไว้้ในปีี ค.ศ. 2018(28) ขีีดจำกััดของการตรวจพบ 

(LOD) สารทั้้�ง 4 ชนิิด เท่่ากัับ 5 mg/kg โดยมีีค่่า S/N 

มากกว่่า 3 และขีีดจำกััดของการวััดเชิิงปริิมาณ (LOQ) 

เท่่ากัับ 20 mg/kg คิ ดเป็็นหนึ่่�งส่่วนสี่่�สิิบและหนึ่่�งส่่วน

สิิบเท่่าของค่่า ML ของสาร Histamine ในเนื้้�อปลา 



260 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 68 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2569

The Analytical Method of Biogenic Amines in Fish and Fishery Products	 Aekgphoonnada Yenuthok et al.

รวมถึึงคิิดเป็็นหนึ่่�งส่่วนแปดสิิบและหนึ่่�งส่่วนยี่่�สิบเท่่า

ของค่่า ML ของสาร Histamine ในผลิิตภััณฑ์์สััตว์์น้้ำ 

ที่่�ผ่่านกระบวนการหมัักด้้วยน้้ำเกลืือ (น้้ำปลา) ตาม

ข้้อกำหนดของสหภาพยุุโรป(10) ทั้้� งนี้้�ได้้นำค่่ากำหนด 

ดัังกล่่าวไปประยุุกต์์ใช้้กัับสารอีีก 3 ชนิิดด้้วย เนื่่�องจาก

ยัังไม่่มีีข้้อกำหนดของสารเหล่่านั้้�นจึึงถืือว่่าทั้้�ง LOD และ 

LOQ อยู่่�ในเกณฑ์์การยอมรัับ เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับเกณฑ์์

มาตรฐาน CODEX(23) ที่่�กำหนดให้้ LOD และ LOQ  

จะต้้องมีีค่่าน้้อยกว่่าหรืือเท่่ากัับหนึ่่�งในสิิบเท่่าและหนึ่่�ง 

ในห้้าเท่่าของค่่า ML (เมื่่�อค่่า ML > 0.1 mg/kg) 

ตามลำดัับ แสดงให้้เห็็นว่่า LOD และ LOQ ของวิิธีีที่่�

พััฒนามีีความเหมาะสม นอกจากนี้้�ผลการศึึกษาความ

แม่่นและความเที่่�ยงของวิิธีีวิิเคราะห์์ในตััวอย่่างปลาและ

น้ำ้ปลาที่่�เติมิสารมาตรฐาน BAs ทั้้�ง 4 ชนิดิ จำนวน 4 ระดับั

ความเข้ม้ข้น้ ในช่ว่งความเป็็นเส้น้ตรงของกราฟมาตรฐาน 

พบว่่าวิิธีีวิิเคราะห์์มีีความแม่่น ความเที่่�ยง และค่่า 

HorRat อยู่่�ในเกณฑ์์การยอมรัับที่่� CODEX กำหนด โดย

มีคี่า่ %Recovery อยู่่�ในช่่วง 90–107, %RSDr ≤ 16 และ 

HorRat < 2 ตามลำดัับ และการศึึกษา Intermediate 

precision โดยวิิเคราะห์์ตััวอย่่างปลาทููน่่ากระป๋๋องและ

น้้ำปลาที่่�เติิมสารมาตรฐาน BAs ให้้มีีความเข้้มข้้น 

เท่่ากัับ 200 mg/kg และ 400 mg/kg ตามลำดัับ 

พบว่า่ค่า่ %RSD ≤ 16 และ HorRat < 2 ตามลำดับั ซึ่่�งอยู่่�

ในเกณฑ์์การยอมรัับ ทั้้�งนี้้�ได้้ใช้้ตััวอย่่างปลาทููน่่ากระป๋๋อง

แทนปลาแพนกาเซีียสในการเปรีียบเทีียบความแตกต่่าง

ระหว่่างนัักวิิเคราะห์์ จำนวน 3 คน ซึ่่� งดำเนิินการในปีี  

พ.ศ. 2567 พร้อ้มกับัการสำรวจการปนเปื้้�อนเบื้้�องต้น้ พบว่่า 

p-value มีค่า่มากกว่่า 0.05 แสดงให้้เห็น็ว่่าค่่าเฉลี่่�ยความ

เข้้มข้้นที่่�นัักวิิเคราะห์์ทั้้�ง 3 คน ตรวจวััดได้้นั้้�นไม่่มีีความ

แตกต่า่งกันั รวมถึงึได้เ้ข้้าร่ว่มโปรแกรมการทดสอบความ

ชำนาญ (Proficiency Testing, PT) การเปรีียบเทีียบ 

ผลการวิิเคราะห์์ระหว่่างห้้องปฏิิบััติิการในตััวอย่่าง 

ปลาทููน่่ากระป๋๋องซึ่่� งจััดโดย FAPAS® เพื่่�อเป็็น 

การควบคุุมคุุณภาพภายนอก (External quality  

control) พบว่่าผลการประเมิินอยู่่�ในเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้ 

(-2 ≤ z-score ≤ 2)

เมื่่�อทำการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของวิิธีี

วิเิคราะห์โ์ดยใช้ ้Bottom-up approach และพิจิารณาจาก

แหล่่งความไม่่แน่น่อนที่่�มีผลกระทบต่่อปริิมาณสาร BAs 

ทั้้�ง 4 ชนิิด ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% (k = 2) พบว่่า

แหล่่งความไม่่แน่่นอนมีีความสอดคล้้องกัันในทั้้�ง 2 ชนิิด

ตััวอย่่าง คื ือ ความเที่่�ยง (Precision) ของวิิธีีวิิเคราะห์์ 

โดยค่่าความไม่่แน่่นอนขยาย (U) ของการตรวจวิิเคราะห์์

ในตััวอย่่างปลาและน้้ำปลา อยู่่�ในช่่วง 8.0-12.5% และ 

8.0-11.9% ตามลำดัับ ซึ่่� งค่่าความไม่่แน่่นอนทั้้�งหมดมีี

ค่่าน้้อยกว่่า 2 เท่่าของ predicted Horwitz’s RSDr  
ดัังนั้้�นวิิธีีวิิ เคราะห์์ที่่�พััฒนาขึ้้�นนี้้�จึึงเหมาะสม และ

สอดคล้้องตามเกณฑ์์การพิิจารณาความสมเหตุุสมผล

ของค่่าความไม่่แน่่นอน

จากผลการสำรวจการปนเปื้้�อนสารกลุ่่�ม BAs  

เบื้้�องต้้นในตััวอย่่างผลิิตภััณฑ์์จากปลาทั้้�งสิ้้�น 30 ตััวอย่่าง 

ไม่่พบตััวอย่่างใดที่่�มีีปริิมาณการปนเปื้้�อนเกิินกว่่าค่่า 

ML ซึ่่� งมีีเพีียงสาร Histamine เท่่านั้้�นมีีค่่าปริิมาณ 

การปนเปื้้�อนสููงสุุดที่่�ยอมรัับได้้ ตามข้้อกำหนดสหภาพ

ยุุโรป EC No 2073/2005(10) คณะกรรมาธิิการโครงการ

มาตรฐานอาหารระหว่่างประเทศ (CODEX)(11) รวมถึึง 

มาตรฐานของประเทศไทย(13) แต่่สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีน 

อีีก 3 ชนิิด ยั ังไม่่มีีการกำหนดปริิมาณการปนเปื้้�อน

สููงสุุดที่่�ยอมรัับได้้ เนื่่�องจากยัังไม่่มีีข้้อมููลความเป็็น 

พิิษเพีียงพอในมนุุษย์์(29) อย่่างไรก็็ตามจำนวนตััวอย่่าง

ในการสำรวจครั้้�งนี้้�อาจมีีจำนวนน้้อยเกิินไป และเป็็น 

การเก็็บตััวอย่่างที่่�ยังไม่่ครอบคลุุมทั่่�วทุุกภาคของประเทศ 

ทำให้้ไม่่เป็็นตััวแทนที่่�ดีของผลิิตภััณฑ์์จากปลาที่่�จำหน่่าย

ภายในประเทศไทย เพื่่�อเป็็นข้้อมููลในการวางแผน

สำรวจการปนเปื้้�อนสารกลุ่่�ม BAs ที่่�มี ความครอบคลุุม 

ทั่่�วประเทศและสอดคล้อ้งกับัการบริโิภคของคนไทยอย่า่ง

แท้้จริิง

สรุป

วิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ที่่�พััฒนาได้้มีีความจำเพาะ

เจาะจง ความแม่น่  และความเที่่�ยงอยู่่�ในเกณฑ์ก์ารยอมรับั 

และน่่าเชื่่�อถืือสำหรัับใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์ปริิมาณ 

สารกลุ่่�มไบโอจีนีิกิเอมีนี จำนวน 4 ชนิดิ ได้แ้ก่่ Putrescine, 

Cadaverine, Histamine และ Tyramine ในปลา 

และผลิิตภััณฑ์์จากปลา ใช้้เวลาในการตรวจวิิเคราะห์์

ลดลง สามารถตรวจวิิเคราะห์์จำนวนตััวอย่่างได้้มากขึ้้�น 
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การตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มไบโอจีีนิิกเอมีีนในปลาและผลิิตภััณฑ์์จากปลา	 เอกปุุณณดา เย็็นอุุทก และคณะ

ประหยัดัสารเคมี ีต้น้ทุนุที่่�ใช้ใ้นการตรวจวิเิคราะห์ ์รวมถึงึ 

การตรวจสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีให้้ผลอยู่่�ในเกณฑ์์ 

ที่่�น่่าพอใจ และใช้้เป็็นวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ที่่�สามารถเปิิดให้้ 

บริิการตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2565 ทดแทนวิิธีีเดิิมซึ่่�งตรวจ 

วิิเคราะห์์ได้้เพีียงสาร Histamine เพีียงชนิิดเดีียว 

จึึงเป็็นการเพิ่่�มศัักยภาพของห้้องปฎิิบััติิการ อี กทั้้�ง 

ยัังสามารถใช้้ผลการสำรวจเบื้้�องต้้นของการปนเปื้้�อน 

สารดัังกล่่าวในผลิิตภััณฑ์์จากปลาที่่�ดำเนิินการในปีี 

พ.ศ. 2567 เป็็นแนวทางการวางแผนการตรวจ 

ติิดตาม เฝ้้ าระ วัังปริิมาณการปนเปื้้� อนสารกลุ่่�ม 

ไบโอจีีนิิกเอมีีนในอาหารต่่างๆ เพื่่�อเป็็นการคุ้้�มครอง 

ผู้้� บ ริิ โ ภคแล ะอ า จ ใ ช้้ เ ป็็ น ข้้ อ มูู ล น ำ เ ข้้ า พื้้� น ฐ าน 

(Baseline data) ของประเทศไทยในการพิิจารณา

กำหนดค่่า Maximum limit ของอาหารประเภทอื่่�นๆ 

ในประเทศไทยได้้อีีกด้้วย

การเปิดเผยการใช้ปัญญาประดิษฐ์

ไม่่มีีการใช้้ปััญญาประดิิษฐ์์ (Artificial Intelli-

gence: AI) ช่ว่ยในการเขีียนหรือืจัดัทำต้น้ฉบัับบทความ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ ผู้้� อำนวยการสำนัักคุุณภาพและ 

ความปลอดภััยอาหาร ที่่� ให้้การสนัับสนุุนการดำเนิิน

โครงการ ให้้คำแนะนำและข้้อเสนอแนะ และขอขอบคุุณ 

กรมวิทิยาศาสตร์์การแพทย์์ ที่่�ให้ก้ารสนัับสนุุนการดำเนิิน

โครงการ ตลอดจนเครื่่�องมืือ และอำนวยความสะดวก 

ซึ่่�งทำให้้โครงการนี้้�สำเร็็จลุุล่่วงด้้วยดีี
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The Analytical Method of Biogenic Amines in Fish and Fishery Products	 Aekgphoonnada Yenuthok et al.

Development and Validation of the  
Analytical Method of Biogenic Amines

in Fish and Fishery Products using 
UHPLC-UVD

ABSTRACT  Histamine, cadaverine, putrescine and tyramine are most common biogenic amines (BAs), 
found in aquatic animals and fermented fishery products. Many countries, including Thailand, have set 

regulations to control histamine contamination. The objectives of this study were to develop and validate 

an analytical method for determination of histamine, cadaverine, putrescine and tyramine in fish and 

fishery products, based on ISO 19343:2017, which analyse only histamine by HPLC-UVD. The method 

was further developed to analyse multi-compounds and to quantify using UHPLC-UVD in order to  

reduce run time from 30 to 7 minutes. The results of method validation showed high specificity. The linear  

working range of the method in fish was 0–500 mg/kg (except for Tyramine, 0–250 mg/kg) while the linear 

working range in fish source was 0–1,000 mg/kg. The developed method has a limit of detection of 5 mg/kg 

and a limit of quantitation of 20 mg/kg. Accuracy and precision evaluated at four concentration levels 

showed recoveries in the range of 80.0–108.6%, with HORRAT values < 2. All performance characteristics 

of the method met the acceptance criteria. In addition, participation in proficiency testing in 2021 and 

2022 for histamine in canned fish which obtained an acceptable z-score (-2 ≤ z-score ≤ 2). A preliminary 

survey of 30 fishery products revealed no histamine levels exceeding both Thai and international 

standards. However, no regulatory limits of cadaverine, putrescine, and tyramine currently exist. In conclusion, 

the developed method is suitable and reliable for the quantitative analysis of histamine, cadaverine,  

putrescine and tyramine in fish and fishery products using UHPLC-UVD.
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