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บทคัดย่อ 

        ฟอร์มาลดีไฮด์จัดเป็นสารก่อมะเร็งต่อมนุษย์ กลุ่มที่1 โดย International Agency for Research 
on Cancer (IARC) และประเทศไทยก าหนดเป็นสารห้ามใช้กับอาหาร ขณะที่สารนี้เกิดขึ้นได้เองตาม
ธรรมชาติในสิ่งมีชีวิตทั้งในรูปสารอิสระ และรวมอยู่กับสารอ่ืน จากการศึกษาพบว่าฟอร์มาลดีไฮด์อิสระ 
(free-FA) มีความไวต่อการท าปฏิกิริยากับสารชีวโมเลกุลในสิ่งมีชีวิตท าให้เกิดพิษ ที่ส่งผลต่อสุขภาพได้ 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะห์ free-FA  ในอาหารเพ่ือใช้ในการเฝ้าระวังการปนเปื้อน
ของฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหาร ตามโครงการอาหารปลอดภัย  โดยการสกัด free-FA ในปลาหมึก และ
สไบนาง (เครื่องในวัว) ที่ใช้เป็นตัวแทนในการศึกษา ด้วยสารละลายกรดอะซิติก 0.1 % (v/v) ภายใต้คลื่น
ความถี่สูง (sonicate) เป็นเวลา 10 นาที  ท าปฏิกิริยาอนุพันธ์กับ 2,4-Dinitrophenylhydrazine และ 
Nash’s Reagent วัดปริมาณด้วย HPLC-UV, LC-MS/MS และ Spectrophotometer ตามล าดับ ผล
การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ พบว่า ช่วงของการวัดมีความเป็นเส้นตรง ความจ าเพาะเจาะจง 
(specificity) ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (LOD) ขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) และความเที่ยง 
(precision) ได้ตามเกณฑ์ก าหนดและตรงตามวัตถุประสงค์ อย่างไรก็ตาม % recovery มีช่วงกว้างตั้งแต่ 
33.6 ถึง 89.0 ขึ้นอยู่กับสภาพของตัวอย่าง เมื่อน าวิธีวิเคราะห์ที่ตรวจวัดปริมาณด้วย HPLC-UV ไป
ส ารวจปริมาณ free-FA ในปลาหมึก สไบนาง และเห็ด จ านวน 118 ตัวอย่าง ผลที่ได้ตรวจพบ free-FA 
ในปลาหมึก จ านวน 8 ตัวอย่าง (ร้อยละ 12.7) ปริมาณที่พบอยู่ในช่วง <5.0 - 7.14 ค่าเฉลี่ย 4.36 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เห็ดตรวจพบ 18 ตัวอย่าง (ร้อยละ 85.7) ปริมาณที่พบอยู่ในช่วง <5.0 - 22.89 
ค่าเฉลี่ย 10.81 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และตรวจไม่พบ free-FA ในสไบนาง  
 
ค าส าคัญ :  อาหาร ฟอร์มาลดีไฮด์อิสระ คลื่นความถี่สูง HPLC-UV LC-MS/MS Spectrophotometer   
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Abstract 

      Formaldehyde was classified as a carcinogen to humans (group 1) by the International 

Agency Research on Cancer (IARC) and it is illegally added to food in Thailand.  Meanwhile 

it occurs and is present in organism itself naturally in both free and bound forms.            

The literatures state that free formaldehyde (free-FA) is sensitive to react with 

biomolecules in organisms, which is of toxicological interesting substance. The aim of this 

study was to develop a free-FA testing procedure for food matrices and then to use it for 

monitoring formaldehyde contamination in food in accordance with the food safety 

programs.  The developed method was conducted to the free-FA extraction and analysis 

of squid and rumen (Sabainang) as the food specimens. The producer used 0.1% acetic 

acid (v/v) solution as an extractant and extracted under sonication for 10 min, after that 

the  2, 4 – Dinitrophenylhydrazine and Nash’s reagent were used as derivative for HPLC-UV,           

LC-MS/MS and Spectrophotometer measurement respectively. The method validation 

data of working range, specificity, LOD, LOQ and precision were accepted and fitted for 

purpose. However, the recovery was found in a wide range from 33.6 to 89.0 % that was 

depending on condition of the sample. In addition the HPLC-UV method was carried out 

for free-FA determination of 118 samples of squid, Sabainang and mushroom. The results 

were found free-FA in 8 squids (12.7%) and 18 mushrooms (85.7%) which the levels were 

in the range of <5.0 - 7.14 mg/kg and <5.0 - 22.89 mg/kg respectively and the average 

values were 4.36 mg/kg and 10.81 mg/kg respectively. It was not found free -FA in 

Sabainang.  

Keywords: food, free formaldehyde, sonicate, HPLC-UV, LC-MS/MS, Spectrophotometer  
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น้ า และสารละลายกรดอะซิติก 0.1 % (v/v)  
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4.3 เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ปริมาณ free-FA ในปลาหมึก จากการสกัดด้วย 
สารละลายกรดอะซิติก 0.1 % (v/v)  ใช้คลื่นความถี่สูง เป็นเวลา 10  20 
และ 40 นาที 
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4.4 ปริมาณ free-FA ในสไบนางที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC-UV,        
LC-MS/MS และ Spectrophotometer 
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4.5 ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ free-FA  ในปลาหมึก และสไบนาง ที่ตรวจวัด
ปริมาณด้วยเครื่อง HPLC-UV จ านวน 7 ซ้ า เพ่ือทดสอบขีดจ ากัดของการตรวจ
พบ (LOD)  
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4.6 ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ free-FA  ในปลาหมึก ที่ตรวจวัดปริมาณด้วย
เครื่อง LC-MS/MS จ านวน 7 ซ้ า เพ่ือทดสอบขีดจ ากัดการตรวจพบ (LOD)  
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 สารบัญตาราง (ต่อ)  

ตารางท่ี  หน้า 
4.7 ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ free-FA  ในปลาหมึก และสไบนาง ที่ตรวจวัด

ปริมาณด้วยเครื่อง Spectrophotometer จ านวน 7 ซ้ า เพ่ือทดสอบขีดจ ากัด
การตรวจพบ (LOD)  
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4.8 ผลการทดสอบขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) ของการตรวจวิเคราะห์
free-FA ในปลาหมึกและสไบนาง 

60 
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ตรวจวิเคราะห์ free-FA ในปลาหมึกและสไบนางด้วยเครื่อง HPLC-UV 
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4.11 ผลการทดสอบความเที่ยงและความแม่นของการตรวจวิเคราะห์ free-FA ใน
ปลาหมึกและสไบนาง ด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
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4.12 แหล่งที่มาและการค านวณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์  free-FA ใน
อาหาร ด้วยเครื่อง HPLC-UV 
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อาหาร ด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
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4.14 แหล่งที่มาและการค านวณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์  free-FA ใน
อาหารด้วยเครื่อง Spectrophotometer 

66 

4.15 ปริมาณ free-FA ในปลาหมึกจากการทดลอง ในสภาวะต่างๆ  68 
4.16 ผลการตรวจวิเคราะห์ free-FA ในปลาหมึก สไบนาง และเห็ด 69 
ข. 1 ผลวิเคราะห์ free-FA ในปลาหมึกน าเข้าจากต่างประเทศ 88 
ข. 2 ผลวิเคราะห์ free-FA ในปลาหมึก แหล่งจับในประเทศ 90 
ข. 3 ผลวิเคราะห์ free-FA ในสไบนาง (สีด า) 92 
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สารบัญภาพ 

ภาพที่  หน้า 
2.1  วิธีวัดปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ ตามรูปแบบของสารที่มีอยู่ในเนื้อปลา 22 
2.2  การท าปฏิกิริยาระหว่างฟอร์มาลดีไฮด์ กับ acetyl acetone 23 
2.3 การท าปฏิกิริยาระหว่างฟอร์มาลดีไฮด์ กับ Chromotropic acid 23 
2.4 การท าปฏิกิริยาระหว่างหมู่คาร์บอนิล (carbonyl group ) กับ 2,4-DNPH 25 
4.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของฟอร์มาลดีไฮด์กับ

พ้ืนที่ใต้พีค ตรวจวัดด้วยเครื่อง HPLC-UV ที่ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร 
(ก)  Residual plot แสดงการกระจายตัวของ y-residual รอบค่า 0 (ข) 

52 

4.2   กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของฟอร์มาลดีไฮด์ 
กับพ้ืนที่ ใต้ พีค ตรวจวัดด้วย เครื่อง LC-MS/MS ที่การทรานสิชัน m/z  
209/163 (ก) และ Residual plot แสดงการกระจายตัวของ y-residual  
รอบค่า 0 (ข) 

52 

4.3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของฟอร์มาลดีไฮด์  กับ 
absorbance (Abs) ตรวจวัดด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 413 นาโนเมตร (ก) และ Residual plot แสดงการกระจายตัวของ    
y-residual รอบค่า 0 (ข) 

53 

4.4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ ระหว่างปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่เติม และปริมาณที่
ตรวจพบในตัวอย่าง เมื่อตรวจวัดด้วยเครื่อง HPLC-UV 
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4.5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ ระหว่างปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่เติม และปริมาณ
ฟอร์มาลดีไฮด์ที่ตรวจพบในตัวอย่าง เมื่อตรวจวัดด้วยเครื่อง LC-MS/MS 

54 

4.6 กราฟแสดงความสัมพันธ์ ระหว่างปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่เติม และปริมาณ
ฟอ ร์ ม า ล ดี ไ ฮ ด์ ที่ ต ร ว จ พบ ใ น ตั ว อ ย่ า ง เ มื่ อ ต ร ว จ วั ด ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง 
Spectrophotometer  
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4.7 
 
 

โครมาโทแกรมของสารละลายตัวอย่างที่เติมอัลดีไฮด์ 3 ชนิด ตรวจวัดด้วย
เครื่อง HPLC-UV : ฟอร์มาลดีไฮด์ (FA)  อะซิทาลดีไฮด์ (AA)  
 โปรพิโอนาลดีไฮด์ (PA)   

56 

4.8 โครมาโทแกรมของฟอร์มาลดีไฮด์ ตรวจวัดด้วยเครื่อง LC-MS/MS  ที่ m/z 
209/163 และ 209/133)  (ก) สารละลายมาตรฐานฟอร์มาลดีไฮด์ เข้มข้น 
1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ข) สารละลายตัวอย่างที่เติมฟอร์มาลดีไฮด์ อะซิทาลดี
ไฮด์ และโปรพิโอนาลดีไฮด์ 

56 
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 สารบัญภาพ (ต่อ)  

ภาพที่  หน้า 
4.9 ความไม่แน่นอนมาตรฐานสัมพัทธ์ ของการวิเคราะห์ free-FA ในอาหาร  

ด้วยเครื่อง HPLC-UV  
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4.10 ความไม่แน่นอนมาตรฐานสัมพัทธ์ ของการวิเคราะห์ free-FA ในอาหาร  
ด้วยเครื่อง LC-MS/MS  

65 

4.11 ความไม่แน่นอนมาตรฐานสัมพัทธ์ ของการวิเคราะห์ free-FA ในอาหาร  
ด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
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4.12 การฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการ การตรวจวิเคราะห์ free-FA ในอาหาร: ปลาหมึก 
และสไบนาง วันที่ 18-19 ธันวาคม 2560  ณ ห้องประชุม 806 อาคาร 8 
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1 
รายงานฉบับสมบูรณ ์ โครงกำรศึกษำกำรปนเปื้อนสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ปีงบประมำณ 2560: 
                                กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระ (free-formaldehyde) และส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

 

บทท่ี 1 
  บทน า 

 
1.1   ความเป็นมาและความส าคัญ 

 
         กำรปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร เป็นประเด็นที่หลำยหน่วยงำนให้ควำมส ำคัญ
ต่อเนื่องมำนำน International Agency for Research on Cancer ; IARC (1) ก ำหนดฟอร์มำลดีไฮด์
เป็นสำรก่อมะเร็ง กลุ่มที่ 1 ที่ท ำให้เกิดมะเร็งต่อมนุษย์ ขณะที่ The United State Environmental 
Protection Agency ; U.S. EPA (2) จัดให้ เป็นสำร ที่มี โอกำสก่อมะเร็ งต่อมนุษย์  ในกลุ่ม B1 
(probable human carcinogen) และก ำหนดค่ำยอมรับให้บริโภคได้โดยไม่ก่อให้เกิดควำมเป็นพิษ
หรือผลเสียต่อร่ำงกำย (Reference dose; RfD) ไว้ ไม่เกิน 0.2 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อ
วัน World Health Organization; WHO (3) ก ำหนดค่ำปริมำณได้รับประจ ำวันที่ทนได้ (Tolerable 
daily intake; TDI) ไว้ไม่เกิน 0.15 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน ในส่วนของประเทศไทยมี
หลำยหน่วยงำน ที่ด ำเนินกำรเฝ้ำระวัง ตรวจติดตำมกำรปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรตำม
แผนกำรเฝ้ำระวังประจ ำปีอย่ำงต่อเนื่อง   โดยที่ฟอร์มำลดีไฮด์หรือฟอร์มำลินเป็นสำรห้ำมใช้ในอำหำร 
ตำมประกำศกระทรวงสำธำรณสุขฉบับที่ 391 (พ.ศ.2561) เรื่องก ำหนดอำหำรที่ห้ำมผลิต น ำเข้ำ หรือ
จ ำหน่ำย(4) (เดิม ฉบับที่ 151 (พ.ศ. 2536))   ซึ่งหำกตรวจพบ หรือพบว่ำมีกำรลักลอบใส่ในอำหำร 
จัดเป็นกำรผลิตหรือจ ำหน่ำยอำหำรไม่บริสุทธิ์ มีโทษจ ำคุกไม่เกิน 2 ปี หรือปรับไม่เกิน 20,000 บำท   
กระทรวงสำธำรณสุข มีนโยบำยส่งเสริมให้ประชำชนมีสุขภำพแข็งแรง  ลดควำมเสี่ยงอันตรำยจำก
สำรเคมีในอำหำร โดยขับเคลื่อนนโยบำย “อำหำรปลอดภัย : food safety” ให้ประชำชนทั่วไปมี
สุขภำพดีถ้วนหน้ำ และมีคณะกรรมกำรวิเครำะห์ควำมเสี่ยงด้ำนควำมปลอดภัยอำหำร ด ำเนินงำนด้ำน
อำหำรปลอดภัยอย่ำงต่อเนื่อง เพ่ือท ำให้อำหำรมีคุณภำพปลอดภัย และยั่งยืน ถึงกระนั น ยังคงมี
รำยงำนกำรตรวจพบฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรหลำยประเภท ข้อมูลจำกส ำนักส่งเสริมและสนับสนุน
อำหำรปลอดภัย กระทรวงสำธำรณสุข รำยงำนว่ำจำกกำรสอบถำมและรับทรำบประเด็นควำมเสี่ยงใน
อำหำรที่เป็นปัญหำของจังหวัดเมื่อจัดเรียงล ำดับควำมส ำคัญพบว่ำ กำรตรวจพบฟอร์มำลดีไฮด์ใน
อำหำรเป็นปัญหำล ำดับต้นๆของประเทศ  เพ่ือแก้ปัญหำจึงได้มีค ำสั่งกระทรวงสำธำรณสุขที่ 
1003/2559 ลงวันที่ 5 มิถุนำยน 2559 เรื่องแต่งตั งคณะท ำงำนพัฒนำกลไกกำรบริหำรจัดกำรควำม
เสี่ยงปัญหำสำรฟอร์มำลินในอำหำรขึ นโดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษำ รวบรวม วิเครำะห์และประเมิน
สถำนกำรณ์ควำมเสี่ยงของสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรในระดับประเทศ เพื่อเสนอแนวทำงกำรป้องกัน
และแก้ไขปัญหำฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรในเชิงนโยบำยของประเทศ กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ โดย
ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร ร่วมเป็นคณะกรรมกำร และเป็นหน่วยงำนหลักที่ร่วม
ด ำเนินกำรมำตรกำรทำงกฎหมำยและกำรเฝ้ำระวัง ในกิจกรรมกำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์และศึกษำกำร
ปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร เพ่ือสนับสนุนกำรก ำหนดกฎหมำยและเงื่อนไขที่เกี่ยวข้อง ซึ่ง
สถำนกำรณ์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรรำยงำนโดยหน่วยงำนของกระทรวงสำธำรณสุข ทั งในส่วนกลำง
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และ ส่วนภูมิภำค ได้จัดเรียงล ำดับปัญหำฟอร์มำลดีไฮด์ในแต่ละประเภทอำหำร พบว่ำ ประเภท
เนื อสัตว์พบในสไบนำง ประเภทพืช ผัก ผลไม้ พบในเห็ดชนิดต่ำงๆ ได้แก่ เห็ดหอม และ เห็ดฟำง 
ประเภทสัตว์น  ำและผลิตภัณฑ์พบในปลำหมึกกรอบ ปลำหมึกสดและแมงกะพรุน (5, 6)   
        ฟอร์มำลดีไฮด์ที่ปนเปื้อนในอำหำรอำจมำจำกหลำยปัจจัยเช่น เกิดขึ นได้เองตำมธรรมชำติ   
จำกกำรรมเพ่ือฆ่ำแมลง จำกกำรปรุงอำหำร จำกกำรเติมเพ่ือวัตถุประสงค์ต่ำงๆในกำรผลิตอำหำร   
หรืออำจแพร่ออกมำจำกภำชนะบรรจุที่ท ำจำกเรซิน ซึ่งมีฟอร์มำลดีไฮด์เป็นส่วนประกอบ  โดยที่
ฟอร์มำลดีไฮด์เป็นสำรตัวกลำง (intermediate) ที่ส ำคัญเพ่ือใช้ในกำรสังเครำะห์ชีวโมเลกุลของ
สิ่งมีชีวิต ดังนั นฟอร์มำลดีไฮด์ที่มใีนอำหำรจึงเกิดขึ นไดด้้วยกลไกทำงชีวเคมีและทำงกำยภำพ        พบ
ไดท้ั งในรูปสำรอิสระ (free-FA) และในรูปที่รวมอยู่กับสำรอื่น (bound-FA) เช่น โปรตีน กรดนิวคลีอิก 
(nucleic acid) กรดอะมิ โน  (amino acid) และครี เ อติ น  (creatine) เป็ นต้ น  ( 7,8)  ปริ มำณ
ฟอร์มำลดีไฮด์ที่มใีนอำหำรตำมธรรมชำติต่ำงกันตำมชนิด แหล่งก ำเนิด และกำรเก็บรักษำ  พบได้น้อย
ในนมสด และเนื อสัตว์ ขณะที่ในผลิตภัณฑ์เช่น แฮม และไส้กรอกจะพบมำกกว่ำ  เห็ดหอมพบ
ฟอร์มำลดีไฮด์สูงกว่ำผักและผลไม้ และพบฟอร์มำลดีไฮด์ปริมำณสูง ในปลำทะเล (9,10)  
        กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์เป็นหน่วยงำนหลักที่อยู่ในแผนด ำ เนินกำรเพ่ือแก้ไขปัญหำ
ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรของประเทศ  ในกลยุทธ์ด้ำนกำรศึกษำประเด็นปัญหำฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร
ที่ยังไม่มีข้อมูลชัดเจน และในด้ำนวิธีวิเครำะห์ ดังนั นเพ่ือด ำเนินกำรตำมนโยบำยของกระทรวง
สำธำรณสุข และขับเคลื่อนแผนกำรแก้ไขปัญหำฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร  ภำยใต้โครงกำร บูรณำกำร
อำหำรปลอดภัย (Food Safety)  ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร จึงได้จัดท ำโครงกำรศึกษำ
กำรปนเปื้อนฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรต่อเนื่อง 2 ปี คือปีงบประมำณ 2559 ถึง 2560 ผลกำร
ด ำเนินงำนในช่วงปีแรก  ได้จัดท ำหนังสือเพ่ือเผยแพร่ควำมรู้ เรื่องฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ซ่ึงรวบรวม
องค์ควำมรู้เกี่ยวกับฟอร์มำลดีไฮด์ ที่ประกอบด้วย  คุณสมบัติ ข้อเท็จจริงของกำรเกิดขึ น ควำมคงอยู่ 
ควำมเป็นพิษ ค่ำพื นฐำนที่มใีนอำหำรตำมธรรมชำติ  กำรประเมินกำรได้รับสำรจำกกำรบริโภค เกณฑ์
ควำมปลอดภัย และปริมำณที่ก ำหนดตำมกฎหมำยในอำหำรและน  ำดื่มของประเทศต่ำงๆ รวมทั ง
งำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง และระหว่ำงเดือนธันวำคม 2558 ถึง กุมภำพันธ์ 2559  ได้ตรวจคัดกรอง
ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรโดยชุดทดสอบ ผลกำรตรวจอำหำรจ ำนวน 1,666 ตัวอย่ำงซึ่งเก็บจำก
ท้องตลำด ประกอบด้วย ปลำหมึกกรอบ สไบนำงขำว สไบนำงด ำ ปลำหมึกสด เครื่องในรวม 
เล็บมือนำง แมงกะพรุน ปลำ เนื อวัว เนื อไก่ เห็ด กุ้ง กั ง ปู หอย และผักต่ำงๆ พบว่ำ ชนิดอำหำรที่พบ
ฟอร์มำลดีไฮด์เรียงตำมจ ำนวนที่พบจำกมำกไปน้อย มีดังนี  ปลำหมึกกรอบ สไบนำงขำว ปลำหมึกสด 
และสไบนำงด ำ จัดเป็นอำหำรกลุ่มเสี่ยงที่ต้องเฝ้ำระวังและแก้ปัญหำ (11)          
        กำรตรวจเฝ้ำระวังฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรโดยหน่วยงำนภำยใต้กระทรวงสำธำรณสุข ใช้วิธี
ตรวจคัดกรองด้วยชุดทดสอบ  (test kit)  กรณีที่ ตรวจพบจะน ำตัวอย่ ำงไปตรวจยืนยันใน
ห้องปฏิบัติกำร เพ่ือน ำผลที่ได้ไปด ำเนินกำรตำมกฎหมำยต่อไป วิธีที่ใช้ตรวจวิเครำะห์มีควำมส ำคัญใน
กำรบ่งบอกปริมำณของฟอร์มำลดีไฮด์แต่ละรูป Bechmann IE (12) เสนอว่ำ กำรรำยงำนผลวิเครำะห์
ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ควรรำยงำนวิธีกำรตรวจวิเครำะห์ควบคู่ไปด้วย  และแนะน ำให้ตรวจวิเครำะห์ 
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free – FA หำกว่ำต้องกำรศึกษำเกี่ยวกับควำมเป็นพิษของสำร ซึ่งจำกกำรศึกษำพบว่ำฟอร์มำลดีไฮด์
อิสระ (free-FA) มีควำมไวต่อกำรจับกับสำรชีวโมเลกุลในสิ่งมีชีวิตท ำให้เกิดกำรเปลี่ยนแปลงที่ส่งผล
ต่อสุขภำพ เพ่ือให้กำรเฝ้ำระวังกำรปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ด ำเนินกำรได้อย่ำงมี
ประสิทธิภำพ ต้องมีวิธีวิเครำะห์ที่สำมำรถบ่งชี ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่เกิดจำกกำรเติมโดยผิดกฎหมำย 
ซ่ึงอำจก่อให้เกิดผลต่อสุขภำพได้หำกผู้บริโภคได้รับ สอดรับกับกำรตรวจคัดกรองเบื องต้น และเป็นวิธี
วิเครำะห์ที่สำมำรถด ำเนินกำรได้โดยห้องปฏิบัติกำรทั่วไป ใช้เครื่องมือที่มีในห้องปฏิบัติกำร ใช้เวลำ
วิเครำะห์ไม่มำกนัก และผ่ำนกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธี (Method validation) ตำมหลักเกณฑ์
สำกล ด้วยรูปแบบของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรมีหลำยลักษณะ กำรตรวจคัดกรองโดยชุดทดสอบ และ
กำรตรวจยืนยันโดยห้องปฏิบัติกำร อำจจะวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่อยู่ในรูปต่ำงกัน โดยที่กำรตรวจ
คัดกรองด้วยชุดทดสอบเป็นกำรตรวจ  free – FA ขณะที่กำรตรวจยืนยันในห้องปฏิบัติกำร
กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ใช้วิธีกำรแยกฟอร์มำลดีไฮด์โดยกำรกลั่นตำมวิธี AOAC (13) และตรวจวัด
ปริ ม ำณด้ ว ย เทคนิ ค โ ครมำ โตกรำ ฟีขอ ง เหลวสมรรถนะสู ง  (High performance liquid 
chromatography; HPLC) เป็นกำรตรวจวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ที่บอกได้ยำกว่ำอยู่ในรูปแบบใด 
เนื่องจำกใช้วิธีแยกสำรออกมำโดยกำรกลั่นตำมปกติ ในเวลำสั นๆ อำจจะมี ทั ง free – FA และ 
bound-FA ปริมำณท่ีพบจึงสูงกว่ำกำรตรวจวัดค่ำ free – FA  เพียงอย่ำงเดียว ดังนั นโดยวิธีกำรตรวจ
คัดกรองและกำรตรวจยืนยันจึงได้ค่ำฟอร์มำลดีไฮด์ที่ไม่สอดคล้องกัน เพ่ือให้ห้องปฏิบัติกำรใช้วิธีตรวจ
วิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระที่สอดคล้องกับวิธีตรวจคัดกรองเบื องต้น และเป็นวิธีวิเครำะห์ที่วัด
สำรในรูปแบบที่ก่อให้เกิดพิษหรืออันตรำยได ้ในปีงบประมำณ 2560  จึงได้จัดท ำโครงกำร กำรพัฒนำ
วิธีวิเครำะห์ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ ในรูป free – FA และส ำรวจปริมำณ free – FA  ในอำหำรกลุ่ม
เสี่ยงที่เป็นปัญหำของประเทศ ที่ประเมินได้จำกผลกำรส ำรวจในปีงบประมำณ พ.ศ. 2559 และจำก
รำยงำนสถำนกำรณ์กำรเฝ้ำระวังกำรปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรของประเทศ  

 
1.2  วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

1.2.1  พัฒนำวิธีวิเครำะห์ปริมำณ free – FA ในอำหำร และทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์  
1.2.2  ตรวจวิเครำะห์ free – FA ในอำหำรกลุ่มเสี่ยงได้แก่  ปลำหมึกสด สไบนำง  และเห็ด 

เป็นต้น เพ่ือให้ไดข้้อมูลพื นฐำนของปริมำณ free – FA ที่มใีนอำหำรตำมธรรมชำติ 
1.2.3  พัฒนำห้องปฏิบัติกำรของศูนย์วิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ให้สำมำรถตรวจวิเครำะห์   

free–FA ในอำหำรกลุ่มเป้ำหมำย (กลุ่มเสี่ยงที่ตรวจพบ) ได ้เพ่ือกำรเฝ้ำระวังและคุ้มครองผู้บริโภค 

 1.3  ขอบเขตของการศึกษา 
         1.3.1  กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์เพ่ือหำปริมำณ free – FA ในอำหำร โดยมีปลำหมึกสดเป็น
ตัวแทนอำหำรทะเล และสไบนำงเป็นตัวแทนอำหำรประเภทเนื อสัตว์บก  
         1.3.2 ทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ ที่ได้พัฒนำแล้วในด้ำนคุณลักษณะเฉพำะของวิธี
ได้แก่ ช่วงของกำรวัด (working rang) และควำมเป็นเส้นตรง (linearity) ควำมจ ำเพำะเจำะจง 
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(specificity/selectivity) ขีดจ ำกัดของกำรตรวจพบ (limit of detection, LOD) ขีดจ ำกัดของกำร
วัดเชิงปริมำณ (limit of quantitation, LOQ)  ควำมเที่ยง (precision)  ควำมแม่น (accuracy) และ
กำรประมำณค่ำควำมไม่แน่นอนของกำรวัด 
         1.3.3  ตรวจวิเครำะห์ free – FA ในปลำหมึก สไบนำง และเห็ด เพ่ือกำรส ำรวจเบื องต้นของ
ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์พื นฐำนที่มีในอำหำร 
        1.3.4  ฝึกอบรม วิธีวิเครำะห์ free – FA ในอำหำร ให้แก่เจ้ำหน้ำที่ห้องปฏิบัติกำรจำก       
ศูนย์วิทยำศำสตร์กำรแพทย์   
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
        1.4.1  กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์มีวิธีวิเครำะห์ free-FA  ในอำหำรที่ผ่ำนกำรทดสอบควำม
ใช้ได้ของวิธี สำมำรถน ำไปใช้ในกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free-FA  ซึ่งจะโยงไปถึงโอกำสที่ได้รับจำก
กำรเติมสำรลงในอำหำรที่ไม่สมควรท ำ และอำจเกิดพิษเมื่อเข้ำสู่ร่ำงกำย เป็นกำรวิเครำะห์ทีเ่หมำะสม
ต่อกำรใช้ตรวจวิเครำะห์ตัวอย่ำงปริมำณมำกในกำรเฝ้ำระวังควำมปลอดภัยของอำหำร และสำมำรถ
จัดท ำเป็นวิธีมำตรฐำนของประเทศได้ต่อไป 
        1.4.2  มีค่ำพื นฐำนของปริมำณ free- FA ในอำหำรกลุ่มเสี่ยง เพ่ือใช้ในกำรก ำหนดปริมำณ
ฟอร์มำลดีไฮด์ที่อำจมีในอำหำรเหล่ำนั น 
        1.4.3  ศูนยว์ิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ซึ่งเป็นห้องปฏิบัติกำรเครือข่ำย ได้รับกำรพัฒนำ            ให้
สำมำรถตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free- FA  ในอำหำรได้ 
        1.4.4  ผลกำรด ำเนินงำนตอบสนองมำตรกำรทำงกฎหมำย ในกิจกรรมกำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ 
และกำรพัฒนำองค์ควำมรู้ ตำมแผนงำนแก้ไขปัญหำฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรและผลิตภัณฑ์ของ
ประเทศ  
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บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ฟอร์มาลดีไฮด ์
       2.1.1 ลักษณะและคุณสมบัติ  
               ฟอร์มำลดีไฮด์ (Formaldehyde) เป็นชื่อเรียกตำม International Union of Pure and 
Applied Chemistry; IUPAC หรือชื่อเรียกอ่ืน คือ สำรละลำยฟอร์มำลดีไฮด์ ( Formaldehyde 
solution) ฟอร์มำลีน (Formalin) ฟอร์มอล (Formol) ฟอร์มำลีท (Formalith) แฟนโนฟอร์ม 
(Fannoform) ฟอร์มิกอัลดีไฮด์  (Formic aldehyde) ไฟด์ (Fyde) เมทำนำล (Methanal)      เมทิล
อำลดีไฮด์ (Methyl aldehyde) เมทิลีนออกไซด์ (Methylene oxide) มอร์บีซิด (Morbicid) ออกโซ
มีเทน (Oxomethane) ออกซีเมทิลิน (Oxzymethylene) ไลโซฟอร์ม (Lysoform) ซุปเปอร์ไลโซ
ฟอร์ม (Superlysoform) (14)  

  CAS Number 50-00-0   สูตรเคมี CH2O  

สูตรโครงสร้ำง    
 

       เป็นก๊ำซที่มีกลิ่นฉุน ละลำยได้ดีในน  ำ แอลกอฮอล์ อีเทอร์ และอะซีโตน ไม่เสถียร  กำร
ซื อขำยและขนส่งจึงอยู่ในรูปของสำรละลำยที่มี ควำมเข้มข้นร้อยละ 37-55 โดยน  ำหนัก และมี
ส่วนผสมเมทำนอลอยู่ระหว่ำงร้อยละ 1-14 เรียกว่ำ “ฟอร์มำลีน” 
ตารางท่ี 2.1 สมบัติทำงกำยภำพของฟอร์มำลดีไฮด์ (14)     

สมบัติของสำร ก๊ำซฟอร์มำลดีไฮด์ ฟอร์มำลีน 
สภำพที่ปรำกฏ ไม่มีสี ไม่มีสี 
น  ำหนักโมเลกุล 30.03 30.03 
จุดเดือด (องศำเซลเซียส) -19.5 ที่ควำมดันบรรยำกำศ 96  ที่ควำมดันบรรยำกำศ 
จุดหลอมเหลว/จุดเยือกแข็ง  
(องศำเซลเซียส) 

- -92 

ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) - 2.8 – 4.0  
ควำมหนำแน่นไอสัมพัทธ์ 1.08 ที่ 20 องศำเซลเซียส  1.04 ที่ 20 องศำเซลเซียส 
ควำมดันไอ (มม.ปรอท) 3,890 ที่ 25 องศำเซลเซียส 1.52 ที่ 20 องศำเซลเซียส 
อุณหภูมิที่ติดไฟได้เอง (องศำเซลเซียส) 424 424 
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   ฟอร์มำลดีไฮด์ สำมำรถเกิดปฏิกิริยำโพลีเมอไรเซชัน ออกซิเดชัน และแอดดิชัน  ในรูป
ของสำรละลำยสำมำรถเกิดปฏิกิริยำโพลีเมอไรเซซัน ดีคอมโพสิชัน  รีดักชัน ออกซิเดชัน แอดดิชัน 
และคอนเดนเซชัน เมื่อถูกควำมร้อนจะสลำยตัวเป็นกรดฟอร์มิก และหำกลุกไหม้จะสลำยตัวให้ก๊ำช
คำร์บอนมอนอกไซด์ คำร์บอนไดออกไซด์ และไฮโดรเจน เกิดหมอกควันที่เป็นพิษ (14) จัดเป็นวัตถุ
อันตรำยชนิดที่ 2 ตำม พ.ร.บ. วัตถุอันตรำย พ.ศ. 2535 (15) กำรผลิต กำรน ำเข้ำ-ส่งออก หรือมีไว้
ครอบครอง ต้องแจ้งให้พนักงำนเจ้ำหน้ำที่ทรำบก่อน และต้องปฏิบัติตำมหลักเกณฑ์ ซึ่งต้องขึ น
ทะเบียนวัตถุอันตรำย และเป็นสำรห้ำมใช้ในอำหำร ในประเทศไทยมีโรงงำนผลิตฟอร์มำลดีไฮด์โดยใช้
เมทำนอล เป็นวัตถุดิบหลักทีน่ ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ โดยกระบวนกำรส ำคัญ 2 กระบวนกำร (14) คือ  

1)  ซิลเวอร์ โพรเซส เกิดจำกปฏิกิริยำระหว่ำงเมทำนอล กับออกซิเจนภำยใต้สภำวะ
อุณหภูมิสูง ใช้โลหะเงินเป็นตัวเร่งปฏิกิริยำ ท ำให้เมทำนอลเปลี่ยนเป็นฟอร์มำลดีไฮด์ได้ประมำณ ร้อย
ละ 77-78 มีคำร์บอนมอนอกไซด์ คำร์บอนไดออกไซด์ และกรดฟอร์มิกเป็นผลิตผลข้ำงเคียง 
                2)  ออกไซด์ โพรเซส เป็นกระบวนกำรที่ท ำให้เมทำนอลเกิดปฏิกิริยำออกซิเดชันกับ
อำกำศ โดยมีเหล็ก โมลิบดินัม และวำนำเดียมออกไซด์ เป็นตัวเร่งปฏิกิริยำที่อุณหภูมิ 300-400   
องศำเซลเซียส ท ำให้เมทำนอลเปลี่ยนเป็นฟอร์มำลดีไฮด์ได้สูงถึงร้อยละ 93 มีคำร์บอนมอนอกไซด์
และน  ำเป็นผลิตผลข้ำงเคียง 
       2.1.2 การใช้งาน 
                  มีกำรน ำฟอร์มำลดีไฮด์ไปใช้ในอุตสำหกรรมต่ำง ๆ จ ำนวนมำก เช่น  เป็นวัตถุดิบในกำรผลิต 
เรซินชนิดยูเรียฟอร์มำลดีไฮด์ ฟีนอลฟอร์มำลดีไฮด์ เมลำมีนฟอร์มำลดีไฮด์ โพลีอะซีทัล และเคมีภัณฑ์อ่ืน ๆ    
เรซินที่มีฟอร์มำลดีไฮด์เป็นส่วนประกอบจะน ำไปใช้ผลิตสินค้ำได้มำกมำย เช่น ถ้วยชำม ผ้ำเบรกรถยนต์   
ใบเลื่อย ใบเจีย ใบตัดทรำย แบบหล่อโลหะ ฉนวนกันควำมร้อน ชิ นส่วนยำนยนต์ ชิ นส่วนเครื่องใช้ไฟฟ้ำ
อิเล็กทรอนิคส์ เป็นต้น ใช้เป็นสำรเชื่อมประสำนในกำรท ำพำติเกิลบอร์ด สำรเคลือบ ไม้อัด และเฟอร์นิเจอร์ 
ใช้ในอุตสำหกรรมสิ่งทอเพ่ือรักษำผ้ำไม่ให้ยับย่น ใช้ในอุตสำหกรรมกระดำษเพ่ือให้กระดำษลื่นและกันน  ำได้ 
ใช้ผสมในสีทำบ้ำน วอลเปเปอร์ พลำสติก กำว ผ้ำใยสังเครำะห์ น  ำยำเคลือบเงำไม้ พรมสังเครำะห์ น  ำยำ  
ท ำควำมสะอำด และกระดำษทิชชู ใช้ในกำรย้อมเพ่ือให้สีย้อมติดแน่น ใช้ในกำรฟอกสี งำนด้ำนกำรพิมพ์ 
กำรฟอกหนัง และเป็นสำรตั งต้นในกำรผลิตเคมีภัณฑ์ต่ำง ๆ (14, 16,17)  ด้ำนกำรเกษตร ใช้ผสมในอำหำรสัตว์
เพ่ือรักษำคุณภำพของโปรตีนในอำหำรของสัตว์เคี ยวเอื อง ใช้ในกำรผลิตสำรที่ท ำลำยหรือป้องกันจุลินทรีย์ 
ที่ท ำให้ต้นไม้เกิดโรค ใช้ฆ่ำเชื อรำในดิน ใช้เป็นปุ๋ย ใช้ในกำรป้องกันผลผลิตทำงกำรเกษตรจำก ควำม
เสียหำย ระหว่ำงกำรขนส่งและกำรเก็บรักษำ โดยใช้เป็นสำรรมในที่เก็บผลิตผลทำงกำรเกษตร ใช้ท ำควำม
สะอำดลังไม้ รวมถึงน ำไปผสมสำรละลำยที่ใช้เคลือบผัก ผลไม้ เพ่ือยับยั งกำรเน่ำเสีย ใช้ในบ่อเลี ยงปลำเพ่ือ
ป้องกันโรค(16)  ก ำจัดปรสิตต่ำง ๆ ตำมผิวหนังและเหงือก และฆ่ำเชื อปลิงในบ่อขณะที่มีปลำอยู่  ด้ำน
กำรแพทย์  ใช้เป็นสำรฆ่ำเชื อส ำหรับท ำควำมสะอำดอุปกรณ์และเครื่องมือทำงกำรแพทย์  ใช้ส ำหรับ
ฆ่ำเชื อรำ นอกจำกนี ไอระเหยของฟอร์มำลดีไฮด์สำมำรถน ำมำอบห้องเพ่ือฆ่ำเชื อโรคในโรงพยำบำล ใช้
ในกำรเก็บรักษำศพ เก็บรักษำสภำพตัวอย่ำงเนื อเยื่อทำงกำยวิภำค (anatomical specimens) เพ่ือ
น ำไปวิเครำะห์และกำรวินิจฉัย  ด้ำนเครื่องส ำอำง ใช้เป็นสำรกันบูด สำรฆ่ำเชื อ และป้องกันเหงื่อออก
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มำก เป็นส่วนผสมของยำสีฟัน น  ำยำบ้วนปำก สบู่ ครีมโกนหนวด และน  ำยำดับกลิ่นตัว (14,16) ด้ำน
อำหำร ใช้เป็นสำรกันเสียในกำรผลิตเนยแข็งมีกำรเติมฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปของเฮกซำเมทิลีนเตตรำมีน 
(hexamethylenetetramine) ซึ่งเป็นของแข็ง เพ่ือค่ำเชื อแบคทีเรียและป้องกันรูพรุนที่เกิดจำกแก๊ส
ซึ่งแบคทีเรียบำงกลุ่มสร้ำงขึ นท ำให้เนยแข็งแตก (18)  
        2.1.3 การเกิดในสิ่งแวดล้อม  

    พบได้ทั งในอำกำศ น  ำ และดิน แหล่งก ำเนิดส ำคัญในชั นบรรยำกำศ เกิดจำกกำร
สลำยตัวของก๊ำซมีเทน (methane) ที่มีกำรกระจำยตัวอยู่ทั่วไปและมีค่ำครึ่งชีวิตหลำยปี ดังนั น
ฟอร์มำลดีไฮด์จึงมีอยู่ทั่วโลก พบในกระบวนกำรสันดำปอำหำรของพืชและสัตว์ และจำกกำรกระท ำ
ของคนซึ่งเป็นแหล่งส ำคัญ เช่น กำรเผำไหม้เชื อเพลิงของรถยนต์ ในควันบุหรี่ กำรเผำไหม้พืชและสัตว์ 
ในเตำหม้อน  ำอุตสำหกรรมที่ใช้ก๊ำซ กำรระเหยออกมำจำกผลิตภัณฑ์ที่มีฟอร์มำลดี ไฮด์เป็นส่วน 
ประกอบ เช่น เรซิน กำว ไม้อัด เสื อผ้ำ เป็นต้น (19) ในน  ำ เกิดจำกกำรออกซิเดชันของสำรอินทรีย์ใน
ระหว่ำงกำรฆ่ำเชื อโรคด้วยโอโซน และคลอรีน นอกจำกนี ฟอร์มำลดีไฮด์อำจจะปนเปื้อนลงสู่แหล่งน  ำ
ได้จำกอุตสำหกรรมต่ำง ๆ และกำรละลำยออกจำกพลำสติกที่ใช้ในกำรส่งน  ำ รวมทั งข้อต่อ (3) ในดินจะ
เกิดขึ นในช่วงต้นของกำรย่อยสลำยพืช และอำจปนเปื้อนมำจำกอุตสำหกรรมต่ำง ๆ ได้เช่นกัน (17)  
         2.1.4 ความเป็นพิษ 

        ฟอร์มำลดีไฮด์ที่สิ่งมีชีวิตได้รับมีแหล่งที่มำ 2 ลักษณะ คือ ฟอร์มำลดีไฮด์จำกภำยนอก
ร่ำงกำย (exogenous formaldehyde) และฟอร์มำลดีไฮด์ที่เกิดขึ นภำยในร่ำงกำย (endogenous 
formaldehyde) 

        2.1.4.1   ฟอร์มำลดีไฮด์จำกภำยนอกร่ำงกำย 
                ฟอร์มำลดีไฮด์เข้ำสู่ร่ำงกำยได้ทำงกำรหำยใจ กำรกิน และทำงผิวหนัง ใน

สัตว์ทดลองเมื่อได้รับไอของสำรจะถูกดูดซึมที่บริเวณทำงเดินหำยใจส่วนบน บริเวณโพรงจมูก รวมถึง
บริเวณหลอดลมใหญ่ (trachea) และหลอดลมฝอย (proximal bronchi) ฟอร์มำลดีไฮด์สำมำรถเข้ำ
ท ำปฏิกิริยำกับสำรโมเลกุลใหญ่ เช่น ดีเอ็นเอ (DNA) อำร์เอ็นเอ (RNA) และโปรตีน   โดยจับกันใน
รูปแบบคืนกลับได้ (reversible adduct) หรือเกิดกำรเชื่อมโยงแบบคืนกลับไม่ได้  (irreversible 
cross-link) (20) เมื่อเข้ำสู่ร่ำงกำยจะถูกเปลี่ยนแปลงอย่ำงรวดเร็วโดยเอนไซม์ ผ่ำนกระบวนกำร       
เมแทบอลิซึม (metabolism) และจะถูกขับออกจำกร่ำงกำยทำงปัสสำวะในรูปเกลือฟอร์เมต หรือ
หำยใจออกในรูปคำร์บอนไดออกไซด์ (20, 21) แม้จะถูกขับออกจำกร่ำงกำยอย่ำงรวดเร็ว แต่ยังคงมี
บำงส่วนที่สะสมในร่ำงกำยในรูปของกรดฟอร์มิก ซึ่งอำจท ำให้เกิดพิษทั งแบบเฉียบพลันและเรื อรัง 
อำกำรพิษที่เกิดจะมำกหรือน้อยขึ นกับปริมำณที่รับสัมผัส ควำมไวเฉพำะบุคคล และช่วงเวลำของกำร
รับสัมผัส  ฟอร์มำลดีไฮด์ที่เข้ำสู่ร่ำงกำยผ่ำนทำงกำรกินในลักษณะของเหลว ส่งผลให้เกิดกำรระคำย
เคืองทำงเดินอำหำร คลื่นไส้ อำเจียน (อำจพบอำเจียนเป็นเลือด) ท้องเสีย ปวดอย่ำงรุนแรงบริเวณ
ปำก คอ และกระเพำะอำหำร อำจเกิดกำรบำดเจ็บจำกกำรกัดกร่อน เกิดแผลและเลือดออกใน
กระเพำะอำหำร อำจส่งผลกระทบต่อตับ ระบบปัสสำวะหรือไต ระบบเลือด ระบบต่อมไร้ท่อ เป็นต้น 
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หำกได้รับในปริมำณที่สูง หรือประมำณ 30-60 มิลลิลิตร ท ำให้ ปวดท้องอย่ำงรุนแรง อำเจียน 
ท้องเดิน หมดสติ เกิดแผลในกระเพำะอำหำร และท ำให้เสียชีวิตได้ (17) 

                          1) ค่ำควำมเป็นพิษ LD50  (ปริมำณที่ท ำให้สัตว์ทดลองตำยร้อยละ 50) ทำงกำร
กินในหนูแรท เท่ำกับ 600-800 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัม (mg/kg b.w.) ทำงผิวหนังใน
กระต่ำย เท่ำกับ 270 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว  1 กิโลกรัม กำรศึกษำในหนูแรทโดยให้ทำงกำรหำยใจ 
เป็นเวลำ 4 ชั่วโมง มีค่ำ LD50 เท่ำกับ 578 มิลลิกรัมต่อลูกบำศก์เมตร หรือ 480 ส่วนในล้ำนส่วน (ppm) (21)  

             2) ควำมเป็นพิษเฉียบพลัน (Acute toxicity) ทำงกำรหำยใจ: ฟอร์มำลดีไฮด์ใน
รูปก๊ำซจะท ำให้เกิดกำรระคำยเคืองตำ จมูก และระบบทำงเดินหำยใจ โดยถูกดูดซึมอย่ำงรวดเร็ว
บริเวณปอด เมื่อสูดดมในปริมำณน้อยจะท ำให้เกิดกำรระคำยเคืองต่อจมูกและล ำคอ มีอำกำรไอ    
เจ็บหน้ำอก หำยใจไม่อ่ิม หำกรับสัมผัสในปริมำณที่สูงขึ นจะสัมพันธ์กับกำรเกิดกำรอักเสบของระบบ
ทำงเดินหำยใจส่วนล่ำง ช่องคอบวม เกิดกำรอักเสบของหลอดลม ปอด และเกิดกำรสะสมของ 
ของเหลวในปอด (17) อำกำรควำมเป็นพิษขึ นอยู่กับควำมเข้มข้นที่ได้รับสัมผัส  

         3) ควำมเป็นพิษเรื อรัง (Chronic toxicity) IARC จัดฟอร์มำลดีไฮด์อยู่ในกลุ่ม  1 ของ
กำรเป็นสำเหตุให้เกิดมะเร็งในมนุษย์ คือ โรคมะเร็งโพรงจมูก ซึ่งมีสำเหตุจำกกำร สูดหำยใจ
ฟอร์มำลดีไฮด์เข้ำไป ท ำให้เกิดกำรเชื่อมโยงระหว่ำงดีเอ็นเอกับโปรตีน (DNA-protein crosslink)   
ในเนื อเยื่อหลังโพรงจมูก (nasopharyngeal tissue)(1) กำรศึกษำในหนูแรทที่ได้รับฟอร์มำลดีไฮด์
ทำงกำรหำยใจ 17 มิลลิกรัมต่อลูกบำศก์เมตร เป็นเวลำ 6 ชั่วโมงต่อวัน จ ำนวน 5 วันต่อสัปดำห์   เป็น
เวลำ 2 ปี พบว่ำเพ่ิมอุบัติกำรณ์กำรเกิด squamous cell carcinoma ในช่องจมูก(3)  

Yu G-Y(22) อ้ำงถึงกำรศึกษำทำงระบำดวิทยำและข้อมูลที่ได้จำกกำรทดลอง แสดงให้
เห็นว่ำกำรรับสัมผัสฟอร์มำลดีไฮด์ในกำรประกอบอำชีพและจำกสิ่งแวดล้อม จะเพ่ิมควำมเสี่ยงของ
กำรเกิดมะเร็งเม็ดเลือดขำว (leukemia) ซึ่ง IARC (monographs, 2012) ได้จัดให้ฟอร์มำลดีไฮด์เป็น
สำเหตุให้เกิดมะเร็งเม็ดเลือดขำว  แต่กระบวนกำรเกิดนั นยังไม่เป็นที่ทรำบแน่ชัด อำจเนื่องจำกกำร
เกิดควำมเป็นพิษต่อระบบเลือด (hematopoietic system) จำกภำวะเครียดที่เกิดจำกออกซิเดชัน 
(oxidative stress) ในไขกระดูก (bone marrow) ที่สร้ำงเม็ดเลือด ผลกระทบดังกล่ำวจึงอำจเป็น
สำเหตุของกำรเกดิโรคมะเร็งเม็ดเลือดขำว  

        2.1.4.2  ฟอร์มำลดีไฮด์ที่เกิดขึ นภำยในร่ำงกำย 
              ฟอร์มำลดีไฮด์ที่ถูกสร้ำงขึ นโดยสิ่งมีชีวิตจำกกระบวนกำรต่ำง ๆ ภำยในร่ำงกำย 

ทั งท่ีอำศัยเอนไซม์ และไม่มีเอนไซม์มำเกี่ยวข้อง ซึ่งพบได้ดังนี  
                1) ในสัตว์ทั่วไป: กำรสังเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์พบได้บริเวณภำยในเซลล์ซึ่งมี

ควำมเข้มข้นถึง 12 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 400 ไมโครโมลำร์ (µM) โดยเกิดออกซิเดทีฟดีแอมิเนชั่น 
(oxidative deamination) ซึ่งเป็นปฏิกิริยำส ำคัญของกำรสร้ำงฟอร์มำลดีไฮด์ที่อำศัยเอนไซม์เซมิคำร์
บำไซด์-เซนซิทีฟ เอมีน ออกซิเดส (semicarbazide-sensitive amine oxidase; SSAO) เอนไซม์ 
SSAO มีทองแดงเป็นส่วนประกอบ พบได้ในกล้ำมเนื อหัวใจ กระดูกอ่อน ในอวัยวะต่ำง  ๆ เช่น ปอด 
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ตับ ล ำไส้ใหญ่ ไต ต่อมหมวกไต และในกระแสเลือด เอนไซม์ SSAO จะท ำปฏิกิริยำกับเอมีน ได้
แอมโมเนีย ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และสุดท้ำยคือฟอร์มำลดีไฮด์ ขณะที่เอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดส 
(monoamine oxidase; MAO) A และ B สำมำรถสร้ำงฟอร์มำลดีไฮด์ได้เช่นเดียวกัน นอกจำกนี ใน
ปฏิกิริยำดีเมทธิลเลชั่น (demethylation) ของวัฎจักรเมทไธโอนิน โฮโมซิสเตอีน (methionine-
homocysteine cycles) กำรใช้หมู่เมทิล (methyl group) น ำไปสู่กำรสร้ำงฟอร์มำลดีไฮด์ นอกจำกนี 
ยังมีปฏิกิริยำดีเมทิลเลชั่นของสำรอ่ืนที่ให้ฟอร์มำลดีไฮด์ เช่น ฮิสโตน ดีเมทิลเลชั่น  (Histone 
demethylation) ดีเอ็นเอ ดีเมทิลเลชั่น (DNA demethylation) อำร์เอ็นเอ ดีเมทิลเลชั่น (RNA 
demethylation) และไมโครโซมอล ไซโตโครมพี 450 ดีเพนเดนท์ ออกซิเดชั่น  (microsomal 
cytochrome P-450 dependent oxidation) เป็นต้น แหล่งอ่ืนที่สร้ำงฟอร์มำลดีไฮด์ในร่ำงกำย คือ 
one carbon pool เมแทบอลิซึมของกรดอะมิโน (amino acid metabolism) เช่น เซอรีน (serine) 
ไกลซีน (glycine) เมทไธโอนีน (methionine) และ โคลีน (choline) เมแทบอลิซึมของเมทำนอล 
(methanol metabolism) ขบวนกำร lipid peroxidation และขบวนกำร P-450 dependent 
demethylation (O-, N-, S-methyl) (23)  มีรำยงำนกำรศึกษำระดับควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์
ในเลือดของสัตว์เลี ยงลูกด้วยนมจำกกำรสร้ำงขึ นเองภำยในร่ำงกำย มีปริมำณ 2.2, 2.4 และ 2.6 
มิลลิกรัมต่อลิตร ในหนูแรท ลิง และคน ตำมล ำดับ โดยในคนมีค่ำครึ่งชีวิตประมำณ 1-1.5 นำท ี(24) 

          2) ในสัตว์ทะเล: จะมีไตรเมทิลเอมีนออกไซด์ (Trimethylamine oxide; 
TMAO) เป็นสำรประกอบที่ไม่ใช่โปรตีนแต่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ (non-protein nitrogen)  
ซึ่งเป็นสำรที่ป้องกันกำรสูญเสียน  ำออกจำกตัวสัตว์โดยกลไกทำงออสโมซีส ปริมำณควำมเข้มข้นของ  
TMAO ที่พบในเนื อปลำทะเลอยู่ระหว่ำง 1-5 % และแปรผันตำมชนิด อำยุ ขนำด ควำมเค็มของน  ำ
ทะเล (25,26) เมื่อสัตว์ทะเลตำย TMAO จะเปลี่ยนไปเป็นฟอร์มำลดีไฮด์โดยผ่ำน 3 กระบวนกำร ดังนี   

          (1)  โดยเอนไซม์: เอนไซม์ไตรเมธิลเอมีนออกซิเดส (Trimethylamine oxidase: 
TMAOase) สำมำรถเปลี่ยน  TMAO เป็นไดเมทิลเอมีน (Dimethylamine: DMA) ไตรเมทิลเอมีน
(Trimethylamine; TMA)  และฟอร์มำลดีไฮด์ ปกติ  TMAO ที่พบในปลำจะมีปริมำณแตกต่ำงกัน 
เช่นเดียวกับ TMAOase ที่มีปริมำณแตกต่ำงกันในสัตว์ทะเลแต่ละชนิด หรือแม้แต่ชนิดเดียวกัน และ
จะพบมำกในอวัยวะมำกกว่ำในเนื อ TMAOase พบได้มำกในปลำคอดและปลำหมึก แต่จะพบน้อยใน
ปลำน  ำจืด(26)  

          (2)  โดยแบคทีเรีย : แบคทีเรียประเภท alteromonastetrodonis และ 
putrefaciens  จะเปลี่ยน TMAO ไปเป็น TMA และฟอร์มำลดีไฮด์ ทั งนี  TMA ท ำให้เกิดกลิ่นคำวซึ่งใช้
เป็นดัชนี แสดงถึงควำมสดของปลำได้ กำรเจริญของแบคทีเรียเหล่ำนี จะถูกยับยั งในสภำพแช่แข็ง 
ดังนั นในกระบวนกำรนี ฟอร์มำลดีไฮด์จึงเกิดขึ นได้ไม่มำกนัก (26)  

          (3)  ปัจจัยอ่ืน : กำรสลำย TMAO เป็นฟอร์มำลดีไฮด์เพ่ิมขึ นโดยกำรให้ควำม
ร้อนที่อุณหภูมิสูง และค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงของอำหำร แต่ขณะเดียวกันกำรเติมสำรปรุงแต่ง 
(additive) บำงชนิด เช่น โพลีฟีนอลจำกชำ (tea polyphenol) แคลเซียมคลอไรด์ (calcium 



 
   

 ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภยัอำหำร   กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ 
  

10 
รายงานฉบับสมบูรณ ์ โครงกำรศึกษำกำรปนเปื้อนสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ปีงบประมำณ 2560: 
                                กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระ (free-formaldehyde) และส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

 

chloride) กรดซิตริก (citric acid) ไตรโซเดียม ซิเตรท (trisodium citrate) และเรสเวอรำทรอล 
(resveratrol) จะท ำให้กำรเปลี่ยนของ TMAO เป็นฟอร์มำลดีไฮด์ลดลง (25,26) 

              3) ในพืช: ฟอร์มำลดีไฮด์ในพืชเป็นผลพลอยได้จำกกำรสังเครำะห์แสง ปริมำณที่
มีอยู่ในช่วง 0.5-1.0 มิลลิโมลำร์ (mM) ทันทีที่พืชสังเครำะห์อัลดีไฮด์ขึ นก็จะไปรวมกับแอล อำร์จินีน 
(L-arginine) เป็น  เอ็นจี ไตรไฮดรอกซีเมทิล แอล อำร์จินีน (N(G)-trihydroxymethyl-L-arginine; 
TriHMA) เข้ำสู่กำรท ำปฏิกิริยำของเอนไซม์ไปตำมล ำดับ และโดยผ่ำน 2 กระบวนกำร คือ เมทธิลเลชั่น 
และดีเมทธิลเลชั่น ซึ่งเป็นเส้นทำงส ำคัญกำรเกิดสำรประกอบ เอ็น -เอส-โอ-เมทธิลเลท (N-,S-,O-
methylated compounds) อันเป็นสำรตั งต้นของฟอร์มำลดีไฮด์ (23) 
                2.1.4.3   กลไกกำรท ำลำยพิษ 
                            ฟอร์มำลดีไฮด์ที่เกิดขึ นภำยในร่ำงกำยอำจท ำลำยเซลล์ได้ เมื่อจับกับดีเอ็นเอ
และโปรตีน จึงมีกระบวนกำรที่ช่วยป้องกันกำรท ำลำยเซลล์และกำรซ่อมแซมควำมเสียหำยที่เกิด
ขึ นกับเซลล์ โดยก ำจัดฟอร์มำลดีไฮด์ผ่ำนกำรท ำงำนของเอนไซม์ 3 ชนิด คือ เอนไซม์แอลกอฮอล์ดี
ไฮโดรจีเนส II (alcohol dehydrogenase; ALDH II) และ เอนไซม์อัลดีไฮด์ ดีไฮโดรจีเนส I และ II 
(aldehyde dehydrogenase; ADH I and II) (23) ส่วนฟอร์มำลดีไฮด์ที่ไม่ถูกก ำจัดจะท ำปฏิกิริยำกับ 
ดีเอ็นเอ ท ำให้เกิดควำมเสียหำยขึ นได้ จึงมีกระบวนกำรที่ช่วยซ่อมแซมดีเอ็นเอ เรียกว่ำ Fanconi 
system of DNA repair โดยกระบวนกำรเหล่ำนี ท ำให้ฟอร์มำลดีไฮด์ถูกก ำจัดออกจำกร่ำงกำย และ
ไม่ท ำควำมเสียหำยต่อเซลล์ ในกรณีท่ีกระบวนกำรดังกล่ำวท ำงำนผิดปกติหรือท ำงำนไม่สมบูรณ์ จะท ำ
ให้เกิดควำมเสียหำยต่อเซลล์และเกิดพิษต่อร่ำงกำยขึ นได้ (27)  
       2.1.5 ความเป็นพิษจากการบริโภค 

       ฟอร์มำลดีไฮด์ที่เข้ำสู่ร่ำงกำย ผ่ำนระบบทำงเดินอำหำร ส่วนใหญ่มำจำกกำรกินอำหำร
และน  ำดื่มที่ปนเปื้อนซึ่งกำรศึกษำควำมเป็นพิษทำงด้ำนนี มีไม่มำกนักด้วยเป็นที่ทรำบกันว่ำกำรรับ
สัมผัสของคนทำงกำรบริโภคมีควำมส ำคัญน้อยกว่ำทำงกำรหำยใจ ที่อำจก่อมะเร็งโพรงจมูกได้       
ผลกำรศึกษำส่วนใหญ่พบว่ำเฉพำะกำรบริโภคในปริมำณมำกเกินระดับปกติในชีวิตประจ ำวันเท่ำนั นจึง
จะมีผลต่อร่ำงกำยที่สำมำรถบ่งชี ได้ ควำมเป็นพิษที่ผ่ำนกำรกินมำจำกกำรได้รับ 2 รูปแบบคือ 

        2.1.5.1  ในน  ำดื่ม 
               ฟอร์มำลดี ไฮด์ละลำยได้ดี ในน  ำ  ส่ วนใหญ่พบในรูปเมทิลีนไกลคอล 

(methylene glycol) และโอลิโกเมอร์ (oligomers)  ในสภำวะปกติปริมำณที่พบในน  ำดื่มมักน้อยกว่ำ 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังนั นกำรได้รับสำรฟอร์มำลดีไฮด์จำกน  ำจึงประเมิน ค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.2 
มิลลิกรัมต่อวัน (mg/day) (16) 

        2.1.5.2   ในอำหำร 
                ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรพบทั งในรูปสำรอิสระและในรูปที่รวมอยู่กับสำรอ่ืน 

เช่น โปรตีน กรดนิวคลีอิก (nucleic acid) กรดอะมิโน (amino acid) เอมีน (amine) ครีเอติน 
(creatine) นิวคลีโอไทด์ (nucleotide) เป็นต้น นักวิจัยพบว่ำฟอร์มำลดีไฮด์จับกับสำรชีวภำพ โดย
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พันธะเคมี 3 แบบ คือ รีเวอร์สซิเบิล (reversible bond) แอซิด ลำไบล์ (acid-labile bond) และ  
แอซิด รีซิสแทนท์ (acid-resistant bond) (7,28)  มีลักษณะดังนี   
                              1)  reversible bond เป็นกำรเกิดพันธะเคมีทีผ่ันกลับได้ในรูปของ                   N 
- (hydroxymethyl) ระหว่ำงฟอร์มำลดีไฮด์และโปรตีนในส่วน €-amino group ของ lysine, α-amino 
group ของ N-terminal amino acid, guanidyl group ของ arginine และ aromatic ring nitrogen 
ของ histamine และ tryptophan  ฟอร์มำลดีไฮด์ส่วนนี สำมำรถแยกได้โดยกำรแพร่ผ่ำนเมมเบรน 
(dialysis) และกำรสกัด 
                            2)  acid-labile bond เป็นกำรเกิดพันธะเคมี ระหว่ำงฟอร์มำลดีไฮด์กับ
โปรตีน โดยกำรเชื่อมกันของไลซีน (lysine) กับอำร์จินีน (arginine) แอสพำรำจีน (asparagine) หรือ 
กลูตำมีน (glutamine) โดยหมู่เมทิลลีน (methylene bridges) ฟอร์มำลดีไฮด์ส่วนนี สำมำรถแยกได้
โดยกำรกลั่นภำยใต้ไอน  ำ (steam distillation) 

            3)  acid-resistant bond เป็นกำรเกิดพันธะระหว่ำงฟอร์มำลดีไฮด์กับโปรตีน 
เกิดเป็นเมทิลไลซีน (methyl-lysine) ฟอร์มิล ไลซีน (formyl-lysine) และไลซีน ไทโรซีน (lysine-
tyrosine) ที่เชื่อมกันด้วยหมู่เมทิลลีน (methylene bridges) ฟอร์มำลดีไฮด์ส่วนนี  สำมำรถแยกได้
โดยใช้กรดไฮโดรคลอริก ควำมเข้มข้น 6 โมลลำร์ ทีอุ่ณหภูมิ 110 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
                2.1.5.3   ผลกระทบจำกสำรอนุพันธ์ของฟอร์มำลดีไฮด์ (FA- Derivatives)  
                           จำกกำรศึกษำในสัตว์เคี ยวเอื อง ซึ่งได้รับอำหำรที่มีกำรเติมฟอร์มำลดีไฮด์ เพ่ือ
ป้องกันแบคทีเรียในกระเพำะ rumen และท ำให้โปรตีนเข้ำไปสู่ระบบย่อยอำหำรได้ดีขึ น พบว่ำ
อัตรำส่วนกำรกระจำยตัวของ FA- Derivatives มี 3 รูปแบบขึ นอยู่กับปริมำณของฟอร์มำลดีไฮด์ที่ใช้
เติมในอำหำรสัตว์ ผลจำกกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำ กำรได้รับ FA- Derivatives ซ  ำๆ ในปริมำณที่
มำก ท ำให้เกินควำมสำมำรถของแมทำบอรึซึมในร่ำงกำยที่จะเปลี่ยน ฟอร์มำลดีไฮด์ไปเป็น กรดฟอร์
มิก และ คำร์บอนด์ไดออกไซด์ ได้หมดจึงเกิดแผลในกระเพำะอำหำรได้ (18)   
                           กำรเติมฟอร์มำลดีไฮด์ และ เฮกซำเมทิลีนเตตรำมีน ในกำรผลิตเนยแข็ง เพ่ือฆ่ำ
เชื อแบคทีเรียและป้องกันรูพรุนที่เกิดจำกแก๊ส ซึ่งแบคทีเรียบำงกลุ่มสร้ำงขึ นท ำให้เนยแข็งแตก ในกำร
ผลิตจะเติมให้มีปริมำณ 15-25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ผลกำรศึกษำยืนยันว่ำ ภำยใน 3 เดือน free-FA 
จะหำยไปอย่ำงรวดเร็วในระหว่ำงกำรบ่มเนยแข็ง กลำยเป็น FA- Derivatives  ฟอร์มำลดีไฮด์ที่เติมใน
นม ไม่มีผลกระทบใดต่อกำรบ่มหรือกำรเปลี่ยนแปลงทำงเคมีของผลผลิต และเมื่อน ำไปทดลองเลี ยง
สัตว์ก็ไม่มีผลที่แตกต่ำงจำกกำรเลี ยงด้วยเนยแข็งที่ไม่ผ่ำนกำรเติมฟอร์มำลดีไฮด์  เมื่อท ำกำรศึกษำโดย
น ำเนยแข็งที่ผ่ำนกำรบ่มด้วยฟอร์มำลดีไฮด์ ที่ติดสำรรังสี 14C-FA ไปเลี ยงหนูแรทเพ่ือติดตำมแมทำบ
อริซึมในร่ำงกำย  ผลกำรศึกษำพบว่ำฟอร์มำลดีไฮด์ ร้อยละ 63-67 จะถูกก ำจัดไปทำงอุจจำระและ
ปัสสำวะ ภำยใน 32 ชั่วโมง ร้อยละ 24-28 จะถูกก ำจัดไปทำงลมหำยใจในรูปของแก๊สคำร์บอนด์ได
ออกไซด์ ซึ่งมีครึ่งชีวิต ประมำณ 27 ชั่วโมง และไม่มีกำรสะสมของสำรในอวัยวะใดๆ ภำยหลัง 32 
ชั่วโมง แตอ่ำจพบกำรตกค้ำงของสำรที่อยู่ในเคซีนบ้ำงจำกกำรที่ย่อยได้ไม่สมบูรณ์ กำรศึกษำควำมเป็น
พิษจำกกำรได้รับ spinacine ซึ่งเป็น cyclic derivative ของ ฮีสติดีนกับฟอร์มำลดีไฮด์  โดยกำรฉีด
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สำรนี ให้กับหนูเมำท์ที่ระดับ 5 มิลลิกรัม ไม่มีผลกระทบใด และไม่มีผลกระทบใดในกำรให้สำรนี กับ
กลุ่มหนูแรท โดยกำรป้อนเข้ำช่องท้อง (gavage)  ในช่วงควำมเข้มข้น  0-5000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
เช่นกัน กำรศึกษำควำมเป็นพิษช่วงสั น ของ spinacine โดยกำรให้อำหำรที่ผสมสำรในระดับ 0 - 300 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน (ค ำนวณได้เป็น 0 - 1000 เท่ำของคนน  ำหนัก 70 กิโลกรัม กิน Grana 
Padano cheese  100 กรัมต่อวัน ) ผลกำรศึกษำพบว่ำไม่มีผลกระทบต่อกำรรอดชีวิต กำร
เจริญเติบโต หรือกำรกินอำหำรของสัตว์ทดลอง ไม่มีกำรเปลี่ยนแปลงของขนำดอวัยวะต่ำงๆ รวมทั ง
ระบบเลือด สรุปค่ำ no-effect dose เป็น 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อวัน (18)  
        ผลกำรศึกษำควำมเป็นพิษจำกกำรได้รับฟอร์มำลดีไฮด์ผ่ำนทำงกำรกิน สรุปได้ว่ำ โดยระบบ
ทำงเดินอำหำรเป็นเส้นทำงกำรได้รับที่น้อยมำกเนื่องจำกมีกำรเจือจำงสำรที่มำจำกปัจจัยต่ำงๆ อีกทั ง
ฟอร์มำลดีไฮด์จะรวมกับสำรอ่ืนๆ ที่มโีมเลกุลใหญ่ ท ำให้ลดสำรอิสระที่จะไปสัมผัสกับอวัยวะในระบบ
ย่อยอำหำรได ้

2.1.6 การประเมินการได้รับฟอร์มาลดีไฮด์จากการบริโภค  
        เมื่อบริโภคฟอร์มำลดีไฮด์เข้ำสู่ร่ำงกำยจะถูกดูดซึมเข้ำสู่ระบบทำงเดินอำหำร รวมเข้ำ

กระบวนกำรที่เกิดฟอร์มำลดีไฮด์ทั งหมดในร่ำงกำย และจะออกซิไดส์ไปเป็นกรดฟอร์มิกอย่ำงรวดเร็ว 
จำกนั นจะเข้ำสู่ระบบ one-carbon pool และจะถูกออกซิไดส์ต่อไปเป็นคำร์บอนไดออกไซด์และน  ำ 
European Food Safety Authority (EFSA) ประเมินกำรได้รับฟอร์มำลดีไฮด์จำกปริมำณที่พบได้ใน
ธรรมชำติของอำหำรทั งพืชและสัตว์  ประมำณ 1.7-1.4 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน 
(mg/kg b.w./day) ส ำหรับคนน  ำหนัก 60-70 กิโลกรัม (24) ก่อนหน้ำนั นในปี 2006 EFSA ได้สรุปว่ำ  
ไม่มีหลักฐำนแสดงว่ำฟอร์มำลดีไฮด์จำกกำรบริโภคท ำให้เกิดมะเร็ง ขณะที่ European Commission 
(EC) ประเมินค่ำกำรได้รับอยู่ในช่วง 4.35 - 41.9 มิลลิกรัมต่อคนต่อวัน ค ำนวณจำกค่ำต่ ำสุดและสูงสุด  
ที่มีในอำหำรจำกข้อมูลที่มีกำรส ำรวจไว้ ซ่ึงนม เนื อ และปลำเป็นอำหำรที่มีอัตรำส่วนกำรบริโภคสูง (29) 

        EFSA (ปี ค.ศ.2014) มีข้อคิดเห็นสรุปไว้ดังนี  ฟอร์มำลดีไฮด์ เป็นสำรที่ เกิดขึ นใน
กระบวนกำรเมแทบอลิซึมของเซลส์ และมีควำมเข้มข้นประมำณ 400 ไมโครโมลำร์ (12 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) มำจำกกำรสังเครำะห์ขึ นเองภำยในเซลล์ ซึ่งมำจำกกระบวนกำรต่ำง ๆ ดังนี  one carbon pool             
เมแทบอลิซึมของกรดอะมิโน เมแทบอลิซึมของเมทำนอล ขบวนกำร lipid peroxidation และ
ขบวนกำร P450 dependent demethylation  เมแทบอลิซึมของฟอร์มำลดีไฮด์ เกิดขึ นอย่ำง
รวดเร็ว ถูกเร่งโดยเอนไซม์ในร่ำงกำยให้กลำยเป็นกรดฟอร์มิก และจะเข้ำสู่ one carbon pool แล้ว
จะถูกขับออกในรูปปัสสำวะ หรือกลำยเป็นคำร์บอนไดออกไซด์ออกมำทำงลมหำยใจ ด้วยคุณสมบัติที่
น ำไฟฟ้ำท ำให้ฟอร์มำลดีไฮด์ท ำปฏิกิริยำกับโมเลกุลต่ำง ๆ ภำยในร่ำงกำยได้ เช่น กลูตำไธโอน โปรตีน 
กรดนิวคลีอิก และกรดโฟลิก  ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ทั งหมดที่มีอยู่ในร่ำงกำยมนุษย์ประเมินโดยสมมติ 
ให้มีอยู่ในของเหลวทั งหมด ที่มีปริมำตร 42 และ 49 ลิตรส ำหรับผู้ใหญ่ น  ำหนัก 60 และ 70 กิโลกรัม 
ตำมล ำดับ ตำมคุณสมบัติของฟอร์มำลดีไฮด์ที่ละลำยได้ดีในน  ำ และมีค่ำครึ่งชีวิต 1-1.5 นำที ค ำนวณ
ได้ปริมำณท่ีมีอยู่ในร่ำงกำยเท่ำกับ 1.82 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัม โดยใช้สภำวะเสถียรที่ 2.6 
มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งจะมีค่ำของกำรหมุนเวียน (turnover) ที่ 0.61-0.91 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว        



 
   

 ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภยัอำหำร   กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ 
  

13 
รายงานฉบับสมบูรณ ์ โครงกำรศึกษำกำรปนเปื้อนสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ปีงบประมำณ 2560: 
                                กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระ (free-formaldehyde) และส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

 

1 กิโลกรัมต่อนำที (mg/kg b.w./min) หรือ 878-1,310 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน เพ่ือ
คงระดับของฟอร์มำลดีไฮด์ไว้ที่ 2.6 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในกระแสเลือด (24)  

       2.1.7 เกณฑ์ความปลอดภัย และค่าที่ก าหนดตามกฎหมายในอาหารและน  าดื่ม 
       2.7.1.1   เกณฑ์ควำมปลอดภัย 

              1) U.S. EPA ก ำหนดค่ำขนำดของสำรที่ยอมรับให้บริโภคได้ต่อวันแล้วไม่
ก่อให้เกิดควำมเป็นพิษหรือผลเสียใด ๆ ต่อร่ำงกำย (Reference dose; RfD) ไว้ไม่เกิน 0.2 มิลลิกรัม
ต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน (2) 

              2) World Health Organization; WHO ก ำหนดค่ำปริมำณได้รับประจ ำวันที่
ทนได้ (Tolerable daily intake; TDI) ไว้ไม่เกิน 0.15 มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน (3)  

              3 ) The Food Safety Commission of Japan; FSCJ (FS/42/2008) 
ก ำหนดค่ำ TDI ในอำหำรและน  ำดื่มไว้ที่ 15 ไมโครกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน (0.015 
มิลลิกรัมต่อน  ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน) (30) 

       2.1.7.2   ค่ำท่ีก ำหนดตำมกฎหมำย 
             1) European Commission Directive (95/2/EC) ก ำหนดค่ำฟอร์มำลดีไฮด์

ตกค้ำงในเนยแข็งไว้ไม่เกิน 25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (31) 
              2) Italian Health Department ประเทศอิตำลี ก ำหนดค่ำฟอร์มำลดีไฮด์ที่ให้

มีได้ในปลำคอดไว้ ไม่เกิน 60 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และผลิตภัณฑ์สัตว์น  ำที่มีเปลือก ไม่เกิน 10 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (7) 

              3) Chinese Ministry of agriculture ประเทศจีน ก ำหนดค่ำฟอร์มำลดีไฮด์ที่
ให้มีได้ในผลิตภัณฑ์อำหำรทะเลไว้ ไม่เกิน 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (8) 

              4 )Ministry of Health; MOH. Chinese National Standard ป ร ะ เทศจี น 
ก ำหนดค่ำฟอร์มำลดีไฮด์ที่ให้มีได้ในน  ำดื่ม และในเครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอล์ไว้  ไม่เกิน 0.9 และ          
2 มิลลิกรัมต่อลิตร ตำมล ำดับ (32, 33)  

              5) China Quality Inspection Administration ประ เทศจี น  ก ำหนดค่ ำ
ฟอร์มำลดีไฮด์ที่ให้มีได้ (ชั่วครำว) ในเห็ดสดและแห้งไว้ ไม่เกิน 63 และ 300 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ตำมล ำดับ (7) 

              6) Malaysian Food Regulation ประเทศมำเลเซีย ก ำหนดค่ำฟอร์มำลดีไฮด์
ที่ให้มีได้ในปลำและผลิตภัณฑ์ไว้ ไม่เกิน 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (34) 

 
2.2 ปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหาร 
 
      ในอำหำรอำจมีฟอร์มำลดีไฮด์ที่เกิดขึ นได้ตำมธรรมชำติ จำกกำรรมเพ่ือฆ่ำแมลง จำกกำรปรุง
อำหำร หรือมำจำกภำชนะบรรจุที่ท ำจำกเรซินที่มีฟอร์มำลดีไฮด์เป็นส่วนประกอบ ในเนยบำงชนิด    
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มีกำรใช้เพ่ือยับยั งแบคทีเรีย ฟอร์มำลดีไฮด์ที่พบได้ในอำหำรตำมธรรมชำติ พบน้อยสุดในนมสด คือ 
0.03 - <1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบในอวัยวะของหมู ได้แก่ ตับ ไต และเนื อ มีปริมำณ 11.8±0.17, 
8.75±0.28 และ 6.24±0.12 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมล ำดับ ในแฮมที่ท ำจำกหมู และไก่งวง 2.9-4.6 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในไส้กรอก 10-20.7 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และในแฮมรมควันมีปริมำณสูงถึง 
224-267 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (24) 

       ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในปลำจะพบสูงกว่ำอำหำรประเภทอ่ืน มีรำยงำนว่ำในกลุ่มปลำ Gadidae 
เช่น ปลำเฮค (hake) ปลำแฮคดัค (haddock) และปลำกระบอก (mullet)  พบฟอร์มำลดีไฮด์ตั งแต่ 

6.41.2 ถึง 293  26 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (35) ในอำหำรประเภทผลไม้ เช่น  แอปเปิ้ล และแคร์รอต 
พบอยู่ในช่วง 6.3-6.8 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ส่วนในแตงโม แอปริคอต มะเขือเทศ กล้วย และมันฝรั่ง 
พบฟอร์มำลดีไฮด์เท่ำกับ 9.0, 9.5, 13.3, 16.3 และ 19.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมล ำดับ กลุ่มผัก 
เช่น กะหล่ ำดอก กะหล่ ำปลี และบีทรูท พบฟอร์มำลดีไฮด์เท่ำกับ 26.9, 31 และ 35 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ตำมล ำดับ(24) นอกจำกนี ยังมีข้อมูลปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่พบในอำหำรประเภทต่ำง ๆ แสดง
ดังตำรำงที่ 2.2 
        2.2.1 ปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่สะสมในนม เลือด อวัยวะ และเนื อสัตว์  

    กำรศึกษำในวัวที่ให้หำงนมเป็นอำหำร ซึ่งมีฟอร์มำลดีไฮด ์0.05,0.10 และ 0.15 %   เมื่อ
เลี ยงวัวได้ 33 วัน พบฟอร์มำลดีไฮด์ในเลือดของวัวที่ได้รับฟอร์มำลดีไฮด์ (ระดับ 0.15 % )  สูงกว่ำวัว
ในกลุ่มควบคุม ขณะที่พบฟอร์มำลดีไฮด์ในเนื อลูกวัวสด ที่ได้รับฟอร์มำลดีไฮด์ (ระดับ 0.10 % ) สูง
กว่ำเนื อลูกวัวในกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับฟอร์มำลดีไฮด์ที่ระดับ 0.05 % อย่ำงมีนัยส ำคัญ แต่ไม่มี
ผลที่มีนัยส ำคัญ ในส่วนของเลือด เนื อแช่แข็ง ไต ตับ และหัวใจ (36)  กำรใช้ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร
สัตว์ที่ปริมำณ 200 ถึง 1000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สำมำรถป้องกันกำรเน่ำเสียของอำหำร             
จำกแบคทีเรียได้   EFSA อ้ำงถึงกำรศึกษำระยะยำว ( 12 เดือน) โดยกำรเลี ยงวัวด้วยอำหำรที่มี
ฟอร์มำลดีไฮด์ 1 กรัมต่อวัน (จำกถั่วเหลืองที่เติมฟอร์มำลิน) พบว่ำมีฟอร์มำลดีไฮด์ในเนื อเพ่ิมขึ นเป็น 
0.167 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จำกเดิมที่มี 0.065 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยกำรศึกษำที่จ ำกัดนี อำจสรุป
ได้ว่ำ มีกำรตกค้ำงของฟอร์มำลดีไฮด์ในเนื อ และน  ำนมของวัวได้ เมื่อให้อำหำรที่มีกำรเติม
ฟอร์มำลดีไฮด์ อย่ำงไรก็ตำมปริมำณท่ีพบไม่เกิน 0.3 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (10) ซ่ึงน้อยกว่ำค่ำที่พบตำม
ธรรมชำติของอำหำรอ่ืน 
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  ตารางท่ี 2.2  ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่พบในอำหำรประเภทต่ำงๆ (9, 19) 

ผลิตภัณฑ์อำหำร 
ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ 
(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

ผลิตภัณฑ์ที่พบ
สูงสุด 

เนื อสัตว์ 
(เนื อท ำแซนวิช เนื อตัดเย็น แฮม ไส้กรอก       
แฮมรมควัน) 

 
2.5-267 

 
แฮมรมควัน 

นมและผลิตภัณฑ์นม 
(นมแพะ นมวัว นมสด นมปรุงแต่ง ชีส) 

 
0.041-3.3 

 
ชีส 

อำหำรทะเล 
- ปลำ  
- Crusteceans (กุ้ง กั ง ปู) 
- ปลำหมึกสด 
- ปลำหมึกแห้งฉีก 

 
6.4-293 

1-98 
0.26-19.7 
0-169.6 

 
ปลำทะเลน  ำลึก
แช่แข็ง  (deep 
frozen hake) 

ผลไม้และผัก 
(แอปเปิ้ล แคร์รอต แตงโม  แอปปริคอท มะเขือ
เทศ กล้วย มันฝรั่ง กะหล่ ำปลี บีทรูท ลูกแพร์   
หัวหอม ผักกำดหัว เห็ดชิตำเกะ) 

 
6.3-406 

 
เห็ดชิตำเกะ 
(เห็ดหอม) 

กำแฟ 
(กำแฟพร้อมดื่ม กำแฟผงส ำเร็จรูป) 

 
3.4-16.3 

 
กำแฟผงส ำเร็จรูป 

เครื่องดื่ม 
(ผสมแอลกอฮอล์ ไม่ผสมแอลกอฮอล์ เบียร์) 

 
0.02-8.7 

 
เครื่องดื่มไม่ผสม

แอลกอฮอล์ 
(soft drink) 

น  ำตำลและสำรให้ควำมหวำน 0.75 - 
   

 กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ โดยส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร รำยงำนผลกำร
ตรวจวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรทั่วไป (ในรำยงำนประจ ำปีงบประมำณ 2555-2557) จ ำนวน 
72 ตัวอย่ำง มีอำหำร10 ชนิด และ น  ำแช่อำหำร ไม่ผ่ำนเกณฑ์ (ตำมประกำศกระทรวงสำธำรณสุข
ห้ำมใช้ฟอร์มำลดีไฮด์ ในอำหำร) 14 ตัวอย่ำง ในจ ำนวนนี ประกอบด้วย ปลำหมึกกรอบ ปลำหมึกสด 
เครื่องใน และน  ำแช่อำหำร พบสูงเกิน 100 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในปลำหมึกกรอบ (260 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม)  และเครื่องใน  (251 และ 195 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) (37)  และต่อมำ ในปี 2559 
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กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์โดยส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร ศูนย์วิทยำศำสตร์กำรแพทย์ 
14 แห่งทั่วประเทศ ร่วมกับส ำนักงำนสำธำรณสุขจังหวัดและกรุงเทพมหำนคร จัดท ำโครงกำรส ำรวจ
กำรปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรโดยใช้ชุดทดสอบ ตรวจน  ำที่แช่อำหำร และอำหำรกลุ่มเสี่ยง
ที่จะมีกำรปนเปื้อนหรือมีโอกำสน ำฟอร์มำลดีไฮด์มำใช้ในทำงที่ผิด เช่น ปลำหมึกสด ปลำหมึกกรอบ 
สไบนำง เป็นต้น เก็บตัวอย่ำงจำกตลำดสด ตลำดค้ำส่ง ตลำดนัด รถเร่ ฯลฯ โดยวัตถุประสงค์เพ่ือให้ได้
สถำนกำรณ์ควำมเสี่ยงที่เป็นปัจจุบัน เพ่ือวำงแนวทำงกำรบริหำรจัดกำรแก้ไขปัญหำได้อย่ำงเหมำะสม 
ซึ่งจำกผลกำรตรวจเฝ้ำระวังพบว่ำ ปลำหมึกกรอบ พบร้อยละ 48 สไบนำงขำว พบร้อยละ 42 
ปลำหมึกสด พบร้อยละ 10 และสไบนำงด ำ พบร้อยละ 8 ดังตำรำงที่ 2.3 ส ำหรับตัวอย่ำงอำหำรอื่นๆ 
ตรวจไม่พบฟอร์มำลดีไฮด์ 

ตารางที่ 2.3 ผลกำรตรวจเฝ้ำระวังฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรกลุ่มเสี่ยงทั่วประเทศโดยใช้ชุดทดสอบ 
ในช่วงเดือนธันวำคม 2558 - กุมภำพันธ์ 2559 (11) 

ชนิดตัวอย่ำง จ ำนวนตัวอย่ำง 
ทั งหมด พบฟอร์มำล์ดีไฮด์ (ร้อยละ) 

ปลำหมึกกรอบ 268 130 (48) 
สไบนำงขำว 263 111 (42) 
ปลำหมึกสด 739 74 (10) 
สไบนำงด ำ 71 6 (8) 
เครื่องในรวม 9 0 
เล็บมือนำง 35 0 
กุ้ง กั ง ปู หอย 157 0 
แมงกะพรุน 14 0 
ปลำ 87 0 
เนื อวัว 1 0 
เนื อไก่ 1 0 
ผัก (ถั่วฝักยำว ผักกำดหอม ขึ นฉ่ำย  
ชะอม ผักชี) 

14 0 

เห็ด 6 0 
รวม 1,666 321 (19) 
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  2.2.3 ฟอร์มาลดีไฮด์ในปลาหมึก 
               เว็บไซต์ ปศุสัตว์ . คอม (38)  ให้รำยละเอียดเกี่ยวกับปลำหมึกไว้ดังนี   ปลำหมึก 
(Cuttlefish, Octopus) เป็นสัตว์ทะเลที่มีล ำตัวนิ่ม ไม่มีกระดูกสันหลัง  มีเปลือกแบนอยู่กลำงล ำตัว
เพ่ือให้คงรูปร่ำงได้ (บำงชนิดไม่มีเปลือก) มีระยำงค์หรือที่เรียกทั่วไปว่ำหนวด รอบปำก 8 -10 เส้น 
ปำก เป็นปำกดูดที่มีปุ่มดูด (sucker) ช่วยในกำรจับ และยึดเกำะ  ปลำหมึกจัดอยู่ในไฟลัม Mollusca 
คลำส Cephalopoda ที่เป็นคลำสที่มีพัฒนำกำรสูงสุดในไฟลัมนี  แบ่งย่อยได้ 2 คลำส คือ 
             1) ซับคลำส Nautiloidea หรือ Tetrabranchina มีลักษณะประจ ำซับคลำส คือ มีระยำงค์
รอบปำก 10 เส้น มีเหงือก 2 คู่ ไม่มีกระจกตำ 
             2) ซับคลำส Coleoidea หรือ Dibranchina มีลักษณะประจ ำซับคลำส คือ มีระยำงค์รอบ
ปำก 8-10 เส้น มีเหงือก 1 คู่ มีกระจกตำ มีเปลือกอยู่ภำยในล ำตัว แต่บำงชนิดไม่มีเปลือก 
        ชนิดปลำหมึกตำมลักษณะรูปร่ำง 
             1) ปลำหมึกกล้วย (squid) ปลำหมึกกล้วยมีลักษณะล ำตัวค่อนข้ำงยำว มีครีบค่อนไปด้ำน
ท้ำยล ำตัว มีระยำงค์ล้อมรอบปำก ประกอบด้วยระยำงค์สั นที่เป็นแขน 4 คู่ มีปุ่มดูดที่ประกอบด้วย 
chitinouse ring ซึ่งจะพบบนแขนจ ำนวน 2-4 แถว แต่บำงชนิดอำจพบมีตะขอ (hook) มีระยำงค์ยำว
ที่เรียกว่ำ หนวด (tentacle) 1 คู่ บนหนวดมีปุ่มดูด 2 แถว หรือมำกกว่ำ  
             2) ปลำหมึกกระดอง (cuttlefish)  ปลำหมึกกระดอง เป็นปลำหมึกที่มีลักษณะแบนกว้ำง 
คล้ำยถุง มีกระดองสีขำวขุ่น มีครีบด้ำนข้ำง หำกมีครีบตลอดล ำตัวจัดเป็น sepiidae หำกมีครีบสั น
กลม จัดเป็น sepiolidae ปลำหมึกกระดองมีระยำงค์เหมือนปลำหมึกกล้วย มีแขน 4 คู่ หนวด 1 คู่ 
แต่ไม่มีตะขอ 
             3) ปลำหมึกสำย (octopus) ปลำหมึกสำย มีลักษณะล ำตัวกลม คล้ำยถุง ไม่มีครีบ มี
ระยำงค์ รอบปำก 4 คู่  ปุ่มดูดไม่มี chitinouse ring เหมือนปลำกหมึกกล้วย  
        ปลำหมึกที่จ ำหน่ำยในท้องตลำดมีทั งที่จับได้จำกทะเลภำยในประเทศ และน ำเข้ำจำก
ต่ำงประเทศ ปลำหมึกที่มีกำรจับในทะเลของอ่ำวไทย และทะเลอันดำมันทำงฝั่งพม่ำ ได้แก่ ปลำหมึก
กล้วย ปลำหมึกกระดอง และปลำหมึกสำย ซึ่งปริมำณกำรจับของปลำหมึกกล้วย และปลำหมึก
กระดองมีปริมำณใกล้เคียงกัน ส่วนปลำหมึกสำยพบปริมำณกำรจับน้อยที่สุด มีกำรน ำเข้ำปลำหมึกมำ
จำกหลำยประเทศเพ่ือกำรบริโภคทั งภำยในประเทศและส่งออกในรูปของผลิตภัณฑ์ต่ำง ๆ เช่น 
ปลำหมึกแช่เย็น ปลำหมึกแช่แข็ง ปลำหมึกแห้ง ปลำหมึกกระป๋อง  รำยงำนกำรศึกษำในระหว่ำงปี 
พ.ศ. 2556-58 พบว่ำมีกำรน ำเข้ำส่งออกปลำหมึกทั งหมด 6 กลุ่ม 25 ชนิด ได้แก่ กลุ่มปลำหมึก
กระดอง  4 ชนิด กลุ่มปลำหมึกกล้วย 10 ชนิด กลุ่มปลำหมึกกล้วยยักษ์ 3 ชนิด กลุ่มปลำหมึกสำย 3 
ชนิด กลุ่มปลำหมึกสำยยักษ์ 4 ชนิด และกลุ่มปลำหมึกหอม 1 ชนิด โดยมีปริมำณกำรน ำเข้ำรวมทั งสิ น 
452,094.53 ตัน มูลค่ำรวม 35,337.86 ล้ำนบำท ปริมำณเฉลี่ย 150,698.18 ตันต่อปี มูลค่ำเฉลี่ย 
11,779.29 ล้ำนบำทต่อปี   โดยในปี พ.ศ. 2556 มีกำรน ำเข้ำปลำหมึกกล้วยแช่แข็ง จำกประเทศจีน
มำกที่สุด (39) 
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               2.2.3.1   ปัจจัยที่ท ำให้เกิดฟอร์มำลดีไฮด์ในปลำหมึก 
                            ปลำหมึกเป็นสัตว์ที่อำศัยอยู่ในทะเล น  ำเค็ม มี TMAO เพ่ือป้องกันกำรสูญเสีย
น  ำออกจำกตัวโดยกลไกทำงออสโมซีส เช่นเดียวกับสัตว์ทะเลอ่ืนๆ TMAO เป็นสำรประกอบที่ไม่ใช่
โปรตีนแต่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ (non-protein nitrogen) ปริมำณควำมเข้มข้นของTMAO 
แปรผันตำมปัจจัยต่ำงๆ ที่เกี่ยวข้องกับสำยพันธุ์และกำรด ำรงชีวิต Seibel BA และ Walsh PJ (40) 
รำยงำนปริมำณ TMAO ของหมึกต่ำงกลุ่ม และสปีชีส์ ตั งแต่ 0 - 377 มิลลิโมลต่อกิโลกรัม (mmol/kg) 
ซึ่งสัมพันธ์ กับ ชนิด ปริมำณไขมัน ปริมำณสำรชีวเคมี และแมทำบอริซึม แหล่งที่อยู่อำศัย กำรอพยพ
ย้ำยถิ่น อำยุ ขนำด อวัยวะ เช่น กลุ่มหมึกน  ำลึก สปีชีส์ Moroteuthis robusta และ Gonatopsis 
borealis จะมี TMAO ปริมำณสูง เนื่องจำกอำศัยอยู่ในสภำวะที่มีควำมกดอำกำศสูง TMAO เป็นสำร  
ตั งต้นที่จะเปลี่ยนไปเป็น DMA และฟอร์มำลดีไฮด์ ในอัตรำส่วนที่เท่ำกันด้วยกลไกทั งทำงชีวภำพและ
กำยภำพ ผ่ำนกระบวนกำร 3 กระบวนกำรเช่นเดียวกับสัตว์ทะเลอ่ืนที่กล่ำวมำแล้ว คือ โดยเอนไซม์
แบคทีเรีย และควำมร้อน มีกำรศึกษำพบว่ำกำรต้มหมึก Illex argentinus เป็นเวลำ 45 นำที พบทั ง 
DMA และฟอร์มำลดีไฮด์เพ่ิมขึ นถึง 18 และ 2 เท่ำตำมล ำดับ (41) 

                2.2.3.2   ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในปลำหมึก 
                           Zhang X และคณะ(42)  วิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึก และปลำ bummalo 
ที่วำงจ ำหน่ำยในตลำดเมืองเซี่ยงไฮ้  พบปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ ในปลำหมึกอยู่ในช่วง 15.1 - 146 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่ำเฉลี่ย 42.1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ส่วนปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในปลำ 
bummalo อยู่ในช่วง 17.5 - 374 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่ำเฉลี่ย 164 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และเมื่อ
เก็บในสภำวะแช่แข็งเป็นเวลำ 20 วัน และ 3 เดือน จะพบกำรเพ่ิมขึ นของปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ใน
ปลำหมึกในอัตรำเฉลี่ย 649% และ ในปลำ bummalo ในอัตรำเฉลี่ย 523%  ผู้วิจัยสรุปว่ำ 
ฟอร์มำลดีไฮด์ที่มีทั งในปลำหมึก และปลำ bummalo เกิดขึ นภำยในตัวสัตว์ตั งแต่วำงจ ำหน่ำยใน
ตลำด หรือจำกเรือประมง และจะเพ่ิมมำกขึ นตำมระยะเวลำที่เก็บแม้ในสภำวะแช่แข็ง  ในประเทศจีน
มีกำรศึกษำ ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในปลำหมึกแช่แข็งและปลำหมึกแห้งฉีก จ ำนวน 4 สำยพันธุ์คือ 
Dosidicus gigas, Japanese Ocean, IIex argentines และNorth Pacific Ocean ผลกำรศึกษำ
พบว่ำ มีควำมแตกต่ำงของระดับฟอร์มำลดีไฮด์ในปลำหมึกทั ง 4 สำยพันธุ์ และพบปริมำณสูงในอวัยวะ
ภำยในมำกกว่ำบริเวณกล้ำมเนื อ ส่วนปลำหมึกแห้งฉีกซึ่งท ำมำจำกเนื อปลำหมึก 2 สำยพันธ์จะพบ
ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์สูงกว่ำเนื อปลำหมึกสด ดังตำรำงที่ 2.4  ในกำรศึกษำนี ผู้วิจัยอธิบำยว่ำ   ปริมำณ
ฟอร์มำลดีไฮด์ที่พบมีค่ำแตกต่ำงกันนั น เป็นควำมแตกต่ำงจำกระดับของ TMAO ที่มีอยู่ในปลำหมึกแต่
ละสำยพันธุ์  และจำกปฏิกิริยำของเอนไซม์ที่ เปลี่ยน TMAO ไปเป็น DMA และฟอร์มำลดีไฮด์ 
นอกจำกนี มีปัจจัยอ่ืนที่เกี่ยวข้องกับปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ เช่น ขนำดของปลำหมึก คุณภำพของ
อำหำรที่กิน บริเวณที่พบ ซึ่งปัจจัยดังกล่ำวเป็นอิทธิพลของระดับ TMAO ในปลำหมึก ปริมำณ
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ฟอร์มำลดีไฮด์ที่พบในกำรศึกษำนี มีค่ำเกินจำกค่ำที่ก ำหนดโดยกระทรวงเกษตรแห่งสำธำรณรัฐ
ประชำชนจีน (Ministry of Agriculture in China) ในปี 2002 ซึ่งก ำหนดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ใน
สัตว์น  ำไว้ไม่เกิน 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (43) 
 
ตารางท่ี 2.4  ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในเนื อและอวัยวะภำยในของปลำหมึกต่ำงสำยพันธุ์ (43)  
 

สำยพันธุ์ 
*ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

กล้ำมเนื อ  อวัยวะภำยใน  ปลำหมึกแห้งฉีก 
Dosidicus gigas 17.3±1.62 165±15.2 35.3±1.92 

Japanese Ocean 10.7±0.16 42.2±1.52 34.4±0.81 
IIex argentinus 19.7±0.58 412±59.6 - 
North Pacific Ocean 10.9±0.22 119±11.2 - 
* mean ± SD from n=6, – Not determined 
 

        2.2.4 ฟอร์มาลดีไฮด์ในสไบนาง  
               สไบนำงคือส่ วนของกระเพำะวั ว  ซึ่ ง เป็น  กระเพำะห้ องแรก เรี ยกว่ ำ  รู เมน 
(Rumen) หรือ ผ้ำขี ริ ว หรือสไบนำง หรือสำมสิบกลีบ ส่วนนี เป็นกระเพำะที่มีขนำดใหญ่ที่สุด มีผนัง
ยื่นออกมำเพ่ือท ำหน้ำที่หมักอำหำรด้วยจุลินทรีย์ประเภทที่ย่อยสลำยโปรตีนจำกพืชที่วัวกินเข้ำไป 
และยังสำมำรถส ำรอกอำหำรออกมำเคี ยวเอื องเพ่ือบดเส้นใยให้ละเอียด ก่อนจะส่งต่อไปยังกระเพำะ
ห้องต่อไป  สไบนำงเป็นส่วนที่นิยมน ำมำท ำอำหำรหลำยอย่ำง ปกติจะมีสีด ำ กำรท ำให้สไบนำงเปลี่ยน
จำกสีด ำเป็นสีขำวจะใช้วิธี  ล้ำงให้สะอำดแล้วน ำมำหั่นเป็นชิ นๆ น ำไปลวกพอสุก ตักขึ นพอให้หำย
ร้อน  น ำมีดมำขูดส่วนที่เป็นสีด ำออก ก็จะไดส้ไบนำงสีขำวไปท ำอำหำรต่อได้   
                กำรตกค้ำงของฟอร์มำลดีไฮด์ในเนื อสัตว์และผลิตภัณฑ์มีข้อมูลไม่มำกนัก  Buckley KE 
และคณะ(36) พบว่ำฟอร์มำลดีไฮด์ในเนื อและอวัยวะของวัวตำมธรรมชำติ มีปริมำณน้อยอยู่ในช่วง 
0.133-3.623 ไมโครกรัม/กรัม  รำยงำนผลกำรตรวจสอบระหว่ำงวันที่ 1 ตุลำคม 2553 ถึงวันที่ 31 
กันยำยน 2556 โดยหน่วยตรวจสอบเคลื่อนที่เพ่ือควำมปลอดภัยด้ำนอำหำร  (Mobile Unit For 
Food Safety) ในเขตบริกำรสุขภำพที่ 7 และ 8 ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ ยังคงพบฟอร์มำลดีไฮด์ใน
อำหำรสด อำหำรที่พบกำรปนเปื้อนมำกท่ีสุด 3 อันดับแรก คือ สไบนำง ปลำหมึกกรอบ และปลำหมึก
สด ตำมล ำดับนอกจำกนี จำกผลกำรตรวจของหน่วยเคลื่อนที่เพ่ือควำมปลอดภัยด้ำนอำหำร เขต
ภำคเหนือตอนบน ซึ่งได้ด ำเนินกำรตรวจสอบอำหำรใน 7 จังหวัดภำคเหนือ ได้แก่ เชียงใหม่ ล ำพูน 
พะเยำ แม่ฮ่องสอน เชียงรำย แพร่ และน่ำน ในปีงบประมำณ 2556-2558 พบกำรปนเปื้อน
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ฟอร์มำลดีไฮด์ในสไบนำงร้อยละ 14.2 , 17.2 และ 26.7 ตำมล ำดับ (6)  สมัชชำสุขภำพจังหวัด
ประจวบคีรีขันธ์รำยงำนสถำนกำรณ์ปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์ ในสไบนำง ระหว่ำงปี 2555-2558 
พบร้อยละ 23.09, 23.86 และ 23.17 ตำมล ำดับ ซึ่งพบเป็นล ำดับ 2 ของอำหำรที่มีกำรปนเปื้อน
ฟอร์มำลดีไฮด์ (44)  นพ.สุวรรณชัย วัฒนำยิ่งเจริญชัย  รองปลัดกระทรวงสำธำรณสุข และโฆษก
กระทรวงสำธำรณสุขกล่ำวในหนังสือพิมพ์นิวร้อยแปด รำยกำรภัยอำหำรปนเปื้อนฟอร์มำลดีไฮด์  
วันที่ 30 กันยำยน 2559 ว่ำจำกกำรคุมเข้มแก้ไขปัญหำกำรปนเปื้อนสำรเคมีในอำหำร เช่น ยำฆ่ำแมลง 
บอแรกซ์ สำรฟอกขำว สำรฟอร์มำลดีไฮด์ในรอบปีที่ผ่ำนมำพบว่ำ ยังมีกำรปนเปื้อนสำรฟอร์มำลดีไฮด์
มำกในอำหำรประเภทเนื อสัตว์ โดยเฉพำะ สไบนำง หรือ ผ้ำขี ริ ว ตรวจพบในตัวอย่ำงที่เก็บมำตรวจ
วิเครำะห์ถึงร้อยละ 95.49 (45) 

                กนกพร ธัญมณีสิน (6) รำยงำนว่ำสไบนำงที่ปนเปื้อนฟอร์มำลดีไฮด์ผลิตจำกสไบนำงแห้ง
แช่แข็งที่น ำเข้ำมำจำกต่ำงประเทศที่ผ่ำนด่ำนท่ำเรือและน ำมำพักที่ห้องเย็น กำรผลิตท ำโดย  แช่น  ำ
ผสมโซดำไฟ 2-3 วันหลังจำกนั นเทน  ำออกแล้วผสมน  ำแข็งและ ฟอร์มำลินที่ใช้ในโรงงำนอุตสำหกรรม
ที่มีควำมเข้มข้นสูงและต้นทุนถูกกว่ำฟอร์มำลินที่ใช้ในทำงกำรแพทย์ แช่ไว้ 1 ชั่วโมง คุณสมบัติของ
ฟอร์มำลินซึ่งเป็น สำรคงสภำพเนื อเยื่อท ำให้โปรตีนแข็งตัวและช่วยชะลอกำรเสียของอำหำรสด ท ำให้
สไบนำงอยู่ในสภำพที่สดและกรอบ นอกจำกนั นสไบนำงจะมีน  ำหนักเพ่ิมมำกขึ นด้วย จำกกำรแช่น  ำ 
ท ำให้สำมำรถเพ่ิมก ำไรในกำรขำย 
     

2.3 วิธีวิเคราะห์ฟอร์มาลดีไฮด์ในอาหาร 
 
      วิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรประกอบด้วย 2 ขั นตอนส ำคัญคือกำรแยกฟอร์มำลดีไฮด์
ออกมำจำกอำหำร และกำรตรวจวัดปริมำณ โดยอำศัยเทคนิคต่ำง ๆ ซึ่งมีควำมไว ควำมถูกต้อง 
แม่นย ำ ควำมรวดเร็ว ข้อดี ข้อเสีย ควำมเหมำะสมต่อชนิดและสถำนกำรณข์องตัวอย่ำงแตกต่ำงกันไป  

2.3.1 การแยกฟอร์มาลดีไฮด์ออกมาจากอาหาร  
        เป็นขั นตอนกำรเตรียมสำรให้สะอำด และมีควำมเข้มข้นที่เหมำะสมเพ่ือกำรวัดปริมำณ

ในขั นต่อไป   ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรอำจมีทั งในรูป free-FA และ bound-FA ซึ่งพันธะเคมีในส่วนนี 
มี 3 ลักษณะคือรีเวอร์สซิเบิล (reversible bond) แอซิด ลำไบล์ (acid-labile bond) และ แอซิด    
รีซิสแทนท์ (acid-resistant bond) กำรตรวจวิเครำะห์จะตรวจได้ 2 แบบ คือ ตรวจวัด free-FA  และ
ฟอร์มำลดีไฮด์ทั งหมด (total-FA)  ซึ่งรวมทั ง 2 แบบของฟอร์มำลดีไฮด์ (รูปที่ 2.1)   ดังนั นหำกมี
วัตถุประสงค์ เพ่ือวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปแบบที่แตกต่ำงกัน สิ่งที่ต้องค ำนึงถึง คือกำรเตรียม
ตัวอย่ำงเพ่ือแยกฟอร์มำลดีไฮด์ออกมำจำกอำหำร โดยใช้วิธีที่แตกต่ำงกันดังนี   
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        2.3.1.1   เพ่ือกำรวิเครำะห์ free-FA จะท ำกำรสกัดตัวอย่ำงด้วยตัวท ำละลำย เช่น น  ำ
หรือสำรละลำยกรด โดยใช้คลื่นควำมถี่สูง (sonicate)  เขย่ำ (shaker)  กำรแพร่ (dialysis)  หรือปั่น 
(homoginize) เพ่ือให้ฟอร์มำลดีไฮด์แยกออกมำจำกตัวอย่ำง ละลำยลงสู่ตัวท ำละลำย แล้วน ำไป
ตรวจวัดด้วยเทคนิคที่เหมำะสมต่อไป ข้อเสียคือ โดยวิธีสกัดตัวอย่ำงอำจไม่สำมำรถก ำจัดสำรรบกวน
ออกไปได้หมด ต้องมีขั นตอนแยกสำรรบกวนออกไปเพ่ือลดปัญหำในช่วงกำรวัด  

         2.3.1.2   เพ่ือกำรวิเครำะห์ total-FA (free-FA รวมกับ bound-FA) เตรียมตัวอย่ำง
โดยกำรกลั่นด้วยไอน  ำ (steam distillation) ภำยใต้สภำวะที่เป็นกรด เพ่ือแยกฟอร์มำลดีไฮด์ทั ง 
free-FA และ bound-FA  ส่วน reversible bond ออกมำจำกตัวอย่ำง และน ำไปตรวจวัดปริมำณ 
แต่ในส่วน acid-resistant bond นั นจะไม่สำมำรถแยกออกมำได้  ดังนั น ปริมำณที่วิเครำะห์ได้จำก
กำรกลั่นจึงไม่ได้เป็นปริมำณรวมทั งหมดที่แท้จริง ซ่ึงกำรวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ทั งหมดในทำงปฏิบัติ
ท ำได้ไม่ง่ำย ต้องใช้วิธีกำรอ่ืนเช่น Nuclear magnetic resonance (NMR) (7) โดยทฤษฎี total-FA 
อำจค ำนวณได้มำจำกปริมำณ DMA ที่วิ เครำะห์ได้  (46)  ซึ่งกล่ำวว่ำ เมื่อ TMAO แตกตัวจะได้  
ฟอร์มำลดีไฮด์และ DMA ในหน่วยโมลที่เท่ำกัน   โดยวิธีกำรกลั่นตัวอย่ำงเป็นกำรก ำจัดสำรรบกวนได้
ดี แต่มีข้อเสียคือใช้เวลำนำน และควำมร้อนภำยใต้สภำวะที่มีสำรละลำยกรดจะไปกระตุ้นให้เกิดกำร
แตกตัวของสำรอ่ืนออกมำเป็นฟอร์มำลดีไฮด์ได้ ท ำให้ผลที่ได้มีค่ำสูงเกินควำมเป็นจริง อีกทั งผล
วิเครำะห์มีควำมแปรปรวนที่ควบคุมยำก  
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ภาพที่ 2.1 วิธีวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ ตำมรูปแบบของสำรที่มีอยู่ในเนื อปลำ  

ที่มา: Bechmann IE. Lebensm.-Wiss. u.–Techol.,1998(12) 

 

2.3.2 เทคนิคที่นิยมใช้ในการตรวจวัดปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ (47) 
                2.3.2.1   สเปกโทรโฟโตเมทรี (Spectrophotometry)  เป็นเทคนิคที่ใช้ในกำรวิเครำะห์

ฟอร์มำลดีไฮด์มำนำน โดยอำศัยกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงฟอร์มำลดีไฮด์กับสำรเคมีที่จ ำเพำะ เกิดเป็น

สำรผลิตภัณฑ์ ที่มีหรือไม่มีสีก็ได้ และวัดควำมเข้มข้นหรือกำรเปลี่ยนแปลงของสำรผลิตภัณฑ์ ตรวจวัด

ด้วย สปคโทรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) ที่ควำมยำวคลื่นเหมำะกับสำรนั น ซึ่งแปรผันกับ

ปริมำณสำรในตัวอย่ำงที่เกิดปฏิกิริยำกับสำรเคมีจ ำเพำะ แบ่งตำมวิธีกำรท ำปฏิกิริยำของสำรได้ ดังนี  

                           1) Nash method: เป็นวิธีที่ง่ำย ค้นพบโดย Nash T (48) มำตั งแต่ปี 1953   

เป็นปฏิกิ ริ ยำ  Hantzsch ระหว่ ำงอะเซตติลอะซิ โตน ( acetyl acetone) แอมโมเนี ย  และ

ฟอร์มำลดีไฮด์ ในสภำวะที่ใช้ควำมร้อนเพ่ือเร่งปฏิกิริยำ ให้เป็น 3,5-ไดอะซิติล-1,4-ไดไฮโดรลูทิดีน 

(3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidine; DDL) (ภำพที่ 2.2) มีสีเหลือง และวัดปริมำณที่ควำมยำวคลื่น

ประมำณ 412 นำโนเมตร (nm) เพ่ือให้ปฏิกิริยำเกิดขึ นโดยสมบูรณ์ จะต้องปรับควำมเป็นกรด-ด่ำง 
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โดยแอมโมเนียม อะซิเตต (ammonium acetate) และให้ควำมร้อน ควำมไวของกำรวิเครำะห์จะ

เพ่ิมขึ นได้เมื่อวัดฟลูออเรสเซนต์สเปคตรัม (fluorescence spectrum) วิธีนี มีควำมจ ำเพำะ มีควำมไว

ในกำรตรวจวัด และกระท ำภำยใต้สภำวะที่ไม่รุนแรง มีควำมถูกต้อง และเป็นที่ยอมรับ ข้อเสียคือต้อง

ใช้เวลำในกำรวิเครำะห์ ใช้ควำมร้อนในกำรท ำปฏิกิริยำ จึงมีข้อจ ำกัดในกำรที่จะพัฒนำไปสู่กำร

วิเครำะห์แบบอัตโนมัติหรือน ำไปใช้ภำคสนำม  

               

             ภาพที่ 2.2  กำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงฟอร์มำลดีไฮด์ กับ acetyl acetone(49) 

                            2 )  Chromotropic acid method : chromoptropic acid เตรี ยมได้ โดย
ละลำย  1,8-dihydroxy naphtha- lene-3-6-disulphonic acid, disodium salt   ในสำรละลำย
กรดซัลฟุริก เมื่อท ำปฏิกิริยำกับฟอร์มำลดีไฮด์จะได้โครโมเจน (chromogen) สำรสีแดงอมน  ำตำล 
(รูปที่ 2.3)  วัดปริมำณที่ควำมยำวคลื่น ประมำณ 570 - 580 nm (13,50)   วิธีนี มีควำมจ ำเพำะ กับ
ฟอร์มำลดีไฮด์และจะไม่มีกำรรบกวนของ เมทำนอล อะซิตอลดีไฮด์ และ กรดฟอร์มิก  เมื่อมีควำม
เข้มข้นในอัตรำส่วน 10:1   แต่ท ำปฏิกิริยำภำยใต้สภำวะที่ค่อนข้ำงรุนแรง ใช้ควำมร้อนในกำรท ำ
ปฏิกิริยำ ขณะเดียวกันมีควำมไวในกำรตรวจวัด และเป็นที่ยอมรับ ข้อเสียคือต้องใช้เวลำในกำร
วิเครำะห์ จึงมีข้อจ ำกัดในกำรที่จะพัฒนำไปสู่กำรวิเครำะห์แบบอัตโนมัติหรือน ำไปใช้ภำคสนำม  
       
             

    
            
        ภาพที่  2.3  กำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงฟอร์มำลดีไฮด์ กับ Chromotropic acid (50) 
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                         3 )  4 - Amino-3 - hydrazino-5 -mercapto-1 , 2 , 4 - triazol (AHM; Purpald) 
method: โดยกำรท ำปฏิกิริยำของฟอร์มำลดีไฮด์ที่สกัดได้จำกตัวอย่ำงกับ AHMT ในสภำวะที่เป็นด่ำง
เข้มข้น และวัดสำรสีม่วงที่เกิดขึ นที่ควำมยำวคลื่น 550 นำโนเมตร วิธีนี มีควำมไวในกำรตรวจวัดใน
ระดับควำมเข้มข้นเป็นส่วนในล้ำนส่วน (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม, มิลลิกรัมต่อลิตร) มีควำมถูกต้อง และ
เป็นที่ยอมรับ นิยมใช้วิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรทั่วไป และอำหำรทะเล เช่น ปลำ ปลำหมึก 
เป็นต้น ข้อเสียคือต้องปฏิบัติในสภำวะที่เป็นด่ำงเข้มข้น และมีสำรคำร์บอเนตเกิดขึ น 
                           4) Kinetic spectrophotometric method: เป็นวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรีที่
วัดผลกำรเร่งปฏิกิริยำ (catalytic effect) ในกำรท ำปฏิกิริยำของสำรโดยอำจจะเกิดผลผลิตที่มีสี 
หรือไม่มีสีก็ได้ ขึ นอยู่กับสำรที่มำท ำปฏิกิริยำกัน วิธีนี มีข้อดีคือ ช่วยเพ่ิมควำมไว และควำมจ ำเพำะของ
กำรวิเครำะห์ เช่น กำรท ำปฏิกิริยำของโรดำมีน บี (Rhodamine B; RhB) กับ โพแทสเซียม โบรเมต 
(potassium bromate) โดยมีฟอร์มำลดีไฮด์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยำ กำรวัดทำงสเปกโทรโฟโตเมทรี เป็น
กำรตรวจติดตำมกำรจำงลงของสำรสีม่วงจนกระทั่งไม่มีสี ที่ควำมยำวคลื่น 515 นำโนเมตร วิธีนี 
สำมำรถวัดสำรได้ต่ ำที่ควำมเข้มข้น 2.90 ไมโครกรัมต่อลิตรหรือส่วนในพันล้ำนส่วน (ppb) เป็นวิธีที่
ง่ำย เร็ว มีควำมถูกต้อง สำมำรถน ำไปใช้วิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรทะเล โดยเฉพำะปลำได้เป็น
อย่ำงดี 

   2.3.2.2   โครมำโทกรำฟี (Chromatography) เป็นกำรแยกฟอร์มำลดีไฮด์ หรือสำร
อนุพันธ์ (derivertized) ออกจำกส่วนผสมอ่ืนให้บริสุทธิ์ด้วยสำรพำที่เคลื่อนที่ไปบนวัฏภำคนิ่ง และ
ตรวจวัดด้วยเครื่องตรวจวัด (detector) ที่เหมำะสมกับสำรที่แยกได้ เทคนิคที่นิยมคือ ไฮเพอร์
ฟอร์แมนลิควิดโครมำโทกรำฟี (High performance liquid chromatography; HPLC) และแก๊ส 
โครมำโทกรำฟี (gas chromatography; GC) 
                            1) HPLC เทคนิคนี อำศัยกำรเปลี่ยนรูปของฟอร์มำลดีไฮด์ ในกระบวนกำรท ำ
ให้เกิดสำรอนุพันธ์ (derivatization) โดย 2,4-ไดไนโตรฟีนิลไฮดรำซีน (2,4 - Dinitrophenylhydra-
zine ; DNPH) จะท ำปฏิกิริยำกับหมู่คำร์บอนิลเช่นเดียวกับสำรอัลดีไฮด์อ่ืน (ภำพที่2.4) แยกสำร
อนุพันธ์ด้วย HPLC ตรวจวัดสำรด้วยยูวี ดีเทคเตอร์ (UV detector) ที่ควำมยำวคลื่น 355 นำโนเมตร  
โดยวิธีนี จะมีควำมจ ำเพำะเจำะจงสูง มีควำมแม่น ควำมเที่ยง และควำมไวในกำรตรวจวัด เหมำะต่อ
กำรวิเครำะห์กลุ่มอำหำรทะเลเช่น ปลำหมึกได้ ที่ควำมเข้มข้นต่ ำในระดับส่วนในพันล้ำนส่วน (ppb) 
และที่ควำมเข้มข้นสูงในระดับส่วนในล้ำนส่วน (ppm)  ข้อเสียคือ DNPH สำมำรถท ำปฏิกิริยำกับสำร
ประเภทอัลดีไฮด์บำงชนิด และคีโตนได้เช่นกัน และในกระบวนกำรท ำให้เกิดสำรอนุพันธ์ ต้องใช้เวลำ
ค่อนข้ำงนำน (ไม่น้อยกว่ำ 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิปกติ)  นอกจำกนี ยังมีสำรที่ใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์
อ่ืนอีก เช่น ไดมีโดน (5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione)  
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   ภาพที่ 2.4 กำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงหมู่คำร์บอนิล (carbonyl group ) กับ 2,4-DNPH (51)  

 

                            2) GC  ปัจจุบันนิยมใช้โซลิดเฟสไมโครเอกซ์แทรกชัน-แก๊สโครมำโตกรำฟี 
(Solid Phase Microextraction (SPME)-GC-MS): วิธีนี ใช้วัสดุไฟเบอร์ชนิดพิเศษมำจับฟอร์มำลดีไฮด์ 
จำกนั นท ำให้เข้มข้นขึ น และท ำให้เกิด สำรอนุพันธ์ได้ต่อเนื่องในขั นตอนเดียว โดยใช้เพนตะฟลูออโร
เบนซิล ไฮดรอกซิลลำมีน ไฮโดรคลอไรด์ (Pentafluorobenzyl-hydroxylamine  Hydrochloride; 
PFBHA) แล้วแยกสำรอนุพันธ์ด้วยโครมำโทกรำฟีแบบแก๊สภำยใต้กำรเร่งด้วยควำมร้อนจำกส่วน
เตรียมตัวอย่ำงชนิด เฮดสเปส (headspace) และตรวจวัดด้วยแมส ดีเทคเตอร์ (Mass detector) 
หรือ เอฟไอดี ดีเทคเตอร์ (FID-detector) ข้อดีของวิธีนี คือ ท ำกำรวิเครำะห์ได้ต่อเนื่อง ประหยัดเวลำ 
มีควำมไวสูงสำมำรถวิเครำะห์สำรที่ปริมำณต่ ำที่ระดับส่วนในพันล้ำนส่วนได้ดี ข้อเสียคือ วัสดุไฟเบอร์
และเครื่องมือที่ใช้ยังมีรำคำแพง  
                2.3.2.3   ฟลูออโรเมทรี (Fluorometry) เป็นวิธีที่อำศัยกำรวัดด้วยเครื่องฟลูออโรมิเตอร์ 
(fluorometer) หลังจำกที่ฟอร์มำลดีไฮด์ท ำปฏิกิริยำโดยสำรเคมีมำแล้ว สำมำรถท ำกำรวัดแบบต่อเนื่อง
ได้เมื่อท ำในระบบ flow injection สำรเคมีที่ใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำมีหลำยชนิด เช่น 2,4-เพนเทนไดโอน 
(อะซิติลอะซิโตน) (2,4-pentanedione (acetylacetone)), 5,5-ไดเมทธิล-1,3-ไซโคลเฮกเซนไดโอน ไดมิ
โดน (5,5-dimethyl-1,3-cyclohexanedione dimedone), 1,3-ไซโคลเฮกเซนไดโอน (ซีเอชดี) (1,3-
cyclohexanedione (CHD)), 4-อะมิโน-3-เพนเทน-2-1 (ฟลูออรอล-พี) (4-amino-3-pentene-2-
1(Fluoral-P)), อะซิโตอะซิตำนิไลด์ (acetoacetanilide) เป็นต้น ข้อจ ำกัดของวิธีนี คือ เครื่องมือที่ใช้
วิเครำะห์จะมีรำคำแพงเมื่อเทียบกับเครื่อง spectrophotometer แต่มีควำมไวในกำรวิเครำะห์ดีกว่ำ 

   2.3.2.4   จมูกอิเล็กทรอนิกส์ (Electronic nose; E-nose) วิธีนี มีกำรพัฒนำน ำมำใช้กัน
มำกขึ นโดยเฉพำะในอุตสำหกรรมอำหำร เพ่ือกำรควบคุมคุณภำพ มีหลักกำรท ำงำนโดยใช้เซนเซอร์ที่
ควำมต้ำนทำนไฟฟ้ำเปลี่ยนไปเมื่อดูดซับสำรระเหย มำเป็นตัววัดแก๊สฟอร์มำลดีไฮด์ เทคนิคนี เป็นกำร
วิเครำะห์ที่รวดเร็ว ใช้ง่ำยเมื่อเชื่อมกับเทคนิคทำงเคโมเมตริก (chemometric) ประสบควำมส ำเร็จ
อย่ำงกว้ำงขวำงในด้ำนกำรตรวจสอบกำรปลอมปนอำหำร ตัวอย่ำงที่ มีกำรพัฒนำน ำมำใช้ เช่น      
กำร พัฒนำแก๊ส  เซ็น เซอร์  ( gas sensor) แบบ solid-state-based ชื่ อ  FishNose ที่ ใช้ตรวจ
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                                กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระ (free-formaldehyde) และส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

 

ปลำแซลมอนรมควัน ซึ่งสำมำรถวัดโดยตรงจำกตัวอย่ำงได้ โดยไม่จ ำเป็นต้องมีกระบวนกำรดึงตัวอย่ำง
ออกมำวัด จึงประหยัดเวลำ และมีควำมแม่นย ำ อีกชนิดคือ E-nose กับ 6 TGS gas sensor เพ่ือวัด
ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ และกำรเสื่อมสภำพของปลำหมึกยักษ์ ได้ประสบผลส ำเร็จ  

   2.3.2.5   ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor) วิธีนี เป็นกำรใช้เทคนิคทำงอิเล็กโตรเคมมิสทรี 
(electrochemistry) ซึ่งประกอบด้วยโพเทนชิโอเมตริก (potentiometric), แอมเพอโรเมตริก 
(amperometric), คอนดักติ เมตริก (conductimetric) เป็นต้น โดยใช้สำรทำงชีวมวลมำจับ
ฟอร์มำลดีไฮด์ แล้วเกิดกระบวนกำรทำงชีวภำพท ำให้มีกำรเปลี่ยนแปลงทำงเคมีเกิดขึ น เช่น มีควำม
ร้อน มีกำรส่งผ่ำนอิเล็คตรอน กำรดูดกลืนพลังงำนแสง เป็นต้น จึงสำมำรถตรวจวัดได้โดยเทคนิค
ข้ำงต้น สำรทำงชีวภำพอำจแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มดังนี  ไบโอคะตะไลติก (biocatalytic) ไบโอแอฟฟินิตี 
(bioaffinity) และไฮบริด รีเซปเตอร์ (hybrid receptor) ซึ่งจะถูกตรึงโดยกำรดูดซับ หรือโดยพันธะ
โควำเลนท์ ให้ติดกับวัสดุที่มีควำมไวในกำรตรวจจับสัญญำณที่เกิดขึ น ไบโอเซนเซอร์ยังไม่ค่อยมีกำร
พัฒนำมำใช้เพ่ือตรวจฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

2.3.3 การตรวจคัดกรอง (Screening test)  
        ใช้เทคนิคกำรตรวจวิเครำะห์ที่สำมำรถเห็นผลกำรตรวจได้รวดเร็วด้วยชุดทดสอบ (test 

kits) โดยกำรเปรียบเทียบสี หรือกำรเปลี่ยนแปลงที่ เกิดขึ นจำกปฏิกิริยำเคมีของสำรเคมีกับ
ฟอร์มำลดีไฮด์แล้วเปรียบเทียบกับค่ำอ้ำงอิงที่ทรำบปริมำณ เช่น โดยเทคนิคคัลเลอริเมตรี  
(Colorimetry) จำกปฏิกิริยำ pararosaniline-based reaction วิธีนี มีควำมไวน้อย และถูกรบกวน
ด้วย ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ที่มีในอำหำร สำรที่ใช้ท ำปฏิกิริยำเป็น Chromogenic agents ชนิดต่ำง ๆ 
เช่น 3-เมทธิล-2-เบนโซไทอำโซโลนไฮดรำโซน (3-methyl-2-benzothiazolonehydrazone; 
MBTH) สำร MBTH มีรำคำค่อนข้ำงแพง ปฏิกิริยำเกิดขึ นได้ช้ำ และมีข้อจ ำกัดในด้ำนควำมไวของกำร
วัด วิธีนี อำจใช้วัดตัวอย่ำงที่อยู่ในสภำวะแก๊สได้ หรือใช้ 4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,3-
triazol ในกำรท ำให้เกิดสี จะเป็นกำรท ำปฏิกิริยำค่อนข้ำงเร็วแต่มีข้อจ ำกัดในด้ำนควำมไวของกำรวัด
และอำจถูกรบกวนด้วยอัลดีไฮด์อ่ืน  

2.3.4 วิธีอื่น   
         อำศัยกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค และเครื่องมือที่แตกต่ำงออกไปเช่น กำรวัดด้วย 

อินฟรำเรด สเปคโตรมิเตอร์ (Infrared spectrometer)  ใช้อินฟรำเรด สเปคตรัมที่แสดงหมู่ฟังชัน 
ของฟอร์มำลดีไฮด์เป็นสิ่งบ่งชี เบื องต้นและหำปริมำณโดยใช้โปรแกรม Partial least squares (PLS) (52)     
กำ รวั ดด้ วย  Nuclear magnetic resonance (NMR) ( 2 8 )  ห รื อ  Thin layer chromatography-
Densitometer (53) เป็นต้น 



 
   

 ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภยัอำหำร   กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ 
  

27 
รายงานฉบับสมบูรณ ์ โครงกำรศึกษำกำรปนเปื้อนสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ปีงบประมำณ 2560: 
                                กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระ (free-formaldehyde) และส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

 

วิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรที่มีกำรศึกษำและแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภำพของวิธี
วิเครำะห์ สำมำรถน ำไปใช้ตรวจวัดได้มีหลำยกำรศึกษำ ส่วนใหญ่เป็นกำรวิเครำะห์  free-FA  และ
ตรวจวัดปริมำณด้วยเทคนิค โครมำโทกรำฟี และ สเปกโทรโฟโตเมทรี ดังที่แสดงใน ตำรำงที ่2.5  
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ตารางท่ี  2.5  วิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 
รูปแบบของสำร ชนิดและวิธีเตรียมตัวอย่ำง เทคนิคที่ตรวจวัด ค่ำต่ ำสุดที่วัดได้ อ้ำงอิง 

 อำหำรทะเล (ปลำ ปลำหมึกและผลิตภัณฑ์ กุ้ง) ผัก ผลไม้ นม เครื่องดื่ม    
free-FA ใช้น  ำและเนื อปลำในอัตรำส่วนเท่ำกัน ปั่นให้ละเอียดประมำณ 45 วินำที ทิ งไว้ 30 นำที  

สกัดด้วยสำรละลำยไทรคลอโรอะซิติก แอซิด (TCA) 10% ในอัตรำส่วนที่เท่ำกัน เขย่ำ 
กรอง สำรละลำยที่ได้ เจือจำงด้วยน  ำ น ำมำท ำปฏิกิริยำกับ Nash reagent ที่สภำวะ pH 
6.0 อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 5 นำที 

Spectrophoto-
meter (415 nm) 

~ 3.9 ppm Castell CH (54)  
(1973) 

1)  free-FA 
2)  free-FA+    

bound-FA 

1) เนื อปลำหั่น 20 กรัม ปั่นในสำรละลำย HClO4 6 % (w/v) 180 มิลลิลิตร กรอง
สำรละลำยตัวอย่ำงส่วนที่ 1 น ำมำท ำปฏิกิริยำ กับ Nash reagent ที่ อุณหภูมิ 60 องศำ
เซลเซียสเป็นเวลำ 5 นำที และส่วนที่ 2 ท ำปฏิกิริยำกับ chromotropic acid ที่อุณหภูมิ
น  ำเดือด เป็นเวลำ 15 นำที น ำไปวิเครำะห์ 
2) เนื อปลำหั่น 3 กรัม สกัดโดยกำรกลั่นด้วยไอน  ำ ภำยใต้สภำวะกรด H2SO4 /H3PO4   
กลั่นให้ได้สำรละลำย 250 มิลลิลิตร น ำไปท ำปฏิกิริยำ เช่นเดียวกับ 1)  

Spectropho- 
tometer  
(412, 578 nm) 

Nash : 
0.105 g/ml 
0.018 g/ml 
chromotropic 
acid : 
0.085 g/ml 

Rehbein H (55) 

(1987) 

free-FA  เนื อปลำ 60 กรัมใส่สำรละลำย กรด HClO4 6% 120 มิลลิลิตร ปั่นด้วยควำมเร็วสูง 
กรองผ่ำนกระดำษกรอง สำรละลำยที่กรองได้ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 7.0 น ำไปแช่
เย็น 1 ชั่วโมง เพ่ือตกตะกอน KClO4 สำรละลำยที่ได้น ำไปวิเครำะห์ 3 วิธี test strip, 
Nash method และ ใช้เอนไซม์ FA-dehydrogenase  

Spectrophoto- 
meter  
( 340 nm) 

0.3 mole%    Leblanc EL(56) 

(1987) 

free-FA+    
bound-FA 

เนื อปลำสับ 5 กรัม ใส่น  ำ 50 มิลลิลิตร สำรละลำยกรดฟอสฟอริก 85% 5 มิลลิลิตร  
กลั่นด้วยไอน  ำ ให้ได้สำรละลำย 200 มิลลิลิตร ท ำปฏิกิริยำกับ chromotropic acid ที่
อุณหภูมิน  ำเดือด เป็นเวลำ 30 นำที น ำไปวิเครำะห ์
 
 

Spectrophoto-
meter  
(570 nm) 

5 g/g    Boeri RL(46) 

(1993) 
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ตารางท่ี 2.5  วิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ใน อำหำร (ต่อ) 
รูปแบบของสำร ชนิดและวิธีเตรียมตัวอย่ำง เทคนิคที่ตรวจวัด ค่ำต่ ำสุดที่วัดได ้ อ้ำงอิง 
free-FA 
 

เนื อปลำบด 5 กรัม ปั่นกับน  ำ 80 มิลลิลิตร เติม Carrez I (K4Fe(CN)615%) และ Carrez 
II (ZnSO4 30%) อย่ำงละ 4 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรด้วยน  ำเป็น 100 มิลลิลิตร เขย่ำ
ต่อเนื่อง กรองสำรละลำยที่ได้น ำมำท ำปฏิกิริยำกับ Nash reagent เพ่ือกำรวิเครำะห์ด้วย
วิธี colorimetric และแยกสำรละลำยบำงส่วนไปท ำปฏิกิริยำ กับ AHMT น ำไปวิเครำะห์
ด้วย Reflectometer (RQflex) 

1) Spectropho- 
tometer 
2)  RQflex 

 2 mg/l Rehbein H (57) 
(1996) 

free-FA อำหำรที่ละลำยน  ำหรือตัวท ำละลำยอ่ืน 2 มิลลิลิตร สกัดฟอร์มำลดีไฮด์ที่อุณหภูมิ 80 
องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 10 นำทีโดย headspace sampler 

GC-FID 1 mg/kg Tashkov W(58)  
(1996) 

free-FA เนื อปลำปั่น 50 กรัม ใส่ในภำชนะรองรับ สกัดสำรที่อยู่ในสภำวะไอ (purge) ด้วยก๊ำซ
ไนโตรเจน 40 นำที ให้ไหลผ่ำน SEP-PAK C18 ซึ่งเคลือบด้วย DNPH  ชะอนุพันธ์ของ
ฟอร์มำลดีไฮด์ออกด้วยอะซิโตไนไตรท์ 2 มิลลิลิตร น ำไปวิเครำะห์ 

HPLC-UV 0.75 nmol/g Cunha 
Veloso MC(59) 
(2001) 

free-FA PFBHA ถูกดูดซับบน Fiber ภำยใต้ SPME headspace sampler  ที่อุณหภูมิ 60 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที และ ฟอร์มำลดีไฮด์ที่ระเหยจำกสำรละลำยตัวอย่ำง (ปลำ 
กุ้ง ปลำหมึก หั่นละเอียด) จะท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์กับ PFBHA ภำยใต้ headspace 
sampler  ที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที แล้วจึงวิเครำะห์สำรอนุพันธ์  

GC-MS 17 g/kg Bianchi F (35) 
(2007) 

free-FA+    
bound-FA 

เนื อปลำหมึกปั่น 10 กรัม ใส่น  ำ 200 มิลลิลิตร และ สำรละลำยกรดฟอสฟอริก 10 % 
ปริมำตร 10 มิลลิลิตร กลั่นด้วยไอน  ำ เก็บสำรละลำยที่กลั่นได้ 100 มิลลิลิตร ท ำปฏิกิริยำ
อนุพันธ์ด้วย DNPH ที่อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที สกัดด้วย ไดคลอโร
มีเทน ระเหยแห้ง ละลำยด้วย เมทำนอล น ำไปวัดปริมำณ 
 
 

HPLC-UV 
(355 nm) 

0.18 mg/kg Li J (2007) (43) 
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ตารางท่ี  2.5 วิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ใน อำหำร (ต่อ) 
รูปแบบของสำร ชนิดและวิธีเตรียมตัวอย่ำง เทคนิคที่ตรวจวัด ค่ำต่ ำสุดที่วัดได้ อ้ำงอิง 

free-FA+    
bound-FA 

เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ น ำมำสกัดฟอร์มำลดีไฮด์โดยกำรกลั่นด้วยไอน  ำ สำรละลำยที่กลั่น
ได้ ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย chromotropic acid เป็นเวลำ 10 นำที และวิเครำะห์
ภำยใต้ระบบที่ต่อเนื่อง 

Sprectrophoto-
meter      
(564 nm) 

0.09 mg/l Jendral JA(50) 

(2011) 

1) free-FA 
2) free-FA + 

bound-FA 

1) ปลำหมึก/กุ้งที่หั่นละเอียด 2.5 กรัม ใส่น  ำ 25 มิลลิลิตร สกัดโดย คลื่นควำมถี่สูง 10 
นำที  ปั่นด้วย vortex และปั่นแยกตะกอน น ำสำรละลำยส่วนใสมำท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์
ด้วย DNPH ที่อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที สกัดสำรอนุพันธ์ด้วย       
ไดคลอโรมีเทน และระเหยแห้ง แล้วละลำยด้วย เมทำนอล กรองน ำไปวิเครำะห์  
2) สกัดโดยกำรกลั่นด้วยไอน  ำ  และท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย DNPH ด ำเนินกำร
เช่นเดียวกับข้อ 1) 

MEKC  
(Micellar 
Electrokinetic 
Capillary 
Chromatography)  

0.57 mg/l Xu LN (60) 
(2012) 

free-FA อำหำรหมักดองหั่น 1 กรัม ปั่นในน  ำเกลือเข้มข้น 5 มิลลิลติร ใส่ 2,2,2-trifluoro- 
ethydrazine (TFEH) 400 ไมโครลิตร ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ และดูดซับสำรเข้ำสู่ระบบ 
HS-SPME โดยอัตโนมัติและต่อเนื่องที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 30 นำที 

GC-MS 0.1 g/kg Shin HS(61) 

(2012) 

1) free-FA 
2) free-FA + 

bound-FA 

1) ปลำหมึกปั่น 5 กรัม ใส่น  ำ 50 มิลลิลิตร สกัดฟอร์มำลดีไฮด์ในโดยใช้คลื่นควำมถี่สูง  
40 นำที ที่อุณหภูมิ 20-25 องศำเซลเซียส  ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย DNPH ในที่มืดที่
อุณหภูมิ 20-25 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 6 ชั่วโมง ใส่ไดคลอโรมีเทน 2 มิลลิลิตรเพ่ือ 
เขย่ำ และปั่นแยกสำร น ำสำรละลำยไดคลอโรมีเทนไปวิเครำะห์ 

2) ปลำหมึกปั่น 5 กรัม ใส่น  ำ 40 มิลลิลิตร เติมสำรละลำยกรดฟอสฟอริก 20% ปริมำตร         
1  มิลลิลิตร กลั่นด้วยไอน  ำ เก็บสำรละลำยที่กลั่นได้ 100 มิลลิลิตร ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์
ด้วย DNPH เช่นเดียวกับข้อ 1) 
 

-GC-MS 
-HPLC-UV 
(365 nm) 

 2.0 mg/kg Yeh T-S(7)        
(2013) 
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ตารางท่ี 2.5 วิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ใน อำหำร (ต่อ) 
รูปแบบของสำร ชนิดและวิธีเตรียมตัวอย่ำง เทคนิคที่ตรวจวัด ค่ำต่ ำสุดที่วัดได้ อ้ำงอิง 
free-FA 

 
เนื อปลำหมึก/เนื อปลำที่ปั่นแล้ว 2 กรัม ใส่สำรละลำย DNPH  20 มิลลิลิตร เขย่ำด้วย 
vortex ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วยกำรเขย่ำต่อเนื่อง ที่ควำมเร็ว 150 r/นำที ที่อุณหภูมิ 60 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที ในระหว่ำงนี น ำออกมำปั่นทุก 20 นำที ปั่นแยกตะกอน 
กรองสำรละลำยที่แยกได้  แล้วน ำไปวิเครำะห์ 

HPLC-UV 5 mg/kg Zhang X (42) 
(2015) 

free-FA เนื อปลำแล่บำง 10 กรัม เติมน  ำ 40 มิลลิลิตร เขย่ำ 5 นำที สกัดโดยคลื่นควำมถี่สูง 5 
นำที ปั่นแยกสำรละลำย 5 นำที กรองสำรละลำยตัวอย่ำง เติมอะซิโตไนไตรล์ 2 มิลลิลิตร 
ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย DNPH ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 2 นำที เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
pH 6.8 และ สำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 N แล้วน ำไปวิเครำะห์ 

HPLC-UV 1 mg/kg Storey JM (62) 
(2015) 

free-FA ผัก/ผลไม้/เนื อ ที่ปั่นแล้ว 1 กรัม เติมน  ำเกลือเข้มข้น 30% 9.950 มิลลิลิตร สกัดภำยใต้
คลื่นควำมถี่สูง ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 30 นำที ปั่นแยกด้วยควำมเร็วสูง สำรละลำยที่
แยกได้เติมน  ำเกลือ ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย PFBHA ที่อุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียสเป็น
เวลำ 40 นำที แยกและเก็บสำรเพ่ือวิเครำะห์โดยใช้ SPME ใน headspace sampler ที่
อุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที 

GC-MS 5.74 - 175.03 
ng/g 

Jeong H-S (63)  
(2015) 

free-FA มะม่วง/ปลำ ที่บด และปั่นแล้ว  5 กรัม เติมอะซิโตไนไตรล์ 5 มิลลิลิตร เขย่ำ และสกัด
โดย ด้วยคลื่นควำมถี่สูงเป็นเวลำ 30 นำที ปั่นแยกสำรละลำยด้วยควำมเร็วสูง กรอง
สำรละลำยที่แยกได้ด้วยกระดำษกรอง  ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย DNPH ที่อุณหภูมิ 40 
องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 60 นำที แล้วน ำไปวิเครำะห์ 
 
 
 

HPLC-PDA 0.39 mg/l 
(matrix free) 

Wahed P (64)  
(2016) 
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ตารางท่ี 2.5 วิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ใน อำหำร (ต่อ) 
รูปแบบของสำร ชนิดและวิธีเตรียมตัวอย่ำง เทคนิคที่ตรวจวัด ค่ำต่ ำสุดที่วัดได้ อ้ำงอิง 

free-FA Bovine milk 2.5 มิลลิลิตร ปรับ pH เป็น 4.0 ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย DNPH ในอะซิโต      
ไนไตรล์ เขย่ำและปั่นด้วยควำมเร็วสูงเพ่ือแยกสำรละลำย แล้วแช่แข็งที่อุณหภูมิ -4 องศำ
เซลเซียส เก็บข้ำมคืน แยกฟอร์มำลดีไฮด์ที่อยู่ในตัวท ำละลำยอะซิโตไนไตรล์ ออกมำจำก
น  ำแข็ง  กรองผ่ำนเมมเบรน แล้วน ำไปวิเครำะห์ 

HPLC-UV 6.0 g/l Freitas 
Rezende 
FB(65) (2017) 

free-FA ผัก/ผลไม้ ปั่นกับน  ำในอัตรำส่วน 1:10 กรองตะกอนออกผ่ำนผ้ำกรอง และกระดำษกรอง  
น  ำนมน ำมำเจือจำงกับน  ำในอัตรำส่วน 1:2 แล้วกรอง  เจือจำงสำรละลำยที่กรองได้เป็น 
100 เท่ำ และปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 6-6.5 ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย Nash reagent ที่
อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 10-15 นำที น ำไปวิเครำะห์ 

Spectropho-
tometer      
(415 nm) 

- Nowshad 
F(66) (2018) 

 เห็ด     
free-FA +  
bound-FA 

เห็ดหั่น 20 กรัม เติมน  ำ 120 มิลลิลิตร และสำรละลำยกรดซัลฟุริก 1.32 ปริมำตร             
100 มิลลิลิตร  สกัดฟอร์มำลดีไฮด์โดยกำรกลั่น เก็บสำรละลำยที่กลั่นได้ 160 กรัม      
ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย (1) chromotropic acid ที่อุณหภูมิน  ำเดือดเป็นเวลำ 15 นำที 
(2) dimedone  derivatization reagent ที่อุณหภูมิน  ำเดือดเป็นเวลำ  แล้วแช่ในน  ำแข็ง 
น ำไปวิเครำะห์ 

1. Spectropho-
tometer     
(570 nm) 
2. LC-MS 
 

-6 mg/kg 
 
- 50 mg/kg 
(LOQ) 

Mason DJ(67) 
(2004) 

free-FA เห็ดสด 100 กรัม เติมอะซิโตไนไตล์ 100 มิลลิลิตร สกัดฟอร์มำลดีไฮด์โดยใช้คลื่นควำมถี่
สูง 30 นำทีพร้อมเขย่ำ กรอง  ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย DNPH ที่อุณหภูมิ 40 องศำ
เซลเซียสเป็นเวลำ 3 ชั่วโมง น ำสำรละลำยที่ได้มำกรองผ่ำนเมมเบรน     

HPLC-UV 0.02 mg/kg 
(LOQ) 

Claeys W(9) 
(2009) 
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บทท่ี 3 
วัสดุและวิธกีาร 

3.1 ล าดับขั นตอนการด าเนินงาน 
 
        3.1.1 คัดเลือกวิธีวิเคราะห์ที่ใช้ อ้ำงอิงวิธี จำกกำรทบทวนเอกสำรวิชำกำร  
       3.1.2 พัฒนาวิธีวิเคราะห์ free-FA ในอาหาร จำกวิธีอ้ำงอิงและปรับให้มีประสิทธิภำพและ
เหมำะสม กับทรัพยำกรที่มีของหน่วยงำน ดังนี  
                3.1.2.1   กำรสกัด free-FA จำกตัวอย่ำงปลำหมึกสดซึ่งเป็นตัวแทนอำหำรทะเล และ
สไบนำงเป็นตัวแทนอำหำรประเภทสัตว์บก โดยศึกษำชนิดของตัวท ำละลำย เทคนิคที่ใช้ และระยะเวลำ
ในกำรสกัดที่เหมำะสม 
                3.1.2.2   กำรตรวจวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์  เปรียบเทียบระหว่ำงเทคนิค โครมำโตกรำฟี
แบบของเหลว (liquid chromatography) ด้วย เครื่อง HPLC-UV และ LC-MS/MS และเทคนิค     สเปค
โทรโฟโตเมทรี (Spectrophotometry) ด้วยเครื่อง Spectrophotometer   
        3.1.3 ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ free-FA  (method validation) ในปลำหมึกและ
สไบนำงจำกวิธีที่พัฒนำจนเหมำะสมแล้ว ตำมข้อ 3.1.2  ด ำเนินกำรในหัวข้อควำมเป็นเส้นตรงและช่วง
ของกำรวิเครำะห์ (linearity and range) ควำมจ ำเพำะเจำะจง (specificity/selectivity) ขีดจ ำกัด 
ของกำรตรวจพบ (limit of detection, LOD) ขีดจ ำกัดของกำรวัดเชิงปริมำณ (limit of quantitation, 
LOQ)  ควำมเที่ยง (precision)  ควำมแม่น (accuracy)  
        3.1.4 ประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ (uncertainty)  
        3.1.5 ศึกษาปริมาณ free-FA  ในปลาหมึกในสภาวะต่างๆ  ที่ใช้เก็บรักษำ และกำรท ำให้สุก 
       3.1.6 ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ free-FA ในตัวอย่างอาหารที่เก็บจากตลาด ปลำหมึกเก็บจำก
ตลำดในจังหวัดต่ำงๆ ห้องเย็นที่เก็บสินค้ำน ำเข้ำ และแหล่งกระจำยสินค้ำ สไบนำงเก็บจำกแหล่งผลิต  
และจ ำหน่ำย และเห็ดจำกแหล่งจ ำหน่ำย เพ่ือส ำรวจปริมำณพื นฐำนของ free-FA ที่มีตำมธรรมชำติใน
อำหำร 
         3.1.7 ฝึกอบรบเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการ จำกศูนย์วิทยำศำสตร์กำรแพทย์ทั ง 14 แห่ง ของ
กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ในกำรฝึกอบรมประกอบด้วยกำรบรรยำย และฝึกปฏิบัติในห้องปฏิบัติกำร 
ระยะเวลำ 2 วัน 
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3.2 ตัวอย่าง 
 
        3.2.1 ตัวอย่างที่ใช้เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ free-FA  เป็นปลำหมึกสดจำกเรือประมงท้องถิ่น  
ตรวจไม่พบฟอร์มำลดีไฮด์โดยชุดทดสอบฟอร์มำลินในอำหำร และสไบนำงสีขำวซื อจำกตลำดสด เก็บ
รักษำตัวอย่ำงที่อุณหภูมิ –20 องศำเซลเซียส 
        3.2.2 ตัวอย่างที่ใช้เพื่อทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ free-FA  เป็นปลำหมึกกล้วยน ำเข้ำ
จำกต่ำงประเทศ ชื่อวิทยำศำสตร์ Illex argentinus ชื่อสำมัญ Argentine shortfin squid มี 2 ลักษณะ
คือ ปลำหมึกสด (เนื อแน่น) จำกห้องเย็นของผู้ประกอบกำรน ำเข้ำปลำหมึก และปลำหมึกไม่สด ซึ่งมี
เนื ออ่อน นิ่ม กลิ่นเหม็นเล็กน้อย ซื อจำกตลำด และสไบนำง ซื อจำกตลำด   เก็บรักษำตัวอย่ำงที่อุณหภูมิ 
–20 องศำเซลเซียส 

  3.2.3 ตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์เพื่อส ารวจปริมาณ free-FA ในอาหาร เป็นปลำหมึก 

จ ำนวน 63 ตัวอย่ำง  ประกอบด้วย ปลำหมึกที่ได้จำกกำรท ำประมงภำยในประเทศ เรียกว่ำ ปลำหมึกไทย 

จ ำนวน 40 ตัวอย่ำง เก็บตัวอย่ำงจำกตลำดสด ตลำดค้ำส่ง สะพำนปลำ ในจังหวัดชุมพร ตรัง ภูเก็ต 

ระนอง สุรำษฏร์ธำนี นครศรีธรรมรำช ชลบุรี ระยอง จันทบุรี สงขลำ ประจวบคีรีขันธ์ เพชรบุรี และ

สมุทรสำคร  และปลำหมึกน ำเข้ำ จ ำนวน 23 ตัวอย่ำง เป็นตัวอย่ำงปลำหมึกทั งตัว และชิ นส่วนปลำหมึก

ยักษ์ (ปีก เนื อล้วน คำง และหนวด) เก็บจำกตลำดค้ำส่ง ห้องเย็น และบริษัทผู้น ำเข้ำ สไบนำง (สีด ำ) 

จ ำนวน 34 ตัวอย่ำง เก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ และตลำดขนำดใหญ่ ในจังหวัดสระบุรี สิงห์บุรี อ่ำงทอง 

พระนครศรีอยุธยำ นครนำยก ปทุมธำนี นนทบุรี และกรุงเทพมหำนคร และ เห็ด จ ำนวน 21 ตัวอย่ำง 

เก็บจำกฟำร์มเห็ด ตลำดสด และห้ำงสรรพสินค้ำ ทุกตัวอย่ำงท ำกำรตรวจคัดกรองโดยชุดทดสอบ

ฟอร์มำลินในอำหำรควบคู่กัน ยกเว้นตัวอย่ำงเห็ด 

 

3.3 สารมาตรฐาน สารเคมี และอุปกรณ ์

 
       3.3.1 สารมาตรฐาน 
    3.3.1.1   สำรละลำยฟอร์มำลดีไฮด์หรือฟอร์มำลิน (CH2O) เข้มข้นร้อยละ 37- 40 โดย
ปริมำตร 
                3.3.1.2   สำรละลำยมำตรฐำนกรดซัลฟิวริก (H2SO4) 0.01 โมลต่อลิตร ที่สำมำรถสอบ
ย้อนกลับได้ (traceable to NIST)  
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  3.3.1.3   โซเดียมซัลไฟด์ (Na2SO3) ควำมบริสุทธิ์ไม่น้อยกว่ำร้อยละ 97 

                3.3.1.4   อะซิทาลดีไฮด์ (CH3CHO) ควำมบริสุทธิ์ไม่น้อยกว่ำร้อยละ 99              
3.3.1.5   โปรพิโอนำลดีไฮด์ (C3H6O) ควำมบริสุทธิ์ไม่น้อยกว่ำร้อยละ 97  

      3.3.2  สารเคมี 
         3.3.2.1   ชนิด HPLC grade : เมทำนอล (CH3OH) และ อะซิโตไนไตรล์ (CH3CN) 
          3.3.2.2   ชนิด AR grade : กรดอะซิติก (CH3COOH) gracial, กรดเปอร์คลอริก (HClO4) 
2,4 ไดไนโตรฟีนิล ไฮดรำซีน (C6H6N4O4 ; DNPH), แอมโมเนียม อะซิเตต (C2H7NO2), แอมโมเนียม ฟอร์
เมต (CH5NO2 ), อะเซตติลอะซิโตน (C5H8O2), ไทมอล์ฟทำลีน (C28H30O4), เอทำนอล (CH3CH2OH) 
absolute 

                3.3.2.3 น  ำปรำศจำกไออน (deionized water) ค่ำควำมต้ำนทำน (resistivity)  18     
เมกะโอห์ม-เซนติเมตร    
        3.3.3 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

      3.3.3.1   เครื่องชั่งไฟฟ้ำควำมละเอียด 2- 4 ต ำแหน่ง  
      3.3.3.2   เครื่องผสมส ำหรับหลอดทดลอง (vortex) 
      3.3.3.3   อ่ำงน  ำคลื่นควำมถี่สูง (sonicator bath) 
      3.3.3.4   เครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควำมเร็วสูง (centrifuge) 
      3.3.3.5   อ่ำงน  ำแบบควบคุมอุณหภูมิ (bath with temperature control) 

                3.3.3.6   ไมโครปิเปต ขนำด 1-10, 10-100, 10-1,000 และ 500-5,000 ไมโครลิตร 
                3.3.3.7   หลอดทดลองส ำหรับเครื่องหมุนเหวี่ยงควำมเร็วสูง (centrifuge tubes) ท ำจำก 
polypropylene พร้อมฝำเกลียวปิด ขนำด 10 และ 50 มิลลิลิตร 
                3.3.3.8   ขวดวัดปริมำตร (volumetric flask) ขนำด 10, 25, 50, 100, 250 และ 1,000 มิลลิลิตร 

       3.3.3.9  กระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 (filter paper No.1) 

                3.3.3.10  ขวดสีชำบรรจุสำรละลำยตัวอย่ำงส ำหรับ พร้อมฝำ ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 

                3.3.3.11  กระบอกฉีดยำพลำสติก (syringe) ขนำด 1 มิลลิลิตร 

      3.3.3.12   เมมเบรนส ำหรับกรอง (syringe filter) ชนิด PVDF หรือ nylon ขนำด 0.45 
หรือ 0.2 ไมโครเมตร เส้นผ่ำศูนย์กลำง 13 มิลลิเมตร 
                3.3.3.13   อุปกรณ์ส ำหรับ Standardization เพ่ือหำควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำน
ฟอร์มำลดีไฮด์ ดังนี  

                   1)   บิวเร็ตควำมละเอียด 0.01 มิลลิลิตร 
                   2)   ปิเปตแก้วปริมำตร 10 และ 50  มิลลิลิตร 
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                   3)   ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนำด 125 และ 250  มิลลิลิตร 
                   4)   ขวดวัดปริมำตร (volumetric flask) ขนำด 5, 100 และ 1000 มิลลิลิตร                
                   5)   เครื่องกวนสำรละลำยแบบแม่เหล็ก (magnetic stirrer) 

                3.3.3.14   เครื่อง HPLC – UV detector : KNAUER รุ่น AURA 

                              สภำวะใช้งำน : คอลัมน์ชนิด C18 ขนำด 4.6 x 250 มิลลิเมตร ขนำดอนุภำค          
5 ไมโครเมตร ยี่ห้อ RESTEK หรือเทียบเท่ำ วิธีกำรชะแบบไอโซเครติก เฟสเคลื่อนที่ประกอบด้วยอะซิโตไน
ไตรล์ กับ น  ำ ในอัตรำส่วน 60:40 ด้วยอัตรำกำรไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนำที อุณหภูมิของคอลัมน์ 30 องศำ
เซลเซียส ปริมำตรที่ฉีด 5 ไมโครลิตร และ UV detector ที่ควำมยำวคลื่น 360 นำโนเมตร (สภำวะต่ำงๆ
สำมำรถปรับเปลี่ยนได้ตำมควำมเหมำะสม) 
                3.3.3.15   เครื่อง Liquid chromatrograph/triple quadrupole mass spectrometer 

(LC-MS/MS): AB SCIEX & Agilent รุ่น API 4000 & 1100 

                              สภำวะใช้งำน : คอลัมน์ชนิด Luna Su C18 ขนำด 2.00 x 250 มิลลิเมตร ขนำด
อนุภำค 5 ไมโครเมตร ยี่ห้อ Phenomenex หรือเทียบเท่ำวิธีกำรชะแบบไอโซเครติก เฟสเคลื่อนที่
ประกอบด้วย 5 มิลลิโมลต่อลิตร ของแอมโมเนียม ฟอร์เมต กับ อะซิโตไนไตรล์ อัตรำส่วน 35:65       
ด้วยอัตรำกำรไหล 0.25 มิลลิลิตรต่อนำที อุณหภูมิของคอลัมน์ 25 องศำเซลเซียส ปริมำตรที่ฉีด 5 
ไมโครลิตร แหล่งผลิตไอออน คือ Turbo spray (ESI)  วิเครำะห์มวลด้วย triple quadrupole  โหมด
ประจุลบ (negative mode) กำรตรวจติดตำมไอออนแบบหลำยปฏิกิริยำ (multiple reaction 
monitoring, MRM)  กำรทรำนซิชันมวลต่อประจุของสำรฟอร์มำลดีไฮด์ 209/163 และ 209/133 ซึ่งได้
จำกไอออนแม่ (precursor ion)  คือ m/z  209  แตกย่อยไอออนเป็นไอออนผลิตภัณฑ์ (production) 
คือ m/z 163 และ 133 กำรค ำนวณหำปริมำณสำรฟอร์มำลดีไฮด์ใช้พื นที่ใต้พีค (peak area)  กำรทรำน
สิชัน m/z  209/163 (ฟอร์มำลดีไฮด์) และยืนยันด้วยกำรทรำนสิชัน m/z  209/133 (ฟอร์มำลดีไฮด์)  
สภำวะต่ำงๆสำมำรถปรับเปลี่ยนได้ตำมควำมเหมำะสม 
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ตารางท่ี 3.1   สภำวะที่เหมำะสมของแหล่งผลิตไอออนส ำหรับวิเครำะห์สำรฟอร์มำลดีไฮด์ด้วยเครื่อง 
LC-MS/MS ในโหมดประจุลบ (negative mode) 
 

พำรำมิเตอร์ ค่ำก ำหนด 
temperature 450 oC 
Collision Gas  (CAD) 6   psig 
Curtain Gas (CUR) 20 psig 
Ion Source Gas 1 (GS1) 55 psig 
Ion Source Gas 2 (GS2) 55 psig 
Ion Spray Voltage (IS) -4500 volts 

 
ตารางท่ี 3.2  สภำวะที่เหมำะสมส ำหรับกำรตรวจติดตำมหลำยปฏิกิริยำ (multiple reaction  

monitoring, MRM) ในกำรวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
 Q1 mass 

(amu) 
Q3 mass 
(amu) 

Dwell 
Time 
(mSec) 

DP* 
(Volts) 

EP* 
(Volts) 

CE*  
(Volts) 

CXP*  
(Volts) 

ฟอร์มำลดีไฮด์  209.1 162.9 250 -30 -10 -13 -12 
 209.1 132.8 250 -30 -10 -15 -16 

* DP : Declustering Potential ,  EP : Entrance Potential, CE : Collision Energy,  CXP : Collision 
Cell Exit Potential 
 
                3.3.3.18   เครื่อง Spectrophotometer (UV/VIS) : Shimazu รุ่น UV1601 

วัดที่ควำมยำวคลื่น 413 นำโนเมตร 
                3.3.3.19   ชุดทดสอบฟอร์มำลินในอำหำร องค์กำรเภสัชกรรม (GPO) 

3.3.4 วิธีเตรียมสารละลายเคมีและสารละลายมาตรฐาน 
                 3.3.4.1   สำรละลำยโซเดียมซัลไฟด์ 1 โมลต่อลิตร  
                               ชั่งโซเดียมซัลไฟต์ 12.6 กรัม ละลำยและปรับปริมำตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน  ำ
น  ำที่ใช้เป็นน  ำที่ต้มไล่ก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์แล้ว  
                3.3.4.2   สำรละลำย ไทมอล์ฟทำลีน (อินดิเคเตอร์) 1% (w/v)  
                         ชั่งไทมอล์ฟทำลีน 0.05 กรัม ละลำยและปรับปริมำตรเป็น 5 มิลลิลิตร ด้วยเอทำนอล  
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                3.3.4.3   สำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 % (v/v) 
                            ปิเปตกรดอะซิติก 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมำตรขนำด 1,000 มิลลิลิตร ที่มี
น  ำเล็กน้อย และปรับปริมำตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน  ำ  
                3.3.4.4   สำรละลำยอะซิโตไนไตรล์ 30% (v/v) ในสำรละลำย กรดอะซิติก 0.1 % (v/v) 
                            ปิเปตอะซิโตไนไตรล์  30 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมำตรขนำด 100 มิลลิลิตร 
และปรับปริมำตรด้วยสำรละลำย กรดอะซิติก 0.1% (v/v) 
                3.3.4.5   สำรละลำยกรดเปอร์คลอริก กับน  ำ อัตรำส่วน 1:19 
                            ปิเปตกรดเปอร์คลอริก 1 มิลลิลิตร  ใส่ลงในน  ำ 19  มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกัน 
                3.3.4.6   สำรละลำย 2,4 ไดไนโตรฟีนิลไฮดรำซีน (DNPH –Reagent ) 
        ชั่ง DNPH 0.125 กรัม ละลำยในอะซิโตไนไตรล์ 50 มิลลิลิตร  แล้วถ่ำยลงขวดวัด
ปริมำตรขนำด 100 มิลลิลิตร ที่มีสำรละลำยกรดเปอร์คลอริก (1:19) จ ำนวน 10 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมำตรด้วยน  ำ           
               3.3.4.7   สำรละลำย Nash (Nash’s Reagent) 
                            ชั่ง แอมโมเนียมอะซิเตต 150 กรัม ละลำยในน  ำ 200 - 300 มิลลิลิตร เติมกรด   
อะซิติก 3 มิลลิลิตร และอะเซตติลอะซิโตน  2 มิลลิลิตร และปรับปริมำตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร ด้วยน  ำ 
                3.3.4.8   สำรละลำย แอมโมเนียมฟอร์เมต 5 มิลลิโมลต่อลิตร 
                            ชั่งแอมโมเนียมฟอร์เมต 0.158 กรัม ละลำยน  ำ แล้วถ่ำยลงขวดวัดปริมำตรขนำด 
500 มิลลิลิตร และปรับปริมำตรด้วยน  ำ  
                3.3.4.9   สำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์เข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร (stock standard 
solution)   
                              ปิเปตสำรละลำยฟอร์มำลดีไฮด์ (ข้อ 3.3.1.1)  0.25 มิลลิลิตร ใส่ขวดวัดปริมำตร
ขนำด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรด้วยน  ำ  และ standardization โดย ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำน
โซเดียมซัลไฟต์ (ข้อ 3.3.4.1 ) ปริมำตร 50 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ หยดสำรละลำยไทมอล์ฟทำลีน อินดิ เค
เตอร์ จ ำนวน 1-2 หยด จะได้สำรละลำยสีฟ้ำอ่อน แล้วหยดสำรมำตรฐำนกรดซัลฟิวริก (ข้อ 3.3.1.2 ) จ ำนวน 
2-3 หยด จนสีของสำรละลำยจำงหำยไป ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ เข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร จ ำนวน 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่จะได้สำรละลำยสีฟ้ำกลับมำ  ไตเตรทด้วยสำรละลำยมำตรฐำน
กรดซัลฟิวริก (ในข้อ 3.3.1.2)  จนสำรละลำยไม่มีสีบันทึกปริมำตรที่ใช้ไตเตรท และค ำนวณควำมเข้มข้นของ
สำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์  
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    ควำมเข้มข้นของสำรละลำยฟอร์มำลดีไฮด์ (มิลลิกรัมต่อลิตร) = 0.6 x A x 1000/B           (3.1) 
               เมื่อ  A คือ ปริมำตรของสำรละลำยมำตรฐำนกรดซัลฟิวริกที่ใช้ (มิลลิลิตร) 
                      B คือ ปริมำตรของสำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ที่ใช้ (มิลลิลิตร) 
   หมำยเหตุ   สำรละลำยกรดซัลฟุริก 0.01 โมลต่อลิตร 1 มิลลิลิตร เท่ำกับ ฟอร์มำลดีไฮด์ 0.6 มิลลิกรัม 
       stock standard solution มีอำยุกำรใช้งำน 6 เดือน เมื่อเก็บทีอุ่ณหภูมิไม่เกิน 10 องศำเซลเซียส    
 
                3.3.4.10   สำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ ควำมเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(intermediate standard solution)  
                  ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ ควำมเข้มข้น 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(ข้อ 3.3.4.3) จ ำนวน 0.1 มิลลิลิตร (ปรับเปลี่ยนปริมำตรที่ใช้ตำมควำมเข้มข้นจริงของ stock standard 
solution ทีไ่ด้จำกกำร standardization) แล้วปรับปริมำตรเป็น 1 มิลลิลิตร ด้วยน  ำ (เตรียมใหม่ทุกครั ง
ที่ท ำกำรตรวจวิเครำะห์) 
                3.3.4.11   สำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ควำมเข้มข้น 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 
2.5 และ 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ส ำหรับสร้ำงกรำฟมำตรฐำน  
                             ปิเปตสำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร (ข้อ 
3.3.4.10) จ ำนวน 0, 12.5 , 25, 50, 75, 100, 125 และ 150 ไมโครลิตร ตำมล ำดับ ใส่ในหลอดพลำสติก
ขนำด 15 มิลลิลิตร แต่ละใบ แล้วปรับปริมำตรเป็น 5 มิลลิลิตร ด้วยสำรละลำยอะซิโตไนไตรล์ 30 %   
(ในสำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 % v/v) 
                3.3.4.12   สำรละลำยมำตรฐำนโปรพิโอนำลดีไฮด์ ควำมเข้มข้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
                             ชั่งโปรพิโอนำลดีไฮด์ 0.25 กรัม ละลำยด้วยน  ำ ถ่ำยใส่ขวดวัดปริมำตรขนำด 100 
มิลลิลิตร และปรับปริมำตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน  ำ 
                3.3.4.13   สำรละลำยมำตรฐำนอะซิทำลดีไฮด์ ควำมเข้มข้น 2,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
                              ชั่งอะซิทำลดีไฮด์ 0.25 กรัม ละลำยด้วยน  ำ ถ่ำยใส่ขวดวัดปริมำตรขนำด 100 
มิลลิลิตร และปรับปริมำตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยน  ำ 
                3.3.4.14   กำรท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ (Derivatization) ด้วย DNPH-reagent      
               ปิเปต สำรละลำยมำตรฐำนหรือสำรละลำยตัวอย่ำง 5 มิลลิลิตร ลงในหลอด
พลำสติกขนำด 15 มิลลิลิตร เติม DNPH-reagent  1 มิลลิลิตร แช่ในอ่ำงน  ำแบบควบคุมอุณหภูมิ          
ที่ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที น ำออกมำตั งทิ งไว้จนเย็น   กรณี สำรละลำยตัวอย่ำง น ำไปแยก
ชั นด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควำมเร็วสูง ที่ควำมเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที  กรอง
ด้วย syringe filter ชนิด PVDF หรือ Nylon ขนำด 0.45 หรือ 0.2 ไมโครเมตร ส ำหรับตรวจวิเครำะห์
ด้วยเทคนิคโครมำโตกรำฟี 
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                3.3.4.15   กำรท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย Nash’ s reagent  
                   ปิเปต สำรละลำยมำตรฐำนหรือสำรละลำยตัวอย่ำง 5 มิลลิลิตร ลงในหลอดแก้ว 
ขนำด 15 มิลลิลิตร เติมสำรละลำย Nash’ s reagent  5 มิลลิลิตร แช่ในอ่ำงน  ำแบบควบคุมอุณหภูมิ    
ที่ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำท ีน ำออกมำตั งทิ งไว้จนเย็น กรณี สำรละลำยตัวอย่ำง น ำไปแยกชั น
ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควำมเร็วสูง ควำมเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที กรองด้วย
กระดำษกรอง Whatman เบอร์ 1 ส ำหรับตรวจวิเครำะห์ด้วยเทคนิคสเปคโตรโฟโตมิตร ี
                  
3.4 การด าเนินงาน  
 
      น ำวธิีวิเครำะห์ โดย Yeh T-S และคณะ ตำม J Food Drug Anal 2013; 21: 190-7. (7) และ Xu 
LN และคณะ ตำม Acta Chromatogr 2012; 24:519-528.(60)  มำปรับปรุง พัฒนำเป็นวิธีวิเครำะห์ที่
เหมำะสมเพ่ือใช้ในกำรเฝ้ำระวังและส ำรวจฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 
   3.4.1 พัฒนาวิธีวิเคราะห์ free-FA ในอาหาร  
               ตัวแทนกลุ่มอำหำรเป็นปลำหมึกและสไบนำง  
                3.4.1.1   ศึกษำชนิดของตัวท ำละลำย และระยะเวลำในกำรสกัด free-FA ที่เหมำะสมใน
ปลำหมึก และสไบนำง โดยศึกษำเปรียบเทียบปริมำณ free-FA ที่ได้กลับคืน (%recovery) เมื่อสกัดด้วย 
น  ำ และสำรละลำยกรดอะซิติก ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ ด้วยคลื่นควำมถี่สูง (sonicate) ที่ระยะเวลำต่ำงกัน 
วิธีที่พัฒนำได้เหมำะสมแล้ว ก ำหนดเป็นวิธีวิเครำะห์ ในข้อ 3.4.1.2 ที่ทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ 
และใช้วิเครำะห์ตัวอย่ำงเพ่ือกำรส ำรวจปริมำณ free-FA 
                 3.4.1.2   วิธีวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึกและสไบนำง มีขั นตอนดังนี  น ำสิ่งสกปรกออก
จำกตัวอย่ำง แยกออกมำเฉพำะส่วนที่ใช้บริโภค หั่นเป็นชิ นเล็กๆ (ท ำกำรวิเครำะห์ในเวลำไม่เกิน 10 วัน 
นับจำกวันที่รับตัวอย่ำง เก็บรักษำตัวอย่ำงที่อุณหภูมิ –20 องศำเซลเซียส)  ชั่งตัวอย่ำง 5 กรัม ด้วยเครื่อง
ชั่งละเอียด 2 ต ำแหน่ง (บันทึกน  ำหนักที่แน่นอน) ลงในขวดวัดปริมำตรขนำด 50 มิลลิลิตร เติมสำรละลำย
กรดอะซิติก 0.1 % (v/v) ปริมำตร 30 มิลลิลิตร สกัดโดยใช้คลื่นควำมถี่สูง เป็นเวลำ 10 นำที (อุณหภูมิ
ไม่เกิน 30 องศำเซลเซียส) เติมอะซิโตไนไตรล์ ปริมำตร 15 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมำตรเป็น 50 มิลลิลิตร 
ด้วยสำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 % (v/v) เขย่ำให้เข้ำกัน ตั งทิ งไว้ประมำณ 1 นำที ให้โปรตีนตกตะกอน 
เทส่วนของเหลว ประมำณ 30 มิลลิลิตร ลงในหลอดพลำสติกขนำด 50 มิลลิลิตร น ำไปแยกชั นด้วยเครื่อง
หมุนเหวี่ยงแบบควำมเร็วสูง ด้วยควำมเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 15 นำที  กรองสำรละลำย
ตัวอย่ำงผ่ำนกระดำษกรอง whatman เบอร์ 1 ลงในหลอดพลำสติก ได้สำรละลำยตัวอย่ำงส่วนใส     
(test solution)  กรณีที่ตรวจวัดด้วย HPLC-UV และ LC-MS/MS น ำไปท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์  ด้วย           
DNPH-reagent (ข้อ 3.3.4.14) และกรณีที่ตรวจวัดด้วย Spectrophotometer  น ำไปท ำปฏิกิริยำ
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อนุพันธ์ ด้วย Nash’s reagent (ข้อ 3.3.4.15) ค ำนวณปริมำณเทียบกับ calibration curve  กรณี
สำรละลำยตัวอย่ำงมีควำมเข้มข้นเกินช่วงของกรำฟมำตรฐำนให้เจือจำงสำรละลำยตัวอย่ำง ท ำปฏิกิริยำ
อนุพันธ์แล้วตรวจวัดปริมำณ   
 
สมกำรเส้นตรง ( calibration curve )      Y = mX + b                                                            (3.2) 
              เมื่อ  X   คือ   ควำมเข้มข้นของสำรมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ ( มิลลิกรัมต่อลิตร)  
                    Y   คือ   พื นที่ใต้พีคของสำรมำตรฐำน  
                    m  คือ   ควำมชันของกรำฟมำตรฐำน  
                    b   คือ  จุดตัดแกน Y  
กำรค ำนวณ 
             ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในตัวอย่ำง (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)   =  C x V / m                    (3.3) 
              เมื่อ   C   คือ ควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ที่อ่ำนได้จำกกรำฟมำตรฐำน (มิลลิกรัมต่อลิตร)   
                     V   คือ ปริมำตรของสำรละลำยที่ใช้สกัด (มิลลิลิตร) ; 1 ลิตร= 1000 มิลลิลิตร  
                     m  คือ น  ำหนักตัวอย่ำงที่ใช้ (กรัม) ; 1กิโลกรัม = 1000 กรัม 

        3.4.1.3   ศึกษำควำมเที่ยงของกำรวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ ระหว่ำงเทคนิคโครมำโตกรำฟี
ด้วยเครื่อง HPLC-UV และ LC-MS/MS และ สเปคโทรโฟโตเมทรี ด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภำพของเทคนิคที่ใช้วัดปริมำณ 
                           ตัวอย่ำงที่ใช้ศึกษำเป็น สไบนำงที่พบว่ำมีฟอร์มำลดีไฮด์จำกกำรวิเครำะห์ด้วยชุด
ทดสอบ  วิธีวิเครำะห์ ตำมข้อ 3.4.1.2 เมื่อได้ test solution แล้ว กรณีตรวจวัดด้วยเครื่อง HPLC-UV 
และ LC-MS/MS ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย DNPH –reagent  
       3.4.1.4   ส่วนกรณีตรวจวัดด้วยเครื่อง Spectrophotometer ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย 
Nash’ s reagent 
       3.4.1.5   แต่ละเทคนิควิเครำะห์จ ำนวน 6 ซ  ำ ค ำนวณหำค่ำเฉลี่ย ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน 
(SD) และเปอร์เซ็นต์เบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพัทธ์ (%RSD)  

   3.4.2 ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ (Method validation) 

                โดยเทคนิคโครมำโตกรำฟี (HPLC-UV, LC-MS/MS) และ สเปคโทรโฟโตเมทรี 
(Spectrophotometer)  
                       ทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ free-FA  ด้วยวิธีที่พัฒนำจนเหมำะสมแล้วตำมข้อ 
3.4.1.2  ในปลำหมึก และสไบนำง โดยเลือกตัวอย่ำงอำหำรที่ไม่พบ free-FA ใช้เป็น sample blank  
รำยกำรทีท่ดสอบมีดังนี  
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 3.4.2.1   ช่วงของกำรวัด (working rang) และควำมเป็นเส้นตรง (linearity)  
                            ท ำกำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำน (calibration curve) และ
ช่วงของกำรวัด (working rang) โดย น ำสำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ควำมเข้มข้น 0, 0.25, 0.5, 
1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ควำมเข้มข้นละ 3 ซ  ำ ท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย DNPH-
reagent แล ะ  Nash’s reagent เ พ่ื อตร ว จวั ด ปริ ม ำณ ด้ ว ย เค รื่ อ ง  HPLC-UV, LC-MS/MS และ 
Spectrophotometer ตำมล ำดับ ค ำนวณหำสมกำรเส้นถดถอย (regression line) โดยใช้วิธีก ำลังสอง
น้ อ ยที่ สุ ด  ( method of least squares)  ห ำค่ ำ สั มป ร ะสิ ท ธิ์ ก ำ ร ตั ด สิ น ใ จ  (coefficient of 
determination, R2)  ต้องไม่ต่ ำกว่ำ 0.995  ยืนยันควำมสัมพันธ์เชิงเส้นด้วย residual plots และ
ทดสอบ linearity ของ working range  โดยกำรเติมสำรมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ในตัวอย่ำงปลำหมึก 
(sample blank) ที่ระดับควำมเข้มข้นเท่ำกับกรำฟมำตรฐำน วิเครำะห์ระดับละ 3 ซ  ำ สร้ำงกรำฟระหว่ำง
ควำมเข้มข้นที่ เติมลงในตั วอย่ำง กับควำมเข้มข้นที่ตรวจพบ ค ำนวณหำค่ำ R2 เกณฑ์ยอมรับ                
ต้องไม่ต่ ำกว่ำ 0.995   
                3.4.2.2   ควำมจ ำเพำะเจำะจง (specificity/selectivity)     
                              ทดสอบด้วยสำรละลำยมำตรฐำนอัลดีไฮด์ 3 ชนิด ได้แก่ ฟอร์มำลดีไฮด์ อะซิทำลดี
ไฮด์ และ โปรพิโอนำลดีไฮด์ โดยกำรเติมสำรละลำยมำตรฐำนทั ง 3 ชนิดในสำรละลำยตัวอย่ำงที่ผ่ำนกำร

สกัดได้เป็น test solution แล้ว น ำไปท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ดว้ย DNPH-reagent และ Nash’s reagent 
เพ่ือตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่อง HPLC-UV, LC-MS/MS และ Spectrophotometer ตำมล ำดับ 

3.4.2.3   ขีดจ ำกัดของกำรตรวจพบ (limit of detection, LOD)  
  ก ำหนดค่ำ LOD เบื องต้น พิจำรณำจำกระดับควำมเข้มข้นต่ ำสุดของกรำฟ

มำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ (2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) และประเมินจำกข้อมูลกำรตรวจวิเครำะห์ที่ผ่ำนมำ 
รวมทั งค ำนึงถึงสภำพของตัวอย่ำงอำหำรที่มีในท้องตลำด ซึ่งอำจมีฟอร์มำลดีไฮด์ตำมธรรมชำติ ใน
กำรศึกษำจึงด ำเนินกำร 2 วิธี ดังนี  

 วิธีที่ 1 ตัวอย่ำงที่ตรวจไม่พบ free-FA : เติมสำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์  
ที่ ระดับ 2.5 มิลลิกรัมต่อกิ โลกรัม ลงในตัวอย่ ำง  เรียกว่ ำ  spiked sample blank  ค ำนวณค่ำ             
LOD = 3SD 

 วิธีที่ 2 ตัวอย่ำงซึ่งตรวจพบ free-FA : ไม่เติมสำรมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ลงใน
ตัวอย่ำง เรียกว่ำ sample blank  ค ำนวณค่ำ LOD = ค่ำเฉลี่ยของควำมเข้มข้นในตัวอย่ำง (mean)+3SD 

 
 ท ำกำรวิเครำะห์ 7-10 ซ  ำ  ตำมข้อ 3.4.1.2 หำค่ำเฉลี่ย (mean) และค่ำเบี่ยงเบน

มำตรฐำน (SD) ของปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ทีต่รวจวัดได ้ 
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                กำรค ำนวณ           ค่ำเฉลี่ย  ( x )  =
n

xi                                                  (3.4) 

                                       
                           เมื่อ         xi   คือ ค่ำของข้อมูลแต่ละค่ำ 
                                         n   คือ จ ำนวนข้อมูลทั งหมด 
 
 

                ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน    
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
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                           เมื่อ   ix  คือ ค่ำของข้อมูลแต่ละค่ำ 
                                  x  คือ ค่ำเฉลี่ยของข้อมูลทั งหมด 
                                  n  คือ จ ำนวนข้อมูลทั งหมด 

                3.4.2.4   ขีดจ ำกัดของกำรวัดเชิงปริมำณ (limit of quantitation, LOQ)   
                            ก ำหนดที่ ระดับควำมเข้มข้น  5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  (เป็นค่ำต่ ำสุดเดิมที่
ห้องปฏิบัติกำรก ำหนดไว้เพ่ือกำรรำยงำนผลในกำรตรวจเฝ้ำระวัง)  ตรวจยืนยันควำมแม่นและควำมเที่ยง 
โดยกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงปลำหมึก และสไบนำง ที่เติมสำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ ให้มีควำม
เข้มข้น 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (spiked sample blank)  วิเครำะห์ 7 - 10 ซ  ำ ค ำนวณค่ำ  % recovery ค่ำ
เบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพัทธ์ (%RSD ) และค่ำ HORRAT (Horwitz ratio) ค่ำที่ได้ต้องอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ 
(ตำรำงท่ี 3.3)  
                           กำรค ำนวณ 

                             
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                           เมื่อ 
                              1C   คือ ควำมเข้มข้นฟอร์มำลดีไฮด์ในของตัวอย่ำงที่เติมสำรละลำยมำตรฐำน  
                     2C   คือ ควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ในตัวอย่ำง  
                              3C   คือ ควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำนที่เติมในตัวอย่ำง 
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                       เมื่อ     SD  คือ ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน 
                                     x   คือ ค่ำเฉลี่ย 
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                                                   (3.8) 

                             เมือ่  RSDobs      คือ  RSD ที่ค ำนวณได้จำกผลกำรทดลอง 
                                   RSDexpected  คือ  RSD ที่ค ำนวณจำก Horwitz’s equation 
                            
       Horwitz’s equation 

ส ำหรับ Repeatability,  %RSDr =0.66 x 2 (1-0.5 log C)                  (3.9)          

                                  เมื่อ C เป็น อัตรำส่วนควำมเข้มข้น (concentration ratio) 

 
ตารางท่ี 3.3 เกณฑ์กำรยอมรับ %recovery  ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพัทธ์ที่ได้จำก Horwitz’s equation  

(expected % RSDr ) และค่ำ HORRAT ที่ระดับควำมเข้มข้นต่ำง (ๆ68) 
 

ระดับควำมเข้มข้น 
(มก./กก.) 

% recovery Expected  
% RSDr 

HORRAT 

100 90-107 5.2 
น้อยกว่ำ 2 10 80-110 7.4 

1 80-110 10.5 

               

               3.4.2.5   ควำมแม่น (accuracy) และควำมเที่ยง (precision)  
                 วิเครำะห์ spiked samples  ที่มีควำมเข้มข้น 3 ระดับ คือ  15.0, 30.0 และ 60 

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมขั นตอนวิธีวิเครำะห์ข้อ 3.4.1.2 จ ำนวน 7-10 ซ  ำ  ควำมแม่นพิจำรณำจำกค่ำ  
% recovery  และควำมเท่ียงพิจำรณำจำกค่ำ HORRAT ค่ำท่ีได้ต้องอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ (ตำรำงท่ี 3.3)  

 ศึกษำควำมเที่ยงของวิธีวิเครำะห์ 2 แบบ คือ กำรวิเครำะห์ซ  ำในวันเดียวกัน 
(repeatability)  และ กำรวิเครำะห์ซ  ำต่ำงวัน ( intermediate precision)  พิจำรณำควำมเที่ยงของกำร
วิเครำะห์ทั ง 2 แบบจำก HORRAT ค่ำท่ีได้ต้องอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ (ตำรำงที่ 3.3) 
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3.4.3 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด ( Measurement Uncertainty) 
                น ำค่ำควำมไม่แน่นอนทุกแหล่ง มำประเมินค่ำควำมไม่แน่นอนของกำรวิเครำะห์ที่ตรวจวัด
ปริมำณด้วยเครื่อง HPLC-UV, LC-MS/MS และ Spectrophotometer  รวมค่ำควำมไม่แน่นอนทั งหมด 
แล้วค ำนวณค่ำควำมไม่แน่นอนขยำยที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95% (k=2) ในกำรประมำณค่ำควำมไม่แน่นอน
ของกำรวัดตำมวิธี แนวปฏิบัติกำรทดสอบควำมถูกต้องของวิธีวิเครำะห์ทำงเคมีโดยห้องปฏิบัติกำรเดียว 
กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ซึ่งก ำหนดเกณฑ์กำรพิจำรณำควำมเหมำะสมของค่ำควำมไม่แน่นอนที่ควรจะ
เป็น คือ predicted Horwitz’s RSDr x 2 (69)  

3.4.4  การศึกษาปริมาณ free-FA ในปลาหมึกจากการทดลองที่สภาวะต่างๆ  
        แบบที่ 1  เก็บรักษำที่อุณหภูมิห้อง  ตัวอย่ำงปลำหมึกทั งตัว แล้ววำงทิ งไว้เป็นเวลำ 1 และ   

2 วัน เพ่ือเลียนแบบวิธีกำรเก็บรักษำท่ีไม่แช่เย็น 
        แบบที่ 2  เก็บรักษำโดยกำรแช่น  ำแข็ง ตัวอย่ำงปลำหมึกเอำไส้ออก ล้ำงน  ำผสมเกลือและ

น  ำแข็ง แล้วน ำไปแช่น  ำแข็ง 8 และ 17 ชั่วโมง เพ่ือเลียนแบบวิธีกำรเก็บรักษำที่แผงขำยปลำหมึกในตลำด 
        แบบที่ 3  เก็บรักษำโดยกำรแช่แข็ง (freeze) ตัวอย่ำงปลำหมึกตำมแบบที่ 2 น ำไปแช่แข็ง  

ที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 และ 4 สัปดำห์ เพ่ือเลียนแบบวิธีกำรเก็บรักษำที่ห้องเย็นก่อน
กระจำยสินค้ำไปสู่ตลำด 

        แบบที่ 4  ท ำให้สุกด้วยควำมร้อน ตัวอย่ำงปลำหมึกตำมแบบท่ี 2 จุ่มในน  ำเดือดเป็นเวลำ 
1.5 นำที และอบด้วยเตำอบที่ 1,500 วัตต์ เป็นเวลำ 20 นำทีเพ่ือเปรียบเทียบปริมำณของสำรที่อำจ
เปลี่ยนแปลงไปเมื่อผ่ำนควำมร้อน 

       แบบที่ 5  ล ำไส้ปลำหมึก ที่แยกออกมำจำกส่วนเนื อ  
       รำยละเอียด ตำมตำรำงที่ 3.4 
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ตารางท่ี 3.4  สภำวะทดลองของปลำหมึก ก่อนกำรตรวจวิเครำะห์ free-FA  
ตัวอย่ำงปลำหมึกกล้วย สภำวะที่ศึกษำ 

ปลำหมึกทั งตัว  

 

 

1. เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง 
- เก็บทีอุ่ณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 1 วัน  
- เก็บทีอุ่ณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 2 วัน   

 

ปลำหมึกตัดแต่ง 
(เอำไส้ออก ล้ำงด้วยน  ำผสมเกลือและน  ำแข็ง) 

 

 

 

 
   5. ล ำไส้ปลำหมึก (จำกปลำหมึกกล้วย) 
 

2.  เก็บรักษาโดยแช่น  าแข็ง 
- แช่น  ำแข็ง เป็นเวลำ 8 ช่ัวโมง  
- แช่น  ำแข็ง เป็นเวลำ 17 ช่ัวโมง  

 
3. เก็บรักษาโดยแชแ่ข็ง ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 - เป็นเวลำ 2 สัปดำห์  
 - เป็นเวลำ 4 สัปดำห์  
 
4. ปรุงให้สุกด้วยความร้อน 
- จุ่มในน  ำต้มเดือด เป็นเวลำ 1.5 นำที  

 
- อบด้วยเตำอบ 1,500 วัตต์ เป็นเวลำ 20 นำที  

 



 
   

 ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภยัอำหำร   กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย ์
  

47 
รายงานฉบับสมบูรณ ์ โครงกำรศึกษำกำรปนเปื้อนสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ปีงบประมำณ 2560: 
                                กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระ (free-formaldehyde) และส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

 

3.4.5 ตรวจวิเคราะห์ free-FA ในปลาหมึก สไบนาง และเห็ด เพื่อการส ารวจเบื องต้นของ
ปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่มีในอาหาร 
                ตรวจวิเครำะห์ตำมวิธีที่ได้พัฒนำและตรวจสอบควำมถูกต้องแล้วตำมข้อ 3.4.1.2 กำร
ควบคุมคุณภำพผลวิเครำะห์ ประกอบด้วย กำรวิเครำะห์แบลงค์ (blank) ใช้ สำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 
% (v/v) แทนตัวอย่ำง และวิเครำะห์แบลงค์ ที่เติมสำรมำตรฐำน (spiked blank)  ทุกตัวอย่ำงวิเครำะห์
ซ  ำ (duplicate) และวิเครำะห์ตัวอย่ำงที่เติมสำรมำตรฐำน (spiked sample) เพ่ือหำ % recovery หำก 
% recovery  น้อยกว่ำ 80 % ให้แก้ไขค่ำปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ด้วย recovery factor และ %RPD 
(relative percentage difference) ต้องไม่เกิน 15 % 
                   
                 กำรค ำนวณผลโดยใช้ค่ำแก้ recovery factor (corrected recovery) 
              

eryre
eryFactor

cov%

100
covRe                                      (3.10)  

 
ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่แก้ค่ำ (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)    =    ปรมิำณฟอร์มำลดีไฮด์ x  Recovery factor  (3.11) 
                   
กำรค ำนวณ % RPD ของกำรท ำ duplicate 
      

                                           
mean

x
RPD

100minmax
%


                                     (3.12) 

           
                                           เมื่อ  max       คือ    ค่ำสูง   
                                                  min       คือ    ค่ำต่ ำ    
                                                  mean    คือ    ค่ำเฉลี่ย 
   

   3.5  การฝึกอบรม  
 
          ฝึกอบรมเชิงปฏิบัติกำร กำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ในอำหำร ให้แก่เจ้ำหน้ำที่ห้องปฏิบัติกำร
จำกศูนย์วิทยำศำสตร์กำรแพทย์ กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ระยะเวลำ 2 วัน เนื อหำประกอบด้วยกำร
บรรยำยและกำรฝึกปฏิบัติในห้องปฏิบัติกำร กำรเตรียมตัวอย่ำง กำรสกัด และตรวจวิเครำะห์ free-FA ใน
ปลำหมึกและสไบนำง โดยเทคนิค HPLC-UV และ Spectrophotometer  
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บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

 

4.1 ผลการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ free-FA ในอาหาร 
 
        4.1.1  ผลการศึกษาการสกัดฟอร์มาลดีไฮด์   
                จำกกำรทดลองเมื่อใช้น  ำสกัดตัวอย่ำงปลำหมึกที่เติมสำรละลำยมำตรฐำน (spiked 
sample) ด้วยคลื่นควำมถี่สูง (ตำมวิธีวิเครำะห์ที่อ้ำงอิง) พบว่ำสำรละลำยตัวอย่ำงที่ได้ขุ่น ไม่เหมำะ
ส ำหรับกำรตรวจวัดปริมำณ เนื่องด้วยตัวอย่ำงปลำหมึกมีโปรตีนสูง จึงใช้อะซิโตไนไตรล์ช่วยตกตะกอน
โปรตีน ท ำให้สำรละลำยใสเพียงพอต่อกำรวิเครำะห์ปริมำณได้  เมื่อตรวจวัดปริมำณ free-FA ด้วย 
HPLC-UV ผลพบว่ำ % recovery  ที่ได้ต่ ำ  จึงปรับสำรที่ใช้สกัด โดยใช้สำรละลำยกรดอะซิติก  ซึ่งเป็น
กรดที่ไม่รุนแรงและเป็นวิธีที่ห้องปฏิบัติกำรใช้มำก่อนในกำรสกัด free-FA จำกวัสดุหลำยประเภท ได้ผลดี
ไม่มีกำรรบกวนจำกสำรอ่ืน   น ำมำใช้สกัดตัวอย่ำง เพ่ือศึกษำเปรียบเทียบกับกำรใช้น  ำสกัด  ด้วยวิธี
เดียวกัน ผลกำรวิเครำะห์พบว่ำ สำรละลำยกรดอะซิติก 0.1% (v/v)  เหมำะสมที่จะใช้สกัดตัวอย่ำง
ปลำหมึก ซึ่งหำกใช้กรดที่เข้มข้นสูงท ำให้กำรตกตะกอนโปรตีนด้วย อะซิโตรไนไตรล์ ไม่เป็นผลดี ท ำให้
สำรละลำยตัวอย่ำงขุ่นกว่ำเดิม  จึงได้ศึกษำเปรียบเทียบกำรสกัดปลำหมึก ที่เติมสำรละลำยมำตรฐำน 
และสไบนำงที่มีฟอร์มำลดีไฮด์ปนเปื้อน ด้วยตัวท ำละลำย 2 ชนิด คือ น  ำ และ สำรละลำยกรดอะซิติก 
0.1% (v/v)   ผลพบว่ำ % recovery (จำกกำรวิเครำะห์ปลำหมึก) และปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ (จำกกำร
วิเครำะห์สไบนำง)  ที่สกัดได้ด้วย สำรละลำยกรดอะซิติก 0.1% (v/v) มีค่ำสูงกว่ำกำรสกัดด้วยน  ำ (ตำรำง
ที่ 4.1-4.2)  สุดท้ำยได้ศึกษำเปรียบเทียบระยะเวลำที่ใช้ในกำรสกัด ก ำหนดเป็น 10, 20 และ 40 นำที 
ด้วยสำรละลำยกรดอะซิติก 0.1% (v/v)  ในตัวอย่ำงปลำหมึกที่เติมสำรละลำยมำตรฐำน   ซึ่งผล
กำรศึกษำพบว่ำ % recovery ไม่แตกต่ำงกันมำก (ตำรำงที่ 4.3) หำกเวลำที่ใช้สกัดมำกกว่ำ 10 นำทีท ำ
ให้อุณหภูมิขณะที่สกัดเพ่ิมขึ น ต้องคอยควบคุมอุณหภูมิให้ต่ ำกว่ำ 30 องศำเซลเซียส  สรุปจำกผล
กำรศึกษำ วิธีที่สกัด free-FA จำกปลำหมึกและสไบนำงที่เหมำะสม คือสกัดโดย กรดอะซิติก 0.1% (v/v) 
ด้วยคลื่นควำมถี่สูง เป็นเวลำ 10 นำท ีจึงก ำหนดเป็นวิธีที่ใช้เพื่อกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงอำหำรทั ง 2 ชนิด 
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ตารางที่ 4.1  เปรียบเทียบผลกำรวิเครำะห์ปริมำณ free-FA ในปลำหมึก จำกกำรสกัดด้วยน  ำ และ
สำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 % (v/v)  

ตัวอย่ำง 
วิเครำะห์ซ  ำท่ี 

สกัดด้วยน  ำ 30 มิลลิลิตร 
ใช้คลื่นควำมถี่สูง 10 นำที 

 สกัดด้วย สำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 % (v/v)  
30 มิลลิลิตร ใช้คลื่นควำมถี่สูง 10 นำที 

FA* ท่ีเติม 
(มก./กก.) 

FA* ท่ีตรวจพบ 
(มก./กก.) 

%recovery  FA* ท่ีเติม 
(มก./กก.) 

FA* ท่ีตรวจพบ 
(มก./กก.) 

%recovery 

sample blank - 0 -  - 0.20 - 
spiked sample         

1 15.64 9.83 62.9  15.60 13.22 83.5 
2 15.65 10.54 67.3  15.61 13.01 82.1 
3 15.57 10.83 69.6  15.57 13.31 84.2 
4 15.59 10.53 67.5  15.61 13.04 82.3 
5 15.64 10.56 67.5  15.64 12.77 80.4 
6 15.60 10.52 67.4  15.64 12.86 80.9 

ค่ำเฉลี่ย   67.0    82.2 
ค่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำน (SD)   2.22    1.45 

%RSD   3.31    1.76 
หมำยเหตุ  * FA หมำยถึง free-FA ,  มก./กก. คือ มลิลกิรัมต่อกิโลกรัม 

ตารางท่ี 4.2  เปรียบเทียบผลกำรวิเครำะห์ปริมำณ free-FA ในสไบนำง จำกกำรสกัดด้วยน  ำ และ
สำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 % (v/v)  

วิเครำะหซ์  ำที ่ ปริมำณ free - FA (มลิลิกรัมต่อกโิลกรมั) 
สกัดด้วยน  ำ 30 มิลลิลิตร 

 ใช้คลื่นควำมถี่สูง 10 นำที 
 สกัดด้วยสำรละลำยกรดอะซิติก 0.1% (v/v)  

30  มิลลิลิตร ใช้คลื่นควำมถี่สูง 10 นำที   

1 238  483 
2 242  397 
3 225  415 
4 223  433 
5 229  464 
6 269  466 

ค่ำเฉลี่ย 238  443 
ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) 17  33 

%RSD 7.2  7.5 



 
   

 ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภยัอำหำร   กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย ์
  

50 
รายงานฉบับสมบูรณ ์ โครงกำรศึกษำกำรปนเปื้อนสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ปีงบประมำณ 2560: 
                                กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระ (free-formaldehyde) และส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

 

ตารางที่ 4.3  เปรียบเทียบผลกำรวิเครำะห์ปริมำณ free-FA ในปลำหมึก จำกกำรสกัดด้วยสำรละลำย
กรดอะซิติก 0.1 % (v/v) ใช้คลื่นควำมถี่สูง เป็นเวลำ 10  20 และ 40 นำที 

วิเครำะห์ 

ซ  ำท่ี 

ใช้คลื่นควำมถี่สูง 10 นำที      ใช้คลื่นควำมถี่สูง 20 นำที ใช้คลื่นควำมถี่สูง 40 นำที 
FA เติม 

(มก./กก.) 
FA พบ 

(มก./กก.) 

recovery 

(%) 
FA เติม 

(มก./กก.) 
FA พบ 

(มก./กก.) 

recovery 
(%) 

FA เติม 
(มก./กก.) 

FA พบ 
(มก./กก.) 

recovery 
(%) 

1 15.58 12.94 83.0 15.58 13.74 88.2 15.54 12.61 81.2 

2 15.64 12.72 81.3 15.56 13.53 87.0 15.54 13.03 83.8 

3 15.57 12.40 79.6 15.59 13.63 87.4 15.58 12.96 83.2 

4 15.56 13.53 87.0 15.62 13.29 85.1 15.64 12.85 82.2 

5 15.60 13.32 85.4 15.58 13.05 83.8 15.63 13.05 83.5 

6 15.61 12.93 82.8 15.58 13.57 87.1 15.62 12.43 79.6 

ค่ำเฉลี่ย   83.2   86.4   82.2 

ค่ำเบ่ียงเบน
มำตรฐำน (SD) 

  2.67   1.66   1.64 

%RSD   3.21   1.92   2.00 

หมำยเหตุ  * FA หมำยถึง free-FA ,  มก./กก. คือ มิลลกิรัมต่อกิโลกรัม 

 
       4.1.2  ผลการศึกษาความเที่ยงของการวัดปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ด้วยเครื่อง HPLC-UV,            
LC-MS/MS และ Spectrophotometer  
                กำรตรวจวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ ในตัวอย่ำงสไบนำงที่พบฟอร์มำลดีไฮด์ ด้วย เครื่อง 
HPLC-UV,  LC-MS/MS และ Spectrophotometer  ผลตำมตำรำงที่ 4.4  ตรวจพบปริมำณ free-FA มี
ค่ำเฉลี่ยสูงสุด โดย Spectrophotometer (456 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ซึ่งใกล้เคียงกับกำรวัดโดย LC-
MS/MS  และมีควำมเที่ยงแสดงเป็น %RSD เท่ำกับ 8.0 และ 12.5 ตำมล ำดับ ขณะที่กำรวัดด้วย HPLC-
UV ได้ปริมำณ free-FA เฉลี่ย และ %RSD ต่ ำสุด  เมื่อทดสอบโดยใช้ One-way ANOVA พบว่ำปริมำณ 
free-FA ที่วัดได้จำกทั ง 3 เทคนิคนี ไม่แตกต่ำงกัน ที่ระดับควำมเชื่อม่ัน 95% โดยมีค่ำ F cal (0.166) < F 
crit  (3.682) และ P-value = 0.848  
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ตารางท่ี 4.4  ปริมำณ free-FA ในสไบนำงทีต่รวจวิเครำะห์ด้วยเครื่อง HPLC-UV, LC-MS/MS และ 
Spectrophotometer   

 วิเครำะห์ซ  ำที่ ปริมำณ free-FA (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
โครมำโตกรำฟี  สเปคโทรโฟโตเมทรี  

HPLC-UV  LC-MS/MS  Spectrophotometer 
1 483  472  503 
2 397  396  424 
3 415  405  444 
4 433  456  468 
5 464  448  487 
6 466  555  409 

ค่ำเฉลี่ย 443  455  456 
ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) 33  57  37 

%RSD 7.5  12.5  8.0 
 
 

4.2   ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ (Method validation) 
 

        4.2.1 ช่วงของการวัด (working rang) และความเป็นเส้นตรง (linearity) 
                กรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงพื นที่ใต้พีค (peak area) หรือค่ำ absorbance ในแกน y กับ
ควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ ในแกน x  จำกกำรตรวจวัดด้วยเครื่อง HPLC-UV  
(รูป 4.1)  LC-MS/MS (รูปที่ 4.2) และ Spectrophotometer (รูปที่ 4.3) แสดงให้เห็นว่ำกรำฟมำตรฐำน
มีควำมเป็นเส้นตรงและกรำฟ residual plot  พบกำรกระจำยตัวของ y-residual อยู่รอบค่ำ 0  เป็นกำร
ยืนยันควำมสัมพันธ์เชิงเส้น  จำกกรำฟมำตรฐำนที่เตรียมใหม่ทุกครั งพบว่ำมี ค่ำสัมประสิทธิ์กำรตัดสินใจ 
(R2) มำกกว่ำ 0.995   มีค่ำ R2 เท่ำกับ 0.9998  0.9986 และ 0.9999 ตำมล ำดับ  ซึ่งแสดงว่ำกำรวัด
ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในช่วงควำมเข้มข้น 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ด้วยเครื่อง HPLC-UV , LC-MS/MS และ Spectrophotometer มีควำมเป็นเส้นตรง ที่สำมำรถพิสูจน์ได ้
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                         (ก)                                                              (ข) 
ภาพที่ 4.1  กรำฟมำตรฐำนแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ กับพื นที่ใต้พีค 

ตรวจวัดด้วย HPLC-UV ที่ควำมยำวคลื่น 360 นำโนเมตร (ก) Residual plot แสดงกำร
กระจำยตัวของ y-residual รอบค่ำ 0 (ข) 

  

 
(ก) 

 

 
(ข) 

ภาพที่ 4.2 กรำฟมำตรฐำนแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ กับพื นที่ใต้พีค 
ตรวจวัดด้วย LC-MS/MS ที่กำรทรำนสิชัน m/z  209/163   (ก) และ Residual plot แสดง
กำรกระจำยตัวของ y-residual รอบค่ำ 0 (ข) 

y = 136.13x + 0.3433
R² = 0.9998
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                             (ก)                                                                (ข) 
ภาพที่ 4.3  กรำฟมำตรฐำนแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ กับ absorbance 

(Abs) ตรวจวัดด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ควำมยำวคลื่น 413 นำโนเมตร (ก) 
และ Residual plot แสดงกำรกระจำยตัวของ y-residual รอบค่ำ 0 (ข) 

 
               ควำมเป็นเส้นตรง (linearity) ของ working range จำกกำรเติมสำรมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์
ในตัวอย่ำงปลำหมึก (sample blank) ที่ระดับควำมเข้มข้นเท่ำกับกรำฟมำตรฐำน ท ำกำรวิเครำะห์ระดับ
ละ 3 ซ  ำ ตรวจวัดปริมำณด้วย HPLC-UV  LC-MS/MS และ Spectrophotometer  เมื่อสร้ำงกรำฟ
ระหว่ำงควำมเข้มข้นที่เติมลงในตัวอย่ำงกับควำมเข้มข้นที่ตรวจพบ ได้กรำฟควำมสัมพันธ์ดังรูปที่ 4.4 – 
4.6  ค ำนวณหำค่ำ R2  ได้เท่ำกับ 0.990, 0.9895 และ 0.988 ซึ่งไม่เป็นไปตำม เกณฑ์ยอมรับ   (ต้องไม่ต่ ำ
กว่ำ 0.995) ทั งนี อำจเนื่องมำจำก ลักษณะของสำรฟอร์มำลดีไฮด์เอง ที่มีควำมไวในกำรจับกับสำรอ่ืนๆ 
ท ำให้ค่ำท่ีได้กลับคืน ( recovery ) ไมเ่ป็นไปตำมเกณฑ์   
 

y = 0.1379x - 0.00008
R² = 0.9999
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ภาพที่ 4.4 กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ ระหว่ำงปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่เติม และปริมำณที่ตรวจพบใน

ตัวอย่ำงเมื่อตรวจวัดด้วยเครื่อง HPLC-UV  
 

 
ภาพที่ 4.5  กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ ระหว่ำงปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่เติม และปริมำณที่ตรวจพบใน

ตัวอย่ำงเมื่อตรวจวัดด้วยเครื่อง LC-MS/MS  

y = 0.8685x - 0.1193

R² =0.990
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y = 0.7398x - 0.0466
R² = 0.9895
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ภาพที่ 4.6  กรำฟแสดงควำมสัมพันธ์ ระหว่ำงปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่เติม และปริมำณที่ตรวจพบ       

ในตัวอย่ำงเมื่อตรวจวัดด้วยเครื่อง Spectrophotometer   
 
       4.2.2 ความจ าเพาะเจาะจง (specificity/selectivity) 
                กำรวิเครำะห์สำรละลำยมำตรฐำนอัลดีไฮด์ 3 ชนิด ได้แก่ ฟอร์มำลดีไฮด์ อะซิทำลดีไฮด์ 
และ โปรพิโอนำลดีไฮด์ เติมในสำรละลำยตัวอย่ำงที่สกัดได้  ตรวจวิเครำะห์ด้วยเครื่องมือทั ง 3 เครื่อง  ผล
โครมำโทแกรม จำกกำรวิเครำะห์ด้วย HPLC-UV  พบว่ำพีคของอัลดีไฮด์ทั ง 3 ชนิดแยกกันดีตำม RT 
(retention time) ที่ปรำกฏ ของฟอร์มำลดีไฮด์ (FA) อะซิทำลดีไฮด์ (AA) และ โปรพิโอนำลดีไฮด์ (PA) ที่ 
5.28 , 6.58 และ 9.28 นำที ตำมล ำดับ  (ภำพที่ 4.7)     
                 กำรตรวจวัดด้วย LC-MS/MS เมื่อตรวจติดตำมกำรทรำนสิชันของไอออน จำกไอออนแม่ 
(precursor ion) เป็นไอออนผลิตภัณฑ์ (product ion) คือ m/z  209/163  และ m/z  209/133   (ภำพ
ที่ 4.8)  พบว่ำแม้จะมีอะซิทำลดีไฮด์ (AA) และ โปรพิโอนำลดีไฮด์ (PA) ผลของกำรทรำนสิชันของ
ฟอร์มำลดีไฮด์ มี ion ratio และ retention time ไม่แตกต่ำงจำกเดิม คือ ไมเ่กินเกณฑ์กำรยอมรับ แสดง
ให้เห็นว่ำสำรทั ง 2 ชนิดที่เติมไม่มีผลต่อกำรวัดฟอร์มำลดีไฮด์    
 
  

y = 0.6663x + 0.0371

R² = 0.988
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ภาพที่ 4.7  โครมำโทแกรมของสำรละลำยตัวอย่ำงที่เติมอัลดีไฮด์  3 ชนิด ตรวจวิเครำะห์ด้วยเครื่อง 

HPLC-UV : ฟอร์มำลดีไฮด์ (FA)  อะซิทำลดีไฮด์ (AA) โปรพิโอนำลดีไฮด์ (PA)    
 
 
 

 

 

(ก) 

 

 
(ข) 

 
ภาพที่ 4.8  โครมำโทแกรมของฟอร์มำลดีไฮด์ ตรวจวัดด้วยเครื่อง LC-MS/MS  ที่ m/z 209/163 และ 

209/133)  (ก) สำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ เข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร            
(ข) สำรละลำยตัวอย่ำงที่เติมฟอร์มำลดีไฮด์ อะซิทำลดีไฮด์ และโปรพิโอนำลดีไฮด์ 
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                ผลกำรตรวจวัดด้วยเครื่อง Spectrophotometer ที่ควำมยำวคลื่น 413 นำโนเมตรเมื่อท ำ
ปฏิกิริยำอนุพันธ์ด้วย Nash’s reagent ถ้ำสำรละลำยตัวอย่ำงมีฟอร์มำลดีไฮด์ท ำปฏิกิริยำได้สำรละลำยสี
เหลือง และระดับควำมเข้มของสีจะเพ่ิมขึ นตำมควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ในสำรละลำยตัวอย่ำงที่
เพ่ิมขึ น แต่อะซิทำลดีไฮด์ และ โปรพิโอนำลดีไฮด์ เมื่อท ำปฏิกิริยำกับ Nash’s reagent จะไม่เกิดสี ซึ่ง
แสดงให้เห็นว่ำ อัลดีไฮด์ทั ง 2 ชนิดนี ไม่รบกวนกำรตรวจวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์  

       4.2.3 ขีดจ ากัดของการตรวจพบ ( Limit of detection, LOD )  
                 4.2.3.1 ตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่อง HPLC-UV 
                                 กำรตรวจวิเครำะห์ ปลำหมึกสด และปลำหมึกไม่สด ที่เติมสำรละลำยมำตรฐำน
ฟอร์มำลดีไฮด์ ให้มีควำมเข้มข้นประมำณ 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ ำนวน 7 ซ  ำ ด้วยเครื่อง HPLC-UV 
ผลที่ได้น ำมำค ำนวณค่ำ LOD ได้เท่ำกับ 0.63 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ 0.42 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 4.5) และผลกำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ในสไบนำง จ ำนวน 7 ซ  ำ ค ำนวณค่ำ LOD ได้
เท่ำกับ 0.47 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
 

ตารางที่ 4.5  ผลกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free-FA  ในปลำหมึก และสไบนำง ที่ตรวจวัดปริมำณด้วย
เครื่อง HPLC-UV จ ำนวน 7 ซ  ำ เพ่ือทดสอบขีดจ ำกัดของกำรตรวจพบ (LOD)  

ตัวอย่ำง free-FA  (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
ค่ำเฉลี่ย 
ที่เติม 

ค่ำเฉลี่ย 
ที่พบ 

SD 3SD ค่ำเฉลี่ย+3SD LOD 

ปลำหมึกสด       

  - Spiked sample blank 
    (2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

2.43 1.43 0.21 0.63 - 0.63 

ปลำหมึกไม่สด       

 - Spiked sample blank 
   (2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

2.42 0.96 0.14 0.42 - 0.42 

สไบนำง       

- Sample blank - 0.08 0.13 0.39 0.47 0.47 
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                 4.2.3.2    ตรวจวิเครำะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
                                กำรตรวจวิเครำะห์ ปลำหมึกสด และปลำหมึกไม่สด ที่เติมสำรละลำยมำตรฐำน
ฟอร์มำลดีไฮด์ ให้มีควำมเข้มข้นประมำณ 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ ำนวน 7 ซ  ำด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
ผลที่ได้น ำมำค ำนวณค่ำ LOD  ได้เท่ำกับ 0.57 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ 0.18 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 4.6) 
  
ตารางที่ 4.6  ผลกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free-FA  ในปลำหมึก ที่ตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่อง LC-MS/MS 

จ ำนวน 7 ซ  ำ เพ่ือทดสอบขีดจ ำกัดของกำรตรวจพบ (LOD)  
 

ตัวอย่ำง free-FA  (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
ค่ำเฉลี่ย 
ที่เติม 

ค่ำเฉลี่ย 
ที่พบ 

SD 3SD ค่ำเฉลี่ย+3SD LOD 

ปลำหมึกสด       

  - Spiked sample blank 
   (2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

2.43 1.02 0.19 0.57 - 0.57 

ปลำหมึกไม่สด       

 - Spiked sample blank 
  (2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

2.42 0.36 0.06 0.18 - 0.18 

 
 
                 4.2.3.3    ตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
                             กำรตรวจวิเครำะห์ ปลำหมึกสด และปลำหมึกไม่สด ที่พบฟอร์มำลดีไฮด์ (sample 
blank) จ ำนวน 7 ซ  ำด้วยเครื่อง Spectrophotometer ผลที่ได้น ำมำค ำนวณค่ำ LOD ได้เท่ำกับ 0.60 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ 2.32 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 4.7) และผลกำรตรวจวิเครำะห์ 
free-FA ในสไบนำงที่พบฟอร์มำลดีไฮด์ (sample blank) จ ำนวน 7 ซ  ำ ค ำนวณค่ำ LOD  ได้เท่ำกับ 1.18 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  (ตำรำงที่ 4.7) 
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ตารางที่ 4.7  ผลกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free-FA  ในปลำหมึก และสไบนำง ที่ตรวจวัดปริมำณด้วย
เครื่อง Spectrophotometer จ ำนวน 7 ซ  ำ เพ่ือทดสอบขีดจ ำกัดของกำรตรวจพบ (LOD)  

ตัวอย่ำง  free-FA  (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
จ ำนวนซ  ำ 

(n) 
ค่ำเฉลี่ย 
ที่พบ 

SD 3SD ค่ำเฉลี่ย+3SD LOD 

ปลำหมึกสด       

 -Sample blank 7 0.36 0.08 0.24 0.60 0.60 

ปลำหมึกไม่สด       

 -Sample blank 7 1.69 0.21 0.63 2.32 2.32 

สไบนำง       

 -Sample blank 7 0.85 0.11 0.33 1.18 1.18 

 
                สรุปขีดจ ำกัดกำรตรวจพบ (LOD) ของวิธีวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึก และสไบนำง         
ทีต่รวจวัดด้วยเครื่อง HPLC-UV, LC- MS/MS  และ Spectrophotometer มีค่ำที่แตกต่ำงกัน เนื่องจำก
ควำมสดใหม่ของตัวอย่ำงที่มีผลต่อกำรตรวจวิเครำะห์ หำกค ำนึงถึงสภำพของตัวอย่ำงในท้องตลำดมีทั งสด
และไม่สดเป็นเรื่องที่ควบคุมได้ยำก จึงก ำหนดขีดจ ำกัดกำรตรวจพบแบบชั่วครำว (temporary LOD)  
ส ำหรับอำหำร เท่ำกับ 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมซึ่งเป็นค่ำควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ต่ ำสุดที่เติมใน
ตัวอย่ำง แล้วสำมำรถตรวจวัดได้ และเป็นค่ำที่ใกล้เคียงกับกำรค ำนวณ เมื่อใช้ตัวอย่ำงที่พบฟอร์มำลดีไฮด์
มำท ำกำรศึกษำโดยวิธี สเปคโทรโฟโตมิทรี  

       4.2.4  ขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 
                 จำกกำรตรวจวิเครำะห์ ปลำหมึกสด และปลำหมึกไม่สด ที่เติมสำรละลำยมำตรฐำน
ฟอร์มำลดีไฮด์ ให้มีควำมเข้มข้นประมำณ 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ระดับ LOQ) จ ำนวน 7-10 ซ  ำ    
ด้วยเครื่อง HPLC-UV, LC-MS/MS และ Spectrophotometer ผลที่ได้ตำมตำรำงที่ 4.8  พบว่ำตัวอย่ำง
ปลำหมึกสด มีค่ำเฉลี่ยของ % recovery ตั งแต่ 48.8 - 60.1 % ส่วนปลำหมึกไม่สด มีค่ำเฉลี่ยของ % 
recovery ตั งแต่ 26.4 – 37.7 และสไบนำง มีค่ำเฉลี่ยของ % recovery ตั งแต่ 70.0 – 76.2  ซึ่งค่ำ 
ค่ำเฉลี่ยของ % recovery ต่ ำกว่ำเกณฑ์กำรยอมรับ แต่พบว่ำทุกระดับควำมเข้มข้นที่เติม เมื่อค ำนวณ 
HORRAT มีค่ำน้อยกว่ำหรือเท่ำกับ 2 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ ดังนั นจึงก ำหนดขีดจ ำกัดของกำรวัดเชิง
ปริมำณแบบชั่วครำว (temporary LOQ) เท่ำกับ 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
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ตารางที่ 4.8 ผลกำรทดสอบขีดจ ำกัดของกำรวัดเชิงปริมำณ (LOQ) ของกำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ใน
ปลำหมึกและสไบนำง 

ตัวอย่ำง ค่ำเฉลี่ย  
FA ที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

จ ำนวนซ  ำ  
(n) 

ค่ำเฉลี่ย  
Free-FA ที่พบ 

(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

ค่ำเฉลี่ยของ 
% recovery 

 

วิเครำะห์ 
ภำยในวันเดียวกัน  

 

% RSD HORRAT  

  HPLC-UV  

ปลำหมึกสด 5.04 7 3.03 60.1 8.56 1.1  
ปลำหมึกไม่สด 5.04 8 1.90 37.7 12.3 1.5  
สไบนำง*  4.84 10 3.77 76.2 2.63 0.3  
  LC-MS/MS  

ปลำหมึกสด 5.04 10 2.46 48.8 8.58 1.0  
ปลำหมึกไม่สด** 5.04 8 1.69 26.4 13.8 1.7  
  Spectrophotometer 
ปลำหมึก สด 5.04 10 3.19 56.2 6.71 0.8  
ปลำหมึกไม่สด 5.04 8 3.27 31.4 6.52 0.8  
สไบนำง*** 4.84 10 4.24 70.0 4.33 0.5  

 
 หมำยเหตุ   * สไบนำง   พบ free-FA  เท่ำกับ 0.08 มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั 
                ** ปลำหมึกไม่สด   พบ free-FA  เท่ำกับ 0.36 มิลลิกรัมต่อกิโลกรมั 
                *** สไบนำง  พบ free-FA  เท่ำกับ 0.85 มิลลิกรัมต่อกิโลกรมั 
 

        4.2.5 ความเที่ยง (precision) และ ความแม่น (accuracy) 

                4.2.5.1   ตรวจวัดปริมำณด้วย HPLC-UV 
                             กำรตรวจวิเครำะห์ตัวอย่ำงปลำหมึกสด ปลำหมึกไม่สด และสไบนำง ที่เติม
สำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ที่ระดับควำมเข้มข้น 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ด้วย 
HPLC-UV ผลที่ได้ตำมตำรำงที่ 4.9  พบว่ำควำมแม่น จำกค่ำเฉลี่ย  % recovery ของปลำหมึกไม่สด       
ต่ ำกว่ำ ปลำหมึกสด และปลำหมึกทั ง 2 ลักษณะ ส่วนมำก % recovery ต่ ำกว่ำ 80 ซึ่งไม่อยู่ในเกณฑ์กำร
ยอมรับ ขณะที่ค่ำเฉลี่ย % recovery ของสไบนำงสูงกว่ำของปลำหมึก  และสูงกว่ำ 80  ที่ระดับควำม
เข้มข้น 15 และ 30 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  ควำมเที่ยงจำกกำรวิเครำะห์ซ  ำภำยในวันเดียวกัน 
(repeatability) มีค่ำ %RSD  อยู่ ในช่วง 2.88 – 11.0  และกำรวิ เครำะห์ต่ำงวัน ( intermediate 
precision) มีค่ำ %RSD อยู่ในช่วง 5.41–9.10  เมื่อค ำนวณค่ำ HORRAT พบว่ำทั งหมดมีค่ำน้อยกว่ำ 2 
ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  
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ตารางที่ 4.9  ผลกำรทดสอบควำมเที่ยง (%RSD) และควำมแม่น (% recovery) ของกำรตรวจวิเครำะห์
free-FA ในปลำหมึกและสไบนำงด้วยเครื่อง HPLC-UV 

ชนิดตัวอย่ำง ค่ำเฉลี่ย  
FA ที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม) 

จ ำนวนซ  ำ  
(n) 

ค่ำเฉลี่ย  
Free-FA ที่พบ 
(มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม) 

ค่ำเฉลี่ยของ 
% recovery 

 

วิเครำะห์ซ  ำ 
ภำยในวันเดียวกัน 

 วิเครำะห์ซ  ำต่ำงวัน 
 

%RSDr HORRAT  %RSDr HORRAT 

ปลำหมึกสด                            

Sample blank 7 ไม่พบ       

Spiked sample 
blank 

14.9 10 10.3 69.1 6.92 1.0    
29.9 10 20.3 67.9 5.06 0.8    
59.8 10 46.1 77.1 5.60 1.0  

5.41 0.6 59.1 9 48.1 81.4 4.54 0.8  

ปลำหมึกไม่สด                                       

Sample blank  7 ไม่พบ       
Spiked sample 
blank 

14.8 8 6.22 42.0 11.0 1.6    
28.7 8 14.7 51.2 2.94 0.5    
57.5 8 35.4 61.6 2.88 0.5    

สไบนำง          

Sample blank  7 0.08       
Spiked sample 
blank 

14.5 10 12.5 85.7 4.65 0.7    
28.9 9 25.8 89.0 6.86 1.1    
57.9 10 45.0 77.6 6.86 1.2  

9.10 1.6  58.0* 10 40.0 68.1 7.04 1.2  

หมำยเหตุ     * พบ free-FA ในสไบนำง ( sample blank ) เฉลี่ยเท่ำกับ 2.93 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

 

                4.2.5.2   ตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
                             กำรตรวจวิเครำะห์ตัวอย่ำงปลำหมึกและสไบนำง ที่เติมสำรละลำยมำตรฐำน
ฟอร์มำลดีไฮด์ ระดับควำมเข้มข้น 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยเครื่อง LC-MS/MS ผลตำม
ตำรำงที่ 4.10  พบว่ำควำมแม่น จำกค่ำเฉลี่ย % recovery ของปลำหมึกไม่สด ต่ ำกว่ำของปลำหมึกสด 
และปลำหมึกทั ง 2 ลักษณะ ส่วนมำก % recovery ต่ ำกว่ำ 80 ซึ่งไม่อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับ  ควำมเที่ยง
จำกกำรวิเครำะห์ซ  ำภำยในวันเดียวกัน (repeatability) มีค่ำ %RSD  อยู่ในช่วง 3.65-9.71 ค ำนวณค่ำ 
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HORRAT อยู่ในช่วง 0.6 - 1.6 และกำรวิเครำะห์ซ  ำต่ำงวัน (intermediate precision) มีค่ำ %RSD 
เท่ำกับ 5.2  เมื่อค ำนวณค่ำ HORRAT พบว่ำทั งหมดมีค่ำน้อยกว่ำ 2 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  

ตารางที่ 4.10  ผลกำรทดสอบควำมเที่ยงและควำมแม่นของกำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึก 
ด้วยเครื่อง LC-MS/MS 

ชนิดตัวอย่ำง ค่ำเฉลี่ย  
FA ที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม) 

จ ำนวนซ  ำ  
(n) 

ค่ำเฉลี่ย  
Free-FA ที่พบ 
(มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม) 

ค่ำเฉลี่ยของ 
%recovery 

 

วิเครำะห์ 
ภำยในวันเดียวกัน  

 วิเครำะห์ต่ำงวัน 
 

%RSD HORRAT  %RSD HORRAT 

ปลำหมึกสด            

Sample blank 7 0.36       

Spiked sample 
blank 

14.9 10 9.52 63.9 6.91 1.0    
29.9 10 19.4 64.9 5.73 0.9    
59.8 10 47.4 79.3 5.81 1.0  

5.20 0.9 59.1 9 45.6 77.2 9.38 1.6  

ปลำหมึกไม่สด        

Sample blank 7 1.69       
Spiked sample 
blank 

14.8 8 5.34 33.6 9.71 1.4    
28.7 8 12.4 42.0 3.65 0.6    

57.5 8 32.7 56.2 3.72 0.6    

 
               4.2.5.3   ตรวจวัดปริมำณ ด้วยเครื่อง Spectrophotometer                                 
                            กำรตรวจวิเครำะห์ตัวอย่ำงปลำหมึกสด ปลำหมึกไม่สด และสไบนำง ที่เติม
สำรละลำยมำตรฐำนฟอร์มำลดีไฮด์ ที่ระดับควำมเข้มข้น 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ด้วยเครื่อง 
Spectrophotometer  ผลที่ได้ตำมตำรำงที่ 4.11  พบว่ำควำมแม่น จำกค่ำเฉลี่ย %recovery ของ
ปลำหมึกไม่สด ต่ ำกว่ำ ปลำหมึกสด และปลำหมึกทั ง 2 ลักษณะ % recovery ต่ ำกว่ำ 80 ซึ่งไม่อยู่ใน
เกณฑ์กำรยอมรับ ขณะที่ค่ำเฉลี่ย % recovery ของสไบนำงสูงกว่ำของปลำหมึก  และสูงกว่ำ 80% ที่
ระดับควำมเข้มข้น 15 และ 30 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ควำมเที่ยงจำกกำรวิเครำะห์ซ  ำภำยในวันเดียวกัน 
(repeatability)  และกำรวิเครำะห์ต่ำงวัน (intermediate precision) เมื่อค ำนวณค่ำ HORRAT พบว่ำ
ทั งหมดมีค่ำน้อยกว่ำ 2 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  
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ตารางที่ 4.11  ผลกำรทดสอบควำมเที่ยงและควำมแม่นของกำรตรวจวิเครำะห์  free-FA ในปลำหมึก
และสไบนำง ด้วยเครื่อง Spectrophotometer  

ชนิดตัวอย่ำง ค่ำเฉลี่ย  
FA ที่เติม 

(มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม) 

จ ำนวนซ  ำ  
(n) 

ค่ำเฉลี่ย  
Free-FA ที่พบ 
(มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม) 

ค่ำเฉลี่ยของ 
%recovery 

 

วิเครำะห์ภำยในวัน
เดียวกัน (intra-day) 

 วิเครำะห์ต่ำงวัน 
(inter-day) 

%RSDr HORRAT  %RSDr HORRAT 

ปลำหมึกสด         

Sample blank: 0 7 0.36       

Spiked sample 
blank 

14.9 10 10.5 68.1 5.60 0.8    
29.9 10 20.3 66.7 4.29 0.7    
59.8 10 45.4 75.3 7.17 1.3  

7.69 0.9 59.1 9 46.6 78.2 8.31 1.5  

ปลำหมึกไม่สด        

Sample blank 0 7 1.69       

Spiked sample 
blank 

14.8 8 7.14 36.8 8.89 1.3    
28.7 8 14.9 46.0 4.79 0.8    
57.5 8 34.2 56.5 3.98 0.7    

สไบนำง          

Sample blank: 0 7 0.85       

Spiked sample 
blank 

14.5 10 12.6 81.0 3.54 0.5    
28.9 9 24.5 81.8 6.28 1.0    

57.9 10 49.5 84.0 4.92 0.9  
5.06 0.6   58.0* 10 48.9 79.3 5.45 0.9  

หมำยเหตุ * พบ free-FA ใน สไบนำง ( sample blank ) เฉลี่ยเท่ำกับ 2.93 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

 

       4.2.6  ผลการประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด  
               แหล่งที่มำของควำมไม่แน่นอนมำจำก กำรชั่งน  ำหนักตัวอย่ำง เครื่องแก้วที่ใช้วัดปริมำตร 
ควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ในสำรละลำยตัวอย่ำงที่อ่ำนได้จำกกรำฟมำตรฐำน recovery (bias) และ 
precision ผลกำรค ำนวณค่ำควำมไม่แน่นอนขยำย ของกำรตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่อง HPLC-UV, LC-
MS/MS และ Spectrophotometer มีค่ำเท่ำกับ 1.32, 1.91, และ 1.18 ตำมล ำดับ ที่ระดับควำมเชื่อม่ัน 
95% และรำยงำนผลจำกกำรค ำนวณที่ระดับควำมเข้มข้นของ free-FA ประมำณ 9 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
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เมื่อวิเครำะห์ซ  ำ 2 ครั ง ได้ดังนี  9.05 ± 1.32 , 9.04 ± 1.91, และ 9.16 ± 1.18 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม คิด
เป็นร้อยละ 15, 21 และ 13 ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 4.12, 4.13, 4.14) แหล่งของควำมไม่แน่นอนเรียงจำก
มำกไปหำน้อย ดังนี  precision, ควำมเข้มข้นของ free-FA ในสำรละลำยตัวอย่ำงที่อ่ำนได้จำกกรำฟ
มำตรฐำน, recovery, เครื่องแก้วที่ใช้วัดปริมำตร, และกำรชั่งน  ำหนักตัวอย่ำง (ภำพที ่4.9, 4.10 และ 4.11)  
 
ตารางท่ี 4.12   แหล่งที่มำและกำรค ำนวณค่ำควำมไม่แน่นอนของกำรวิเครำะห์ free-FA ในอำหำร    

ด้วยเครื่อง HPLC-UV 
Components Value, x  Unit Standard Relative standard 

   uncertainty, u(x) uncertainty, u (x)/x 

Sample weight (Ms) 5.005 g 0.00219 0.000438 

Sample volume (Vs) 50.0 mL 0.1517 0.00303 

 Concentration of 
Sample solution (Cs) 

0.905 g/mL 

 
0.0263 0.0290 

precision (repeatability) 100 % 6.05 0.0605 

Recovery (bias) 0.60 ratio (Rm) 0.0168 0.0280 

  combined relative standard uncertainty of sample conc.      0.073 

   Standard uncertainty (uc)             0.66 

 Expanded Uncertainty at C.I. 95 % (k=2)           1.32 

 Report value : 9.05 ± 1.32 µg/g หรือ mg/kg ; (15 %)     

 
ภาพที่  4.9 ควำมไม่แน่นอนมำตรฐำนสัมพัทธ์ ของกำรวิเครำะห์ free-FA ในอำหำรด้วยเครื่อง HPLC-UV  

0.0000 0.0200 0.0400 0.0600 0.0800

 Sample weight

 Sample volume

 Concentration of Sample solution

precision (repeatability)

Recovery (bias)

combined relative standard uncertainty of sample conc.

relative standard uncertainty

Chart of Relative standard uncertainty 
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 ตารางท่ี 4.13  แหล่งที่มำและกำรค ำนวณค่ำควำมไม่แน่นอนของกำรวิเครำะห์ free-FA ในอำหำร ด้วย      
เครื่อง LC-MS/MS 

 
Components Value, x  Unit Standard Relative standard 

   uncertainty, u(x) uncertainty, u (x)/x 

 Sample weight Ms 5.005 g 0.00219 0.000438 

 Sample volume Vs 50.0 mL 0.1517 0.00303 

 Concentration of 

Sample solution Cs 

0.904 g/mL 

 
0.0699 0.0773 

precision 100 % 6.63 0.0663 

Recovery (bias) 0.49 ratio (Rm) 0.0136 0.0279 

  combined relative standard uncertainty of sample conc.      0.106 

   Standard uncertainty (uc)             0.96 

 Expanded Uncertainty at C.I. 95 % (k=2)           1.91 

 Report value : 9.04 ± 1.91 µg/g ; (21%)     

 

 
ภาพที่  4.10 ควำมไม่แน่นอนมำตรฐำนสัมพัทธ์ ของกำรวิเครำะห์ free-FA ในอำหำรด้วยเครื่อง LC-MS/MS  

 

0.0000 0.0200 0.0400 0.0600 0.0800 0.1000 0.1200
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Chart of Relative standard uncertainty 
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ตารางท่ี 4.14  แหล่งที่มำและกำรค ำนวณค่ำควำมไม่แน่นอนของกำรวิเครำะห์ free-FA ในอำหำร ด้วย     
เครื่อง Spectrophotometer 

Components Value, x Unit Standard Relative standard 

   uncertainty, u (x) uncertainty, u (x)/x 

 Sample weight Ms 5.005 g 0.00219 0.000438 
 Sample volume Vs 50.0 mL 0.1517 0.00303 

 Concentration of 

Sample solution Cs 

0.917 g/mL 

 
0.0128 0.0140 

precision 100 % 5.88 0.0588 

Recovery (bias) 0.56 ratio (Rm) 0.0123 0.0219 

  combined relative standard uncertainty of sample conc.        0.064 
  Standard uncertainty (uc)            0.59 
 Expanded Uncertainty at C.I. 95 % (k=2)          1.18 
 Report value : 9.16 ± 1.18 µg/g;  (13 %)      
      

 
 
ภาพที่  4.11  ควำมไม่แน่นอนมำตรฐำนสัมพัทธ์ ของกำรวิเครำะห์ free-FA ในอำหำรด้วย                      
                  เครื่อง Spectrophotometer 
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4.3 ผลการศึกษาปริมาณ free-FA ในปลาหมึกจากการทดลองที่สภาวะต่างๆ 
 
        แบบที่ 1 เก็บรักษำที่อุณหภูมิห้อง  ตัวอย่ำงปลำหมึกทั งตัว เริ่มต้นปลำหมึกมีปริมำณ free-FA 
เฉลี่ยเท่ำกับ 3.40 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และเมื่อวำงทิ งไว้เป็นเวลำ 1 และ 2 วัน ตรวจวิเครำะห์พบ
ปริมำณ free-FA เฉลี่ยเท่ำกับ 4.74 และ 7.67 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 4.15) เมื่อ
ปลำหมึกเริ่มเน่ำปริมำณ free-FA เพ่ิมขึ น  
        แบบที่ 2  เก็บรักษำโดยกำรแช่น  ำแข็ง ตัวอย่ำงปลำหมึกเอำไส้ออก ล้ำงน  ำผสมเกลือและน  ำแข็ง 
เริ่มต้นปลำหมึกมีปริมำณ free-FA เฉลี่ยเท่ำกับ 2.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เมื่อน ำไปแช่น  ำแข็ง 8 และ 
17 ชั่วโมง พบว่ำมีปริมำณ free-FA เฉลี่ยเท่ำกับ 1.45 และ 1.46 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมล ำดับ ซึ่งค่ำที่
วิเครำะห์ได้ต่ ำกว่ำ ระดับ LOD (2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
        แบบที่ 3  เก็บรักษำโดยกำรแช่แข็ง ปลำหมึกท่ีใช้เช่นเดียวกับแบบที่ 2 เมื่อน ำไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ 
-20 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 และ  4 สัปดำห์  ตรวจพบปริมำณ free-FA เฉลี่ยเท่ำกับ 2.40 และ 0.97 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมล ำดับ ซึ่งค่ำที่วิเครำะห์ได้ใกล้เคียงและต่ ำกว่ำ ระดับ LOD (2.5 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม) 
       แบบที่ 4  กำรท ำให้สุกด้วยควำมร้อน ปลำหมึกที่ใช้เช่นเดียวกับแบบที่ 2  จำกกำรลวกในน  ำเดือด
เป็นเวลำ 1.5 นำที และอบด้วยเตำอบที่ 1,500 วัตต์ เป็นเวลำ 20 นำที พบว่ำมีปริมำณ free-FA เฉลี่ย
เท่ำกับ 4.02 และ 14.68 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมล ำดับ แต่ในกำรปรุงอำหำรจะท ำให้น  ำหนักของ
ตัวอย่ำงหำยไประหว่ำงกำรปรุงเรียกว่ำ “cooking loss” ในกำรทดลองจะบันทึกน  ำหนักก่อนและหลัง 
เพ่ือค ำนวณหำ % cooking loss เพ่ือค ำนวณปริมำณ free-FA กลับไปที่น  ำหนักสดก่อนปรุงอำหำร     
ซึ่งพบว่ำกำรลวกในน  ำต้มเดือด และกำรอบปลำหมึกดังที่กล่ำวมำข้ำงต้น มี % cooking loss เท่ำกับ 
16.1 และ 58.8 ตำมล ำดับ และเมื่อน ำ % cooking loss มำปรับค่ำ free-FA เป็นน  ำหนักก่อนปรุง จะได้ 
free-FA เฉลี่ย เท่ำกับ 3.37 และ 6.04 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตำมล ำดับ  

        แบบที่ 5 ล ำไส้ปลำหมึก ตรวจพบ free-FA เท่ำกับ 324  47.1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
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ตารางท่ี 4.15  ปริมำณ free-FA ในปลำหมึกจำกกำรทดลองในสภำวะต่ำงๆ  

หมำยเหตุ          * แสดงปริมำณ free-FA โดยไม่ใช้ค่ำ LOD และ LOQ มำก ำหนด 
                      SD คือ ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน

ล ำดับท่ี ปริมำณ free-FA *  (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) ตรวจวัดปริมำณด้วย HPLC-UV   
สภำวะกำรเก็บรักษำ  ปรุงอำหำร (ปลำหมึก (A)) ล ำไส้

ปลำหมึก 
(intestine) 

ปลำหมึกทั งตัว   ปลำหมึกเอำไส้ออก ล้ำงน  ำผสมเกลือและน  ำแข็ง (A)   ต้มในน  ำเดือด 1.5 นำที  อบ 1,500 วัตต์ 20 นำที 
เริ่มต้น เก็บไว้ 1 วัน เก็บไว้ 2 วัน   เริ่มต้น แช่

น  ำแข็ง  
8 ชั่วโมง 

แช่
น  ำแข็ง  
17ชั่วโมง 

แช่เย็น    
-20 oC 

2 สัปดำห์ 

แช่เย็น    
-20 oC 

4 สัปดำห์ 

 ค่ำท่ีวัดได้ ค่ำท่ี
ค ำนวณ
กลับ 

 ค่ำท่ีวัดได้ ค่ำท่ี
ค ำนวณ
กลับ 

1 3.90 4.44 5.82  1.94 1.45 1.94 2.86 0.89  5.89 4.94  16.8 6.92 282 
2 4.20 7.23 6.89  2.09 1.28 3.35 1.88 0.81  3.94 3.31  17.3 7.12 313 
3 4.48 2.36 8.04  2.12 1.31 0.64 1.55 1.02  3.52 2.96  16.0 6.57 366 
4 3.02 4.65 7.14  1.99 1.43 1.14 1.78 0.80  5.77 4.84  16.2 6.66 289 
5 3.34 3.32 11.7  2.38 1.72 1.18 2.72 1.14  3.91 3.28  13.8 5.67 327 
6 2.38 5.78 6.76  2.78 1.57 0.83 3.23 0.78  3.28 2.75  13.2 5.45 417 
7 3.14 5.38 6.96  1.44 1.44 0.78 2.59 1.25  2.99 2.50  10.9 4.50 279 
8 2.76 4.77 8.07  1.30 1.40 1.84 2.58 1.10  2.86 2.40  13.2 5.42 322 

ค่ำเฉลี่ย 3.40 4.74 7.67  2.00 1.45 1.46 2.40 0.97  4.02 3.37  14.68 6.04 324 
SD 0.73 1.49 1.78  0.47 0.14 0.90 0.59 0.18  1.18 0.99  2.23 0.91 47.1 
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4.4 ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ free-FA ในปลาหมึก สไบนาง และเห็ด เพ่ือการส ารวจ   
     เบื องต้นของปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่มีในอาหาร 
 
      วิธีวิเครำะห์ที่ได้พัฒนำให้เหมำะสมตำมข้อ 3.4.2.2 และตรวจวัดปริมำณด้วย HPLC-UV  ซึ่งได้ผ่ำน
กำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์แล้ว น ำมำใช้ในกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free-FA ในตัวอย่ำง
ทั งหมด118 ตัวอย่ำง ผลกำรตรวจวิเครำะห์ ปลำหมึกน ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ จ ำนวน 23 ตัวอย่ำง    
ตรวจพบ free-FA เพียง 1 ตัวอย่ำง ปริมำณที่พบ 6.43  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และปลำหมึกในประเทศ 
จ ำนวน 40 ตัวอย่ำง ตรวจพบ free-FA จ ำนวน 7 ตัวอย่ำง ปริมำณที่พบ อยู่ในช่วง <5 - 7.14 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม ค่ำเฉลี่ย เท่ำกับ 4.06 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ ำนวนที่พบทั งหมด 8 ตัวอย่ำง (ร้อยละ 12.7) 
สไบนำง (สีด ำ) จ ำนวน 34 ตัวอย่ำง ทุกตัวอย่ำงตรวจไมพ่บ free-FA  และเห็ด จ ำนวน 21 ตัวอย่ำง ตรวจ
พบ free-FA จ ำนวน 18 ตัวอย่ำง (ร้อยละ 85.7) ปริมำณทีพ่บอยู่ในช่วง <5 - 22.89 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 10.81 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ตำรำงท่ี 4.16) กำรวิเครำะห์เห็ดด้วยวิธีนี  บำงตัวอย่ำง มีสำร
รบกวนที่ท ำให้ตรวจวิเครำะห์ไมไ่ด ้
  

ตารางท่ี 4.16  ผลกำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึก สไบนำง และเห็ด 

ชนิด จ ำนวน
ตัวอย่ำง 

จ ำนวน
ตัวอย่ำงที่พบ 

ปริมำณ free-FA (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 

ต่ ำสุด-สูงสุด ค่ำเฉลี่ย* 

ปลำหมึก 63 8 <5.0 - 7.14 4.36 
   - จำกต่ำงประเทศ 23 1 - 6.43 - - 

    -ในประเทศ 40 7 <5.0 - 7.14 4.06 
สไบนำง (สีด ำ) 34 0 - - 
เห็ด  21 18 <5.0 - 22.89 10.81 

   
  หมำยเหตุ  ผลวิเครำะห์ <LOD (2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) รำยงำนเป็นไม่พบ และ   

               LOD > ผลวิเครำะห์  LOQ (5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) รำยงำนเป็น                             
               < 5.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

               * คิดเฉพำะตัวอย่ำงที่ตรวจพบ กรณีท่ีพบ <5.0 คิดเป็น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
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4.5 การฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการ การตรวจวิเคราะห์ free-FA ในอาหาร : ปลาหมึกและสไบนาง  
       ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ได้จัดกำรฝึกอบรมเชิง
ปฏิบัติกำร กำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ในอำหำร ให้แก่เจ้ำหน้ำที่ห้องปฏิบัติกำรจำกศูนย์วิทยำศำสตร์
กำรแพทย์ 14 แห่ง และจำกส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร ในวันที่ 18-19 ธันวำคม 2560    
ณ ห้องประชุม 806 อำคำร 8 กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ จ. นนทบุรี โดยกำรฝึกอบรมประกอบด้วยกำร
บรรยำย และฝึกปฏิบัติในกำรเตรียมตัวอย่ำง กำรสกัด ตรวจวิเครำะห์และหำปริมำณ free-FA             
ในปลำหมึก และสไบนำง โดยเทคนิค Spectrophotometer และ HPLC-UV ณ ห้องปฏิบัติกำรฝ่ำย
สำรพิษสำรปนเปื้อนและไดออกซิน    ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภัยอำหำร กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ 

  

 
 

ภาพที่  4.12  กำรฝึกอบรมเชิงปฏิบัติกำร กำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ในอำหำร : ปลำหมึกและสไบนำง 
วันที่ 18-19 ธันวำคม 2560  ณ ห้องประชุม 806 อำคำร 8 กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์  
จ. นนทบุรี  
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บทท่ี 5  
วิจารณแ์ละสรุป  

 
5.1 วิจารณ์ 
         
        ฟอร์มำลดีไฮด์ที่มีในอำหำรอำจมำจำกหลำยปัจจัย คือ เกิดขึ นเองตำมธรรมชำติ  มำจำกกำรรม
เพ่ือฆ่ำแมลง จำกกำรปรุงอำหำร หรือเคลื่อนย้ำย (migration) มำจำกภำชนะบรรจุซึ่งท ำจำกเรซินที่มี
ฟอร์มำลดีไฮด์เป็นส่วนประกอบ ในเนยบำงชนิดมีกำรใช้เพ่ือยับยั งแบคทีเรีย   ด้วยคุณลักษณะของสำรที่
มีขนำดเล็ก และมีควำมไวต่อกำรท ำปฏิกิริยำ จึงอำจพบได้ทั งในรูปสำรอิสระ (free-FA) และในรูปที่
รวมอยู่กับสำรอ่ืน  (bound-FA) เช่น โปรตีน กรดนิวคลีอิก (nucleic acid) กรดอะมิโน (amino acid) 
เอมีน (amine)  ครีเอติน (creatine) และนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) เป็นต้น bound-FA เป็นสำรกลุ่ม
ใหญ่ ร้อยละ 50 - 80 ไม่สำมำรถแยกออกมำเป็นสำรอิสระได้(10)   กำรวิเครำะห์ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ใน
อำหำรเป็นเรื่องที่ท้ำทำย โดยเฉพำะกำรตรวจวิเครำะห์เพ่ือเฝ้ำระวังกำรเติมสำรลงในอำหำร ซึ่งผิด
กฎหมำย  ผลจำกกำรเฝ้ำระวังสถำนกำรณ์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรของไทย ยังมีกำรตรวจพบในอำหำร
ต่ำงๆ เช่น สไบนำง เห็ดหอม เห็ดฟำง ขิงซอย ปลำหมึกกรอบ และปลำหมึกสด เป็นต้น  โดยเฉพำะ
ปลำหมึกเป็นอำหำรที่อำจตรวจพบฟอร์มำลดีไฮด์ในปริมำณสูงได้ โดยที่ปลำหมึกเป็นสัตว์ทะเลซึ่งมี 
TMAO ในร่ำงกำยตำมธรรมชำติ และหลังจำกปลำหมึกตำยแล้ว TMAO สำมำรถเปลี่ยนไปเป็น DMA 
และ ฟอร์มำลดีไฮด์ได้โดยเอนไซม์ แบคทีเรีย และควำมร้อน  ในกำรตรวจวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์หำกใช้
กรดเข้มข้นและใช้ควำมร้อนสูงจะท ำให้ TMAO แตกออกเป็นฟอร์มำลดีไฮด์ได้เช่นกัน ดังนั นจึงเป็นไปได้ที่
ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ที่พบอำจมำจำกกำรสลำยของ TMAO ไม่ใช่มำจำกกำรเติมที่ผิดกฎหมำย อย่ำงไรก็
ตำม ด้วยปัจจัยต่ำงๆ ที่กล่ำวมำ สรุปได้ว่ำฟอร์มำลดีไฮด์ที่ตรวจพบ ไม่สำมำรถแยกได้ว่ำมำจำกธรรมชำติ
ในตัวปลำหมึกเอง หรือจำกกำรเติมลงในอำหำร   เป็นที่ทรำบกันดีว่ำฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรมี 2 รูป กำร
ตรวจวิเครำะห์สำมำรถตรวจได้ทั ง free-FA หรือ รวมทั ง 2 รูป คือ free-FA กับ bound-FA นักวิจัยบำง
คนจึงมีค ำแนะน ำ ให้แจ้งในผลกำรวิเครำะห์ว่ำปริมำณที่วัดได้เป็นสำรรูปใด(12)  ดังนั นกำรคัดเลือกวิธี
วิเครำะห์ต้องค ำนึงถึงวัตถุประสงค์ของกำรวิเครำะห์ว่ำจะตรวจวัดสำรรูปใดดังที่กล่ำวมำข้ำงต้น     
        การพัฒนาวิธีวิเคราะห์  
        กำรศึกษำนี  มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนำกำรตรวจวิเครำะห์เฉพำะ free-FA ด้วยเหตุผลที่ free-FA 
ท ำให้เกิดผลต่อเซลล์ของร่ำงกำยได้ทันที ควรให้ควำมส ำคัญในกำรตรวจวิเครำะห์ตำมที่มีกำรแนะน ำมำ
จำกกำรศึกษำโดย Bechmann IE (12)   ซึ่งในกำรก ำหนดค่ำ TDI หรือ RfD ค่ำที่ก ำหนดไว้น ำมำจำก
กำรศึกษำกำรได้รับสำรในลักษณะของ free-FA ที่มีในน  ำดื่ม อีกทั งยังไม่มีกำรศึกษำที่แสดงถึงพิษของ 
bound-FA ที่ชัดเจน และตำมประกำศกระทรวงสำธำรณสุขฉบับที่ 391 (พ.ศ. 2561) เรื่องก ำหนดอำหำร
ที่ห้ำมผลิต น ำเข้ำ หรือจ ำหน่ำย ก ำหนดให้ฟอร์มำลดีไฮด์หรือฟอร์มำลิน เป็นสำรห้ำมใช้กับอำหำร (4) 
(เดิม ฉบับที่ 151 (พ.ศ. 2536)) หำกจะให้สอดรับกัน ควรตรวจวัดเฉพำะฟอร์มำลดีไฮด์ที่เติมลงสู่อำหำร
ซึ่งเป็น free-FA  อนึ่งกำรตรวจเฝ้ำระวังตำมแผนปฏิบัติกำรของกระทรวงสำธำรณสุขใช้ชุดทดสอบ
ฟอร์มำลินในอำหำร ตรวจเบื องต้นซึ่งเป็นกำรตรวจ free-FA     จำกกำรทบทวนวรรณกรรมพบว่ำ กำร
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ตรวจวิเครำะห์ free-FA  มักใช้วิธีกำรสกัดท่ีไม่รุนแรง เช่น กำรปั่น(54,55,56,57,61,66)  กำรเขย่ำ(42,65)    ใช้คลื่น
ควำมถี่สูง (7,9,,60,62,63,64) หรือใช้ทั ง 3 แบบด้วยกัน และ น ำสำรละลำยที่ได้มำแยกสิ่งรบกวนเช่นโปรตีน 
ออกไปด้วยกำรตกตะกอน โดยใช้สำรต่ำงขั วและกำรหมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็วสูง หำกแยกฟอร์มำลดีไฮด์โดย
กำรกลั่นด้วยไอน  ำเพ่ือแยก bound-FA (reversible bond) หรือกำรใช้กรดที่เข้มข้นในกำรสกัดจะท ำให้ 
TMAO แตกออกเป็นฟอร์มำลดีไฮด์ได้ (54)  ปริมำณที่ตรวจพบจึงอำจสูงกว่ำค่ำที่แท้จริง    ในขั นตอนกำร
ตรวจวัดปริมำณสำร มีหลำยเทคนิคที่น ำมำใช้ให้เหมำะสมกับสถำนกำรณ์และทรัพยำกรที่มี แต่เทคนิคที่
นิยมใช้ในกำรตรวจวัดปริมำณเพ่ือรองรับข้อก ำหนดตำมกฎหมำยและศึกษำควำมเป็นพิษ คือ  เทคนิค
สเปคโทรโฟโตเมทรี และ โครมำโตกรำฟี ซึ่งในแต่ละเทคนิคต้องท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ ระหว่ำง
ฟอร์มำลดีไฮด์กับสำรเคมีให้เกิดสำรอนุพันธ์ที่มีควำมไว และคงตัวเพ่ือใช้ในกำรวัดปริมำณ 
        กำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ที่พัฒนำขึ นครั งนี  อ้ำงอิงวิธีวิเครำะห์ที่เผยแพร่ โดย Yeh T-S และ
คณะ (7)   ตำมวิธีที่อ้ำงอิงมีขั นตอนกำรสกัดดังนี  ชั่งตัวอย่ำง 5 กรัม ใส่น  ำ 50 มิลลิลิตรและสกัดด้วยคลื่น
ควำมถี่สูงเป็นเวลำ 40 นำที ที่อุณหภูมิ 20-25 องศำเซลเซียส จำกนั นหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกชั นโดยเครื่อง
หมุนเหวี่ยงด้วยควำมเร็วรอบ 7000 รอบต่อนำที แล้วน ำสำรละลำยส่วนใส ไปท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์กับ 
DNPH-reagent ที่อุณหภูมิ 20-25 องศำเซลเซียส ในที่มืดเป็นเวลำ 6 ชั่วโมง แล้วเติม ไดคลอโรมีเทน 
น ำไปหมุนเหวี่ยงเพ่ือแยกชั นโดยเครื่องหมุนเหวี่ยงด้วยควำมเร็วรอบ 7000 รอบต่อนำทีเป็นเวลำ 5 นำที 
น ำส่วนไดคลอโรมีเทนไประเหยแห้ง แล้วละลำยกลับด้วย อะซิโตไนไตรท์  เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ด้วย 
HPLC-UV  วิธีวิ เครำะห์ที่พัฒนำขึ นในกำรศึกษำนี ได้ปรับมำใช้สำรละลำยกรดอะซิติกแทน
น  ำ  และ เติมอะซิโ ต ไน ไตรล์ เ พื ่อตกตะกอน โปรตีน ให้ไ ด้ส ำรละลำยที ่ ใ สก่อนน ำ ไป หมุน
เหวี่ยง เพื่อแยกชั นโดยเครื่องหมุนเหวี่ยง  ศึกษำเปรียบเทียบสำรละลำยที่ ใช้สกัด 2 ชนิดคือ
น  ำ  และ  สำรละลำยกรดอะซิติก  ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ และตรวจวัดปริมำณ ด้วย HPLC-UV  ทั งนี 
กำรเลือกใช้กรดอะซิติก เนื่องจำกเป็นกรดที่ห้องปฏิบัติกำรใช้สกัดวัสดุสัมผัสอำหำรในกำรตรวจวิเครำะห์
ฟอร์มำลดีไฮด์มำก่อน ซึ่งไม่มีปัญหำของสำรรบกวน  เมื่อน ำมำสกัดตัวอย่ำงปลำหมึก ผลวิเครำะห์พบว่ำ 
% recovery  ที่ได้จำกกำรสกัดด้วยสำรละลำยกรดอะซิติก 0.1% (v/v) สูงกว่ำกำรสกัดด้วยน  ำ และ
พบว่ำเมื่อควำมเข้มข้นของกรดเพ่ิมขึ นท ำให้สำรละลำยขุ่นมำกขึ นกว่ำเดิม   ซึ่งสอดคล้องกับหลำย
กำรศึกษำที่พบว่ำกำรสกัด free-FA ในอำหำรทะเลที่มีโปรตีนสูงเช่นปลำและปลำหมึก อำจใช้น  ำหรือ
สำรละลำยกรดเช่น  trichloroacetic acid, perchloric acid ในกำรสกัดได้  โดย % recovery  ที่ได้ 
มักไม่ต่ำงกัน แต่ข้อเสียของกำรสกัดด้วยน  ำคือ ต้องเพ่ิมขั นตอนกำรหมุนเหวี่ยงด้วยควำมเร็วที่สูง ใน
ระยะเวลำค่อนข้ำงนำน เพ่ือให้สำรละลำยใส  นอกจำกนี ยังพบว่ำเมื่อควำมเข้มข้นของกรดเพ่ิมขึ นท ำให้
สำรละลำยขุ่นมำกขึ นกว่ำเดิม  และไม่ได้ท ำให้ปริมำณฟอร์มำลดีไฮดที่สกัดได้เพ่ิมขึ น  จงึมักเลือกใช้ควำม
เข้มข้นของกรดไม่เกิน 10% (54)  ซึ่งจำกกำรศึกษำนี พบว่ำหำกระยะเวลำที่ใช้ในกำรสกัดมำกขึ นเกินกว่ำ 
10 นำทีไม่ได้มีผลมำกนักต่อปริมำณ free-FA ที่สกัดได้  หำกใช้เวลำนำนจะท ำใหอุ้ณหภูมิของสำรละลำย
สูงขึ น ต้องคอยปรับอุณหภูมิให้ต่ ำลงท ำให้กำรปฏิบัติงำนยุ่งยำกขึ น   ดังนั นวิธีที่เหมำะสมใช้เพ่ือสกัด 
free-FA จำกปลำหมึกและสไบนำง คือใช้สำรละลำยกรดอะซิติก 0.1% (v/v) สกัดด้วยคลื่นควำมถี่สูง 
เป็นเวลำ 10 นำที เติมอะซิโตไนไตรล์ ให้โปรตีนตกตะกอน น ำไปแยกชั นด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงแบบ
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ควำมเร็วสูง ด้วยควำมเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 15 นำท ีให้ได้สำรละลำยตัวอย่ำงที่จะน ำไป
ตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่องมือวิเครำะห์ต่อไป   
        ในขั นตอนกำรตรวจวัดปริมำณ ฟอร์มำลดีไฮด์ต้องผ่ำนกำรท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์กับสำรที่เหมำะสม
เพ่ือให้ได้อนุพันธ์ (derivertized) ที่ตอบสนองต่อกำรวัด สำรเคมีที่ใช้เพ่ือกำรท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์ มีหลำย
ชนิดที่สำมำรถเลือกมำใช้ให้เหมำะสมกับเทคนิคที่ใช้ตรวจวัด วิธีวิเครำะห์ที่พัฒนำขึ นนี สำมำรถตรวจวัดได้
ทั งเทคนิคโครมำโตกรำฟี และสเปคโทรโฟโตเมทรี   กำรตรวจวัดด้วยเทคนิคโครมำโตกรำฟี  นิยมใช้ 
DNPH มำท ำปฏิกิริยำอนุพันธ์กับฟอร์มำลดีไฮด์ Indang N และคณะ(47)  รำยงำนไว้ว่ำกำรใช้ DNPH  มี
ควำมจ ำเพำะเจำะจงสูง ควำมแม่น ควำมเที่ยงดี ข้อเสียคือสำรนี อำจเกิดปฏิกิริยำกับอัลดีไฮด์อ่ืนๆ และ     
คีโตน ได้เช่นกัน และเวลำที่ใช้ในกำรเกิดปฏิกิริยำค่อนข้ำงนำน ตำมวิธีที่อ้ำงอิงใช้เวลำถึง 6 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิห้อง (7)  แต่ตำมวิธีของ Xu LN และคณะ ( 60)    DNPH ท ำปฏิกิริยำภำยในเวลำ 20 นำทีที่
อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส จึงน ำมำใช้ในกำรศึกษำนี  โดยได้ปรับเวลำเป็น 30 นำทีเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยำ
จนสมดุลย์เกินพอ และพบว่ำสำรอนุพันธ์ยังคงตัวแม้ผ่ำนไป 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง อีกทั งไม่มีปัญหำ
จำกกำรรบกวนของสำรอ่ืน  ในส่วนกำรตรวจวัดโดยเทคนิคสเปคโทรโฟโตเมทรี เลือก Nash’s reagent  
มำท ำปฏิกิริยำอนุภัณฑ์กับฟอร์มำลดีไฮด์ เพ่ือตรวจวัดสำรอนุพันธ์ด้วย Spectrophotometer ตำมวิธี
มำตรฐำน Nash method (48)  
        เมื่อเปรียบเทียบกำรตรวจวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ด้วยเครื่อง HPLC-UV, LC-MS/MS และ 
Spectrophotometer พบว่ำทั ง 3 เครื่องมือ สำมำรถวัดปริมำณได้ใกล้เคียงกัน มีควำมเที่ยง แสดงค่ำ 
%RSD ตำมเกณฑ์ก ำหนด (68)   เครื่องมือเหล่ำนี มีกำรน ำมำใช้ในกำรตรวจวิเครำะห์และวัดปริมำณ
ฟอร์มำลดีไฮด์มำแล้วจำกหลำยกำรศึกษำ โดยวิธีเก่ำแก่ในกำรวัดปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในปลำ คือวิธี 
Nash method (48) ในวิธีนี  free-FA ท ำปฏิกิริยำอนุภัณฑ์กับ Nash’s reagent และวัดปริมำณด้วย 
Spectrophotometer มีรำยงำนว่ำวิธี Nash จะให้ผลวิเครำะห์ดีที่ควำมเข้มข้นสูงกว่ำ 5 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม เพรำะจะไม่มีกำรรบกวนของสีและควำมขุ่นของสำรละลำยตัวอย่ำง  Spectrophotometer  
เป็นเครื่องมือที่มีใช้ในห้องปฏิบัติกำรทั่วไป เป็นเทคนิคที่มีควำมถูกต้อง แม่นย ำ แต่วิธีนี มีข้อจ ำกัดคือ
สำรละลำยตัวอย่ำงต้องใส ไม่มีสี หำกสำรละลำยตัวอย่ำงมีสีหรือขุ่นจะมีปัญหำในเรื่องควำมจ ำเพำะ
เจำะจง (selectivity) ได้   ส่วนกำรวิเครำะห์ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ โดย HPLC-UV  มีใช้ในกำรวิเครำะห์
อำหำรหลำยชนิดทั ง ปลำ ปลำหมึก เห็ด และอ่ืนๆ (9,29,41,59.,62,64,65)  พบว่ำโดยเทคนิคนี มีควำมจ ำเพำะ
เจำะจงสูง มีควำมแม่นและควำมเที่ยงในเกณฑ์ดี สำมำรถวัดฟอร์มำลดีไฮด์ที่ปริมำณต่ ำถึงระดับ ppb   
ได้ (66) และเป็นเครื่องมือที่ห้องปฏิบัติกำรส่วนใหญ่มีไว้ใช้  ส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์โดย LC-MS/MS  
สำมำรถตรวจฟอร์มำลดีไฮด์ด้วยลักษณะเฉพำะของมวลสำรที่แยกกันด้วยค่ำมวลต่อประจุ (mass to 
charge ratio, m/z) จึงมีควำมจ ำเพำะเจำะจงสูง แยกควำมแตกต่ำงจำกสำรอัลดีไฮด์อ่ืนๆ ได้ชัดเจน ใช้
เป็นวิธีตรวจยืนยันควำมถูกต้องของฟอร์มำลดีไฮด์ในตัวอย่ำงได้ทั งในอำหำร อำกำศ(67,70)   และเป็นวิธี
วิเครำะห์ขั นสูงสำมำรถตรวจวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ที่รวมอยู่กับสำรชีวภำพเพ่ือศึกษำกำรเป็นพิษและ
น ำไปสู่กำรก่อโรคได้ (71) แต่เครื่องมือมีรำคำแพงห้องปฏิบัติกำรทั่วไปมีไม่มำกนัก  เมื่อทดสอบโดยใช้ 
One-way ANOVA พบว่ำปริมำณ free-FA ที่วัดได้จำกทั ง 3 เทคนิคนี ไม่แตกต่ำงกัน ที่ระดับควำมเชื่อม่ัน 
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95% ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำสำมำรถเลือกใช้เครื่องมือทั ง 3 ชนิดได้ โดยไม่มีผลกระทบต่อปริมำณ
ฟอร์มำลดีไฮด์ที่ต้องกำรวัด  
        การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 
        ด ำเนินกำรตำมแนวปฏิบัติกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ทำงเคมี โดยห้องปฏิบัติกำรเดียว 
และก ำหนดเกณฑ์ตำม AOAC (68,69)  วิธีวิเครำะห์ที่ใช้ เครื่องมือตรวจวัดปริมำณทั ง 3 ชนิด แสดง
ประสิทธิภำพที่เหมำะสมต่อกำรตรวจวิเครำะห์ปลำหมึก และสไบนำง มีควำมเป็นเส้นตรงของกำร
วิเครำะห์ในช่วงควำมเข้มข้น 0.25 - 3.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งคิดเป็น 2.5-30 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ใน
ตัวอย่ำง  จำกกำรตรวจวัดด้วยเครื่องมือ 3 ชนิดให้ผลสอดคล้องกัน ซึ่งระดับควำมเข้มข้นที่จะก ำหนดเป็น
ขีดจ ำกัดกำรวิเครำะห์เชิงปริมำณ (LOQ) นั นต้องเป็นระดับควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่ควำมแม่นและเที่ยงของ
กำรตรวจวิเครำะห์อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับ ส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free-FA ซึ่งเป็นสำรโมเลกุล
เล็กและรวมตัวกับโปรตีนได้ดี  ท ำให้ไม่สำมำรถสกัดฟอร์มำลดีไฮด์ที่เติมลงไปในตัวอย่ำง ได้ทั งหมด จึงท ำ
ให้ % recovery ที่ได้ค่อนข้ำงต่ ำ ไม่อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับ แต่มี %RSD อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับ ดังนั น
จึงก ำหนดขีดจ ำกัดกำรวิเครำะห์เชิงปริมำณแบบชั่วครำว (temporary LOQ) เท่ำกับ 5.0 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ส่วนขีดจ ำกัดกำรตรวจพบก ำหนดไว้แบบชั่วครำว (temporary LOD) ส ำหรับอำหำร เท่ำกับ 
2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมซึ่งเป็นค่ำควำมเข้มข้นของฟอร์มำลดีไฮด์ต่ ำสุดที่เติมในตัวอย่ำง แล้วสำมำรถ
ตรวจวัดได้   ควำมแม่น (accuracy)  และควำมเที่ยง (precision)  จำกกำรวิเครำะห์ spiked sample 
blank ที่ระดับควำมเข้มข้น 15, 30 และ 60 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ที่ตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่อง HPLC-
UV, LC-MS/MS และ Spectrophotometer -VIS  พบว่ำผลวิเครำะห์มีค่ำเฉลี่ยของ % recovery ส่วน
ใหญ่ต่ ำกว่ำ 80 ทั งนี อำจมำจำกกำรที่ free-FA บำงส่วนจะไปรวมกับสำรอ่ืนเป็น bound FA และพบว่ำ
ควำมสดของตัวอย่ำงปลำหมึก  มีผลต่อกำรตรวจวิเครำะห์ ซึ่งถ้ำตัวอย่ำงไม่สด เมื่อเติมฟอร์มำลดีไฮด์
อำจจะไปจับตัวกับโปรตีนที่สลำยตัวออกมำจำกเนื อปลำหมึก ท ำให้ปริมำณ free-FA ที่ตรวจพบต่ ำกว่ำ
ตัวอย่ำงปลำหมึกสด  เรื่องนี มีกล่ำวถึงในกำรศึกษำโดย Castell CH และ Smith B(54)  ซึ่งพบค่ำเฉลี่ยของ  
% recovery ประมำณ 50 % จำกกำรวิเครำะห์ free-FA ในเนื อปลำ และพบว่ำควำมแตกต่ำงระหว่ำง 
สปีชีส์ ของปลำมีผลในกำรท ำปฏิกิริยำกับฟอร์มำลดีไฮด์ที่แตกต่ำงกัน  ขณะที่ Storey JM และคณะ (62)  
ศึกษำกำรวิเครำะห์ free-FA ในปลำคอด ผลกำรศึกษำพบว่ำ % recovery ที่ได้ต่ ำกว่ำ 80%  จึงไม่ใช้
เกณฑ์ % recovery ที่ 70-110 % (US FDA) มำใช้ตัดสิน  โดยให้เหตุผลว่ำ ฟอร์มำลดีไฮด์เป็นสำรที่ไว
ต่อกำรท ำปฏิกิริยำ จึงอำจไม่เหมำะที่จะน ำเกณฑ์ดังกล่ำวมำใช้   อย่ำงไรก็ตำม ควำมเที่ยงจำกกำร
วิเครำะห์ซ  ำภำยในวันเดียวกัน (repeatability) และกำรวิเครำะห์ต่ำงวัน (intermediate precision) 
เมื่อค ำนวณค่ำ HORRAT พบว่ำทั งหมดมีค่ำน้อยกว่ำ 2 ซ่ึงอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  ในกำรรำยงำนผล
วิเครำะห์จึงต้องแก้ปัญหำโดยแก้ค่ำ ปริมำณ free-FA ด้วย recovery factor (corrected recovery)  
ซึ่งมีกำรใช้วิธีกำรเดียวกันนี ในกำรศึกษำโดย Castell CH และ Smith B(54)         
        จำกกำรประเมินค่ำควำมไม่แน่นอนของกำรวัดโดยเครื่องมือวัดทั ง 3 เครื่อง พบว่ำควำมไม่แน่นอน
ขยำยของ HPLC-UV, LC-MS/MS และ Spectrophotometer  เมื่อเทียบกับค่ำที่วิเครำะห์ได้คิดเป็นร้อย
ละ 15, 21 และ 13 ตำมล ำดับ เฉพำะ LC-MS/MS จะมีค่ำสูงกว่ำค่ำควำมไม่แน่นอนที่ควรจะเป็น (69)   

ทั งนี เนื่องจำกกำรตรวจวัดปริมำณด้วยเครื่องวัดมวล (mass) อำจจะเกิดกำรรบกวนจำกโปรตีนที่
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หลงเหลืออยู่ในสำรละลำยซึ่งท ำให้ค่ำ จำก precision ไม่ดีเท่ำวิธีอ่ืน   และด้วยฟอร์มำลดีไฮด์เองเป็นสำร
ที่ว่องไวในกำรเกิดปฏิกิริยำ จึงอำจไปรวมตัวกับสำรอ่ืนๆ ได้เกือบตลอดเวลำท ำให้ปริมำณสำรที่วิเครำะห์
ได้ในขั นสุดท้ำยมีควำมแปรปรวนได้มำก แม้ในตัวอย่ำงชุดเดียวกัน  เมื่อพิจำรณำแหล่งของควำมไม่
แน่นอนที่มำกสุดคือ precision ซึ่งอำจจะลดลงได้เมื่อท ำกำรวิเครำะห์ซ  ำหลำยครั ง  อย่ำงไรก็ตำมควำม
ไม่แน่นอนของกำรวัดที่เหมำะสมกับกำรใช้งำนไม่จ ำเป็นต้องมีค่ำน้อยที่สุด โดยเฉพำะเมื่อกำรท ำให้ควำม
ไม่แน่นอนน้อยลงมำกๆ ต้องเก่ียวข้องกับค่ำใช้จ่ำยที่สูงเกินควำมจ ำเป็น  
        ปริมาณ free-FA ในปลาหมึกทีท่ดลองในสภาวะต่างๆ 
        กำรศึกษำอุณหภูมิในกำรเก็บรักษำปลำหมึก ที่อำจมีผลต่อปริมำณ free-FA ผลกำรศึกษำพบว่ำ
ปลำหมึกที่ใกล้เน่ำจะมีปริมำณ free-FA เพ่ิมขึ น ขณะที่ในสภำวะอุณหภูมิต่ ำเช่น กำรแช่น  ำแข็ง ปริมำณ 
free-FA ไม่เพ่ิมขึ น ทั งนี อำจเกี่ยวกับปัจจัยที่มีผลต่อกำรเกิดขึ นของฟอร์มำลดีไฮด์ในสัตว์ทะเล เมื่อสัตว์
ทะเลตำยแบคทีเรียสำมำรถเปลี่ยน TMAO ไปเป็น TMA และฟอร์มำลดีไฮด์ได้ ท ำให้มีกลิ่นเหม็นเน่ำ แต่
กำรเจริญของแบคทีเรียเหล่ำนี จะถูกยับยั งในสภำพอุณหภูมิต่ ำ ดังนั นในกระบวนกำรนี ฟอร์มำลดีไฮด์จึง
เกิดขึ นได้ไม่มำกนัก(8)   ส่วนผลกำรศึกษำในสภำวะกำรแช่แข็งปริมำณ free-FA  ที่พบอยู่ที่ระดับต่ ำกว่ำ 
temporary LOD  และค่ำที่พบก็ไม่ได้เพ่ิมขึ นจำกเดิม อย่ำงไรก็ดีรำยงำนกำรศึกษำโดย Zang X และ
คณะ (42) พบว่ำเมื่อเก็บปลำหมึกในสภำพแช่แข็งเป็นเวลำ 3 เดือน ค่ำเฉลี่ยของฟอร์มำลดีไฮด์รวม เพ่ิมขึ น
ถึงร้อยละ 649  ซึ่งผู้วิจัยให้เหตุผลว่ำมำจำกกำรท ำงำนของเอนไซม์ TMAOase ที่ย่อยสลำย TMAO ไป
เป็นฟอร์มำลดีไฮด์ แต่มีบำงตัวอย่ำงตรวจพบฟอร์มำลดีไฮด์น้อยมำกแม้ว่ำจะเก็บในสภำวะเดียวกัน ซึ่ง
ผู้วิจัยคิดว่ำอำจเป็นเพรำะปฏิกิริยำของเอนไซม์ในปลำหมึกแต่ละชนิดก็ไม่เหมือนกัน จึงไม่ได้ท ำให้
ปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ของปลำหมึกทุกชนิดเพ่ิมมำกขึ น ภำยใต้สภำวะแช่แข็งเช่นเดียวกัน และหำก
เปรียบเทียบช่วงเวลำทีศึกษำ กำรศึกษำครั งนี มีระยะเวลำที่แช่แข็งเพียง 1 เดือน เป็นระยะเวลำที่น้อย
กว่ำมำก ในส่วนกำรศึกษำเกี่ยวกับผลของควำมร้อน พบว่ำควำมร้อนจำกกำรปรุงอำหำร ท ำให้ปริมำณ 
free-FA เพ่ิมขึ นประมำณ 3 เท่ำ ซึ่งสอดคล้องกับกำรศึกษำอ่ืนๆ  เช่น มีรำยงำนกำรศึกษำโดย Zhu J 
และคณะ (72)  พบว่ำกำรเปลี่ยนจำก TMAO ไปเป็น ฟอร์มำลดีไฮด์และ DMA ในปลำหมึกจะเกิดขึ นได้ใน
กรณีที่ใช้ควำมร้อนตั งแต่ อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส ขึ นไป และมีอัตรำกำรเกิดสูงที่อุณหภูมิ 100 องศำ
เซลเซียส นอกจำกนี ยังมีกำรศึกษำอ่ืน ซึ่งพบว่ำปัจจัยกำรเปลี่ยนแปลงของ TMAO ไปเป็นฟอร์มำลดีไฮด์
และ DMA นอกจำกเอนไซม์ TMAOase แล้วยังมีปัจจัยที่ไม่ใช้เอนไซม์ (non-enzymatic breakdown) 
คือควำมร้อนสูง(72) ธำตุและสำรเคมี เช่น เหล็ก และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ท ำให้ฟอร์มำลดีไฮด์และ 
DMA เพ่ิมขึ นได้ (73) และจำกกำรตรวจวิเครำะห์ล ำไส้ของปลำหมึก พบ free-FA ปริมำณสูงกว่ำในเนื อ
มำก สอดคล้องกับกำรศึกษำโดย Li J และคณะ (43)   ที่พบว่ำระดับฟอร์มำลดีไฮด์ในปลำหมึกแต่ละสำย
พันธุ์ มีควำมแตกต่ำงกัน และพบปริมำณสูงในอวัยวะภำยในมำกกว่ำบริเวณกล้ำมเนื อ  
         การส ารวจเบื องต้น ปริมาณฟอร์มาลดีไฮด์ที่มีในอาหาร 
         น ำวิธีที่ได้พัฒนำและทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ที่ตรวจวัดปริมำณด้วย HPLC-UV มำตรวจ
วิเครำะห์ free-FA ในตัวอย่ำง   เพ่ือส ำรวจปริมำณ free-FA   ที่คำดว่ำเกิดขึ นตำมธรรมชำติของอำหำร
แต่ละประเภท เบื องต้นจ ำนวนตัวอย่ำงทั งหมด 118 ตัวอย่ำง เป็นปลำหมึก จ ำนวน 63 ตัวอย่ำง  
ประกอบด้วย ปลำหมึกในประเทศ จ ำนวน 40 ตัวอย่ำง และปลำหมึกน ำเข้ำ จ ำนวน 23 ตัวอย่ำง ทุก
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ตัวอย่ำงท ำกำรตรวจคัดกรองโดยชุดทดสอบฟอร์มำลินในอำหำรควบคู่กันและพบว่ำตรวจไม่พบ free-FA 
ในน  ำแข็งที่ใช้แช่หรือน  ำล้ำงปลำหมึก   ปลำหมึกในประเทศ ตรวจพบ free-FA จ ำนวน 7 ตัวอย่ำง ร้อย
ละ 17.5 ปริมำณที่พบอยู่ในช่วง น้อยกว่ำ 5 ถึง 7.14 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตัวอย่ำงปลำหมึกในประเทศ
นั นส่วนใหญ่เป็นปลำหมึกท่ีจับได้จำกผู้ประกอบกำรเรือประมงในท้องถิ่นในจังหวัดริมชำยฝั่งทะเลทั งอ่ำว
ไทยและอันดำมัน จำกกำรสัมภำษณ์แหล่งจ ำหน่ำยไม่พบข้อมูลกำรเติมฟอร์มำลดีไฮด์และตรวจไม่พบ
ฟอร์มำลดีไฮด์ในน  ำแช่โดยใช้ชุดทดสอบ ตัวอย่ำงที่พบฟอร์มำลดีไฮด์ปริมำณสูงกว่ำ LOQ เป็นตัวอย่ำงที่
เก็บจำกจังหวัดชุมพร และประจวบคีรีขันธ์เมื่อสังเกตจำกลักษณะของปลำหมึก เนื อไม่สด ใกล้เน่ำ ซึ่ง 
free-FA ที่พบอำจมำจำกกำรเกิดขึ นตำมธรรมชำติของปลำหมึกเอง  ส่วนปลำหมึกที่น ำเข้ำมำจำก
ต่ำงประเทศ ตรวจพบ free-FA จ ำนวน 1 ตัวอย่ำงร้อยละ 12.5  ปริมำณที่พบ 6.43 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ปลำหมึกน ำเข้ำจำกต่ำงประเทศเก็บตัวอย่ำงที่ห้องเย็นในสภำพแช่แข็งก่อนที่จะมีกำรกระจำยสินค้ำ 
ข้อมูลจำกกำรสัมภำษณ์ผู้ประกอบกำรแจ้งว่ำกำรจับปลำหมึกในอุตสำหกรรมประมงขนำดใหญ่เมื่อจับ
ปลำหมึกได้แล้วจะน ำเข้ำแช่เย็นทันทีก่อนน ำส่งเพ่ือจ ำหน่ำย     ดังนั นปริมำณ free-FA ที่พบอำจเป็นสำร
ที่มีตำมธรรมชำติซึ่งเกิดขึ นในตัวปลำหมึก เมื่อเปรียบเทียบผลกำรศึกษำจำกประเทศอ่ืนเช่น Bianchi F 
และคณะ(35)  ตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free-FA ในปลำหมึกกระดอง ปริมำณที่พบ อยู่ในช่วง 2.91 - 3.27 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  Yeh T-S และคณะ(7) ตรวจวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึกสด 1 ตัวอย่ำง พบ
ปริมำณ 10.4 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่กำรศึกษำในประเทศมำเลเซียตรวจพบ free-FA ในปลำหมึก
น้อยมำกมีค่ำเฉลี่ย 0.490.04 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (74)    ส่วนสไบนำง (สีด ำ) จ ำนวน 24 ตัวอย่ำงน ำมำ
จำกสถำนที่ผลิต ไม่ผ่ำนกระบวนกำรแปรรูปหรือฟอกสีให้เป็นสีขำว ตรวจเบื องต้นด้วยชุดทดสอบไม่พบ
ฟอร์มำลดีไฮด์ ผลกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณที่พบต่ ำกว่ำ LOD  สไบนำงด ำจึงมี free-FA ที่เกิดขึ นตำม
ธรรมชำติน้อยมำกหรือตรวจไม่พบ ดังนั นจำกรำยงำนผลกำรเฝ้ำระวังตำมแผนปฏิบัติกำรประจ ำปีของ
หน่วยงำนต่ำงๆ มีกำรตรวจพบฟอร์มำลดีไฮด์ปริมำณสูงในสไบนำงที่ผ่ำนกระบวนกำรฟอกขำว   อำจมำ
จำกกำรเติมสำรโดยวัตถุประสงค์บำงอย่ำงจึงควรมีกำรเฝ้ำระวัง   เมื่อน ำวิธีวิเครำะห์ free-FA ใน
ปลำหมึกและสไบนำง ขยำยไปใช้ตรวจวิเครำะห์ free-FA ในตัวอย่ำงเห็ดซึ่งเป็นตัวอย่ำงที่มี ส่วนประกอบ
ต่ำงออกไป พบว่ำบำงตัวอย่ำงมีปัญหำสำรรบกวนจนไม่สำมำรถวิเครำะห์ได้  ส ำหรับตัวอย่ำงเห็ดที่
สำมำรถตรวจวัดปริมำณได้ จ ำนวน 21 ตัวอย่ำง ตรวจพบปริมำณ free-FA  น้อยกว่ำ 5 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม 2 ตัวอย่ำง และอีก 16 ตัวอย่ำง ปริมำณที่พบอยู่ในช่วง 5.60 - 22.89 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ค่ำเฉลี่ย 10.81 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีรำยงำนกำรศึกษำที่พบปริมำณ free-FA ในเห็ดจำกฟำร์มของ
ประเทศเบลเยี่ยม ต่ ำกว่ำ 1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (9) แต่รำยงำนกำรศึกษำจำกประเทศอังกฤษ ตรวจ
ฟอร์มำลดีไฮด์รวม (total-FA) ในเห็ดหอมเมื่อใช้วิธีกำรกลั่นในสภำวะที่มีกรด ปริมำณที่พบอยู่ในช่วง 
100-320 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (67) และพบว่ำกำรทอดเห็ดเป็นเวลำ 6 นำที สำมำรถลดปริมำณ
ฟอร์มำลดีไฮด์ลงได้ ขณะที่เมื่อเก็บไว้เป็นเวลำ 10 วันไม่มีผลต่อกำรเพ่ิมขึ นหรือลดลงของฟอร์มำลดีไฮด์ 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำฟอร์มำลดีไฮด์ที่มีตำมธรรมชำติในเห็ดสำมำรถตรวจพบได้ที่ปริมำณค่อนข้ำงสูงหำกใช้
วิธีกำรกลั่นสำรออกมำจำกตัวอย่ำง ซึ่งเป็นกำรตรวจวิเครำะห์ทั ง free-FA และ bound-FAรวมกัน 
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5.2  สรุป 
 
       วิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรมีหลำยเทคนิคที่นิยมน ำมำใช้ มีข้อดีและข้อจ ำกัด แตกต่ำงกัน 
โดยเฉพำะในขั นตอนกำรเตรียมตัวอย่ำงก่อนตรวจวัดปริมำณ เนื่องจำกฟอร์มำลดีไฮด์ที่มีในอำหำรอำจ
เกิดขึ นได้ตำมธรรมชำติหรือมีกำรเติมลงไปด้วยวัตถุประสงค์บำงอย่ำง มีทั งในรูป free-FA และ bound-
FA  ดังนั นวิธีวิเครำะห์ที่น ำมำใช้จึงขึ นอยู่กับวัตถุประสงค์ที่ต้องกำรวัดสำรในรูปใด กำรศึกษำครั งนี 
ต้องกำรตรวจวัดปริมำณ free-FA ในอำหำร โดยตัวแทนที่น ำมำศึกษำคือปลำหมึกและสไบนำง  ซึ่งเป็น
อำหำรที่มีควำมถี่ในกำรตรวจพบฟอร์มำลดีไฮด์สูงกว่ำอำหำรประเภทอ่ืน  วิธีวิเครำะห์ปริมำณ free-FA 
ที่พัฒนำครั งนี  ใช้วิธีกำรสกัดตัวอย่ำงด้วยสำรละลำยกรดอ่อนภำยใต้คลื่นควำมถี่สูง  สำมำรถตรวจวัด
ปริมำณได้ถูกต้องและใกล้เคียงกันโดยเทคนิคโครมำโตกรำฟี ด้วย HPLC-UV หรือ LC-MS/MS และ
เทคนิคสเปคโทรโฟโตเมทรี ด้วย Spectrophotometer  วิธีวิเครำะห์ดังกล่ำวผ่ำนกำรทดสอบควำมใช้ได้
ของวิธีซึ่งด ำเนินกำรเพ่ือยืนยันคุณลักษณะเฉพำะของวิธีวิเครำะห์ที่จ ำเป็นครบถ้วน โดยผลกำรศึกษำ
พบว่ำมีควำมเป็นเส้นตรง ควำมจ ำเพำะเจำะจง และควำมเที่ยง ผ่ำนเกณฑ์ยอมรับตำมมำตรฐำนสำกล 
ขีดจ ำกัดกำรตรวจพบแบบชั่วครำว (temporary LOD) และขีดจ ำกัดกำรวิเครำะห์เชิงปริมำณแบบ
ชั่วครำว (temporary LOQ) เหมำะสมกับปริมำณที่พบตำมธรรมชำติของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร แต่
ด้วยเหตุที่ฟอร์มำลดีไฮด์เป็นสำรที่มีควำมว่องไวในกำรท ำปฏิกิริยำจึงเข้ำไปจับกับสำรอ่ืนได้อย่ำงรวดเร็ว 
ควำมแม่นที่วัดด้วย % recovery จึงไม่เป็นไปตำมเกณฑ์โดยสมบูรณ์ ดังนั นกำรรำยงำนผล จึงแนะน ำให้
ใช้วิธีกำรแก้ค่ำด้วย recovery factor   วิธีวิเครำะห์ที่พัฒนำขึ นนี เป็นวิธีที่ง่ำย มีควำมถูกต้อง สำมำรถ
วิเครำะห์ได้เร็ว จึงสำมำรถน ำมำใช้ในกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณ free-FA เพ่ือกำรเฝ้ำระวังกำรใช้กับ
อำหำรที่ผิดกฎหมำยได้   ทั งนี จำกกำรตรวจวิเครำะห์ ตัวอย่ำงที่เก็บจำกท้องตลำด จ ำนวน 118 ตัวอย่ำง 
ประกอบด้วย ปลำหมึก สไบนำง และขยำยขอบข่ำยไปใช้ตรวจวิเครำะห์ตัวอย่ำงเห็ด   ผลกำรตรวจ
วิเครำะห์ไม่พบ free-FA ในสไบนำง (สีด ำ) ที่ไม่ผ่ำนกระบวนกำรท ำให้ขำว  พบ free-FA ในปลำหมึกและ
เห็ด ร้อยละ 12.7 และ 85.7 ตำมล ำดับ โดยปริมำณ free-FA ที่พบในเห็ดมีค่ำเฉลี่ยสูงกว่ำตัวอย่ำงอ่ืน  
        เพ่ือจะน ำวิธีวิเครำะห์ที่ได้พัฒนำขึ นนี มำจัดท ำเป็นวิธีมำตรฐำนต่อไป จึงจัดให้มีกำรฝึกอบรมเชิง
ปฏิบัติกำร กำรตรวจวิเครำะห์ free-FA ในอำหำร แก่เจ้ำหน้ำที่ห้องปฏิบัติกำรจำกศูนย์วิทยำศำสตร์
กำรแพทย์   กำรฝึกอบรมประกอบด้วย กำรเตรียมตัวอย่ำง กำรสกัด และตรวจวิเครำะห์ free-FA ใน
ปลำหมึกและสไบนำง โดยเทคนิค Spectrophotometer และ HPLC-UV ผลกำรประเมิน พบว่ำ
ผู้เข้ำร่วมฝึกอบรมมีควำมเข้ำใจกระบวนกำร สำมำรถปฏิบัติตำมขั นตอนกำรตรวจวิเครำะห์ได้ถูกต้อง 
และต้องกำรน ำไปศึกษำ ทวนสอบวิธีวิเครำะห์ให้เหมำะสมกับศักยภำพของห้องปฏิบัติกำร เพ่ือปรับใช้ใน
กำรตรวจเฝ้ำระวังกำรปนเปื้อนของสำรฟอร์มำลดีไฮด์ได้ต่อไป 
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5.3  ข้อเสนอแนะ 
 
       เพ่ือขับเคลื่อนโครงกำรพัฒนำกลไกกำรบริหำรจัดกำรควำมเสี่ยงปัญหำสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 
ตำมนโยบำยกระทรวงสำธำรณสุข ในกำรเฝ้ำระวังกำรใช้ฟอร์มำลดีไฮด์ที่ไม่ถูกต้อง ควรมีกำรศึกษำ
ต่อเนื่องดังนี  
        5.3.1  ศึกษำควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ในกลุ่มอำหำรให้ครอบคลุมชนิดอำหำรต่ำงๆ เช่นอำหำร
ทะเลชนิดอ่ืน ผัก ผลไม้ ผลิตภัณฑ์แปรรูปจำกสัตว์ และอำหำรแปรรูปอ่ืนๆ เพ่ือให้สำมำรถน ำวิธีวิเครำะห์
ไปใช้ ในกำรส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ได้ครอบคลุมทุกกลุ่มอำหำร เพ่ือเป็นข้อมูลพื นฐำนในกำร
ก ำหนดเกณฑ์กำรปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำรได้ต่อไป 
       5.3.2  ศึกษำกำรเปลี่ยนแปลง และปริมำณกำรตกค้ำงของฟอร์มำลดีไฮด์ที่ เติมในอำหำร 
เปรียบเทียบกับปริมำณสำรที่ เกิดขึ นเองตำมธรรมชำติ  เพ่ือให้ทรำบถึงสถำนกำรณ์จำกกำรใช้
ฟอร์มำลดีไฮด์ที่ผิดกฎหมำย 
       5.3.3   ผลจำกกำรส ำรวจครั งนี พบว่ำสไบนำง (สีด ำ) ที่ยังไม่ผ่ำนกระบวนกำรฟอกให้ขำว พบ
ฟอร์มำลดีไฮด์ต่ ำมำก ขณะที่ข้อมูลจำกกำรเฝ้ำระวังอำหำรตำมแผนปฏิบัติกำรประจ ำปีของหน่วยงำน
ต่ำงๆ พบว่ำสไบนำงสีขำวตรวจพบกำรปนเปื้อนของฟอร์มำลดีไฮด์มีควำมถี่สูง น่ำจะมำจำกกำรใช้สำรนี 
ด้วยวัตถุประสงค์ อ่ืน จึงควรมีมำตรกำร ควบคุมและก ำกับดูแล  เพ่ือป้องกันกำรปนเปื้อนของ
ฟอร์มำลดีไฮด์ในสไบนำงจำกกำรเติมที่ผิดกฎหมำย 
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การเตรียมตัวอย่าง 

หั่นตัวอย่ำงเฉพำะส่วนที่บริโภคได้ ขนำด ประมำณ 5x5 เซนติเมตร  

ชั่งน  ำหนัก 5 กรัม (บันทึกน  ำหนักที่แน่นอน) ใส่ขวดวัดปริมำตรขนำด 50 มิลลิลิตร 

การสกัดฟอร์มาลดีไฮด์ 

เติมสำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 % (v/v) 30 มิลลิลิตร 

สกัดด้วยคลื่นควำมถี่สูง  เป็นเวลำ 10 นำที (อุณหภูมิ ไมเ่กิน 30 oC) 

เติมอะซิโตไนไตรล์ 15 มิลลิลิตร ปรับปริมำตรเป็น 50 มิลลิลิตร 

 ด้วยสำรละลำยกรดอะซิติก 0.1 % (v/v)   วำงไว้ 1 นำที 

                       เขย่ำให้เข้ำกัน ตั งทิ งไว้ 1 นำที ให้โปรตีน

ตกตะกอน 
เทส่วนของเหลว  30 มิลลิลิตร ลงในหลอดพลำสติกขนำด 50 มิลลิลิตร 

 

Centrifuge ด้วยควำมเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 15 นำที 

 

กรอง test solution ผ่ำนกระดำษกรอง whatman No. 1  
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การท าปฏิกิริยาอนุพันธ์ 

test solution  5 มิลลิลิตร  

เติม DNPH-reagent  1 มิลลิลิตร 

test solution  5 มิลลิลิตร   

เติม Nash’s reagent  5 มิลลิลิตร 

จุ่มในน  ำอุณหภูม ิ60 oC เป็นเวลำ 30 นำที   

Centrifuge ที่ควำมเร็ว 3,500 รอบต่อนำที 
เป็นเวลำ 10 นำที 

  

กรองด้วย syringe filter ชนิด PVDF หรือ 
Nylon ขนำด 0.45 หรือ 0.2 ไมโครเมตร  

 

HPLC-UV หรือ LC/MS-MS            

                 

 

จุ่มในน  ำที่อุณหภูมิ 37 oC  เป็นเวลำ 30 นำท ี

okmu นำที  

Centrifuge ทีค่วำมเร็ว 3,500 รอบต่อนำที 
เป็นเวลำ 10 นำท ี

 

กรองด้วยกระดำษกรอง whatman No. 1 

Spectrophotometer (UV/VIS)   

 

การตรวจวิเคราะห์ 
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ภาคผนวก ข   
ตารางท่ี ข 1 ผลวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึกน ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ 

ล ำดับที ่ สถำนท่ีเก็บตัวอย่ำง ลักษณะ free-FA 
(มิลลิกรัมต่อกโิลกรมั) 

   ชุดทดสอบ HPLC-UV 
1 บ.ORO ซีฟู๊ด จ ำกัด ปลำหมึกกล้วย (Argentine shortfin squid) ทั งตัว 

ปริมำณ 10 ก.ก./กล่อง 
ND ND (1.99) 

2  ปลำหมึกกล้วย (Argentine shortfin squid) จำก
จีน ทั งตัว ขนำด 6-7 นิ ว ปริมำณ 100 กรัม 

ND ND (2.01) 

3  ปลำหมึกกล้วย (Argentine shortfin squid) จำก
ไต้หวันทั งตัว ขนำด 8-9 นิ ว ปริมำณ 150-200 กรัม 

ND ND 

4  ปลำหมึกกล้วย (Argentine shortfin squid) จำก
ไต้หวันทั งตัว ขนำด 8-9 นิ ว ปริมำณ 200-300 กรัม 

ND ND 

5 บจก. เจริญโภคภัณฑ์
อำหำร  

คอ (Giant Squid Neck) ปริมำณ 150-200 กรัม ND ND (0.45) 

6  ปีก (Giant Squid Wick) ปริมำณ 150-200 กรัม ND ND 
7 ห้ำงบ๊ิกซี เอ๊กซ์ บำงใหญ่ ปีกปลำหมึกยักษ์ ND ND 
8  หนวดปลำหมึกยักษ ์ ND ND 
9  คำงปลำหมึกยักษ ์ ND ND 
10  เนื อปลำหมึกยักษ ์ ND ND 
11 ตลำดมหำชัย              

จ.สมุทรสงครำม 
ปลำหมึกกล้วย (Argentine shortfin squid) ทั งตัว  
ขนำด 7-8 นิ ว ปริมำณ 100 กรัม 

ND ND 

12 ตลำดสดทะเลไท  
(ห้องเย็นรัตนำกร)  
จ.สมุทรสำคร 

ปลำหมึกกล้วย (Argentine shortfin squid) ทั งตัว  
ขนำด 7-8 นิ ว ปริมำณ 100 กรัม 

ND ND 

13 Makro รำมอินทรำ ปลำหมึกกล้วย (Argentine shortfin squid) ทั งตัว  
ขนำด 7-8 นิ ว ปริมำณ 150-200 กรัม 

ND 6.43 

14  ปลำหมึกกล้วย (Argentine shortfin squid) ทั งตัว 
กรอบเล็กขนำด 8-9 นิ ว ปริมำณ 150-200 กรัม 

ND ND 

15 Makro ศรีนครินทร ์ เนื อปลำหมึกยักษ์ลอกหนัง ND ND 
16  ปีกปลำหมึกยักษ์ ND ND 
17  หนวดปลำหมึกยักษ ์ ND ND 
18  คำงปลำหมึกยักษ ์ ND ND 
19  เนื อปลำหมึกยักษ์ (จีน) ND ND (2.29) 
20  ปีกปลำหมึกยักษ์ (จีน) ND ND 
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ตารางที่ ข 1 ผลวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึกน ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ (ต่อ) 

ล ำดับที ่ สถำนท่ีเก็บตัวอย่ำง ลักษณะ free-FA 
(มิลลิกรัมต่อกโิลกรมั) 

   ชุดทดสอบ  HPLC-UV 
21 Lotus สุขำภิบำล 1 ปีกปลำหมึกยักษ์ ND ND 
22  หนวดปลำหมึกยักษ ์ ND ND 
23  คำงปลำหมึกยักษ ์ ND ND 
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ตารางท่ี ข 2 ผลวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึก แหล่งจับในประเทศ 

ล ำดับที ่ สถำนท่ีเก็บตัวอย่ำง ลักษณะ free-FA 
(มิลลิกรัมต่อกโิลกรมั) 

   ชุดทดสอบ HPLC-UV 

1 จ.ระนอง ปลำหมึกกล้วยไม่ลอกหนัง 01  
ขนำด 4-5 นิ ว 

ND < 5 (3.29) 

2  ปลำหมึกกล้วยไม่ลอกหนัง 02  
ขนำด 4-5 นิ ว 

ND ND 

3 ตลำดเจ้ำหลำว จ.จันทบุร ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3.5-4.5 นิ ว ND ND 

4  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3.5-4.5 นิ ว ND ND 

5 ตลำดวดัสวนมะม่วง จ.จันทบุร ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3 -4 นิ ว ND ND (0.56) 

6 ตลำดประมงสวนสน จ.ระยอง ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3.5-4.5 นิ ว ND < 5 (3.68) 

7  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3.5-4.5 นิ ว ND ND 

8 ตลำดบ้ำนเพ จ. ระยอง ปลำหมึกกล้วย ขนำด 5 - 7 นิ ว ND ND 
9 ตลำดประมงอ่ำงศิลำ จ. ชลบุร ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 4 - 5 นิ ว ND ND 

10  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 2 - 3 นิ ว ND ND (1.93) 

11  ปลำหมึกกระดอง ขนำด 1.5 – 2 นิ ว ND ND 

12 เรืออวนลำก อ.ขนอม  
จ.นครศรีธรรมรำช 

ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3 -4 นิ ว ND ND 

13 เรืออวนลำก อ.ขนอม  
จ.นครศรีธรรมรำช 

ปลำหมึกกล้วย ขนำด 5 - 7 นิ ว  ND ND 

14 ตลำดเทศบำลคูขวำง จ. 
นครศรีธรรมรำช 

ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3.5 – 5.5 นิ ว ND ND (0.26) 

15 ตลำดปำกพนัง จ. 
นครศรีธรรมรำช 

ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3 – 4.5 นิ ว ND ND 

16 ตลำดนดัสวนตูล จ. สงขลำ ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3 - 5 นิ ว ND <5 (3.79) 
17 ตลำดนดัทุ่งหวัง จ. สงขลำ ปลำหมึกกล้วย ขนำด 2.5 – 4.5 นิ ว ND ND 

18 แหลมตะนอย อ.กันตัง จ.ตรัง ปลำหมึกกล้วย ขนำด 5 - 7 นิ ว ND ND 

19  อ.กันตัง จ.ตรัง ปลำหมึกกล้วย ขนำด 4 - 7 นิ ว ND ND 

20 แพสำรสิน จ. ภูเก็ต ปลำหมึกกล้วย ขนำด 2.5 - 4 นิ ว ND ND (1.97) 

21  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 4 - 6 นิ ว ND ND 

22 จ. ชุมพร ปลำหมึกกล้วย ขนำด 5 - 7 นิ ว ND ND (1.06) 
23  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 4 – 5 นิ ว ND 6.21 

24 ตลำดวังก์พง จ. ประจวบคีรีขันธ ์ ปลำหมึกกล้วย ขนำด 4 - 6 นิ ว ND 7.14 

หมำยเหตุ    ND คือ ตรวจไม่พบ 



 
   

 ส ำนักคุณภำพและควำมปลอดภยัอำหำร   กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย ์
  

91 
รายงานฉบับสมบูรณ ์ โครงกำรศึกษำกำรปนเปื้อนสำรฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร ปีงบประมำณ 2560: 
                                กำรพัฒนำวิธีวิเครำะห์ฟอร์มำลดีไฮด์ในรูปอิสระ (free-formaldehyde) และส ำรวจปริมำณฟอร์มำลดีไฮด์ในอำหำร 

 

ตารางท่ี ข.2 ผลวิเครำะห์ free-FA ในปลำหมึก แหล่งจับในประเทศ (ต่อ) 

ล ำดับที ่ สถำนท่ีเก็บตัวอย่ำง ลักษณะ free-FA 
(มิลลิกรัมต่อกโิลกรมั) 

   ชุดทดสอบ HPLC-UV 

25 ตลำดหัวนำ จ. ประจวบคีรีขันธ์ ปลำหมึกกล้วย ขนำด 4 – 5 นิ ว ND <5 (4.73) 

26  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 2.5 – 3.5 นิ ว ND 5.1 
27 ตลำดเทศบำลชะอ ำ จ.เพชรบุร ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 2.5 – 3.5 นิ ว ND ND 

28  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3.5 - 5 นิ ว ND ND 

29  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 1.5 – 3.5 นิ ว ND ND 

30 ตลำดทะเลไทย จ.สมุทรสำคร ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3 - 6 นิ ว ND ND 

31  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3 - 6 นิ ว ND ND 

32  ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3 - 4 นิ ว ND ND 
33 ตลำดมหำชัย จ. สมุทรสำคร ปลำหมึกกระดอง ขนำด 2 - 4 นิ ว ND ND 

34 ตลำดไอยรำ จ. ปทุมธำน ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 4.5 - 6 นิ ว ND ND 

35 ตลำดไท จ. ปทุมธำน ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 4 - 5 นิ ว ND ND (0.83) 

36 ตลำดไท จ. ปทุมธำน ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3 – 4.5 นิ ว ND ND 

37 ตลำดไท จ. ปทุมธำน ี ปลำหมึกกระดอง ขนำด 1.5 – 2.5 นิ ว ND ND 

38 ตลำดไท จ. ปทุมธำน ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 3.5 – 5.5 นิ ว ND ND 
39 ตลำดไท จ. ปทุมธำน ี ปลำหมึกกล้วย ขนำด 8 – 8.5 นิ ว ND ND 

40 ตลำดไท จ. ปทุมธำน ี ปลำหมึกกระดอง ขนำด 3 – 3.5 นิ ว ND ND 

 ค่ำเฉลี่ย*   4.06 

หมำยเหตุ   ND คือ ตรวจไม่พบ   * คิดเฉพำะตัวอย่ำงท่ีตรวจพบ กรณีที่พบ <5.0 คิดเป็น 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรมั 
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ตารางท่ี ข 3  ผลวิเครำะห์ free-FA ในสไบนำง (สีด ำ) 

ล ำดับที ่ แหล่งที่มำ สถำนท่ีเก็บตัวอย่ำง free-FA 
(มิลลิกรัมต่อกโิลกรมั) 

   ชุดทดสอบ  HPLC-UV 

1 จ้ำงเชือด ตลำดวังน้อย อ.วังน้อย จ.อยุธยำ ND ND 

2  ตลำดพงษ์สว่ำง อ. มวกเหล็ก จ. สระบรุ ี ND ND 

3  ตลำดสดเทศบำลแก่งคอย อ.แก่งคอย  
จ. สระบรุ ี

ND ND (1.34) 

4  ตลำดศำลเจ้ำ ร้ำนมำลี ไกลทัด อ.เมือง จ. สระบรุี ND ND 

5 รับจำกโรงฆ่ำสตัว์บ๊ิกบูม ตลำดศำลเจ้ำ ร้ำนสุภำพหรือแป๊ะประภำ อ.เมือง  
จ. สระบรุ ี

ND ND 

6 จ้ำงเชือด  
(โรงฆ่ำสตัว์เดชำ) 

ตลำดจอมพลปอ (ร้ำนวรริช) อ.พระพุทธบำท  
จ.สระบุร ี

ND ND (1.68) 

7 จ้ำงเชือด ตลำดยิ่งเจรญิ ร้ำนเนื ออำซัน (บัง) บำงเขน 
กรุงเทพฯ 

ND ND (0.31) 

8 รับจำกตลำดไท ตลำดยิ่งเจรญิ ร้ำนเนื อบุศรำ บำงเขน กรุงเทพฯ ND ND (1.43) 

9 จ้ำงเชือด ตลำดยิ่งเจรญิ ร้ำนเนื อนำซิม บำงเขน กรุงเทพฯ ND ND 

10 จ้ำงเชือด ตลำดยิ่งเจรญิ ร้ำนเนื ออิสลำมเละห์ บำงเขน 
กรุงเทพฯ 

ND ND (2.24) 

11 รับจำกโรงเชือดสี่แยกไป
บำงปะหัน 

ตลำดเทศบำลสิงค์บุรี อ.เมือง จ. สิงบุร ี ND ND (2.04) 

12 รับจำกโรงเชือด 
ข้ำงวัดต้นสน 

ตลำดเทศบำลอ่ำงทอง อ.เมือง จ. อ่ำงทอง ND ND 

13 จ้ำงเชือด ตลำดบำงใหญ่ อ.บำงใหญ่ จ.นนทบุรี ND ND (0.10) 

14 จ้ำงเชือด ตลำดปำกเรด็ อ.ปำกเกรด็ จ.นนทบุรี ND ND (0.16) 

15 จ้ำงเชือด ตลำดฐำนเพชร อ.เมือง จ. ปทุมธำนี ND ND (1.86) 

16 จ้ำงเชือด ตลำดฐำนเพชร อ.เมือง จ. ปทุมธำนี ND ND (0.11) 

17 รับมำจำกตลำดรังสติ ตลำดเทศบำลปทุม อ.เมือง จ. ปทุมธำน ี ND ND (1.88) 

18 จ้ำงเชือด ตลำดนดัวันจันทร์ วัดไทรใหญ่ อ. ไทรน้อย  
จ.นนทบุร ี

ND ND (1.53) 

19 รับจำกโรงเชือด ตลำดบ้ำนนำ อ.บ้ำนนำ จ. นครนำยก ND ND (0.91) 

20 รับจำกโรงเชือด ตลำดเทศบำลนครนำยก อ.เมือง จ.นครนำยก ND ND (1.26) 

21 เชือดเอง ตลำดเทศบำลนครนำยก อ.เมือง จ.นครนำยก ND ND (0.25) 

22 รับจำกโรงเชือด ตลำดเทศบำลนครนำยก อ.เมือง จ.นครนำยก ND ND 

หมำยเหตุ   ND คือ ตรวจไม่พบ 
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ตารางท่ี ข.3   ผลวิเครำะห์ free-FA ในสไบนำง (สีด ำ) (ต่อ) 

ล ำดับที ่ แหล่งที่มำ สถำนท่ีเก็บตัวอย่ำง free-FA 
(มิลลิกรัมต่อกโิลกรมั) 

   ชุดทดสอบ HPLC-UV 

23 เชือดเอง ตลำดบำงกะปิ ร้ำนบำทำน บำงกะปิ กรุงเทพฯ ND ND (0.28) 

24 เชือดเอง ตลำดบำงกะปิ ร้ำนเนื อเบน้อย บำงกะปิ กรุงเทพฯ ND ND (2.23) 

25 ร้ำนเชือดเอง ตลำดคลองเตย คลองเตย กรุงเทพฯ ND ND 

26 ร้ำนเชือดเอง ตลำดบำงแค (ร้ำนเจ้แหม่ม) บำงแค กรุงเทพฯ ND ND (0.21) 

27 ร้ำนเชือดเอง ตลำดบำงแค  บำงแค กรุงเทพฯ ND ND 

28 โรงเชือด โรงเชือดบังฟีนอำด ำ อ. คลองหลวง จ. ปทุมธำนี ND ND (0.22) 

29 รับมำจำดคลองหนึ่งแก้ว
นิมิตร 

ตลำดพรพัฒน์ อ.ธัญบุรี จ. ปทุมธำนี ND ND (0.50) 

30 รับมำจำดคลองหนึ่งแก้ว
นิมิตร 

ตลำดรังสิต อ.ธัญบุรี จ. ปทุมธำน ี ND ND 

31 รับมำจำดคลองหนึ่งแก้ว
นิมิตร 

ตลำดสะพำนแดง อ.ธัญบุรี จ. ปทุมธำนี ND ND (2.47) 

32 รับมำจำดคลองหนึ่งแก้ว
นิมิตร 

ตลำดสุชำติ อ.ธัญบรุี จ. ปทุมธำน ี ND ND (1.04) 

33 รับมำจำดคลองหนึ่งแก้ว
นิมิตร 

ตลำดนดั 100 ปี อ.ธัญบุรี จ. ปทุมธำนี ND ND (0.24) 

34 รับมำจำดคลองหนึ่งแก้ว
นิมิตร 

ตลำดพระรปูคลองสอง อ.ธัญบุรี จ. ปทุมธำนี ND ND (1.93) 
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ตารางท่ี ข.4  ผลวิเครำะห์ free-FA ในเห็ด 

ล ำดับที ่ แหล่งที่มำ สถำนท่ีเก็บตัวอย่ำง ลักษณะ free-FA 
 (มิลลิกรมัต่อกิโลกรมั) 

1 ไม่มีข้อมลู - เห็ดหอม 6.88 

2 ในประเทศ ฟำร์มเหด็โพธ์ิทอง เห็ดนำงฟ้ำ ND 

3  ฟำร์มเหด็โพธ์ิทอง เห็ดนำงฟ้ำ ND 

4  ฟำร์มเหด็โพธ์ิทอง เห็ดภฎูำน ND 

5  ฟำร์มเหด็โพธ์ิทอง เห็ดนำงนวล < 5 (3.03) 

6 ต่ำงประเทศ ร้ำนโกลเด้นเพลซ สำขำ ม. เกษตร (T&J) เห็ดหอม 5.75 

7 ต่ำงประเทศ ตลำดยิ่งเจรญิ โซน B  เห็ดหอม 11.07 

8 ในประเทศ ตลำดยิ่งเจรญิ โซน B เห็ดหอม 11.05 

9 ต่ำงประเทศ แมคโคร คลองหลวง  เห็ดหอม 11.78 

10  ตลำดไท คลองหลวงร้ำนท่ี 3 เห็ดหอม 10.31 

11 ในประเทศ นันทิดำ โกษรัก จ. เลย เห็ดหอม 19.72 

12  นงค์นุช ศรีชมษร จ.เลย เห็ดหอม 13.14 

13  วิชัย ชำวนำ จ. เลย เห็ดหอม 11.88 

14  จ. น่ำน เห็ดหอม 16.21 

15 ในประเทศ ท้อปซุปเปอร์มำร์เก็ต สำขำเซนทรัล แจ้ง
วัฒนะ (ไร่อุดมสุข) 

เห็ดหอม 10.51 

16 ต่ำงประเทศ เดอะมอลล์ งำมวงศ์วำน เห็ดหอม 8.01 

17 ในประเทศ ฟำร์ม 1 อ.ปำงมะผ้ำ จ.ล ำปำง เห็ดหอม 22.89 

18  ฟำร์ม 2 อ.ปำงมะผ้ำ จ.ล ำปำง เห็ดหอม 7.59 

19 ต่ำงประเทศ บิ๊กซี สำขำวงศ์สว่ำง เห็ดหอม 5.60 

20  เดอะมอลล์ งำมวงศ์วำน (Natural & 
Premiun Food) 

เห็ดหอม <5 (4.18) 

21  เดอะมอลล์ งำมวงศ์วำน 
 (บ. เอกไทย ฟำร์มมิ่ง จ ำกัด) 

เห็ดหอม 17.25 

 ค่ำเฉลี่ย*   10.81 

หมำยเหตุ     ND คือ ตรวจไม่พบ  * คิดเฉพำะตัวอย่ำงที่ตรวจพบ กรณีที่พบ <5.0 คิดเป็น 2.5 มิลลกิรัมต่อกิโลกรมั 
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