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บทคัดย่อ
การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลในพลาสติกด�าเนินการตามวิธีที่ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน	 EN	 71,	 2005:	

Safety	of	toys	method	โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง	จากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์พบ

ว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง	0.2-10.0	มิลลิกรัมต่อลิตร	ค่าขีดจ�ากัดของการตรวจหาเท่ากับ	0.03	มิลลิกรัมต่อลิตรและขีดจ�ากัดในการวัด

เชิงปริมาณเท่ากับ	0.2	มิลลิกรัมต่อลิตร	ในการศึกษาความโอนเอียงและความเที่ยงของวิธีโดยใช้ตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐาน	3	ระดับ

ความเข้มข้น	(0.2,	4.0	และ	10.0	มิลลิกรัมต่อลิตร)	พบว่ามีค่าคืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ	80-120	และมีค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

อยู่ระหว่าง	0.01-0.04	ค่าคืนกลับและค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่ได้มีค่าอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ	ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของ

วธิวีเิคราะห์นีพ้บว่าไม่มผีลกระทบจากเมทรกิซ์ของตัวอย่าง	เมือ่น�าข้อมลูทีไ่ด้จากการศกึษาความโอนเอยีงและความเทีย่งมาค�านวณค่าความ

ไม่แน่นอนขยายของการวิเคราะห์ฟีนอลในพลาสติกที่ระดับความเช่ือมั่น	 95%	พบว่ามีค่าน้อยกว่าร้อยละ	 20	 ซ่ึงสอดคล้องกับค่าความไม่

แน่นอนเป้าหมายที่ก�าหนดไว้	ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์นี้เหมาะกับการใช้งานตามวัตถุประสงค์	

Abstract
The method validation for determination of phenol in plastic products was performed by the modified method based 

on European Standard EN 71-11, 2005: Safety of toys Method using high-performance liquid chromatography. From the 

study, the calibration graph showed a good linear range from 0.2 to 10 mg/L. The limit of detection was 0.03 mg/L and 

limit of quantitation was 0.2 mg/L. Bias and precision study were performed by using spike samples at 3 concentration 

levels (0.2, 4.0 and 10.0 mg/L). The recoveries of phenol in plastic were between 80-120%. Relative standard deviations 

were between 0.01-0.04. The percentage recovery and relative standard deviation were within acceptance limit. The result 

showed that there is no matrix effect. Then data from bias and precision study could be used to estimate measurement 

uncertainty of the method. The expanded uncertainty of phenol at the confidence level of 95% was less than 20% which 

corresponding to the target uncertainty. Therefore, this method was fit for the intended use.
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1. บทนำ� (Introduction)

ในปัจจุบันพลาสติกมีความส�าคัญต่อชีวิตประจ�าวันเป็นอย่าง

มาก	เครือ่งมอื	เครือ่งใช้	เครือ่งอปุโภคและอปุกรณ์ต่างๆ	ล้วนแล้วแต่

ท�าจากพลาสติกหรือมีพลาสติกเป็นส่วนประกอบ	เนื่องจากพลาสติก

มีคุณสมบัติพิเศษ	คือ	มีความเหนียว	แข็งแรง	น�้าหนักเบา	ทนทาน

ต่อสภาวะต่างๆและสารเคมี	 เป็นฉนวนไฟฟ้าและฉนวนความร้อนที่

ด	ีสามารถน�าไปขึน้รปูเป็นผลติภณัฑ์ได้หลากหลายชนดิ	เช่น	อปุกรณ์

ของเล่นเด็ก	ของตกแต่งบ้าน	เสื้อผ้า	ภาชนะบรรจุอาหารและเครื่อง

ดื่ม	 เป็นต้น	 ซึ่งสารต้ังต้นที่น�ามาใช้ในกระบวนการผลิตพลาสติกมี

หลายชนิด	ขึ้นอยู่กับประเภทและคุณสมบัติของพลาสติกชนิดนั้นๆ	

ฟ ีนอลเป ็นสารชนิดหน่ึงท่ีถูกน�ามาใช ้ เป ็นสารตั้ งต ้นใน

อุตสาหกรรมพลาสติก	 มักพบเจือปนในบรรจุภัณฑ์ส�าหรับอาหาร

และของเล่น	สามารถเข้าสู่ร่างกายเมื่อดื่มน�้าที่ปนเปื้อน	รับประทาน

อาหารที่ปนเปื้อนหรือสัมผัสผลิตภัณฑ์ท่ีปนเปื้อนฟีนอล	 ซ่ึงจะส่งผล

ให้เกดิปัญหาสขุภาพของมนษุย์	โดยความเป็นพษิแบ่งเป็น	2	ประเภท	

คอื	การเป็นพษิเฉยีบพลนั	(acute	toxic)	จะท�าให้เกิดการระคายเคอืง

ต่อผวิหนงั	เยือ่บตุา	เยือ่บรุะบบทางเดนิหายใจ	มอีาการวงิเวียนศรีษะ	

อาเจียน	ท้องร่วง	การได้รับฟีนอลเข้าทางปากเพียง	4.8	มิลลิกรัม	จะ

ท�าให้เสียชีวิตได้ภายใน	15	นาที	ส่วนความเป็นพิษเรื้อรัง	(chronic	

toxic)	 เน่ืองมาจากได้รับฟีนอลเป็นเวลานานจนเกิดการสะสมใน

ร่างกายแล้วเริ่มปรากฏอาการ	เช่น	ท้องร่วง	เบื่ออาหาร	ตับวาย	และ

อาจก่อให้เกิดโรคมะเร็ง	 นอกจากน้ียังอาจท�าให้เกิดการเสื่อมสภาพ

ของโปรตีน	(protein	denature)	และท�าลายผนังเซลล์	[1]	ค่ามาตร

ฐานฟีนอลในผลิตภัณฑ์ของเล่นที่ท�าจากพลาสติก	ตามมาตรฐาน	EN	

71:	 2005	ก�าหนดให้มีค่าไม่เกิน	15	มิลลิกรัมต่อลิตรในสารละลาย

ที่ได้จากการเตรียมตัวอย่างพลาสติก	 การทดสอบหาปริมาณฟีนอล

สามารถด�าเนินการโดยใช้เทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะ

สูง	 ตรวจวัดด้วย	Diode	array	detector	 (DAD)	ที่ความยาวคลื่น	

274	 นาโนเมตร	 ด�าเนินการตามวิธีท่ีดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน	 EN	

71:	 2005	 [2,	 3]	 งานวิจัยน้ีจึงเป็นการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี

วิเคราะห์หาปริมาณฟีนอลในพลาสติก	 (method	validation)	โดย

ศึกษา	คุณลักษณะเฉพาะต่างๆที่ส�าคัญ	ได้แก่	ช่วงความเข้มข้นที่ให้

เส้นโค้งการสอบเทยีบเป็นเส้นตรง	(linearity	range)	ขดีจ�ากดัของการ

ตรวจหา	(limit	of	detection,	LOD)	ขีดจ�ากัดในการวัดเชิงปริมาณ	

(limit	of	quantitation,	LOQ)	ความโอนเอียง	 (bias)	ความเที่ยง	

(precision)	 ผลกระทบจากเมทริกซ์ของตัวอย่าง	 (matrix	 effect)	

และการประมาณค่าความไม่แน่นอนของผลการวดั	(uncertainty	of	

measurement) [4,	5]	เพือ่ยนืยนัความถูกต้องแม่นย�าและน่าเชือ่ถือ

ของผลการทดสอบ	รวมทัง้พสิจูน์ว่าวธิทีีท่ดสอบมคีวามเหมาะสมตรง

ตามวัตถุประสงค์ที่ต้องการใช้งาน

2. วิธีก�รทดลอง (Experimental)

2.1 เครื่องมือและวัสดุอุปกรณ์

2.1.1	เครือ่ง	high	performance	liquid	chromatography	รุน่	

1200	ยีห้่อ	Agilent	ประกอบด้วย	Diode	array	detector	

2.1.2	คอลัมน์	Stainless	steel:	Zorbax	XDB	C18	ความยาว	

150	มิลลิเมตร,	เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน	4.6	มิลลิเมตร,	

บรรจุด้วยวัสดุ	ODS	ขนาดอนุภาค	3.5	ไมครอน

2.1.3	เครือ่งชัง่ยีห้่อ	Mettler	รุน่	AB204	-	S/FACT	ความละเอยีด	

0.0001	กรัม

2.1.4	ขวดแก้ววดัปรมิาตรสีชา	เกรดเอ	(Volumetric	flask	class	

A)	ขนาด	50	มิลลิลิตรและ	100	มิลลิลิตร

2.1.5	ปิเปตวดัปรมิาตร	เกรดเอ	(Volumetric	pipette	class	A)	

ขนาดต่างๆ	

2.1.6 ขวดแก้วใส่สารละลาย (Reagent bottle) ขนาด 250 

มิลลลิติร

2.1.7 บวิเรตต์ เกรดเอ (Burette class A) ขนาด 50 มิลลลิติร

2.1.8 อา่งน�า้ควบคมุอณุหภมิู (Water bath) ย่ีห้อ Heto Lab 

Equipment รุ่น SBD 50 WARM

2.1.9	เยื่อกรองเมมเบรน	Cellulose	acetate	(CA)	ขนาด	0.2	

ไมครอน

2.2 สารมาตรฐาน สารเคมีและอื่นๆ

2.2.1	น�้าปราศจากไอออน	(Deionized	water)

2.2.2	เมทานอล	ชนิด	HPLC	

2.2.3	สารละลายมาตรฐานฟีนอล	ชนิด	GR	ของ	Merck	ใช้เป็น	

working	standard	ความเข้มข้น	1,000	มิลลิกรัมต่อลิตร

2.2.4	วสัดอุ้างองิฟีนอล	ความเข้มข้น	1,000	มลิลกิรมัต่อลติร	ของ	

RESTEK,	Certificate	จาก	RESTEK	lot	no.	A0101912	

(ได้รับการรับรองจาก	irac-MRA	และ	A2LA)

2.2.5	สารละลายมาตรฐานฟีนอล	ระดับ	working	standard	ที่

ความเข้มข้น	0.2,	1.0,	2.0,	4.0,	10.0	มิลลิกรัมต่อลิตร	

เตรียมโดยการเจือจางสารละลายมาตรฐานฟีนอล	 1,000	

มิลลิกรัมต่อลิตร	(ข้อ	2.2.3)	ด้วยน�้าปราศจากไอออน
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2.3 วิธีการวิเคราะห์
2.3.1	 การเตรียมตัวอย่าง

2.3.2	 การวิเคราะห์ด้วยเครื่อง	 high	 performance	 liquid	
chromatography	

การวิเคราะห์หาปริมาณฟีนอล	โดยมีสภาวะดังนี้	อัตราการไหล	

1	มลิลลิติรต่อนาท	ีอตัราส่วนของสารละลายเฟสเคลือ่นที	่40:60	(น�า้	

:	 เมทานอล)	 ความยาวคลื่น	 274	 นาโนเมตรและตั้งอุณหภูมิที่ส่วน

ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมน์ที่	40	องศาเซลเซียส	การระบุพีคของฟี

นอล	โดยการเปรียบเทียบเวลา	 (Retention	time,	 t
R
)	ของพีคสาร

มาตรฐานกับพีคของสารละลายตัวอย่าง	 ค�านวณผลโดยน�าพื้นที่พีค

ของสารละลายมาตรฐานมาสร้างเส้นโค้งการสอบเทียบและน�าพื้นท่ี

พีคของสารละลายตัวอย่างมาค�านวณหาความเข้มข้นของฟีนอล	 ใน

สารละลายตวัอย่าง	(C)	เป็นมลิลกิรมัต่อลติร	(mg/L)	จากนัน้ค�านวณ

ปริมาณฟีนอล	ในตัวอย่าง	(W)	กรัม	

ปริมาณฟีนอล,	mg/kg		 =	

เมื่อ	 C	=	ความเข้มข้นของฟีนอลที่ได้จากเส้นโค้งการสอบ
เทียบ,	mg/L

	 V	=	ปริมาตรสุดท้าย,	mL
	 W	=	น�้าหนักตัวอย่างที่ใช้,	g

2.3.3	การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์	[4]

การหาช่วงความเข้มข้นที่ให้เส้นโค้งการสอบเทียบเป็นเส้น

ตรง	 โดยพิจารณาค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ	 (Correlation	 of	

determination,	R2)	ของเส้นโค้งการสอบเทียบ	โดยค่า	R2	≥	0.995

ขีดจ�ากัดของการตรวจหาและขีดจ�ากัดในการวัดเชิงปริมาณ	

ศกึษาจากการเตมิสารมาตรฐาน	(spike	sample)	ทีม่คีวามเข้มข้นต�า่	

จ�านวน	10	ซ�้า	ลงในตัวอย่าง	จากนั้นค�านวณค่า	และ	

การศึกษาความโอนเอียงและความเที่ยง	 โดยทดสอบตัวอย่าง

ที่เติมสารมาตรฐานอ้างอิงฟีนอล	 ที่ระดับความเข้มข้น	 0.2,	 4.0	

และ	 10.0	 มิลลิกรัมต่อลิตร	 ความเข้มข้นละ	 10	 ซ�้า	 ในสภาวะ	

repeatability	และ	intermediate	repeatability	ตามล�าดับ

การพิสูจน์ผลกระทบจากเมทริกซ์ของตัวอย่าง	 โดยท�าการ

ทดสอบตวัอย่างทีไ่ม่มสีารทีต้่องการทดสอบและทดสอบตวัอย่างทีเ่ตมิ

สารมาตรฐาน	3	ระดับความเข้มข้น	(0.2,	4.0	และ	10.0	มิลลิกรัม

ต่อลิตร)	ความเข้มข้นละ	10	ซ�้า	แล้วสร้างกราฟระหว่างค่าความเข้ม

ข้นของ	matrix	spiked	sample	กับ	ค่าเฉลี่ยของ	Peak	area	จาก

นั้นเปรียบเทียบค่าความชัน	(slope)	ที่ได้กับค่าความชันของเส้นโค้ง

การสอบเทียบ	 โดยเกณฑ์ก�าหนดค่าความชันแตกต่างกันไม่เกินร้อย

ละ	10	จงึจะถอืว่าเมทริกซ์ของตัวอย่างไม่มผีลกระทบต่อการทดสอบ	

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของผลการวัด	 โดยใช้แนวทาง

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี	(Method	validation	approach)	

[5]	หาแหล่งค่าความไม่แน่นอนการวัดปริมาณฟีนอลในพลาสติกโดย

ใช้แผนภูมิก้างปลา	ดังแสดงในรูปที่	1	[6]	จากนั้นค�านวณหาค่าความ

ไม่แน่นอนแต่ละแหล่งและค่าความไม่แน่นอนรวมและค่าความไม่

แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น	95%

รูปที่	1	แผนภูมิก้างปลาแสดงแหล่งของความไม่แน่นอน	ที่ใช้ข้อมูลจากการ
ศึกษา	method	validation
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3.  ผลและวิจ�รณ์ (Results and Discussion)

ผลจากการศึกษาความใช้ได้ของวิธีทดสอบ	พบว่าช่วงความ

เป็นเส้นตรงของสารละลายมาตรฐานฟีนอล	 อยู่ในช่วงความเข้มข้น	

0.2	 -	 10.0	 มิลลิกรัมต่อลิตร	 พบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ	

เท่ากับ	0.99999	ค่าความไม่แน่นอนของการวัดที่ระดับความเชื่อมั่น	

95%	พบว่ามีค่าน้อยกว่าค่าเป้าหมายท่ีก�าหนดไว้ท่ีร้อยละ	 20	 ดัง

แสดงในตารางที่	1

ตารางที่ 1 ขีดจำากัดของการตรวจหา ขีดจำากัดในการวัดเชิงปริมาณ 
ช่วงความเข้มข้นที่ให้เส้นโค้งการสอบเทียบเป็นเส้นตรง และค่าความ

ไม่แน่นอน

พารามิเตอร์ n = 10

ขีดจำากัดของการตรวจหา (มิลลิกรัมต่อลิตร)

ขีดจำากัดในการวัดเชิงปริมาณ (มิลลิกรัมต่อลิตร)

ช่วงความเข้มข้นที่ให้เส้นโค้งการสอบเทียบเป็นเส้นตรง 

(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ร้อยละ)

0.03

0.2

0.2 – 10.0

15.7

จากการศึกษาความโอนเอียงและความเท่ียง	 ในสภาวะ	

repeatability	 และ	 intermediate	 repeatability	 พบว่าค่าส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์น้อยกว่า	 ร้อยละ	 10	 และค่าคืนกลับอยู่

ในช่วงร้อยละ	80	–	120	ดังแสดงในตารางที่	2	และ	3	ตามล�าดับ	

ตารางที่ 2 ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ภายในวันเดียวกัน
และระหว่างวัน

ความเข้มข้นที่เติมลงในตัวอย่าง 

(มิลลิกรัมต่อลิตร)

Repeatability Intermediate 

repeatability

0.2 0.022 0.037

4.0 0.015 0.020

10.0 0.010 0.005

ตารางท่ี 3 ค่าคืนกลับท่ีได้การวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลในพลาสติก  
(n = 10)

ความเข้มข้นที่เติมลงใน

ตัวอย่าง (มิลลิกรัมต่อลิตร)

ความเข้มข้นที่วัดได้  

(มิลลิกรัมต่อลิตร)

ค่าคืนกลับ 

(ร้อยละ)

0.0 0.00 -

0.2 0.21 105

4.0 3.79 95

10.0 9.17 92

การพสิจูน์ผลกระทบจากเมทรกิซ์ของตวัอย่าง	โดยเปรยีบเทยีบ

ค่าความชัน	 ที่ได้จากการสร้างกราฟกรณีมีเมทริกซ์ของตัวอย่าง

พลาสติกซึ่งมีค่าเท่ากับ	16.62	กับค่าความชันกรณีไม่มีเมทริกซ์ของ

ตัวอย่างพลาสติกซึ่งมีค่าเท่ากับ	15.35	พบว่ามีค่าความแตกต่างของ

ความชันเท่ากับร้อยละ	7.7	ข้อมูลแสดงในรูปที่	2	

รูปที่	2	กราฟเปรียบเทียบความสัมพันธ์เชิงเส้นของความเข้มข้นฟีนอลและ
พื้นที่พีก	กรณีไม่มีเมทริกซ์ของตัวอย่างพลาสติกและมีเมทริกซ์ของตัวอย่าง

พลาสติก

4. สรุป (Conclusion)

การทดสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลใน

พลาสติกโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง	 เป็นวิธีท่ี

ดัดแปลงจากวิธีมาตรฐาน	EN	71,	2005:	Safety	of	toys	method	

ผลจากการตรวจสอบคุณลักษณะเฉพาะต่างๆ	 ได้แก่	 ช่วงความเข้ม

ข้นที่ให้เส้นโค้งการสอบเทียบเป็นเส้นตรง	ขีดจ�ากัดของการตรวจหา	

ขีดจ�ากัดในการวัดเชิงปริมาณ	ความโอนเอียง	ความเที่ยง	การพิสูจน์

ผลกระทบจากเนื้อสารและการประมาณค่าความไม่แน่นอน	พบว่า

เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับที่ก�าหนด	 แสดงว่าวิธีทดสอบนี้เหมาะ

กบัการใช้งานตามวตัถปุระสงค์และสามารถน�าไปทดสอบหาปรมิาณฟี

นอลในผลิตภัณฑ์ประเภทพลาสติกเพื่อคุ้มครองความปลอดภัยให้

กับผู้บริโภค	 และสามารถทดสอบตัวอย่างได้ในช่วงความเข้มข้นซึ่ง

รองรับกฎหมายของประเทศทางสหภาพยุโรปที่ก�าหนดไว้ไม่เกิน	15	

มิลลิกรัมต่อลิตร	[3]
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