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การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ
ฟอร์มัลดีไฮด์ในสารฆ่าเชื้อ

น�ยน�รถ พรหมรังสรรค์
นักวิทย�ศ�สตร์ชำ�น�ญก�ร 
กองเคมีภัณฑ์และผลิตภัณฑ์บริโภค

รูปที่ 1 ฟอร์มัลดีไฮด์ที่ใช้เป็นสารฆ่าเชื้อในอาหาร [1]
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 ฟอร์มัลดไีฮด์หรอือกีชือ่หนึง่ท่ีเป็นทีรู่จ้กักันโดยทัว่ไปคอื
ฟอร์มาลนิเป็นสารฆ่าเชือ้ทีม่ปีระสทิธภิาพสงู นยิมใช้กนัอย่าง
แพร่หลายโดยเฉพาะอย่างยิง่ในด้านปศสุตัว์และประมงเนือ่งจาก 
สามารถฆ่าเชื้อได้หลายชนิด เช่น แบคทีเรีย เชื้อรา ไวรัส และ
สปอร์ อย่างไรก็ตามฟอร์มัลดีไฮด์เป็นสารพิษและเป็นสารก่อ
มะเร็งในมนุษย์หากได้รับปริมาณเกิน 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(ส่วนในล้านส่วน) จะท�าให้เกดิการระคายเคอืง มอีาการหายใจ
ติดขัด แสบตา แสบจมูก และหากได้รับปริมาณสูงกว่านี้อาจ
ท�าให้หมดสติและเสียชีวิตได้

 การทดสอบปริมาณฟอร์มัลดีไฮด์ในสารฆ่าเชื้อเพ่ือให้
ทราบปริมาณทีถ่กูต้องนัน้มคีวามส�าคญัทัง้นีเ้พือ่ให้สามารถใช้
สารฆ่าเชือ้ในปรมิาณทีเ่หมาะสม ซึง่จะส่งผลโดยตรงต่อความ
ปลอดภยัของผูบ้รโิภคจากอาหารทีม่กีารน�าฟอร์มลัดีไฮด์ไปใช้
ในกระบวนการผลิต การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ 
ฟอร์มลัดไีฮด์ในสารฆ่าเชือ้เป็นการพฒันาวธิทีดสอบโดยดดัแปลง 

 
 

 

มาจากมาตรฐานวิธี ISO 17226-1: 2008 ซึ่งเป็นวิธีทดสอบ
ปริมาณฟอร์มัลดีไฮด์ในตัวอย่างหนังสัตว์ด้วยเทคนิคไฮเพอร์ 
ฟอร์แมนซ์ลคิวิดโครมาโทกราฟี (High performance liquid 
chromatography, HPLC) ดังนั้นเพื่อให้มั่นใจว่าวิธีการ 
ทดสอบนีม้คีวามเหมาะสมกบัการน�ามาดัดแปลงเพือ่ใช้ทดสอบ 
ตวัอย่างสารฆ่าเช้ือ จงึจ�าเป็นต้องตรวจพสิจูน์ความถูกต้องของ
วิธีซ่ึงเป็นข้อก�าหนดหนึ่งตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 
2017 จากการเตรียมตัวอย่างสารฆ่าเชื้อโดยการท�าปฏิกิริยา
กบั 2,4-dinitrophenyl hydrazine เพือ่เปลีย่นฟอร์มัลดไีฮด์
ให้อยูใ่นรปูสารประกอบเชิงซ้อน แล้วน�าไปทดสอบด้วย HPLC 
ซึ่งตรวจวัดด้วยเครื่องตรวจวัดไดโอดอาเรย์ (diode array) ที่
ความยาวคลืน่ 360 นาโนเมตร พบว่าขดีจ�ากดัในการตรวจหา
ของวิธีทดสอบ (limit of detection, LOD) เท่ากับ 0.0023 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ขีดจ�ากัดในการวัดปริมาณ (limit of 
quantitation, LOQ) เท่ากบั 0.22  มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั ช่วงการ 
ท�าเส้นโค้งสอบเทียบ (standard curve range) ของฟอร์มัลดไีฮด์
เท่ากับ 0.1 ถึง 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงสามารถทดสอบ
ตัวอย่างสารฆ่าเชื้อที่มีปริมาณฟอร์มัลดีไฮด์ได้ตั้งแต่ 0.22 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ถึง ร้อยละ 37.29 มีค่าความไม่แน่นอน
ขยายเท่ากับร้อยละ 6.85
วิธีก�รทดสอบ 
  1. เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ์ และส�รเคมี  
  1.1 เครื่อง HPLC (ยี่ห้อ Agilent รุ่น 1200) ซึ่ง 
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เอกส�รอ้�งอิง 
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ฟอร์มาลีน/
 [2] ISO 17226-1:2008 Leather – Chemical 
determination of formaldehyde content – Part 1: 
     Method using high performance liquid chro-
matography 
 [3] Toy safety standard ST 2002, The Japan 
Toy Association, 10th edition 2010.

แหล่ง 
ค่าความ 

ไม่แน่นอน
ค่าปริมาณ 

(X)

ค่าความ
ไม่แน่นอน
มาตรฐาน 
(u(x))

ค่าความ
ไม่แน่นอน
มาตรฐาน
สัมพัทธ์  
(u(x)/x)

purity of 
potassium 

iodate 
0.9976 0.0144 0.0144

ความโอนเอียง 
(bias)

0.9797 0.02765 0.02705

ความเที่ยง 
(precision)

- - 0.0140

ทดสอบความมีนัยส�าคัญโดยใช้สถิติทดสอบ t (t-test)
  tcal   =  
      = |1-0.980|/0.0265 =   0.7547 
  tcrit   =  2.262, a= 0.05, n = 10
` แสดงว่าการทดสอบไม่มีนัยส�าคัญ
 จากการทดสอบความมีนัยส�าคัญของค่าคืนกลับเฉล่ีย
ของผลการวดั (RS)  ซึง่เป็นการเตมิสารมาตรฐานฟอร์มลัดไีฮด์
ให้ครอบคลุมช่วงการวัด (ตามรูปที่ 2)  พบว่า tcal < tcrit ดัง
นั้นวิธีการทดสอบนี้ไม่มีผลกระทบจากเมทริกซ์
 3.4 การค�านวณค่าความไม่แน่นอน  โดยพจิารณาแหล่ง
ค่าความไม่แน่นอนจากความบรสุิทธ์ิของสารมาตรฐานวสัดุอ้าง
อิงโพแตสเซียมไอโอเดต ค่าความล�าเอียง (bias) และความ
เทีย่ง (precision) ดงัแสดงในตารางท่ี 4 จากนัน้น�ามาค�านวณ
ค่าความไม่แน่นอนรวม (uc) ดังนี้

 ตารางที่ 4 แหล่งของค่าความไม่แน่นอนต่างๆ

  
      = 
  เมื่อ C  =  ความเข้มข้นของฟอร์มัลดีไฮด์, 
      มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
          =  ค่าความไม่แน่นอนจากการทดสอบ 
      ความเที่ยง
    u(R) =  ค่าความไม่แน่นอนจากการทดสอบ 
      ความล�าเอียง

           = ค่าความไม่แน่นอนของสารมาตรฐาน 
      วัสดุอ้างอิงโพแทสเซียมไอโอเดต
     =  0.03369 
  uC     =  0.03369
 จากนั้นน�ามาค�านวณ ค่าความไม่แน่นอนขยาย (U)
  U   = k x uc
        = 2 x 0.03369 ที่ความเชื่อมั่น 95%
        = 0.067 
 หรือความไม่แน่นอนขยาย (ร้อยละ) 6.85

 สรุปผล  
 การศึกษานีแ้สดงถงึการพฒันาวธิทีดสอบฟอร์มัลดไีฮด์
ในสารฆ่าเชือ้โดยใช้เทคนคิ HPLC จากการทวนสอบความใช้ได้
ของวิธีทดสอบฟอร์มัลดีไฮด์ในสารฆ่าเชื้อโดยการตรวจสอบ
คณุลกัษณะเฉพาะต่าง ๆ  ได้แก่ความสัมพนัธ์เชงิเส้น ขดีจ�ากัด
การตรวจหา ขดีจ�ากดัการวดัเชงิปรมิาณ ช่วงการใช้งาน ความ
ล�าเอยีงความเทีย่ง และผลกระทบจากองค์ประกอบในเนือ้สาร 
รวมถึงการประมาณค่าความไม่แน่นอน พบว่าเป็นไปตาม
เกณฑ์การยอมรับที่ก�าหนดค่าความไม่แน่นอนไว้ที่ระดับต�่า
กว่าร้อยละ 20 แสดงว่าวิธีทดสอบนี้เหมาะสมกับการใช้งาน
ตามวัตถุประสงค์ โดยมีค่าความไม่แน่นอนขยายอยู่ในเกณฑ์
ค่าความไม่แน่นอนเป้าหมาย (ร้อยละ 20) สามารถใช้เป็น
ข้อมลูยนืยนัได้ว่าวธิทีดสอบนีผ่้านการทวนสอบความใช้ได้ของ
วธิ ีและสามารถน�ามาให้บรกิารลกูค้าทีต้่องการทดสอบปรมิาณ
ฟอร์มัลดีไฮด์ในสารฆ่าเชื้อได้

 

C
uC
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รายการ สภาวะ

คอลัมน์ รีเวอร์สเฟสชนิดคาร์บอน 18 (C18) : 
150 x 4.6 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 3.5 
ไมครอน

อุณหภูมิตู้อบ 40 องศาเซลเซียส

เฟสเคลื่อนที่ อัตราส่วนอะซีโตไนไตรล์ต่อน้�า คือ 60:40 
ที่อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที

ปริมาตรการฉีด
สารละลาย

20 ไมโครลิตร

การตรวจวัด ไดโอดอาเรย์ วัดค่าการดูดกลืนที่
ความยาวคลื่น 360 นาโนเมตร
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ตรวจวดัด้วยเครือ่งตรวจวดัไดโอดอาเรย์ทีค่วามยาวคลืน่ 360 
นาโนเมตร
  1.2 เคร่ืองชั่ง (ยี่ห้อ Metler รุ ่น AB-204) ชั่ง 
ความละเอียดระดับ 0.1 มิลลิกรัม 
  1.3 เครือ่งแก้ว เช่น ขวดแก้ววดัปรมิาตรชัน้คณุภาพ
วิเคราะห์  (volumetric flask class A), บิวเรต และปิเปต
  1.4 สารเคมีและการเตรียมสารละลาย
      1.4.1 สารมาตรฐานวัสดุอ้างอิง (reference ma-
terial, RM) ที่ใช้คือ โพแตสเซียมไอโอเดต (ยี่ห้อ Merck  
ความบริสุทธิ์ร้อยละ 99.76) 
      1.4.2 สารละลายมาตรฐานฟอร์มัลดีไฮด์ (ยี่ห้อ 
Loba, ความเข้มข้นร้อยละ 37) เตรียมสารละลายมาตรฐาน
ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร โดยปิเปตสารละลายมาตรฐานฟอร์มัลดีไฮด์ความ 
เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 
มิลลิลิตร ลงในขวดปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วเติม acetoni-
trile 4 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตรด้วย
น�้าปราศจากไอออน ก่อนน�าไปใช้งานต้องหาความเข้มข้นท่ี
แน่นอน (standardization) โดยไทเทรตกบัสารมาตรฐานวสัดุ
อ้างอิงโพแตสเซียมไอโอเดต
   1.4.3 กรดออร์โทฟอสฟอริก (ยี่ห้อ Merck, ความ
เข้มข้นร้อยละ 85)
         1.4.4 2, 4-ไดไนโตรฟีนลีไฮดราซนี (2,4- dinitro-
phenylhydrazine) (ยีห้่อ Loba ความเข้มข้นร้อยละ 99, เกรด  
AR) เตรยีมสารละลายโดยช่ัง 0.3 กรมัละลายในกรดออร์โทฟอส 
ฟอริกเข้มข้น (ในข้อ 4.3) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
 1.4.5 อะซีโตไนไตรล์ (ยี่ห้อ Fisher, ความบริสุทธิ์ 
มากกว่าร้อยละ 99.9 เกรด HPLC)
       1.4.6 น�้าปราศจากไอออน (deionized water) 
 2. วิธีดำ�เนินก�ร
  2.1 การเตรียมเส้นโค้งสอบเทียบ
 ปิเปตสารละลายมาตรฐานฟอร์มลัดไีฮด์ความเข้มข้นต่าง ๆ  
ทีเ่ตรยีมได้จากข้อ 1.4.2 ลงในขวดแก้ววัดปรมิาตร 10 มลิลลิติร 
จากน้ันเติมอะซีโตไนไตรล์ ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ตามด้วย
สารละลาย 2,4-dinitrophenylhydrazine ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยน�้าปราศจากไอออน ท�าการ
เก็บสารละลายที่เตรียมได้ในท่ีมืด 1 ช่ัวโมง แล้วจึงน�าไป
ทดสอบด้วยเครื่อง HPLC โดยสภาวะที่ใช้ทดสอบแสดงใน
ตารางที่ 1

ตารางที ่1  สภาวะการท�างานของเคร่ือง HPLC ทีใ่ช้ทดสอบ 
   ตัวอย่าง  

   

 
  2.2 วธิทีดสอบตัวอย่างสารฆ่าเชือ้ด้วยเครือ่ง HPLC 
 ชัง่สารฆ่าเชือ้ใส่ลงในขวดปรมิาตรขนาด 10 มิลลลิติรโดย
ค�านวณน�้าหนักตัวอย่างให้มีปริมาณฟอร์มัลดีไฮด์อยู ่ใน 
ช่วงเส้นโค้งสอบเทียบ วิธีการเตรียมสารละลายตัวอย่างท�า 
เช่นเดียวกันกับการเตรียมสารละลายมาตรฐานฟอร์มัลดีไฮด์
ในข้อ 1.4.2 
  2.3 วธีิค�านวณปรมิาณฟอร์มลัดไีฮด์ในตวัอย่างสาร 
ฆ่าเชือ้
     ความเข้มข้นของฟอร์มัลดีไฮด์ในตัวอย่างสารฆ่าเชื้อ 
ค�านวณได้จากสมการ
 ฟอร์มัลดีไฮด์ (มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)  =   
 เมือ่  C   คือ ความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่าง 
(มิลลิกรัมต่อลิตร)
  D คือ แฟกเตอร์ส�าหรับเจือจาง
  W คือ น�้าหนักตัวอย่าง (กรัม)
  V คือ ปริมาตรเริ่มต้น (มิลลิลิตร) ในการเตรียม
ตัวอย่าง
 3. ผลและวิจ�รณ์  
         3.1 การเตรียมเส้นโค้งสอบเทียบ
 ภายหลงัการทดสอบสารละลายมาตรฐานฟอร์มลัดไีฮด์
ความเข้มข้น 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มลิลกิรมัต่อลิตร 
แล้วน�าพืน้ท่ีพีคไปสร้างเส้นโค้งสอบเทียบเพ่ือหาความสมัพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่พีค พบว่าช่วงของความเข้มข้น
ดังกล่าวมีลักษณะเป็นเส้นตรง โดยมค่ีาสัมประสิทธิก์ารตดัสนิใจ 
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รูปที่ 3 กราฟแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นเพื่อ
ทดสอบผลกระทบจากเนื้อสาร

รูปที่ 2 เส้นโค้งการสอบเทียบระหว่างพื้นที่พีคและความ

เข้มข้นของสารละลายมาตรฐานฟอร์มัลดีไฮด์

พารามิเตอร์
คุณลักษณะเฉพาะของวิธี

ทดสอบ

ความสัมพันธ์เชิงเส้น 

(มิลลิกรัมต่อลิตร)        
0.1 – 1.0

ขีดจ�ากัดการตรวจหา 

(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม) 
0.0023

ขีดจ�ากัดการวัดเชิงปริมาณ 

(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)
0.22

ช่วงการใช้งาน
0.22 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ถึง 
ร้อยละ 37.29

ค่าคืนกลับ 

(ร้อยละ) 
90.0 – 110.0

ระดับ
ความ 
เข้มข้น

สาร 
มาตรฐานที่

เติม

ความเข้มข้น 
เจือจาง 

(มิลลิกรัมต่อ
ลิตร)

ค่าคืน
กลับ 
(Rs)

1  
0.0000 

มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม

0.0000 -

2 0.1120 0.1120 0.980

3 ร้อยละ 12.91 0.5163 1.006

4 ร้อยละ 37.29 0.8577 0.953

Rs เฉลี่ย 0.980

u(Rs) 0.0265

(coefficient of determination, R2) เท่ากับ 0.99995  
แสดงว่าช่วงความเข้มข้นของวิธีทดสอบปริมาณฟอร์มัลดีไฮด์
ในช่วงความเข้มข้นดังกล่าวมีความเป็นเส้นตรงอยู่ในเกณฑ์
ยอมรับได้ ดังรูปที่ 2 
 

          

  3.2 คุณลักษณะเฉพาะของวิธีทดสอบปริมาณ 
ฟอร์มลัดไีฮด์ในสารฆ่าเชื้อแสดงในตารางที่ 2
     ตารางที่ 2  คุณลักษณะเฉพาะของวิธีทดสอบ   

 

 

 3.3 การศึกษาผลกระทบจากองค์ประกอบในเนื้อสาร 
(matrix effect)  ท�าการเตมิฟอร์มลัดไีฮด์ทีท่ราบความเข้มข้น
ลงในสารฆ่าเชื้อที่ไม่มีฟอร์มัลดีไฮด์ โดยเตรียมท่ีความเข้มข้น 
3 ระดบัคอื ความเข้มข้นต�า่ กลาง และสงู จากนัน้ท�าการทดสอบ 
จ�านวน 10 ครัง้ ได้ค่าปรมิาณฟอร์มลัดไีฮด์คนืกลบั ดงัแสดงผล
ในตารางที่ 3 และเมื่อสร้างเส้นโค้งสอบเทียบเพื่อหาความ

สมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นและพ้ืนทีพ่คีดงัรปูที ่3 พบว่าช่วง
ของความเข้มข้นดังกล่าวมีลักษณะเป็นเส้นตรง โดยมีค่า
สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, 
R2) เท่ากบั 0.99994 แสดงว่าช่วงความเข้มข้นของวธิทีดสอบ
ปริมาณฟอร์มัลดีไฮด์ในช่วงความเข้มข้นดังกล่าวมีความเป็น
เส้นตรงอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ 

 

  จากนั้นท�าการทดสอบความมีนัยส�าคัญโดยใช้สถิต
ทดสอบ t (t-test) เพ่ือพิสูจน์ว่าช่วงของความเข้มข้นที่ใช้
ทดสอบปริมาณฟอร์มัลดีไฮด์ด้วยวิธีน้ีไม่ได้รับผลกระทบจาก
องค์ประกอบในเนื้อสาร (matrix effect) โดยค�านวณจาก
ข้อมูลในตารางที่ 3
ตารางที่ 3 สรุปค่าคืนกลับ (Rs) ของทุกช่วงความเข้มข้น 
   และค่าความไม่แน่นอนของ Rs (u(Rs))




