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บทคัดย่อ 

 

Permethrin เม่ืออยู่ในร่างกายจะเกิดเมแทบอลิซึมท่ีตบัโดยปฏิกิริยา Hydrolysis ด้วยเอนไซม ์

Carboxylesteraseให้ Phenoxybenzyl alcohol เน่ืองจากในเลือดมีเอนไซมน้ี์อยู่ดว้ยจึงอาจมีผลต่อความถูกตอ้ง

ของการวเิคราะห์ permethrinในเลือด งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคศึ์กษาปัจจยัท่ีมีผลต่อความเสถียรของ Permethrin 

ในตวัอย่างเลือด  ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิและระยะเวลาโดยตั้งตวัอยา่งเลือดไวท่ี้อุณหภูมิ 25, 4 และ -20ºC 

เป็นระยะเวลา 0, 0.5, 1, 2 และ 4 ชัว่โมง ตามล าดบั  พบวา่ค่า Metabolic ratio ของ trans- และ cis-Permethrin มี

ค่ามากข้ึนเม่ือเวลาผา่นไป และมีค่าต ่าสุดท่ีอุณหภูมิ -20ºC การศึกษาอิทธิพลของกรด trifluoroacetic acid (100: 

1 และ 200: 1)  และ HClO4 (50: 1, 100: 1, 200: 1, 225: 1 และ 250: 1) และอิทธิพลของกรด HClO4 (200: 1 และ 

225: 1) ร่วมกบัการแช่ตวัอยา่งเลือดในน ้ าแข็งพบว่า การเติมกรด HClO4 อตัราส่วน 200: 1 ร่วมกบัการแช่

ตวัอยา่งเลือดในน ้ าแข็งท าให้มีค่า Metabolic Ratio ต ่าท่ีสุด จึงสรุปวา่ การเตรียมตวัอยา่งเลือดโดยการเติมกรด

และลดอุณหภูมิเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการลดการสูญเสีย permethrin ก่อนการวเิคราะห์ 
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ABSTRACT 

 

Permethrin is metabolized by hydrolysis via carboxylesterase in liver producing 

phenoxybenzyl alcohol. Since this enzyme also exists in blood, that may affect the accuracy of 

permethrin quantification. This study was aimed to determine the stability of permethin in blood 

sample.  To investigate effects of temperature and time, blood samples were left  at 25, 4 and -

20ºC for 0, 0.5, 1, 2 and 4 h, respectively. Metabolic ratios for trans- and cis-permethrin 

increased when the time increased, and were the lowest at -20 ºC. Effects of trifluoroacetic acid 

(100: 1 and 200: 1) and HClO4 (50: 1, 100: 1, 200: 1, 225: 1 and 250: 1), and  those of HClO4 

(200: 1 and 225: 1) in combination with cooling the sample in ice showed thatadding HClO4 

(200: 1) combining with cooling in ice resulted in the lowest metabolic ratio. In conclusion, 

sample preparing by adding acid and reducing the sample temperature are the optimum 

conditions to decrease the loss of permethrin before analysis. 
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บทน า 

 Permethrin เ ป็ น ส า ร ก า จั ด แ ม ล ง ก ลุ่ ม 

Synthetic Pyrethroids ท่ีพฒันามาจากสาร Pyrethrum 

ซ่ึงสกดัจากดอกไมก้ลุ่มเบญจมาศ (Chrysanthemum 

spp.)    Synthetic Pyrethroids  มีความเสถียรต่อแสง

มากกว่าสาร Pyrethrum แต่มีความเป็นพิษต่อสัตว์

เล้ียงลูกดว้ยนมต ่ากวา่ สาร Pyrethroids แบ่งออกเป็น 

2 กลุ่ม คือ type I  และ type II   โครงสร้างทางเคมี

ของทั้ง 2 กลุ่มแตกต่างกนัตรงท่ี type II มี cyanide อยู่

ดว้ย จึงเรียกอีกช่ือหน่ึงว่า  -Cyanopyrethroids    

โครงสร้างท่ีแตกต่างกนัน้ีท าให้สาร 2 กลุ่ม มีความ

เป็นพิษแตกต่างกนั ความเป็นพิษในคนมกัเกิดจาก 

type II มากกวา่ type I การศึกษาในสัตวท์ดลองพบวา่

สาร pyrethroids type I ท าให้เกิดกลุ่มอาการ tremor 

Symdrome ไดแ้ก่ Fine Tremor, Hyperreflexia และ 

Sympathetic Overactivity ส่วน Pyrethroids Type II 

ท าให้เกิดกลุ่มอาการ Choreoathetosis/salivation 

syndrome ซ่ึงได้แก่ Salivation, Coarse Tremor, 

Choreoathetosis, Hyperreflexia, Sympathetic 

Overactivity และ Convulsion(1) สารกลุ่ม Synthetic 

Pyrethroids เม่ือเขา้สู่ร่างกายจะเกิดเมแทบอลิซึมท่ีตบั

เป็นส่วนใหญ่โดยการเกิดปฏิกิริยา hydrolysis ด้วย

เอนไซม์ Carboxylesterase ท าให้ได้ Phenoxybenzyl 

alcohol ซ่ึ ง ไม่ มีพิษ  ก่ อนจะ ถูกขับออก (2)    

Carboxylesterase นอกจากจะมีอยู่ท่ีตบัแลว้ยงัมีอยู่ท่ี

อวยัวะอ่ืนๆไดแ้ก่ ไต ล าไส้เล็ก และเลือด(3, 4)  ในดา้น

การแพทย ์พิษวิทยา และนิติวิทยาศาสตร์ ท่ีตอ้งมีการ

เก็บตวัอย่างเลือดเพื่อตรวจวดัระดบัสาร Permethrin 

จึงควรตระหนกัถึงการเกิดปฏิกิริยา Hydrolysis โดย

เอนไซม์ดงักล่าวในตวัอย่างเลือดซ่ึงจะมีผลต่อความ

เสถียรของ Permethrin ก่อนท่ีจะน ามาสกัดและ

วเิคราะห์หาปริมาณของ Permethrin ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

วตัถุประสงค์ 

 1. เพื่อศึกษาผลของปัจจยัทางกายภาพ ไดแ้ก่ 

อุณห ภู มิ  เ ว ล า  คว าม เ ป็นกรด  ต่ อระดับของ 

Permethrin และ Phenoxybenzyl alcohol ในตวัอยา่ง

เลือด  

 2. ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีจะท าให ้

Permethrin ในตวัอยา่งเลือดมีความเสถียรสูงสุด 

วธีิด าเนินการวจัิย 

สารเคมี 

 Acetonitrile (HPLC grade, Millinckrodt 

Baker Inc., NJ, U.S.A.), methanol (HPLC grade, 

Millinckrodt Baker Inc., NJ, U.S.A.), chloroform 

(VWR International Ltd, Pool, U.K.), acetic acid 

(Millinckrodt Baker Inc., NJ, U.S.A.), สารมาตรฐาน 

permethrin ความบริสุทธ์ิ 98% (trans-permethrin 

71.7%, cis-permethrin 26.4%) (SIGMA-ALDRICH, 

Inc., P.O., Germany), heparin, trifluoroacetic acid 

(TFA) (Millinckrodt Baker Inc., NJ, U.S.A.), 

perchloric acid (HClO4) (Millinckrodt Baker Inc., 

NJ, U.S.A.) 

วสัดุและเคร่ืองมือ  

VertiPak TM C18 (200 mg/3mL) (Vertical 

chromatography Co., LTD, Thailand), Sunfire TM C18 

guard column, 204.6 mm i.d., 5 µm (Waters 
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Corporation, Massachusetts, U.S.A), Fortis TM C18 

column, 1504.6 mm i.d., 5 µm (Fortis TM  

Technologies Ltd., UK), analytical balances model 

AB 204-S (METTLER TOLEDO, Greifensee, 

Switzerland), automatic pipette 100 µL (Eppendorf, 

Hamburg, Germany), automatic pipette 1000 µL 

(SOCOREX, Isba S.A., Switzerland ), ultrasonic 

bath model JAC 2010 (Kodo, Hwaseong, South 

Korea), vortex genie-2 (Sciencetific Industries, New 

York, USA), refrigerated centrifuge (SORVALL 

RC-3B Plus, Greifensee, Switzerland)  

 รูปแบบการทดลอง 

 การเตรียมสารละลายเข้มข้นและสารละลาย

มาตรฐาน permethrin 

 เตรียมสารละลายเขม้ขน้ permethrin ท่ีความ

เขม้ขน้ 1000 µg/mLโดยชั่งสารมาตรฐาน 10 mg 

ละลายดว้ย Acetonitrile ในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 

mL แลว้ปรับปริมาตรดว้ย Acetonitrile หลงัจากนั้น

เตรียมสารละลายมาตรฐาน Permethrin โดยท าการ

เจือจางสารละลายเข้มข้นด้วย Acetonitrile ให้ได้

ความเขม้ขน้ 500 µg/mL  

  การเกบ็ตัวอย่างเลอืดและการเตรียมพลาสมา    

ท าการวางยาสลบหนูดว้ย Ether หลงัจากนั้น

เก็บตวัอยา่งเลือดโดยการเจาะเลือดจากแอ่งเลือดใตต้า

ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีสาร Heparin ความเขม้ขน้ 60 

u/mL โดยใชอ้ตัราส่วนของ Heparin  0.1 mL ต่อเลือด    

1 mL ผสมให้เขา้กนั  หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งเลือดท่ี

ผสมกบั heparin แลว้ (Heparinized Blood)ไปป่ัน

ทนัทีท่ี 1600g เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4ºC เพื่อ

แยกส่วนของพลาสมา   

การเตรียมตัวอย่าง plasma blank 

น าตวัอยา่งเลือดท่ีผสมกบั Heparin แลว้ ไป

ป่ันทนัทีท่ี 1600g เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4ºC 

เพื่อแยกส่วนของพลาสมา  หลงัจากนั้นปิเปตพลาสมา 

ปริมาตร 200 µL ใส่ลงในหลอดทดลอง แลว้จึงน ามา

สกดั หลงัจากนั้นน าไปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC         

อทิธิพลของตัวกลาง 

 เตรียมสารละลาย Permethrin ในตวัท าละลาย

อินทรียโ์ดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน Permethrin 

ความเขม้ขน้ 500 µg/mL ปริมาตร 50 µL ลงในหลอด

ทดลอง เติม Acetonitrile ปริมาตร 450 µL เพื่อให้มี

ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 50 µg/mL เขย่าให้เขา้กนั

เบาๆ (ท าซ ้ า 3 คร้ัง)       

เตรียมสารละลาย Permethrin ในตวัอย่าง

เลือดโดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน Permethrin ความ

เขม้ขน้ 500 µg/mL ปริมาตร 50 µL ลงในหลอด

ทดลอง แลว้เติมตวัอยา่งเลือดท่ีผสมกบั Heparin แลว้ 

ปริมาตร 450 µL เขยา่ให้เขา้กนัเบาๆ แลว้น าไปแยก

ส่วนของพลาสมาก่อนท าการสกดั (ท าซ ้ า 3 คร้ัง)  

  อทิธิพลของอุณหภูมิและเวลา      

ปิเปตสารละลายมาตรฐาน Permethrin ความ

เขม้ขน้ 500 µg/mL ปริมาตร 50 µL เติมลงไปใน

หลอดทดลอง หลงัจากนั้นเติมตวัอยา่งเลือดท่ีผสมกบั 

heparin แลว้ ปริมาตร 450 µL เพื่อให้ไดต้วัอยา่งเลือด

ท่ีมีความเขม้ขน้ของ Permethrin 50 µg/mL เขยา่ให้

เข้ากันเบาๆ น าตวัอย่างเลือดไปตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ           

วารสารพิษวทิยาไทย 2553 ; 25(2)                                                                                                         107

                                                                                                                   



 

25 ºC (อุณหภูมิห้อง) 4 ºC (ช่องท าความเยน็ปกติของ

ตูเ้ยน็ ) และ -20 ºC (ช่องแช่แข็งของตูเ้ยน็) ทั้งน้ีได้

ตรวจสอบอุณหภูมิโดยใชเ้ทอร์โมมิเตอร์    

 ตวัอย่างเลือดถูกตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิดงักล่าว 

เป็นเวลา 0, 0.5, 1, 2, และ 4 ชัว่โมง ตามล าดบั ก่อน

น าไปป่ันแยกเพื่อเอาส่วนของพลาสมามาท าการสกดั 

(ท าซ ้ า 3 คร้ัง) 

 อทิธิพลของความเป็นกรด 

 ปิเปตตวัอย่างเลือดท่ีผสมกบั Heparin แล้ว 

ปริมาตร 450 µL เติมลงไปในหลอดทดลอง หลงัจาก

นั้นเติมกรด TFA เขม้ขน้ 70% ดว้ยอตัราส่วนระหวา่ง

ตวัอยา่งเลือดต่อกรด 100: 1 และ 200: 1 หรือกรด 

HClO4 เขม้ขน้ 98% ดว้ยอตัราส่วนตวัอยา่งเลือดต่อ

กรด 50: 1, 100: 1, 200: 1, 225: 1 และ 250: 1 

หลังจากนั้ นเขย่าให้เข้ากันและ เ ติมสารละลาย

มาตรฐาน Permethrin ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg/mL 

ปริมาตร 50 µL เพื่อให้ได้ตวัอย่างเลือดท่ีมีความ

เขม้ขน้ของ Permethrin 50 µg/mL เขย่าให้เขา้กนั 

น าไปป่ันแยกทนัทีเพื่อเอาส่วนของพลาสมามาท าการ

สกดั (ท าซ ้ า 2 คร้ัง)     

อิทธิพลของความเป็นกรดร่วมกับการรักษา

อุณหภูมิ   

ปิเปตตวัอย่างเลือดท่ีผสมกบั Heparin แล้ว 

ปริมาตร 450 µL เติมลงไปในหลอดทดลอง เติมกรด 

HClO4 อตัราส่วน 200: 1 และ 225: 1 เขยา่ให้เขา้กนั 

หลังจากนั้นเติมสารละลายมาตรฐาน Permethrin ท่ี

ความเขม้ขน้ 500 µg/mL ปริมาตร 50 µL เพื่อให้ได้

ตัวอย่างเลือดท่ีมีความเข้มข้นของ Permethrin  

50 µg/mL เขยา่ใหเ้ขา้กนั   แลว้น าไปแช่ไวใ้นบีกเกอร์

ท่ีมีน ้ าแข็งซ่ึงวดัอุณหภูมิได ้3 ºC เป็นเวลา 30 นาที 

ก่อนน าไปป่ันแยกทนัทีเพื่อเอาส่วนของพลาสมามา

ท าการสกดั (ท าซ ้ า2 คร้ัง)  

วธีิการสกดัตัวอย่างพลาสมา    

วิธีการสกัดดัดแปลงมาจากวิธีของ Junting 

และ Chuichang (5) โดยน าตวัอยา่งพลาสมา 200 µL 

ใส่ในหลอดทดลองขนาด 5 mL  ท าตวัอย่างให้เป็น

กรดดว้ยการเติม 1 N Acetic Acid 60 µL เขยา่ให้เขา้

กนัดว้ย vortex เป็นเวลา 30 วินาที   น าไปสกดัโดยใช้

เทคนิค solid phase extraction (SPE) โดยใช ้VertiPak 
TM C18 - Tubes 200 mg/3mL เร่ิมจากการ Precondition 

Cartridge ด้วย Chloroform, Methanol, Methanol: 

Deionized Water (อตัราส่วน 1: 1 ) และ deionized 

water อย่างละ 3 mL ตามล าดบั หลงัจากนั้น load 

ตวัอย่างพลาสมาใส่ลงไปใน Cartridge ท าการล้าง

ดว้ย Deionized Water 3 mL แลว้ชะดว้ย Chloroform 

3 mL    ตวัอยา่งท่ีท าการสกดัไดน้ าไประเหยจนแห้ง

ดว้ยไอไนโตรเจนท่ีอุณหภูมิห้อง ละลายส่วนท่ีเหลือ

ดว้ย Acetonitrile 200 µL แลว้ท าการวิเคราะห์ดว้ย 

HPLC  

เคร่ืองมือและสภาวะในการวิเคราะห์ด้วย 

HPLC          

 เค ร่ือง High Performance Liquid 

Chromatograph, HPLC (Agilent 1200 Series, DE, 

U.S.A.) ต่อกบัตวัตรวจวดั diode array และระบบ

ประมวลผล Agilent Chemstation Software System 

(CA, U.S.A) สภาวะของ HPLC ดดัแปลงมาจากวิธี
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ของ Abu-Qare และคณะ(6) คอลมัน์ท่ีใช้เป็นชนิด 

Reverse-Phase Fortis TM C18 column (1504.6 mm 

i.d., 5  m) ซ่ึงต่อกบั Sunfire TM C18 guard column 

(204.6 mm i.d., 5  m)  อุณหภูมิของคอลมัน์

เท่ากบั 25 ºC    เฟสเคล่ือนท่ีประกอบดว้ย Deionized 

Water และ Acetonitrile และแยกสารโดย Gradient 

Program โดยเร่ิมตน้ท่ี  70%  Acetonitrile  ท่ีเวลา 0-4 

นาที แลว้เพิ่มข้ึนเป็น 100% Acetonitrile  ในนาทีท่ี 5 

-20 หลงัจากนั้นปรับลดลงเป็น 70% Acetonitrile  ใน

นาทีท่ี 21-23 อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีเท่ากับ 

1.4 mL/min   ปริมาตรของตวัอย่างท่ีฉีดเขา้สู่ระบบ

เท่ากับ 20 µL และตรวจวดั Permethrin และ 

Phenoxybenzyl Alcohol ท่ีความยาวคล่ืน 210 nm 

วเิคราะห์ผลการทดลอง 

 บนัทึกค่าพื้นท่ีใต้กราฟ (Peak area) ของ 

Permethrin ทั้ ง trans- และ cis-isomers และ 

Phenoxybenzyl alcohol แล้วน ามาค านวณหาค่า 

Metabolic Ratio (MR) ส าหรับ trans- และ cis-

isomers จากสูตรต่อไปน้ี 
 

permethrin-trans

alcohol zylphenoxyben

areapeak mean 

 areapeak mean 
 permethrintransMR

 

permethrin-cis

alcohol zylphenoxyben

areapeak mean 

 areapeak mean 
 permethrincisMR  

ค านวณหาค่าร้อยละการคืนกลบั 

(%recovery) ส าหรับ trans- และ cis-isomers จากสูตร

ต่อไปน้ี  
 

injectiondirect areapeak mean 

extractionafter  areapeak mean 
cov%

permethrin-trans

permethrin-trans
 permethrintrnaseryre

 

injectiondirect areapeak mean 

extractionafter  areapeak mean 
cov%

permethrin-cis

permethrin-cis
 permethrinciseryre

ผลการวจัิยและอภิปรายผล 

อทิธิพลของตัวกลาง  

ผลของตวักลางท่ี Permethrin ละลายอยู่ นัน่

คือในตวัท าละลายอินทรีย ์และในเลือดแสดงดงัรูปท่ี 

1 ค่าเฉล่ียพื้นท่ีใต้กราฟของ trans- และ cis-

Permethrin ท่ีอยู่ในตวัอย่างเลือดมีค่าต ่ากว่าค่าเฉล่ีย

พื้นท่ีใต้กราฟของ Permethrin ท่ีอยู่ในตวัท าละลาย

อินทรีย ์โดยค่าเฉล่ียพื้นท่ีใตก้ราฟของ Permethrin ใน

ตัวอย่างเลือดมีค่าต ่ ากว่าในตัวท าละลายอินทรีย ์

50.77% ส าหรับ trans-isomer และ 24.28% ส าหรับ 

cis-isomer อตัราส่วนพื้นท่ีใตก้ราฟ ของ trans-: cis-  

Permethrin ท่ีอยู่ในตวัท าละลายอินทรีย ์มีค่าเท่ากับ 

2.54   ในขณะท่ี อตัราส่วนพื้นท่ีใตก้ราฟของ trans-: 

cis- Permethrin ในตวัอยา่งเลือดมีค่าเท่ากบั 1.65 ซ่ึง

เป็นผลมาจากการลดลงอย่างมากของ trans-isomer 

ใ นตั ว อ ย่ า ง เ ลื อ ด     น อ ก จ า ก น้ี ย ัง ต ร ว จพบ 

Phenoxybenzyl Alcohol  ในตวัอย่างเลือดแต่ไม่พบ

ในตัวอย่างท่ีเป็นสารละลาย Permethrin ในตัวท า

ละลายอินทรีย ์Phenoxybenzyl Alcohol เป็นเมแทบอ

ไลทท่ี์เกิดจากปฏิกิริยา Hydrolysis ของ Permethrin 

โ ด ย เ ฉ พ า ะ  trans-isomer (2)  โ ด ย เ อ น ไ ซ ม ์

carboxylesteraseซ่ึงมีอยู่ในเลือด จึงเป็นไปได้ว่า ใน

ระหว่างการเตรียมพลาสมาซ่ึงตอ้งใช้เวลาอย่างน้อย 

15 นาที ในการป่ันเหวี่ยง Permethrin ซ่ึงอยูใ่นเลือด

ไดถู้กเปล่ียนให้เป็น Phenoxybenzyl Alcohol การท่ี 

Peak Area ของ trans-Permethrin ลดลงมากกวา่ cis-

isomer และการท่ีอตัราส่วนพื้นท่ีใตก้ราฟของ trans-: 
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cis- ลดลง รวมทั้ งการตรวจพบ Phenoxybenzyl 

alcohol เฉพาะในตวัอย่างเลือด แสดงให้เห็นว่า ใน

ตวัอยา่งเลือดมีการเปล่ียนแปลงของ trans-Permethrin 

ให้เป็น Phenoxybenzyl Alcohol  นัน่คือมีการเกิด 

Hydrolysis ของ Permethrin 

อทิธิพลของอุณหภูมิและเวลา   

 ผลของอุณหภูมิและเวลาท่ีมี ต่อการเกิด 

hydrolysis ของ trans- และ cis-permethrin ไปเป็น 

phenoxybenzyl alcohol แสดงดว้ยค่า MR (รูปท่ี 2)   

ผลการทดลองพบวา่ท่ีอุณหภูมิห้องนัน่คือ 25C  การ

ตั้งตวัอย่างเลือดท่ีมีสาร permethrin อยู่ด้วยเป็นเวลา

ต่างๆ ตั้งแต่ 0, 0.5, 1, 2 และ 4 ชัว่โมง ท าให้ค่า MR 

ส าหรับ trans-permethrin มีค่าเพิ่มข้ึนอยา่งมาก และท่ี

อุณหภูมิ 25C  น้ีค่า MR มีค่าสูงสุดตั้งแต่ 1 ชัว่โมง

เป็นตน้ไป     MR ส าหรับ cis-permethrin มีค่าเพิ่มข้ึน

เพียงเล็กนอ้ย (รูปท่ี 2A)       

ในท านองเดียวกัน เม่ือตั้ งตวัอย่างเลือดท่ีมี 

permethrin ความเข้มข้นท่ีเท่ากันอยู่ด้วยท่ีอุณหภูมิ 

4C ค่า MR ส าหรับ trans-permethrin มีค่าเพิ่มข้ึน

ตามเวลา ท่ีผ่านไป แต่ มีค่ า เพิ่ม ข้ึนน้อยกว่า เ ม่ือ

เปรียบเทียบกับท่ีอุณหภูมิห้อง(25C) (รูปท่ี 2B)   

เม่ือตั้งตวัอยา่งเลือดท่ีอุณหภูมิ -20C ค่า MR ส าหรับ 

trans-permethrin มีค่า เพิ่มข้ึนตามเวลาเช่นกันโดย

เพิ่มข้ึนนอ้ยท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัท่ีอุณหภูมิ 25C 

และ 4C (รูปท่ี 2C)    ค่า MR มีค่าสูงสุดท่ีเวลา 4 

ชั่วโมง  และค่า MR ส าหรับ trans-permethrin ท่ี

อุณหภูมิ 25C มีค่าเป็น 29 และ 117 เท่า ของค่า MR 

ท่ีอุณหภูมิ 4C และ -20C ตามล าดบั 

โด ยปก ติก า รท า ก า รทดลอง  มัก ท า ท่ี

อุณหภูมิห้องซ่ึงมีอุณหภูมิประมาณ 25C อาจสูงกวา่

หรือต ่ากว่าน้ีเล็กน้อย แม้ว่าตวัอย่างเลือดจะถูกเก็บ

ออกมาจากสัตว์ทดลองและน าไปป่ันแยกพลาสมา

ทนัที ก็ยงัมีการสูญเสียของ permethrin ไปบางส่วน

ซ่ึงเป็นไปได้ว่าเกิดจากปฏิกิริยา hydrolysis โดย

เอนไซมใ์นเลือด ดงัท่ีได ้กล่าวมาแลว้ขา้งตน้ จากการ

ทดลองน้ีพบว่าค่า MR มีค่าเพิ่มข้ีนเม่ือระยะเวลา

เพิ่มข้ึน ซ่ึงหมายถึง การมีระดบัของ phenoxybenzyl 

alcohol เพิ่มข้ึน นัน่ก็คือมีการเกิด hydrolysis ของ 

permethrin  และการท่ี MR ส าหรับ trans-permethrin 

สูงกว่า MR ส าหรับ cis-permethrin ก็เป็นการแสดง

ให้เห็นว่า phenoxybenzyl alcohol เกิดจาก trans-

isomer มากกวา่ cis-isomer    ดงันั้นผลการทดลอง

แสดงให้เห็นว่า เม่ือตวัอย่างเลือดถูกตั้งทิ้งไว ้ยิ่งนาน

ข้ึนก็ยิ่งท าให้เกิดการสูญเสีย permethrin ไปมากข้ึน 

ตั้งแต่เวลา 1 ชัว่โมงเป็นตน้ไปการสูญเสีย permethrin 

เกิดข้ึนสูงสุด      

อย่างไรก็ตามการตั้ งตัวอย่าง เ ลือดไว้ท่ี

อุณหภูมิท่ีต ่าลง ในท่ีน้ีคือ ท่ี 4C และ -20C พบว่า

ยงัคงมีการสูญเสีย permethrin เกิดข้ึนแต่นอ้ยลง และ

เม่ือตั้ งไว้นานข้ึนการสูญเสียเกิดมากข้ึน ผลการ

ทดลองน้ีช้ีให้เห็นว่าอุณหภูมิท่ีลดลงไม่สามารถหยุด

ปฏิกิริยา hydrolysis ได้เพียงแต่ช่วยชะลอการ

เกิดปฏิกิริยาให้ช้าลง  ซ่ึงสอดคล้องกบังานวิจยัของ 

Avramides (7) ไดศึ้กษาสภาวะของการเก็บรักษาสาร

ก าจดัแมลงต่างๆซ่ึงรวมทั้ง permethrin ดว้ยท่ีอุณหภูมิ

ต่างกันคือ ท่ีอุณหภูมิของช่องแช่แข็ง อุณหภูมิห้อง 
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4C และ -20C ตามล าดับ พบว่า permethrin เม่ือ

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องใชร้ะยะเวลาในการเก็บไวไ้ด้

สั้นท่ีสุด การสูญเสีย permethrin ในการทดลองน้ีไม่

น่าจะเป็นผลมาจากการถูกท าลายด้วยแสงสว่าง

เน่ืองจากระหว่างท าการทดลอง ผูท้ดลองไดป้้องกนั

แสงสว่างด้วยการหุ้มหลอดทดลองทุกหลอดท่ีใส่

ตวัอยา่งท่ีมี permethrin ดว้ยอะลูมิเนียมฟอลย์ 

อทิธิพลของความเป็นกรด 

 ผลของการเติมกรด TFA และ HClO4 ใน

อตัราส่วน 100: 1 และ 200: 1 ลงในตวัอยา่งเลือดท่ีมี

ต่อ ค่า MR และค่าเปอร์เซ็นร้อยละการคืนกลบัของ

การสกดัแสดงดงัรูปท่ี 3 ค่า MR ส าหรับทั้งทั้ง trans- 

และ      cis-permethrin มีค่าลดลง หลังการเติมกรด 

TFA และ HClO4 ลงในตวัอยา่งเลือดเม่ือเปรียบเทียบ

กบัตวัอย่างเลือดท่ีไม่ไดเ้ติมกรดทั้งสอง เปรียบเทียบ

การเติมกรด TFA หรือ HClO4  ในอตัราส่วน 100: 1 

ท าให้ค่า MR ส าหรับ trans- และ cis-permethrin ต ่า

กวา่การเติมกรดในอตัราส่วน 200: 1 แต่ค่าเปอร์เซ็น

ร้อยละการคืนกลบัมีค่าต ่ากว่า    การเติมกรด TFA 

200: 1 ท าให้ค่า MR มีค่าสูงกวา่เม่ือเติมกรด HClO4 

200: 1  ดงันั้นชนิดของกรดท่ีน่าจะพิจารณาส าหรับ

การเติมลงในตวัอย่างเลือดน่าจะเป็น HClO4 เพราะ

สามารถท าให้ค่ า  MR มีค่ าน้อยและย ังให้

ประสิทธิภาพการสกดัท่ีดี  

 เม่ือทดลองปรับอตัราส่วนของกรด HClO4 

ตั้งแต่ 50: 1 ถึง 250: 1 พบวา่ดว้ยอตัราส่วน 200: 1 

และ 225: 1 ท าให้ค่า MR ของ permethrin มีค่าต ่ากวา่

เม่ือเทียบกบัอตัราส่วน 50: 1 และ 250: 1 (รูปท่ี 4) 

จากผลการทดลองช้ีให้เห็นวา่ การท าให้ตวัอยา่งเลือด

เป็นกรดช่วยชะลอการสูญเสีย permethrin ทั้งน้ีข้ึนอยู่

กบัชนิดของกรดและอตัราส่วนท่ีเติมลงไปซ่ึงมีผลต่อ

ความเป็นกรดในตวัอยา่งเลือด อยา่งไรก็ตามปัจจยัทั้ง

สองมีผลต่อประสิทธิภาพการสกัดด้วย ในการหา

สภาวะท่ีเหมาะสมจึงตอ้งค านึงถึงเร่ืองน้ีดว้ย 

อทิธิพลของความเป็นกรดร่วมกบัการลด

อุณหภูมิ 

 เม่ือเติมกรด HClO4  ลงในตวัอยา่งเลือดดว้ย

อตัราส่วน 200: 1 และ 225: 1 ร่วมกบัการลดอุณหภูมิ

โดยการแช่ตวัอยา่งเลือดในน ้ าแข็ง พบวา่การเติมกรด

ดว้ยอตัราส่วน 200: 1 ร่วมกบัการแช่ตวัอยา่งเลือดใน

น ้ าแข็งท าให้ค่า MR มีค่าต ่าท่ีสุด (< 0.1)  (รูปท่ี 4)   

ซ่ึงต ่ากวา่การเติมกรดท่ีอตัราส่วนเดียวกนั หรือการลด

อุณหภูมิเพียงอยา่งเดียว  ดงันั้นการท าสภาวะน้ีจึงเป็น

สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการชะลอการสูญเสีย 

permethrin ในตวัอยา่งเลือด 

สรุปผลการทดลอง  

 ท่ีอุณหภูมิท่ีคงท่ีการสูญเสีย permethrin ท่ีอยู่

ในตวัอย่างเลือด เพิ่มข้ึนเม่ือตั้งตวัอย่างไวเ้ป็นระยะ

เวลานานข้ึน  การสูญเสียลดลงเม่ืออุณหภูมิลดลง และ

ท าตวัอย่างให้เป็นกรด   การสูญเสีย permethrin ต ่า

ท่ีสุดเม่ือท าตวัอย่างให้เป็นกรดร่วมกับการควบคุม

อุณหภูมิของตวัอย่างให้ต ่าลง   ดงันั้นในขั้นตอนการ

เตรียมตัวอย่างเลือดก่อนการสกัดและวิ เคราะห์ 

permethrin ควรควบคุมสภาวะให้เหมาะสมท่ีสุดเพื่อ

ท าให้ permethrin ในตวัอยา่งเลือดมีความเสถียรมาก

ท่ีสุด 
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รูปที ่1 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าเฉล่ียพื้นท่ีใตก้ราฟ ( ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน) ของ trans-permethrin, 
cis- permethrin และ phenoxybenzyl alcohol ท่ีอยูใ่นตวัท าละลายอินทรีย ์(acetonitrile) กบั ในตวัอยา่งเลือด 
(n=3) 
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รูปที ่2 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง metabolic ratio (MR) ส าหรับ trans-permethrin MRtrans-permethrin) และ 

cis-permethrin (MRcis-permethrin) กบัเวลาต่างๆ ท่ีอุณหภูมิ 25C (A), 4C (B) และ -20 C (C) 
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รูปที ่3 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการท าตวัอยา่งใหเ้ป็นกรดดว้ย TFA, HClO4 ท่ีอตัราส่วน 100: 1 และ 

200: 1 กบั metabolic ratio (MR) และค่าร้อยละของการกลบัคืน (%recovery) ของ trans-permethrin และ cis-

permethrin 
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รูปที ่4 กราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งการท าตวัอยา่งใหเ้ป็นกรดดว้ย HClO4 ท่ีอตัราส่วน 50: 1, 200: 1, 225: 
1, 250: 1, และ 200: 1 และ 225: 1 ร่วมกบัการแช่ตวัอยา่งในน ้าแขง็ (ice cooled) กบั metabolic ratio (MR) และ 
ค่าร้อยละของการกลบัคืน (%recovery) ของ trans-permethrin และ cis-permethrin 
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