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บทคัดย่อ 
แนปทาลีน หรือลูกเหม็น เป็นสารอินทรียร์ะเหยง่ายท่ีมีการใชก้นัอยา่งแพร่หลายในการป้องกนัแมลง 

อย่างไรก็ตาม สารน้ีถูกจดัอยู่ในกลุ่มสารก่อมะเร็งและอาจก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพ โดยเฉพาะกลุ่ม

ประชากรท่ีมีความเส่ียง เช่น เด็กเล็ก และผูใ้ห้นมบุตร เม่ือแนปทาลีนเข้าสู่ร่างกาย จะเปล่ียนเป็นสาร 

1-naphthol และ 2-naphthol ซ่ึงสามารถตรวจพบไดใ้นปัสสาวะและน ้ านมแม่ การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์ เพื่อ

พฒันาวิธีการวิเคราะห์สารดงักล่าวในน ้ านมแม่ โดยใช้ตวัอย่างนมผงสูตรส าหรับทารกท่ีมีองค์ประกอบทาง

โภชนาการใกลเ้คียงกบันมแม่เป็นแบบจ าลอง ตวัอยา่งนมผงถูกเติมสารมาตรฐานในระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ

จากนั้ นน ามาย่อยด้วยกรดเกลือ สกัดด้วย Solid Phase Extraction ระเหยแห้ง แล้วจึงท าปฏิ กิ ริยากับ

BSTFA+1%TMCS และวิเคราะห์โดยใช ้Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) การพฒันาวิธีการ

วิเคราะห์น้ีเป็นไปตามหลกัเกณฑ์ของ USFDA Guidance จากการศึกษา พบวา่ มีค่าความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรงท่ี

ดี  โดยมี  r2 = 0.998 ส าหรับ1-naphthol และ r2 = 0.998 ส าหรับ 2-naphthol ในช่วงความเข้มข้นท่ี ศึกษา

(10.00-500.00 ng/ml) มีความไวในการตรวจวดัต ่าสุดท่ี 10.00 ng/ml มีค่าความถูกตอ้งอยูใ่นช่วง 95.73-114.96 %

และค่าความแม่นย  าอยูท่ี่ 0.03-15.02 %CV ในช่วงความเขม้ขน้ท่ีศึกษา (10.00, 25.00, 50.00 และ 100.00 ng/ml)

วิธีการวิเคราะห์ท่ีพฒันาข้ึนสามารถน าไปใช้ตรวจวดัสาร 1-naphthol และ 2-naphthol ในน ้ านมแม่ไดอ้ย่างมี

ประสิทธิภาพ ซ่ึงจะมีประโยชน์ต่อการประเมินความเส่ียงจากการปนเป้ือนของสารดงักล่าวในน ้ านมแม่ และ

สามารถน าไปใช้ในการก าหนดมาตรฐานความปลอดภยัของผลิตภณัฑ์นมส าหรับทารกได้ อย่างไรก็ตาม

การศึกษาในอนาคตควรขยายไปสู่การวิเคราะห์ในตวัอยา่งน ้ านมแม่จริงเพื่อยืนยนัผลการศึกษาเพิ่มเติม
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Abstract 

Naphthalene, also known as mothballs, is a volatile organic compound widely used in 

insect repellents. However, it is classified as a carcinogen and can cause health effects, 

particularly in at-risk populations such as children and breastfeeding individuals. When 

naphthalene gas is inhaled, it is metabolized into 1-naphthol and 2-naphthol, which are excreted 

in urine and breast milk. This study aimed to develop a method for detecting naphthalene 

metabolites in breast milk using laboratory-prepared samples made from milk powder (baby 

formula) with chemical compositions similar to human breast milk. The 1-naphthol and 2-

naphthol were added to the study as indicated. The samples obtained from the extraction are 

dried and reacted with BSTFA+1%TMCS and further analyzed by Gas Chromatography-Mass 

Spectrometry (GC-MS). The method complied with USFDA Guidance requirements. The linear 

correlation was observed in the concentration range of 10.00-500.00 ng/ml for 1-naphthol (r2 = 0.998) 

and for 2-naphthol (r2 = 0.998). The limit of detection by this method was 10 ng/ml with the accuracy 

ranged from 95.73-114.96% and the precision was 0.03-15.02 %CV at the studied concentrations 

(10.00, 25.00, 50.00 and 100.00 ng/ml). The development of a method for analyzing 1-naphthol and 

2-naphthol in milk has been able to analyze the following substances well. The method 

demonstrates high accuracy according to the specified criteria and is suitable for application to 

human breast milk, particularly donated milk, before it is provided to infants. However, further 

research is needed to explore the analysis of naphthalene metabolites in human breast milk. 
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บทน า 

แนปทาลีน (Naphthalene) หรือท่ีรู้จกักนั
ดีในช่ิอ “ลูกเหม็น” เป็นสารระเหยท่ีมีก ล่ิน
เฉพาะตวันิยมใช้ในการขบัไล่แมลงรบกวนใน
บา้นเรือน แต่สารแนปทาลีนเองถูกจดัให้เป็นสาร
ก่อมะเร็งในมนุษย ์หรืออาจจะก่อมะเร็งในมนุษย์
ได้1,2 ด้วยเหตุท่ีสารแนปทาลีนอาจจะท าให้เกิด
มะเร็งไดใ้นมนุษยจึ์งมีหลายประเทศให้ความส าคญั
และก าหนดค่าของการปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อม 
หรือในอาคารไม่ให้เกินมาตรฐาน เช่น ประเทศ
แคนนาดา ก าหนดวา่ตอ้งมีสารระเหยแนปทาลีน อยู่
ในอาคารไดไ้ม่เกิน 10 ไมโครกรัมต่อตารางเมตร3 
เป็นต้น สารแนปทาลีนเม่ือเข้าสู้ร่างกายจะถูก
เปล่ียนเป็น สารแนปทอนส์ (Naphthols) ซ่ึงจะ
เป็นตวัช้ีวดัการได้รับสารแนปทาลีน จะพบอยู่     
2 รูป คือ 1-แนปทอน (1-naphthol, beta-naphthol, 
1-naph) และ 2-แนปทอน (2-naphthol, alpha-
naphthol, 2-naph)4,5 ในปัสสาวะของผู ้ท่ีได้รับ
สัมผสั โดยมีสูตรทางเคมีคือ C10H8O เหมือนกนั
ทั้งสองชนิด แต่ 1-naph อาจจะมาจากสารเมทา
บอไลตข์องยาฆ่าแมลงคาร์บาริลไดเ้ช่นกนั6 การท่ี
ลูกเหม็นนิยมน ามาเป็นสารขบัไล่แมลงรบกวน 
แมลงสาป หรือ อ่ืนๆ  จึงมักจะน าไว้ไว้ใน
หอ้งนอน ตูเ้ส้ือผา้ ในบา้นเรือนท่ีมีผูอ้ยูอ่าศยั เป็น
ท่ีน่ากงัวลโดยเฉพาะบา้นเรือนท่ีมีผูอ้ยู่อาศยัเป็น
หญิงตั้งครรภ์ หรือก าลังให้นมบุตร เพราะสาร
เหล่าน้ีสามารถเข้าสู่ร่างกายและขบัออกมาทาง
น ้ านมได้7-9 สารดงักล่าวจะส่งผลกระทบรุนแรง
ทั้งในผูใ้หญ่และเด็กท่ีขาด glucose-6-phosphate 
dehydrogenase (G6PD) ซ่ึงจะส่งผลรุนแรงถึงขั้น
เสียชีวิต เน่ืองจากสารดังกล่าวมีการขบัออกมา
ทางน ้ านมได ้ดงันั้นถึงแมท้ารกไม่ไดส้ัมผสัสาร

โดยตรงก็อาจจะไดรั้บสารดงักล่าวผา่นทางน ้านม
แม่ได้ ซ่ึงสามารถส่งผลต่อสุขภาพของทารกได้
เช่นกนั 

ปัจจุบนัมีการศึกษาเก่ียวกบัการวิเคราะห์
แนปทาลีนและสารเมตาบอไลต์ในตัวอย่างทาง
ชีวภาพต่างๆ เช่น ปัสสาวะและเลือด ซ่ึงวเิคราะห์ได้
ด้วย GC-MS, LC-MS/HPLC หรือหลายเทคนิค10-21 
อย่างไรก็ตาม ยงัมีขอ้มูลการวิเคราะห์สารเมตา
บอไลตข์องแนปทาลีนในน ้ านมแม่ค่อนขา้งจ ากดั 
งานวิจัย ก่อนหน้า น้ี ส่วนใหญ่เน้นไป ท่ีการ
ตรวจหาแนปทาลีนในน ้ านมแม่22-23 มากกว่า      
สารเมตาบอไลต ์

ดังนั้ นงานวิจัยน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อ
พฒันาวิธีการวิเคราะห์ 1-naphthol และ 2-naphthol 
ในนมผงสูตรส าหรับทารก ซ่ึงเป็นแบบจ าลอง
ของน ้ านมแม่ เพื่อประเมินความเป็นไปไดใ้นการ
น าวิธีการน้ีไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบการ
ปนเป้ือนของสารเมตาบอไลต์แนปทาลีนใน
น ้านมแม่จริง ผลการศึกษาคร้ังน้ีจะเป็นประโยชน์
ต่อการประเ มินความเ ส่ียงและการก าหนด
มาตรฐานความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์นม
ส าหรับทารก รวมถึงการส่งเสริมสุขภาพของ
ทารกแรกเกิด 

 
วสัดุ สารเคมี และวธีิด าเนินการวจัิย  

สารมาตรฐานและสารเคมี 
1 - naph ( >99% ) , 2- naph ( >99% ) , 

phenylephrine (98%) และ N,O-bis trimethylsilyl) 
Trifluoro-acetamide + 1% Trimethylchlorosilane 
(BSTFA+1%TMCS) จาก Sigma (St. Louis, MO, 
USA)  กรด HCl และสารเคมี อ่ืนๆเ ป็น เกรด
ส าหรับงานวเิคราะห์ทางหอ้งปฏิบติัการ 
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เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโตรมิทรี 

(GC-MS) 

เคร่ือง GC-MS เป็น Agilent 7890A ท่ี ฉีด
ตวัอย่างด้วย split/splitless การศึกษาน้ีจะใช้ column 
ช นิ ด  30m HP- 50 +  column ขน า ด  0. 2 mm 
I.D.×0.25 mF.T และตั้งโปรแกรมในการใชง้านท่ี 
Oven temperature 80◦C คงท่ีไว ้1 นาที จากนั้น 
เพิ่มความร้อนเป็น 300 ◦C ในอัตราเพิ่มของ
อุณหภูมิ 20◦C/นาที และคงไว ้5 นาที ใช้ EI เป็น 
70eV ท่ี อุณหภู มิ  230 °C โหมด ท่ี ใช้ ในก าร
วิเคราะห์มวลโมเลกุลเป็น Full-scan mass spectra 
(m/z 50–700)  ในการวิ เคราะห์มวลโมเลกุล
โดยรวม และยืนยนัมวลโมเลกุลของสารดว้ยการ
เลือกมวลจ าเพาะ(Select ion mass, SIM) m/z 201, 
216 และ 202 ส าหรับ 1-naph , m/z 201, 216, และ 
202  ส าหรับ 2 -naph และ m/z 267  และ  280 
ส าหรับ phenylephrine ใช้เป็น Internal Standard 
(IS) เน่ืองจากเป็นสารท่ีมีโครงสร้างท่ีมีหมู่ OH ท่ี
สามารถท าปฏิกิริยา silylation ได้ เป็นสารท่ีมี
ขนาดโมเลกุลเล็กและคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัสาร
ท่ีจะศึกษา และไม่เกิดปฏิกิริยากบัส่วนประกอบ
อ่ืนๆ ในตวัอยา่ง 
 

การเตรียมสารมาตรฐานและการเตรียมตัวอย่าง 
สารมาตรฐาน 1-naph, 2-naph และ IS ถูก

ชั่งด้วยเคร่ืองชั่ง ท่ีมีความละเอียดสูง และถูก
ละลายในเมทานอลให้ได้ความเข้มข้น 1,000 
µg/mL และจดัเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20°C เพื่อรักษา
ความเสถียรของสารและใช้เป็น stock standard 
ในการศึกษาคร้ังน้ีจะน าสารมาตรฐานท่ีเตรียมไว้
มาเตรียมเป็นสารท่ีจะท าการศึกษา (working 
standard) ตลอดการศึกษา โดยเจือจางความ

เข้มข้นของ stock standard ด้วย 50% deionize 
water ในเมทานอล ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ี 10,000 ng/ml 
ส าหรับ 1-naph และ 2-naph ส่วน IS เตรียมให้มี
ความเขม้ขน้ท่ี 100 ng/ml เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป  

ตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษาเป็นการเตรียม
จากนมผงท่ีใชช้งเพื่อเด็กทารกในอตัราส่วนท่ีเป็น
ค าแนะน าของบริษทัผูผ้ลิต จากนั้นน าตวัอย่างมา
เติมสารท่ีจะศึกษา เพื่อท าการศึกษาความถูกตอ้ง
ของวิธีวิเคราะห์ ตามข้อก าหนดของ  US Food 
and Drug Administration (FDA)  guidance24 
ประกอบดว้ย การท า calibration curve ซ่ึงเป็นการ
เติมสารผสมลงไปในตัวอย่างน ้ านมในความ
เข้มข้นตั้งแต่ 10.00-500.00 ng/ml จ  านวน 6 จุด 
ศึกษาจุดละ 3 คร้ัง เตรียมตวัอย่างโดยใช้น ้ านม
ปรับความเข้มข้นของ working standard ให้ได้
ความเขม้ขน้ท่ีจะศึกษาทุกความเขม้ขน้ในปริมาตร 
100 CC ด้วยขวดปรับปริมาตร volumetric flask 
และเก็บตัวอย่าง ท่ี เตรียมไว้ในตู้เย็น 2-8°C 
ตั ว อ ย่ า ง ท่ี เ ต รี ย ม ข้ึ น จ ะ น า ม า เ พื่ อ ห า ค่ า
ความสัมพนัธ์เชิงเส้น (Linearity) ของวิธีการ การ
ท าการศึกษาซ ้ า (Reproducibility) เพื่อศึกษาค่า
ความแม่นย  า (Precision) และ ค่าความถูกต้อง 
(Accuracy) ของวธีิดว้ย โดยการเตรียมตวัอยา่งท่ีมี
ความเขม้ขน้ท่ี 10.00 (LLOQ), 25.00, 50.00 และ 
100.00 ng/ml จ านวน 3 คร้ัง และวเิคราะห์ต่อเน่ือง 
3 วนั การศึกษาคร้ังน้ีจะท าการศึกษาหาค่าการ
สกัดคืนกลับ (Recovery) การศึกษาค่าต ่ าสุดท่ี
วิเคราะห์ได้ (Limit of detection, LOD) และ ค่า
ต ่ า สุ ด ท่ี ร า ย ง า น ค่ า ไ ด้  (The lower limit of 
quantitation, LLOQ) เพื่อหาค่าความเช่ือมัน่ในการ
วิเคราะห์ ส่วนการศึกษาความคงตัวระยะสั้ น 
(Short term stability) ตวัอยา่งท่ีเตรียมข้ึนมาในแต่
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ละความเข้มข้นจดัแบ่ง และเก็บไวใ้นตู้แช่แข็ง      
-20 °C ก่อนศึกษาจะน ามาตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องจน
ตวัอยา่งละลายจึงท าการศึกษาต่อไป  
 

การสกดัและการเปลี่ยนรูปสาร 

น าตวัอย่างน ้ านมท่ีเติมสารท่ีจะศึกษามา
ผสมกบักรด HCl ในสัดส่วน น ้ านม 200 µl ท่ีเติม 
IS ความเขม้ขน้ 100 ng/ml ลงไปในตวัอยา่ง 50 µl 
กบักรด 50 µl จากนั้นน าตวัอย่างอบในอุณหภูมิ 
80°C นานคร่ึงชัว่โมงเพื่อยอ่ยโปรตีนท่ีจบักบัสาร
ท่ีจะศึกษา จากนั้นน าออกมาพกัให้เย็นแล้วเอา
ตั ว อ ย่ า ง ม า ส กั ด ด้ ว ย เ ท ค นิ ค  Solid Phase 
Extraction (SPE)  ด้วย  SPE ชนิด mixed strong 
anion exchange adsorbent (MAX) :  SPE จะล้าง
ดว้ย Methanol 1 cc. ตามดว้ย น ้ า DI 1 cc. จากนั้น
ใส่ตวัอยา่งผา่นเขา้ไปใน SPE โดยผา่นการดูดดว้ย 
เคร่ือง Manifolds เม่ือตวัอย่างผ่านส่วน SPE แลว้
ก็ล้างด้วย น ้ า DI 1 cc. และ 5% methanol ในน ้ า 
DI 1 cc. ปล่อยใหเ้คร่ืองดูดของเหลวท่ีคา้งใน SPE 
ออกจนแหง้ ประมาณ 5 นาที จึงชะสารท่ีจะศึกษา
ออกมาโดยใช้ 2%NH2OH/Methanol 1 cc.  ชะ
ออกมา แลว้น าตวัอยา่งไประเหยแห้งดว้ยการเป่า
ด้วยแก๊สไนโตรเจนในน ้ าอุณหภูมิ 40°C เม่ือ
ตัวอย่างแห้งดีแล้วก็เอาตัวอย่างนั้ นมาเติมสาร
เปล่ียนรูป (Derivative reagent) ชนิด BSTFA+ 
1%MTSC 50 µl ผสมกับ ethyl acetate 50 µl น า
ตวัอย่างไปอบด้วยอุณหภูมิ 80°C นาน 15 นาที 
จากนั้ นน าตัวอย่างท่ีเย็นแล้วไปวิเคราะห์ด้วย
เคร่ือง GC-MS ต่อไป  
 

 

ผลการวจัิย 

ศึ ก ษ า ค ว า ม ถู ก ต้ อ ง ข อ ง วิ ธี  Selectivity แ ล ะ 

Sensitivity 

การศึกษาน้ีใชเ้คร่ือง GC-MS ในการแยก
สารท่ีจะศึกษาออกจากตวัอย่างน ้ านม โดยอาศยั
คุณสมบติัของ column ในเคร่ือง GC-MS ซ่ึงจะ
สามารถแยกสารต่างๆท่ีมีคุณสมบติัไม่เหมือนกนั 
แต่สาร 1-naph กบั 2-naph เป็นสารท่ีมีคุณลกัษณะ
และมวลโมเลกุลเท่ากนัคือ 144.17 g/mol ต่างกนั
ตรงต าแหน่งของ hydroxyl group ดงันั้นการแยก
สาร 2 ชนิดออกจากกนัจึงยาก แต่การเปล่ียนรูป
ขอ งส า ร โด ย ใ ช้  BSTFA+ 1%TMCS ท า ใ ห้
คุณสมบติัของสารดงักล่าวต่างกนัเล็กน้อย แต่มี
มวลโมเลกุลเท่ากนัเช่นเดิม ซ่ึงสามารถแยกสาร
ออกจากกนัได ้(รูปท่ี 1) โดยสาร 2-naph มี peak 
ข้ึนท่ีเวลา 8.289 สาร 1-naph ข้ึนท่ีนาทีท่ี 8.398 
และสาร IS ข้ึนท่ีนาทีท่ี 10.038 และแยกออกจาก
โครมาโตแกรมของตวัอยา่งน ้านมท่ีไม่ไดเ้ติมสาร
อยา่งชดัเจนทั้งสารท่ีศึกษาและสาร IS การพฒันา
และตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีการวิเคราะห์
ไดด้ าเนินการตามแนวทางมาตรฐานท่ีก าหนดไว ้
โดยมีการประเมินความจ าเพาะของวิธี ผ่านการ
วิเคราะห์ตวัอยา่งน ้ านมท่ีไม่ไดเ้ติมสารท่ีจะศึกษา
ลงไปในตวัอย่างจ านวน 6 ตวัอย่าง และก่อนการ
เตรียมตัวอย่างจะเติม IS ลงไปในปริมาณท่ีได้
ศึกษาไว ้เกณฑ์การยอมรับระบุวา่อยา่งนอ้ย 5 ใน 
6 ชุ ดตัวอย่ า งต้อง มีค่ าพื้ น ท่ีสัญญาณ ( area 
response) น้ อ ย ก ว่ า ห รื อ เ ท่ า กั บ  20% เ ม่ื อ
เปรียบเทียบกบัค่าพื้นท่ีสัญญาณเฉล่ียของตวัอยา่ง
ท่ีมี LLOQ ส าหรับเมทริกซ์นั้น ๆ การประเมินค่า
ความเข้มข้น  LLOQ ได้ด า เ นินการใน 6 ชุด
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ตวัอย่างแยกกนั โดยก าหนดค่าความเขม้ขน้ไวท่ี้ 
10 ng/mL ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าเมทริกซ์
ของนมผงไม่ก่อให้เกิดสัญญาณรบกวนต่อการ
วเิคราะห์ 1-naphthol, 2-naphthol เม่ือเติม IS ท่ีเติม
ลงไปในน ้ านม (รูปท่ี 2) ขีดจ ากัดการตรวจวดั
ต ่าสุด (LLOQ) ของวธีิการวเิคราะห์ คือ 10 ng/mL 

โดยมีสัญญาณต่อสัญญาณรบกวน (signals to 
noise ratio) เท่ากบั 2.53 ส าหรับ 1-naphthol และ 
4.05 ส าหรับ 2-naphthol ค่า %CV ของ precision 
และ ค่า %accuracy ได้ 19.42% และ 99.60% 
ส าหรับ 1-naph และ  15.07% และ106.55% 
ส าหรับ 2-naph ดงัแสดงในตารางท่ี 1 

 

ตารางที่ 1. ค่า calibrations standards curve ของ 1-naph และ 2-naph ท่ีเติมลงไปในน ้ านม ความเข้มข้น 
10.00-500.00 ng/ml ค่า %CV ของ precision และ % ของค่า Accuracy 

สาร ความเข้มข้น (ng/ml) Mean±SD  
(ng/ml)a 

%Precision %Accuracy 

1-naph 10.00 9.96±1.93 19.42 99.60 
 25.00 24.81±0.94 3.78 99.25 
 50.00 49.35±2.74 5.56 98.71 
 100.00 117.11±11.56 9.95 117.11 
 250.00 246.56±4.26 1.73 98.62 
 500.00 497.82±1.34 0.27 99.56 

2-naph 10.00 10.66±1.61 15.07 106.55 
 25.00 25.05±0.66 2.65 100.18 
 50.00 49.41±2.84 5.74 98.81 
 100.00 114.96±7.24 6.30 114.96 
 250.00 250.13±3.18 1.27 100.05 
 500.00 501.42±0.15 0.03 100.28 

aMean, n = 6 ส าหรับสร้าง calibration curve, SD คือ Standard Variation  

 

Linearity และ calibration standard curve 

การศึกษาคร้ังน้ีใช้ตัวอย่างท่ี เติมสาร

มาตรฐานลงไปแลว้ท าการสกดัและน ามาวิเคราะห์ 

โดยท า standard curve ตั้งแต่ความเขม้ขน้ของสาร 

10.00 – 500.00 ng/ml ในความเขม้ขน้ของสาร 6 จุด 

จากการศึกษาพบวา่ค่า linearity ของการศึกษาอยู่ท่ี 

r2 = 0.998 ส าหรับ 1-naph และ r2 = 0.998 ส าหรับ 

2-naph ซ่ึงค่าท่ีได้เกิดจากการค านวนสัดส่วน

พื้นท่ีใตก้ราฟของสารท่ีศึกษากบัสาร IS (รูปท่ี 2) 

ซ่ึงค่า r2 ท่ีสูง แสดงว่ามีความสัมพนัธ์เชิงเส้นท่ีดี

ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารกบัสัญญาณท่ีไดจ้าก

เ ค ร่ื อ ง  GC-MS แ ล ะ ค่ า  precision แ ล ะ  ค่ า 

%accuracy ของสารทั้ ง 2 ชนิด มีค่า %CV ของ 

LOQ อยู่ในช่วง ±20% และทุกความเข้มข้นมี  

%CV ±15% ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
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รูปที ่1. แสดงโครมาโตแกรมของการวเิคราะห์ น ้ านมท่ีเติมสารท่ีศึกษา B1 คือ 2-naph, B2 คือ 1-naph และ B3 คือ IS 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2. แสดงโครมาโตแกรมของการวเิคราะห์น ้ านมท่ีเติมสาร IS  

 

Precision และ accuracy 
การศึกษา precision และ accuracy จะใช้

ตวัอยา่งท่ีเติมสารในความเขม้ขน้ 10.00 (LLOQ), 
25.00, 50.00 และ 100.00 ng/ml น ามาศึกษา โดย
จะศึกษาความถูกตอ้ง เท่ียงตรงในการวิเคราะห์
ในวนัเดียวกัน (Within-run) และการวิเคราะห์
ต่อเน่ือง 3 วนั (Between-run) ซ่ึงในแต่ละความ
เขม้ขน้จะท าการศึกษา 6 ซ ้ า เพื่อน ามาค านวนหา
ค่ า  % accuracy และ  %CV ของ  precision ผล
การศึกษาแสดงในตารางท่ี 2 

Recovery และ Short-term stability 
การศึกษา %Recovery (%Re) และความ

คงตวัระยะสั้น เป็นการศึกษาความสามารถในการ
วิเคราะห์ของวิธีการ ซ่ึงได้จากการเติมสารท่ีจะ
ศึกษาลงไปในตวัอย่างแลว้ท าการท าซ ้ า 5 ซ ้ า ใน 
3 ความเข้มข้น และความคงตัวระยะสั้ นได้
ท าการศึกษาโดยการเก็บตัวอย่างใน -20 °C 
ร ะ ย ะ เ ว ล า  1  เ ดื อ น  ใ น  3  ค ว า ม เ ข้ ม ข้น  
ผลการศึกษาแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางที ่2. ค่าสัมประสิทธ์ิความแปรผนัในการวเิคราะห์วนัเดียวกนั และระหวา่งวนั 

สาร ความเข้มข้น
(ng/ml) 

Mean±SD 
(ng/ml)b 

%Accuracy %Precision 
Within runc Between rund Within runc Between rund 

1-naph 10.00 (LLOQ) 10.31±0.49 103.08 102.87 4.79 11.82 
 25.00 24.90±0.16 99.61 99.36 0.63 1.97 
 50.00 51.54±3.79 103.08 100.09 7.35 4.94 
 100.00 99.85±4.91 99.85 105.94 4.92 6.62 

2-naph 10.00 (LLOQ) 9.92±0.52 99.17 103.80 5.29 15.02 
 25.00 24.86±0.60 99.42 100.44 2.43 5.18 
 50.00 49.94±1.03 99.88 98.86 2.07 5.10 
 100.00 100.90±4.24 100.90 108.43 4.20 9.55 

b ค่าเฉล่ีย 3 วนั n=6, c วิเคราะห์วนัเดียวกนั n=6, d วิเคราะห์ต่อเน่ือง 3 วนั n=18 

 

ตารางที ่3. แสดงค่า %Recovery และการศึกษา Short-term stability  

ความเข้มข้น
(ng/ml) 

Recovery (n=5)            Shot-term stability (n=3) 
Mean±SD Rea  

(%) 
Mean±SD 
(ng/ml) 

Precision  
(%) 

Accuracy 
(%) 

Differences 
(%) 

1-naph       
10.00(LLOQ) 10.14±0.84 101.44 9.57±0.24 2.53 95.73 -0.57 

25.00 25.07±0.61 100.28 24.93±0.21 0.86 99.71 -0.14 
50.00 49.87±2.80 99.93 49.35±3.70 7.50 98.69 -0.52 

100.00 104.10±10.05 104.10 105.49±1.38 11.19 105.49 1.38 
2-naph       

10.00(LLOQ) 10.50±1.05 105.00 10.06±0.77 7.70 100.60 -0.44 
25.00 25.85±0.60 103.40 24.93±0.82 3.29 99.73 -0.92 
50.00 49.37±3.26 98.74 47.83±3.03 6.33 95.67 -1.53 

100.00 100.96±11.26 100.96 98.93±9.67 9.67 98.93 -2.03 
a Re = Recovery 
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รูปที่ 3. (C1) แสดงค่า standard curve ของ 2-naph, (C2) แสดงค่า standard curve ของ 1-naph ค านวนสัดส่วนพ้ืนท่ีใตก้ราฟ
เทียบกบั IS 

 

วจิารณ์ผลการวจัิย 

เน่ืองจาก 1-naphthol และ 2-naphthol มี
โครงสร้างโมเลกุลขนาดเล็กและคลา้ยคลึงกนั ท า
ให้ เ กิดการแตกตัวของโมเลกุลได้ ง่ ายขณะ
วิเคราะห์ด้วย GC-MS ส่งผลต่อความไวในการ
ตรวจวดั เพื่อเพิ่มความแขง็แรงใหโ้ครงสร้างจึงใช้
สาร derivative เข้าไปจบักับโครงสร้างของสาร 
ในการศึกษาคร้ังน้ีใช้ปฏิกิริยา silylation ชนิด 

BSTFA+1%MSTC ท่ี มีห มู่  silyl (C3 H9Si, M =   
73 mol/L) ในการจบักบัหมู่แอลกอฮอร์ (OH) ของ
สารท่ีศึกษา ได้โครงสร้างใหม่คือ C13H16OSi มี
มวลโมเลกุล 216 mol/L ท าให้มีความเสถียรมาก
ข้ึน และเพิ่มความไวของการวิเคราะห์ด้วย GC-
MS ได้ ท าให้สามารถวิเคราะห์สารท่ีมีความ
เขม้ขน้ต ่าๆไดดี้ ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีมีค่า LOD 
อยู่ท่ี 5 ng/ml ความถูกตอ้งและแม่นย  าของวิธีอยู่
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ในเกณฑ์ท่ียอมรับของ US-FDA ส าหรับการ
พฒันาวธีิตรวจวเิคราะห์ 

ปัจจุบันยงัไม่พบว่ามีรายงานเก่ียวกับ
การศึกษาหาสาร 1-naph และ 2-naph ในน ้ านม
พร้อมกันโดยใช้ GC-MS อย่างไรก็ดี มีรายงาน
วิธีการวิเคราะห์สารดังกล่าวในปัสสาวะด้วย
เทคนิค GC โดยการท าให้เป็นอนุพันธ์ ซ่ึงเป็น
สารประกอบท่ี มีขั้ วน้อยลง  เพื่ อให้ได้การ
วิเคราะห์ดีข้ึน เช่น N- (tert-butyldimethylsilyl) -N-
methyltri fluoroacetamide, acetic anhydride, 8 ,9 N, 
O-bis ( trimethylsilyl)  trifluoroacetamide, pentaflu-
orobenzyl bromide, trifluoroacetic anhydride, 1 -
chloro- 3 - iodopropane, ห รื อ  N-methyl- N-
(trimethylsilyl) –trifluoroacetamide25-33 เป็นต้น แต่
สารเปล่ียนรูปบางตวัมีความเป็นอนัตรายสูง ก่อ
ฤท ธ์ิ ระคาย เ คือง เยื่ อบุตาอย่าง รุนแรง เ ช่น 
pentafluorobenzyl bromide ต้องปฏิบัติงานอย่าง
ระมดัระวงัมาก เพื่อเพิ่มความเสถียรของโมเลกุล
และปรับปรุงความไวในการตรวจวดั จึงเลือกใช้
สาร BSTFA+1%TMCS เป็นสาร Derivatization 
เน่ืองจากมีหมู่ซิลิลท่ีสามารถจบักบัหมู่ไฮดรอก -   
ซิลของสารเป้าหมาย และเป็นสารท่ีห้องปฏิบติัการ
มีพร้อมใชง้าน 

โดยพบว่าได้ค่าความถูกต้องของการ
วิเคราะห์ตามค าแนะน าของ USFDA และเป็นไป
ตามเกณฑท่ี์ก าหนด ค่า signals to noise ratio นอ้ย
กวา่ 5 ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่ค่าต ่าสุดท่ีศึกษาสามารถ
วิเคราะห์ได้ โดยไม่มีการรบกวนทั้งสองสารท่ี
ศึ กษ า  (LLOQ) อยู่ ท่ี  1 0  ng/ml และผลการ
วิเคราะห์ยงัเผยให้เห็นว่าวิธีการท่ีเสนอมีความ
แม่นย  าเพียงพอเน่ืองจากค่าเฉล่ีย ±(%) CV ของค่า
ต ่าสุดน้อยกว่า ± 20% และ ทุกความเขม้ขน้ของ

การศึกษามีค่า ± (%) CV อยู่ท่ีน้อยกว่า ±15% ซ่ึง
การวิเคราะห์อยู่ในช่วงความเช่ือมัน่ท่ีผ่านการ
รับรองตามขอ้แนะน าของ USFDA Guidance 
 
สรุป 

การศึกษา น้ี เ ป็นการพัฒนาวิ ธีตรวจ
วิเคราะห์สารเมทาบอไลต์ของแนปทาลีนในนม
ผง ดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโต
รมิทรี เพื่อน าไปประยุคต์ใช้ในการวิเคราะห์การ
ปนเป้ือนสาร 1-naph และ 2-naph ในน ้ านมแม่ท่ี
ให้นมบุตร รวมถึงน ้ านมท่ีมีการบริจาคจากแม่ผู ้
บริจาคน ้ านมในกบัเด็กทารกท่ีมีความจ าเป็นใน
การกินนมแม่ ผลการศึกษาพบวา่วิธีท่ีพฒันาข้ึนมี
ความถูกตอ้งแม่นย  าสูง มีความเท่ียงตรงสูง ตาม
เกณฑก์ารยอมรับของ USFDA standard guideline 
ก าหนดไว ้ดั้ งนั้ นวิธีวิเคราะห์น้ีสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์การเป้ือนสาร
ดังกล่าวในน ้ านมแม่ได้เพื่อความปลอดภยัของ
ทารก 
 
กติติกรรมประกาศ  

ขอขอบคุณห้องปฏิบัติการพิษวิทยา
คลินิก งานพิษวิทยาศิริราช และขอ้มูลส าคญัจาก
ธนาคารนมแม่ศิริราช ท่ีสนบัสนุนท าใหก้ารศึกษา
คร้ังน้ีส าเร็จไดด้ว้ยดี 
 
ผลประโยชน์ทบัซ้อน 

คณะผูว้ิจยัขอยืนยนัว่าไม่มีผลประโยชน์
ทบัซอ้นใดๆ 
 

 

วารสารพิษวทิยาไทย 2567; 39(2): 19-30 28

Thai J Toxicol 2024; 39(2): 19-30



เอกสารอ้างองิ 
1. Agency for Toxic Substances and Disease 

Registry. Toxicological Profile for Naphtha-

lene, 1- Methylnaphthalene, and 2- Methyl-

naphthalene. Atlanta, GA: U.S.: Department of 

Health and Human Services, Public Health 

Service, 2005. 

2. IARC. IARC Monographs on the evaluation of 

carcinogenic risks to humans: some traditional 

herbal medicines, some mycotoxins, 

naphthalene and styrene. Lyon, France: 

International Agency for Research on Cancer; 

2002; 82. 

3. Government of Canada. Residential Indoor Air 

Quality Guideline for Naphthalene. Canada 

Gazette Part I, 2013. Available at 

http://www.gazette.gc.ca/rp-pr/p1/2013/2013-

06-15/pdf/g1-14724.pdf #page=33, accessed 

on Jun 15, 2024. 

4.  Heikkila P, Luotamo M, Pyy L, et al. Urinary 

1- naphthol and 1- pyrenol as indicators of 

exposure to coal tar products.  Int Arch Occup 

Environ Health 1995; 67: 211–17.  

5.  Bogen KT, Benson JM, Yost GS, et al. 

Naphthalene metabolism in relation to target 

tissue anatomy, physiology, cytotoxicity and 

tumorigenic mechanism of action. Regul Toxicol 

Pharmacol 2008; 51: S27-S36.  

6.  Meeker JD, Barr DB, Serdar B, et al. Utility of 

urinary 1- naphthol and 2- naphthol levels to 

assess environmental carbaryl and naphthalene 

exposure in an epidemiology study.  J ExpoSci 

Environ Epidemiol 2007; 17: 314–20. 

7.  Athanasiou M, Tsantali C, Trachana M, et al. 

Hemolytic anemia in a female newborn infant 

whose mother inhaled naphthalene before 

delivery. J Pediatr 1997; 130: 680–81.  

8.  Molloy EJ, Doctor BA, Reed MD, et al. 

Perinatal toxicity of domestic naphthalene 

exposure. J of Perinatol 2004; 24: 792–93.  

9.  Schafer WB. Acute hemolytic anemia related 

to naphthalene:  Report of a case in a newborn 

infant. Pediatrics, 1951: 7172-4. 

10. Yoshida T, Yoshida J. Simultaneous analytical 

method for urinary metabolites of 

organophosphorus compounds and moth 

repellents in general population. J Chromatogr 

B Analyt Technol Biomed Life Sci 2012; 

880(1): 66-73.  

11. Hardt J. Naphthalene metabolites 1- naphthol 

and 2- naphthol, Biomonitoring Methods, 

2010. Available at https://doi.org/10.1002/35276 

00418.bi9015e0012a, accessed on Jan 18, 2020. 

12. Mattarozzi M, Musci M, Careri M, et al.  A 

novel headspace sol id-phase microextraction 

method using in situ derivatization and a 

diethoxydiphenylsilane fibre for the gas 

chromatography- mass spectrometry determi-

nation of urinary hydroxy polycyclic aro matic 

hydrocarbons.  J Chromatogr A 2009; 

1216(30): 5634-39. 

13. Campo L, Rossella F, Fustinoni S. 

Development of a gas chroma tography/ mass 

spectrometry method to quantify several 

urinary monohydroxy metabolites of 

polycyclic aromatic hydrocarbons in 

occupationally exposed subjects.  J 

Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 

2008; 875(2): 531-40. 

14. Yang M, Koga M, Katoh T, et al.  A study for 

the proper application of urinary naphthols, 

new biomarkers for airborne polycyclic 

aromatic hydrocarbons. Arch Environ Contam 

Toxicol 1999; 36(1): 99-108. 

15. Schmidt L, Müller J, Göen T.  Simultaneous 

monitoring of seven phenolic metabolites of 

endocrine disrupting compounds ( EDC)  in 

human urine using gas chromatography with 

tandem mass spec trometry.  Anal Bioanal 

Chem 2013; 405(6): 2019-29.  

16. Petropoulou SSE, Gikas E, Tsarbopoulos A, et 

al.  Gas chromatographic- tandem mass 

spectrometric method for the quantitation of 

carbofuran, carbaryl and their main 

metabolites in applicators' urine. J Chromatogr 

A 2006; 1108(1): 99-110.  

17.  Bravo R, Caltabiano LM, Fernandez C, et al. 

Quantification of phenolic metabolites of 

environmental chemicals in human urine using 

gas chromatography- tandem mass 

spectrometry and isotope dilution 

quantification. J Chromatogr B Analyt Technol 

Biomed Life Sci 2005; 820(2): 229-36.  

18. Li Z, Romanoff LC, Trinidad DA, et al. 

Measurement of uri nary monohydroxy 

polycyclic aromatic hydrocarbons using 

automated liquid- liquid extraction and gas 

chromatography/ iso tope dilution high-

resolution mass spectrometry.  Anal Chem 

2006; 78(16): 5744-51. 

วารสารพิษวทิยาไทย 2567; 39(2): 19-30 29

Thai J Toxicol 2024; 39(2): 19-30



19. Sams C.  Urinary naphthol as a biomarker of

exposure:  results from an oral exposure to

carbaryl and workers occupationally exposed

to naphthalene. Toxics 2017; 5(1): 3.

20. Preuss R, Angerer J.  Simultaneous

determination of 1-  and 2-naphthol in human

urine using on-line clean-up column-switching

liquid chromatography-fluorescence detection.

J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life

Sci 2004; 801(2): 307-16.

21. Onyemauwa F, Rappaport SM, Sobus JR, et al.

Using liquid chromatography- tandem mass

spectrometry to quantify monohydroxylated

metabolites of polycyclic aromatic

hydrocarbons in urine. J Chromatogr B Analyt

Technol Biomed Life Sci 2009; 877( 11- 12) :

1117-25.

22. Çok I, Mazmanci B, Mazmanci MA, et al.

Analysis of human milk to assess exposure to

PAHs, PCBs and organochlorine pesticides in

the vicinity mediterranean city Mersin, Turkey.

Environ Int 2012; 40: 63-69.

23. Zanieri L, Galvan P, Checchini L, et al.

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)  in

human milk from Italian women:  Influence of

cigarette smoking and residential area.

Chemosphere 2007; 67: 1265-74.

24. U. S.  Department of Health and Human

Services, Food and Drug Administration.

Bioanalytical Method Validation Guidance for

Industry, 2018. Available at https: / /www.fda.

gov/files/dr/published/ Bioanalytical Method-

Validation- Guidance- for- Industry. pdf,

accessed on Jan 18, 2020.

25. Yoshida T, Yoshida J. Simultaneous analytical

method for urinary metabolites of

organophosphorus compounds and moth

repellents in general population. J Chromatogr

B Analyt Technol Biomed Life Sci 2012;

880(1): 66-73.

26. Hardt J.  Naphthalene metabolites 1-naphthol

and 2-naphthol. Biomonitoring Methods, 2012. 

Available at https: / / doi. org/ 10. 1002/ 35276 

00418.bi9015e0012a, accessed on Jan 18, 2020.

27. Mattarozzi M, Musci M, Careri M, et al.  A

novel headspace solid- phase microextraction

method using in situ derivatization and a 

diethoxydiphenylsilane fibre for the gas 

chromatography- mass spectrometry 

determination of urinary hydroxy polycyclic 

aromatic hydrocarbons. J Chromatogr A 2009; 

1216(30): 5634-39. 

28. Campo L, Rossella F, Fustinoni S.

Development of a gas chromatography/ mass

spectrometry method to quantify several urinary

monohydroxy metabolites of polycyclic aromatic

hydrocarbons in occupationally exposed

subjects. J Chromatogr B Analyt Technol

Biomed Life Sci 2008; 875(2): 531-40.

29. Yang M, Koga M, Katoh T, et al.  A study for

the proper application of urinary naphthols,

new biomarkers for airborne polycyclic

aromatic hydrocarbons. Arch Environ Contam

Toxicol 1999; 36(1): 99-108.

30. Schmidt L, Müller J, Göen T.  Simultaneous

monitoring of seven phenolic metabolites of

endocrine disrupting compounds ( EDC)  in

human urine using gas chromatography with

tandem mass spectrometry.  Anal Bioanal

Chem 2013; 405(6): 2019-29.

31. Petropoulou SSE, Gikas E, Tsarbopoulos A, et

al. Gas chromatographic-tandem mass spectro-

metric method for the quantitation of carbo-

furan, carbaryl and their main metabolites in

applicators' urine.  J Chromatogr A 2006;

1108(1): 99-110.

32. Bravo R, Caltabiano LM, Fernandez C, et al.

Quantification of phenolic metabolites of

environmental chemicals in human urine using

gas chromatography- tandem mass spectro-

metry and isotope dilution quantification.  J

Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci

2005; 820(2): 229-36.

33. Li Z, Romanoff LC, Trinidad DA, et al.

Measurement of urinary monohydroxy poly-

cyclic aromatic hydrocarbons using automated

liquid- liquid extraction and gas 

chromatography/ isotope dilution high-

resolution mass spectrometry.  Anal Chem 

2006; 78(16): 5744-51. 

วารสารพิษวทิยาไทย 2567; 39(2): 19-30 30

Thai J Toxicol 2024; 39(2): 19-30




