
บทท 2

เอกสารและงานวิจ้ยที่เกี่ยวข้อง

2.1 คุณสมบัติของ Diethylstilbestrol และ Hexoestrol และการใชในอุตสาหกรรมการเลี้ยง 
สัตว์

ไดเอท ิลสต ิลเบสทรอล (D iethystiIbestro l; DES) และอน ุพ ันธ ์ของ DES คือ 
เฮ็กโซเอสทรอล (Hexoestrol) จัดเป็นสารในกลุ่ม Stilbenes ที่ใช้เพื่อช่วยเร่งการเจรญเติบโตใน 
ปศุสัตว์ ออกฤทธิไคล้ายเอสโตรเจน โครงสร้างดังแสดงในรูปที่ 1 โดยที่ DES มีสูตรโมเลกุลเป็น 
C18H20<ว2 นํ้าหนักโมเลกุลเท่ากับ 268.34 มีจุดหลอมเหลวอยู่ระหว่าง 169 ถึง 172 องศาเซลเซียส 
ละลายตัวได้ดีใน แอลกอฮอล์ อีเทอร์ และกรดไขมัน ละลายตัวในเบนซีนได้เล็กน้อย ไม่ละลายใน 
น้ํา (Budavari et al., 1989) ขณะที่ Hexoestrol มีสูตรโมเลกุลเป็น (วๅ8H220 2 นํ้าหนักโมเลกุลเท่า 
กับ 270.36 มีจุดหลอมเหลวอยู่ระหว่าง 185 ถึง 188 องศาเซลเซียส ลามารถละลายตัวใน 
อะซีโตน และแอลกอฮอล์ ได้ดี ละลายตัวในเบนซีน และคลอโรฟอร์มได้เล็กน้อย ลามารถละลาย 
ต ัวได ้ด ีในน ํ้าม ันพ ืชเม ื่อให ้ร ่วมก ับความร้อนระด ับต ํ่า พร้อมการเต ิมอ ัลคาไลน ์ใฮดรอก1ไซด ์ 
(Alkaline hydroxide) แต่จะไม่ละลายตัวในนํ้าและกรดโลหะ (mineral acid) (Budavari et al., 
1989)

(a) (b)

HO
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รูปท่ี 1 โครงสร้างเคมีของ DES (a) และ Hexoestrol (b) (Botsoglou and Fletouris, 2001)

DES เป็นสารชนัดแรกในกลุ่มนี้ที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นในปี ค.ศ. 1938 (Dodds, 1938 cited 
เท Rhee et al., 1995) เพื่อใช้ในทางการแพทย์ (human medicine) และป้องกันการแท้งในสตรมี 
ครรภ์ (prevent miscarriage) (Center for Disease Control and Prevention: CDC, 2003; 
Raun and Preston, 2002) ต่อมามีการนำเอา DES มาวิจัยเพื่อใช้ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์
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ในระยะแรก Dinusson และคณะ (1948) (Dinusson et al., 1948 cited in Lone, 1997) ได้ราย 
งานถึงประสิทธิภาพของการใช้ DES ชนิดฝังใต้ผิวหนัง (subcutaneous implantation) ในโคสาว 
(heifer) พบว่า DES สามารถเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตได้ดีกว่าโคสาวกลุ่มควบคุม ซึ่งสอดคล้อง 
กับรายงานของ Andrews และคณะ (1954) (Andrew et al., 1954 cited in Lone, 1997) ท่ี 
ทดลองใช้ DES ในลูกแกะ ต่อมา Hale และคณะ (1953) ได้ทดลองให้ DES ทางปากแก่ลูกโค 
(oral DES) พบว่าให้ผลเช่นเดียวกับการฝังใต้ผิวหนัง นอกจากนี้มีงานวิจัยอื่นๆ ที่ทดลองใช้ DES 
ในช่วงเวลาดังกล่าว เพื่อช่วยเร่งการเจริญเติบโตใน โคเนื้อ แกะ และสัตว์ปีก พบว่า DES สามารถ 
เพิ่มอัตราการเจริญเติบโตได้เช่นกัน ขณะที่การทดลองในสุกรให้ผลที่ไม่แน่นอน (Lone, 1997) 
สำนักงานอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกาได้อนุญาตให้ใช้ DES ชนิดผสมอาหารในอุตสาห- 
กรรมการเลี้ยงสัตว์ในปี ค.ศ. 1954 และชนิดฝังในปี ค.ศ. 1957 (Raun and Preston, 2002) ส่วน 
Hexoestrol นั้นได้ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อใช้ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ในสหราซอาณาจักรช่วงปี ค.ศ. 
1950 ทั้งชนิดผสมอาหารและชนิดฝังใต้ผิวหนัง พบว่า Hexoestrol สามารถเพิ่มอัตราการเจริญ 
เติบโตของโคตัวผู้ตอน (steer) และโคสาวโดยเฉลี่ยประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ และจากการทดลอง 
ในไก่เนื้อพบว่าสามารถเพิ่มอัตราการกินและนํ้าหนักไก่ได้เมื่อให้ Hexoestrol ชนิดฝังขนาด 15 
มิลลิกรัม สำหรับ Dienestrol พบว่าลามารถเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตในปศุสัตว์ได้ แต่จะมีประ 
สิทธิภาพน้อยกว่า DES และ Hexoestrol (Lone, 1997)

การใช้ DES และ Hexoestrol ในปศุสัตว์ในแต่ละชนิดนั้น มีความแตกต่างกันในแง่ขนาด 
(dose) วิธีการให้ (route and drug preparation) และการใช้อาจอยู่ในสักษณะผสมกับสารหรอ 
ฮอร์โมนตัวอื่น (ตารางที่ 1) สัตว์ที่ได้รับสารในกลุ่มนี้ กลไกของร่างกายจะตอบสนองแตกต่างกัน 
ออกไป ทั้งนื้ขึ้นกับชนิดสัตว์ เพศ อายุ อาหาร ขนาดที่ให้ พบว่าสัตว์ที่ได้รับ DES จะมีระดับ 
ฮอร์โมนเจริญเติบโต (growth hormone) และ/หรืออินซูลินในร่างกายเพิ่มขึ้น มีผลต่อการกระตุ้น 
ให้กรดอะมิโนผ่านเข้าสู่เซลล์มากขึ้น (Velle, 1982) อย่างไรก็ดีข้อมูลเกี่ยวกับกลไกการออกฤทธิ้ 
ของสารกลุ่มนี้ในร่างกายสัตว์มี1ไม่มากนัก (Lone, 1997) ในสัตว์ปีกที่ได้รับ DES หรือ Hexoestrol 
พบว่าจะมีผลต่อขบวนการเมตาบอสิสมของไขมันมากกว่าขบวนการเมตาบอสิสมของโปรตีน ทำ 
ให้เกิดการสะสมของไขมันในร่างกายเพิ่มขึ้นรวมไปถึงนั้าหนักของตัวไก่ที่เพิ่มมากขึ้นตาม นอกจาก 
นี้จากการทดลองพบว่าไก่ตัวผู้จะให้การตอบสนองต่อ Stilbenes ได้ดีกว่าไก่ตัวเมีย (Lone, 1997; 
Velle, 1982) โดยขนาดที่มีการแนะนำให้ใช้ในไก่คือ 12 มิลลิกรัมต่อตัว (Herriman et al., 1982; 
Lone, 1997; Velle, 1982) ซึ่งเป็นขนาดที่สูงกว่าสัตว์ชนิดอื่นเมื่อเทียบปริมาณของตัวสารกับนํ้า 
หนักสัตว์ (Herriman et al., 1982)
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ตารางที่ 1 ขนาดของ DES และ Hexoestrol ที่ใช้ในปศุสัตว์ (Velle, 1982)

สารออกฤทธิ้ ขนาด วิธีการให้ ชนิดสัตว์ที่ให้

DES 10-20 มิลลิกรัมต่อ1วัน ผสมอาหาร โคตอนตัวผู้โคสาว
DES 30-60 มิลลิกรัมต่อ1วัน ฝังใต้ผิวหนัง โคตอนตัวผู้ ลูกโคขุน

(ชนิดสื่อนํ้ามัน)
Hexoestrol 12-60 มิลลิกรัม ฝังใต้ผิวหนัง โคตอนตัวผู้ แกะ

ลูกโค สัตว์ปีก
DES และ 25 มิลลิกรัม ฝังใต้ผิวหนัง ลูกโค
Testosterone 120 มิลลิกรัม
Hexoestrol และ 30-45 มิลลิกรัม ฝังใต้ผิวหนัง โคตอนตัวผู้
Trenbolone acetate 300 มิลลิกรัม

2.2 ความเป็นพิษของ DES และ Hexoestrol และการหามใช้ในปศุสัตว์

ในระยะแรกข้อมูลที่มีการรายงานถึงผลข้างเคียงและความเป็นพิษ ส่วนมากมักเป็นกรณี 
ของ DES โดยในโคที่ได้รับ DES มักมีการเปลี่ยนแปลงทางพฤติกรรมและสรีรวิทยาเซ่น การยก 
หางสูง (high tailheads) เต้านมขยายใหญ่ และมีพฤติกรรมคล้ายเป็นสัดตลอดเวลา นอกจากนี้ยัง 
พบว่าคุณภาพซากโคที่ได้ลดลง เมื่อทำการชำแหละซากพบว่ากล้ามเนือของโคมีลักษณะสีคลำ 
(dark) และมีสัดส่วนของนํ้ามากกว่าปกติ (Raun and Preston, 2002) จึงเกิดคำถามเกี่ยวกับ 
ความปลอดภัยของการใช้ DES ในปศุสัตว์ และมีความเป็นไปได้ที่จะมีอันตรายต่อผู้บริโภคเนื่อง 
จาก DES ใช้เป็นยารักษาในคนโดยตรง และมีข้อมูลแสดงว่า DES อาจเกี่ยวช้องกับการทำให้เกิด 
Clear cell adenoma ของระบบสืบพันธไนผู้หญิงที่ได้รับ DES จึงทำให้เกิดความสงสัยในความ 
ปลอดภัยของการใช้สารนี้ (CDC, 2003) ในปี ค.ศ. 1972 องค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา 
จึงได้ประกาศห้ามใช้ DES ชนิดผสมอาหาร และให้มีการหยุดยามากกว่า 120 วันสำหรับ DES 
ชนิดฝัง และต่อมาอีก 1 ปี จึงประกาศห้ามใช้ชนิดฝัง แต่ในปี ค.ศ. 1974 ได้มีการนำ DES มาใช้ใน 
สหรัฐอเมริกาอีกครั้งโดยคำพิพากษาของศาลอุทธรณ์เแห่งสหรัฐอเมริกา (United States Court of 
Appeal) ทำให้ประกาศของสำนักงานอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกาตกไป และให้มีการกำหนด 
Minimum detectable level แทน ในช่วงเวลาเดียวกันมีรายงานจากประเทศอิตาลีในปี ค.ศ. 1977 
พ บ ค วาม ผ ิด ป ก ต ิขอ งเด ็ก ช าย แล ะ เด ็ก ห ญ ิงท ี่เก ิด ล ัก ษ ณ ะเต ้าน ม ขย าย ให ญ , (b reast
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enlargement) ซึ่งจากข้อมูลทางระบาดวิทยาพบว่าสาเหตุของการเกิดลักษณะเต้านมขยายใหญ่ 
ในเด็กเหล่านั้น น่าจะมาจากการปนเปีอนสารหรือฮอร์โมนในกลุ่มเอสโตรเจนในอาหารที่ผลิตมา 
จากปศุสัตว์ (Fara et al., 1979) ต่อมาในปี ค.ศ. 1979 เมื่อสำนักงานอาหารและยาแห่งสหรัฐ 
อเมรืกาประกาศว่าเป็นไปไม่ได้ที่จะกำหนดค่า Minimum detectable level สำหรับลารที่มีแนว 
โน้มในการก่อมะเร็ง จึงได้มีการห้ามใช้ DES และอนุพันธ์ทุกชนิด ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ 
ของสหรัฐอเมริกา (Raun and Preston, 2002) ขณะที่ประเทศในยุโรปห้ามใช้สารในกลุ่มนี้ในปี 
ค.ศ. 1981 (Wiener and Rogers, 2002) และในช่วงต้นทศวรรษที่ 80 ได้มีการรายงานข้อมูลที่ 
สำคัญอันนำไปส่การห้ามใช้สารกลุ่มนี้ในอุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย คือ 
รายงานการเกิดภาวะการเจริญพันธ์เร็วกว่าปกติในเด็กของประเทศเปอร์โตริโก อันเนื่องมาจากการ 
บริโภคอาหารที่มีการปนเปีอน DES (Carmen et al., 1985)

สถาบันวิจัยมะเร็งนานาชาติ (International Agency of Research on Cancer; IARC) 
ได้ประเมินความเป็นพิษของสารในกลุ่มนี้และจัดให้อยู่ในสารกลุ่มที่ 1 (Group 1: The agent is 
carcinogenic to humans) (IARC, 1987) โดยพบว่า DES ก่อให้เกิดมะเร็งที่เต้านม มดลูก รังไข่ 
และสำได้ส่วนปลายในผู้หญิง มะเร็งที่ต่อมลูกหมากและอัณฑะในผู้ชาย ข้อมูลในสัตว์ทดลองพบ 
ว่า DES ก่อให้เกิดเนื้องอกของหนูไมซ์ (mice) หนูแรท (rat) แฮมสเตอร์ กบ ลิงกระรอก (squirrel 
monkeys) ในอวัยวะต่างๆ เซ่น ปากมดลูก (cervix) ช่องคลอด (vagina) ปีกมดลูก (uterine) รังไข่ 
(ovary) เยื่อบุมดลูก (endometrium) และเต้านมในสัตว์เพศเมีย นอกจากนี้ยังพบว่า DES เป็น 
สาเหตุสำคัญของการเกิดเนื้องอกที่ตับและต่อมใต้สมอง (pituitary gland) ในหนูแรทเพศเมีย ส่วน 
ในสัตว์เพศผู้พบมะเร็งของ Seminal vesicle, Cowper’s gland และเนื้องอกที่ไตในหนูแฮมสเตอร์ 
จากการทดลองยังพบอีกว่า DES มีความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรม (genotoxic) ในสัตว์ทดลอง 
(IARC, 1987) โดยจะทำให้เกิดการรบกวนการทำงานของ microtubule proteins ในการผลิต 
โครโมโซมสำหรับเซลล์รุ่นถัดไป ส่งผลให้จำนวนโครโมโซมผิดปกติ (aneuploidy) (Sakakibara et 
al., 1990) การศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่าผู้หญิงที่เกิดจากมารดาที่เคยได้รับ DES ในปริมาณสูง 
ขณะตั้งครรภ์ จะมีอุบัติการณ์การเกิดมะเร็งของระบบสืบพันธุมากกว่าปกติ (Wiseman and 
Halliwell, 1993) และมีข้อมูลแสดงให้เห็นว่าการได้รับ DES ในช่วงที่มีการพัฒนาของตัวอ่อน 
(embyo) จะทำให้ขบวนการสร้างอวัยวะต่างๆ (Organogenesis) ผิดปกติไป (Scientific 
committee on veterinary measures relating to public health, 1999) ในกรณีของ Hexoestrol 
ถึงแม้จะมีข้อมูลด้านความเป็นพิษไม่มากเท่ากับของ DES แต่ก็เพียงพอสำหรับการจัดเข้าเป็นสาร 
กลุ่มที่ 1 เนื่องจากการออกฤทธี้ของสารนี้ก็เหมือนกับ DES โดยพบว่า Hexoestrol ก่อให้เกิดมะเร็ง 
และมีความผิดปกติของ DNA ที่ไตในหนูแฮมสเตอร์เพศผู้ (Liehr et al., 1985) จากการทดลองพบ
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ว่าเมตาบอไลท์สำคัญของ Hexoestrol ที่ก่อให้เกิดความผิดปกติในระคับโมเลกุลจนนำไปสู่การ 
เกิดมะเร็งนัน มีโครงสร้างคล้ายกับ Cathecols ของ Estradiol ซึ่งเป็นเมตาบอไลท์ที่ก่อให้เกิด 
มะเร็งในสัตว์เลียงลูกด้วยนม (Cavalieri and Rogan, 2002)

รูปที่ 2 โครงสร้างทางเคมีของ 3'-OH-DES (a) 
เปรียบเทียบกับ Cathecol (ช)

Ertrw Xol HfeRF/BBtrol

Compound .๙ ? “ HD ^

1 OH
r n

P rox in its i*
C areir»fl«fH e
M fttab tfït» OH

Uaimola
CardpogiBriik; r r cB"

0•๙r

H O 'V  •••••'
OH

ไ ร โ1,f i
i f  r r  JII T THO- Y  'OH

DHA Adchiets

• ๙ ร , 1 OH

พHO' Y  ‘๙  
OH

ฟ ้๙ r -๙ "?
รูปที่ 3 แสดงเมตาบอไลท์ที่สำคัญที่ก่อให้เกิดขบวนการ DNA adducts เปรียบเทียบระหว่าง 

Estradiol และ Hexoestrol (ดัดแปลงจาก Cavalieri and Rogan, 2002)
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จากการทดลองพบว่า DES และ Hexoestrol สามารถที่จะให้เมตาบอไลท์ที่สำคัญคือ 
ร ,-OH-DES และ ร ,-OH-HES ตามสำคับ ซึ่งสารเหล่านี้จัดเป็น Proximate carcinogenic 
metabolite และมีความใกล้ชิดในแง่โครงสร้างจนอาจถือได้ว่าเป็นอนุพันธ์ของ Cathecols (รูปท่ี
2) โดยทั่วไปแล้วเม ื่อเก ิดขบวนการออกซิเดชั่น Cathecols จะถูกเปลี่ยนไปเป็น Cathecol 
quinones ซึงเป็น Ultimate carcinogen metabolite ของการเกิดมะเร็ง โดยเมตาบอไลท์ดังกล่าว 
จะจับกับสารพันธุกรรม (carcinogen-DNA adducts) (รูปที่ 3 และ 4) แล้วก่อความเสียหายกับ 
รหัสพันธุกรรม เมื่อมีความเสียหายเกิดขึ้นมากเกินกว่าที่ร่างกายจะซ่อมแซมได้ จะทำให้เกิดขบวน 
การ d ep u ta tion  ของกรดอะมิโน โดยเฉพาะที่ตำแหน่งของ Adenine และ Guanine เกิด 
apurinic sites ขึ้น นำไปสู่ขบวนการกลายพันธุตามมา (mutation) และท้ายสุดจะก่อให้เกิดเนื้อ 
งอกหรอมะเร็ง คล้ายกับการเกิดขบวนการ DNA adducts ของเอสโตรเจน (รูปที่ 4) (Cavalieri et 
al., 1997; Cavalieri and Rogan, 2002) นอกจากนี้ผลของเอสโตรเจนยังสามารถขยาย 
(amplified) Estrogen receptor protein (ER) กระตุ้นให้เกิดขบวนการ down-regulation ของ ER 
ชนิด (X ซึงเป็น Mediated agent ทีทำให้เกิด Biological activities ของเอสโตรเจนในเยือบุเซลล์ 
โดยเฉพาะที่เต้านมได้ ซึ่งจากการตรวจวิเคราะห์ในระคับโมเลกุลพบว่า ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมจะมี 
EROC เพิ่มมากขึ้นจากปกติ 5-10 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ดีกลไกการเกิดมะเร็งในส่วนนี้ยังไม่เป็นที่แน่ 
ชัด (Ali and Coombes, 2000)

HjCÜ.

COMT

HO'
OH

Glutath ione Conjugate

pBfoxidasos HQ-

O-J of GSH S-transferase
R

peroxidases or P45Q Stable Adducts

P4S0 น ่น « น ่’  el(E2)-2.3-Q

พ2 yi

4 -O H £ ,(£2)

CO M T

pw owdases HO" 

P4M

paroxidases Of P-450 Q*

X 1 3
DNÂ

E ,{£2)-3,4-SQ P450 reductase £,(£2}-:M-Q

GSH

HO
OH

44DH£ ,(£2)-Ha,p}-N7Gua 
Depurtnating Adducts

s-transferase

G lutath ione Conjugate

och3

รูปที 4 ขบวนการเกิด DNA adducts ของเอสโตรเจน (Cavalieri et al., 1997)
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2.3 การตกค้างของ DES และ Hexoestrol

จากการศึกษาทางเภสัชจลนศาสตร์ของ DES ในหนู ลิง มนุษย์ สัตว์เคี้ยวเอื้อง โดยวิธี 
radiolabel ด้วย 14c  พบว่า รูปแบบการกระจายตัวของ DES จะมีลองส่วนหลักคือ ส่วนที่ถูกขับ 
ออกจากร่างกายในระยะเวลาอันสั้นกับส่วนที่ตกด้างในร่างกาย ส่วนที่ถูกขับออกจากร่างกายโดย 
มากอยู่ในรูปของ DES ของสารตั้งต้นที่ให้ (Botsoglou and Fletouris, 2001; Lone, 1997) โดย 
ส่วนใหญ่จะผ่าน enterohepatic circulation และถูกกำจัดออกจากร่ายกายสัตว์ทางอุจจาระทั้งใน 
รูปสารละลาย (soluble) และเกาะติดกับสารอื่น (conjugates) และบางส่วนจะถูกกำจัดออกทาง 
ปัสสาวะ โดยในอุจจาระจะพบ 14C-DES เป็นหลักและอาจพบที่อยู่ในรูป 3-p-hydroxyphenyl-2- 
hexen-4-one และ p-hydroxy-propiophenone เล็กน้อย แสดงถึง DES บางส่วนถูกทำให้สลาย 
ตัว (degradation) ในระบบทางเดินอาหาร (Botsoglou and Fletouris, 2001; Lone, 1997) 
สำหรับส่วนที่ตกค้างอยู่ในร่างกายจะพบในช่วงระยะเวลาหนึ่งตามอวัยวะต่างๆ ทั้งในรูปของสาร 
ตั้งต้นและเมตาบอไลท์ จากการตรวจวิเคราะห์ DES ในเนื้อเยื่อของโคหลังจากการให้กิน DES 1 
วันพบว่ามีการตกค้างของ DES อยู่ในอวัยวะต่างๆ รวมทั้งในกล้ามเนื้อประมาณ 1 เปอร์เซ็นต์จาก 
ขนาดที่ให้เริ่มต้น อวัยวะที่มีการตกค้างสูงที่สุดคือไตและตับ (Botsoglou and Fletouris, 2001; 
Lone, 1997) (ตารางที่ 2) โดยมีความเข้มข้นของการตกค้างสูงกว่าการตกค้างในกล้ามเนื้อ ขณะที่

ตารางที่ 2 ปริมาณการตกค้างของ Hexoestrol ในอวัยวะของสัตว์ชนิดต่างๆ 
(หน่วย: นาโนกรัมต่อกรัม) (Lone, 1997)

ชนิดสัตว์ (ขนาดที่ให้) 1'ะยะที่ให้ยา (วัน) กล้ามเนื้อ ตับ ไต ไขมัน

โค (36 มิลลิกรัม), 90 0.03 0.1 0.5 -

แกะ (12 มิลลิกรัม)' 60 0.08 1.0 3.0 น้อยกว่า 0.05
แกะตัวผู้ตอน2 41 0.245 0.74 0.43 0.315
แกะตัวผู้ตอน3 41 0.1525 0.34 0.13 0.6425
สัตว์ปีก (12 มิลลิกรัม)' 44 0.5 6.2 - 1.27

1 ให้โดยวิธีทารกัง

2 ให้โดยวิธีการฉีดและน้ําหนักสัตวํโดยเฉลี่ยท่ีใ,$'ทดลองเท่ากับ 23.2 กิโลกรัม

3 ให้โดยวิธีการฉีดและน้ําหนักสัตว์โดยเฉลี่ยท่ีใซ้ทดลองเท่ากับ 72.3 กิโลกรัม
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การให้ DES โดยวิธีการฝังใต้ผิวหนังพบว่ามีการตกค้างสูงสุดที่ตำแหน่งกล้ามเนื้อส่วนคอซึ่งเป็น 
ตำแหน่งที่ม ีการฝังสารหรือฮอร์โมน และจะพบการตกค้างลดลงตามลำดับเมื่อนำกล้ามเนื้อใน 
ตำแหน่งที่ห่างจากตำแหน่งที่ฝังมาทำการตรวจวิเคราะห์ (Lone, 1997) Herriman และคณะ 
(1982) ไค้ทดลองให้ Hexoestrol ในไก่ชนิดฝังขนาด 12 มิลลิกรัมต่อตัว จากนั้นนำมาวิเคราะห์ 
การตกค้างหลังจากทดลอง 44 วัน พบระดับการตกค้างของ Hexoestrol ที่กล้ามเนื้อคอ ตับ กล้าม 
เนื้อหน้าอก กล้ามเนื้อขาในระดับ 0.584, 0.062, 0.005 และ 0.004 นาโนกรัมต่อกรัม และจากการ 
ศึกษาในลัตว่ปีกพบว่าการให้ DES โดยวิธีการกินตรวจวิเคราะห์ไม่พบการตกค้างของ DES ขณะที่ 
การให้โดยวิธีการฝังพบการตกค้างอยู่ในกล้ามเนื้อนานถึง 3 เดือน ในไก่จะพบการตกค้างในร่าง 
กายสูงที่สุดเมื่อเทียบกับสัตว์ชนิดอื่น เนื่องจากขนาดของ Hexoestrol ที่ให้จะมีความเข้มข้นต่อนํ้า 
หนักตัวไก่มากที่สุด โดยทั่วไปแล้วกล้ามเนื้อจะมีปริมาณการตกค้างโดยเฉลี่ยน้อยที่สุด และอยู่ใน 
รูป free Hexoestrol ขณะทีการตกค้างในตับและไตจะอยู่ในรูป Hexoestrol glucuronide เป็น 
ส่วนใหญ่ (Lone, 1997)

2.4 สถานภาพการใช ้และการควบค ุม DES และ Hexoestrol ในประเทศไทย

จากการที่รัฐบาลได้ตระหนักถึงความเป็นพิษและอันตรายของ DES และ Hexoestrol 
ตามที่ได้กล่าวมาข้างต้น ทำให้พระราชบัญญ่ตควบคุมคุณภาพอาหารสัตว์ พ.ศ. 2525 กำหนดให้ 
DES เป็นวัตถุท ี่ห ้ามใช้เป ็นส่วนผสมในการผลิตอาหารสัตว์ และเป็นเภสัชเคมีภัณฑ์ที่ต้องขอ 
อนุญาตในการนำเข้ามาในราชอาณาจักรและห้ามมิให้ผู้ใดนำเข้า เว้นแต่จะได้รับอนุญาตจากรัฐ
มนตรีว่าการกระทรวงพาณิชย์หรือผ้ซึ่งรัฐมนตรีว่าการกระทรวงพาณิชย์มอบหมาย ตามประกาศป <พํ

กระทรวงพาณิชย์ เร่ือง การนำยา เภสัชเคมีภัณฑ์ และเภสัชเคมีกัณฑ์กึ่งสำเร็จรูปเข้ามาในราช 
อาณาจักร พ.ศ. 2545 สำหรับ Hexoestrol โดยคำสั่งกระทรวงสาธารณสุขได้มีการห้ามใช้ในการ 
เลี้ยงสัตว์ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2529 อย่างไรก็ตามในการเลี้ยงไก่ระดับอุตสาหกรรมรายย่อยเพื่อผลิตไก่ 
ตอนบางแห่งยังมีการสักลอบใช้ Hexoestrol กันอยู่ (ประเทือง สุดสาคร, ติดต่อส่วนตัว) จากการ 
สำรวจข้อมูลจากผู้เลี้ยงไก่พบว่า ขนาดปริมาณของตัวยา Hexoestrol ที่เกษตรกรใช้ในการผลิตไก่ 
ในประเทศคือ 15-30 มิลลิกรัมต่อตัว ซึ่งเป็นระดับที่สูงกว่าการใช้ในต่างประเทศในอดีตที่นิยมใช้ 
ชนิดเม็ดแบบฝัง รื่มทำการฝังเมื่อไก่อายุ 40-50 วัน โดยทำการฝังใต้ผิวหนังเพียงครังเดียวบริเวณ 
ด้านหลังสำคอไก่หรือปีกไก่ด้านล่าง ระยะเวลาที่ให้ก่อนส่งชำแหละคือ 14-45วัน ให้ได้ทังตัวผู้และ 
ตัวเมีย ลามารถใช้ใก่ได้หลายพันธุแต่ที,นิยมคือไก่เนื้อพันธุสามสาย ขณะที่ DES ถึงแม้จะไม่มีข้อ 
มูลยืนยันถึงการนำมาใช้ในการเร่งการเจริญเติบโตในไก่ แต่ก็มีความเป็นไปได้เช่นกันอาจจะพบ 
การนำ DES มาประยุกตัใช้แทน Hexoestrol ในขั้นตอนของการเลี้ยง จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้
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เห็นว่าคนไทยที่ยังมีความเสี่ยงต่อการได้รับสารตกค้างเหล่านี้ และนำไปสู่การเกิดมะเร็งจากการ 
บริโภคไก่ที่ผลิตในลักษณะดังกล่าว

2.5 วิธีวิเคราะห์การตกค้างของ DES และ Hexoestrol

เนื่องจากการตรวจวิเคราะห์หา DES และ Hexoestrol ยังไม่มีวิธีที่เป็นมาตรฐาน จึงมีการ 
พัฒนาการตรวจลอบด้วยวิธีต่างๆ ขึ้นมา เพื่อตรวจหาระดับการตกค้างของ DES และ/หริอ 
Hexoestrol รวมทั้งสารและฮอร์โมนในกลุ่มใกล้เคียงกันในอวัยวะและสิ่งคัดหลั่งของสัตว์ โดยส่วน 
ใหญ่การตรวจวิเคราะห์สารตกค้างในกลุ่มนี้อาจอยู่ในรูปการตรวจสารที่สงสัยเพียงชนิดเดียวหริอ 
หลายๆ ชนิดพร้อมกัน

2.4.1 วิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางจุลกายวิภาคศาสตร์ (Histological method)

เป็นวิธีวิเคราะห์ทางอ้อม อาศัยหลักการการตอบสนองของร่างกายเมื่อ 
ได้รับฮอร์โมนหรือสารที่ออกฤทธึ๋คล้ายฮอร์โมน และทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของอวัยวะในระบบ 
ส ืบพ ันธ ุของส ัตว์ จากการทดลองในโคและลูกโค พบว่าสัตว์ท ี่ได ้ร ับ DES, Zeranol และ 
Hexoestrol จะเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเนื้อเยื่อของต่อมลูกหมากและต่อมบัลโบยูเรทอล (bulbo- 
urethal glands) ในสัตว์เพศผู้และเกิดการเปลี่ยนแปลงของปากมดลูก ช่องคลอด เต้านม ต่อมบาร์ 
โทลิน (glands of Bartholin) ในสัตว์เพศเมีย อย่างไรก็ตามวิธีวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ไม่เป็นที่แพร่หลาย 
มากนักเนื่องจากความไว (sensitivity) และความจำเพาะ (specificity) ต่ํา (Ferrando, 1980)

2.4.2 วิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางชีวภาพ (biological method)

เป็นวิธีวิเคราะห์ทางอ้อมเช่นเดียวกับวิธีแรก โดยอาศัยความแตกต่างของ 
นํ้าหนักของมดลูกสัตว์ก่อนและหลังจากที่ได้รับฮอร์โมนหรือสารในกลุ่มเอลโตรเจน (Ferrando, 
1980) จากการทดลองให้ Hexoestrol ในหนูแรทเพศเมีย ขนาด 60 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมต่อ1วัน 
เป็นเวลา 4 วันพบว่านํ้าหนักของมดลูกเพิ่มขึ้น 49 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยคาด 
ว่าการที่นํ้าหนักของมดลูกเพิ่มขึ้นน่าจะมาจากการเกิดภาวะ luminal epithelium hypertrophy 
and hyperplasia, myométrial hypertrophy และ stromal hypertrophy and oedema (Hart, 
1990) อย่างไรก็ตามวิธีนี้ไม่เป็นที่แพร่หลายมากนัก เนื่อง1จากความ1จำเพาะตํ่าและ1ไม่สามารถ1วัด
การตกค้างในเซิงปริมาณ (quantity) ได้
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2.4.3 วิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา (immunological methods)

เป็นวิธีที่ส่วนมากพัฒนามาในรูปแบบของชุดทดสอบสำเร็จรูปและใช้เพื่อ 
ตรวจวิเคราะห์ในแบบคัดกรอง (screening test) ประกอบด้วย

2.4.3.1 วิธ Radio-immunoassay (RIA)

เป็นวิธีแรกของวิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยาที่ถูกพัฒนาขึ้นมา 
เพื่อตรวจวิเคราะห์'หาสารในกลุ่ม Stilbenes โดยใช้แอนตี้บอดี้ที่จำเพาะต่อสารในกลุ่มนี้เคลือบที่ 
วัสดุของชุดทดสอบและใช้เอนติเจนที่ติดฉลาก (label) ด้วยสารกัมมันตภาพรังสี เช่น tritium หรอ 
3แ รวมทั้งเอนติเจนที่ไม่ติดฉลากเป็นตัวบ่งชี้ในการยึดเกาะกับสารที่ต้องการหาในตัวอย่าง จัดเป็น 
วิธี'ท่ีมีค'วาม'โวสูงมี Limit of Detection' (LOD) ได้ที่ระดับ 0.05 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม สำหรับ 
DES และ 0,04 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม สำหรับ Hexoestrol (Fernando, 1980) (ตารางที่ 3) จาก 
การทดลองตรวจวิเคราะห์หา DES ในปัสสาวะโคพบว่าค่า LOD เป็น 0.23 ไมโครกรัมต่อลิตร และ 
มี Limit of Quantitation2 (LOQ) เป็น 0.38 ไมโครกรัมต่อลิตร (Heitzman, 1994) Herriman และ 
คณะ (1982) ได้ใช่วิธี RIA ในการตรวจหาระดับการตกค้างของ Hexoestrol ในเนื้อไก่พบว่าให้ผล 
การวิเคราะห์ที่ดี อย่างไรก็ดีเนื่องจากขั้นตอนการวิเคราะห์ส่วนหนึ่งใช้กัมมันตภาพรังสี ซึ่งอาจเป็น 
อันตรายต่อผู้วิเคราะห์ใต้ ประกอบกับประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ยังไม่ดีนักในแง่ของความคงตัว 
ของเอนติเจนที่ติดฉลาก ความช้าของวิธีการวัดปริมาณที่ตกด้างซึ่งต้องอาศัยขบวนการไตเตรทสาร 
บ่งชี้ (tritiated markers) (Degand et al., 1989) ภายหลังจึงมีวิธีวิเคราะห์อื่นที่มีความปลอดภัย 
มากกว่าขึ้นมาทดแทน

2.4.3.2 วิธี Enzyme-immunoassay (EIA) หรอวิธี Enzyme- 
linked immunosorbent assay (ELISA)

เป็นวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นมาเพื่อทดแทนวิธี RIA ซึ่งใช้ 
หลักในการหาสารตกค้างเช่นเดียวกัน แตกต่างกันที่วิธีนี้ใช้เอนไซม์ในการจับกับเอนติเจนแทนที่ 
ของกัมมันตภาพรังสี เอนไซม์ที่ใช้ได้แก่ urea peroxide, tetramethylbenzidine, horseradish 
peroxidase หรอ Bacillus licheniformis (3-lactamase เป็นต้น Meyer และ Hoffmann (1987)

'  L im it o f  D e tec tion  หมายถ ึง  ป ร ิม าณ ของสารท ี่ม ีอ ย ู่ใน ต ัวอย ่า งท ี่ส าม ารถว ัด

2 L im it o f  Q uan tita tion  ห ม ายถ ึง  ป ร ิม าณ ของสารท ี่ม ีอ ย ู่ใน ต ัวอ ย ่า งท ี่ส าม ารถ ว ัด ได ้ โดยม ีค วาม ถ ูกต ้อ งและ  

แม ่น ย ำอย ู่ใน เกณ ฑ ์ท ี่ย อม ร ับ ได ้ใน ท างสถ ิต ิ
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(Meyer and Hoffmann, 1987 cited in Degand et al., 1989) รายงานการใซ้วิธี EIA ในการ 
วิเคราะห์หา DES ในปัสสาวะโค พบว่าความไวของวิธีนี้ให้ผลใกล้เคียงกับการวิธีวิเคราะห์ด้วย 
RIA โดยมี LOD เป็น 0.5 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร อัตราการคืนกลับของสาร (recovery rate) เท่า 
กับ 80 เปอร์เซ็นต์ และสามารถลดปัญหาการรบกวนการวิเคราะห์อันเนื่องมากจากความหลาก 
หลายของชนิดตัวอย่าง (biological matrix) ได้ดีกว่า อย่างไรก็ดีความจำเพาะของวิธีวิเคราะห์ยัง 
ไม่เป็นที่น่าพอใจนัก ในระยะหลังวิธี EIA มักจะถูกเรียก ELISA แทน ได้มีการพัฒนาเทคนิคเพื่อ 
เพิ่มความไวและความจำเพาะให้มากขึ้น ซึ่งจะอาศัยหลักการในการตรวจวิเคราะห์หาแอนติเจนใน 
ตัวอย่าง โดยเคลือบแอนตี้บอดี้ที่'จำเพาะต่อสารกลุ่ม Stilbenes ไว้ที่ microtitre plate เมื่อทำการ 
วิเคราะห์ แอนติเจนที่ต้องการหาในตัวอย่างจะยึดเกาะกับแอนตี้บอดี้ จากนั้นทำการเติมเอนไซม์ที่ 
ต ิดฉลากเพ ื่อทำการยึดเกาะกับแอนติเจนและใส่สาร substrate เพื่อทำปฏิก ิริยากับเอนไซม์ 
ปฏิกิริยาดังกล่าวจะเป็นลัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสารที่ต้องการวิเคราะห์ Sawaya และ 
คณะ (1998) ได้ใช้ชุดทดสอบ Ridascreen® ELISA kit ซึ่งใช้วิธี competitive ELISA ในการตรวจ 
หา DES ที่ตกค้างในเนื้อไก่ ปัสสาวะแพะ ในประเทศคูเวต พบว่า LOD เป็น 0.2 และ 0.5 นาโน 
กรัมต่อมิลลิลิตร อัตราการคืนกลับของสารเป็น 68 และ 90 เปอร์เซ็นต์ในเนื้อไก่และปัสสาวะแพะ 
ตามลำดับ โดยชุดตรวจสอบดังกล่าวมีเปอร์เซ็นต์ Cross-reactivity ต่อสาร DES, Hexoestrol 
และ Dienestrol เป็น 100, 22 และ 8 ตามลำดับ นอกจากนี้จากข้อมูลของบริษัท Randox 
Laboratories ประเทศสหราชอาณาจักร พบว่าชุดทดสอบ stilbene ELISA® ให้เปอร์เซ็นต์ 
Cross-reactivity ต่อ Hexoestrol 100 เปอร์เซ็นต์ และมี LOD ของ Hexoestrol เท่ากับ 0.25 นา 
โนกรัมต่อกรัม, สำหรับการตรวจวิเคราะห์ในเนื้อเยื่อสัตว์ (Randox, personal communication) 
อย่างไรก็ดีจากการสืบค้นข้อมูลไม่ปรากฏรายงานการใช้ชุดทดสอบนี้ในวารสารทางวิชาการ และ 
ข้อจำกัดของวิธีวิเคราะห์ด้วย ELISA อีกประการหนึ่งคือค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ที่ค่อนข้างสูง ทำ 
ให้ไม่สามารถนำวิธีดังกล่าวมาใช้ในประเทศไทยได้อย่างเหมาะสม

2.4.3.3 วิธี Chemiluminescence immunoassay (CLIA)

เป ็น ว ิธ ีท ี่พ ัฒ น าม า  เพ ื่อ ต รว จ ว ิเค รา ะ ห ์ห า  19- 
nortestosterone และ 170t-methyltestosterone (Degand et al., 1989) ในเนือเยึอและ 
ป ัสสาวะโค อาศัยหล ักการเซ ่นเด ียวก ับวิธ ี RIA และ EIA แตกต่างก ันที่ใช ้สารเรืองแสง 
(chemiluminescence) เป็นวัสดุติดฉลาก อย่างไรก็ตามวิธีนี้ไม่เป็นที่นิยมมากนัก อีกทั้งไม่ปรากฏ

1 แหล ่งท ีม า : E -M a il: L ynsey .Sm ith@ randox .com

mailto:Lynsey.Smith@randox.com
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ข้อมูลในการพัฒนาเทคนิคนี้ในการวิเคราะห์การตกค้างของ DES และ Hexoestrol ในเนื้อเยื่อหรอ 
สิงคัดหลังจากสัตว์

2.4.4. วิธีทางเคมีกายภาพ (physicochemical methods)

เป็นวิธีวิเคราะห์ที่มักใช้เพื่อยืนยันผลการวิเคราะห์จากการตรวจแบบคัด 
กรอง ใช้หลักการทางโครมาโทรกราฟพื่ (chromatography) เป็นหลัก โดยอาศัยความแตกต่างของ 
การกระจายตัวของสารตัวอย่างระหว่างเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) กับเฟสอยู่กับที่ (stationary 
phase) ประกอบด้วย

2.4.4.1 วิธี Thin-Layer Liquidchromatography (TLC) และ 
High Performance Thin-Liquid Chromatography (HPTLC)

TLC และ HPTLC จัดเป็นวิธีทาง Chromatography 
ชนิดแผ่น (planar chromatogrophy) ทั้งสองวิธีมีความแตกต่างกันที่วัสดุใช้เคลือบบนเฟสเคลื่อน 
ท่ี โดย HPTLC จะใช้วัสดุที่มีความละเอียดในการแยกสารตัวอย่างที่สูงกว่า สามารถใช้ตรวจ 
วิเคราะห์ในเซิงคุณภาพเพื่อตรวจวิเคราะห์การตกค้างของสารและยาในกลุ่มสเดียรอยด์ Verbeke 
(1979) ได้ทดลองใช้ TLC เพื่อตรวจวิเคราะห์หาการตกค้างของ DES ในปัสสาวะและกล้ามเนื้อโค 
จากโรงฆ่าสัตว์ พบว่ามี LOD ของ DES และ Hexoestrol เป็น 0.5 และ 2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
ตามลำตับ Nascimento และคณะ (1996) ใช้ HPTLC ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณของตัวยา 
DES และ Hexoestrol พบว่า LOD มีค่าเท่ากับ 20 นาโนกรัม อย่าง'โรก็ดี'วิธี TLC และ HPTLC ยัง 
ม ีข ้อจำก ัดในด ้านข ั้นตอนของการทำสารให ้บ ร ิส ุทธ ิ้ (p u rific a tio n ) ในห ้องป ฏ ิบ ัต ิการ 
(Casademont et al., 1996) และจำเป็นต้องใช้เครื่อง densitometer ประกอบ หากต้องการ 
วิเคราะห์หาปริมาณสาร

(HPLC)
2.4.4.2 วิธี High Performance Liquid Chromatography

เป็นวิธีท ี่ม ีการศึกษากันอย่างกว้างขวาง เพื่อใช้ตรวจ 
วิเคราะห์การตกค้างของสารกลุ่ม Stilbenes และสารอื่นในกลุ่มที่ใกล้เคียงกัน Jansen และคณะ 
(1985) ทำการทดลองโดยใช้ HPLC พร้อม Ultraviolet-Visible (UV) detector เฟือ,วิเคราะห์ DES 
ในปัสสาวะโค พบว่าเป ็นวิธ ีท ี่เหมาะสมในการใช้เป ็นวิธ ีว ิเคราะห ์แบบคัดกรองท ี่ต ้องการการ 
วิเคราะห์เป็นจำนวนมาก Reuvers และคณะ (1991) ใช้วิธี HPLC แบบ Reverse phase พร้อม
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Electrochemical detector (ED) ในการตรวจหา DES ในเนื้อโค พบว่า LOD มีค่าเท่ากับ 0.1-0.2 
ใมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยมีอัตราการคืนกลับของสารเป็น 68 เปอร์เซ็นต์ ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่ Nascimento และคณะ (1996) ทำการวิเคราะห์ตัวอย่างยา DES 
และ Hexoestrol ทั้งชนิดเม็ดและชนิดสารละลายในรูปสื่อนํ้ามัน ด้วยวิธี HPLC แบบ Isocratic- 
reverse phase พร้อม Diode-array detector (DAD) ที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตรสำหรับ 
DES และที่ความยาวคลื่น 240 นาโนเมตรสำหรับ Hexoestrol ได้ค่า LOD ของ DES และ 
Hexoestrol เป็น 0.20 และ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ และค่า LOQ ของ DES และ 
Hexoestrol เป ็น 0.40 และ 1 .0ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ มีอัตราการคืนกลับของสารโดย 
เฉลี่ยเป็น 90.5 เปอร์เซ็นต์ Sadex และคณะ (1995) (1998) ได้ใช้ HPLC แบบ reverse phase 
ในการวิเคราะห์หาปริมาณของ 17j3-estradiol, trenbolone acetate, zeranol และ DES ในเนือ 
และตับไก่ ซึ่งให้ผลในการวิเคราะห์โนระดับที่น่าพอใจ นอกจากนี้ Koole และคณะ (1999) ได้ 
ทดลองหาลภาวะของเครื่อง HPLC พร้อม DAD เพื่อวิเคราะห์สารในกลุ่ม Anabolic hormone 
จำนวน 21 ชนิด รวมทั้ง DES และ Hexoestrol ในปัสสาวะลูกโค พบว่าสภาวะของเครื่อง HPLC ท่ี 
เหมาะสมในการตรวจหา DES และ Hexoestrol ประกอบไปด้วยการใช้คอลัมน์ชนิด Reverse 
phase ที่ความยาวคลื่น 242 นาโนเมตรลำหรับ DES และ 230 นาโนเมตรลำหรับ Hexoestrol ได้ 
ค่า LOD ของสารทั้งสองชนิดที่ 0.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ซึ่งมีแนวโน้มที่ดีในการพัฒนาวิธีนื้เพื่อ 
ตรวจวิเคราะห์สารตกค้างในกลุ่มฮอร์โมนแอนาบอลิก โดยเฉพาะในกรณีการตรวจเพื่อเฝืาระวัง 
สารหลายๆ ชนิด (multi-residue analysis) (Koole et at., 1999)

2.4.4.3 วิธี Gas Chromatography (GC)

เป็นวิธีที่ AOAC international แนะนำให้ใช้ร่วมกับ 
Mass spectrometry (MS) เพื่อตรวจวิเคราะห์แบบยืนยันผลการตกค้างของสารในกลุ่ม Stilbenes 
มีความไวและความจำเพาะของวิธีวิเคราะห์สูง ในระยะแรก Stan และ Abraham (1980) ทำการ 
ศ ึกษาการตกค้างของ 17(3-estradiol, DES, hexoestrol, d ienoestrol, stilbestrol, 
ethynylestradiol และ zeranol ในเนื้อสัตว์ร่วมกับการทำ Derivatization พบว่าค่า LOD ของสาร 
ในกลุ่ม Stilbenes มีค่าเป็น 1 นาโนกรัมต่อกรัม ขณะที่ Bagnati และคณะ (1990) ทำการศึกษา 
เพื่อวิเคราะห์หา DES, dienoestrol และ Hexoestrol ในพลาสมาและปัสสาวะโคพบว่า LOD มีค่า 
เท่ากับ 10-100 พิโคกรัมต่อมิลลิลิตร ทั้งนี้ขึ้น'อยู่กับ1ชนิด'ของ'ไอออน (Ion) ที่ใช้ในการวิเคราะห์ และ 
มีอัตราการคืนกลับของสารเท่ากับ 28-96 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาได้มีการใช้วิธี GC-MS ในการตรวจ 
วิเคราะห์การตกค้างของสารในกลุ่ม Stilbenes และ Anabolic hormone ในปัสสาวะโคและแกะ
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ตับ กล้ามเนื้อ ของไก่ แกะ และโค ร่วมกับการทำ Derivatization พบว่าค่า LOD อยู่ในช่วง 5-100 
นาโนกรัมต่อกิโลกรัม (Casademont et al., 1996; Heitzman, 1994; Marchand et al., 2000; 
Sawaya et al., 1998) อย่าง,ไรก็ดีการ'ใช้วิธี GC-MS ยังมีข้อจำกัดในด้านเครื่องมือ และบุคลากร 
ในการว ิเคราะห ์ เน ื่องจากเครื่องม ือท ี่ใช ้ในการวิเคราะห์ม ีราคาและต้องใช้บ ุคลากรท ี่ม ีความ 
ชำนาญสูง เมื่อเทียบกับวิธีวิเคราะห์ชนิดอื่น

2.4.4.4 วิธี Liquid Chromatography (LC)

Maria และ Barcelo (2001) ได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์ 
DES และสารในกลุ่มฮอร์โมนแอนาบอลิกด้วย Liquid chromatography-diode array detection- 
mass spectrometry (LC-DAD-MS) เพื่อตรวจหาระดับการตกค้างในนํ้าจากแหล่งนํ้าธรรมชาติ 
พบว่าวิธีวิเคราะห์มีค่า LOD เป็น 10-20 นาโนกรัมต่อลิตร และมีอัตราการคืนกลับของสารเป็น 96- 
111 เปอร์เซ็นต์อย่างไรก็ดีวิธีนี้ยังไม่มีการพัฒนาเพื่อนำมาตรวจวิเคราะห์ในตัวอย่างที่ได้จากสัตว์

2.4.5 การผสานวิธีเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์(combination methods)

เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ทั้งเซิงคุณภาพและเซิงปริมาณ จึง 
มีการนำวิธีวิเคราะห์ข้างต้นมาประยุกต่ใช้ในการตรวจหาสารในกลุ่ม Stilbenes Heitzman และ 
คณะ (1994) ทำการรวบรวมเอกสารเกี่ยวกับวิธีวิเคราะห์พบว่าวิธี HPLC-HPTLC ถูกนำมาใช้ใน 
การตรวจวิเคราะห์สารในกลุ่มแอนาบอลิกในไขมันหุ้มไต (perirenal fat) มีค่า LOD เป็น 1 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่การใช้วิธี HPLC-RIA ในการตรวจวิเคราะห์ DES, Hexoestrol และ 
Dienestrol ในเนื้อเยื่อสัตว์ พบค่า LOD เป็น 0.1-1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม อย่างไรก็ดีการผสานวิธี 
วิเคราะห์ดังกล่าวทำให้ขั้นตอนในการวิเคราะห์มีความซับช้อนเพิ่มมากขืน



ต า ร า ง ท ี่ 3  เป ร ีย บ เท ีย บ ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ข อ ง ว ิธ ีว ิเ ค ร า ะ ห ์ก า ร ต ก ค ้า ง ข อ ง  D E S  แ ล ะ  H e x o e s t ro l ท ี่ส ำ ค ัญ ใ น เน ื้อ เย ื่อ จ า ก ส ัต ว ์

ว ิธ ีว ิเค ร า ะ ห ์ ช น ิด ส าร ช น ิด ส ัต ว ์แ ล ะ เน ื้อ เย ื่อ ท ี่ว ิเค ร าะห ์ L O D ฃ ้อ ด ี ข ้อเส ีย อ ้างอ ิง

R IA D E S โค ; ป ัส ส าว ะ 0 .0 5  ไม โค รก ร ัม ต ่อ ก ิโล ก ร ัม  (พ ีพ ีบ ี) ค วาม ไวส ูง ค วาม 'จ ำเพ าะต ํ่า D e g a n d  e t al., 1 9 8 9 ;

H e x o e s tro l โค ; ป ัส ส าว ะ 0 .0 4  ไม โค รก ร ัม ต ่อ ก ิโล ก ร ัม  (พ ีพ ีบ ี) อ ันตราย H e itz m a n , 1 9 9 4 ;

ไก ่; กล ้าม เน ื้อ  ต ับ ไขม ัน ใช ้เวล าน าน H e rr im a n  e t al., 1 9 8 2

E IA /E L IS A D E S  และ โค ; ป ัส ส าว ะ  ก ล ้าม เน ื้อ 0 .2  น าโน ก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  (พ ีพ ีบ ี) ง ่า ย  ว ิธ ีไม ่ซ ับ ซ ้อ น ช ุด ท ด ส อ บ ราค าส ูง M e y e r  a n d  H o ffm a n n  1 9 8 7 ;

H e x o e s tro l แพะ; ป ัส ส าว ะ ค วาม ไวส ูง L o n e , 1 99 7

ไก ่; ก ล ้าม เน ื้อ S a w a y a  e t al., 1 9 9 8

T L C D E S โค ; ป ัส ส าว ะ  ก ล ้าม เน ื้อ 0 .5  ไม โค รก ร ัม ต ่อ ก ิโล ก ร ัม  (พ ีพ ีบ ี) ค ว าม จ ำ เพ าะส ูง ย ุ่งย าก ต ้อ งใช ้ V e rb e k e , 1 97 9

D e n s ito m e te r

ใน ก ารห าป ร ิม าณ

H P LC D E S โค ; กล ้าม เน ื้อ  ป ัส ส าว ะ 0.1 ไม โค รก ร ัม ต ่อ ก ิโล ก ร ัม  (พ ีพ ีบ ี) ไม ่ย ุ่ง ย าก ค วาม ไวต ํ่า R e u v e rs  e t al., 1991

H e x o e s tro l โค ; ป ัส ส าว ะ 0 .5  น าโน ก ร ัม ต ่อ ไม โค รล ิต ร  (พ ีพ ีเอ ็ม ) ค วาม จ ำ เพ าะส ูง K o o le  e t al., 1 9 9 9

G C -M S D E S  และ โค แกะ; ป ัส ส าว ะ 10 พ ิโค ก ร ัม ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  (พ ีพ ีท ี) ค วาม ไวส ูง ว ิธ ีว ิเค ร าะห ์ย ุ่งย าก B a g n a ti e t al., 1 9 9 0

H e x o e s tro l โค  ไก ่; ต ับ  ก ล ้าม เน ื้อ ค วาม จ ำ เพ าะส ูง ค ่า ใช ้จ ่าย ส ูง C a s a d e m o n t e t al., 1 9 9 6
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