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เสาวณีย วาจาสิทธิ์ สุวิมล หมวดหมะ อัจฉรี อินแกว กัญญารัตน เชื้อกูลชาติ  วิทวัส วังแกวหิรัญ  

สกุลรัตน สมสันติสุข และ ทองสุข ปายะนันทน

สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพฒันาและทดสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะห
สารตกคางคลอรมคีวอต ไดควอต เมพคิวอต และ

พาราควอต ในผกัและผลไมโดยเทคนิค LC-MS/MS

บทคดัยอ จากสถติกิารนาํเขาสารเคมี กลุม herbicides สารคลอรมคีวอต ไดควอต เมพคิวอต และพาราควอต พบวามกีารนํา

มาใชในการกาํจดัวชัพชืทางการเกษตร โดยไดควอตและพาราควอตเปนสารกาํจัดวชัพชืทีใ่ชฉีดพนในพชืไร สวนคลอรมคีวอตและ

เมพิควอตเปนสารสังเคราะหควบคุมการเจริญเติบโตของพืช ผลของการใชสารเหลานี้อยางไมเหมาะสม โดยเฉพาะพาราควอต

กอใหเกดิการตกคางในสิง่แวดลอม และอาจกระทบตอความปลอดภยัของผูบรโิภค องคการอนามยัโลกไดจดัใหพษิของพาราควอต

อยูใน class II คือ มีพิษปานกลางและตามพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2563 จัดเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 4 งานวิจัยนี้

จงึไดพฒันาและทดสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะหสารทัง้ 4 ชนดิ ในผกัและผลไม ซึง่สารจะถกูสกัดดวย acidifi ed methanol 

แลวนาํไปปนแยกสวน กอนนาํไปตรวจวเิคราะหชนดิและปรมิาณดวย LC-MS/MS โดยสารทัง้ 4 ชนดิ มคีา limit of detection 

และ limit of quantitation เทากับ 0.005 และ 0.010 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ ชวงการวิเคราะหที่ใหความสัมพันธ

เปนเสนตรงอยูในชวง 0.01–0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม คาความแมนอยูในชวง 66.1–117.2% และคาความเที่ยงอยูระหวาง 

0.4–14.5% พรอมทั้งวิธีนี้ไดรับการรับรองความสามารถหองปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ในป พ.ศ. 

2563 จึงมีความเหมาะสมที่จะนําวิธีนี้มาใชในการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ เพื่อการคุมครองผูบริโภคและดําเนินการ

ตามกฎหมายตอไป นอกจากน้ีไดทําการสํารวจการตกคางของสารกลุมน้ีในผักและผลไมสดในป 2563 จํานวน 219 ตัวอยาง

ผลตรวจพบ 3 ตัวอยาง ซึ่งเปนเมพิควอต 2 ตัวอยาง และคลอรมีควอต 1 ตัวอยาง และทุกตัวอยางตรวจไมพบพาราควอต

คําสําคัญ: คลอรมีควอต, ไดควอต, เมพิควอต, พาราควอต, ผักและผลไม
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

บทนํา

สารเคมกีำจัดวัชพชื (herbicides) หรอืทีเ่รยีกกนั

ทั่วไปวายาฆาหญา มีการใชกันอยางแพรหลายและ

มีแนวโนมจะเพิ่มมากขึ้นในประเทศไทย โดยสารเคมี

กำจัดวัชพืชแตละชนิดมีประสิทธิภาพในการทำงานที่

แตกตางกัน โดยไดควอต (diquat, 1, 10-ethylene-2,

20-bipyridinium ion, DQ) และพาราควอต 

(paraquat,1,10-dimethyl-4,40-bipyridinium

ion, PQ) เปนสารกำจัดวัชพืช (bipyridylium

herbicides) แบบชนดิไมเลอืกทำลาย (non-selective

herbicide) ใชกับวัชพืชใบกวางและหญา คลอรมีควอต

(chlormequat, 2-chloroethyltrimethylammonium

ion, CQ) และเมพิควอต (mepiquat, 1,1-di-

methylpiperidinium ion, MQ) เปนสารสังเคราะห

ใชควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth

regulators) แตไมจัดเปนฮอรโมน มีคุณสมบัติ

ในการกระตุน ยับย้ัง หรือเปลี่ยนแปลงกระบวนการ

ทางสรีรวิทยาของพืช เชน กระตุนการออกดอกหรือ

ทำใหพืชทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม(1-5)

ผลของการใชสารอยางไมระมัดระวัง ขาดความเขาใจ 

หรือใชไมตรงตามฉลากระบุ กอใหเกิดปญหาการ

ตกคางของสารเหลาน้ีในส่ิงแวดลอม และเช่ือมโยง

หวงโซอาหาร สงผลกระทบตอสุขภาพของเกษตรกร

ผูที่ไดรับสัมผัสสารนี้โดยตรงจากการฉีดพน และความ

ไมปลอดภัยของผูบริโภค ซึ่งสอดคลองกับขอมูลของ

กรมวิชาการเกษตรรายงานปริมาณการนำเขาสารกำจัด

วชัพืชในชวงป พ.ศ. 2551–2561 ปรมิาณเฉลีย่ 70,000–

125,000 ตันตอป มีมูลคามากกวาสามหม่ืนลานบาท

คดิเปนรอยละ 74 ของสารออกฤทธิท้ั์งหมด รองลงมา คอื 

สารเคมีกำจัดแมลง(6) 

องคการอนามัยโลก (World Health Organi-

zation: WHO) จำแนกความเปนพิษของพาราควอต 

อยูใน class II คือ มีอันตรายปานกลาง (moderately 

hazardous)(7) นอกจากน้ียังไดมีการศึกษาพิษเรื้อรัง

ระยะยาว โดย The United State Environmental 

Protection Agency (US EPA) ระบุวาพาราควอต 

เปนสารที่ไมกอใหเกิดมะเร็ง ไมมีผลตอระบบสืบพันธุ

หรอืตวัออน ไมทำใหเกดิการกลายพนัธุ(8) แตในสวนของ

สารไดควอต EU ไมตออายใุหเปนสารออกฤทธิ ์(active 

substance) ในผลิตภัณฑอารักขาพืช เนื่องจากพบวา

ไดควอตมคีวามเสีย่งสงูตอผูใชงานและนก(9)  ประเทศไทย

จัดพาราควอตเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 4 (วอ.4) ตาม

พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2563 ควบคุมโดย

กรมวิชาการเกษตร(10) ซ่ึงมีผลบังคับใชเมื่อวันที่ 1 

มิถุนายน 2563 หามผลิต นำเขา สงออก ครอบครอง ซึ่ง

สอดคลองตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 419 

พ.ศ. 2563 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง (ฉบับที่ 3)

ระบตุองตรวจไมพบวตัถอุนัตรายทางการเกษตรชนดิที ่4

โดยวธิกีารตรวจวเิคราะหและหองปฏบิตักิารทีม่ขีดีจำกดั

ของการวัด (limit of detection: LOD) ตองเปนไป

ตามเงื่อนไขของเอกสารแนบทายประกาศนี้ (บัญชี

หมายเลข 5)(11) 

การวเิคราะหสารคลอรมคีวอต ไดควอต เมพิควอต 

และพาราควอต ดวยคุณสมบัติทางเคมีของสารกลุมนี้

เปนแบบมขีัว้สงู (high polar herbicides: HPH) และ

เปนไอออนบวกถาวร ทำใหสารมีพฤติกรรมที่จะจับกับ

พื้นผิวและสารตางๆ ไดอยางดี จำเปนตองใชวิธีการสกัด

และสภาวะการแยกสารที่มีความจำเพาะเจาะจง รวมทั้ง

ตองไมสงผลกระทบตอการวิเคราะห จึงใชวิธีวิเคราะห

แบบ single residues methods (SRM) จากการ

ศกึษางานวจิยัทีผ่านมาพบวา สวนใหญเตรยีมตวัอยางโดย

วิธี solid phase extraction (SPE), matrix solid 

phase dispersion (MSPD) และใชสารสกัดประเภท 

methanol หรือ methanol ผสมน้ำ, acetronitrile 

ผสมนำ้ หรอืนำ้ทีม่สีภาวะเปนกรด และ clean up โดยใช 

C18, Florisil, PSA, GCB(12) เปนตน ตรวจวัดชนิด

และปริมาณสารดวยเทคนิคตางๆ เชน HPLC-post 

column derivatization ซึ่งวิธีนี้จะใชเวลาในการ

ทดสอบนานเพราะตองมีการเตรยีมสารเพือ่มาทำปฏกิรยิา

derivatized หรือ liquid chromatography เชน 

mixed mode หรือ ion pair chromatography ซึ่ง

พบความไมสมำ่เสมอของผลการวเิคราะหสารพาราควอต

และไดควอต โดยปญหา chromatographic และ mass 

spectrometric มาจากการตรวจวัดประจุของสารวา

เปน [M-H+] single charge หรือ [M2+] double 

charge นอกจากนี้ยังมีวิธีวิเคราะหสำหรับพาราควอต
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Determination of Chlormequat, Diquat, Mepiquat, and Paraquat in Vegetables and Fruits     Saovanee Wajasit et al.

และไดควอต โดยใช isotope labeling standard เพื่อ

ใหได robustness และ accuracy ดีขึ้น(13,14)  ปจจุบัน

วิธีการสกัดและการตรวจวิเคราะหสารกลุมท่ีมีขั้วสูง

อีกวิธีหนึ่งที่นิยมใช คือ QuPPe-Method ซ่ึงพัฒนา

โดย EURL-SRM เน่ืองจากมีความเฉพาะเจาะจงกบัสาร

กลุมนี้ อีกทั้งยังสามารถวิเคราะหพรอมกันไดหลายชนิด

ในหนึ่งวิธีดวยเทคนิค LC-MS/MS โดยมี detector 

เปนชนิด triple quadrupole ซึ่งเปนเทคนิคที่สามารถ

วิเคราะหหาปริมาณสารตกคางในระดับต่ำ ท้ังน้ีขึ้นอยู

กับการเลือกใช interface ที่ทำหนาที่เปนแหลงกำเนิด

ไอออน (ion source) ใหเหมาะสมกับสภาพขั้วของสาร 

(polar compounds)(15) 

เพ่ือควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมายไทยที่

ใหยกเลิกการใชพาราควอตและเพื่อทราบสถานการณ

การตกคาง ตลอดจนใชเปนขอมูลพื้นฐานในการวางแผน

ดำเนินการทางกฎหมายใหกับหนวยงานที่เกี่ยวของ คณะ

ผูวิจัยจึงไดศึกษาพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีสามารถวิเคราะห

สารทั้ง 4 ชนิด ไดแก คลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต 

และพาราควอต ในตัวอยางผักและผลไมสดไดพรอมกัน

ในครั้งเดียว ทั้งนี้สามารถเตรียมตัวอยางไดรวดเร็ว ใช

ปริมาณสารเคมีนอย ประหยัดคาใชจาย โดยใชเทคนิค 

LC-MS/MS ซึ่งเปนเทคนิคท่ีมีความไวและความ

จำเพาะสูง สามารถตรวจสอบสารท่ีมีปรมิาณนอยไดอยาง

แมนยำ โดยใชคะนา ตำลงึ ผกักาดขาว หวัไชเทา มะเขอืเทศ

สม และแอปเปล เปนตัวแทนของ matrix ผักและผลไม 

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน: paraquat dichloride, diquat 

dibromide, mepiquat chloride และ chlormequat 

chloride ทัง้หมดเปนผลติภณัฑของ Dr. Ehrenstorfer 

ความบริสุทธ์ิ > 98% (บรษิทัผูผลติ LGC labor GmbH, 

ประทศเยอรมนี) สารเคมี: methanol (MeOH),

acetonitrile (CH3CN) เปน HPLC grade, formic 

acid, ammomium formate (NH4HCO2) เปน AR 

grade, acidified methanol เตรียมโดยปเปต formic 

acid 1.0 มลิลลิิตร ลงใน volumetric flask ท่ีมี MeOH 

และปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวย MeOH

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

สารละลายมาตรฐาน stock solution ความเขมขน

1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังสารมาตรฐาน

แตละชนิด 10 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรเปน 

10 มิลลิลิตร ดวย MeOH  คำนวณความเขมขนของสาร

มาตรฐานเปาหมาย และเตรียมสารละลายมาตรฐานผสม

ความเขมขน 100, 10 และ 1 ไมโครกรมัตอมลิลลิิตร ดวย 

acidified methanol:H2O (1:1)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องช่ังความละเอียด 0.001 กรัม และ 0.01 

มิลลิกรัม, refrigerated centrifuge, vortex mixer, 

เครื่องบดปนตัวอยาง, micro pipette ขนาด 2–20, 

10–200, 20–200 และ 100–1,000 ไมโครลิตร, screw 

cap centrifuge tube ขนาด 50 มลิลลิติร, micro-spin 

filter tube 0.45 µm nylon, volumetric flask ชนิด 

polypropylene ขนาด 10 มิลลิลิตร, vial สีชาชนิด 

polypropylene ขนาด 1.5 มิลลิลิตร, เครื่อง LC-MS/

MS ประกอบดวย HPLC รุน Agilent 1260 series 

(บรษิทัเอจเิลนต เทคโนโลย,ี ประเทศสงิคโปร), MS/MS

detector ชนดิ triple quadrupole mass spectrometer

รุน 5500 QTRAP (บรษิทั AB SCIEX, ประเทศแคนาดา)

และ column: Atlantis® HILIC Silica (2.1 mm ×

150 mm, 3µm)  

การเตรียมตัวอยาง
การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห ใช

ตัวอยางคะนา ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม
และแอปเปล เปนตวัแทนกลุมผักและผลไม (represen-
tative matrix) 

การสำรวจปริมาณการตกคางของสารท้ัง 4 ชนิด 
ในป พ.ศ. 2563 รวมทั้งสิ้น 219 ตัวอยาง แบงออกเปน 
ตวัอยางจากแหลงกระจายสนิคาทัว่ประเทศทัง้ 77 จงัหวดั 
จำนวนทั้งสิ้น 65 ตัวอยาง แบงเปนผัก 51 ตัวอยาง และ
ผลไม 14 ตัวอยาง และตัวอยางจากโครงการสำรวจผัก
และผลไมสด ซึ่งเปนวัตถุดิบในการประกอบอาหารของ
โรงพยาบาล เก็บตวัอยางจากโรงพยาบาลทัง้ขนาดเลก็และ
ขนาดใหญครอบคลุมพื้นที่ 12 เขตสุขภาพ จำนวน 154 

ตวัอยาง แบงเปนผกั 100 ตวัอยาง และผลไม 54 ตวัอยาง
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

หลักการการวิเคราะห

นำผกัและผลไมบดละเอยีดมาเตมิน้ำกลัน่ จากนัน้

สกัดสารตกคางทั้ง 4 ชนิด จากตัวอยางดวย acidified

methanol โดยเขยาตอเนื่องใน water bath ที่อุณหภูมิ 

80±2 องศาเซลเซียส แลวนำมาตกตะกอนโดยการ

centrifuge ดูดสวนใสใส micro spin และนำไป

centrifuge เพื่อกรองสวนใสอีกรอบ จากนั้นนำสารที่

สกดัตรวจหาชนดิและปรมิาณโดยเทคนคิ LC-MS/MS 

คำนวณปริมาณจาก calibration curve ที่ plot ระหวาง 

concentration กับ peak area ของสารมาตรฐาน 

วิธีการตรวจวิเคราะห

การสกัดและการทำใหบริสุทธิ์ (extraction 

and clean up)

ชัง่ตวัอยาง 10.0 กรมั ลงใน screw cap centrifuge

tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ำกลั่นใหครบ 100% ของ

คาความชื้นของตัวอยาง(15) (ตัวอยางเชน ผักกาดขาว มี

ความชื้นรอยละ 96.6 ถาชั่งตัวอยางผักกาดขาว 10 กรัม

ทีใ่ชในการวเิคราะห จะมีปรมิาตรน้ำเทากบั ((96.6 × 10)

/100) = 9.66 กรมั ดงันัน้ปรมิาตรของนำ้กลัน่ทีเ่ติมเทากับ 

10–9.66 เทากับ 340 ไมโครลิตร หรือ 0.34 มิลลิลิตร) 

ปนดวย vortex mixer เปนเวลา 1 นาที เติม acidified 

methanol 10 มิลลิลิตร ปนดวย vortex mixer เปน

เวลา 1 นาที เขยาตอเนื่องใน water bath ที่อุณหภูมิ  

80±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที วางทิ้งใหเย็นที่

อุณหภูมิหอง จากนั้นนำไป centrifuge ความเร็ว 3,000 

รอบตอนาที ที่ -10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที

ดูดสารละลายสวนใส 1 มิลลิลิตร ใสหลอด micro-spin 

filters นำไป centrifuge ความเรว็ 10,000 รอบตอนาที 

ที่ -10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายที่

กรองไดใสใน vials พลาสตกิสชีา นำไปตรวจวดัชนดิและ

ปริมาณดวยเครื่อง LC-MS/MS

การตรวจวัดชนิดและปริมาณ

เครื่อง Agilent 1260 series 5500 QTRAP 

MS/MS: มีสภาวะดังนี้ mobile phase: 20 mM 

ammonium formate และ CH3CN ใชโปรแกรม 

gradient ในการแยกสาร เวลาที่ใชในการวิเคราะห

ทัง้หมด 24 นาท ีโดยมสีภาวะของ mass spectrometer

ประกอบดวย ion spray voltage: 4,500 volts,

temperature (TEM): 500 องศาเซลเซียส, collision

gas (CAD): nitrogen; medium, curtain gas 

(CUR): 23 psig, ion spray nebulizer gas (GAS-1)

: 50 psig และ TIS heater gas (GAS-2): 60 psig 

โดยสารจะถูกทำใหเปนไอออนบวกดวย electro spray 

ionization (ESI) ไอออนที่ไดจะถูกวิเคราะหดวย 

multiple reaction monitoring (MRM) โดยศึกษา 

mass ที่ m/z  ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1  MS/MS acquisition parameters ของการวิเคราะหคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต

chlormequat 122.0 58.0 (primary) 148.46 7.07 36.65 7.06
 122.0 63.0 (secondary) 148.46 7.07 27.11 10.40
diquat 183.3 168.0 (primary) 81.20 13.10 30.82 10.32
 183.3 157.1 (secondary) 81.20 13.10 22.00 9.79
mepiquat 114.2 98.0 (primary) 254.96 7.84 34.09 13.57
 114.2 58.0 (secondary) 254.96 7.84 32.53 9.17
paraquat 186.3 171.1 (primary) 80.00 11.69 28.00 11.80
 171.1 77.0 (secondary)  156.30 8.00 46.65 9.24

 precursor ion  product ion DP EP CE CXP
component
 (m/z) (m/z) (eV) (eV) (eV) (eV) 



110 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2565

Determination of Chlormequat, Diquat, Mepiquat, and Paraquat in Vegetables and Fruits     Saovanee Wajasit et al.

การคำนวณปริมาณ
คำนวณความเขมขนของสารท่ีตรวจพบ โดย

ใชเทคนิค external calibration เปรียบเทียบกับ 
calibration curve จากสมการเสนตรง Y = aX + b 
ปริมาณสารที่ตรวจพบ × (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) เทากับ 
(Y-b)/a โดย Y คือ พื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน, a 
คือ ความชนัของกราฟมาตรฐาน และ b คอื จดุตดัแกน Y 

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method 
validation) 

การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (specificity)
ตรวจสอบ specificity โดยพิจารณาจาก ion 

ratio และ retention time ของสารละลายตัวอยางตอง
ไมแตกตางจาก ion ratio และ retention time เฉลี่ย
ของสารมาตรฐานเกินเกณฑการยอมรับ ซึ่ง retention 
time ของสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และ
พาราควอต ในตัวอยางแตกตางจากสารมาตรฐานได
ไมเกิน 2%(16)

การสรางกราฟมาตรฐาน (calibration curve)
เตรียม procedural mixed standard calibra-

tion curve โดยชั่ง matrix blank จำนวน 6 หลอด 
แลวเติมสารมาตรฐานที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.02, 
0.04, 0.08, 0.10 และ 0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
จากนั้นทำการสกัดและทำใหบริสุทธิ์เหมือนการสกัด
ตวัอยาง สรางกราฟมาตรฐานระหวาง (แกน x) ความเขม
ขนของสารมาตรฐาน กับ (แกน y) พื้นที่ใตพีคของสาร
มาตรฐาน คำนวณหาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธของเปยรสนั 
(pearson correlation coefficient: r) สมัประสทิธิก์าร
ตัดสินใจ (coefficient of determination: R2) 

การวิเคราะห method blank และ matrix 
blank

method blank สกดัและวิเคราะหตามวิธท่ีีพฒันา
โดยใชสารเคมีทั้งหมด แตไมมีตัวอยางสำหรับ matrix 
blank ที่ใชจะครอบคลุมตัวอยางท่ีใชตรวจสอบความ
ถูกตองของวิธี ซึ่งประกอบดวยตัวอยางคะนา ตำลึง
ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล 
สกัดและวิเคราะหตามวิธีท่ีพัฒนา จากน้ันฉีดสารสกัด 
method blank และ matrix blank เขาเครื่อง

LC-MS/MS เพื่อตรวจสอบวามี  mass หรือ
สัญญาณรบกวนตรงสารมาตรฐานหรือไม เพื่อปองกัน
ความผิดพลาดของผลวิเคราะห

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of 
detection: LOD)

กำหนดคา LOD โดยใชคา 0.005 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 419 
พ.ศ. 2563 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง (ฉบับที่ 3) 
ทดสอบคา LOD โดยเติมสารมาตรฐานลงใน matrix 
blank ที่ระดับความเขมขน 0.005 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
จากนั้นยืนยันคา LOD โดยทำการทดสอบไมนอยกวา
6 ซำ้ ผลตองไมพบ false negative และตองใหสญัญาณ
คา signal/noise > 3

การหาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit 
of quantitation: LOQ)

กำหนดคา LOQ โดยใชคา default limit (0.01 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
ฉบับที่ 387 พ.ศ. 2560 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง 
เนื่องจากคาอางอิง (target value) ของสารมีคา
แตกตางกันในแตละชนิดพืช ดังนั้นจึงยืนยันคา LOQ
โดยเติมสารมาตรฐานที่ระดับความเขมขน 0.01
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ลงใน matrix blank วิเคราะห
ไมนอยกวา 6 ซ้ำ คำนวณ %recovery กำหนดเกณฑ
ยอมรับอยูในชวง 60–120, %RSD(17)  และ HORRAT 
(Horwitz ratio) กำหนดเกณฑยอมรบัตาม Codex และ 
EU มีคา ≤ 2 จากสมการ

HORRAT     = Experimental RSDr

     
Predicted RSDr

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการ

วิเคราะห (linearity and working range)

เตมิสารมาตรฐานทัง้ 4 ชนดิ ลงใน matrix blank ที่

ระดบัความเขมขน 0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.10 และ 0.20 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหระดับละ 3 ซ้ำ สรางกราฟ

ความสัมพนัธระหวางความเขมขนทีเ่ตมิกบัคาเฉลีย่ความ

เขมขนที่ตรวจพบ คำนวณหาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ

(coefficient of determination: R2) 
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

การทดสอบความแมน (accuracy) และ

ความเที่ยง (precision)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด ลงใน 

matrix blank ที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.05 และ 

0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหระดับละไมนอยกวา

6 ซ้ำ คำนวณปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน แลวคำนวณ

คาเฉลีย่ %recovery, %RSD และ HORRAT โดยเกณฑ

ยอมรับความแมน: mean recovery 60–120% เกณฑ

ยอมรับความเที่ยง: HORRAT ≤ 2

การประมาณคาความไมแนนอนของการวเิคราะห

(uncertainty)

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด(18) 

โดยคำนึงถึงแหลงของความไมแนนอนทุกแหลงรวมคา

ความไมแนนอนทั้งหมด แลวคำนวณคาความไมแนนอน

ขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ในการประเมินคาความ

ไมแนนอนของการวิเคราะหตามวิธีที่ไดทดสอบ ปริมาณ

สารที่พบหนวยเปนมิลลิกรัมตอกิโลกรัม (mg/kg) โดย

คำนวณความเขมขนของสารท่ีตรวจพบจาก calibration 

curve 

    

ผล

จากการศึกษาการตรวจวิเคราะหสารทั้ง 4 ชนิด 

ไดแก คลอรมคีวอต ไดควอต เมพคิวอต และพาราควอต

ภายใตสภาวะท่ีกำหนด สามารถสรางกราฟมาตรฐาน 

procedural mixed standard calibration curve 

ซึ่งเปนการเติมสารมาตรฐานท่ีความเขมขนระดับตางๆ 

ลงใน matrix blank และทำการสกัดตามขั้นตอน

การวิเคราะหเชนเดียวกับตัวอยาง เปนการชดเชย

ผลกระทบจากลักษณะตัวอยางและชดเชยการสูญหาย

ของสารที่สนใจที่อาจเกิดขึ้นในขั้นตอนการสกัดได โดย

แสดงความสมัพนัธระหวางความเขมขนทีเ่ตมิกบัคาพืน้ที่

ใตกราฟ สามารถวิ เคราะหสารดังกลาวไดในชวง

ความเขมขน0.01–0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ไดกราฟ

ที่เปนเสนตรง โดยคา R2  อยูในชวง 0.975–0.999 เมื่อ

วิเคราะห method blank ของสารเคมีที่ใชทั้งหมด

และ matrix blank ของตวัอยางคะนา ตำลงึ ผกักาดขาว 

หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล ไมพบสัญญาณ

รบกวนในชวงของการตรวจวัดสารเปาหมาย

ผลการตรวจสอบ specificity คา ion ratio และ 

retention time ของสารละลายตัวอยางไมแตกตางจาก 

ion ratio และ retention time เฉลี่ยของสารมาตรฐาน 

โดยยงัอยูในเกณฑการยอมรบั และ retention time ของ

สารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต 

คือ คาจากตัวอยางแตกตางจากสารมาตรฐานไมเกิน 2% 

ดังแสดงในภาพที่ 1

ผลการทดสอบขดีจำกดัของการตรวจพบ (LOD) 

เทากับ 0.005 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยใหสัญญาณพีค

มีคาสูงกวา 3 เทาของ signal to noise สวนคาขีดจำกัด

ของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เทากับ 0.01 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม ในทุกชนิดสาร ผลการพิสูจนคา LOQ โดย

การเติมสารมาตรฐาน วิเคราะห 6 ซ้ำ ใชตัวอยางคะนา 

ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล

ไดคา mean recovery ในชวง 69.2–114.4%, HORRAT

ในชวง < 0.1–0.6 ดังแสดงในตารางที่ 2

ผลการทดสอบชวงของการวดั (working range) 

และความเปนเสนตรง (linearity) จากกราฟความ

สัมพันธระหวางความเขมขนที่เติมกับคาเฉลี่ยความเขมขน

ทีต่รวจพบ ในชวง 0.01–0.20 มลิลกิรมัตอกิโลกรมั ไดคา 

R2 ระหวาง 0.975–0.999 ดังแสดงในตารางที่ 3
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ตารางที่ 2 ผลการทดสอบคา mean recovery, %RSD และ HORRAT ท่ีระดับความเขมขน 0.01 มิลลิกรัม

 ตอกโิลกรมั ของสารคลอรมคีวอต ไดควอต เมพคิวอต และพาราควอต ในตวัอยางคะนา ตำลงึ ผกักาดขาว

 หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล

ชนิด
ตัวอยาง

chlormequat diquat mepiquat paraquat

%Rec. %RSD
HOR-                      

RAT
%Rec. %RSD %Rec. %RSD %Rec. %RSD

คะนา 112.8 4.2 0.2 74.3 9.9 0.5 92.9 8.8 0.4 73.4 11.4 0.5

ตำลึง 100.4 0.5 < 0.1 105.9 5.2 0.2 100.6 2.5 0.1 77.3 10.4 0.5

ผักกาดขาว 96.5 13.1 0.6 89.5 10.2 0.5 100.9 2.0 0.1 69.2 4.1 0.2

หัวไชเทา 100.9 8.6 0.4 104.4 7.8 0.4 108.4 7.7 0.4 108.8 3.9 0.2

มะเขือเทศ 92.3 4.0 0.2 106.8 6.7 0.3 93.5 1.7 0.1 90.3 9.7 0.5

สม 99.6 1.6 0.1 76.6 10.0 0.5 90.8 5.5 0.3 83.4 3.5 0.2

แอปเปล 99.6 3.6 0.2 110.9 4.8 0.2 114.4 1.8 0.1 89.3 9.3 0.4

ตารางที่ 3  ความเปนเสนตรง ที่ชวงความเขมขน 0.01–0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

ชนิดตัวอยาง
R2

chlormequat diquat mepiquat paraquat

คะนา 0.988 0.986 0.999 0.990

ตําลึง 0.987 0.984 0.990 0.994

ผักกาดขาว 0.999 0.999 0.989 0.975

หัวไชเทา 0.993 0.989 0.991 0.991

มะเขือเทศ 0.976 0.998 0.988 0.997

สม 0.996 0.996 0.999 0.994

แอปเปล 0.999 0.998 0.999 0.998

HOR-   

RAT

HOR-   

RAT

HOR-   

RAT

ภาพที่ 1  โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน และ blank ที่ m/z 186/171 (พาราควอต), m/z 183/168 (ไดควอต), 

 m/z 122/58 (คลอรมีควอต) และ m/z 114/98 (เมพิควอต) 
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

การทดสอบคาความแมนและความเท่ียงของวิธี

วิเคราะหที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.05 และ 0.20  

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหระดับละ 6 ซ้ำ พบวา

ความแมนที่ประเมินจาก %recovery เฉลี่ยทั้ง 3 ระดับ

อยูในชวง 66.1–117.2% และความเที่ยง (precision) 

ที่ประเมินดวย %RSD และ HORRAT อยูในชวง 

0.4–14.5 และ < 0.1–1.0 ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ %recovery และความเที่ยงในการวิเคราะห ของสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต 

 และพาราควอต ในตัวอยางคะนา ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล  

คะนา chlormequat 0.01 112.8 ±0.5 4.2 0.2
   0.05  82.0 ±0.3 0.7 < 0.1
   0.20    86.0 ±16.7 9.7 0.7
  diquat 0.01  74.3 ±0.7 9.9 0.5
   0.05  73.5 ±0.7 1.8 0.1
   0.20  80.8 ±6.4 4.2 0.3
  mepiquat 0.01  92.9 ±0.8 8.8 0.4
   0.05 100.1 ±0.6 1.2 0.1
   0.20 113.5 ±7.1 3.1 0.2
  paraquat 0.01  73.4 ±0.8 11.4 0.5
   0.05  80.2 ±0.6 1.5 0.1
   0.20 102.0 ±8.4 4.1 0.3

ตำลึง chlormequat 0.01 100.4 ±0.1 0.5 < 0.1
   0.05 101.9 ±4.7 9.1 0.6
   0.20  88.4 ±7.2 4.1 0.3
  diquat 0.01 105.9 ±0.6 5.2 0.2
   0.05  94.3 ±5.6 11.9 0.7
   0.20   76.7 ±18.6 11.7 0.9
  mepiquat 0.01 100.6 ±0.3 2.5 0.1
   0.05 93.1 ±6.7 14.5 0.9
   0.20 86.3 ±8.3 4.8 0.4
  paraquat   0.01 77.3 ±0.8 10.4 0.5
   0.05 85.8 ±9.8 8.5 0.6
   0.20   88.7 ±15.2 8.5 0.6

ผักกาดขาว chlormequat 0.01 96.5 ±1.3 13.1 0.6
   0.05 91.4 ±4.0 8.8 0.5
   0.20 100.2 ±0.5 0.5 < 0.1
  diquat 0.01 89.5 ±0.9 10.2 0.5
   0.05 100.0 ±4.1 8.3 0.5
   0.20 97.2 ±7.6 3.9 0.3
  mepiquat 0.01 100.9 ±0.2 2.0 0.1
   0.05 92.5 ±4.3 9.3 0.6
   0.20 93.4 ±5.7 3.0 0.2

   Spiked level
 Sample type compound  Mean Rec. ± SD %RSD HORRAT
   (mg/kg) 
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ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ %recovery และความเที่ยงในการวิเคราะห ของสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต 

 และพาราควอต ในตัวอยางคะนา ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล (ตอ)  

 ผักกาดขาว paraquat   0.01 69.2 ±0.3 4.1 0.2
 (ตอ)  0.05 100.7 ±1.2 2.4 0.1
   0.20 97.5 ±4.8 2.5 0.2

หัวไชเทา chlormequat 0.01 100.9 ±0.9 8.6 0.4
   0.05 91.2 ±0.3 0.8 < 0.1
   0.20 104.2 ±2.9 1.4 0.1
  diquat 0.01 104.4 ±0.8 7.8 0.4
   0.05 95.1 ±1.0 2.0 0.1
   0.20 107.2 ±5.9 2.7 0.2
  mepiquat 0.01 108.4 ±0.8 7.7 0.4
   0.05 96.2 ±0.3 0.7 < 0.1
   0.20 115.5 ±3.4 1.5 0.1
  paraquat   0.01 108.8 ±0.4 3.9 0.2
   0.05 93.5 ±0.2 0.4 < 0.1
   0.20 107.3 ±3.0 1.4 0.1

มะเขือเทศ chlormequat 0.01 92.3 ±0.4 4.0 0.2
   0.05 102.8 ±1.4 2.7 0.2
   0.20 94.8 ±1.6 0.9 0.1
  diquat 0.01 106.8 ±0.7 6.7 0.3
   0.05 117.2 ±1.0 1.7 0.1
   0.20  96.5 ±12.1 6.3 0.5
  mepiquat 0.01 93.5 ±0.2 1.7 0.1
   0.05 100.8 ±0.3 0.6 < 0.1
   0.20 97.0 ±1.3 0.7 0.1
  paraquat   0.01 90.3 ±0.9 9.7 0.5
   0.05 105.2 ±2.5 4.8 0.3
   0.20 82.2 ±6.0 3.7 0.3

สม  chlormequat 0.01 99.6 ±0.2 1.6 0.1
   0.05 110.1 ±0.8 0.7 < 0.1
   0.20  73.4 ±19.6 13.3 1.0
  diquat 0.01 76.6 ±0.8 10.0 0.5
   0.05 103.6 ±2.4 4.6 0.3
   0.20  86.9 ±16.9 3.7 0.3
  mepiquat 0.01 90.8 ±0.5 5.5 0.3
   0.05 107.0 ±0.9 1.7 0.1
   0.20 66.1 ±5.9 4.5 0.3
  paraquat   0.01 83.4 ±0.3 3.5 0.2
   0.05 102.2 ±2.1 4.0 0.2
   0.20   91.1 ±23.8 13.1 1.0

   Spiked level
 Sample type compound  Mean Rec. ± SD %RSD HORRAT
   (mg/kg) 
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ %recovery และความเที่ยงในการวิเคราะห ของสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต 

 และพาราควอต ในตัวอยางคะนา ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล (ตอ)  

จากการประมาณคาความไมแนนอนของการ

วิเคราะหตามวิธีท่ีไดทดสอบ โดยนำการวิเคราะหสาร

พาราควอตในสมเปนตัวแทนการคำนวณ พบแหลงที่มา

ของความไมแนนอน ไดแก การชั่งน้ำหนักของตัวอยาง 

(sample weight: Ms) เครื่องแกววัดปริมาตรที่ใช 

(sample volume: Vs) คา concentration ที่อาน

ไดจาก calibration curve และจากการเตรียมสาร

มาตรฐาน (concentration of sample: Cs) bias และ 

precision คำนวณคาความไมแนนอนของสารพาราควอต 

พบวามีคาเทากับ ±26.2% ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

และเมือ่เปรยีบเทยีบสดัสวนคาความไมแนนอนจากแหลง

ความไมแนนอน ทีส่งผลตอปรมิาณสารจากมากไปหานอย 

ไดแก ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห (method precision, 

58%) concentration ทีอ่านไดจาก calibration curve 

และจากการเตรียมสารมาตรฐาน (concentration of 

sample, 28%) ความเบีย่งแบนจากคาจรงิ (bias, 10%) 

การช่ังนำ้หนักของตวัอยาง (sample weight, 3%) และ

จากเครื่องแกววัดปริมาตรที่ใช (sample volume, 1%) 

ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2 สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสารพาราควอตในตัวอยางสม

   Spiked level
 Sample type compound  Mean Rec. ± SD %RSD HORRAT
   (mg/kg) 

แอปเปล chlormequat 0.01 99.6 ±0.4 3.6 0.2
   0.05 86.9 ±0.7 1.6 0.1
   0.20 90.6 ±5.2 2.9 0.2
  diquat 0.01 110.9 ±0.5 4.8 0.2
   0.05 100.8 ±1.9 3.7 0.2
   0.20 107.7 ±3.5 1.6 0.1
  mepiquat 0.01 114.4 ±0.2 1.8 0.1
   0.05 97.3 ±0.6 1.3 0.1
   0.20 103.4 ±3.3 1.6 0.1
  paraquat   0.01 89.3 ±0.8 9.3 0.4
   0.05 106.7 ±2.1 3.9 0.2
   0.20 112.0 ±6.9 3.1 0.2
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นอกจากนีใ้นป พ.ศ. 2563 ไดนำวิธวิีเคราะหทีผ่าน

การทดสอบความถูกตองแลวมาใชในการตรวจวิเคราะห

ผักและผลไมสด เพื่อสำรวจปริมาณการตกคางของสาร

ทัง้ 4 ชนดิ ในโครงการอาหารปลอดภัยตามนโยบายสำคัญ

กระทรวงสาธารณสขุ ประกอบดวย โครงการพฒันาแหลง

กระจายสินคาทั่วไทย ซึ่งเก็บตัวอยางจากแหลงกระจาย

สินคา ตลาดคาสง กลุมเกษตรกร และวิสาหกิจชุมชน 

รานหรือฟารมขายท้ัง 77 จังหวัด เชน วิสาหกิจชุมชน

ศูนยเรียนรูเศรษฐกิจพอเพียงชุมชนปลักไมลายรวมใจ 

จังหวัดนครปฐม, ตลาดไท จังหวัดปทุมธานี, ตลาดสด

วารินชำราบ จังหวัดอุบลราชธานี และตลาดเทศบาล

เมืองจังหวัดชุมพร เปนตน จำนวนทั้งสิ้น 65 ตัวอยาง 

แบงเปนผัก 51 ตัวอยาง และผลไม 14 ตัวอยาง ตรวจ

ไมพบสารกลุมควอตในทกุตวัอยาง โครงการโรงพยาบาล

อาหารปลอดภัย เก็บตัวอยางจากโรงพยาบาลเปาหมาย

ครอบคลุมพื้นที่ 12 เขตสุขภาพ จำนวน 154 ตัวอยาง 

แบงเปนผัก 100 ตัวอยาง และผลไม 54 ตัวอยาง เปรียบ

เทียบกับคากำหนดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

ฉบับที่ 387 (พ.ศ. 2560) กำหนดคาคลอรมีควอตเปน

ดีฟอลตลมิติ (default limits) สำหรบัพชื 0.1 มิลลกิรมั

ตอกโิลกรมั ตามบญัชหีมายเลข 3 แนบทายประกาศ กรณี

นอกเหนอืจากนีใ้หใชคาดฟีอลตลมิิตสำหรบัพชืไดไมเกนิ 

0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม พบวาผักและผลไมตรวจพบ 

3 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 1.95 โดยพบสารเมพิควอตใน

ถั่วฝกยาวและสมโชกุนปริมาณ 0.11 และ 0.02 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม ตามลำดับ ซึ่งเกินคาดีฟอลตลิมิตทั้ง 2 

ตวัอยาง และพบสารคลอรมีควอตในผกัโขมแกว  ปรมิาณ

นอยกวา 0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  ซึ่งนอยกวาคา

ดีฟอลตลิมิต

วิจารณ

วิธีที่ศึกษานี้สามารถทดสอบสารตกคางในผักและ

ผลไมไดทั้งหมด 4 ชนิด ไดแก คลอรมีควอต ไดควอต 

เมพิควอต และพาราควอต  โดยคา molecular masses 

ไดแก 122.0, 183.3, 114.2 และ 186.3 g.mol-1 ตาม

ลำดับ โดยใชเคร่ือง liquid chromatograph (LC) 

ซึ่งมี tandem mass spectrometer (MS/MS) 

เปนตัวตรวจวัด จากการตรวจวิเคราะหดวยเครื่องมือ

LC-MS/MS  ซึง่เปนเทคนคิทีม่คีวามไว (sensitivity)

และความจำเพาะ (selectivity) ใชหลักการ mass 

spectrometry ตรวจวัดไอออนของสารที่แยกกันดวย

คามวลตอประจุ (mass-to-charge ratio, m/z)

ที่แตกตางกัน ในการวิเคราะหนี้ เลือก interface

ซึ่งทำหนาที่เปนแหลงกำเนิดไอออน (ion source) ชนิด

electro spray ionization (ESI) ไอออนที่ไดจะถูก

วิเคราะหดวย multiple reaction monitoring

(MRM) mode ใชตรวจสอบมวลของไอออนที่แตก

ออกมา (fragment ion, transition ion) จากไอออน

ตั้งตน (parent ion) โดยสามารถแยกความแตกตาง

ของสารที่มีมวลเทากันได เนื่องจาก fragment ion

ทีแ่ตกออกจะเปนชิน้สวนทีจ่ำเพาะของไอออนแตละชนดิ

detector ชนิด tandem mass spectrometer

ตรวจวัดโดยเลือก mass ถึง 2 ครั้ง ครั้งแรกเลือก 

precursor ion หรือ parent ion จากนั้นเกิด

fragmentation ได product ion หรือ daughter ion 

เลือก product ion 2 ion ที่มีคา response สูงและไมมี

สารอื่นรบกวน โดยสารไดควอตจะถูก ionized ในรูป 

[M+-H] (dehydrogenated molecular ion) ที่ m/z 

183.3 เปน precursor ion และเลือก product ion ที่ 

m/z 168.0 กบั 157.1 สวนคลอรมคีวอต เมพคิวอต และ

พาราควอต จะถูก ionized ในรูป [M+] ที่ m/z 122.0,

114.2 และ 186.3 ตามลำดับเปน precursor ion

เลือกคู product ion ที่ m/z 58.0 กับ 63.0, 98.0 กับ 

58.0 และ 171.1 กับ 77.0 ตามลำดับ 

สำหรับสภาวะเครื่อง LC ผูวิจัยไดปรับจากวิธีของ 

QuPPe-Method โดยใชโปรแกรม double gradient

ในการแยกสาร ทำใหใชเวลาในการตรวจวเิคราะหเพิม่จาก 

12 นาที เปน 24 นาที เพื่อปองกันการเกิด carry over

ในระบบ และใช column ชนดิ hydrophilic interaction

(HILIC) มี particle shape เปนแบบ spherical ซึ่ง

มีความพิเศษสามารถทำงาน 2 รูปแบบ ผสมผสานกัน

(difunctional bonded) ระหวาง silica-based C18

ซึ่งเปน reversed-phase กับ normal phase ทำใหมี

ความจำเพาะในการหนวงสารที่มีคุณสมบัติ HPH อยูใน

column ไดนาน ทำให retention time ของสารเปาหมาย

มีความเหมาะสม ไมออกเร็วเกินไป สวนวิธีการสกัด



117วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2565

การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

ผูวิจัยใชวิธีของ QuPPe-Method Version 8.1 โดย

ปจจัยหลักที่ตองควบคุมสำหรับขั้นตอนการสกัด คือ 

สภาวะความชืน้ของตวัอยาง ซึง่ตองเตมินำ้ใหครบ 100%

ของชนิดตัวอยาง โดยคำนวณปริมาตรน้ำที่ตองเติม และ

สกดัภายใตสภาวะอณุหภมู ิ80±2 องศาเซลเซยีส นอกจากนี้

พบวาการสกดัวิธน้ีีทำใหสารบรสิทุธิก์อนการฉีดเขาเครือ่ง

มีเพียงการตกตะกอนดวยเครื่อง centrifuge และใช

micro-spin filters ชวยในการกรองตะกอนเทานั้น

ทั้ งนี้ผู วิจัยพบวาตัวอยางผักและผลไมมี matrix

หลากหลาย ทั้งประเภทคลอโรฟลสูง น้ำตาลสูง ดังนั้น

การตกตะกอนดวยอุณหภูมิหองไมสามารถกำจัด

สิ่งรบกวนออกไดทั้งหมด ทำใหรบกวนผล ดังนั้น

การวิเคราะหจึงไดทดลองปรับสภาวะอุณหภูมิขณะ

ตกตะกอนดวยเครื่อง centrifuge ในทุกข้ันตอนเปน

อุณหภูมิ -10 องศาเซลเซยส พบวาชวยทำใหสารสกัด

ในทุกขั้นตอนใส กำจัดสิ่งรบกวนไดดี สัญญาณพีคที่

ตรวจพบชัดเจน งายตอการประเมินผลวิเคราะห ในการ

วิเคราะหยังไดกำหนดการควบคุมคุณภาพเพื่อใหไดผล

ที่ถูกตอง ไดแก การเลือก identification point ซึ่ง

เปนระบบการคิดคะแนน เพื่อการยืนยันชนิดสารในการ

แปลผลขอมูล โดยใชจำนวน parent ion เริ่มตน และ 

daughter ion รวมทั้งกำหนดความแตกตางสูงสุด

ที่ยอมรับได (maximum permitted tolerance)

ของ relative ion intensities ตามท่ี European 

Communities (EC) กำหนด(16) นอกจากนีค้า precision

ที่ไดมีคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%RSD) อยู

ในชวง 0.4–14.5 โดยมีคา HORRAT < 2 ซึ่งเปนไป

ตามเกณฑของที่ Codex กำหนดไว นอกจากนี้ยังได

มีการวางแผนการควบคุมคุณภาพภายใน (internal

quality control) เพื่อความมั่นใจในผลการวิเคราะห

ตัวอยางทุก batch โดยกำหนดไวไมเกิน 10 ตัวอยาง

ทำการทดสอบ method blank, matrix blank, 

duplicate analysis และ spiked sample ในการ

ทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นนี้

ไมไดใชวัสดุอางอิงรับรอง (certified reference

materials: CRM) ในการประกันคุณภาพของผลการ

ทดสอบและตรวจสอบความถกูตองของวธิทีดสอบ แตใช

การเติม (spiking) สารมาตรฐานลงใน matrix blank 

แทน อยางไรก็ตามหองปฏิบัติการมีการควบคุมคุณภาพ

เพื่อเฝาระวังความใชไดของการทดสอบ โดยเขารวม

โปรแกรมการทดสอบความชำนาญ การเปรียบเทียบผล

การวิเคราะหระหวางหองปฏิบัติการในตัวอยางขาวโอต 

09130 จัดโดย FAPAS รอบระหวางเดือนเมษายน–

มถินุายน 2563 พบวาผลการประเมนิอยูในเกณฑยอมรบั

ได (|Z|< 2) โดยคลอรมีควอตและเมพิควอต มีคา Z 

score เทากับ 0.9 และ -0.1 ตามลำดับ ในป พ.ศ. 2563

วิธีตรวจวิเคราะหนี้ไดรับการรับรองความสามารถ

หองปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

จากสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ แสดงใหเห็นวาวิธี

ที่ไดทดสอบนี้มีความเหมาะสมในการใชวิเคราะหสาร

ทั้ง 4 ชนิด ในผักและผลไม โดยเทคนิค LC-MS/MS

เมื่อพิจารณาความสมเหตุสมผลของคาความ

ไมแนนอน โดยใชเกณฑการคำนวณจากคา standard 

deviation คาความไมแนนอนที่ควรจะเปนเทากับ 2 

predicted Horwitz’s RSDr(18) เมื่อคำนวณคาความ

ไมแนนอนที่ควรจะเปน เทากับ 31.6% แตจากวิธีนี้คา

ความไมแนนอนทีพ่จิารณาจากแหลงความไมแนนอนทีม่ี

ผลกระทบตอปริมาณสาร มีคา 26.2% ซึ่งมีคานอยกวา

คาที่ควรจะเปน พบวาวิธีวิเคราะหนี้ เหมาะสมและ

สอดคลองตามเกณฑการพจิารณาความสมเหตสุมผลของ

คาความไมแนนอน

จากผลการสำรวจพบการตกคางเพียง 3 ตัวอยาง 

จากจำนวนตัวอยางทั้งหมด 219 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ

1.4 โดยตรวจพบสารเมพิควอตในถ่ัวฝกยาว 0.11 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และสมโชกุน 0.02 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม ซึ่งเกินคาดีฟอลตลิมิตที่กำหนดไวสำหรับพืชได

ไมเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ทั้ง 2 ตัวอยาง และพบ

สารคลอรมีควอตในผักโขมแกว ปริมาณนอยกวา 0.01 

มลิลกิรมัตอกโิลกรมั ซึง่นอยกวาคาดฟีอลตลมิิตทีก่ำหนด

ไวทีร่ะดบัความเขมขน 0.1 มลิลกิรมัตอกิโลกรัม ตามบญัชี

หมายเลข 3 แนบทายประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที่ 

387 (พ.ศ. 2560) จากผลการสำรวจดงักลาวพบวาจำนวน

ตัวอยางที่พบปริมาณการตกคางนอยมาก แสดงไดวา

ผูผลิตมีความตื่นตัวในการยกระดับมาตรฐานสินคาและ

แรงผลักดันของภาครัฐที่มีมาตรการตรวจสอบ ผาน

โครงการสำรวจและเฝาระวังการตกคางของสารเคมี
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Determination of Chlormequat, Diquat, Mepiquat, and Paraquat in Vegetables and Fruits     Saovanee Wajasit et al.

ปองกันกำจัดศัตรูพืชตกคางในผักและผลไมสดหลาย

โครงการ ตลอดจนมาตรฐานการผลิตสินคาทางการเกษตร 

(Good Agriculture Practices: GAP) มีศักยภาพ

เพียงพอที่จะผลักดันใหเกิดวงจรผักผลไมปลอดภัย

(demand driven) ดังนั้นจากผลการสำรวจเบื้องตน

สะทอนใหเห็นวาขอกำหนดและกฎเกณฑตางๆ เหลานี้ 

สามารถสรางความมั่นใจในคุณภาพและความปลอดภัย

ของผักและผลไมที่จะนำมาบริโภคได

สรุป

วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นสามารถใชตรวจวิเคราะห

สารกลุม herbicides ได 4 ชนดิ ประกอบดวย คลอรมคีวอต

ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ซ่ึงผลการ

ทดสอบความใชไดของวิธีดังกลาว พบวา calibration

curve มีความเปนเสนตรงในชวง 0.01–0.20 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม โดยมีคา coefficient of determination

ในชวง 0.975–0.999 คาเฉลี่ย %recovery อยูในชวง

66.1–117.2% และ HORRAT อยูในชวง < 0.1–1.0 

มีคา LOD และ LOQ ของทุกสารเทากับ 0.005 และ 

0.01 มลิลิกรมัตอกโิลกรมั จากขอมลูขางตนแสดงใหเหน็

วา วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นนี้ มีคุณลักษณะเฉพาะแสดง

สมรรถนะที่ผานเกณฑการยอมรับและเหมาะสม มีความ

ถูกตอง แมนยำ มีความไว และความจำเพาะตอสารที่

ตองการทดสอบ ใหผลทุกพารามิเตอรผานเกณฑยอมรับ

ของสากล เหมาะกับการใชงาน (fitness for intended 

use) สามารถนำวิธีนี้ไปใชในการตรวจวิเคราะหเพื่อ

เปนการควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมาย และเพื่อ

ความยุติธรรมแกผูประกอบการและคุมครองผูบริโภค

ตอไปได

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณนางลัดดา แกวกลาปญญาเจริญ ที่ชวย

ใหคำแนะนำ ขอเสนอแนะ และสนับสนุนการศึกษาวิจัย 

ตลอดจนเจาหนาที่ฝายยาสัตวและวัตถุออกฤทธิ์ สำนัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ชวยเตรียมและสกัด

ตัวอยาง จนทำใหงานวิจัยบรรลุผลสำเร็จในครั้งนี้
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Determination of Chlormequat, Diquat, Mepiquat, and Paraquat in Vegetables and Fruits     Saovanee Wajasit et al.

Method Development and Validation of 
Chlormequat, Diquat, Mepiquat, and 
Paraquat Residue Determination in 

Vegetables and Fruits by LC-MS/MS 
Technique

ABSTRACT  According to the statistics on imported chemicals, herbicides, including chlormequat, diquat, 
mepiquat, and paraquat, have been used as weed control agents. Diquat and paraquat are the herbicides, 
while chlormequat and mepiquat are synthetic substances for controlling plant growth. The inappropriate 
use of these agents, especially paraquat, can lead to environmental contamination and cause adverse eff ects 
on consumers' health. WHO has categorized paraquat’s toxicity as class II, which is moderately hazardous;
moreover, paraquat is also classifi ed as a category 4 hazardous substance according to the Hazardous 
Substances Act, B.E. 2563 (2020). This research aimed to develop and validate the analysis method for the 
four “quat” substances in fruits and vegetables. Firstly, the sample extraction was undertaken by using
acidifi ed methanol, and then centrifuged. After that, the extraction solution was examined to identify 
and quantify the herbicide residues by LC-MS/MS. The results indicated that the LOD and LOQ were 
0.005 and 0.010 mg/kg, respectively, and the linearity was shown in the range of 0.01–0.20 mg/kg. The 
accuracy of this method was approximately 66.2–117.2%, and the precision was between 0.4% and 14.5%. 
This method has been recognized as ISO/IEC 17025:2017 accredited method since 2020. Therefore, it is 
suitable to be applied in a laboratory for consumer protection and law enforcement purposes. This method 
was also used to survey the contamination of these substances in 219 fresh vegetables and fruits in 2020. 
It was found that three samples contained herbicide residues: mepiquat in two samples and chlormequat 
in the other one, while paraquat residues were not detected in any of the three samples.

Keywords: Chlormequat, Diquat, Mepiquat, Paraquat, Vegetables and Fruits 
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