
นิพนธตนฉบับ  ว กรมวิทย พ 2565; 64 (2): 106-120

106 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2565

เสาวณีย วาจาสิทธิ์ สุวิมล หมวดหมะ อัจฉรี อินแกว กัญญารัตน เชื้อกูลชาติ  วิทวัส วังแกวหิรัญ  

สกุลรัตน สมสันติสุข และ ทองสุข ปายะนันทน

สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การพฒันาและทดสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะห
สารตกคางคลอรมคีวอต ไดควอต เมพคิวอต และ

พาราควอต ในผกัและผลไมโดยเทคนิค LC-MS/MS

บทคดัยอ จากสถติกิารนาํเขาสารเคมี กลุม herbicides สารคลอรมคีวอต ไดควอต เมพคิวอต และพาราควอต พบวามกีารนํา

มาใชในการกาํจดัวชัพชืทางการเกษตร โดยไดควอตและพาราควอตเปนสารกาํจัดวชัพชืทีใ่ชฉีดพนในพชืไร สวนคลอรมคีวอตและ

เมพิควอตเปนสารสังเคราะหควบคุมการเจริญเติบโตของพืช ผลของการใชสารเหลานี้อยางไมเหมาะสม โดยเฉพาะพาราควอต

กอใหเกดิการตกคางในสิง่แวดลอม และอาจกระทบตอความปลอดภยัของผูบรโิภค องคการอนามยัโลกไดจดัใหพษิของพาราควอต

อยูใน class II คือ มีพิษปานกลางและตามพระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2563 จัดเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 4 งานวิจัยนี้

จงึไดพฒันาและทดสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะหสารทัง้ 4 ชนดิ ในผกัและผลไม ซึง่สารจะถกูสกัดดวย acidifi ed methanol 

แลวนาํไปปนแยกสวน กอนนาํไปตรวจวเิคราะหชนดิและปรมิาณดวย LC-MS/MS โดยสารทัง้ 4 ชนดิ มคีา limit of detection 

และ limit of quantitation เทากับ 0.005 และ 0.010 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ ชวงการวิเคราะหที่ใหความสัมพันธ

เปนเสนตรงอยูในชวง 0.01–0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม คาความแมนอยูในชวง 66.1–117.2% และคาความเที่ยงอยูระหวาง 

0.4–14.5% พรอมทั้งวิธีนี้ไดรับการรับรองความสามารถหองปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ในป พ.ศ. 

2563 จึงมีความเหมาะสมที่จะนําวิธีนี้มาใชในการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ เพื่อการคุมครองผูบริโภคและดําเนินการ

ตามกฎหมายตอไป นอกจากน้ีไดทําการสํารวจการตกคางของสารกลุมน้ีในผักและผลไมสดในป 2563 จํานวน 219 ตัวอยาง

ผลตรวจพบ 3 ตัวอยาง ซึ่งเปนเมพิควอต 2 ตัวอยาง และคลอรมีควอต 1 ตัวอยาง และทุกตัวอยางตรวจไมพบพาราควอต
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

บทนํา

สารเคมกีำจัดวัชพชื (herbicides) หรอืทีเ่รยีกกนั

ทั่วไปวายาฆาหญา มีการใชกันอยางแพรหลายและ

มีแนวโนมจะเพิ่มมากขึ้นในประเทศไทย โดยสารเคมี

กำจัดวัชพืชแตละชนิดมีประสิทธิภาพในการทำงานที่

แตกตางกัน โดยไดควอต (diquat, 1, 10-ethylene-2,

20-bipyridinium ion, DQ) และพาราควอต 

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

ion, PQ) เปนสารกำจัดวัชพืช (bipyridylium

herbicides) แบบชนดิไมเลอืกทำลาย (non-selective

herbicide) ใชกับวัชพืชใบกวางและหญา คลอรมีควอต

(chlormequat, 2-chloroethyltrimethylammonium

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

methylpiperidinium ion, MQ) เปนสารสังเคราะห

ใชควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth

regulators) แตไมจัดเปนฮอรโมน มีคุณสมบัติ

ในการกระตุน ยับย้ัง หรือเปลี่ยนแปลงกระบวนการ

ทางสรีรวิทยาของพืช เชน กระตุนการออกดอกหรือ

ทำใหพืชทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม(1-5)

ผลของการใชสารอยางไมระมัดระวัง ขาดความเขาใจ 

หรือใชไมตรงตามฉลากระบุ กอใหเกิดปญหาการ

ตกคางของสารเหลาน้ีในส่ิงแวดลอม และเช่ือมโยง

หวงโซอาหาร สงผลกระทบตอสุขภาพของเกษตรกร

ผูที่ไดรับสัมผัสสารนี้โดยตรงจากการฉีดพน และความ

ไมปลอดภัยของผูบริโภค ซึ่งสอดคลองกับขอมูลของ

กรมวิชาการเกษตรรายงานปริมาณการนำเขาสารกำจัด

วชัพืชในชวงป พ.ศ. 2551–2561 ปรมิาณเฉลีย่ 70,000–

125,000 ตันตอป มีมูลคามากกวาสามหม่ืนลานบาท

คดิเปนรอยละ 74 ของสารออกฤทธิท้ั์งหมด รองลงมา คอื 

สารเคมีกำจัดแมลง(6) 

องคการอนามัยโลก (World Health Organi-

zation: WHO) จำแนกความเปนพิษของพาราควอต 

อยูใน class II คือ มีอันตรายปานกลาง (moderately 

hazardous)(7) นอกจากน้ียังไดมีการศึกษาพิษเรื้อรัง

ระยะยาว โดย The United State Environmental 

Protection Agency (US EPA) ระบุวาพาราควอต 

เปนสารที่ไมกอใหเกิดมะเร็ง ไมมีผลตอระบบสืบพันธุ

หรอืตวัออน ไมทำใหเกดิการกลายพนัธุ(8) แตในสวนของ

สารไดควอต EU ไมตออายใุหเปนสารออกฤทธิ ์(active 

substance) ในผลิตภัณฑอารักขาพืช เนื่องจากพบวา

ไดควอตมคีวามเสีย่งสงูตอผูใชงานและนก(9)  ประเทศไทย

จัดพาราควอตเปนวัตถุอันตรายชนิดที่ 4 (วอ.4) ตาม

พระราชบัญญัติวัตถุอันตราย พ.ศ. 2563 ควบคุมโดย

กรมวิชาการเกษตร(10) ซ่ึงมีผลบังคับใชเมื่อวันที่ 1 

มิถุนายน 2563 หามผลิต นำเขา สงออก ครอบครอง ซึ่ง

สอดคลองตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 419 

พ.ศ. 2563 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง (ฉบับที่ 3)

ระบตุองตรวจไมพบวตัถอุนัตรายทางการเกษตรชนดิที ่4

โดยวธิกีารตรวจวเิคราะหและหองปฏบิตักิารทีม่ขีดีจำกดั

ของการวัด (limit of detection: LOD) ตองเปนไป

ตามเงื่อนไขของเอกสารแนบทายประกาศนี้ (บัญชี

หมายเลข 5)(11) 

การวเิคราะหสารคลอรมคีวอต ไดควอต เมพิควอต 

และพาราควอต ดวยคุณสมบัติทางเคมีของสารกลุมนี้

เปนแบบมขีัว้สงู (high polar herbicides: HPH) และ

เปนไอออนบวกถาวร ทำใหสารมีพฤติกรรมที่จะจับกับ

พื้นผิวและสารตางๆ ไดอยางดี จำเปนตองใชวิธีการสกัด

และสภาวะการแยกสารที่มีความจำเพาะเจาะจง รวมทั้ง

ตองไมสงผลกระทบตอการวิเคราะห จึงใชวิธีวิเคราะห

แบบ single residues methods (SRM) จากการ

ศกึษางานวจิยัทีผ่านมาพบวา สวนใหญเตรยีมตวัอยางโดย

วิธี solid phase extraction (SPE), matrix solid 

phase dispersion (MSPD) และใชสารสกัดประเภท 

methanol หรือ methanol ผสมน้ำ, acetronitrile 

ผสมนำ้ หรอืนำ้ทีม่สีภาวะเปนกรด และ clean up โดยใช 

C18, Florisil, PSA, GCB(12) เปนตน ตรวจวัดชนิด

และปริมาณสารดวยเทคนิคตางๆ เชน HPLC-post 

column derivatization ซึ่งวิธีนี้จะใชเวลาในการ

ทดสอบนานเพราะตองมีการเตรยีมสารเพือ่มาทำปฏกิรยิา

derivatized หรือ liquid chromatography เชน 

mixed mode หรือ ion pair chromatography ซึ่ง

พบความไมสมำ่เสมอของผลการวเิคราะหสารพาราควอต

และไดควอต โดยปญหา chromatographic และ mass 

spectrometric มาจากการตรวจวัดประจุของสารวา

เปน [M-H+] single charge หรือ [M2+] double 

charge นอกจากนี้ยังมีวิธีวิเคราะหสำหรับพาราควอต
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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

ใหได robustness และ accuracy ดีขึ้น(13,14)  ปจจุบัน

วิธีการสกัดและการตรวจวิเคราะหสารกลุมท่ีมีขั้วสูง

อีกวิธีหนึ่งที่นิยมใช คือ QuPPe-Method ซ่ึงพัฒนา

โดย EURL-SRM เน่ืองจากมีความเฉพาะเจาะจงกบัสาร

กลุมนี้ อีกทั้งยังสามารถวิเคราะหพรอมกันไดหลายชนิด

ในหนึ่งวิธีดวยเทคนิค LC-MS/MS โดยมี detector 

เปนชนิด triple quadrupole ซึ่งเปนเทคนิคที่สามารถ

วิเคราะหหาปริมาณสารตกคางในระดับต่ำ ท้ังน้ีขึ้นอยู

กับการเลือกใช interface ที่ทำหนาที่เปนแหลงกำเนิด

ไอออน (ion source) ใหเหมาะสมกับสภาพขั้วของสาร 

(polar compounds)(15) 

เพ่ือควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมายไทยที่

ใหยกเลิกการใชพาราควอตและเพื่อทราบสถานการณ

การตกคาง ตลอดจนใชเปนขอมูลพื้นฐานในการวางแผน

ดำเนินการทางกฎหมายใหกับหนวยงานที่เกี่ยวของ คณะ

ผูวิจัยจึงไดศึกษาพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ีสามารถวิเคราะห

สารทั้ง 4 ชนิด ไดแก คลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต 

และพาราควอต ในตัวอยางผักและผลไมสดไดพรอมกัน

ในครั้งเดียว ทั้งนี้สามารถเตรียมตัวอยางไดรวดเร็ว ใช

ปริมาณสารเคมีนอย ประหยัดคาใชจาย โดยใชเทคนิค 

LC-MS/MS ซึ่งเปนเทคนิคท่ีมีความไวและความ

จำเพาะสูง สามารถตรวจสอบสารท่ีมีปรมิาณนอยไดอยาง

แมนยำ โดยใชคะนา ตำลงึ ผกักาดขาว หวัไชเทา มะเขอืเทศ

สม และแอปเปล เปนตัวแทนของ matrix ผักและผลไม 

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน: paraquat dichloride, diquat 

dibromide, mepiquat chloride และ chlormequat 

chloride ทัง้หมดเปนผลติภณัฑของ Dr. Ehrenstorfer 

ความบริสุทธ์ิ > 98% (บรษิทัผูผลติ LGC labor GmbH, 

ประทศเยอรมนี) สารเคมี: methanol (MeOH),

acetonitrile (CH3CN) เปน HPLC grade, formic 

acid, ammomium formate (NH4HCO2) เปน AR 

grade, acidified methanol เตรียมโดยปเปต formic 

acid 1.0 มลิลลิิตร ลงใน volumetric flask ท่ีมี MeOH 

และปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวย MeOH

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

สารละลายมาตรฐาน stock solution ความเขมขน

1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ังสารมาตรฐาน

แตละชนิด 10 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรเปน 

10 มิลลิลิตร ดวย MeOH  คำนวณความเขมขนของสาร

มาตรฐานเปาหมาย และเตรียมสารละลายมาตรฐานผสม

ความเขมขน 100, 10 และ 1 ไมโครกรมัตอมลิลลิิตร ดวย 

acidified methanol:H2O (1:1)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องช่ังความละเอียด 0.001 กรัม และ 0.01 

มิลลิกรัม, refrigerated centrifuge, vortex mixer, 

เครื่องบดปนตัวอยาง, 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 ประกอบดวย HPLC รุน Agilent 1260 series 

(บรษิทัเอจเิลนต เทคโนโลย,ี ประเทศสงิคโปร), MS/MS

detector ชนดิ triple quadrupole mass spectrometer

รุน 5500 QTRAP (บรษิทั AB SCIEX, ประเทศแคนาดา)

และ column: Atlantis® HILIC Silica (2.1 mm ×

150 mm, 3µm)  

การเตรียมตัวอยาง
การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห ใช

ตัวอยางคะนา ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม
และแอปเปล เปนตวัแทนกลุมผักและผลไม (represen-
tative matrix) 

การสำรวจปริมาณการตกคางของสารท้ัง 4 ชนิด 
ในป พ.ศ. 2563 รวมทั้งสิ้น 219 ตัวอยาง แบงออกเปน 
ตวัอยางจากแหลงกระจายสนิคาทัว่ประเทศทัง้ 77 จงัหวดั 
จำนวนทั้งสิ้น 65 ตัวอยาง แบงเปนผัก 51 ตัวอยาง และ
ผลไม 14 ตัวอยาง และตัวอยางจากโครงการสำรวจผัก
และผลไมสด ซึ่งเปนวัตถุดิบในการประกอบอาหารของ
โรงพยาบาล เก็บตวัอยางจากโรงพยาบาลทัง้ขนาดเลก็และ
ขนาดใหญครอบคลุมพื้นที่ 12 เขตสุขภาพ จำนวน 154 

ตวัอยาง แบงเปนผกั 100 ตวัอยาง และผลไม 54 ตวัอยาง
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

หลักการการวิเคราะห

นำผกัและผลไมบดละเอยีดมาเตมิน้ำกลัน่ จากนัน้

สกัดสารตกคางทั้ง 4 ชนิด จากตัวอยางดวย acidified

methanol โดยเขยาตอเนื่องใน water bath ที่อุณหภูมิ 

80±2 องศาเซลเซียส แลวนำมาตกตะกอนโดยการ

centrifuge ดูดสวนใสใส micro spin และนำไป

centrifuge เพื่อกรองสวนใสอีกรอบ จากนั้นนำสารที่

สกดัตรวจหาชนดิและปรมิาณโดยเทคนคิ LC-MS/MS 

คำนวณปริมาณจาก calibration curve ที่ plot ระหวาง 

concentration กับ peak area ของสารมาตรฐาน 

วิธีการตรวจวิเคราะห

การสกัดและการทำใหบริสุทธิ์ (extraction 

and clean up)

ชัง่ตวัอยาง 10.0 กรมั ลงใน screw cap centrifuge

tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมน้ำกลั่นใหครบ 100% ของ

คาความชื้นของตัวอยาง(15) (ตัวอยางเชน ผักกาดขาว มี

ความชื้นรอยละ 96.6 ถาชั่งตัวอยางผักกาดขาว 10 กรัม

ทีใ่ชในการวเิคราะห จะมีปรมิาตรน้ำเทากบั ((96.6 × 10)

/100) = 9.66 กรมั ดงันัน้ปรมิาตรของนำ้กลัน่ทีเ่ติมเทากับ 

10–9.66 เทากับ 340 ไมโครลิตร หรือ 0.34 มิลลิลิตร) 

ปนดวย vortex mixer เปนเวลา 1 นาที เติม acidified 

methanol 10 มิลลิลิตร ปนดวย vortex mixer เปน

เวลา 1 นาที เขยาตอเนื่องใน water bath ที่อุณหภูมิ  

80±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที วางทิ้งใหเย็นที่

อุณหภูมิหอง จากนั้นนำไป centrifuge ความเร็ว 3,000 

รอบตอนาที ที่ -10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที

ดูดสารละลายสวนใส 1 มิลลิลิตร ใสหลอด micro-spin 

filters นำไป centrifuge ความเรว็ 10,000 รอบตอนาที 

ที่ -10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายที่

กรองไดใสใน vials พลาสตกิสชีา นำไปตรวจวดัชนดิและ

ปริมาณดวยเครื่อง LC-MS/MS

การตรวจวัดชนิดและปริมาณ

เครื่อง Agilent 1260 series 5500 QTRAP 

MS/MS: มีสภาวะดังนี้ mobile phase: 20 mM 

ammonium formate และ CH3CN ใชโปรแกรม 

gradient ในการแยกสาร เวลาที่ใชในการวิเคราะห

ทัง้หมด 24 นาท ีโดยมสีภาวะของ mass spectrometer

ประกอบดวย 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 

โดยสารจะถูกทำใหเปนไอออนบวกดวย electro spray 

ionization (ESI) ไอออนที่ไดจะถูกวิเคราะหดวย 

multiple reaction monitoring (MRM) โดยศึกษา 

mass ที่ m/z  ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1  MS/MS acquisition parameters ของการวิเคราะหคลอรมีควอต 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) 
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Determination of Chlormequat, Diquat, Mepiquat, and Paraquat in Vegetables and Fruits     Saovanee Wajasit et al.

การคำนวณปริมาณ
คำนวณความเขมขนของสารท่ีตรวจพบ โดย

ใชเทคนิค external calibration เปรียบเทียบกับ 
calibration curve จากสมการเสนตรง Y = aX + b 
ปริมาณสารที่ตรวจพบ × (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) เทากับ 
(Y-b)/a โดย Y คือ พื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน, a 
คือ ความชนัของกราฟมาตรฐาน และ b คอื จดุตดัแกน Y 

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method 
validation) 

การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (specificity)
ตรวจสอบ specificity โดยพิจารณาจาก ion 

ratio และ retention time ของสารละลายตัวอยางตอง
ไมแตกตางจาก ion ratio และ retention time เฉลี่ย
ของสารมาตรฐานเกินเกณฑการยอมรับ ซึ่ง retention 
time ของสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และ
พาราควอต ในตัวอยางแตกตางจากสารมาตรฐานได
ไมเกิน 2%(16)

การสรางกราฟมาตรฐาน (calibration curve)
เตรียม procedural mixed standard calibra-

tion curve โดยชั่ง matrix blank จำนวน 6 หลอด 
แลวเติมสารมาตรฐานที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.02, 
0.04, 0.08, 0.10 และ 0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
จากนั้นทำการสกัดและทำใหบริสุทธิ์เหมือนการสกัด
ตวัอยาง สรางกราฟมาตรฐานระหวาง (แกน x) ความเขม
ขนของสารมาตรฐาน กับ (แกน y) พื้นที่ใตพีคของสาร
มาตรฐาน คำนวณหาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธของเปยรสนั 
(pearson correlation coefficient: r) สมัประสทิธิก์าร
ตัดสินใจ (coefficient of determination: R2) 

การวิเคราะห method blank และ matrix 
blank

method blank สกดัและวิเคราะหตามวิธท่ีีพฒันา
โดยใชสารเคมีทั้งหมด แตไมมีตัวอยางสำหรับ matrix 
blank ที่ใชจะครอบคลุมตัวอยางท่ีใชตรวจสอบความ
ถูกตองของวิธี ซึ่งประกอบดวยตัวอยางคะนา ตำลึง
ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล 
สกัดและวิเคราะหตามวิธีท่ีพัฒนา จากน้ันฉีดสารสกัด 
method blank และ matrix blank เขาเครื่อง

LC-MS/MS เพื่อตรวจสอบวามี  mass หรือ
สัญญาณรบกวนตรงสารมาตรฐานหรือไม เพื่อปองกัน
ความผิดพลาดของผลวิเคราะห

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of 
detection: LOD)

กำหนดคา LOD โดยใชคา 0.005 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 419 
พ.ศ. 2563 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง (ฉบับที่ 3) 
ทดสอบคา LOD โดยเติมสารมาตรฐานลงใน matrix 
blank ที่ระดับความเขมขน 0.005 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
จากนั้นยืนยันคา LOD โดยทำการทดสอบไมนอยกวา
6 ซำ้ ผลตองไมพบ false negative และตองใหสญัญาณ
คา signal/noise > 3

การหาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit 
of quantitation: LOQ)

กำหนดคา LOQ โดยใชคา default limit (0.01 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 
ฉบับที่ 387 พ.ศ. 2560 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง 
เนื่องจากคาอางอิง (target value) ของสารมีคา
แตกตางกันในแตละชนิดพืช ดังนั้นจึงยืนยันคา LOQ
โดยเติมสารมาตรฐานที่ระดับความเขมขน 0.01
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ลงใน matrix blank วิเคราะห
ไมนอยกวา 6 ซ้ำ คำนวณ %recovery กำหนดเกณฑ
ยอมรับอยูในชวง 60–120, %RSD(17)  และ HORRAT 
(Horwitz ratio) กำหนดเกณฑยอมรบัตาม Codex และ 
EU มีคา ≤ 2 จากสมการ

HORRAT     = Experimental RSDr

     
Predicted RSDr

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการ

วิเคราะห (linearity and working range)

เตมิสารมาตรฐานทัง้ 4 ชนดิ ลงใน matrix blank ที่

ระดบัความเขมขน 0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.10 และ 0.20 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหระดับละ 3 ซ้ำ สรางกราฟ

ความสัมพนัธระหวางความเขมขนทีเ่ตมิกบัคาเฉลีย่ความ

เขมขนที่ตรวจพบ คำนวณหาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ

(coefficient of determination: R2) 
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

การทดสอบความแมน (accuracy) และ

ความเที่ยง (precision)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด ลงใน 

matrix blank ที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.05 และ 

0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหระดับละไมนอยกวา

6 ซ้ำ คำนวณปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน แลวคำนวณ

คาเฉลีย่ %recovery, %RSD และ HORRAT โดยเกณฑ

ยอมรับความแมน: mean recovery 60–120% เกณฑ

ยอมรับความเที่ยง: HORRAT ≤ 2

การประมาณคาความไมแนนอนของการวเิคราะห

(uncertainty)

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด(18) 

โดยคำนึงถึงแหลงของความไมแนนอนทุกแหลงรวมคา

ความไมแนนอนทั้งหมด แลวคำนวณคาความไมแนนอน

ขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ในการประเมินคาความ

ไมแนนอนของการวิเคราะหตามวิธีที่ไดทดสอบ ปริมาณ

สารที่พบหนวยเปนมิลลิกรัมตอกิโลกรัม (mg/kg) โดย

คำนวณความเขมขนของสารท่ีตรวจพบจาก calibration 

curve 

    

ผล

จากการศึกษาการตรวจวิเคราะหสารทั้ง 4 ชนิด 

ไดแก คลอรมคีวอต ไดควอต เมพคิวอต และพาราควอต

ภายใตสภาวะท่ีกำหนด สามารถสรางกราฟมาตรฐาน 

procedural mixed standard calibration curve 

ซึ่งเปนการเติมสารมาตรฐานท่ีความเขมขนระดับตางๆ 

ลงใน matrix blank และทำการสกัดตามขั้นตอน

การวิเคราะหเชนเดียวกับตัวอยาง เปนการชดเชย

ผลกระทบจากลักษณะตัวอยางและชดเชยการสูญหาย

ของสารที่สนใจที่อาจเกิดขึ้นในขั้นตอนการสกัดได โดย

แสดงความสมัพนัธระหวางความเขมขนทีเ่ตมิกบัคาพืน้ที่

ใตกราฟ สามารถวิ เคราะหสารดังกลาวไดในชวง

ความเขมขน0.01–0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ไดกราฟ

ที่เปนเสนตรง โดยคา R2  อยูในชวง 0.975–0.999 เมื่อ

วิเคราะห method blank ของสารเคมีที่ใชทั้งหมด

และ matrix blank ของตวัอยางคะนา ตำลงึ ผกักาดขาว 

หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล ไมพบสัญญาณ

รบกวนในชวงของการตรวจวัดสารเปาหมาย

ผลการตรวจสอบ specificity คา ion ratio และ 

retention time ของสารละลายตัวอยางไมแตกตางจาก 

ion ratio และ retention time เฉลี่ยของสารมาตรฐาน 

โดยยงัอยูในเกณฑการยอมรบั และ retention time ของ

สารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต 

คือ คาจากตัวอยางแตกตางจากสารมาตรฐานไมเกิน 2% 

ดังแสดงในภาพที่ 1

ผลการทดสอบขดีจำกดัของการตรวจพบ (LOD) 

เทากับ 0.005 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยใหสัญญาณพีค

มีคาสูงกวา 3 เทาของ signal to noise สวนคาขีดจำกัด

ของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เทากับ 0.01 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม ในทุกชนิดสาร ผลการพิสูจนคา LOQ โดย

การเติมสารมาตรฐาน วิเคราะห 6 ซ้ำ ใชตัวอยางคะนา 

ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล

ไดคา mean recovery ในชวง 69.2–114.4%, HORRAT

ในชวง < 0.1–0.6 ดังแสดงในตารางที่ 2

ผลการทดสอบชวงของการวดั (working range) 

และความเปนเสนตรง (linearity) จากกราฟความ

สัมพันธระหวางความเขมขนที่เติมกับคาเฉลี่ยความเขมขน

ทีต่รวจพบ ในชวง 0.01–0.20 มลิลกิรมัตอกิโลกรมั ไดคา 

R2 ระหวาง 0.975–0.999 ดังแสดงในตารางที่ 3



112 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2565

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

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบคา mean recovery, %RSD และ HORRAT ท่ีระดับความเขมขน 0.01 มิลลิกรัม

 ตอกโิลกรมั ของสารคลอรมคีวอต ไดควอต เมพคิวอต และพาราควอต ในตวัอยางคะนา ตำลงึ ผกักาดขาว

 หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล

ชนิด
ตัวอยาง

chlormequat diquat mepiquat paraquat

%Rec. %RSD
HOR-                      

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

คะนา 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

หัวไชเทา 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

สม 99.6 1.6 0.1 76.6 10.0 0.5 90.8 5.5 0.3 83.4 3.5 0.2

แอปเปล 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  ความเปนเสนตรง ที่ชวงความเขมขน 0.01–0.20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

ชนิดตัวอยาง
R2

chlormequat diquat mepiquat paraquat

คะนา 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

หัวไชเทา 0.993 0.989 0.991 0.991

มะเขือเทศ 0.976 0.998 0.988 0.997

สม 0.996 0.996 0.999 0.994

แอปเปล 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 (คลอรมีควอต) และ m/z 114/98 (เมพิควอต) 
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

การทดสอบคาความแมนและความเท่ียงของวิธี

วิเคราะหที่ระดับความเขมขน 0.01, 0.05 และ 0.20  

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหระดับละ 6 ซ้ำ พบวา

ความแมนที่ประเมินจาก %recovery เฉลี่ยทั้ง 3 ระดับ

อยูในชวง 66.1–117.2% และความเที่ยง (precision) 

ที่ประเมินดวย %RSD และ HORRAT อยูในชวง 

0.4–14.5 และ < 0.1–1.0 ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ %recovery และความเที่ยงในการวิเคราะห ของสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต 

 และพาราควอต ในตัวอยางคะนา ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล  

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

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ %recovery และความเที่ยงในการวิเคราะห ของสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต 

 และพาราควอต ในตัวอยางคะนา ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล (ตอ)  

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

หัวไชเทา 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

สม  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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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ %recovery และความเที่ยงในการวิเคราะห ของสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต 

 และพาราควอต ในตัวอยางคะนา ตำลึง ผักกาดขาว หัวไชเทา มะเขือเทศ สม และแอปเปล (ตอ)  

จากการประมาณคาความไมแนนอนของการ

วิเคราะหตามวิธีท่ีไดทดสอบ โดยนำการวิเคราะหสาร

พาราควอตในสมเปนตัวแทนการคำนวณ พบแหลงที่มา

ของความไมแนนอน ไดแก การชั่งน้ำหนักของตัวอยาง 

(sample weight: Ms) เครื่องแกววัดปริมาตรที่ใช 

(sample volume: Vs) คา concentration ที่อาน

ไดจาก calibration curve และจากการเตรียมสาร

มาตรฐาน (concentration of sample: Cs) bias และ 

precision คำนวณคาความไมแนนอนของสารพาราควอต 

พบวามีคาเทากับ ±26.2% ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

และเมือ่เปรยีบเทยีบสดัสวนคาความไมแนนอนจากแหลง

ความไมแนนอน ทีส่งผลตอปรมิาณสารจากมากไปหานอย 

ไดแก ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห (method precision, 

58%) concentration ทีอ่านไดจาก calibration curve 

และจากการเตรียมสารมาตรฐาน (concentration of 

sample, 28%) ความเบีย่งแบนจากคาจรงิ (bias, 10%) 

การช่ังนำ้หนักของตวัอยาง (sample weight, 3%) และ

จากเครื่องแกววัดปริมาตรที่ใช (sample volume, 1%) 

ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2 สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสารพาราควอตในตัวอยางสม

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

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

นอกจากนีใ้นป พ.ศ. 2563 ไดนำวิธวิีเคราะหทีผ่าน

การทดสอบความถูกตองแลวมาใชในการตรวจวิเคราะห

ผักและผลไมสด เพื่อสำรวจปริมาณการตกคางของสาร

ทัง้ 4 ชนดิ ในโครงการอาหารปลอดภัยตามนโยบายสำคัญ

กระทรวงสาธารณสขุ ประกอบดวย โครงการพฒันาแหลง

กระจายสินคาทั่วไทย ซึ่งเก็บตัวอยางจากแหลงกระจาย

สินคา ตลาดคาสง กลุมเกษตรกร และวิสาหกิจชุมชน 

รานหรือฟารมขายท้ัง 77 จังหวัด เชน วิสาหกิจชุมชน

ศูนยเรียนรูเศรษฐกิจพอเพียงชุมชนปลักไมลายรวมใจ 

จังหวัดนครปฐม, ตลาดไท จังหวัดปทุมธานี, ตลาดสด

วารินชำราบ จังหวัดอุบลราชธานี และตลาดเทศบาล

เมืองจังหวัดชุมพร เปนตน จำนวนทั้งสิ้น 65 ตัวอยาง 

แบงเปนผัก 51 ตัวอยาง และผลไม 14 ตัวอยาง ตรวจ

ไมพบสารกลุมควอตในทกุตวัอยาง โครงการโรงพยาบาล

อาหารปลอดภัย เก็บตัวอยางจากโรงพยาบาลเปาหมาย

ครอบคลุมพื้นที่ 12 เขตสุขภาพ จำนวน 154 ตัวอยาง 

แบงเปนผัก 100 ตัวอยาง และผลไม 54 ตัวอยาง เปรียบ

เทียบกับคากำหนดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

ฉบับที่ 387 (พ.ศ. 2560) กำหนดคาคลอรมีควอตเปน

ดีฟอลตลมิติ (default limits) สำหรบัพชื 0.1 มิลลกิรมั

ตอกโิลกรมั ตามบญัชหีมายเลข 3 แนบทายประกาศ กรณี

นอกเหนอืจากนีใ้หใชคาดฟีอลตลมิิตสำหรบัพชืไดไมเกนิ 

0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม พบวาผักและผลไมตรวจพบ 

3 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 1.95 โดยพบสารเมพิควอตใน

ถั่วฝกยาวและสมโชกุนปริมาณ 0.11 และ 0.02 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม ตามลำดับ ซึ่งเกินคาดีฟอลตลิมิตทั้ง 2 

ตวัอยาง และพบสารคลอรมีควอตในผกัโขมแกว  ปรมิาณ

นอยกวา 0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  ซึ่งนอยกวาคา

ดีฟอลตลิมิต

วิจารณ

วิธีที่ศึกษานี้สามารถทดสอบสารตกคางในผักและ

ผลไมไดทั้งหมด 4 ชนิด ไดแก คลอรมีควอต ไดควอต 

เมพิควอต และพาราควอต  โดยคา molecular masses 

ไดแก 122.0, 183.3, 114.2 และ 186.3 g.mol-1 ตาม

ลำดับ โดยใชเคร่ือง liquid chromatograph (LC) 

ซึ่งมี tandem mass spectrometer (MS/MS) 

เปนตัวตรวจวัด จากการตรวจวิเคราะหดวยเครื่องมือ

LC-MS/MS  ซึง่เปนเทคนคิทีม่คีวามไว (sensitivity)

และความจำเพาะ (selectivity) ใชหลักการ mass 

spectrometry ตรวจวัดไอออนของสารที่แยกกันดวย

คามวลตอประจุ (mass-to-charge ratio, m/z)

ที่แตกตางกัน ในการวิเคราะหนี้ เลือก interface

ซึ่งทำหนาที่เปนแหลงกำเนิดไอออน (ion source) ชนิด

electro spray ionization (ESI) ไอออนที่ไดจะถูก

วิเคราะหดวย multiple reaction monitoring

(MRM) mode ใชตรวจสอบมวลของไอออนที่แตก

ออกมา (fragment ion, transition ion) จากไอออน

ตั้งตน (parent ion) โดยสามารถแยกความแตกตาง

ของสารที่มีมวลเทากันได เนื่องจาก fragment ion

ทีแ่ตกออกจะเปนชิน้สวนทีจ่ำเพาะของไอออนแตละชนดิ

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 ที่มีคา response สูงและไมมี

สารอื่นรบกวน โดยสารไดควอตจะถูก ionized ในรูป 

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

183.3 เปน precursor ion และเลือก product ion ที่ 

m/z 168.0 กบั 157.1 สวนคลอรมคีวอต เมพคิวอต และ

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

114.2 และ 186.3 ตามลำดับเปน 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 ผูวิจัยไดปรับจากวิธีของ 

QuPPe-Method โดยใชโปรแกรม double gradient

ในการแยกสาร ทำใหใชเวลาในการตรวจวเิคราะหเพิม่จาก 

12 นาที เปน 24 นาที เพื่อปองกันการเกิด carry over

ในระบบ และใช column ชนดิ hydrophilic interaction

(HILIC) มี particle shape เปนแบบ spherical ซึ่ง

มีความพิเศษสามารถทำงาน 2 รูปแบบ ผสมผสานกัน

(difunctional bonded) ระหวาง silica-based C18

ซึ่งเปน reversed-phase กับ normal phase ทำใหมี

ความจำเพาะในการหนวงสารที่มีคุณสมบัติ HPH อยูใน

column ไดนาน ทำให retention time ของสารเปาหมาย

มีความเหมาะสม ไมออกเร็วเกินไป สวนวิธีการสกัด
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การวิเคราะหสารคลอรมีควอต ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ในผักและผลไม เสาวณีย วาจาสิทธิ์  และคณะ

ผูวิจัยใชวิธีของ QuPPe-Method Version 8.1 โดย

ปจจัยหลักที่ตองควบคุมสำหรับขั้นตอนการสกัด คือ 

สภาวะความชืน้ของตวัอยาง ซึง่ตองเตมินำ้ใหครบ 100%

ของชนิดตัวอยาง โดยคำนวณปริมาตรน้ำที่ตองเติม และ

สกดัภายใตสภาวะอณุหภมู ิ80±2 องศาเซลเซยีส นอกจากนี้

พบวาการสกดัวิธน้ีีทำใหสารบรสิทุธิก์อนการฉีดเขาเครือ่ง

มีเพียงการตกตะกอนดวยเครื่อง centrifuge และใช

micro-spin filters ชวยในการกรองตะกอนเทานั้น

ทั้ งนี้ผู วิจัยพบวาตัวอยางผักและผลไมมี matrix

หลากหลาย ทั้งประเภทคลอโรฟลสูง น้ำตาลสูง ดังนั้น

การตกตะกอนดวยอุณหภูมิหองไมสามารถกำจัด

สิ่งรบกวนออกไดทั้งหมด ทำใหรบกวนผล ดังนั้น

การวิเคราะหจึงไดทดลองปรับสภาวะอุณหภูมิขณะ

ตกตะกอนดวยเครื่อง centrifuge ในทุกข้ันตอนเปน

อุณหภูมิ -10 องศาเซลเซยส พบวาชวยทำใหสารสกัด

ในทุกขั้นตอนใส กำจัดสิ่งรบกวนไดดี สัญญาณพีคที่

ตรวจพบชัดเจน งายตอการประเมินผลวิเคราะห ในการ

วิเคราะหยังไดกำหนดการควบคุมคุณภาพเพื่อใหไดผล

ที่ถูกตอง ไดแก การเลือก identification point ซึ่ง

เปนระบบการคิดคะแนน เพื่อการยืนยันชนิดสารในการ

แปลผลขอมูล โดยใชจำนวน parent ion เริ่มตน และ 

daughter ion รวมทั้งกำหนดความแตกตางสูงสุด

ที่ยอมรับได (maximum permitted tolerance)

ของ relative ion intensities ตามท่ี European 

Communities (EC) กำหนด(16) นอกจากนีค้า precision

ที่ไดมีคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%RSD) อยู

ในชวง 0.4–14.5 โดยมีคา HORRAT < 2 ซึ่งเปนไป

ตามเกณฑของที่ Codex กำหนดไว นอกจากนี้ยังได

มีการวางแผนการควบคุมคุณภาพภายใน (internal

quality control) เพื่อความมั่นใจในผลการวิเคราะห

ตัวอยางทุก batch โดยกำหนดไวไมเกิน 10 ตัวอยาง

ทำการทดสอบ method blank, matrix blank, 

duplicate analysis และ spiked sample ในการ

ทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นนี้

ไมไดใชวัสดุอางอิงรับรอง (certified reference

materials: CRM) ในการประกันคุณภาพของผลการ

ทดสอบและตรวจสอบความถกูตองของวธิทีดสอบ แตใช

การเติม (spiking) สารมาตรฐานลงใน matrix blank 

แทน อยางไรก็ตามหองปฏิบัติการมีการควบคุมคุณภาพ

เพื่อเฝาระวังความใชไดของการทดสอบ โดยเขารวม

โปรแกรมการทดสอบความชำนาญ การเปรียบเทียบผล

การวิเคราะหระหวางหองปฏิบัติการในตัวอยางขาวโอต 

09130 จัดโดย FAPAS รอบระหวางเดือนเมษายน–

มถินุายน 2563 พบวาผลการประเมนิอยูในเกณฑยอมรบั

ได (|Z|< 2) โดยคลอรมีควอตและเมพิควอต มีคา Z 

score เทากับ 0.9 และ -0.1 ตามลำดับ ในป พ.ศ. 2563

วิธีตรวจวิเคราะหนี้ไดรับการรับรองความสามารถ

หองปฏิบัติการตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 

จากสำนักมาตรฐานหองปฏิบัติการ แสดงใหเห็นวาวิธี

ที่ไดทดสอบนี้มีความเหมาะสมในการใชวิเคราะหสาร

ทั้ง 4 ชนิด ในผักและผลไม โดยเทคนิค LC-MS/MS

เมื่อพิจารณาความสมเหตุสมผลของคาความ

ไมแนนอน โดยใชเกณฑการคำนวณจากคา standard 

deviation คาความไมแนนอนที่ควรจะเปนเทากับ 2 

predicted Horwitz’s RSDr(18) เมื่อคำนวณคาความ

ไมแนนอนที่ควรจะเปน เทากับ 31.6% แตจากวิธีนี้คา

ความไมแนนอนทีพ่จิารณาจากแหลงความไมแนนอนทีม่ี

ผลกระทบตอปริมาณสาร มีคา 26.2% ซึ่งมีคานอยกวา

คาที่ควรจะเปน พบวาวิธีวิเคราะหนี้ เหมาะสมและ

สอดคลองตามเกณฑการพจิารณาความสมเหตสุมผลของ

คาความไมแนนอน

จากผลการสำรวจพบการตกคางเพียง 3 ตัวอยาง 

จากจำนวนตัวอยางทั้งหมด 219 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ

1.4 โดยตรวจพบสารเมพิควอตในถ่ัวฝกยาว 0.11 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และสมโชกุน 0.02 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม ซึ่งเกินคาดีฟอลตลิมิตที่กำหนดไวสำหรับพืชได

ไมเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ทั้ง 2 ตัวอยาง และพบ

สารคลอรมีควอตในผักโขมแกว ปริมาณนอยกวา 0.01 

มลิลกิรมัตอกโิลกรมั ซึง่นอยกวาคาดฟีอลตลมิิตทีก่ำหนด

ไวทีร่ะดบัความเขมขน 0.1 มลิลกิรมัตอกิโลกรัม ตามบญัชี

หมายเลข 3 แนบทายประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที่ 

387 (พ.ศ. 2560) จากผลการสำรวจดงักลาวพบวาจำนวน

ตัวอยางที่พบปริมาณการตกคางนอยมาก แสดงไดวา

ผูผลิตมีความตื่นตัวในการยกระดับมาตรฐานสินคาและ

แรงผลักดันของภาครัฐที่มีมาตรการตรวจสอบ ผาน

โครงการสำรวจและเฝาระวังการตกคางของสารเคมี
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ปองกันกำจัดศัตรูพืชตกคางในผักและผลไมสดหลาย

โครงการ ตลอดจนมาตรฐานการผลิตสินคาทางการเกษตร 

(Good Agriculture Practices: GAP) มีศักยภาพ

เพียงพอที่จะผลักดันใหเกิดวงจรผักผลไมปลอดภัย

(demand driven) ดังนั้นจากผลการสำรวจเบื้องตน

สะทอนใหเห็นวาขอกำหนดและกฎเกณฑตางๆ เหลานี้ 

สามารถสรางความมั่นใจในคุณภาพและความปลอดภัย

ของผักและผลไมที่จะนำมาบริโภคได

สรุป

วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นสามารถใชตรวจวิเคราะห

สารกลุม herbicides ได 4 ชนดิ ประกอบดวย คลอรมคีวอต

ไดควอต เมพิควอต และพาราควอต ซ่ึงผลการ

ทดสอบความใชไดของวิธีดังกลาว พบวา calibration

curve มีความเปนเสนตรงในชวง 0.01–0.20 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม โดยมีคา coefficient of determination

ในชวง 0.975–0.999 คาเฉลี่ย %recovery อยูในชวง

66.1–117.2% และ HORRAT อยูในชวง < 0.1–1.0 

มีคา LOD และ LOQ ของทุกสารเทากับ 0.005 และ 

0.01 มลิลิกรมัตอกโิลกรมั จากขอมลูขางตนแสดงใหเหน็

วา วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นนี้ มีคุณลักษณะเฉพาะแสดง

สมรรถนะที่ผานเกณฑการยอมรับและเหมาะสม มีความ

ถูกตอง แมนยำ มีความไว และความจำเพาะตอสารที่

ตองการทดสอบ ใหผลทุกพารามิเตอรผานเกณฑยอมรับ

ของสากล เหมาะกับการใชงาน (fitness for intended 

use) สามารถนำวิธีนี้ไปใชในการตรวจวิเคราะหเพื่อ

เปนการควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมาย และเพื่อ

ความยุติธรรมแกผูประกอบการและคุมครองผูบริโภค

ตอไปได

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณนางลัดดา แกวกลาปญญาเจริญ ที่ชวย

ใหคำแนะนำ ขอเสนอแนะ และสนับสนุนการศึกษาวิจัย 

ตลอดจนเจาหนาที่ฝายยาสัตวและวัตถุออกฤทธิ์ สำนัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ชวยเตรียมและสกัด

ตัวอยาง จนทำใหงานวิจัยบรรลุผลสำเร็จในครั้งนี้
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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.
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