
นิพนธ์ต้นฉบับ	 ว	กรมวิทย	พ	2566;	65	(2):	68-83

68 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2566

รััติิยากรั ศรัีโคติรั ภรัพรัรัณ ส่่งศรัี และ ณิชนัันัท์์ บุุญนัิ�ม
สำนัักคุุณภาพและคุวามปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ นันัทบุุรี 11000

การัพัฒนัาวิธีติรัวจวิเครัาะห์พารัาควอติ ไดควอติ
คลอรั์มีควอติ และเมพิควอติ ในัเนัื้อส่ัติว์  
นัม และไข่ โดยเท์คนัิค  LC-MS/MS

Corresponding author E-mail: rattiyakorn.s@dmsc.mail.go.th

Received: 27 October 2022 Revised: 16 May 2023 Accepted: 18 May 2023      

บุท์คัดย่อ   พาราควอต เป็นวัตถุอันตรายชนิดท่ี 4 ที่ห้ามผลิต นำาเข้า ส่งออก นำาผ่าน หรือมีไว้ครอบครองตามประกาศ
กระทรวงอุตสาหกรรม เรื่องบัญชีวัตถุอันตราย ฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2563) นอกจากนั้นประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 419 
(พ.ศ. 2563) เรื่องอาหารที่มีสารพิษตกค้าง กำาหนดขีดจำากัดการตรวจวัดของวิธี (method detection limit) อาหารประเภท 
เน้ือสตัว ์นม และไข ่ทีร่ะดบั 0.005 มลิลิกรมัตอ่กโิลกรัม เพือ่เพิม่ขดีความสามารถของหอ้งปฏบิตักิาร คณะผูว้จิยัจึงได้พฒันาวธิี
วิเคราะห์พาราควอตในเนื้อสัตว์ นม และไข่ ด้วยเทคนิค LC-MS/MS รวมทั้งสารในกลุ่มควอต 3 ชนิด ได้แก่ ไดควอต คลอร์ 
มีควอต และเมพิควอต ในคราวเดียวกัน เพื่อให้ได้วิธีที่มีความจำาเพาะสูงและตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ในระดับที่กฎหมาย
กำาหนด  โดยสกัดตัวอย่างด้วย acidic acetonitrile ตกตะกอนและทำาให้บริสุทธิ์ผ่าน hydrophilic-lipophilic-balanced 
(HLB) SPE cartridge และตรวจวัดปริมาณแคทไอออนด้วย multiple reaction monitoring (MRM) วิธีนี้มีขีดจำากัด
ของการตรวจวัดเท่ากับ 0.005 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ขีดจำากัดการวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความแม่น 
(%recovery) ความเที่ยง (%RSD) มีค่าเฉลี่ยในช่วง 64.8–108.6 และ 2.1–13.0 ตามลำาดับ และมีช่วงความเป็นเส้น
ตรงของการวิเคราะห์ที่ 0.01–0.20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยไม่มีผลกระทบจากคุณสมบัติของเนื้อตัวอย่าง การนำาวิธี 
ที่พัฒนาไปตรวจวิเคราะห์อาหารประเภทเนื้อสัตว์ นม และไข่ จำานวน 29 ตัวอย่าง  ผลตรวจไม่พบการตกค้างของสารทั้ง 4 ชนิด 
โดยสรุปวิธีดังกล่าวมีประสิทธิภาพเหมาะสมในการวิเคราะห์เน้ือสัตว์ นม และไข่ สอดคล้องตามข้อกำาหนดทางกฎหมาย 
เพื่อเฝ้าระวังการตกค้างในอาหาร 

คำาส่ำาคัญ: กลุ่มควอต, เนื้อสัตว์, นม, ไข่, LC-MS/MS
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การพััฒนาวิิธีีตรวิจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควิอตในเน้�อสััตวิ์ นม แลุ่ะไข่� โดย LC-MS/MS รัติยากร ศรีโคตร แลุ่ะคณะ

บุท์นัำา

พาราควอต (paraquat; PQ) คอื สารเคมีปอ้งกนั

กำจัดศัตรูพืชชนิดหนึ่งในกลุ่มสารกำจัดวัชพืช เป็นที่รู้จัก

ในชื่อการค้าว่า กรัมม็อกโซน (grammoxone) ออก

ฤทธิ์โดยการดูดซึมทางใบอย่างไม่จำาเพาะชนิดของวัชพืช 

มีผลทำาลายเนื้อเยื่อพืชโดยรบกวนการสังเคราะห์แสง

และเยื่อหุ้มเซลล์ ทำให้เกิดใบแห้งเหี่ยวอย่างรวดเร็ว 

เกษตรกรไทยนิยมใช้กำจัดวัชพืชในไร่อ้อย มันสำปะหลัง 

ยางพารา และพืชผล(1) คุณสมบัติทางพิษวิทยาองค์การ

อนามัยโลก (WHO) ระบุว่า PQ เป็นสารที่มีความ

เป็นพิษสูง มีค่าปริมาณที่บริโภคได้ต่อวัน (acceptable 

daily intake; ADI) เท่ากบั 0.005 มลิลิกรมัพาราควอต 

แคทไออนต่อกิโลกรัมน้ำหนักตัว(2) ปัจจุบันมีหลาย

ประเทศที่สั่งห้ามใช้ PQ เน่ืองจากมีความเป็นพิษจาก 

การใชก้ำจดัวชัพชืของเกษตรกร ทำใหเ้ขา้สูผิ่วหนงัไดจ้าก 

แผลเดิมบนผิวหนัง และแผลเผาไหม้ที่เกิดจากฤทธิ์

ของ PQ(3) การได้รับสัมผัส PQ ทางผิวหนังอาจทำให้

ระคายเคือง ผิวหนังพุพอง ผิวหนังไหม้ แผลในปาก 

และตาบอดได้ มีรายงานการเสียชีวิตเป็นจำนวนมากจาก

การกลืนกินและฉีด PQ เข้าใต้ผวิหนัง ทำให้ปอดถูกทำลาย 

และเสียชีวิตภายใน 3 สัปดาห์(4) งานวิจัยที่ผ่านมาบ่งชี้ว่า 

PQ สามารถถูกดูดซึมเข้ากระแสเลือดและกระจายไป 

ตามเนื้อเยื่อ เช่น ตับ ปอด ไต จากนั้นถูกขจัดออก 

ทางไต ทำให้เกิดภาวะไตวายและส่งผลกระทบต่อระบบ

ประสาท อีกทั้งพบปัญหาการปนเป้�อนของ PQ ใน

ส่ิงแวดล้อมและการตกค้างในนมแม่สู่ทารก แต่ภาค

การเกษตรของประเทศไทยนิยมใช้ PQ ยับยั้งการ

เจริญเติบโตของวัชพืช ซึ่งอาจมีการตกค้างในผลผลิต

ทางการเกษตรและห่วงโซ่อาหาร ปัจจุบันคณะกรรมการ

วัตถุอันตรายมีมติห้ามใช้ PQ ตามประกาศกระทรวง

อุตสาหกรรม เรื่อง บัญชีรายชื่อวัตถุอันตราย ฉบับที่ 6 

พ.ศ. 2563 ซึ่งกำหนดให้ PQ เป็นวัตถุอันตรายชนิดที่ 4 

ที่ห้ามผลิต นำเข้า ส่งออก นำผ่าน หรือมีไว้ครอบครอง 

โดยมผีลบงัคับใชเ้มือ่วันที ่1 มถินุายน พ.ศ. 2563(5) เปน็ตน้ 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับท่ี 419 พ.ศ. 2563 

เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกค้าง กำหนดว่าห้องปฏิบัติการ 

จะต้องใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์ที่มีขีดจำกัดของการตรวจ

พบ (limit of detection; LOD) ของวธิทีดสอบอยา่งนอ้ย 

ต่ำถึงระดับที่กำหนด ซึ่งในเนื้อสัตว์ นม และไข่ มีค่า

กำหนด (method detection limit; MDL) เท่ากับ 

0.005 มลิลกิรมัตอ่กโิลกรมั(6) ซึง่มคีา่เทา่กนักบัคา่กำหนด

ของคณะกรรมาธิการโครงการมาตรฐานอาหารระหว่าง

ประเทศ (codex)(7) ส่วนค่ากำหนดในสหภาพยุโรปของ 

PQ มีค่าเท่ากับ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม(8) PQ มี

สูตรเคมี C12H14N2
+2 มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลืองหรือ

สขีาวนวล ไม่มกีลิน่ มกัจำหน่ายในรูปของเหลว เพือ่ไม่ให้

สับสนกับเครื่องดื่มจึงมีการเติมสีและกลิ่นฉุนลงไปและ

สารที่ทำให้อาเจียนหากมีผู้ดื่ม(9) 

   มีรายงานบทความวิจัยในต่างประเทศเกี่ยวกับ

วิธีตรวจวิเคราะห์ PQ, ไดควอต (diquat; DQ) คลอร์มี

ควอต (chlormequat; CQ) และเมพิควอต (mepiquat; 

MQ) ในผลิตภัณฑ์์จากสัตว์ โดยเทคนิค UPLC-MS/

MS ข้อดีของงานวิจัย คือ ให้ประสิทธิภาพการสกัดสูงใน

ตัวอย่างที่เป็นกรดและมีน้ำเป็นองค์ประกอบ ส่วนข้อเสีย 

คือ วิธีไม่เหมาะสมกับตัวอย่างที่มีไขมันสูง(10) ในปัจจุบัน 

ประเทศไทยยังไม่มีหน่วยงานหรือห้องปฏิบัติการใดให้

บรกิารตรวจวเิคราะหร์ายการทดสอบ PQ ในเนือ้สตัว ์นม 

และไข่ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการ

ตรวจวิเคราะห์ PQ ในตัวอย่าง เน้ือสัตว์ นม และไข่ 

ให้เป็นวิธีมาตรฐานตอบสนองต่อนโยบายกระทรวง

สาธารณสุขตามที่กฎหมายกำหนด นอกจากนั้นยัง

สามารถตรวจวิเคราะห์สารในกลุ่มควอต (quats) อีก 

3 ชนิด ในคราวเดียวกัน ได้แก่ DQ, CQ และ MQ 

ซึ่งสารดังกล่าวมีคุณสมบัติทางเคมีและความเป็นพิษ

คล้าย PQ(11)  มีเพียง CQ เท่านั้นที่มีค่าปริมาณสารพิษ 

ตกคา้งสงูสดุของวตัถอุนัตรายทางการเกษตร (maximum 

residue limit; MRLs) ตามประกาศกระทรวง

สาธารณสุขฉบับที่ 387 (พ.ศ. 2560) ซึ่งมีค่าเท่ากับ 

0.1 มลิลกิรมัตอ่กโิลกรมั(12)  DQ มคีา่กำหนดตาม codex 

โดยมีค่ากำหนดในเนื้อสัตว์ นม และไข่ เท่ากับ 0.01, 

0.001 และ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามลำดับ(7)  

ส่วน MQ ไม่มีค่ากำหนดทั้งในประกาศกระทรวง

สาธารณสุข และ codex จงึใช้ค่า 0.01 มลิลิกรมัตอ่กโิลกรัม

เปน็คา่ดฟีอลตล์มิติ (default limit) ทัง้นีใ้นป ีพ.ศ. 2563 

ห้องปฏิบัติการสำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ได้พัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์ 
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Analysis of Quats in Meat, Milk and Eggs by LC-MS/MS Rattiyakorn Srikote et al.

PQ, DQ, CQ และ MQ ในผักและผลไม้ และได้ผา่นการ

รับรองความสามารถห้องปฏิบัติการระบบคุณภาพตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017  จงึไดม้กีารพฒันาอยา่ง 

ต่อเนื่องเพ่ือรองรับข้อกำหนดตามกฎหมาย โดยวิธีที่

พัฒนาขึ้นใช้สำหรับตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มควอตใน 

เนื้อสัตว์ นม และไข่ได้จากการสกัดในคราวเดียวกัน 

วัส่ดุและวิธีการั

ส่ารัเคมีและส่ารัมาติรัฐานั 

สารเคม:ี methanol (MeOH), HPLC grade รุน่ 

I1107807034 (Supelco, Germany), acetonitrile 

(ACN) HPLC grade รุน่ K52651891034 (Supelco, 

China), ammonium formate, (NH4HCO2), AR 

grade รุ่น 102315819 (Sigma-Aldrich, India), 

formic  acid (HCOOH),  AR grade,  รุน่ K34234564503 

(Merck, Germany) สารละลาย acidified methanol 

เตรียมโดยการปิเปต formic acid 1.0 มิลลิลิตร ลงใน 

volumetric flask ขนาด 100 มลิลิลติร ท่ีม ีMeOH และ

ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วย MeOH, mobile 

phase 20 มิลลิโมลาร์  ส่วน ammonium formate 

pH 3 เตรียมโดยการชั่ง ammonium formate 

1.261 กรัม ละลายในน้ำกลั่น เติม  formic acid 1.8 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร ด้วย 

น้ำกลั่น, 0.5% v/v formic acid ใน ACN และ 

0.5% v/v formic acid ในน้ำ 

สารมาตรฐาน: สารมาตรฐานท้ังหมดเป็นชนดิเดีย่ว 

ในรปูเกลอื (single standard) paraquat dichloride 

ความบรสิทุธิ ์81.57% คา่ความไม่แนน่อน 1.63%, diquat 

dibromide ความบริสุทธิ์ 94.37% ค่าความไม่แน่นอน 

1.60%, chlormequat chloride ความบริสุทธิ์ 

98.19% ค่าความไม่แน่นอน 2.33% และ mepiquat 

chloride ความบริสุทธิ์ 99.20% ค่าความไม่แน่นอน 

2.00% (Dr. EhrenStorfer, Germany) ผ่านการ 

รับรองมาตรฐานตามระบบคุณภาพ ISO 17034 ซึ่ง

เป็น reference material certificate เตรียม

โดยการชั่งสารมาตรฐานชนิดละประมาณ 0.01 กรัม 

ลงใน volumetic flask ชนดิพลาสตกิ ขนาด 10 มลิลลิติร  

นำมาละลายใน MeOH และคำนวณความเข้มข้นให้อยู ่

ในรูป paraquat cation, diquat cation, chlormequat 

cation และ mepiquat cation กอ่นนำไปวเิคราะห ์เชน่ 

paraquat dichloride มี molecular weight เท่ากับ 

257.16 กรัมต่อโมล แต่นำ้หนักจริงทีน่ำมาคำนวณเท่ากับ 

186.3 กรมัตอ่โมล (molecular weight ของ paraquat 

cation ทีห่กัลบ dichloride แลว้) โดย stock standard 

แต่ละชนิด มีความเข้มข้นประมาณ 1,000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร

เครัื�องมือและอุปกรัณ์ 

เครื่อง HPLC รุ่น 1260 series (Agilent, 

Singapore), เครื่อง MS/MS  รุ่น 5500 QTRAP  

(AB SCIEX, Singapore), analytical column ขนาด 

2.1 × 150 มลิลิเมตร, 3 ไมครอน (Atlantis® HILIC Silica 

รุ่น 1911068BF0362110141, WaterTM, USA), 

เครื่องชั่งความละเอียด 0.001 กรัม รุ่น LP 620 S 

(Sartorius, Germany), เครื่องชั่งความละเอียด 0.01 

มิลลิกรัม รุ่น MC 210 S (Sartorius, Germany), 

เครื่องปั�นตกตะกอน รุ่น Multifuge X Pro Series 

(Thermo Scientific, Germany) ความเรว็ 5,000 รอบ

ต่อนาที, เครื่องระเหยแบบ heating block รุ่น 18790 

(Pierce, USA), แก๊สไนโตรเจน ความบริสุทธิ์ 99.95%, 

เครื่องหมุนปั�นสารละลาย Vortex Genie 2 รุ่น G560E 

(Scientific, USA), volumetric flask ชนิด 

polypropylene ขนาด 10, 25 และ 50 มิลลิลิตร, 

screw cap centrifuge tube ชนิด polypropylene  

ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร, micro-spin filters ชนิด 

nylon ขนาด 0.2 ไมครอน รุ่น 3883 (Vertical, 

Thailand), vial สีชา ชนิด polypropylene ขนาด 

1.5 มิลลิลิตร, syringe ขนาด 6 มิลลิลิตร พร้อม SPE 

adapter และ volumetric flask ชนิดพลาสติก ขนาด 

10, 25 และ 50 มิลลิลิตร

ติัวอย่าง

ตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบความใช้ได้ของวิธี 

โดยใช้เนื้อหมูเป็นตัวแทนของตัวอย่างเนื้อสัตว์ นมโค 

เป็นตัวแทนของตัวอย่างนม และไข่ไก่เป็นตัวแทน

ของตัวอย่างไข่ วิธีการเตรียมตัวอย่างโดยนำเนื้อหมู 

จากฟาร์มที่ได้รับรองมาตรฐานการผลิตจากกรมปศุสัตว์ 
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จำนวน 8 ตัวอย่างๆ ละ 500 กรัม เป็นส่วนหมูเนื้อแดง 

นำมาหัน่และบดปั�นรวมกนั ชั่งตวัอยา่งใสใ่นขวดตวัอยา่ง 

ขวดละ 5 กรัม นมโคชนิด ยู เอช ที ยี่ห้อต่างๆ จำนวน 

8 ตัวอย่างๆ ละ ประมาณ 500 มิลลิลิตร นำมาผสม 

รวมกัน ชั่งตัวอย่างใส่ในขวดตัวอย่าง ขวดละ 5 กรัม 

และไข่ไก่จากฟาร์มที่ได้รับรองมาตรฐานการผลิตจาก 

กรมปศุสัตว์ จำนวน 8 ตัวอย่างๆ ละ 6 ฟอง ตอกไข่ 

รวมกนัทัง้ไขข่าวและไขแ่ดง ชัง่ตวัอยา่งใสใ่นขวดตวัอย่าง 

ขวดละ 5 กรัม สำหรับทดสอบความใช้ได้ของวิธี

   

วิธีวิเครัาะห์

การัส่กัด

วิธีที่นำมาทดสอบเป็นวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Korean 

Journal of Environmental Agriculture, 2020(10) 

เปน็วธิทีีม่คีวามจำเพาะสงู นำตวัอยา่ง 5 กรมั ไปสกดัโดย

เติม 0.5% formic acid ในน้ำ 2 มิลลิลิตร และ 0.5% 

formic acid ใน ACN  8 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย 

vortex mixer นาน 1 นาท ีปั�นแบบตกตะกอนทีค่วามเรว็ 

5,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ทำให้บริสุทธิ์ด้วย SPE 

cartridge HLB 200 มลิลกิรมั (Oasis, water) โดยใช้ 

syringe ชนิดพลาสติก ขนาด 6 มิลลิลิตร พร้อม SPE 

adapter ล้าง SPE ด้วย 5 มิลลิลิตร 0.5% formic acid 

ในน้ำ และ 5 มิลลิลิตร  0.5% formic acid ใน ACN 

จากนั้นนำตัวอย่าง (ส่วนใส) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติม

ลงใน SPE cartridge HLB 200 มิลลิกรัม กรองผ่าน 

SPE cartridge โดยใช้ plunger เก็บสารละลายที่ถูก

ชะลงใน screw cap centrifuge tube ชนิด poly-

propylene ขนาด 15 มิลลิลิตร และชะด้วย 2 มิลลิลิตร

ของ 0.5% formic acid ใน ACN เก็บสารละลาย 

ที่ถูกชะลงใน screw cap centrifuge tube ชนิด 

polypropylene ขนาด 15 มิลลิลิตร และนำไประเหย

ดว้ยแก๊สไนโตรเจนให้เกือบแห้ง  ปรับปรมิาตรด้วย 0.5% 

formic acid ใน ACN ให้ได้ 1 มิลลิลิตร โดยใช้  

autopipette กรองผ่าน micro-spin filters ชนิด 

nylon ขนาด 0.2 ไมครอน ปั�นแบบตกตะกอนทีค่วามเร็ว 

5,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที นำสารละลายที่กรองได้

ใส่ใน vial พลาสติกสีชา ขนาด 1.5 มิลลิลิตร

การัติรัวจวิเครัาะห์ชนัิดและปรัิมาณ 

การตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณโดยเทคนิค 

LC-MS/MS ที่สภาวะ column oven 35 องศา

เซลเซียส อัตราการไหล 0.3 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรที่

ฉีด 10 ไมโครลิตร mobile phase A:B (20 มิลลิโมลาร์ 

ammonium formate: ACN)(13) ตรวจวัดปริมาณ

ไอออนโดยใช้ multiple reaction monitoring 

(MRM) รายงานในรูปแคทไอออน (cation) ในหน่วย

มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ปริมาณของสารที่ตรวจพบคำนวณ

จาก standard curve

โดยใช้สมการเส้นตรง  Y = aX+ b

      (Y-b)  
ปริมาณของสารที่ตรวจพบ (mg/kg)        =
         a 

โดย    X = concentration, C (mg/kg)

   Y = peak area ของสารมาตรฐาน    

         a = slope ของ calibration curve       

    b = intercept ของ calibration curve

การัท์ดส่อบุความถููกติ้องของวิธีวิเครัาะห์ (method 

validation)

การัส่รั้างกรัาฟมาติรัฐานั (calibration curve)

เตรียมสารมาตรฐานผสมของ PQ, DQ, CQ และ 

MQ 7 ระดับความเข้มข้น ได้แก่ 5, 10, 20, 40, 80, 100 

และ 200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย 1% 

volume/volume formic  acid  ใน  MeOH: H2O  (1:1)  

จากนั้นฉีดเข้าเครื่อง LC-MS/MS สร้าง calibration 

curve ระหวา่ง concentration กบั peak area คำนวณคา่

สมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (determination coefficient; R2)

กำหนดเกณฑ์์การยอมรับเป็น: R2 มากกว่าหรือเท่ากับ 

0.99(14)    

        

การัท์ดส่อบุความจำเพาะของวิธี (specificity)

เปน็การแสดงการแตกตัวเป็นไอออนและค่าพลังงาน 

อิเล็คตรอนของสารมาตรฐาน เพื่อให้เกิดความจำเพาะ

เจาะจงของสารแต่ละชนิด โดยฉีดสารมาตรฐานความ 

เข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จำนวน 3 ซ้ำ บันทึก

ค่า retention time (RT) วิเคราะห์ matrix blank 
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โดยพิจารณา chromatogram ของ matrix blank 

ผลต้องไม่พบสัญญาณที่มีค่า RT หรือค่ามวลต่อประจุ 

(mass transition: m/z)  ที่ตรงกับสารมาตรฐาน

ผลกรัะท์บุจากคุณส่มบัุติิของเนัื้อตัิวอย่าง (matrix 

effect: ME) 

การประเมินคา่ ME คำนวณโดยใช้คา่ %recovery 

ของสารมาตรฐานจากการเปรียบเทียบความชันของการ

วิเคราะห์แบบ calibration curve on solvent ที่ระดับ

ความเข้มข้น 10–200 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และ cali-

bration curve on matrix ใน matrix เนื้อหมู นมโค 

และไขไ่ก ่ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 10–200 นาโนกรมัตอ่กรมั 

วิเคราะห์ระดับละ 3 ซ้ำ เกณฑ์์การประเมิน %ME, (-20 

ถึง 20%) หมายถึง soft, (-50 ถึง -20% และ 20 ถึง 

50%) หมายถึง medium และ (> 50% และ < -50%) 

หมายถึง strong(15)  คำนวณจากสูตร

MF (matrix factor) = b (matrix)/b (solvent)

โดย b คือ peak area ของสารมาตรฐาน

ME (%) = (MF−1) × 100

การัท์ดส่อบุขีดจำกัดของการัติรัวจพบุ (limit of 

detection; LOD)

ทดสอบโดยการฉีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ลงใน matrix blank ที่ความเข้มข้น 

5 นาโนกรัมต่อกรัม ซึ่งเป็นค่ากำหนดตามกฎหมาย 

(MDL) เปน็ระดบัท่ีสามารถตรวจวดัได้ตาม sensitivity 

ที่เหมาะสมของเครื่องมือ ทำการสกัดและตรวจวิเคราะห์

จำนวน 10 ซ้ำ หา signal-to-noise (S/N) ของสาร

แต่ละชนิด คำนวณปริมาณสารมาตรฐานท่ีทำให้พีคมี

ความสูง 3 เท่า (S/N) และคำนวณความเข้มข้นต่อน้ำ

หนักตัวอย่าง

การัท์ดส่อบุขดีจำกดัของการัวดัเชงิปรัมิาณ (limit of 

quantitation; LOQ)

ทดสอบโดยการฉีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ทีค่วามเขม้ขน้ประมาณ 2 เทา่ของคา่ LOD 

ลงในตัวอย่าง blank sample ทำการสกัดและวิเคราะห์

จำนวน 10 ซ้ำ คำนวณหาปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน 

%recovery เกณฑ์์การยอมรับอยู่ในช่วง 60–120% และ 

%RSD เกณฑ์์การยอมรับ ≤ 20%(14)            

การัท์ดส่อบุความแม่นัและความเท์ี�ยง (accuracy 

and precision)

ทดสอบโดยการฉีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ใน spiked sample ที่ระดับ LOQ, 

8 × LOQ และ 20 × LOQ ได้แก่ ที่ความเข้มข้น 10, 80 

และ 200 นาโนกรัมต่อกรัม ตามลำดับ ทำการวิเคราะห์

ระดบัละ 10 ซำ้ คำนวณหาปรมิาณเทยีบกบัสารมาตรฐาน 

%recovery เกณฑ์์การยอมรบัอยูใ่นชว่ง 60–120 % และ 

%RSD เกณฑ์์การยอมรับ ≤ 20%(14)            

ช่วงการัวิเครัาะห์และความเป็นัเส่้นัติรัง (linearity 

and working range)

วเิคราะห ์matrix blank เตมิสารมาตรฐานทีร่ะดบั

ความเข้มข้นต่างๆ อย่างน้อย 5 ระดับ ภายในช่วงกราฟ

มาตรฐานที่พิสูจน์แล้วว่าเป็นเส้นตรงวิเคราะห์ระดับละ 

3 ซ้ำ วิเคราะห์ตามวิธี สร้างกราฟระหว่างความเข้มข้น

ที่เติม (x axis) กับค่าเฉล่ียความเข้มข้นที่ตรวจพบ 

(y axis) คำนวณค่า R2 กำหนดเกณฑ์์การยอมรับเป็น 

R2 มากกว่าหรือเท่ากับ 0.95(14)            

การัปรัะมาณคา่ความไมแ่นัน่ัอนัของการัติรัวจวเิครัาะห์ 

(uncertainty) 

ความไม่แน่นอนของการวัดต้องคำนึงถึงแหล่ง

ความไม่แน่นอนทุกแหล่ง ที่มีผลกระทบต่อการวิเคราะห์

เชงิปรมิาณ เมือ่นำมารวมกนัใหค้ำนวณคา่ความไมแ่นน่อน 

ขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้ค่า k = 2 เป็นวิธี

ที่มีความถูกต้องเป็นที่ยอมรับและเหมาะสมต่อการนำไป 

ใช้งาน คำนวณปริมาณสารที่วัด โดยใช้ค่าความเข้มข้น 

(Co) ที่อ่านได้จาก calibration curve ที่สร้างจาก 

ความสัมพันธ์ระหว่าง concentration กับ peak area
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ผล

ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานโดยเตรียม

สารมาตรฐานผสมของ PQ, DQ, CQ และ MQ  7 ระดับ 

ความเข้มข้น ได้แก่  5, 10, 20, 40, 80, 100  และ 200   

นาโนกรัมต่อมิลลิลติร ในสารละลาย 1% volume/volume 

formic acid ใน MeOH:น้ำ (1:1) นำไปวิเคราะห์

ด้วยเคร่ือง LC-MS/MS สร้าง calibration curve 

ระหว่าง concentration กับ peak area คำนวณค่า R2

มีค่าตั้งแต่ 0.997–0.999 ดังแสดงในภาพที่ 1 

ความจำเพาะเจาะจงเป็นการแสดงการแตกตัว

เป็นไอออนและค่าพลังงานอิเล็คตรอนของสารมาตรฐาน 

แต่ละชนิด ทดสอบโดยฉีดสารมาตรฐานผสมท่ี 

ความเขม้ขน้ 10 นาโนกรมัตอ่มลิลลิติร ในสารละลาย 1% 

volume/volume formic acid ใน MeOH:น้ำ (1:1) 

จำนวน 3 ซ้ำ บันทึกค่า retention time (RT) วิเคราะห์ 

matrix blank โดยพิจารณา chromatogram 

ของ matrix blank ผลต้องไม่พบสัญญาณที่มีค่า RT 

และค่ามวลต่อประจุ (m/z) ที่ตรงกับสารมาตรฐาน 

โดย PQ, DQ, CQ และ MQ มี RT ที่ 3.0, 2.1, 2.6 

และ 2.7 ตามลำดับ PQ จะให้ 1 product ion 

ที่เกิดจาก 2 precursor ion ส่วน DQ, CQ และ MQ 

จะให้ 1 product ion ที่เกิดจาก 1 precursorion 

ซึ่งค่า m/z  เป็นค่าคงที่เสมอ(13) ดังแสดงในตารางที่ 1 

และ 2

ติารัางท์ี� 1  Multiple reaction monitoring (MRM) condition ของการวิเคราะห์ PQ, DQ, CQ และ MQ 

Compounds
Precursor ion 

(m/z)
  Product ion

(m/z)
DP 

(eV)
EP

(eV)
CE

(eV)
CXP
(eV)

PQ 186.3 171.1 (primary) 80.00 1.69 28.00 11.80

171.1 77.0 (secondary) 156.30 8.00 46.65 8.24

DQ 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

CQ 122.0 58.0 (primary) 148.46 7.07 36.65 7.06

ภาพท์ี� 1  ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของสารกลุ่มควอต
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การพิสูจน์ ME โดยการประเมินค่า ME จาก

ค่า %recovery ของสารมาตรฐานจากการวิเคราะห์

แบบ calibration curve on solvent (calibration 

curve ของ standard ที่เตรียมใน 1% formic acid: 

น้ำ (1:1) ที่ระดับความเข้มข้นตั้งแต่ 10–200 นาโนกรัม 

ต่อมิลลิลิตร และ calibration curve on matrix 

(calibration curve ที่เกิดจากการสกัด matrix เนื้อ

หมู นมโค และไข่ไก่) ที่ความระดับความเข้มข้นตั้งแต่ 

10-200 นาโนกรัมต่อกรัม เกณฑ์์การประเมิน %ME, 

(-20 ถึง 20%) หมายถึง soft, (-50 ถึง -20% และ 20 

ถงึ 50%) หมายถงึ medium และ (> 50% และ < -50%) 

หมายถึง strong ผลพบว่า %ME อยู่ในเกณฑ์์ soft ทุก 

matrix 

การยืนยันค่า LOD โดยเติมสารมาตรฐานลงใน 

matrix blank ทีค่วามเข้มข้น 5 นาโนกรัมต่อกรัม ซึง่เป็น

ระดับที่สามารถตรวจวัดได้ตาม sensitivity ที่เหมาะสม 

ของเครื่องมือ ซึ่งเป็นค่ากำหนดตามกฎหมาย (MDL) 

ทำการสกัดและหาค่า S/N ของสารแต่ละชนิด คำนวณ

ปริมาณสารมาตรฐานที่ทำให้พีคมีความสูง 3 เท่า S/N 

โดย PQ มีค่า S/N อยู่ในช่วงตั้งแต่ 11–19 DQ มีค่าอยู่

ในช่วงตั้งแต่ 11–20 CQ มีค่าอยู่ในช่วงตั้งแต่ 460–903 

และ MQ มีค่าอยู่ในช่วงตั้งแต่ 274–625 ทั้งนี้ค่า S/N 

สงูหรอืตำ่ขึน้อยูกั่บธรรมชาตขิองสารแตล่ะชนดิ ดงัแสดง

ในตารางที่ 3

Compounds
Precursor ion 

(m/z)
  Product ion

(m/z)
DP 

(eV)
EP

(eV)
CE

(eV)
CXP
(eV)

122.0 63.0 (secondary) 148.46 7.07 27.11 10.40

MQ 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

ติารัางท์ี� 1  Multiple reaction monitoring (MRM) condition ของการวิเคราะห์ PQ, DQ, CQ และ MQ (ต่อ)

หมายเหติุ: DP คือ declustering potential, EP คือ enterance potential energy, CE คือ collision energy และ CXP 

 คือ collision cell exit potential

ติารัางท์ี� 2  ค่า retention time (RT) และค่ามวลต่อประจุ (m/z) ของสารมาตรฐาน PQ, DQ, CQ และ MQ

Compounds 
Precursor ion

(m/z)
Product ion

(m/z)
RT

(min)
Ion Ratio

PQ 186.3 171.1 3.0 0.91

171.1 77.0 

DQ 183.3 168.0 2.6 0.90

183.3 157.1 

CQ 122.0 58.0 2.1 0.96

122.0 63.0 

MQ 114.2 98.0 2.7 0.97

114.2 58.0 
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ความแม่นและความเที่ยงทดสอบโดยการฉีดสาร

มาตรฐานผสม PQ, DQ, CQ และ MQ ใน (spiked 

sample) ที่ระดับ LOQ, 8 × LOQ และ 20 × LOQ 

ได้แก่ ความเข้มข้น 10, 80 และ 200 นาโนกรัมต่อกรัม 

ตามลำดบั ทำการวเิคราะหร์ะดบัละ 10 ซำ้ คำนวณปรมิาณ

เทยีบกบักราฟของสารมาตรฐานแลว้คำนวณ %recovery 

%RSD เกณฑ์์ยอมรับโดย mean recovery อยู่ในช่วง 

64.8-108.6% เกณฑ์ย์อมรับ %RSD อยูใ่นช่วง  2.1-13.0% 

ดังแสดงในตารางที่ 4

ติารัางท์ี� 3   ค่า signal-to-noise (S/N) ที่ระดับ LOD (5 นาโนกรัมต่อกรัม) ของตัวอย่างเนื้อหมู นมโค และไข่ไก่

Compounds 

 ค่า S/N*

เนัื้อหมู
(ค่าติ�ำสุ่ด-ค่าสู่งสุ่ด)

นัมโค
(ค่าติ�ำสุ่ด-ค่าสู่งสุ่ด)

ไข่ไก่
(ค่าติ�ำสุ่ด-ค่าสู่งสุ่ด)

        PQ 13–21 12–19 11–19

        DQ 13–20 11–13 12–17

        CQ 570–708 533–903 460–743

        MQ 274–448 463–625 414–625

หมายเหติุ: *เกณฑ์์ยอมรับ S/N > 3

ติารัางท์ี� 4 ผลการทดสอบความแม่นและความเที่ยงที่ระดับ LOQ (10 นาโนกรัมต่อกรัม)  8 × LOQ (80 นาโนกรัม 

 ต่อกรัม) และ 20 × LOQ (200 นาโนกรัมต่อกรัม)  

Compounds
Spiked level 

(ng/g)

เนัื้อหมู นัมโค ไข่ไก่

%recovery*  %RSD* %recovery* %RSD* %recovery* %RSD*

PQ
10
80
200

80.0
99.6
93.9

12.2
13.0
12.8

101.7
101.1
105.2

7.9
7.48
7.19

100.6
100.8
94.9

9.6
13.0
12.3

DQ
10
80
200

64.8
106.3
104.7

3.9
6.9
8.8

91.9
107.4
97.2

12.9
4.9
10.8

103.6
98.6
92.6

12.1
7.5
11.0

CQ
10
80
200

98.0
99.9
104.5

5.3
8.6
2.6

100.5
100.2
94.5

11.6
4.9
7.8

103.0
108.6
98.4

10.9
3.3
3.5

MQ
10
80
200

85.8
106.3
101.8

4.7
2.1
3.6

102.1
94.7
95.9

12.4
9.1
10.7

103.2
105.2
100.6

11.6
2.0
4.6

หมายเหติุ: *เกณฑ์์การยอมรับ %recovery = 60-120%, %RSD ≤ 20%(14)
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ช่วงการวิเคราะห์และความเป็นเส้นตรงของการ

วิเคราะห์  โดยเติมสารละลายมาตรฐานลงใน matrix 

blank ที่ระดับความเข้มข้น 10, 20, 40, 80, 100 

และ 200 นาโนกรัมต่อกรัม ภายในช่วงกราฟมาตรฐาน

ที่พิสูจน์แล้วว่าเป็นเส้นตรง ทำการสกัดและวิเคราะห์

ระดับละ 3 ซ้ำ สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความ

เข้มข้นของสารมาตรฐานที่ เติมลงในตัวอย่ างกับ

ความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ตรวจพบ คำนวณค่า

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) โดยมีค่าอยู่ในช่วงตั้งแต่ 

0.985–0.997 ความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์อยู่

ในช่วง 10–200 นาโนกรัมต่อกรัม ดังแสดงในภาพ 

ที่ 2, 3 และ 4

ภาพท์ี� 2  ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์เนื้อหมู

ภาพท์ี� 3 ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์นมโค

Linearity and working range of pork

Linearity and working range of milk

Conc.found (ng/g)

Conc.found (ng/g)
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การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการตรวจ

วิเคราะห์ แสดงให้เห็นถึงสายโซ่การสอบกลับได้ของ 

การวัด ได้พิจารณาแหล่งความไม่แน่นอนที่จะมีผลกระทบ 

ต่อการตรวจวิเคราะห์(16) ได้แก่ ความไม่แน่นอนจาก

ค่าความเข้มข้นของตัวอย่างที่อ่านได้จาก calibration 

curve สารมาตรฐาน ความเที่ยงของวิธีเมื่อทำซ้ำ รวมไป

ถึงประสิทธิภาพของวิธีที่ทำให้เกิด bias เมื่อนำค่าความ 

ไมแ่นน่อนของการตรวจวเิคราะหเ์นือ้หมทูีเ่ตมิสารมาตรฐาน 

กลุม่ควอตทีร่ะดับ 0.1 นาโนกรัมตอ่กรัม ทำการวิเคราะห์ 

10 ซำ้ โดยมีคา่ความไม่แน่นอนทีร่ะดับความเชือ่มัน่ 95% 

และสัดส่วนของแหล่งความไม่แน่นอนที่สำคัญที่มีผลต่อ

การตรวจวิเคราะห์ส่วนใหญ่มาจาก method precision 

รองลงมา คือ ความเข้มข้นของตัวอย่างที่อ่านได้จาก 

calibration curve สารมาตรฐาน ดังแสดงในภาพที่ 5

ภาพท์ี� 4  ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ไข่ไก่

ภาพท์ี� 5  relative standard uncertainty contributions ของสารกลุ่มควอตในเนื้อหมู 

PQ, y = 2.8159e4x,  R2 = 0.99670 
DQ, y = 6.9985e3x, R2 = 0.99566 
CQ, y = 1.3628e6x, R2 = 0.99728 
MQ, y = 3.6715e5x, R2 = 0.99699

Conc.found (ng/g)
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หลังจากพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์และนำไปใช้ใน 

การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างอาหารประเภทเนื้อสัตว์ นม 

และไข่ ในโครงการประเมินความเส่ียงการได้รับสัมผัส

สารเคมีและสารปนเป้�อนที่คนไทยได้รับจากการบริโภค 

ป ีพ.ศ. 2565 (total diet study) โดยเกบ็ตัวอยา่งอาหาร 

ประเภทเนื้อสัตว์ นม และไข่ จากตลาดค้าส่งหรือศูนย์ 

กระจายสินคา้ในแต่ละภาค ๆ  ละ 2 จงัหวัด รวม 8 จงัหวัด

จำนวน 29 ตวัอยา่ง รายละเอยีดและวธิกีารจดัการตวัอยา่ง

โครงการประเมินความเส่ียงการได้รับสัมผัสสารเคมีและ

สารปนเป้�อนที่คนไทยได้รับจากการบริโภค ระบุไว้ใน

รายงานประจำปี 2565 ของสำนักคุณภาพและความ

ปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์(17)   ผลการ

ตรวจวเิคราะหไ์มพ่บการตกคา้งของสารกลุม่ควอตในทกุ

ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 5 

ติารัางท์ี� 5 ผลการตรวจวิเคราะห์การตกค้างของสารกลุ่มควอตในตัวอย่าง total diet study  ในปี พ.ศ. 2565  

 จำนวน 29 ตัวอย่าง 

ชนัิดติัวอย่าง
ปรัิมาณท์ี�ติรัวจพบุ (mg/kg)

PQ DQ CQ MQ

1.  เนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์์ (23 ตัวอย่าง)
 เนื้อไก่, ลูกชิ้นไก่, ไส้กรอกไก่, ตับไก่, เนื้อหมู, 
 ลูกชิ้นหมู, หมูปิ�ง, ไส้กรอกหมู, หมูยอ, ตับหมู,
 ลูกชิ้นเนื้อ, เนื้อวัว/เนื้อควาย, ปลานิล/ปลาทับทิม,
 ปลาช่อน, ปลาดุก, ปลาน้ำจืดตากแห้ง, กุ้งน้ำจืด,
 ปลาทะเล, กุ้งทะเล, ปลาหมึก, ลูกชิ้นปลา, 
 ปลากระป๋อง, หอยแครง/หอยแมลงภู่ 

ND ND ND ND

2. นม  (4 ตัวอย่าง)
 นมโค, นมถั่วเหลือง, นมเปรี้ยว, นมปรุงแต่งพร้อมดื่ม 

ND ND ND ND

3.  ไข่ (2 ตัวอย่าง)
     ไข่ไก่, ไข่เป็ด 

ND ND ND ND

หมายเหติุ: ND = not detected 

วิจารัณ์

ตามระบบคุณภาพมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 

2017(18) กำหนดว่า วิธีการทดสอบต้องผ่านการตรวจ

สอบความใช้ได้ของวิธี ในการตรวจสอบความใช้ได้

ของวิธีคร้ังนี้ใช้เน้ือหมูเป็นตัวแทนของตัวอย่างเนื้อ

สัตว์ ใช้นมโคเป็นตัวแทนของตัวอย่างนม และใช้ไข่

ไก่เป็นตัวแทนของตัวอย่างไข่ เน่ืองจากมีอัตราการ

บริโภคของคนไทยในปริมาณที่สูง(19) ถึงแม้ว่าเนื้อไก่

จะมีอัตราการบริโภคที่สูงไม่ต่างจากเนื้อหมู แต่เนื้อ

ไก่มีปริมาณไขมันสูงกว่าเนื้อหมู(20) ซึ่งคุณสมบัติทาง

เคมีของสารกลุ่มควอตที่ไม่ละลายในไขมันเนื่องจาก

แคทไอออน จึงเลือกใช้เนื้อหมูซึ่งมีไขมันระดับกลาง 

ประกอบกับปริมาณไขมันในเนื้อหมูจะไม่รบกวนการ

วิเคราะห์มากเท่ากับเนื้อไก่ในขั้นตอนการทำให้บริสุทธิ์

ด้วย hydrophilic-lipophilic-balanced (HLB) 

SPE cartridge และเนื้อหมูสามารถทำให้บริสุทธิ์ 

ไดง้า่ยกว่า ตาม CXG 40–1993 (codex guideline)(21)  

ในการกำหนดชนดิของอาหารเพือ่เป็นตัวแทนกลุม่อาหาร 

(representative matrix) ตามความเหมาะสม โดย

ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ในตัวอย่างที่เป็น 

representative commodity (species) 1 ชนิด 

เป็นอย่างน้อย ใน 1 commodity categories (class) 

ซึ่งเนื้อหมูและเนื้อไก่จัดอยู่ใน class เดียวกัน จึงเลือกใช้ 

เนื้อหมูเป็นตัวแทนของตัวอย่างเนื้อสัตว์ เมื่อทดสอบ
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ประสิทธภิาพการสกดัในตวัอยา่งเนือ้ไก ่พบวา่ %recovery 

ผ่านเกณฑ์์ยอมรับ จากการศึกษาความจำเพาะเจาะจง

ของวิธี PQ ให้ product ion ที่เกิดจาก 2 precursor 

ion ส่วน DQ, CQ และ MQ product ion จะเกิดจาก 

1 precursor ion เท่านั้น ซึ่งสัดส่วนของมวลต่อประจุ

ของ precursor ion และมวลตอ่ประจขุอง product ion 

เป็นค่าคงที่เสมอ การวิเคราะห์ calibration curve 

ความเปน็เสน้ตรงของกราฟมาตรฐานทีเ่กดิจากความสมัพนัธ์ 

ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานและพื้นที่ใต้พีค

ของสารมาตรฐาน มีค่า R2 อยู่ในช่วง 0.997–0.999 และ 

ความเป็นเส้นตรงของช่วงการวิเคราะห์ที่ระดับความเข้มข้น 

10, 20, 40, 80, 100 และ 200 นาโนกรัมต่อกรัม 

ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานเกิดจากความ

สัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติมลง

ในตัวอย่างผ่านกระบวนการสกัดและคำนวณเป็นความ

เข้มข้นของสารมาตรฐานที่ตรวจพบ มีค่า R2 อยู่ในช่วง  

0.985–0.997 ซึ่งคุณลักษณะและคุณสมบัติอยู่ในเกณฑ์์

ยอมรับตาม pesticide analytical guideline ของ

สหภาพยุโรป SANTE/11312/2021(14) สามารถนำวิธี

นี้ไปใช้ในห้องปฏิบัติการได้ และ calibration curve 

ที่ใช้เป็น calibration curve on solvent ซึ่งไม่มี 

ผลกระทบจากคณุสมบตัขิองเน้ือตวัอยา่ง เม่ือเปรยีบเทยีบ

ความชันกบั calibration curve on matrix ของเนือ้หมู 

นมโค และไขไ่ก ่พบว่า %ME อยูใ่นเกณฑ์ ์ soft  ในความยาก 

ของวิธี จึงดัดแปลงขั้นตอนการสกัดและทำให้บริสุทธิ ์

โดยการปรับใช้ HLB SPE cartridge จากขนาดความจุ 

500 มิลลิกรัม เป็นขนาดความจุ 200 มิลลิกรัม ปรับ

ปริมาตรสารที่ใช้ในการสกัดจาก 20 มิลลิลิตร เป็น 

10 มิลลิลิตร และปริมาตรสารละลายที่ใช้ชะจาก 12.5 

มิลลิลิตร เป็น 10 มิลลิลิตร เพื่อให้เหมาะสมกับความจุ 

ของ HLB SPE cartridge ขนาด 200 มิลลิกรัม ซึ่ง

เป็นวัสดุวิทยาศาสตร์ที่มีในห้องปฏิบัติการ เพื่อใช้ให้เกิด 

ประโยชนส์งูสดุ โดยปรบัความเรว็รอบในการ centrifuge 

จาก 2,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เป็นความเร็ว 5,000 

รอบต่อนาที นาน 10 นาที เพื่อแยกสารสกัดกับเนื้อ 

ตวัอย่างได้ชดัเจน มคีวามใสมากขึน้ และง่ายต่อการทำให้

บริสุทธิ์ ใช้ syringe plunger พร้อม SPE adapter 

ต่อกับ HLB SPE cartridge ในการทำให้บริสุทธิ์ แทน

การใชชุ้ดกรองแบบ manifold pressure และปรับสภาวะ

ของเครื่อง LC-MS/MS ตามที่ได้กล่าวในส่วนของวัสดุ

และวิธีการ แต่ความเข้มข้นสุดท้ายของตัวอย่างก่อน

วเิคราะห์ดว้ย LC-MS/MS คอื 1 กรัมต่อมิลลิลติร เท่ากัน 

และประสิทธภิาพการสกัด %recovery อยูใ่นช่วง 60–120% 

ในทุกระดับความเข้มข้นที่ทดสอบประสิทธิภาพวิธี 

ขั้นตอนการสกัดหลังจากปั�นแบบตกตะกอน พบว่า

ตวัอยา่งนมโคและไขไ่กใ่หส้ารสกดั ลกัษณะใสกวา่ตวัอยา่ง

เนื้อหมู เนื่องจากนมโคและไข่ไก่มีลักษณะเป็นของเหลว 

ขั้นตอนการสกัดเมื่อมีน้ำเป็นองค์ประกอบในตัวอย่าง

จะทำให้การสกัด analyte ออกมาได้ดีกว่าตัวอย่างท่ี

ไม่มีน้ำ(13) ก่อนการสกัดเติม 0.5% formic ในน้ำ ลงไป 

ในตวัอย่างก่อนการสกัดทำให้ประสิทธิภาพการสกัดดีกว่า 

สารมาตรฐานที่ใช้เป็นเกลือของสารในกลุ่มควอต เช่น 

พาราควอตไดคลอไรด์ ซึ่งเป็นวัตถุอันตรายทางการ

การเกษตร แต่ชนิดสารที่ออกฤทธิ์ คือ พาราควอต 

แคทไอออน(22) ดังน้ันในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน

ตอ้งคำนวณความเขม้ขน้ใหอ้ยูใ่นรปูพาราควอตแคทไอออน 

ก่อนนำไปวิเคราะห์และเตรียมในภาชนะบรรจุชนิด

พลาสติกทั้งหมด(13) เนื่องจากสารในกลุ่มควอตจะทำ

ปฏิกิริยากับกับผิวของภาชนะบรรจุที่เป็นแก้ว ในการ

ประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ แสดง 

ตัวอย่างการประมาณค่าความไม่แน่นอนเฉพาะการ

วิเคราะห์เนื้อหมูที่เติมสารมาตรฐานกลุ่มควอตที่ระดับ 

0.1 นาโนกรมัตอ่กรมั ทำการวเิคราะห ์10 ซำ้ เทา่นัน้ สว่น

ตวัอยา่งนมโคและไขไ่ก ่สดัสว่นของแหลง่ความไมแ่นน่อน

สามารถประมาณคา่และคำนวณไดเ้ชน่เดยีวกบัการตรวจ

วิเคราะห์เนื้อหมูที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

วิธีการสกัดตัวอย่างที่พัฒนานี้สามารถใช้ในการ

ตรวจวิเคราะห์ PQ, CQ และ MQ ในเนื้อสัตว์ นม และ

ไข ่โดยเทคนิค LC-MS/MS ทีส่อดคล้องตามข้อกำหนด

ในพระราชบญัญตัอิาหาร เพือ่เฝา้ระวงัการตกคา้งของสาร

ดงักลา่วในอาหารในประเทศได้ ยกเวน้การตรวจวิเคราะห์ 

DQ ที่ค่ากำหนดของ codex ในนม มีค่าเท่ากับ 0.001 

มลิลกิรมัตอ่กโิลกรมั แมว้า่วธิทีีพ่ฒันาจะไมส่ามารถตรวจ

วิเคราะห์ได้ในระดับที่กำหนด แต่ถ้าตรวจพบการตกค้าง

ของ DQ ในนม ที่ระดับ 0.005 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

ตามวธิ ีถอืวา่ตรวจพบการตกคา้งเกนิกวา่กฎหมายกำหนด
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สามารถนำไปใช้ตรวจคัดกรองเบื้องต้นได้ ในอนาคต

อาจต้องมีการพัฒนาวิธีวิเคราะห์เพื่อให้สามารถตรวจ

วิเคราะห์ DQ ในนม เพื่อตอบสนองต่อค่ากำหนดของ 

codex หลังจากท่ีได้พัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์และนำไป

ใชใ้นการตรวจวิเคราะหส์ารกลุม่ควอต ในโครงการ total 

diet study ปี พ.ศ. 2565 จำนวน 29 ตัวอย่าง ในอาหาร

ประเภทเนื้อสัตว์ นม และไข่ รวมถึงนมถั่วเหลือง ซึ่งเป็น

ชนิดตัวอย่างที่มีความเสี่ยงที่จะได้รับสารกลุ่มควอตจาก

การเลี้ยงด้วยอาหารสัตว์หรือมีการปนเป้�อน ผลพบว่า 

ไม่พบการตกค้างในทุกตัวอย่าง อาจเป็นเพราะสาร PQ 

มีคุณสมบัติเป็นไอออน จึงมีความสามารถในการละลาย

ในตัวอย่างที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบ (fatty food) ต่ำ

หรือไม่ละลายจึงเกิดการตกค้างได้น้อย ประกอบกับสาร 

PQ ถูกยกเลิกการใช้ต้ังแต่ปี พ.ศ. 2563 ทำให้ไม่พบ

การตกค้างในห่วงโซ่อาหารและสอดคล้องกับผลการเฝ้า

ระวังการตรวจวิเคราะห์การตกค้างของสารเคมีป้องกัน

กำจัดศัตรูพืชในผักและผลไม้สด ในโครงการผักและผล

ไม้ 77 จังหวัด ในปี พ.ศ. 2565(17) จากตัวอย่างทั้งหมด 

320 ตัวอย่าง ผลพบว่าไม่พบการตกค้างของ PQ และ 

DQ แต่พบการตกค้างของ CQ และ MQ คิดเป็นร้อยละ 

0.94 และ 3.75 ตามลำดับ ซึง่ปริมาณท่ีตกค้างมีคา่ไม่เกนิ

ที่กฎหมายกำหนด 

ประเทศไทยยังไม่มีหน่วยงานหรือห้องปฏิบัติการ

เปิดให้บริการตรวจวิเคราะห์รายการทดสอบ PQ, DQ, 

CQ และ MQ ในเน้ือสัตว์ นม และไข่ หอ้งปฏิบตักิารสำนัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร เป็นห้องปฏิบัติการ 

แรกที่พัฒนาวิธีทดสอบดังกล่าว สามารถตอบสนอง

ต่อนโยบายของกระทรวงสาธารณสุขได้ เพื่อเฝ้าระวัง 

การตกคา้งของ PQ  DQ   CQ และ MQ ทีต่กค้างในอาหาร 

หรือที่ห่วงโซ่อาหารได้ การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์สาร 

กลุ่มควอตในอาหารประเภทเนื้อสัตว์ นม และไข่ 

มขีอ้จำกดั คอื ไมมี่หอ้งปฏบิตักิารใหบ้รกิารรายการตรวจ 

วิเคราะห์นี้และไม่มีแผนทดสอบความชำนาญทั้งใน

ระดับชาติและนานาชาติ หากมีห้องปฏิบัติการอื่นที่ตรวจ

วิเคราะห์อาจมีการจัดการเปรียบเทียบผลระหว่างห้อง

ปฏิบัติการ (interlaboratory comparison) เพ่ือ

เป็นการควบคุมคุณภาพภายนอกได้

ส่รัุป

วิธีที่พัฒนานี้เป็นวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Korean 

Journal of Environmental Agriculture, 2020(10) 

สามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์ PQ, DQ, CQ และ 

MQ ในเนื้อสัตว์ นม และไข่ โดยเทคนิค LC-MS/MS 

เป็นวิธีที่มีความจำเพาะสูง สามารถใช้ calibration 

curve on solvent ได้ โดยไม่มีผลกระทบจากคุณสมบัติ

ของเนื้อตัวอย่าง ให้ค่าขีดจำกัดของการตรวจพบเท่ากับ 

0.005 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และขีดจำกัดการวัดเชิง

ปริมาณเท่ากับ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความแม่น

แสดงเป็น %recovery อยู่ในช่วง 64.8–108.6% 

และความเที่ยงแสดงเป็น %RSD ค่าเฉลี่ยอยู่ในช่วง 

2.1–13.0 มีช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์

ที่ 0.01–0.20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม วิธีดังกล่าวเป็นวิธี

ที่เหมาะสมกับการใช้งานและให้ผลผ่านเกณฑ์์ยอมรับ

ทำให้ผลการทดสอบถูกต้อง เช่ือถือได้ และได้นำวิธีที่

พัฒนามาสำรวจปริมาณการตกค้างของ PQ, DQ, CQ 

และ MQ ในอาหารที่คนไทยบริโภคประเภทเนื้อสัตว์ 

นม และไข่ ในโครงการ total diet study ปี พ.ศ. 2565 

จำนวน 29 ตัวอย่าง ผลไม่พบการตกค้างของสารทั้ง 

4 ชนิด ในทุกตัวอย่าง ดังนั้นอาหารประเภทเนื้อสัตว์ 

นม และไข่ที่คนไทยบริโภคยังมีความปลอดภัย 

กิติติิกรัรัมปรัะกาศ

ขอขอบคณุ นางวชิาดา จงมวีาสนา นกัวทิยาศาสตร์

การแพทย์เชี่ยวชาญ สำนักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ 

สำหรบัการใหค้ำปรกึษาในงานวจิยั จนสำเรจ็และสามารถ

เปิดให้บริการตรวจวิเคราะห์ได้ 
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การพััฒนาวิิธีีตรวิจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควิอตในเน้�อสััตวิ์ นม แลุ่ะไข่� โดย LC-MS/MS รัติยากร ศรีโคตร แลุ่ะคณะ

Rattiyakorn Srikote Phornphan Songsri and Nichanan Boonnim
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Analytical Method Development of Paraquat, 
Diquat, Chlormequat and Mepiquat in Meat, 

Milk and Eggs by LC-MS/MS

ABSTRACT   Paraquat is a type 4 hazardous substance that has been banned for manufacturing, 
import, export, transit, or possession according to the Notification of the Ministry of Industry No. 6 
(B.E. 2563) Re: List of Hazardous Substances. Additionally, the Notification of the Ministry of Public Health 
No. 419 (B.E. 2563) Re: Food Containing Pesticide Residues indicates the criteria for regulating paraquat 
level in meat, milk and eggs that the analytical method used for detection must have a minimum detection 
limit of 0.005 mg/kg. Based on these notifications, an efficient laboratory was developed using LC-MS/
MS to simultaneously determine paraquat and three quats; diquat, chlormequat and mepiquat in meat, 
milk and eggs. Samples were extracted using acidic acetonitrile, centrifuged, purified through hydrophilic 
-lipophilic-balanced (HLB) SPE cartridge and quantify using multiple reaction monitoring (MRM). 
The method had a limit of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 0.005 mg/kg and 0.01 mg/kg, 
respectively, with a linearity range of 0.01–0.20 mg/kg and accuracy (%recovery) at 64.8–108.6 and  
precision (%RSD) at 2.1–13.0. This method was used to analyze 29 food samples and it was found no quat 
residues. Therefore, this developed method is effective for determining quat residues in meat, milk, and 
eggs and suitable for monitoring quat residues in food regulations. 

Keywords: Quats, Meat, Milk, Eggs, LC-MS/MS
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