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บทคัดย่อ   พาราควอต เป็นวัตถุอันตรายชนิดท่ี 4 ที่ห้ามผลิต นำ�เข้า ส่งออก นำ�ผ่าน หรือมีไว้ครอบครองตามประกาศ
กระทรวงอุตสาหกรรม เรื่องบัญชีวัตถุอันตราย ฉบับที่ 6 (พ.ศ. 2563) นอกจากนั้นประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 419 
(พ.ศ. 2563) เรื่องอาหารที่มีสารพิษตกค้าง กำ�หนดขีดจำ�กัดการตรวจวัดของวิธี (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 เพื่อให้ได้วิธีที่มีความจำ�เพาะสูงและตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ในระดับที่กฎหมาย
กำ�หนด  โดยสกัดตัวอย่างด้วย acidic acetonitrile ตกตะกอนและทำ�ให้บริสุทธิ์ผ่าน hydrophilic-lipophilic-balanced 
(HLB) SPE cartridge และตรวจวัดปริมาณแคทไอออนด้วย multiple reaction monitoring (MRM) วิธีนี้มีขีดจำ�กัด
ของการตรวจวัดเท่ากับ 0.005 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ขีดจำ�กัดการวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 0.01 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความแม่น 
(%recovery) ความเที่ยง (%RSD) มีค่าเฉลี่ยในช่วง 64.8–108.6 และ 2.1–13.0 ตามลำ�ดับ และมีช่วงความเป็นเส้น
ตรงของการวิเคราะห์ที่ 0.01–0.20 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยไม่มีผลกระทบจากคุณสมบัติของเนื้อตัวอย่าง การนำ�วิธี 
ที่พัฒนาไปตรวจวิเคราะห์อาหารประเภทเนื้อสัตว์ นม และไข่ จำ�นวน 29 ตัวอย่าง  ผลตรวจไม่พบการตกค้างของสารทั้ง 4 ชนิด 
โดยสรุปวิธีดังกล่าวมีประสิทธิภาพเหมาะสมในการวิเคราะห์เน้ือสัตว์ นม และไข่ สอดคล้องตามข้อกำ�หนดทางกฎหมาย 
เพื่อเฝ้าระวังการตกค้างในอาหาร 

คำ�สำ�คัญ: กลุ่มควอต, เนื้อสัตว์, นม, ไข่, LC-MS/MS
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

บทนำ�

พาราควอต (paraquat; PQ) คือื สารเคมีีป้อ้งกันั

กำจััดศััตรููพืืชชนิิดหนึ่่�งในกลุ่่�มสารกำจััดวััชพืืช เป็็นที่่�รู้้�จััก

ในชื่่�อการค้้าว่่า กรััมม็็อกโซน (grammoxone) ออก

ฤทธิ์์�โดยการดููดซึึมทางใบอย่่างไม่่จํําเพาะชนิิดของวััชพืืช 

มีีผลทํําลายเนื้้�อเยื่่�อพืืชโดยรบกวนการสัังเคราะห์์แสง

และเยื่่�อหุ้้�มเซลล์์ ทำให้้เกิิดใบแห้้งเหี่่�ยวอย่่างรวดเร็็ว 

เกษตรกรไทยนิิยมใช้้กำจััดวััชพืืชในไร่่อ้้อย มัันสำปะหลััง 

ยางพารา และพืืชผล(1) คุุณสมบััติิทางพิิษวิิทยาองค์์การ

อนามััยโลก (WHO) ระบุุว่่า PQ เป็็นสารที่่�มีีความ

เป็็นพิิษสููง มีีค่่าปริิมาณที่่�บริิโภคได้้ต่่อวััน (acceptable 

daily intake; ADI) เท่่ากับั 0.005 มิลิลิิกรัมัพาราควอต 

แคทไออนต่่อกิิโลกรััมน้้ำหนัักตััว(2) ปััจจุุบัันมีีหลาย

ประเทศที่่�สั่่�งห้้ามใช้้ PQ เนื่่�องจากมีีความเป็็นพิิษจาก 

การใช้ก้ำจัดัวัชัพืชืของเกษตรกร ทำให้เ้ข้า้สู่่�ผิวหนังัได้จ้าก 

แผลเดิิมบนผิิวหนััง และแผลเผาไหม้้ที่่�เกิิดจากฤทธิ์์�

ของ PQ(3) การได้้รัับสััมผััส PQ ทางผิิวหนัังอาจทำให้้

ระคายเคืือง ผิิวหนัังพุุพอง ผิิวหนัังไหม้้ แผลในปาก 

และตาบอดได้้ มีีรายงานการเสีียชีีวิิตเป็็นจำนวนมากจาก

การกลืืนกิินและฉีีด PQ เข้้าใต้้ผิวิหนััง ทำให้้ปอดถููกทำลาย 

และเสีียชีีวิิตภายใน 3 สััปดาห์์(4) งานวิิจััยที่่�ผ่่านมาบ่่งชี้้�ว่่า 

PQ สามารถถููกดููดซึึมเข้้ากระแสเลืือดและกระจายไป 

ตามเนื้้�อเยื่่�อ เช่่น ตัับ ปอด ไต จากนั้้�นถููกขจััดออก 

ทางไต ทำให้้เกิิดภาวะไตวายและส่่งผลกระทบต่่อระบบ

ประสาท อีีกทั้้�งพบปััญหาการปนเปื้้�อนของ PQ ใน

สิ่่�งแวดล้้อมและการตกค้้างในนมแม่่สู่่�ทารก แต่่ภาค

การเกษตรของประเทศไทยนิิยมใช้้ PQ ยัับยั้้�งการ

เจริิญเติิบโตของวััชพืืช ซึ่่�งอาจมีีการตกค้้างในผลผลิิต

ทางการเกษตรและห่่วงโซ่่อาหาร ปััจจุุบัันคณะกรรมการ

วััตถุุอัันตรายมีีมติิห้้ามใช้้ PQ ตามประกาศกระทรวง

อุุตสาหกรรม เรื่่�อง บััญชีีรายชื่่�อวััตถุุอัันตราย ฉบัับที่่� 6 

พ.ศ. 2563 ซึ่่�งกำหนดให้้ PQ เป็็นวััตถุุอัันตรายชนิิดที่่� 4 

ที่่�ห้้ามผลิิต นำเข้้า ส่่งออก นำผ่่าน หรืือมีีไว้้ครอบครอง 

โดยมีผีลบังัคัับใช้เ้มื่่�อวัันที่่� 1 มิถิุนุายน พ.ศ. 2563(5) เป็น็ต้น้ 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุุขฉบัับที่่� 419 พ.ศ. 2563 

เรื่่�อง อาหารที่่�มีีสารพิิษตกค้้าง กำหนดว่่าห้้องปฏิิบััติิการ 

จะต้้องใช้้วิิธีีการตรวจวิิเคราะห์์ที่่�มีขีีดจำกััดของการตรวจ

พบ (limit of detection; LOD) ของวิธิีทีดสอบอย่า่งน้อ้ย 

ต่่ำถึึงระดัับที่่�กำหนด ซึ่่�งในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ มีีค่่า

กำหนด (method detection limit; MDL) เท่่ากัับ 

0.005 มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั(6) ซึ่่�งมีคี่า่เท่า่กันักับัค่า่กำหนด

ของคณะกรรมาธิิการโครงการมาตรฐานอาหารระหว่่าง

ประเทศ (codex)(7) ส่่วนค่่ากำหนดในสหภาพยุุโรปของ 

PQ มีีค่่าเท่่ากัับ 0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม(8) PQ มีี

สููตรเคมีี C12H14N2
+2 มีีลัักษณะเป็็นของแข็็งสีีเหลืืองหรืือ

สีขีาวนวล ไม่่มีกีลิ่่�น มักัจำหน่่ายในรููปของเหลว เพื่่�อไม่่ให้้

สัับสนกัับเครื่่�องดื่่�มจึึงมีีการเติิมสีีและกลิ่่�นฉุุนลงไปและ

สารที่่�ทำให้้อาเจีียนหากมีีผู้้�ดื่่�ม(9) 

   มีีรายงานบทความวิิจััยในต่่างประเทศเกี่่�ยวกัับ

วิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ PQ, ไดควอต (diquat; DQ) คลอร์์มีี

ควอต (chlormequat; CQ) และเมพิิควอต (mepiquat; 

MQ) ในผลิิตภััณฑ์์จากสััตว์์ โดยเทคนิิค UPLC-MS/

MS ข้้อดีีของงานวิิจััย คืือ ให้้ประสิิทธิิภาพการสกััดสููงใน

ตััวอย่่างที่่�เป็็นกรดและมีีน้้ำเป็็นองค์์ประกอบ ส่่วนข้้อเสีีย 

คืือ วิิธีีไม่่เหมาะสมกัับตััวอย่่างที่่�มีีไขมัันสููง(10) ในปััจจุุบััน 

ประเทศไทยยัังไม่่มีีหน่่วยงานหรืือห้้องปฏิิบััติิการใดให้้

บริกิารตรวจวิเิคราะห์ร์ายการทดสอบ PQ ในเนื้้�อสัตัว์ ์นม 

และไข่่ งานวิิจััยนี้้�จึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อพััฒนาวิิธีีการ

ตรวจวิิเคราะห์์ PQ ในตััวอย่่าง เนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ 

ให้้เป็็นวิิธีีมาตรฐานตอบสนองต่่อนโยบายกระทรวง

สาธารณสุุขตามที่่�กฎหมายกำหนด นอกจากนั้้�นยััง

สามารถตรวจวิิเคราะห์์สารในกลุ่่�มควอต (quats) อีีก 

3 ชนิิด ในคราวเดีียวกััน ได้้แก่่ DQ, CQ และ MQ 

ซึ่่�งสารดัังกล่่าวมีีคุุณสมบััติิทางเคมีีและความเป็็นพิิษ

คล้้าย PQ(11)  มีีเพีียง CQ เท่่านั้้�นที่่�มีีค่่าปริิมาณสารพิิษ 

ตกค้า้งสูงูสุดุของวัตัถุอุันัตรายทางการเกษตร (maximum 

residue limit; MRLs) ตามประกาศกระทรวง

สาธารณสุุขฉบัับที่่� 387 (พ.ศ. 2560) ซึ่่�งมีีค่่าเท่่ากัับ 

0.1 มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั(12)  DQ มีคี่า่กำหนดตาม codex 

โดยมีีค่่ากำหนดในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ เท่่ากัับ 0.01, 

0.001 และ 0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ตามลำดัับ(7)  

ส่่วน MQ ไม่่มีีค่่ากำหนดทั้้�งในประกาศกระทรวง

สาธารณสุุข และ codex จึงึใช้้ค่่า 0.01 มิลิลิิกรัมัต่อ่กิโิลกรััม

เป็น็ค่า่ดีฟีอลต์ล์ิมิิติ (default limit) ทั้้�งนี้้�ในปี ีพ.ศ. 2563 

ห้้องปฏิิบััติิการสำนัักคุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ได้้พััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์ 
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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 ในผัักและผลไม้้ และได้้ผ่า่นการ

รัับรองความสามารถห้้องปฏิิบััติิการระบบคุุณภาพตาม

มาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017  จึงึได้ม้ีกีารพัฒันาอย่า่ง 

ต่่อเนื่่�องเพื่่�อรองรัับข้้อกำหนดตามกฎหมาย โดยวิิธีีที่่�

พััฒนาขึ้้�นใช้้สำหรัับตรวจวิิเคราะห์์สารกลุ่่�มควอตใน 

เนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ได้้จากการสกััดในคราวเดีียวกััน 

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีีและสารมาตรฐาน 

สารเคมี:ี methanol (MeOH), HPLC grade รุ่่�น 

I1107807034 (Supelco, Germany), acetonitrile 

(ACN) HPLC grade รุ่่�น K52651891034 (Supelco, 

China), ammonium formate, (NH4HCO2), AR 

grade รุ่่�น 102315819 (Sigma-Aldrich, India), 

formic  acid (HCOOH),  AR grade,  รุ่่�น K34234564503 

(Merck, Germany) สารละลาย acidified methanol 

เตรีียมโดยการปิิเปต formic acid 1.0 มิิลลิิลิิตร ลงใน 

volumetric flask ขนาด 100 มิลิลิิลิติร ที่่�มี ีMeOH และ

ปรัับปริิมาตรเป็็น 100 มิิลลิิลิิตร ด้้วย MeOH, mobile 

phase 20 มิิลลิิโมลาร์์  ส่่วน ammonium formate 

pH 3 เตรีียมโดยการชั่่�ง ammonium formate 

1.261 กรััม ละลายในน้้ำกลั่่�น เติิม  formic acid 1.8 

มิิลลิิลิิตร ปรัับปริิมาตรให้้ครบ 1,000 มิิลลิิลิิตร ด้้วย 

น้้ำกลั่่�น, 0.5% v/v formic acid ใน ACN และ 

0.5% v/v formic acid ในน้้ำ 

สารมาตรฐาน: สารมาตรฐานทั้้�งหมดเป็็นชนิดิเดี่่�ยว 

ในรูปูเกลือื (single standard) paraquat dichloride 

ความบริสิุทุธิ์์� 81.57% ค่า่ความไม่่แน่น่อน 1.63%, diquat 

dibromide ความบริิสุุทธิ์์� 94.37% ค่่าความไม่่แน่่นอน 

1.60%, chlormequat chloride ความบริิสุุทธิ์์� 

98.19% ค่่าความไม่่แน่่นอน 2.33% และ mepiquat 

chloride ความบริิสุุทธิ์์� 99.20% ค่่าความไม่่แน่่นอน 

2.00% (Dr. EhrenStorfer, Germany) ผ่่านการ 

รัับรองมาตรฐานตามระบบคุุณภาพ ISO 17034 ซึ่่�ง

เป็็น reference material certificate เตรีียม

โดยการชั่่�งสารมาตรฐานชนิิดละประมาณ 0.01 กรััม 

ลงใน volumetic flask ชนิดิพลาสติกิ ขนาด 10 มิลิลิลิิติร  

นำมาละลายใน MeOH และคำนวณความเข้้มข้้นให้้อยู่่� 

ในรููป paraquat cation, diquat cation, chlormequat 

cation และ mepiquat cation ก่อ่นนำไปวิเิคราะห์ ์เช่น่ 

paraquat dichloride มีี molecular weight เท่่ากัับ 

257.16 กรััมต่่อโมล แต่่น้ำ้หนัักจริิงที่่�นำมาคำนวณเท่่ากัับ 

186.3 กรัมัต่อ่โมล (molecular weight ของ paraquat 

cation ที่่�หักัลบ dichloride แล้ว้) โดย stock standard 

แต่่ละชนิิด มีีความเข้้มข้้นประมาณ 1,000 ไมโครกรััมต่่อ

มิิลลิิลิิตร

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์ 

เครื่่�อง HPLC รุ่่�น 1260 series (Agilent, 

Singapore), เครื่่�อง MS/MS  รุ่่�น 5500 QTRAP  

(AB SCIEX, Singapore), analytical column ขนาด 

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

รุ่่�น 1911068BF0362110141, WaterTM, USA), 

เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 0.001 กรััม รุ่่�น LP 620 S 

(Sartorius, Germany), เครื่่�องชั่่�งความละเอีียด 0.01 

มิิลลิิกรััม รุ่่�น MC 210 S (Sartorius, Germany), 

เครื่่�องปั่่�นตกตะกอน รุ่่�น Multifuge X Pro Series 

(Thermo Scientific, Germany) ความเร็ว็ 5,000 รอบ

ต่่อนาทีี, เครื่่�องระเหยแบบ heating block รุ่่�น 18790 

(Pierce, USA), แก๊๊สไนโตรเจน ความบริิสุุทธิ์์� 99.95%, 

เครื่่�องหมุุนปั่่�นสารละลาย Vortex Genie 2 รุ่่�น G560E 

(Scientific, USA), volumetric flask ชนิิด 

polypropylene ขนาด 10, 25 และ 50 มิิลลิิลิิตร, 

screw cap centrifuge tube ชนิิด polypropylene  

ขนาด 15 และ 50 มิิลลิิลิิตร, micro-spin filters ชนิิด 

nylon ขนาด 0.2 ไมครอน รุ่่�น 3883 (Vertical, 

Thailand), vial สีีชา ชนิิด polypropylene ขนาด 

1.5 มิิลลิิลิิตร, syringe ขนาด 6 มิิลลิิลิิตร พร้้อม SPE 

adapter และ volumetric flask ชนิิดพลาสติิก ขนาด 

10, 25 และ 50 มิิลลิิลิิตร

ตััวอย่่าง

ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี 

โดยใช้้เนื้้�อหมููเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างเนื้้�อสััตว์์ นมโค 

เป็็นตััวแทนของตััวอย่่างนม และไข่่ไก่่เป็็นตััวแทน

ของตััวอย่่างไข่่ วิิธีีการเตรีียมตััวอย่่างโดยนำเนื้้�อหมูู 

จากฟาร์์มที่่�ได้้รัับรองมาตรฐานการผลิิตจากกรมปศุุสััตว์์ 
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

จำนวน 8 ตััวอย่่างๆ ละ 500 กรััม เป็็นส่่วนหมููเนื้้�อแดง 

นำมาหั่่�นและบดปั่่�นรวมกันั ชั่่�งตัวัอย่า่งใส่ใ่นขวดตัวัอย่า่ง 

ขวดละ 5 กรััม นมโคชนิิด ยูู เอช ทีี ยี่่�ห้้อต่่างๆ จำนวน 

8 ตััวอย่่างๆ ละ ประมาณ 500 มิิลลิิลิิตร นำมาผสม 

รวมกััน ชั่่�งตััวอย่่างใส่่ในขวดตััวอย่่าง ขวดละ 5 กรััม 

และไข่่ไก่่จากฟาร์์มที่่�ได้้รัับรองมาตรฐานการผลิิตจาก 

กรมปศุุสััตว์์ จำนวน 8 ตััวอย่่างๆ ละ 6 ฟอง ตอกไข่่ 

รวมกันัทั้้�งไข่ข่าวและไข่แ่ดง ชั่่�งตัวัอย่า่งใส่ใ่นขวดตัวัอย่่าง 

ขวดละ 5 กรััม สำหรัับทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีี

   

วิิธีีวิิเคราะห์์

การสกััด

วิิธีีที่่�นำมาทดสอบเป็็นวิิธีีที่่�ดััดแปลงมาจาก Korean 

Journal of Environmental Agriculture, 2020(10) 

เป็น็วิธิีทีี่่�มีคีวามจำเพาะสูงู นำตัวัอย่า่ง 5 กรัมั ไปสกัดัโดย

เติิม 0.5% formic acid ในน้้ำ 2 มิิลลิิลิิตร และ 0.5% 

formic acid ใน ACN  8 มิิลลิิลิิตร ผสมให้้เข้้ากัันด้้วย 

vortex mixer นาน 1 นาที ีปั่่�นแบบตกตะกอนที่่�ความเร็ว็ 

5,000 รอบต่่อนาทีี นาน 10 นาทีี ทำให้้บริิสุุทธิ์์�ด้้วย SPE 

cartridge HLB 200 มิลิลิกิรัมั (Oasis, water) โดยใช้้ 

syringe ชนิิดพลาสติิก ขนาด 6 มิิลลิิลิิตร พร้้อม SPE 

adapter ล้้าง SPE ด้้วย 5 มิิลลิิลิิตร 0.5% formic acid 

ในน้้ำ และ 5 มิิลลิิลิิตร  0.5% formic acid ใน ACN 

จากนั้้�นนำตััวอย่่าง (ส่่วนใส) ปริิมาตร 2 มิิลลิิลิิตร เติิม

ลงใน SPE cartridge HLB 200 มิิลลิิกรััม กรองผ่่าน 

SPE cartridge โดยใช้้ plunger เก็็บสารละลายที่่�ถููก

ชะลงใน screw cap centrifuge tube ชนิิด poly-

propylene ขนาด 15 มิิลลิิลิิตร และชะด้้วย 2 มิิลลิิลิิตร

ของ 0.5% formic acid ใน ACN เก็็บสารละลาย 

ที่่�ถููกชะลงใน screw cap centrifuge tube ชนิิด 

polypropylene ขนาด 15 มิิลลิิลิิตร และนำไประเหย

ด้ว้ยแก๊๊สไนโตรเจนให้้เกืือบแห้้ง  ปรัับปริมิาตรด้้วย 0.5% 

formic acid ใน ACN ให้้ได้้ 1 มิิลลิิลิิตร โดยใช้้  

autopipette กรองผ่่าน micro-spin filters ชนิิด 

nylon ขนาด 0.2 ไมครอน ปั่่�นแบบตกตะกอนที่่�ความเร็็ว 

5,000 รอบต่่อนาทีี นาน 10 นาทีี นำสารละลายที่่�กรองได้้

ใส่่ใน vial พลาสติิกสีีชา ขนาด 1.5 มิิลลิิลิิตร

การตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณ 

การตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณโดยเทคนิิค 

LC-MS/MS ที่่�สภาวะ column oven 35 องศา

เซลเซีียส อััตราการไหล 0.3 มิิลลิิลิิตรต่่อนาทีี ปริิมาตรที่่�

ฉีีด 10 ไมโครลิิตร mobile phase A:B (20 มิิลลิิโมลาร์์ 

ammonium formate: ACN)(13) ตรวจวััดปริิมาณ

ไอออนโดยใช้้ multiple reaction monitoring 

(MRM) รายงานในรููปแคทไอออน (cation) ในหน่่วย

มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ปริิมาณของสารที่่�ตรวจพบคำนวณ

จาก standard curve

โดยใช้้สมการเส้้นตรง		  Y	 =	 aX+ b

						      (Y-b)  
ปริิมาณของสารที่่�ตรวจพบ (mg/kg)       	=
						         a	

โดย   	 X	 =	 concentration, C (mg/kg)

  	 Y	 =	 peak area ของสารมาตรฐาน    

        	 a	 =	 slope ของ calibration curve       

   	 b	 =	 intercept ของ calibration curve

การทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีวิิเคราะห์์ (method 

validation)

การสร้้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve)

เตรีียมสารมาตรฐานผสมของ PQ, DQ, CQ และ 

MQ 7 ระดัับความเข้้มข้้น ได้้แก่่ 5, 10, 20, 40, 80, 100 

และ 200 นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ในสารละลาย 1% 

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

จากนั้้�นฉีีดเข้้าเครื่่�อง LC-MS/MS สร้้าง calibration 

curve ระหว่า่ง concentration กับั peak area คำนวณค่า่

สัมัประสิทิธิ์์�การตัดัสินิใจ (determination coefficient; R2)

กำหนดเกณฑ์์การยอมรัับเป็็น: R2 มากกว่่าหรืือเท่่ากัับ 

0.99(14)    

        

การทดสอบความจำเพาะของวิิธีี (specificity)

เป็น็การแสดงการแตกตััวเป็็นไอออนและค่่าพลัังงาน 

อิิเล็็คตรอนของสารมาตรฐาน เพื่่�อให้้เกิิดความจำเพาะ

เจาะจงของสารแต่่ละชนิิด โดยฉีีดสารมาตรฐานความ 

เข้้มข้้น 10 นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร จำนวน 3 ซ้้ำ บัันทึึก

ค่่า retention time (RT) วิิเคราะห์์ matrix blank 
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Analysis of Quats in Meat, Milk and Eggs by LC-MS/MS	 Rattiyakorn Srikote et al.

โดยพิิจารณา chromatogram ของ matrix blank 

ผลต้้องไม่่พบสััญญาณที่่�มีค่่า RT หรืือค่่ามวลต่่อประจุุ 

(mass transition: m/z)  ที่่�ตรงกัับสารมาตรฐาน

ผลกระทบจากคุุณสมบััติิของเนื้้�อตััวอย่่าง (matrix 

effect: ME) 

การประเมิินค่า่ ME คำนวณโดยใช้้ค่า่ %recovery 

ของสารมาตรฐานจากการเปรีียบเทีียบความชัันของการ

วิิเคราะห์์แบบ calibration curve on solvent ที่่�ระดัับ

ความเข้้มข้้น 10–200 นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร และ cali-

bration curve on matrix ใน matrix เนื้้�อหมูู นมโค 

และไข่ไ่ก่ ่ที่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ 10–200 นาโนกรัมัต่อ่กรัมั 

วิิเคราะห์์ระดัับละ 3 ซ้้ำ เกณฑ์์การประเมิิน %ME, (-20 

ถึึง 20%) หมายถึึง soft, (-50 ถึึง -20% และ 20 ถึึง 

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

หมายถึึง strong(15)  คำนวณจากสููตร

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

โดย b คืือ peak area ของสารมาตรฐาน

ME (%) = (MF−1) × 100

การทดสอบขีีดจำกััดของการตรวจพบ (limit of 

detection; LOD)

ทดสอบโดยการฉีีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ลงใน matrix blank ที่่�ความเข้้มข้้น 

5 นาโนกรััมต่่อกรััม ซึ่่�งเป็็นค่่ากำหนดตามกฎหมาย 

(MDL) เป็น็ระดับัที่่�สามารถตรวจวัดัได้้ตาม sensitivity 

ที่่�เหมาะสมของเครื่่�องมืือ ทำการสกััดและตรวจวิิเคราะห์์

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

แต่่ละชนิิด คำนวณปริิมาณสารมาตรฐานที่่�ทำให้้พีีคมีี

ความสููง 3 เท่่า (S/N) และคำนวณความเข้้มข้้นต่่อน้้ำ

หนัักตััวอย่่าง

การทดสอบขีดีจำกัดัของการวัดัเชิงิปริมิาณ (limit of 

quantitation; LOQ)

ทดสอบโดยการฉีีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ที่่�ความเข้ม้ข้น้ประมาณ 2 เท่า่ของค่า่ LOD 

ลงในตััวอย่่าง blank sample ทำการสกััดและวิิเคราะห์์

จำนวน 10 ซ้้ำ คำนวณหาปริิมาณเทีียบกัับสารมาตรฐาน 

%recovery เกณฑ์์การยอมรัับอยู่่�ในช่่วง 60–120% และ 

%RSD เกณฑ์์การยอมรัับ ≤ 20%(14)            

การทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยง (accuracy 

and precision)

ทดสอบโดยการฉีีดสารมาตรฐานผสม PQ, DQ, 

CQ และ MQ ใน spiked sample ที่่�ระดัับ LOQ, 

8 × LOQ และ 20 × LOQ ได้้แก่่ ที่่�ความเข้้มข้้น 10, 80 

และ 200 นาโนกรััมต่่อกรััม ตามลำดัับ ทำการวิิเคราะห์์

ระดับัละ 10 ซ้ำ้ คำนวณหาปริมิาณเทียีบกับัสารมาตรฐาน 

%recovery เกณฑ์์การยอมรับัอยู่่�ในช่ว่ง 60–120 % และ 

%RSD เกณฑ์์การยอมรัับ ≤ 20%(14)            

ช่่วงการวิิเคราะห์์และความเป็็นเส้้นตรง (linearity 

and working range)

วิเิคราะห์ ์matrix blank เติมิสารมาตรฐานที่่�ระดับั

ความเข้้มข้้นต่่างๆ อย่่างน้้อย 5 ระดัับ ภายในช่่วงกราฟ

มาตรฐานที่่�พิิสููจน์์แล้้วว่่าเป็็นเส้้นตรงวิิเคราะห์์ระดัับละ 

3 ซ้้ำ วิิเคราะห์์ตามวิิธีี สร้้างกราฟระหว่่างความเข้้มข้้น

ที่่�เติิม (x axis) กัับค่่าเฉลี่่�ยความเข้้มข้้นที่่�ตรวจพบ 

(y axis) คำนวณค่่า R2 กำหนดเกณฑ์์การยอมรัับเป็็น 

R2 มากกว่่าหรืือเท่่ากัับ 0.95(14)            

การประมาณค่า่ความไม่แ่น่น่อนของการตรวจวิเิคราะห์์ 

(uncertainty) 

ความไม่่แน่่นอนของการวััดต้้องคำนึึงถึึงแหล่่ง

ความไม่่แน่่นอนทุุกแหล่่ง ที่่�มีีผลกระทบต่่อการวิิเคราะห์์

เชิงิปริมิาณ เมื่่�อนำมารวมกันัให้ค้ำนวณค่า่ความไม่แ่น่น่อน 

ขยายที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% โดยใช้้ค่่า k = 2 เป็็นวิิธีี

ที่่�มีีความถููกต้้องเป็็นที่่�ยอมรัับและเหมาะสมต่่อการนำไป 

ใช้้งาน คำนวณปริิมาณสารที่่�วััด โดยใช้้ค่่าความเข้้มข้้น 

(Co) ที่่�อ่านได้้จาก calibration curve ที่่�สร้้างจาก 

ความสััมพัันธ์์ระหว่่าง concentration กัับ peak area



73วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2566

การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

ผล

ความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐานโดยเตรีียม

สารมาตรฐานผสมของ PQ, DQ, CQ และ MQ  7 ระดัับ 

ความเข้้มข้้น ได้้แก่่  5, 10, 20, 40, 80, 100  และ 200   

นาโนกรััมต่่อมิิลลิิลิติร ในสารละลาย 1% volume/volume 

formic acid ใน MeOH:น้้ำ (1:1) นำไปวิิเคราะห์์

ด้้วยเครื่่�อง LC-MS/MS สร้้าง calibration curve 

ระหว่่าง concentration กัับ peak area คำนวณค่่า R2

มีีค่่าตั้้�งแต่่ 0.997–0.999 ดัังแสดงในภาพที่่� 1 

ความจำเพาะเจาะจงเป็็นการแสดงการแตกตััว

เป็็นไอออนและค่่าพลัังงานอิิเล็็คตรอนของสารมาตรฐาน 

แต่่ละชนิิด ทดสอบโดยฉีีดสารมาตรฐานผสมที่่� 

ความเข้ม้ข้น้ 10 นาโนกรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร ในสารละลาย 1% 

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

จำนวน 3 ซ้้ำ บัันทึึกค่่า retention time (RT) วิิเคราะห์์ 

matrix blank โดยพิิจารณา chromatogram 

ของ matrix blank ผลต้้องไม่่พบสััญญาณที่่�มีค่่า RT 

และค่่ามวลต่่อประจุุ (m/z) ที่่�ตรงกัับสารมาตรฐาน 

โดย PQ, DQ, CQ และ MQ มีี RT ที่่� 3.0, 2.1, 2.6 

และ 2.7 ตามลำดัับ PQ จะให้้ 1 product ion 

ที่่�เกิิดจาก 2 precursor ion ส่่วน DQ, CQ และ MQ 

จะให้้ 1 product ion ที่่�เกิิดจาก 1 precursorion 

ซึ่่�งค่่า m/z  เป็็นค่่าคงที่่�เสมอ(13) ดัังแสดงในตารางที่่� 1 

และ 2

ตารางที่่� 1  Multiple reaction monitoring (MRM) condition ของการวิิเคราะห 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

ภาพที่่� 1  ความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐานของสารกลุ่่�มควอต
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การพิิสููจน์์ ME โดยการประเมิินค่่า ME จาก

ค่่า %recovery ของสารมาตรฐานจากการวิิเคราะห์์

แบบ calibration curve on solvent (calibration 

curve ของ standard ที่่�เตรีียมใน 1% formic acid: 

น้้ำ (1:1) ที่่�ระดัับความเข้้มข้้นตั้้�งแต่่ 10–200 นาโนกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร และ calibration curve on matrix 

(calibration curve ที่่�เกิิดจากการสกััด matrix เนื้้�อ

หมูู นมโค และไข่่ไก่่) ที่่�ความระดัับความเข้้มข้้นตั้้�งแต่่ 

10-200 นาโนกรััมต่่อกรััม เกณฑ์์การประเมิิน %ME, 

(-20 ถึึง 20%) หมายถึึง soft, (-50 ถึึง -20% และ 20 

ถึงึ 50%) หมายถึงึ medium และ (> 50% และ < -50%) 

หมายถึึง strong ผลพบว่่า %ME อยู่่�ในเกณฑ์์ soft ทุุก 

matrix 

การยืืนยัันค่่า LOD โดยเติิมสารมาตรฐานลงใน 

matrix blank ที่่�ความเข้้มข้้น 5 นาโนกรััมต่่อกรััม ซึ่่�งเป็็น

ระดัับที่่�สามารถตรวจวััดได้้ตาม sensitivity ที่่�เหมาะสม 

ของเครื่่�องมืือ ซึ่่�งเป็็นค่่ากำหนดตามกฎหมาย (MDL) 

ทำการสกััดและหาค่่า S/N ของสารแต่่ละชนิิด คำนวณ

ปริิมาณสารมาตรฐานที่่�ทำให้้พีีคมีีความสููง 3 เท่่า S/N 

โดย PQ มีีค่่า S/N อยู่่�ในช่่วงตั้้�งแต่่ 11–19 DQ มีีค่่าอยู่่�

ในช่่วงตั้้�งแต่่ 11–20 CQ มีีค่่าอยู่่�ในช่่วงตั้้�งแต่่ 460–903 

และ MQ มีีค่่าอยู่่�ในช่่วงตั้้�งแต่่ 274–625 ทั้้�งนี้้�ค่่า S/N 

สูงูหรือืต่ำ่ขึ้้�นอยู่่�กับธรรมชาติขิองสารแต่ล่ะชนิดิ ดังัแสดง

ในตารางที่่� 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

ตารางที่่� 1  Multiple reaction monitoring (MRM) condition ของการวิิเคราะห PQ, DQ, CQ และ MQ (ต่่อ)

หมายเหตุุ:	 DP คืือ declustering potential, EP คืือ enterance potential energy, CE คืือ collision energy และ CXP 

	คื ือ collision cell exit potential

ตารางที่่� 2  ค่่า retention time (RT) และค่่ามวลต่่อประจุุ (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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ความแม่่นและความเที่่�ยงทดสอบโดยการฉีีดสาร

มาตรฐานผสม PQ, DQ, CQ และ MQ ใน (spiked 

sample) ที่่�ระดัับ LOQ, 8 × LOQ และ 20 × LOQ 

ได้้แก่่ ความเข้้มข้้น 10, 80 และ 200 นาโนกรััมต่่อกรััม 

ตามลำดับั ทำการวิเิคราะห์ร์ะดับัละ 10 ซ้ำ้ คำนวณปริมิาณ

เทียีบกับักราฟของสารมาตรฐานแล้ว้คำนวณ %recovery 

%RSD เกณฑ์์ยอมรัับโดย mean recovery อยู่่�ในช่่วง 

64.8-108.6% เกณฑ์ย์อมรัับ %RSD อยู่่�ในช่่วง  2.1-13.0% 

ดัังแสดงในตารางที่่� 4

ตารางที่่� 3   ค่่า signal-to-noise (S/N) ที่่�ระดัับ LOD (5 นาโนกรััมต่่อกรััม) ของตััวอย่่างเนื้้�อหมูู นมโค และไข่่ไก่่

Compounds 

 ค่่า S/N*

เนื้้�อหมูู
(ค่่าต่่ำสุุด-ค่่าสููงสุุด)

นมโค
(ค่่าต่่ำสุุด-ค่่าสููงสุุด)

ไข่่ไก่่
(ค่่าต่่ำสุุด-ค่่าสููงสุุด)

        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

หมายเหตุุ: *เกณฑ์์ยอมรัับ S/N > 3

ตารางที่่� 4	 ผลการทดสอบความแม่่นและความเที่่�ยงที่่�ระดัับ LOQ (10 นาโนกรััมต่่อกรััม)  8 × LOQ (80 นาโนกรััม 

	ต่ ่อกรััม) และ 20 × LOQ (200 นาโนกรััมต่่อกรััม)  

Compounds
Spiked level 

(ng/g)

เนื้้�อหมูู นมโค ไข่่ไก่่

%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

หมายเหตุุ: *เกณฑ์์การยอมรัับ %recovery = 60-120%, %RSD ≤ 20%(14)
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ช่่วงการวิิเคราะห์์และความเป็็นเส้้นตรงของการ

วิิเคราะห์์  โดยเติิมสารละลายมาตรฐานลงใน matrix 

blank ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 10, 20, 40, 80, 100 

และ 200 นาโนกรััมต่่อกรััม ภายในช่่วงกราฟมาตรฐาน

ที่่�พิิสููจน์์แล้้วว่่าเป็็นเส้้นตรง ทำการสกััดและวิิเคราะห์์

ระดัับละ 3 ซ้้ำ สร้้างกราฟมาตรฐานระหว่่างความ

เข้้มข้้นของสารมาตรฐานที่่� เติิมลงในตััวอย่่ างกัับ

ความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานที่่�ตรวจพบ คำนวณค่่า

สััมประสิิทธิ์์�การตััดสิินใจ (R2) โดยมีีค่่าอยู่่�ในช่่วงตั้้�งแต่่ 

0.985–0.997 ความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์อยู่่�

ในช่่วง 10–200 นาโนกรััมต่่อกรััม ดัังแสดงในภาพ 

ที่่� 2, 3 และ 4

ภาพที่่� 2  ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์เนื้้�อหมูู

ภาพที่่� 3 ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์นมโค

Linearity and working range of pork

Linearity and working range of milk

Conc.found (ng/g)

Conc.found (ng/g)
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การประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการตรวจ

วิิเคราะห์์ แสดงให้้เห็็นถึึงสายโซ่่การสอบกลัับได้้ของ 

การวััด ได้้พิิจารณาแหล่่งความไม่่แน่่นอนที่่�จะมีีผลกระทบ 

ต่่อการตรวจวิิเคราะห์์(16) ได้้แก่่ ความไม่่แน่่นอนจาก

ค่่าความเข้้มข้้นของตััวอย่่างที่่�อ่านได้้จาก calibration 

curve สารมาตรฐาน ความเที่่�ยงของวิิธีีเมื่่�อทำซ้้ำ รวมไป

ถึึงประสิิทธิิภาพของวิิธีีที่่�ทำให้้เกิิด bias เมื่่�อนำค่่าความ 

ไม่แ่น่น่อนของการตรวจวิเิคราะห์เ์นื้้�อหมูทูี่่�เติมิสารมาตรฐาน 

กลุ่่�มควอตที่่�ระดัับ 0.1 นาโนกรััมต่อ่กรััม ทำการวิิเคราะห์์ 

10 ซ้ำ้ โดยมีีค่า่ความไม่่แน่่นอนที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95% 

และสััดส่่วนของแหล่่งความไม่่แน่่นอนที่่�สำคััญที่่�มีีผลต่่อ

การตรวจวิิเคราะห์์ส่่วนใหญ่่มาจาก method precision 

รองลงมา คืือ ความเข้้มข้้นของตััวอย่่างที่่�อ่านได้้จาก 

calibration curve สารมาตรฐาน ดัังแสดงในภาพที่่� 5

ภาพที่่� 4  ช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์ไข่่ไก่่

ภาพที่่� 5  relative standard uncertainty contributions ของสารกลุ่่�มควอตในเนื้้�อหมูู 

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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หลัังจากพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์และนำไปใช้้ใน 

การตรวจวิิเคราะห์์ตััวอย่่างอาหารประเภทเนื้้�อสััตว์์ นม 

และไข่่ ในโครงการประเมิินความเสี่่�ยงการได้้รัับสััมผััส

สารเคมีีและสารปนเป้ื้�อนที่่�คนไทยได้้รัับจากการบริิโภค 

ปี ีพ.ศ. 2565 (total diet study) โดยเก็บ็ตััวอย่า่งอาหาร 

ประเภทเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ จากตลาดค้้าส่่งหรืือศููนย์์ 

กระจายสิินค้า้ในแต่่ละภาค ๆ  ละ 2 จังัหวััด รวม 8 จังัหวััด

จำนวน 29 ตัวัอย่า่ง รายละเอียีดและวิธิีกีารจัดัการตัวัอย่า่ง

โครงการประเมิินความเสี่่�ยงการได้้รัับสััมผััสสารเคมีีและ

สารปนเปื้้�อนที่่�คนไทยได้้รัับจากการบริิโภค ระบุุไว้้ใน

รายงานประจำปีี 2565 ของสำนัักคุุณภาพและความ

ปลอดภััยอาหาร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์(17)   ผลการ

ตรวจวิเิคราะห์ไ์ม่พ่บการตกค้า้งของสารกลุ่่�มควอตในทุกุ

ตััวอย่่าง ดัังแสดงในตารางที่่� 5 

ตารางที่่� 5	 ผลการตรวจวิิเคราะห์์การตกค้้างของสารกลุ่่�มควอตในตััวอย่่าง total diet study  ในปีี พ.ศ. 2565  

	 จำนวน 29 ตััวอย่่าง 

ชนิิดตััวอย่่าง
ปริิมาณที่่�ตรวจพบ (mg/kg)

PQ DQ CQ MQ

1.	  เนื้้�อสััตว์์และผลิิตภััณฑ์์ (23 ตััวอย่่าง)
	 เนื้้�อไก่่, ลููกชิ้้�นไก่่, ไส้้กรอกไก่่, ตัับไก่่, เนื้้�อหมูู, 
	ลู ูกชิ้้�นหมูู, หมููปิ้้�ง, ไส้้กรอกหมูู, หมููยอ, ตัับหมูู,
	ลู ูกชิ้้�นเนื้้�อ, เนื้้�อวััว/เนื้้�อควาย, ปลานิิล/ปลาทัับทิิม,
	 ปลาช่่อน, ปลาดุุก, ปลาน้้ำจืืดตากแห้้ง, กุ้้�งน้้ำจืืด,
	 ปลาทะเล, กุ้้�งทะเล, ปลาหมึึก, ลููกชิ้้�นปลา, 
	 ปลากระป๋๋อง, หอยแครง/หอยแมลงภู่่�	

ND ND ND ND

2.	 นม  (4 ตััวอย่่าง)
	 นมโค, นมถั่่�วเหลืือง, นมเปรี้้�ยว, นมปรุุงแต่่งพร้้อมดื่่�ม	

ND ND ND ND

3.  ไข่ (2 ตัวอย่าง)
     ไข่ไก่, ไข่เป็ด	

ND ND ND ND

หมายเหตุุ: ND = not detected 

วิจารณ์

ตามระบบคุุณภาพมาตรฐาน ISO/IEC 17025: 

2017(18) กำหนดว่่า วิิธีีการทดสอบต้้องผ่่านการตรวจ

สอบความใช้้ได้้ของวิิธีี ในการตรวจสอบความใช้้ได้้

ของวิิธีีครั้้�งนี้้�ใช้้เนื้้�อหมููเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างเนื้้�อ

สััตว์์ ใช้้นมโคเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างนม และใช้้ไข่่

ไก่่เป็็นตััวแทนของตััวอย่่างไข่่ เนื่่�องจากมีีอััตราการ

บริิโภคของคนไทยในปริิมาณที่่�สูง(19) ถึึงแม้้ว่่าเนื้้�อไก่่

จะมีีอััตราการบริิโภคที่่�สูงไม่่ต่่างจากเนื้้�อหมูู แต่่เนื้้�อ

ไก่่มีีปริิมาณไขมัันสููงกว่่าเนื้้�อหมูู(20) ซึ่่�งคุุณสมบััติิทาง

เคมีีของสารกลุ่่�มควอตที่่�ไม่่ละลายในไขมัันเนื่่�องจาก

แคทไอออน จึึงเลืือกใช้้เนื้้�อหมููซึ่่�งมีีไขมัันระดัับกลาง 

ประกอบกัับปริิมาณไขมัันในเนื้้�อหมููจะไม่่รบกวนการ

วิิเคราะห์์มากเท่่ากัับเนื้้�อไก่่ในขั้้�นตอนการทำให้้บริิสุุทธิ์์�

ด้้วย hydrophilic-lipophilic-balanced (HLB) 

SPE cartridge และเนื้้�อหมููสามารถทำให้้บริิสุุทธิ์์� 

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

ในการกำหนดชนิดิของอาหารเพื่่�อเป็็นตััวแทนกลุ่่�มอาหาร 

(representative matrix) ตามความเหมาะสม โดย

ทดสอบความใช้้ได้้ของวิิธีีวิิเคราะห์์ในตััวอย่่างที่่�เป็็น 

representative commodity (species) 1 ชนิิด 

เป็็นอย่่างน้้อย ใน 1 commodity categories (class) 

ซึ่่�งเนื้้�อหมููและเนื้้�อไก่่จััดอยู่่�ใน class เดีียวกััน จึึงเลืือกใช้้ 

เนื้้�อหมููเป็็นตััวแทนของตััวอย่่างเนื้้�อสััตว์์ เมื่่�อทดสอบ
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การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์กลุ่่�มควอตในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดย LC-MS/MS	รั ัติิยากร ศรีีโคตร และคณะ

ประสิิทธิภิาพการสกัดัในตัวัอย่า่งเนื้้�อไก่ ่พบว่า่ %recovery 

ผ่่านเกณฑ์์ยอมรัับ จากการศึึกษาความจำเพาะเจาะจง

ของวิิธีี PQ ให้้ product ion ที่่�เกิิดจาก 2 precursor 

ion ส่่วน DQ, CQ และ MQ product ion จะเกิิดจาก 

1 precursor ion เท่่านั้้�น ซึ่่�งสััดส่่วนของมวลต่่อประจุุ

ของ precursor ion และมวลต่อ่ประจุขุอง product ion 

เป็็นค่่าคงที่่�เสมอ การวิิเคราะห์์ calibration curve 

ความเป็น็เส้น้ตรงของกราฟมาตรฐานที่่�เกิดิจากความสัมัพันัธ์์ 

ระหว่่างความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานและพื้้�นที่่�ใต้้พีีค

ของสารมาตรฐาน มีีค่่า R2 อยู่่�ในช่่วง 0.997–0.999 และ 

ความเป็็นเส้้นตรงของช่่วงการวิิเคราะห์์ที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 

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

ความเป็็นเส้้นตรงของกราฟมาตรฐานเกิิดจากความ

สััมพัันธ์์ระหว่่างความเข้้มข้้นของสารมาตรฐานที่่�เติิมลง

ในตััวอย่่างผ่่านกระบวนการสกััดและคำนวณเป็็นความ

เข้้มข้้นของสารมาตรฐานที่่�ตรวจพบ มีีค่่า R2 อยู่่�ในช่่วง  

0.985–0.997 ซึ่่�งคุุณลัักษณะและคุุณสมบััติิอยู่่�ในเกณฑ์์

ยอมรัับตาม pesticide analytical guideline ของ

สหภาพยุุโรป SANTE/11312/2021(14) สามารถนำวิิธีี

นี้้�ไปใช้้ในห้้องปฏิิบััติิการได้้ และ calibration curve 

ที่่�ใช้้เป็็น calibration curve on solvent ซึ่่�งไม่่มีี 

ผลกระทบจากคุณุสมบัตัิขิองเนื้้�อตัวัอย่า่ง เมื่่�อเปรียีบเทียีบ

ความชัันกับั calibration curve on matrix ของเนื้้�อหมูู 

นมโค และไข่ไ่ก่ ่พบว่่า %ME อยู่่�ในเกณฑ์ ์ soft  ในความยาก 

ของวิิธีี จึึงดััดแปลงขั้้�นตอนการสกััดและทำให้้บริิสุุทธิ์์� 

โดยการปรัับใช้้ HLB SPE cartridge จากขนาดความจุุ 

500 มิิลลิิกรััม เป็็นขนาดความจุุ 200 มิิลลิิกรััม ปรัับ

ปริิมาตรสารที่่�ใช้้ในการสกััดจาก 20 มิิลลิิลิิตร เป็็น 

10 มิิลลิิลิิตร และปริิมาตรสารละลายที่่�ใช้้ชะจาก 12.5 

มิิลลิิลิิตร เป็็น 10 มิิลลิิลิิตร เพื่่�อให้้เหมาะสมกัับความจุุ 

ของ HLB SPE cartridge ขนาด 200 มิิลลิิกรััม ซึ่่�ง

เป็็นวััสดุุวิิทยาศาสตร์์ที่่�มีีในห้้องปฏิิบััติิการ เพื่่�อใช้้ให้้เกิิด 

ประโยชน์ส์ูงูสุดุ โดยปรับัความเร็ว็รอบในการ centrifuge 

จาก 2,500 รอบต่่อนาทีี นาน 5 นาทีี เป็็นความเร็็ว 5,000 

รอบต่่อนาทีี นาน 10 นาทีี เพื่่�อแยกสารสกััดกัับเนื้้�อ 

ตัวัอย่่างได้้ชัดัเจน มีคีวามใสมากขึ้้�น และง่่ายต่่อการทำให้้

บริิสุุทธิ์์� ใช้้ syringe plunger พร้้อม SPE adapter 

ต่่อกัับ HLB SPE cartridge ในการทำให้้บริิสุุทธิ์์� แทน

การใช้ชุุ้ดกรองแบบ manifold pressure และปรัับสภาวะ

ของเครื่่�อง LC-MS/MS ตามที่่�ได้้กล่่าวในส่่วนของวััสดุุ

และวิิธีีการ แต่่ความเข้้มข้้นสุุดท้้ายของตััวอย่่างก่่อน

วิเิคราะห์์ด้ว้ย LC-MS/MS คือื 1 กรััมต่่อมิิลลิิลิติร เท่่ากััน 

และประสิิทธิภิาพการสกััด %recovery อยู่่�ในช่่วง 60–120% 

ในทุุกระดัับความเข้้มข้้นที่่�ทดสอบประสิิทธิิภาพวิิธีี 

ขั้้�นตอนการสกััดหลัังจากปั่่�นแบบตกตะกอน พบว่่า

ตัวัอย่า่งนมโคและไข่ไ่ก่ใ่ห้ส้ารสกัดั ลักัษณะใสกว่า่ตัวัอย่า่ง

เนื้้�อหมูู เนื่่�องจากนมโคและไข่่ไก่่มีีลัักษณะเป็็นของเหลว 

ขั้้�นตอนการสกััดเมื่่�อมีีน้้ำเป็็นองค์์ประกอบในตััวอย่่าง

จะทำให้้การสกััด analyte ออกมาได้้ดีีกว่่าตััวอย่่างที่่�

ไม่่มีีน้้ำ(13) ก่่อนการสกััดเติิม 0.5% formic ในน้้ำ ลงไป 

ในตัวัอย่่างก่่อนการสกััดทำให้้ประสิิทธิิภาพการสกััดดีีกว่่า 

สารมาตรฐานที่่�ใช้้เป็็นเกลืือของสารในกลุ่่�มควอต เช่่น 

พาราควอตไดคลอไรด์์ ซึ่่�งเป็็นวััตถุุอัันตรายทางการ

การเกษตร แต่่ชนิิดสารที่่�ออกฤทธิ์์� คืือ พาราควอต 

แคทไอออน(22) ดัังนั้้�นในการเตรีียมสารละลายมาตรฐาน

ต้อ้งคำนวณความเข้ม้ข้น้ให้อ้ยู่่�ในรูปูพาราควอตแคทไอออน 

ก่่อนนำไปวิิเคราะห์์และเตรีียมในภาชนะบรรจุุชนิิด

พลาสติิกทั้้�งหมด(13) เนื่่�องจากสารในกลุ่่�มควอตจะทำ

ปฏิิกิิริิยากัับกัับผิิวของภาชนะบรรจุุที่่�เป็็นแก้้ว ในการ

ประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนของการวิิเคราะห์์ แสดง 

ตััวอย่่างการประมาณค่่าความไม่่แน่่นอนเฉพาะการ

วิิเคราะห์์เนื้้�อหมููที่่�เติิมสารมาตรฐานกลุ่่�มควอตที่่�ระดัับ 

0.1 นาโนกรัมัต่อ่กรัมั ทำการวิเิคราะห์ ์10 ซ้ำ้ เท่า่นั้้�น ส่ว่น

ตัวัอย่า่งนมโคและไข่ไ่ก่ ่สัดัส่ว่นของแหล่ง่ความไม่แ่น่น่อน

สามารถประมาณค่า่และคำนวณได้เ้ช่น่เดียีวกับัการตรวจ

วิิเคราะห์์เนื้้�อหมููที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%

วิิธีีการสกััดตััวอย่่างที่่�พััฒนานี้้�สามารถใช้้ในการ

ตรวจวิิเคราะห์์ PQ, CQ และ MQ ในเนื้้�อสััตว์์ นม และ

ไข่ ่โดยเทคนิิค LC-MS/MS ที่่�สอดคล้้องตามข้้อกำหนด

ในพระราชบัญัญัตัิอิาหาร เพื่่�อเฝ้า้ระวังัการตกค้า้งของสาร

ดังักล่า่วในอาหารในประเทศได้้ ยกเว้น้การตรวจวิิเคราะห์์ 

DQ ที่่�ค่่ากำหนดของ codex ในนม มีีค่่าเท่่ากัับ 0.001 

มิลิลิกิรัมัต่อ่กิโิลกรัมั แม้ว้่า่วิธิีทีี่่�พัฒันาจะไม่ส่ามารถตรวจ

วิิเคราะห์์ได้้ในระดัับที่่�กำหนด แต่่ถ้้าตรวจพบการตกค้้าง

ของ DQ ในนม ที่่�ระดัับ 0.005 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม 

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

สามารถนำไปใช้้ตรวจคััดกรองเบื้้�องต้้นได้้ ในอนาคต

อาจต้้องมีีการพััฒนาวิิธีีวิิเคราะห์์เพื่่�อให้้สามารถตรวจ

วิิเคราะห์์ DQ ในนม เพื่่�อตอบสนองต่่อค่่ากำหนดของ 

codex หลัังจากที่่�ได้้พััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์และนำไป

ใช้ใ้นการตรวจวิิเคราะห์ส์ารกลุ่่�มควอต ในโครงการ total 

diet study ปีี พ.ศ. 2565 จำนวน 29 ตััวอย่่าง ในอาหาร

ประเภทเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ รวมถึึงนมถั่่�วเหลืือง ซึ่่�งเป็็น

ชนิิดตััวอย่่างที่่�มีความเสี่่�ยงที่่�จะได้้รัับสารกลุ่่�มควอตจาก

การเลี้้�ยงด้้วยอาหารสััตว์์หรืือมีีการปนเปื้้�อน ผลพบว่่า 

ไม่่พบการตกค้้างในทุุกตััวอย่่าง อาจเป็็นเพราะสาร PQ 

มีีคุุณสมบััติิเป็็นไอออน จึึงมีีความสามารถในการละลาย

ในตััวอย่่างที่่�มีีไขมัันเป็็นองค์์ประกอบ (fatty food) ต่่ำ

หรืือไม่่ละลายจึึงเกิิดการตกค้้างได้้น้้อย ประกอบกัับสาร 

PQ ถููกยกเลิิกการใช้้ตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2563 ทำให้้ไม่่พบ

การตกค้้างในห่่วงโซ่่อาหารและสอดคล้้องกัับผลการเฝ้้า

ระวัังการตรวจวิิเคราะห์์การตกค้้างของสารเคมีีป้้องกััน

กำจััดศััตรููพืืชในผัักและผลไม้้สด ในโครงการผัักและผล

ไม้้ 77 จัังหวััด ในปีี พ.ศ. 2565(17) จากตััวอย่่างทั้้�งหมด 

320 ตััวอย่่าง ผลพบว่่าไม่่พบการตกค้้างของ PQ และ 

DQ แต่่พบการตกค้้างของ CQ และ MQ คิิดเป็็นร้้อยละ 

0.94 และ 3.75 ตามลำดัับ ซึ่่�งปริิมาณที่่�ตกค้้างมีีค่า่ไม่่เกินิ

ที่่�กฎหมายกำหนด 

ประเทศไทยยัังไม่่มีีหน่่วยงานหรืือห้้องปฏิิบััติิการ

เปิิดให้้บริิการตรวจวิิเคราะห์์รายการทดสอบ PQ, DQ, 

CQ และ MQ ในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ ห้อ้งปฏิิบัตัิกิารสำนััก

คุุณภาพและความปลอดภััยอาหาร เป็็นห้้องปฏิิบััติิการ 

แรกที่่�พัฒนาวิิธีีทดสอบดัังกล่่าว สามารถตอบสนอง

ต่่อนโยบายของกระทรวงสาธารณสุุขได้้ เพื่่�อเฝ้้าระวััง 

การตกค้า้งของ PQ  DQ   CQ และ MQ ที่่�ตกค้้างในอาหาร 

หรืือที่่�ห่วงโซ่่อาหารได้้ การพััฒนาวิิธีีตรวจวิิเคราะห์์สาร 

กลุ่่�มควอตในอาหารประเภทเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ 

มีขี้อ้จำกัดั คือื ไม่มี่ีห้อ้งปฏิบิัตัิกิารให้บ้ริกิารรายการตรวจ 

วิิเคราะห์์นี้้�และไม่่มีีแผนทดสอบความชำนาญทั้้�งใน

ระดัับชาติิและนานาชาติิ หากมีีห้้องปฏิิบััติิการอื่่�นที่่�ตรวจ

วิิเคราะห์์อาจมีีการจััดการเปรีียบเทีียบผลระหว่่างห้้อง

ปฏิิบััติิการ (interlaboratory comparison) เพื่่�อ

เป็็นการควบคุุมคุุณภาพภายนอกได้้

สรุป

วิิธีีที่่�พััฒนานี้้�เป็็นวิิธีีที่่�ดััดแปลงมาจาก Korean 

Journal of Environmental Agriculture, 2020(10) 

สามารถใช้้ในการตรวจวิิเคราะห์์ PQ, DQ, CQ และ 

MQ ในเนื้้�อสััตว์์ นม และไข่่ โดยเทคนิิค LC-MS/MS 

เป็็นวิิธีีที่่�มีีความจำเพาะสููง สามารถใช้้ calibration 

curve on solvent ได้้ โดยไม่่มีีผลกระทบจากคุุณสมบััติิ

ของเนื้้�อตััวอย่่าง ให้้ค่่าขีีดจำกััดของการตรวจพบเท่่ากัับ 

0.005 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม และขีีดจำกััดการวััดเชิิง

ปริิมาณเท่่ากัับ 0.01 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม ความแม่่น

แสดงเป็็น %recovery อยู่่�ในช่่วง 64.8–108.6% 

และความเที่่�ยงแสดงเป็็น %RSD ค่่าเฉลี่่�ยอยู่่�ในช่่วง 

2.1–13.0 มีีช่่วงความเป็็นเส้้นตรงของการวิิเคราะห์์

ที่่� 0.01–0.20 มิิลลิิกรััมต่่อกิิโลกรััม วิิธีีดัังกล่่าวเป็็นวิิธีี

ที่่�เหมาะสมกัับการใช้้งานและให้้ผลผ่่านเกณฑ์์ยอมรัับ

ทำให้้ผลการทดสอบถููกต้้อง เชื่่�อถืือได้้ และได้้นำวิิธีีที่่�

พััฒนามาสำรวจปริิมาณการตกค้้างของ PQ, DQ, CQ 

และ MQ ในอาหารที่่�คนไทยบริิโภคประเภทเนื้้�อสััตว์์ 

นม และไข่่ ในโครงการ total diet study ปีี พ.ศ. 2565 

จำนวน 29 ตััวอย่่าง ผลไม่่พบการตกค้้างของสารทั้้�ง 

4 ชนิิด ในทุุกตััวอย่่าง ดัังนั้้�นอาหารประเภทเนื้้�อสััตว์์ 

นม และไข่่ที่่�คนไทยบริิโภคยัังมีีความปลอดภััย 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณุ นางวิชิาดา จงมีวีาสนา นักัวิทิยาศาสตร์์

การแพทย์์เชี่่�ยวชาญ สำนัักมาตรฐานห้้องปฏิิบััติิการ 

สำหรับัการให้ค้ำปรึกึษาในงานวิจิัยั จนสำเร็จ็และสามารถ

เปิิดให้้บริิการตรวจวิิเคราะห์์ได้้ 
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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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