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บทคัดย่อ 

 
 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มไพรีทรอยด์
จ านวน 14 ชนิด ในไขมันสัตว์ด้วยเครื่อง GC-MS/MS โดยได้ด าเนินการเปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนการ
สกัดและการท าให้บริสุทธิ์ระหว่างวิธี liquid-liquid extraction กับวิธี QuEChERS ผลการศึกษาครั้งนี้พบว่า 
วิธี QuEChERS ที่ท าการสกัดตัวอย่างด้วยอะซีโตไนไตรล์ที่อิ่มตัวด้วย n-hexane และผ่านการ freezing 
out เพ่ือตกตะกอนไขมันด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ -20๐C เป็นเวลา 15 นาท ี
และท าให้สารสกัดบริสุทธิ์ด้วย PSA 250 mg + C18 500 mg + Z-Sep+ 500 mg + MgSO4 300 mg มีปริมาณ
ไขมันคงเหลือกับผลรวมของพ้ืนที่ใต้พีคน้อยที่สุด โดยมีค่า recovery อยู่ในเกณฑ์ 70-120% และ RSD < 20% 
วิธี QuEChERS นี้มีประสิทธิภาพ สะดวก รวดเร็วกว่าวิธี liquid-liquid extraction จึงถูกเลือกไปพิสูจน์ความ
ใช้ไดข้องวิธีวิเคราะห์สารกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ตามแนวทางของ SANTE/12682/2019 ผลการพิสูจน์ความ
ใช้ได้ของวิธีพบว่าความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานความเข้มข้นตั้งแต่ 1-2,000 µg/L ในตัวท าละลายและใน
เมทริกซ์ มีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) มากกว่า 0.990 การประเมินผลกระทบจากเมทริกซ์พบว่าสารไพรี
ทรอยด์ทุกชนิดในสารสกัดเมทริกซ์ให้สัญญาณสูงกว่าในตัวท าละลาย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 8 ชนิดสาร (cyfluthrin, 
cypermethrin, etofenprox, fenvalerate, fluvalinate, deltamethrin, tetramethrin และ flucythrinate) 
ที่มีค่าผลกระทบจากเมเทริกซ์ตั้งแต่ 24.6-44.2% วิธีนี้ให้ค่าขีดจ ากัดของการตรวจพบและขีดจ ากัดของการ
ตรวจหาเชิงปริมาณในแต่ละชนิดสารเท่ากับ 1 และ 5 µg/kg ตามล าดับ ผลการทดสอบที่ระดับปริมาณสารตกค้าง 5, 
10, 100 และ 3,000 µg/kg มีความแม่นที่แสดงด้วยค่า %recovery ได้ค่าตั้งแต่ 80.3-118.4% ความเที่ยงแบบ
การทวนซ้ าได้ที่แสดงด้วย %RSDr มีค่าตั้งแต่ 0.6-14.2% และความเที่ยงแบบการท าซ้ าที่แสดงด้วย %RSDi มีค่า
ตั้งแต ่1.2-13.2% จากการประเมินค่าความไม่แน่นอนของวิธี พบว่ามีค่าความไม่แน่นอนขยายสัมพัทธ์ตั้งแต่ 7.6-
34.5% ซึ่งอยู่ในช่วงเกณฑ์การยอมรับที่น้อยกว่า 50% วิธีวิเคราะห์ที่ได้พิสูจน์ความใช้ได้นี้มีความสอดคล้องกับ
เกณฑ์ SANTE/12682/2019  และสามารถนาไปตรวจสารตกค้างสารกลุ่มไพรีทรอยด์ในตัวอย่างไขมันสัตว์ตาม
แผนเฝ้าระวังสารตกค้างประจ าปีของกรมปศุสัตว์ได้ตรงตามวัตถุประสงค์  
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Method development and validation for the determination of pyrethroid pesticide 
residues in animal fat by gas chromatography-tandem mass spectrometry 

 
Wiphada Sirisomphobchai1*  Sarawut  Chookrachun2 

 
Abstract 

 
 The aim of this study was to develop and validate analytical method of 14 pyrethroid 
residues in animal fat by GC-MS/MS. The efficiency of liquid-liquid extraction and QuEChERS 
method for sample extraction and purification was compared. The results of this study showed 
that the sample was extracted with acetonitrile saturated with n-hexane and precipitated fat by 
freezing out with centrifugation at 10,000 rpm, -20๐C for 15 min, then purified with PSA 250 mg 
+ C18 500 mg + Z-Sep+ 500 mg + MgSO4 300 mg, had the lowest residual fat content and total 
of the peak area. Recovery was in the range of 70-120% and RSD <20% with the QuEChERS 
method. The results indicated that QuEChERS method was more efficiency, convenient and 
faster than the liquid-liquid extraction; therefore, the QuEChERS method was selected to be 
validated in accordance with the guidelines of SANTE/12682/2019. The linearities of all 
compounds with the coefficient of determination (R2) more than 0.990 were demonstrated in 
the range of 1-2,000 µg/L in solvent and in matrix extract. All of the pesticides had higher 
sensitivity in matrix extract than in solvent. Especially 8 pesticides (cyfluthrin, cypermethrin, 
etofenprox, fenvalerate, fluvalinate, deltamethrin, tetramethrin and flucythrinate) had more 
signal matrix effect than in solvent about 24.6-44.2%. The limit of detection and the limit of 
quantitation of each analyte was 1 and 5 µg/kg, respectively. The mean recoveries at fortification 
levels (5, 10, 100 and 3,000 µg/kg) ranged from 80.3-118.4%, repeatability precision (RSDr) ranged 
from 0.6-14.2% and intermediate precision (RSDi) ranged from 1.2-13.2%. In addition, the relative 
expanded uncertainty ranged from 7.6-34.5%, which was in the ranged of the 50%. The results of 
validation met criteria of SANTE/12682/2019. This analytical method was applied to national residue 
monitoring program of Department of Livestock Development for detection and quantitation of 
pyrethroids pesticide residues in animal fat, which fulfils the objective of this study. 
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บทน า 

ไพรีทรอยด์ (pyrethroid) เป็นสารเคมีที่ได้จากการสังเคราะห์เลียนแบบไพรีทรินส์ (pyrethrins) ใช้
แพร่หลายในการป้องกันและก าจัดแมลงที่เป็นศัตรูของพืชและสัตว์ (pesticides) เช่น ก าจัดยุง แมลงตาม
บ้านเรือน แมลงวันคอกสัตว์ รวมทั้งการชุบเครื่องนอน เครื่องนุ่ งห่มในพ้ืนที่ที่มีอากาศร้อนมาก มีการประยุกต์ใช้
ในทางสัตวแพทย์ ได้แก่ หยดหู เทราด พ่น จุ่ม และยังใช้เป็นแชมพูเพ่ือก าจัด เห็บ หมัด ไร ที่ตัวสัตว์ สารไพรี
ทรอยด์ไม่ดูดซึมได้ง่ายที่ผิวหนัง แต่ดูดซึมผ่านล าไส้และปอด ซึ่งการใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลายของสารเหล่านี้
เพ่ิมความเสี่ยงต่อการเข้าสู่ห่วงโซ่อาหาร เช่น โดยสัตว์ท าความสะอาดซึ่งกันและกัน หรือโดยปนเปื้อนในอาหาร
สัตว์หรือน้ าประปา (Akre and MacNeil, 2006) 

กรมปศุสัตว์ (2563) ได้มีการก าหนดบัญชีรายชื่อวัตถุอันตรายประเภทป้องกัน ก าจัด ท าลาย ควบคุม
แมลง หรือศัตรูของสัตว์ (ยกเว้นปรสิตภายในตัวสัตว์) ซึ่งมีสารกลุ่มไพรีทรอยด์ใช้เป็นผลิตภัณฑ์ดังกล่าว เช่น 
bifenthrin, cyfluthrin, cypermethrin, deltamethrin, etofenprox, lambda-cyhalothrin, tau-fluvalinate 
เป็นต้น สารกลุ่มไพรีทรอยด์มีลักษณะโครงสร้างที่ไม่มีขั้ว ละลายได้ดีในไขมัน สามารถสะสมได้ในเนื้อเยื่อสัตว์ ซึ่ง
อาจก่อให้เกิดความเสี่ยงร้ายแรงต่อสุขภาพของมนุษย์และสัตว์ ดังนั้น จึงมกีารก าหนดค่าปริมาณสารตกค้างสูงสุดที่
สามารถมีได้ (maximum residue limits, MRL) ของสารกลุ่มนี้ในสินค้าปศุสัตว์ เช่น เนื้อ ตับ ไต ไข่ นม และ
ไขมันสัตว์ เนื่องจากสารกลุ่มไพรีทรอยด์ละลายได้ดีในไขมัน ค่า MRL ในไขมันจึงสูงกว่าในเนื้อสัตว์ สามารถใช้เป็น
ข้อมูลการตรวจสอบการตกค้างในสินค้าเนื้อสัตว์ได้เช่นเดียวกัน กรมปศุสัตว์ (2549) ได้มีประกาศเรื่อง ก าหนด
มาตรฐานสารตกค้างส าหรับสินค้าปศุสัตว์ ก าหนดค่า MRL ในไขมันสัตว์ปีกและสุกรไว้ ได้แก่ cypermethrin, 
deltamethrin และ permethrin รวมทั้งระบุว่ากรณีที่ประเทศผู้น าเข้าสินค้าปศุสัตว์ได้ก าหนดมาตรฐานชนิดของ
สารตกค้างและปริมาณสารตกค้างที่แตกต่างจากประกาศฉบับนี้ ให้ถือตามมาตรฐานของประเทศผู้น าเข้านั้น ๆ 
ส าหรับสหภาพยุโรปได้ออกกฎระเบียบที่ EC 396/2005 (European Union, 2005) ซึ่งเป็นกฎหมายฉบับหลักที่
เกี่ยวข้องกับการก าหนดค่า MRL ของสารพิษตกค้าง (pesticide residues) แต่ละชนิดในสินค้าพืชและสัตว์ที่
บังคับใช้ในสหภาพยุโรป และคณะกรรมาธิการยุโรปจะมีการปรับปรุงหรือก าหนดค่า MRL สารบางชนิดเพ่ิมเติม
ออกมาและประกาศออกมาเป็นกฎระเบียบแทน นอกจากนี้ ได้ก าหนดค่า MRL ของสาร pesticides ที่มีคุณสมบัติ
เป็นสารออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (pharmacologically active substances) และอนุญาตให้ใช้เป็นสารก าจัด
ปรสิตภายนอกตัวสัตว์ไว้ในกฎระเบียบที่ EC 37/2010 (European Union, 2010) เช่น  cyfluthrin, lambda-
cyhalothrin, cypermethrin, deltamethrin, fenvalerate, permethrin ซึ่ง MRL ของบางสารจะมีค่าต่ ากว่า
ที่อ้างอิงของ EC 396/2005 ตัวอย่างการก าหนดค่า MRL สารกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ ดังตารางในภาคผนวก 

เนื้อสัตว์ปีกของไทยเป็นสินค้าส่งออกท่ีส าคัญไปยังประเทศต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่มสหภาพยุโรป 
ญี่ปุ่น เป็นต้น โดยกรมปศุสัตว์เป็นหน่วยงานที่มีอ านาจในการก ากับ ดูแลและรับรองการส่งออกผลิตภัณฑ์สัตว์ไป
ยังประเทศคู่ค้า ซึ่งสหภาพยุโรปได้ก าหนดให้ประเทศท่ีมีการส่งสินค้าเนื้อสัตว์ไปยังสหภาพยุโรปต้องมีการเฝ้าระวัง
สารตกค้างประจ าปีที่อาจมีในผลิตภัณฑ์ไว้ใน Council Directive 96/23/EC (European Union, 1996) สาร
กลุ่มไพรีทรอยดเ์ป็นสารกลุ่มหนึ่งที่ถูกระบุอยู่ในกลุ่ม B2c ใน Council Directive 96/23/EC ที่ต้องมีการเฝ้าระวัง
ในสินค้าเนื้อสัตว์ปีก สุกร โค กระบือ และห้องปฏิบัติการที่ท าการวิเคราะห์สารตกค้างต้องด าเนินการตามระบบ
คุณภาพห้องปฏิบัติการ ISO/IEC 17025 

สารกลุ่มไพรีทรอยด์เป็นสารที่มีสภาพขั้วต่ าและสามารถระเหยกลายเป็นไอได้ จึงนิยมใช้เทคนิควิเคราะห์
เพ่ือแยกสารด้วยเครื่อง Gas Chromatograph (GC) ต่อกับตัวตรวจวัดชนิด Electron Capture Detector (ECD) 
มาใช้ในการทดสอบ และสามารถตรวจยืนยันชนิดสารด้วยตัวตรวจวัดชนิด mass spectrometer (MS) หรือใช้
เครื่อง GC-Tandem Mass Spectometer (MSn) ที่สามารถวิเคราะห์และยืนยันผลได้ สารไพรีทรอยด์ตกค้างใน



การพัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ด้วยวิธี gas chromatography-tandem mass spectrometry 

BQCLP E-Journal วารสารอิเล็กทรอนิกสส์ านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว ์ปีท่ี 13 ฉบับท่ี 1 เดือนตุลาคม 2564 – มีนาคม 2565 4 

 

ตัวอย่างประเภทไขมันสัตว์ ต้องมีขั้นตอนสกัดสารที่จะวิเคราะห์ (analyte) และขั้นตอนการ clean-up เพ่ือท าให้
สารที่สกัดได้สะอาดขึ้น มีความบริสุทธิ์มากพอท่ีจะท าการวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ ซึ่งได้มีรายงานการศึกษาการ
วิเคราะห์สารกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ไว้ เช่น การสกัดสารไพรีทรอยด์ 8 ชนิด ในไขมันโคแบบ liquid–liquid 
extraction (LLE) และขจัดสิ่งรบกวนในสารละลายสกัดตัวอย่างด้วยเทคนิค solid phase extraction (SPE) โดย
มีการเปรียบเทียบวิธีขั้นตอนการสกัดและขจัดสิ่งรบกวนกับวิธีการทดสอบตาม USDA/FSIS แล้ววิเคราะห์สารด้วย 
GC-ECD พบว่าวิธี SPE ให้ผลวิเคราะห์ดีกว่า โดยได้ค่าขีดจ ากัดของการตรวจพบ (limit of Detection, LOD) 
ตั้งแต ่8-15 µg/kg และขีดจ ากัดของการตรวจหาเชิงปริมาณ (limit of Quantitation, LOQ) ตั้งแต่ 20-50 µg/kg 
(Akre and MacNeil, 2006) การสกัดแบบ matrix solid phase dispersion (MSPD) ด้วยการคลุกสาร florisil 
กับไขมันแล้วใส่ลงใน disposable column และ clean-up ร่วมกับ SPE ชนิด C18 ในลักษณะการต่อกันแบบ 
tandem SPE แล้ววิเคราะห์สารด้วย GC-ECD พบว่าได้ค่า detection limit ตั้งแต่ 3181 µg/kg (Sun, et al., 
2003) ซึ่งค่า LOD และ LOQ ของรายงานข้างต้นสูงกว่าค่า MRL ของสารบางชนิดในตารางของภาคผนวก และ
เทคนิค gel permeation chromatography (GPC) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ใช้แยกโมเลกุลขนาดต่างกันในสารละลาย 
เหมาะสมกับสารไม่มีขั้วและมีน้ าหนักโมเลกุลต่ า เช่น กลุ่มออร์แกโนคลอรีน แต่ไม่เหมาะสมกับสารในกลุ่มไพรี
ทรอยด์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลค่อนข้างสูง เช่น deltamethrin ที่มีน้ าหนักโมเลกุล 505.21 g/mol เนื่องจากได้ถูกชะ
ออกมาพร้อมกับไขมัน ท าให้ได้ค่าร้อยละการกลับคืน (%recovery) ตั้งแต่ 7-37% (Castillo, et al., 2011) ซึ่ง
เป็นค่าที่ไม่เหมาะสมกับการวิเคราะห์สารตกค้างกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ 

วิธี QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) เป็นเทคนิคการสกัดและ clean-up 
โดยใช้หลักการ dispersive solid phase extraction (dSPE) กับการวิเคราะห์สารก าจัดศัตรูพืชตกค้างในผักผลไม้
ที่มีความชื้นสูงและไขมันต่ า (Anastassiades, et al., 2003) มีการดัดแปลงหรือปรับปรุงให้ใช้วิเคราะห์กับอาหาร
ที่มีไขมันสูงด้วย รวมทั้งการวิเคราะห์ยาสัตว์ตกค้าง สารพิษจากเชื้อราในอาหารต่างๆ (Rejczak and Tuzimski, 
2015) แต่เทคนิคนี้มขี้อจ ากัดกับเมทริกซ์ที่ซับซ้อน และการวิเคราะห์ทางโครมาโทกราฟีกับตัวตรวจวัดแบบดั้งเดิม 
เช่น ECD, NPD, FPD เป็นต้น (Rahman, et al., 2017)  Castillo, et al. (2011) ได้ศึกษาการใช้ dSPE กับสาร
ตัวอย่างไขมันสัตว์ พบว่าสารในกลุ่มไพรีทรอยด์ที่วิเคราะห์จ านวน 4 ชนิด ได้ค่า %recovery ในช่วง 80-124% 
และมีพีคสารรบกวนในช่วงที่วิเคราะห์สาร cypermethrin, cyfluthrin และ permerthrin ด้วย GC-MS ในโหมด 
selected ion monitoring (SIM) สารรบกวนเหล่านี้เป็น co-extractives lipid ที่มาจากขั้นตอนการสกัด
ตัวอย่าง ซึ่งจะต้องปรับปรุงวิธีเพ่ือให้สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างในงานประจ าได้ 

ดังนั้น วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้ คือ เพ่ือให้ได้วิธีการเตรียมและวิเคราะห์สารกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมัน
สัตว์ได้ที่เหมาะสม จึงด าเนินการศึกษา พัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มไพรีทรอยด์ใน
ไขมันสัตว์ด้วยวิธี GC-MS/MS ชนิด triple quadrupole โดยมีสารที่ใช้ก าจัดปรสิตภายนอกตัวสัตว์จ านวน  6 ชนิด 
ตามที่สหภาพยุโรปก าหนดใน EC 37/2010 (European Union, 2010) ได้แก่ สาร cyfluthrin, cyhalothrin, 
cypermethrin, deltamethrin, fenvalerate และ permethrin และสารที่ใช้ป้องกันควบคุมก าจัดแมลง อีก 8 ชนิด 
ได้แก่ สาร bifenthrin, cyphenothrin, etofenprox, fenpropathrin, flucytrinate, tau-fluvalinate, 
phenothrin และ tetramethrin รวมเป็น 14 ชนิด เพ่ือให้สามารถวิเคราะห์ได้ครอบคลุมหรือเท่ากับค่า MRLs 
ของสหภาพยุโรปที่ก าหนดไว้ดังแสดงไว้ที่ภาคผนวก โดยใช้ตัวอย่างไขมันไก่เป็นตัวแทนไขมันสัตว์ ในการพัฒนาวิธี
ได้ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการเตรียมตัวอย่าง 2 วิธี คือ วิธี LLE ที่สามารถสกัดสารที่ละลายได้ดีในไขมัน 
โดยดัดแปลงจากวิธี AOAC 970.52 (AOAC, 2019) กับวิธี QuEChERS ที่เป็นวิธีที่รวดเร็ว เมื่อได้วิธีการเตรียม
ตัวอย่างกับสภาวะที่เหมาะสมของการตรวจวัดด้วยเครื่อง GC-MS/MS แล้ว น าไปพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีตาม
แนวทางของ SANTE/12682/2019 โดยทดสอบพารามิเตอร์ ได้แก่ ความจ าเพาะ (selectivity) ความเป็นเส้นตรง
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ของกราฟมาตรฐาน ช่วงการใช้งานของวิธีวิเคราะห์ (working range) LOD, LOQ ความแม่นและความเที่ยงของ
วิธีวิเคราะห์แบบการทวนซ้ าได้ (repeatability) และความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ (within laboratory 
reproducibility หรือ intermediate precision) และการประเมินค่าความไม่แน่นอนของวิธีวิเคราะห์ เพ่ือแสดง
ให้เห็นว่าวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวมีความน่าเชื่อถือ และตรงตามวัตถุประสงค์การใช้งานที่ก าหนดไว้ วิธี ที่พิสูจน์ความ
ใช้ได้แลว้จะถูกน าไปใช้ในตรวจวิเคราะหต์ัวอย่างไขมันสัตว์ส าหรับการเฝ้าระวังสารตกค้าง 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 

1. อุปกรณ์และเครื่องมือ (Equipments) 
เครื่อง GC-MS/MS (Triple Quadrupole) ยี่ห้อ Thermo scientific รุ่น TRACE 1310-TSQ 8000 

Evo เครื่องลดปริมาตรสารละลายโดยการเป่าด้วยแก๊สไนโตรเจน (N-Evap) เครื่องระเหยสารชนิด rotary 
vacuum evaporator เครื่องเขย่าแนวตั้ง เครื่องชั่งความละเอียด 0.00001 กรัม ส าหรับชั่งสารมาตรฐานและหา
ปริมาณไขมันคงเหลือ เครื่องชั่งความละเอียด 0.01/0.001 กรัม ส าหรับชั่งสารเคมีและตัวอย่าง ตู้อบความร้อน 
เตาเผา อ่างน้ าร้อน เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน vortex mixer และ micropipette ชนิดปรับปริมาตรได้ 10-100, 
20-200, 100-1000 และ 500- 5000 µL 

2. สารเคมีและสารมาตรฐาน 
 ตัวท าละลายอินทรีย์ :  acetonitrile (ACN, AR grade), ethyl acetate (AR grade), n-hexane (AR 
และ PR grade), iso-octane (for residue analysis) ยี่ห้อ RCI Labscan  
 ตัวดูดซับ (sorbents) :  

- Z-sep และ Z-sep+ (plus) ยี่ห้อ Supelco  
- Primary Secondary Amine (PSA) และ octadecylsilane (C18) ยี่ห้อ Vertical, 

magnesium sulfate (MgSO4), anhydrous (AR grade) ยี่ห้อ RCI Labscan  
- Florisil, 60-120 mesh for residues grade ยี่ห้อ J.T. Baker : เตรียมเป็น 1% deactivated 

florisil (DOF) โดย เผา florisil ที่อุณหภูมิ 650 ± 20๐C เป็นเวลาไม่น้อยกว่า 4 ชั่วโมง และเก็บไว้ใน desiccator 
จนกระทั่งอุณหภูมิของ florisil ลดลงเท่าอุณหภูมิห้อง ชั่ง florisil ที่เย็นแล้ว ปริมาณ 99 กรัม ใส่ขวด เติมน้ าที่
ขจัดไอออนแล้ว 1 mL ปิดจุก เขย่านาน 15 นาที น าไป equilibrate ไว้ใน desiccator อย่างน้อย 12 ชั่วโมง 
หรือทิ้งค้างคืน และเขย่าอีกครั้งก่อนใช้งาน 

- Sodium sulfate (Na2SO4), anhydrous granular, 10-60 mesh (AR grade) ยี่ห้อ Macron 
อบที่อุณหภูมิ 130 ± 10๐C อย่างน้อย 16 ชั่วโมง ก่อนใช้งาน 
 แก๊ส :  ฮีเลียมและอาร์กอน ชนิด Ultra high Purity (UHP) ความบริสุทธิ์ 99.999% ใช้กับเครื่อง GC-
MS/MS และแก๊สไนโตรเจนความบริสุทธิ์ 99.995% ใช้กับเครื่อง N-Evap 

สารมาตรฐาน (standards) เกรดวัสดุอ้างอิงรับรอง : bifenthrin (Bifen), cyfluthrin (Cyflu), lambda-
cyhalothrin (Cyha), cypermethrin (Cyper), cyphenothrin (Cyphe), cis-deltamethrin (Delta), etofenprox 
(Eto), fenpropathrin (Fenpro), fenvalerate (Fenva), flucythrinate (Flucy), tau-fluvalinate (Fluva), 
permethrin (Perme), phenothrin (Pheno) และ tetramethrin (Tetra) ยี่ห้อ Dr.Ehrenstorfer สารทั้งหมดมี
ความบริสุทธิ์ระหว่าง 95.0 - 99.73% 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน : ชั่งน้ าหนักและละลายสารมาตรฐานบริสุทธิ์ในตัวท าละลาย iso-octane 
ความเข้มข้นประมาณ 400 µg/mL (ก าหนดเป็น stock standard solution) เตรียมสารละลายมาตรฐานผสม 
14 ชนิด ความเข้มข้น 10 µg/mL ใน iso-octane โดยปิเปต stock standard solution แต่ละชนิด ประมาณ 
120-500 µL จาก stock standard ลงในขวดวัดปริมาตร 5 mL เพ่ือท าเป็น mixed intermediate standard 
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solution สารละลายที่เตรียมได้เก็บรักษาในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิต่ ากว่า -15๐C และเตรียม mixed working 
standard solution ก่อนใช้งาน ความเข้มข้น 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1,000 และ 
2,000 µg/L ใน iso-octane และในสารสกัดตัวอย่างไขมัน (matrix extract) ปริมาตรอย่างละ 1 mL  

3. ตัวอย่างที่ศึกษา 
 ตัวอย่างไขมันสัตว์ ได้แก่ ไขมันไก่ ไขมันเป็ด ไขมันสุกร ไขมันโค ซึ่งบดสับให้ละเอียด ใส่ขวดแก้ววางใน
อ่างน้ าร้อนทีอุ่ณหภูมิ 65±5๐C ประมาณ 2 ชั่วโมง จนกระท่ังมีลักษณะเป็นน้ ามัน ดูดใส่ขวดแก้วขนาดเล็กและเก็บ
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4. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ 
4.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมของเครื่อง GC-MS/MS  

ทดสอบหาสภาวะการท างานของเครื่อง GC-MS/MS เพ่ือให้เหมาะสมส าหรับตรวจวิเคราะห์สารกลุ่มไพรี
ทรอยด์ 14 ชนิด โดยใช้เครื่อง GC ที่มีส่วนฉีดสารตัวอย่าง (injector) ชนิด splitless และ capillary column 
ชนิด DB – 5MS UI เส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 0.25 มิลลิเมตร ความยาว 30 เมตร ความหนาของฟิล์มเคลือบ 
0.25 ไมโครเมตร ซึ่งต่อกับ guard column ยาว 5 เมตร เครื่อง MS ที่มีแหล่งก าเนิดไอออน (ion source) เป็น
ชนิด electron ionization (EI) และมีส่วนแยกมวล (mass analyzer) เป็นชนิด triple quadrupole ปรับหา
สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ เช่น อัตราการไหล (flow rate) ของแก๊สฮีเลี่ยมความบริสุทธิ์ 99.999% ที่ถูกใช้
เป็นแก๊สพา (carrier gas) สารเข้าสู่คอลัมน์ อุณหภูมิของ GC oven เพ่ือให้สารที่วิเคราะห์แยกกันได้ดีที่สุด 
อุณหภูมิ injection port, transfer line และ ion source โดยฉีดสารละลายมาตรฐานผสมกลุ่มไพรีทรอยด์ที่
ความเข้มข้น 1000 µg/L ใน iso-octane ปริมาตร 1 µL เข้าเครื่อง GC-MS/MS ในโหมด full scan (100-550 m/z) 

เมื่อได้สภาวะของเครื่อง GC-MS/MS ที่เหมาะสมเรียบร้อยแล้ว ตรวจสอบเวลาที่สารถูกชะและแยกออก
จาก GC column (retention time, RT) ของสารแต่ละชนิดโดยการเปรียบเทียบ mass spectrum กับ
ฐานข้อมูล NIST Library และเลือกไอออนที่จะใช้เป็นไอออนของสารตั้งต้น (precursor ion, PI) ในการแตกตัว
รอบท่ีสอง (MS2) 

ท าการหา product ions หรือ transition ions ที่ให้ขนาดสัญญาณ (intensity) ของ product ions 
สูงสุดอย่างน้อย 3 ion จาก PI ที่เลือกไว้ โดยปรับตั้งค่า CE ในช่วง 5-50 eV แล้วฉีดสารละลายมาตรฐานผสมกลุ่ม
ไพรีทรอยด์ที่ความเข้มข้น 1000 µg/L ในโหมด product ion scan เมื่อได้ข้อมูลแล้วจึงเลือกค่า CE ที่เหมาะสม
ส าหรับสารแต่ละชนิดเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ถัดไป 

4.2 การหาค่า Instrument detection limit (IDL) 
 ฉีดสารละลายมาตรฐานผสมกลุ่มไพรีทรอยด์ที่ความเข้มข้น 0.5, 1 µg/L ใน iso-octane และในเมทริกซ์
ที่ความเข้มข้น 1 µg/L ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า เข้าเครื่อง GC-MS/MS ตรวจสอบค่าสัญญาณของสารที่ต้องการ
วิเคราะห์เทียบกับสัญญาณรบกวน (signal to noise ratio, S/N) โดยใช้โปรแกรมประมวลผลของเครื่อง GC-
MS/MS ก าหนดเกณฑ์ยอมรับของ S/N ≥ 3 

 

4.3 การพัฒนาวิธีการสกัดและการ clean-up 
4.3.1 วิธีที่ 1 liquid-liquid extraction (LLE) 
 การสกัด 
 เติมไขมันไก่ที่เป็น sample blank (SB) ที่ได้จากการหลอม 1 กรัม ใส่ในกรวยแยกขนาด 250 mL 
จ านวน 6 ใบ ก าหนด 3 ใบแรก เป็น SB1-SB3 ใบที่ 4-6 เป็น spiked fat (SP1-SP3) โดยเติมสารมาตรฐานไพรี
ทรอยด์ผสมลงไปในกรวยแยกให้มีความเข้มข้น 100 µg/kg ในไขมัน แล้วเขย่าผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ประมาณ        
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5 นาที ท าการสกัดไขมันในกรวยแยกด้วย n-hexane (AR grade) ปริมาตร 50 mL เขย่าให้ไขมันละลายใน      
n-hexane เติม ACN อ่ิมตัวด้วย n-hexane ปริมาตร 25 mL ปิดจุกเขย่าด้วยเครื่องเขย่าแนวตั้ง เป็นเวลา 2 นาที 
น าออกมาตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้นนานอย่างน้อย 10 นาท ีถ่ายสารที่สกัดได้ในชั้นล่าง (ชั้น ACN) ใส่ใน round bottom 
flask (RBF) สกัดซ้ าด้วย ACN อ่ิมตัวด้วย n-hexane ปริมาตร 25 mL อีก 2 ครั้ง ระเหยสารในขวด RBF ใน
เครื่อง rotary vacuum evaporator ให้เหลือสารสกัดประมาณ 3 mL  

- ตัวอย่าง SB1 ถ่ายสารและชะภายในขวดด้วย ACN ใส่ในหลอดแก้วที่ทราบน้ าหนักแน่นอน (ได้จาก
อบแห้งที่อุณหภูมิ 100๐C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ชั่งน้ าหนักเมื่อหลอดเย็นแล้ว) และระเหยสารในหลอดด้วยเครื่อง  
N-Evap ที่อุณหภูมิไม่เกิน 40๐C จนแห้ง น าไปอบที่อุณหภูมิ 100๐C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ท าให้เย็นลง ชั่งน้ าหนัก 
ค านวณหาปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ 

- ตัวอย่าง SB2, SB3, SP1-SP3 ถ่ายสารและชะภายในขวดด้วย ACN ใส่ในหลอดแก้ว ระเหยสารใน
หลอดด้วยเครื่อง N-Evap ที่อุณหภูมิไม่เกิน  40๐C จนเกือบแห้ง เติมสาร n-hexane (PR grade) 1 mL ให้ได้
ปริมาตร 1 mL แล้ว vortex น าไปท าการ clean-up 

 การ Clean-up 
 ถ่ายสารสกัด SB2, SB3 และ SP3-SP5 ลงใน florisil glass column โดยแต่ละคอลัมน์มี 1% DOF 
ประมาณ 8 กรัม และ Na2SO4 ที่ด้านล่างและด้านบนของ florisil ด้านละ 0.5 กรัม แล้วชะสารใน tube ด้วย 
ethyl acetate : n-hexane, PR grade (50:50) ปริมาตร 5 mL vortex และเทลง column ชะซ้ าและถ่ายใส่ 
column อีกครั้ง แล้วปล่อยให้สารไหลออกลงสู่หลอดแก้วสะอาดที่วางรองรับสารใต้คอลัมน์ น าไประเหยแห้งด้วย
เครื่อง N-Evap  

- หลอด SB2 หาปริมาณไขมันคงเหลือเช่นเดียวกับ SB1 
- หลอด SB3, SP1-SP3 ปรับปริมาตรด้วย iso-octane ปริมาตร 2 mL น าไปวิเคราะห์ด้วย GC-

MS/MS ด้วยโหมด full scan และในโหมด selected reaction monitoring (SRM) เพ่ือทดสอบสารรบกวนที่เหลือ
จากการ clean-up และค่า %recovery  

 

4.3.2 วิธี 2 QuEChERS  
4.3.2.1 ศึกษาวิธีสกัดกับการท าให้ตกตะกอนไขมันด้วยวิธี freezing out 

(1) เตรียมตัวอย่างและตัวท าละลายสกัดใส่ลงใน centrifuge tube ขนาด 50 mL จ านวน 4 ชุด ๆ ละ 
3  หลอด ดังนี้  

- ชุดสกัดที่ 1 ไขมัน 1 กรัม เติมสาร 1% DOF 5 กรัม คนให้เข ้ากัน และสกัดด้วย ACN ปริมาตร  
20 mL (แบบที่ 1) 

- ชุดสกัดที่ 2 ไขมัน 1 กรัม เติมสาร 1% DOF 5 กรัม คนให้เข ้ากัน และสกัดด้วย ACN อ่ิมตัวด้วย 
n-hexane ปริมาตร 20 mL (แบบที่ 2) 

- ชุดสกัดที ่3 ไขมัน 1 กรัม สกัดด้วย ACN ปริมาตร 20 mL (แบบที่ 3) 
- ชุดสกัดที่ 4 ไขมัน 1 กรัม สกัดด้วย ACN อ่ิมตัวด้วย n-hexane ปริมาตร 20 mL (แบบที่ 4) 

(2) เขย่าผสมไขมันกับตัวท าละลายให้เข้ากันด้วย vortex mixer นาน 1 นาที  แล้วน าเข้าเครื่องเขย่า
แนวตั้ง นาน 5 นาที แต่ละชุดวิธีสกัดจะถูกทดสอบการท าให้ตกตะกอนไขมันด้วยวิธี freezing out ดังนี้ 

(a) ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ -20๐C เป็นเวลา 15 นาท ี(วิธี A)  
(b) ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4๐C  เป็นเวลา 15 นาที แล้วน าเข้าตู้แช่ที่

อุณหภูมิ -25๐C เป็นเวลา 1 คืน (วิธี B) 
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(c) น าเข้าตู้แช่ที่อุณหภูมิ -25๐C  เป็นเวลา 1 คืน และน าออกมาปั่นเหวี่ยงทันทีที่ความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 15 นาท ี(วิธี C) 

(3) เทส่วนใสที่ได้จากการท า freezing out ใส่หลอดแก้ว ระเหยแห้ง น าไปหาปริมาณไขมันที่เหลืออยู่ 
วิธีการเช่นเดียวกับวิธี LLE 

 

4.3.2.2 ศึกษาวิธีการ clean-up ด้วยการใช้ dSPE 
(1) ชั่งตัวอย่างไขมันใส่ centrifuge tube ขนาด 50 mL จ านวน 8 ชุด แต่ละชุดประกอบ SB 2 หลอด 

(SB1, SB2) และ SP 3 หลอด (SP1-SP3) เติมสารมาตรฐานไพรีทรอยด์ผสม 14 ชนิด ให้มีปริมาณ 100 µg/kg ใน
หลอด SP แล้ว vortex 30 วินาที และตั้งทิ้งไว้ 10 นาที ก่อนน าไปท าการสกัดและ freezing out กับวิธีในข้อ 
4.3.2.1(1) – 4.3.2.1(2) ที่มีปริมาณไขมันเหลือน้อยที่สุด  

(2) ปิเปตส่วนใสที่ได้จากการ freezing out ปริมาตร 10 mL ใส่ในหลอดที่มี dSPE ดังนี้ 
(a) PSA 400 mg + C18 400 mg + MgSO4 300 mg  
(b) PSA 125 mg + Z-Sep+ 500 mg + MgSO4 300 mg  
(c) PSA 125 mg + Z-Sep+ 500 mg + C18 125 mg + MgSO4 300 mg 
(d) PSA 125 mg + Z-Sep+ 500 mg + C18 250 mg + MgSO4 300 mg 
(e) PSA 125 mg + Z-Sep+ 500 mg + C18 500 mg + MgSO4 300 mg 
(f) PSA 250 mg + Z-Sep+ 500 mg + C18 500 mg + MgSO4 300 mg 
(g) PSA 500 mg + Z-Sep+ 500 mg + C18 500 mg + MgSO4 300 mg 
(h) PSA 500 mg + Z-Sep 500 mg + C18 500 mg + MgSO4 300 mg 

(3) หลังจากนั้น เขย่าแรงๆ ประมาณ 1 นาที ด้วย vortex mixer แล้วน าไปปั่นตกตะกอนด้วย
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ -20๐C นาน 15 นาที  

- ปิเปตส่วนใสของหลอด SB1 ปริมาตร 10 mL ใส่ในหลอดแก้วที่ทราบน้ าหนักน าไปหาปริมาณไขมัน
คงเหลือ  

- ปิเปตส่วนใสของหลอด SB2, SP1-SP3 ปริมาตร 10 mL ใส่ในหลอดใหม่ ระเหยจนแห้งด้วยเครื่อง N-
Evap ปรับปริมาตรด้วย iso-octane ปริมาตร 1 mL และน าไปวิเคราะห์ด้วย GC-MS/MS ด้วยโหมด full scan 
และ SRM เพ่ือทดสอบสารรบกวนที่เหลือจากการ clean-up และค่า %recovery  

4.3.3 ตรวจสอบปริมาณไขมันคงเหลือ  

% ไขมันคงเหลือ  = 
(น้ าหนักหลอดแก้ว+ไขมันที่อบแห้ง) - น้ าหนักหลอดแก้ว 

X 100 
น้ าหนักตัวอย่าง 

4.3.4 ตรวจสอบค่า %recovery และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative stanadard deviation, RSD) 
ของการทดสอบ spiked sample โดยที่ 

โดยที่ %recovery (%R) = [CF/ (CU+CA)] x 100 
เมื่อ  CF   = ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ได้ใน spiked sample (conc found)  

CU  = ความเข้มข้นของสารใน sample blank (conc unspiked) 
CA  = ความเข้มข้นของสารที่เติมลงไปใน sample blank (conc added)  

และ  %RSD = (standard deviation (sd)/mean conc ) x 100 
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4.3.5 ทดสอบประสิทธิภาพการสกัดกับการท าให้บริสุทธิ์กับไขมันชนิดต่างๆ  
ท าการสกัดตัวอย่างไขมันไก่ ไขมันเป็ด ไขมันสุกร ไขมันโคกับวิธีสกัดและ clean-up ที่มีปริมาณ

ไขมันคงเหลือน้อยที่สุด เปรียบเทียบปริมาณไขมันคงเหลือในข้ันตอนสุดท้ายจากลักษณะ interference ของไขมัน
แต่ละชนิด 

5. การพิสูจน์ความใช้ได้วิธี 
เมื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ได้ตามเกณฑ์ที่เหมาะสมแล้ว จึงท าการยืนยันประสิทธิภาพของวิธีโดยการพิสูจน์

ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังนี้ 

5.1 การทดสอบความจ าเพาะ (Specificity) 
วิเคราะห์ method blank กับ sample blank เทียบกับสารมาตรฐานไพรีทรอยด์ 14 ชนิด เพ่ือ

ตรวจสอบการรบกวน โดยพิจารณาสัญญาณสารที่ปรากฏใน sample blank ที่มี retention time (RT) กับมวล
ต่อประจุ (m/z) ตรงกับพีคสารที่วิเคราะห์ในสารมาตรฐานไพรีทรอยด์ 14 ชนิด ถ้าปรากฏว่ามีใน sample blank 
จะต้องน้อยกว่า 30 % ของสัญญาณสารใน spiked sample ที่ระดับ LOQ 

5.2 การตรวจสอบผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) และช่วงความเข้มข้นที่ให้กราฟมาตรฐานเป็น
เส้นตรง (Linearity of calibration curve) 

ฉีดสารมาตรฐานไพรีทรอยด์ในตัวท าละลายกับในสารสกัดไขมันสัตว์ (เมทริกซ์) จ านวน 11 ความเข้มข้น 
ได้แก่ 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 และ 2000 µg/L ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า เข้าเครื่อง GC-
MS/MS เมื่อได้ผลทดสอบ สร้างกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานแต่ละชนิดโดยให้แกน X เป็นความเข้มข้นของ
สารที่ต้องการวิเคราะห์ และแกน Y เป็นพ้ืนที่ใต้พีค ได้เป็นความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (y = mx + c) และ ประเมิน
ความเป็นเส้นตรงจากค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) ก าหนดเกณฑ์การยอมรับ
ของค่า R2 

 0.990 แล้วท าการเปรียบเทียบและประเมิน %matrix effect (ME) ซึ่งค านวณจากสัดส่วนความชัน
จากกราฟมาตรฐานในเมทริกซ์กับความชันจากกราฟมาตรฐานในตัวท าละลาย ซึ่งค่าการยอมรับไม่เกิน ±20% 
(SANTE/12682/2019)  

 

%ME   = ( ความชันจากกราฟมาตรฐานในเมทริกซ์  
-1 ) X 100 

ความชันจากกราฟมาตรฐานในตัวท าละลาย 
 

5.3 การทดสอบ Limit of Detection (LOD) & Limit of Quantitation (LOQ) 
หาค่า LOD และ LOQ โดยประมาณด้วยการวิเคราะห์ spiked fat sample ที่เติมสารมาตรฐานลงใน

ตัวอย่างไขมันให้มีความเข้มข้น 10 µg/kg จ านวน 5 ซ้ า  แล้วน าไปฉีดเข้าเครื่อง GC-MS/MS และหาค่าความ
เข้มข้นเทียบกราฟมาตรฐานในเมทริกซ์ ค านวณค่าความเข้มข้นเฉลี่ย (mean) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
ของความเข้มข้นใน spiked fat sample ที่วิเคราะห์ได้ และค่า LOD และค่า LOQ จากสูตรตามแนวทาง 
Eurachem (Magnusson and Örnemark, 2014) 

'
03SLOD   และ '

010SLOQ   ´    

เมื่อ  
n
0S'

0S   และ  S0 = SD 

n = จ านวนซ้ าของตัวอย่างตามวิธีทดสอบในงานประจ า (n = 1) 
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เมื่อได้ค่า LOD และ LOQ โดยประมาณแล้ว วิเคราะห์ spiked fat sample ที่ความเข้มข้นใกล้เคียงกับ
ค่าที่ค านวณได้ ความเข้มข้นละ 5 ซ้ า เพ่ือเป็นการยืนยันค่า LOD และ LOQ  โดยแต่ละความเข้มข้นทดสอบ
ภายในวันเดียวกัน 

- ค านวณค่า S/N ก าหนดเกณฑ์ยอมรับค่า LOD ที่ความเข้มข้นให้ค่า S/N ≥ 3 และค่า LOQ ที่ความ
เข้มข้นให้ค่า S/N ≥ 10 

-  ค านวณค่าเฉลี่ย ค่า SD ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ของความเข้มข้นที่วัดได้ ค่าร้อยละ
การกลับคืนเฉลี่ย (%mean recovery, MR) ของความเข้มข้นที่ LOQ โดยก าหนดเกณฑ์ยอมรับ %MR อยู่ในช่วง 
70-120% ค่า RSD มีค่า ≤ 20% 

5.4 การทดสอบความแม่นและความเที่ยง  
ท าการสกัด spiked fat sample 4 ความเข้มข้น ที่ระดับ LOQ, 2xLOQ, 100 และ 3,000 µg/kg ความ

เข้มข้นละ 2 ชุด แต่ละชุดท าต่างวันกัน วิเคราะห์ spiked fat sample ด้วยเครื่อง GC-MS/MS เทียบกราฟ
มาตรฐานในเมทริกซท์ี่ครอบคลุมกับความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ในสารสกัดตัวอย่าง  

- ประเมินความแม่นและความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ (repeatability precision) โดยค านวณค่าความ
เข้มข้นเฉลี่ย ค่า SD และค่า %RSDr และค่า %MR ของความเข้มข้นใน spiked fat sample แต่ละชุด/ความ
เข้มข้นที่วิเคราะห์ได้ เกณฑ์ยอมรับ %recovery และ %RSDr เช่นเดียวกับค่า LOQ 

- ประเมินความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ (intermediate precision) โดยค านวณค่าเฉลี่ย  ค่า SD และค่า 
%RSDi ของ spiked fat sample ทั้ง 2 ชุดในแต่ละความเข้มข้นที่วิเคราะห์ได้ เกณฑ์ยอมรับความเที่ยงแบบการ
ท าซ้ าได้ จากค่า %RSDi  ≤ 20 % 

5.5 การทดสอบความเป็นเส้นตรงของวิเคราะห์ (Working range) 
ศึกษาความเป็นเส้นตรงของช่วงวิเคราะห์ โดยการวิเคราะห์ spiked fat sample ที่ความเข้มข้น 5, 10, 

50, 100, 500, 1,000 และ 3,000 µg/kg ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นที่
เติมลงในตัวอย่าง (แกน x) กับพ้ืนที่ใต้พีค (แกน y) ค านวณหาค่า R2 ก าหนดเกณฑ์ยอมรับค่า R2 ≥ 0.990 

5.6 การทดสอบความคงตัว (Stability) 
ทดสอบสารละลาย spiked fat sample ความเข้มข้น 10 µg/kg ซ้ า หลังจากเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -18๐C 

เป็นเวลา 7 วัน กับกราฟมาตรฐานในเมทริกซ์ ตรวจสอบค่า %MR และ %RSDr ก าหนดเกณฑ์ยอมรับ %MR อยู่
ในช่วง 70-120% ค่า RSDr มีค่า ≤ 20% 

5.7 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด 
ประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดของการวิเคราะห์สารกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ที่ระดับ LOQ 

โดยใช้วิธีการของ EURACHEM (2014) ซึ่งค านวณรวมจากทุกแหล่งที่มาของความไม่แน่นอน แล้วค านวณเป็นค่า
ความไม่แน่นอนขยาย (expanded uncertainty, UE) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้ค่า coverage  factor 
(k) = 2  ประเมินค่าความไม่แน่นอนในรูป relative expanded uncertainty (%RU) 

%RU    = 
ค่าความไม่แน่นอนขยาย 

X 100 
ปริมาณท่ีทดสอบได้ใน spiked sample (LOQ) 
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6. การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
วิเคราะห์ตัวอย่างไขมันไก่ 10 ตัวอย่าง ไขมันเป็ด 3 ตัวอย่าง และไขมันสุกร 5 ตัวอย่าง ของกิจกรรมเฝ้า

ระวังสารตกค้าง และไขมันโค 2 ตัวอย่าง ที่ได้ซื้อจากตลาดสดในเขตจังหวัดปทุมธานี รวม 20 ตัวอย่าง ซ่ึงในการ
วิเคราะห์ตัวอย่าง ท าการควบคุมคุณภาพผลการวิเคราะห์ภายในด้วย spiked sample ที่ความเข้มข้น 10 µg/kg
จ านวน 2 ซ้ า sample blank, method blank  อย่างละ 1 ซ้ า และ duplicate sample 10% ของจ านวน
ตัวอย่างทดสอบ ตรวจสอบ %recovery ของ spiked sample ต้องอยู่ในเกณฑ์ 70-120% และ %relative 
percent difference (RPD) ของการท าซ้ า ไม่เกิน 20% กรณีที่พบสารที่สงสัยว่าเป็นสารตกค้างที่วิเคราะห์ ท า
การยืนยันชนิดสารที่พบด้วย ion intensities ratio (IR) ของสารที่วิเคราะห์แต่ละตัวใน อยู่ในช่วง ±30% ของ IR 
เฉลี่ยของสารมาตรฐานตามเกณฑ์ SANTE/12682/2019 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ 
1.1 สภาวะที่เหมาะสมของเครื่อง GC-MS/MS 

เครื่อง GC-MS/MS triple quadrupole ได้ถูกทดสอบหาสภาวะเพื่อวิเคราะห์สารในกลุ่มไพรีทรอยด์
14 ชนิด ด้วยการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมที่ความเข้มข้น 1000 µg/L เข้าสู่ capillary GC column ชนิด 
DB–5MS UI ที่มี stationary phase เป็น 5% Phenyl-Methylpolysiloxane และสามารถใช้งานที่อุณหภูมิสูง
ถึง 325 -350๐C เลือกแหล่งก าเนิดไอออนชนิด EI เพื่อท าให้สารแตกตัวเป็นไอออนในโหมด full scan ในช่วง 
100-500 m/z เพื่อให้ได้ RT และเลือกไอออนของสารตั้งต้น (precursor ion, PI) ของแต่ละสารที่มีสัญญาณ
สูงสุด ซึ่งจากการทดลองได้โปรแกรมอุณหภูมิของ GC oven ส าหรับแยกสารที่ดีที่สุด โดยเริ่มต้นที่ 100 ๐C (นาน 
0.50 นาที) แล้วเพ่ิมอุณหภูมิในอัตรา 20.0๐C/min เป็น 280๐C (นาน 1.50 นาที) และอัตรา 10๐C/min ขึ้นเป็น 
300๐C (นาน 3 นาที) อัตราการไหลของแก๊สฮีเลี่ยมส าหรับการพาสารเข้าสู่คอลัมน์เพ่ือการแยกสารคือ 1.0 mL/min 
อุณหภูมิ injection port 290๐C, transfer line 290๐C และ ion source 250๐C การตั้งอุณหภูมิของ transfer 
line และ ion source จะใกล้เคียงกันกับอุณหภูมิระดับสุดท้ายที่สูงสุดของ GC oven เพ่ือเป็นการป้องกันไอ
ระเหยสารที่เคลื่อนออกมาจากคอลัมน์แยกสารผ่านเข้าสู่ส่วนของ MS ควบแน่นกลายเป็นของเหลว ท าให้ความไว
ของเครื่องลดลงและลักษณะของพีคสารที่ได้มีหางพีคเกิดขึ้น จากสภาวะส่วนนี้ สารไพรีทรอยด์แต่ละชนิดจะถูกชะ
ออกจาก column มีลักษณะการแยกของพีคสารในโหมด full scan ดังภาพที่ 1 และได้ตรวจสอบ m/z จาก 
NIST Library พบว่าการแยกสารกลุ่มไพรีทรอยด์ด้วยสภาวะข้างต้น มีสาร cypermethrin isomer 3 กับ 
flucythrinate isomer 1 และ etofenprox กับ flucytrinate isomer 2 ถูกชะออกออกจากคอลัมน์ที่ RT 
เดียวกัน แต่สามารถระบุแยกชนิดสารออกจากกันได้ด้วย MS เนื่องจากสารที่มี RT เดียวกัน แต่มีค่า m/z ที่
แตกต่างกัน จึงไดเ้ลือก PI ของสารไพรีทรอยด์ 14 ชนิด ที่มีสัญญาณสูงสุดเพื่อน าไปก าหนดหา product ions   

การหา product ions ที่ให้ความเข้มสูงสุดอย่างน้อย 3 ไอออนกับค่า CE ที่เหมาะสมในโหมด product 
ion scan เพ่ือก าหนด product ion ตัวที่ความเข้มสูงสุดเป็น quantifier ส าหรับหาปริมาณสาร และตัวที่มีความ
เข้มรองมาจะเป็น qualifier ใช้ส าหรับการยืนยันชนิดสาร ซึ่งจากการตรวจหาสภาวะที่เหมาะสมทั้งในโหมด 
fullscan และ product ion scan ได้ก าหนดเวลาที่ใช้หน่วงให้ตัวท าละลายออกก่อนท าการสแกนไอออน 
(solvent delay) คือ 90 วินาที และความดันของแก๊สอาร์กอนส าหรับพลังงานการชน คือ 50 psi ซึ่งจากการ
ทดลองไดเ้วลาที่สารถูกชะออกจากคอลัมน์ ค่ามวลต่อประจุของ PI, product ions และค่า CE ดังตารางที ่2 
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ภาพที ่1 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานสารไพรีทรอยด์ 14 ชนิด ที่ระดับความเข้มข้น 1000 µg/L  

ใน iso-octane ที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-MS/MS (triple quadrupole)  
 
ตารางที่ 2 Retentiom time (RT) และค่า Mass transition ส าหรับสารไพรีทรอยด์ 14 ชนิด ที่ตรวจ
วิเคราะห์ด้วย GC-MS/MS (Triple Quadrupole) 

Pesticides RT (min) 
Quantification 

transition  
(CE; V) 

Confirmation 
transition 1  

(CE; V) 

Confirmation 
transition 2  

(CE; V) 
Bifenthrin 10.86 181>165.9 (10) 165.1>163.6 (24) 181>179 (12) 
Tetramethrin 1, 2 10.82, 10.92 164>107.1 (12) 164>77.1 (24) 164>135.1 (8) 
Fenpropathrin 11.03 265>181 (25) 265>152 (35) 265>210 (10) 

Phenothrin 11.23, 11.31 183>128 (20) 183>153.3 (20) 183>168.1 (20) 
Cyhalothrin 11.42, 11.61 207.9>180.9 (8) 180.9>152 (22) 197.1>141.1 (10) 
Cyphenothrin 1, 2 12.05, 12.08 181>152 (20) 123>81 (8) 181>127 (20) 
Permethrin 1 
Permethrin 2 

12.36 
12.46 

183>153 (12) 
183>153 (12) 

163>91.1 (12) 
183>165.1 (10) 

183.1>168 (12) 
183.1>168 (10) 

 Cyfluthrin 1 
 Cyfluthrin 2 
 Cyfluthrin 3 
 Cyfluthrin 4 

12.81 
12.89 
12.95 
12.98 

163>127.1 (6) 
163>127.1 (6) 
163>127.1 (6) 
163>127.1 (6) 

163>91.1 (12) 
163>91.1 (12) 
163>91.1 (12) 
163>91.1 (12) 

163>65.1 (26) 
206>151.1 (12) 
226>206.1 (12) 
226>206.1 (12) 

 Cypermethrin 1, 2, 3, 4 13.12, 13.21, 
13.28,13.30 

163>127 (10) 181>127 (25) 181>152 (25) 

Flucytrinate 1, 2 13.27, 13.46 199.1>107.1 (22) 157>107 (12) 199.1>157.1 (18) 
Etofenprox 13.45 163.1>135.1 (10) 163.1>107.1 (16) 163.1>77.1 (32) 
Fenvalerate 1 
Fenvalerate 2 

14.08 
14.31 

167>125 (10) 
167>125 (10) 

125>89.3 (20) 
125>89.3 (20) 

225.1>119.1 (18) 
167>89 (32) 

Fluvalinate 1, 2 14.17, 14.24 250>199.9 (18) 185>152.1 (22) 250>55.1 (16) 
Deltamethrin 14.99 252.8>92.9 (16) 181>152.1 (22) 252.8>172 ) 
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1.2 ค่า Instrument detection limit (IDL) 
  พบว่า S/N เฉล ี่ยของสารในกลุ่มไพรีทรอยด์ในตัวท าละลายที่ความเข้มข้น 0.5, 1 µg/L และในเมทริกซ์ที่
ความเข้มข้น 1 µg/L มีค่ามากกว่าเกณฑ์ที่ก าหนด (≥ 3) ดังตารางที่ 3 ความเข้มข้นข้างต้นสามารถน ามาใช้
ตรวจสอบความไวของเครื่องวิเคราะห์ได้ นอกจากนี้ ยังสามารถก าหนดให้เป็นความเข้มข้นต่ าสุดของกราฟ
มาตรฐาน (lowest calibration level, LCL) ได้ เนื่องจากมี S/N มากกว่า 10 เหมาะสมส าหรับการศึกษาค่า 
LOQ ซึ่งเป็นระดับต่ าสุดที่ใช้ในการรายงานผลทดสอบเชิงปริมาณ 

ตารางที่ 3 ค่า Signal to noise (S/N) ที่ระดับ Instrument detection limit (IDL) ของเครื่อง GC-MS/MS ที่
ตรวจวัดสารกลุ่ม Pyrethroid 

Pesticides 
Mean S/N  

Standard solvent 
0.5 µg/L (n = 3) 

Standard solvent  
1 µg/L (n = 3) 

Standard matrix 
1 µg/L (n = 3) 

Bifenthrin 13.11 26.92 964.73 
Tetramethrin  102.72 147.42 226.31 
Fenpropathrin 100.62 137.92 299.79 
Phenothrin 59.06 80.46 409.01 
lambda-Cyhalothrin  239.11 378.02 962.98 
Cyphenothrin  46.15 56.87 449.67 
Permethrin  116.23 148.99 209.8 
Cyfluthrin  27.59 39.31 456.06 
Cypermethrin 45.98 85.15 401.68 
Flucythrinate 123.52 162.38 9605.55 
Etofenprox 205.45 367.21 469.23 
Fenvalerate 192.45 204.30 1623.95 
Fluvalinate  90.59 129.59 257.97 
Deltamethrin  113.30 173.91 1314.47 

2. การพัฒนาวิธีการสกัดและ clean-up 
2.1 วิธี LLE  

พบว่าการใช้ตัวท าละลาย n-hexane สามารถก าจัดแยกไขมันออกไปจากชั้น ACN อ่ิมตัวด้วย n-hexane
ได้ดีและการ clean-up ด้วย florisil column โดยใช้ตัวท าละลาย ethyl acetate : n-hexane (50:50) ชะสาร
ไพรีทรอยด์ ออกจาก column และก าจัดไขมันออกไปได้เพ่ิมขึ้น ซึ่งมีปริมาณไขมันคงเหลือก่อนและหลังผ่าน 
florisil column 1.6% (SB1) และ 0.5% (SB2) และ %MR (SP1-SP3) ได้อยู่ในช่วง 82.6% (fluvalinate) – 
92.4 (deltamethrin) และ %RSD อยู่ในช่วง 6.3-8.8 %  

ส าหรับการทดสอบ SB3 ด้วยโหมด full scan พบ interference peak ค่อนข้างมาก ในช่วงต้นของโคร
มาโทแกรมกับพีคที่สูงมากในเวลา 15.70 นาที ดังภาพที่ 2 เมื่อเทียบกับ RT ของโครมาโทแกรมสารกลุ่มไพรี
ทรอยด์แล้ว พบพีคสารที่ RT 12.2-12.3 นาที ซึ่งกับกับ RT ของสาร cypermethrin แต่มีมวลต่อประจุไม่
เหมือนกัน เมื่อตรวจสอบกบัฐานข้อมูลใน NIST library พบว่าพีคสารส่วนใหญ่เป็นกรดไขมันเอสเทอร์ และพีคสาร
ที่ RT 15.70 นาที คือสารคลอเรสเตอรอล 
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ภาพที่ 2 โครมาโทแกรมของ sample blank ชนิดไขมันไก่ที่สกัดวิธี LLE 
 

2.2 วิธี QuEChERS 
จากการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการสกัดตัวอย่างด้วยวิธี QuEChERS กับเทคนิคการตกตะกอนไขมัน 

พบว่า วิธีการสกัดเพ่ือก าจัดไขมัน แบบที่ 1 ด้วยการเติม 1% DOF และสกัดด้วย ACN กับแบบที่ 4 สกัดด้วย ACN 
อ่ิมตัวด้วย n-hexane แล้วน าไปตกตะกอนไขมันด้วยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ -20๐C 
เป็นเวลา 15 นาท ี(วิธี A) มีปริมาณไขมันไม่แตกต่างกันและเหลือน้อยกว่าวิธีสกัดแบบที่ 2 ที่เติมสาร 1% DOF และ
สกัดด้วย ACN อ่ิมตัวด้วย n-hexane และแบบที่ 3 สกัดด้วย ACN แล้วน าไปตกตะกอนไขมันด้วยการน าเข้าตู้แช่ที่
อุณหภูมิ -25๐C เป็นเวลา 1 คืน และน าออกมาปั่นเหวี่ยงทันทีที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4๐C เป็น
เวลา 15 นาท ี(วิธี C) ซ่ึงการสกัดแบบที่ 3 และตกตะกอนไขมันวิธี C นี้มีปริมาณไขมันเหลือมากท่ีสุด  

เมื่อเปรียบเทียบปริมาณไขมันที่เหลือจากวิธี freezing out 3 วิธี พบว่า วิธีการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ -20๐C เป็นเวลา 15 นาที (วิธี A) นั้น ไขมันได้ตกตะกอนจับกันแน่น สามารถแยก
ชั้นและเทสารสกัดใส่ในหลอดสะอาดได้ดี และมีปริมาณไขมันเหลือน้อยกว่าเล็กน้อยเมื่อเทียบกับการปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 15 นาที แล้วน าเข้าตู้แช่ที่อุณหภูมิ -25๐C เป็นเวลา 1 คืน (วิธี B) 
ส าหรับวิธีที่น าเข้าตู้แช่ที่อุณหภูมิ -25๐C เป็นเวลา 1 คืน และน าออกมาปั่นเหวี่ยงทันทีที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 15 นาท ี(วิธี C) นั้น พบว่าก่อนปั่นเหวี่ยง ไขมันจับตัวในชั้นล่าง และมีบางส่วนลอยอยู่ใน
ตัวท าละลาย แต่หลังการปั่นเหวี่ยงแล้ว สังเกตว่าไขมันที่จับตัวไม่แน่นเท่ากับวิธี A และ B เกิดจากอุณหภูมิใน
ระหว่างปั่นเหวี่ยงสูงขึ้นกว่าในตู้แช่ ไขมันจึงได้ละลายออกมาบ้างในตัวท าละลาย เมื่อถ่ายเทชั้นตัวท าละลาย
อินทรีย์ออกมาจึงท าให้มีปริมาณไขมันที่เหลือมากกว่าอีกสองวิธีข้างต้น จากผลการศึกษาได้เปรียบเทียบเป็น
ประสิทธิภาพการก าจัดไขมัน (100 - %ไขมันคงเหลือ) ได้ดังภาพที่ 3  

การเลือกใช้ตัวท าละลายสกัดมีความส าคัญมาก เมื่อพิจารณาที่การท า freezing out ด้วยวิธีการปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ -20๐C เป็นเวลา 15 นาที (วิธี A) สังเกตพบว่าการสกัดด้วย 
ACN อ่ิมตัวด้วย n-hexane (แบบที่ 4) มีการแยกชั้นไขมันกับตัวท าละลายได้ดีกว่าการสกัดด้วย ACN เพียงอย่าง
เดียว (แบบที่ 3) แสดงว่า n-hexane ที่เป็นตัวท าละลายที่ไม่มีขั้วช่วยดึงไขมันให้แยกออกจาก ACN ที่มีขั้ว
มากกว่า n-hexane ในขณะที่การสกัดที่เติม DOF (แบบที่ 2) ที่เมื่อปั่นเหวี่ยงแล้ว ไขมันบางส่วนอาจละลายเข้าไป 
ACN ที่มี n-hexane อยู่ เมื่อถ่ายชั้นตัวท าละลายใส่หลอดใหม่ จึงมีไขมันมากกว่าการสกัดแบบที่ 1 ที่มีตัวท า
ละลาย ACN อย่างเดียว ไม่มี n-hexane จะดงึไขมันไป florisil จึงจับไขมันได้ดีกว่าการสกัดแบบที่ 2 และไขมันที่
เหลือมีสีที่จางกว่าวิธีแบบอ่ืน เนื่องจาก florisil เป็นสารที่สามารถดูดซับไขมันและสีได้บางส่วน  

ดังนั้น การใช้ ACN อย่างเดียวท าการสกัดสารในตัวอย่างไขมันจึงไม่เหมาะสม จึงเลือกวิธีการสกัดโดย
ใช้ ACN อ่ิมตัวด้วย n-hexane (แบบที่ 4) ที่ไม่ต้องใช้ florisil เป็นการลดสารเคมีที่ต้องใช้ในการทดสอบ และใช้
วิธีการตกตะกอนไขมันด้วยวิธี freezing out แบบปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ -20๐C 
เป็นเวลา 15 นาท ี(วิธี A) ไปท าการตรวจสอบประสิทธิภาพการก าจัด co-extractives ด้วย dSPE  
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ภาพที่ 3 ประสิทธิภาพการก าจัดไขมันด้วยเทคนิคการสกัดกับเทคนิค freezing out  

แม้ว่าไขมันในตัวอย่างจะถูกก าจัดในขั้นตอนการสกัดและ freezing out ได้มากแล้วก็ตาม แต่ยังมี
ไขมันที่เหลืออยู่ในสารสกัด ซึ่งไม่สามารถน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือได้ เพราะจะท าให้เครื่องมือมีความสกปรก 
เกิดความเสียหายและอายุการใช้งานสั้นลง ต้องมีการบ ารุงรักษาบ่อย ซึ่งไม่เป็นผลดีกับเครื่องมือวิเคราะห์ และมี
ความล่าช้าในงานวิเคราะห์ จึงต้องมีการท าให้สารสกัดที่ได้มีความบริสุทธิ์ขึ้นเพียงพอ  

ขั้นตอนการ clean-up ด้วยวิธีการของ QuEChERS ใช้ dSPE เพ่ือท าให้สารสกัดสะอาดขึ้นหรือ
บริสุทธิ์ขึ้น ตัวดูดซับที่ใช้ใน dSPE คือ PSA ส าหรับก าจัดน้ าตาล กรดไขมัน กรดอินทรีย์ ลิปิด และสารสี 
(pigments) C18  ใช้ก าจัดสารประกอบไขมันที่มีสายโซ่ยาว sterol และสารรบกวนชนิดไม่มีขั้ว (Rahman, e.al., 
2017) Z-Sep และ Z-Sep+ มีคุณสมบัติในการก าจัดไขมันในตัวอย่างที่มีไขมันสูงได้ (Michel, et al., 2015) และ 
MgSO4 ส าหรับจับน้ าที่มีอยู่ในสารสกัดตัวอย่าง (Schenck, et al., 2002) การตรวจสอบประสิทธิภาพการท าให้
สารสกัดบริสุทธิ์ขึ้น พิจารณาจากปริมาณไขมันคงเหลือและพีคสาร co-extractives ใน sample blank และ 
%recovery กับ %RSD ของสารในกลุ่มไพรีทรอยด์ใน spiked sample โดยในขั้นตอนการระเหยสารสกัดเพ่ือลด
ปริมาตรให้เข้มข้นขึ้น ต้องระเหยให้ ACN แห้ง เนื่องจาก ACN มีคุณสมบัติที่ละลายสารได้ทั้งที่มีขั้วและไม่มีขั้ว 
หากฉีดสารเข้าสู่ GC column โดยตรง stationary phase ภายใน column จะถูกท าลาย และอายุการใช้งาน 
GC column สั้นลง เพ่ือเป็นการยืดอายุ GC column ให้สามารถวิเคราะห์สารนานขึ้น จึงเปลี่ยนตัวท าละลายใน
การปรับปริมาตรเป็น iso-octane  

จากการทดลองกับ sample blank โดยก าหนดปริมาณ MgSO4 เท่ากันทุกการทดลอง พบว่าส่วนผสม
ของ PSA + C18 (a) หรือ PSA+Z-Sep+ (b) ก าจัดไขมันได้น้อยกว่าตัวดูดซับ 3 ชนิด PSA, C18, และ Z-Sep+ ผสม
กัน (c)–(g) ส าหรับตัวดูดซับผสม (h) ที่เตรียมมีส่วนผสมของ Z-Sep, C18 และ PSA พบว่าการก าจัดไขมันยังได้
น้อยกว่า Z-Sep+ ที่อยู่ในชุด (c)–(g) เนื่องจาก Z-Sep+ เป็นตัวดูดซับที่มีสารเซอร์โคเนียมไดออกไซด์ (ZrO2) และ 
C18 เคลือบอยู่บนซิลิกาเดียวกัน ในลักษณะ dual boned (Michel, et al., 2015) จึงท าให้ก าจัดไขมันได้ดีกว่า 
Z-Sep ที่มีเฉพาะสาร ZrO2 ที่เคลือบอยู่บนซิลิกา ส าหรับสาร ZrO2 มีคุณสมบัติเป็นสารแอมโฟเทอริก (amphoteric) 
และอะตอมของ Zr เป็นกรดลิวอิส ซึ่งท าให้สามารถดูดซับเบสลูอิส เช่น กรดไขมันได้ดี (Peng. et al., 2015)  

เมื่อตรวจสอบปริมาณสัดส่วนที่เหมาะสมกับการก าจัดไขมันด้วย PSA และ C18 เมื่อผสมกับ Z-Sep+ 
พบว่าปริมาณ PSA 250 mg + C18 500 mg + Z-Sep+ 500 mg (f) เป็นสัดส่วนที่ก าจัด co-extractives ได้ดี
ที่สุด ซึ่งมีน้ าหนักแห้งของไขมันคงเหลือคิดเป็น 0.10 % โดยแสดงเป็นประสิทธิภาพการก าจัดไขมันด้วยเทคนิค  
dSPE หลังท าการสกัดและ freezing out ดังภาพที่ 4 และมีผลรวมของพ้ืนที่ใต้พีคของแต่ละการทดสอบน้อยกว่า
ตัวดูดซับผสมอ่ืนๆ ซึ่งปริมาณพ้ืนที่ใต้พีคมีความสัมพันธ์กับน้ าหนักไขมันไปในทางเดียวกัน โครมาโทแกรมที่ใช้ตัว
ดูดซับ (f) สะอาดที่สุด จึงได้เลือกวิธีการ clean-up นี้เปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดกับการท าให้บริสุทธิ์ กับ
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ไขมันไก่ เป็ด สุกร และโค พบว่าน้ าหนักของ co-extractives ในไขมันเป็ดมีมากกว่าไขมันไก่ โค และสุกร 
ตามล าดับ โดยที่ลักษณะของ interference peak ของไขมันไก่และเป็ดที่เป็นสัตว์ปีกมีความเหมือนกัน ส าหรับ
ไขมันสุกรและโค นอกจากพบพีคสารที่เหมือนกับไขมันไก่และเป็ดแล้ว ยังพบพีคสารอ่ืนเพิ่มด้วย ดังภาพที่ 5 

ตรวจสอบ interference peak ในไขมันทั้ง 4 ชนิด กับฐานข้อมูลใน NIST Library พบว่า ส่วนมาก
เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมัน พีคสารเหล่านี้มี RT อยู่ในช่วงต้นของโครมาโทแกรม ไม่ซ้อนทับกับสารกลุ่มไพรี
ทรอยด์ที่อยู่ช่วงท้ายโครมาโทแกรม พบเพียงพีคสารเล็ก ๆ ล าดับที่ 12-14 ซึ่งมี RT ตรงกับสาร cypermethrin แต่มี
มวลต่อประจุไม่เหมือนกัน และพบพีคสารคลอเรสเตอรอล (ล าดับ 18) ที่มีพ้ืนที่ใต้พีคน้อยมากเมื่อเทียบพีคสาร
ในช่วงต้น วิธีการนี้สามารถแยกพีคและตรวจวัดสารไพรีทรอยด์ได้ชัดเจน  

เมื่อพิจารณาค่า %MR และ %RSD จากการใช้ตัวดูดซับผสม (c)-(g) พบว่าค่า %MR อยู่ในเกณฑ์ 70-120% 
และ %RSD < 20% ดังตารางที่ 4  ซ่ึงค่า %MR และ %RSD ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ส าหรับตัวดูดซับผสม 
(a), (b) และ (h) มีคราบไขมันที่สังเกตได้ชัดหลังจากระเหยแห้ง จึงไม่น าไปวิเคราะห์ด้วย GC-MS/MS  

 

   

ภาพที่ 4 ประสิทธิภาพการก าจัดไขมันด้วยเทคนิค dSPEหลงัท าการสกัดและ freezing out ใน sample blank 
 

 
 
ภาพที่ 5  โครมาโทแกรมของ sample blank ชนิดไขมันไก ่(a) เป็ด (b) สุกร (c) และ (d) โค ที่สกัดด้วยวิธี

QuEChERS 

1   Methylmyristoleate  
2   Methyl isomyristate 
3   Myristic acid, ethyl ester  
4   Methyl palmitoleate 
5   Palmitic acid methyl ester 
6  9-Hexadecanoic acid, ethyl ester  
7  Palmitic acid ethyl ester 
8  Cis-10-Heptadecanoic acid 
9  Linoleic acid, methyl ester 
10 Oleic acid, methyl ester 
11 Methyl stearate (Octadecanoic acid, 
     methyl ester) 
12  Ethyl-9, 12-octadecadinoate  
13  1-Pentamethyldisilyloxyoctadecane 
14  Phthalic acid, di(2-propylpentyl) ester 
15  Erucyfamide 
16  Sebacic acid,  2-propylpentyl tetradecyl  
      ester 
17  Squalene 
18 Chloresterol 
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ตารางท่ี 4 ค่า % mean recovery (%MR) และ %RSD ของการทดสอบตัวดูดซับชนิด (c)-(g) 
Pesticides Sorbent (c) Sorbent (d) Sorbent (e) Sorbent (f) Sorbent (g) 

%MR %RSDr %MR %RSDr %MR %RSDr %MR %RSDr %MR %RSDr 
Bifenthrin 91.5 0.9 90.7 1.0 91.4 2.3 92.1 2.1 92.3 4.3 
Tetramethrin  104.3 3.6 103.7 2.8 101.5 1.8 104.5 2.4 104.1 0.5 
Fenpropathrin 103.4 5.2 102.4 7.9 107.8 1.5 107.0 3.2 105.5 4.3 
Phenothrin  95.3 2.1 97.4 3.2 95.2 2.4 95.4 2.4 97.8 2.4 
Cyhalothrin  103.6 1.0 102.9 6.6 101.4 4.3 100.2 4.4 100.6 0.9 
Cyphenothrin  96.3 3.5 99.9 6.5 94.7 3.8 100.2 1.1 99.3 0.1 
Permethrin  97.8 1.3 98.2 0.9 99.7 0.9 101.7 0.6 100.8 0.8 
Cyfluthrin  98.5 0.6 98.0 4.0 99.9 1.8 101.7 0.6 101.1 1.9 
Cypermethrin 98.1 0.6 96.8 1.1 96.5 2.3 98.3 2.0 97.1 1.0 
Flucythrinate 102.2 0.9 99.6 3.2 100.3 4.6 102.6 5.3 105.1 6.1 
Etofenprox 92.5 1.2 97.2 4.0 99.4 2.0 102.5 1.5 101.1 1.3 
Fenvalerate 100.9 2.2 100.6 3.5 100.1 4.9 101.4 2.9 103.6 3.5 
Fluvalinate  103.2 1.8 105.4 1.8 104.6 3.7 103.6 2.0 103.9 0.5 
Deltamethrin  101.8 1.9 96.7 7.8 105.0 3.2 106.3 2.5 104.0 0.7 

เมื่อเปรียบเทียบผลการศึกษาการสกัดสารไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ด้วยวิธี LLE กับวิธี QuEChERS พบว่า
ในขั้นตอนการสกัดกับ freezing out ในวิธี QuEChERS สามารถก าจัดไขมันได้มากกว่าวิธี LLE และขั้นตอน 
clean-up ที่ใช้ตัวดูดซับผสม (c)-(g) ของวิธี QuEChERS สามารถก าจัดไขมันได้มากกว่ารวมทั้งมีค่า %MR กับ 
%RSD ได้ดีกว่าวิธี LLE ที่ใช้ florisil column เพียงอย่างเดียว ทั้งนี้วิธี QuEChERS ที่ใช้ตัวดูดซับผสม (f) มี
ผลรวมพ้ืนที่ใต้พีคน้อยกว่าวิธี LLE ดังนั้น จึงเลือกใช้วิธีการสกัดกับ freezing out และตัวดูดซับผสม (f) ด้วยวิธี 
QuEChERS ในการพิสูจน์ความใช้ได้สารไพรีทรอยด์ 14 ชนิดในไขมันสัตว์ 

3 การพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธี 
3.1 ความจ าเพาะ  

จากการวิเคราะห์ method blank และ sample blank ในโหมด SRM ตรวจไม่พบสารรบกวนที่ให้พีค
และมวลต่อประจุตรงกับสารที่วิเคราะห์ในกลุ่มไพรีทรอยด์ เมื่อเทียบกับ RT ของสารมาตรฐานในช่วง ±0.1 นาที 
ตามเกณฑ ์SANTE/12682/2019 ซ่ึงการวิเคราะห์สารในโหมด SRM ด้วยเครื่อง GC-MS/MS สามารถตรวจวัดพีค
สารเคมีป้องกันก าจัดศัตรูพืชได้อย่างชัดเจน เป็นเทคนิคท่ีมีความไวและความจ าเพาะสูง สามารถตรวจวัดสารสนใจ
ในเมทริกซท์ี่มีสารรบกวนได้ดี  

3.2 ผลกระทบจากเมทริกซ์ และช่วงความเข้มข้นที่ให้กราฟมาตรฐานเป็นเส้นตรง  
 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของสารกลุ่มไพรีทรอยด์จากการฉีดสารมาตรฐานหลาย
ความเข้มข้นในตัวท าละลายและในเมทริกซ์เข้าเครื่อง GC-MS/MS เมื่อน าไปสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน พบว่ากราฟของ
สารทั้ง 14 ชนิด มีความเป็นเส้นตรงตั้งแต่ความเข้มข้น 1–2,000 µg/L โดยค่า R2 มากกว่า 0.990 มีสมการเส้นตรง (y 
= mx + c) ตามตารางท่ี 5 เมื่อน าค่าความชันของกราฟมาตรฐานทั้งสองชนิดมาค านวณเพ่ือตรวจสอบผลกระทบ
จากเมทริกซ์ พบว่า มีเพียง 6 สาร ได้แก่ bifenthrin, fenpropathrin, phenothrin, cyhalothrin, cyphenothrin  
และ permethrin ที่มี %ME ต่ ากว่า 20% คือ ตั้งแต่ 6.6–17.3% และสารที่ไม่อยู่ในเกณฑ์ยอมรับมีค่า %ME 
มากกว่า 20% จ านวน 8 สาร ซึ่งเกิดจากผลกระทบของเมทริกซ์ แบ่งได้ 2 ช่วง คือ ช่วงที่มากกว่า 20–40% จ านวน 
6 สาร ตั้งแต่ 24.6-39.8% ได้แก่ cyfluthrin, cypermethrin, etofenprox, fenvalerate, fluvalinate และ 
deltamethrin และท่ีมากกว่า 40% ขึ้นไป มี 2 สาร คือ tetramethrin และ flucythrinate ตั้งแต่ 41.5-44.2% 
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โดยสารที่มีค่า %ME สูงสุด คือ flucytrinate ซึ่งสังเกตได้จากภาพที่ 6(a) ที่เห็นได้ว่าความชันของกราฟทั้งสอง
แยกห่างออกจากกันมาก ซึ่งมีความแตกต่างกับสาร fenpropathrin ในภาพที่ 6(b) ที่มี %ME ต่ าสุดเท่ากับ 6.6% 
โดยความชันของกราฟทั้งสองของ fenpropathrin มีความใกล้กันมาก แสดงว่าเมทริกซ์มีผลกระทบกับสารไพรี
ทรอยด์เป็นส่วนใหญ่ สัญญาณที่เพ่ิมข้ึนเกิดจากส่วนประกอบเมทริกซ์ปิดกั้นบริเวณ inlet liner และ GC column 
สารที่วิเคราะห์จะถูกดูดซับบนเฟสอยู่กับที่ที่เคลือบอยู่ภายในคอลัมน์ได้น้อยลง ท าให้สารที่วิเคราะห์สามารถ
เคลื่อนทีไ่ปยังเครื่องตรวจวัดได้มากขึ้น (Lozano, et al., 2014) เมื่อเทียบกับสารมาตรฐานที่ปราศจากเมทริกซ์ที่
มีความเข้มข้นเท่ากัน แม้ว่าในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างจะได้ปรับขั้นตอนการ clean-up อย่างละเอียดแล้วก็ตาม 
แต่เนื่องจากตัวอย่างไขมันสัตว์มีสารประกอบเมทริกซ์ในปริมาณมาก จึงยังพบว่ามี co-extractives ที่คงเหลือใน
สารสกัดตัวอย่างอย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ ดังนั้น จึงใช้การชดเชยผลของเมทริกซ์ด้วยการสร้างกราฟมาตรฐานจาก
สารละลายในเมทริกซ์เพ่ือความถูกต้องและเหมาะสมในการพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีและในการวิเคราะห์หาปริมาณ
สารกลุ่มไพรีทรอยดท์ั้ง 14 ชนิด ในตัวอย่างไขมันสัตว์ 
 

 
 
 
 
 
 
 
   

 

ภาพที่ 6 ตัวอย่างกราฟมาตรฐานและการทดสอบ matrix effect โดยท่ี (a) Flucytrinate (matrix   
           enhancement) และ (b) Fenpropathrin (without matrix effect) 

 

ตารางท่ี 5 สมการเส้นตรง ค่า R2 ของกราฟมาตรฐานและ Matrix effect 

Pesticides 
Standard in iso-octane  Standard in Matrix 

%ME 
Calibration curve R2  Calibration curve   R2 

Bifenthrin y = 102,212x – 1,226,589 0.9998  y = 112,924x – 509,791 0.9996 10.5 
Tetramethrin  y = 42949x – 221521 0.9997  y = 30,351x – 1,110,336 0.9992 41.5 
Fenpropathrin y = 6814.3x – 79372 0.9992  y = 6392.4x – 112495 0.9985 6.6 
Phenothrin  y = 3917.5x + 27872 0.9997  y = 3387.6x – 57789 0.998 15.6 
Cyhalothrin  y = 22823x – 209753 0.9995  y = 19816x – 355446 0.9986 15.2 
Cyphenothrin  y = 22823x – 209753 0.9995  y = 19816x – 355446 0.9986 17.3 
Permethrin  y = 17926x – 132167 0.9997  y = 15532x – 244466 0.9982 15.4 
Cyfluthrin  y = 19507x – 85734 0.9997  y = 14065x – 382278 0.9951 38.7 
Cypermcthrin y = 25179x – 178742 0.9993  y = 18561x – 504963 0.9952 35.7 
Flucythrinate y = 36371x – 128019 0.9997  y = 25221x – 762184 0.994 44.2 
Etofenprox y = 128617x – 540184 0.9999  y = 103222x – 2E+06 0.9974 24.6 
Fenvalerate y = 48250x – 223501 0.9997  y = 36005x – 881792 0.9959 34.0 
Fluvalinate  y = 582.24x + 35722 0.9988  y = 416.6x – 12727 0.9949 39.8 
Deltamethrin  y = 6922.3x – 77378 0.9991  y = 5076.5x – 160452 0.9938 36.4 
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3.3 ทดสอบ Limit of Detection (LOD) & Limit of Quantitation (LOQ) 
ผลการทดสอบ spiked fat sample ที่ความเข้มข้น 10 µg/kg ค านวณค่า LOD  และ LOQ ได้ตั้งแต่ 

0.2–1.5 และ 0.7–5.0 µg/kg ตามล าดับ จึงทดสอบยืนยันค่า LOD และ LOQ ที่ความเข้มข้น 1 และ 5 µg/kg 
ตามล าดับ และพบว่า S/N สารกลุ่ม pyrethroid ใน spiked fat sample ความเข้มข้น 1 µg/kg มีค่ามากกว่า 3 
โดย S/N ของสารที่ต่ าสุดคือ fenpropathrin มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 17.2 แสดงว่า สามารถก าหนดให้เป็นความเข้มข้น
เท่ากับ 1 µg/kg เป็นค่า LOD ของวิธีทดสอบได้ และการยืนยันค่า LOQ ที่ความเข้มข้น 5 µg/kg พบว่าอยู่ใน
เกณฑ์ที่ยอมรับทุกสาร ได้แก่ ค่า S/N > 10 โดย S/N ของสารที่ต่ าสุดคือ phenothrin มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 38 ค่า 
%MR อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ 70-120% โดยสาร fluvalinate มีค่าเฉลี่ยต่ าสุดเท่ากับ 80.3% และค่า %RSD อยู่ใน
เกณฑ์ ≤ 20% โดยสาร deltamethrin มีค่า %RSD สูงสุดเท่ากับ 13.5% รายละเอียดดังตารางที่ 6 แสดงว่าวิธี
วิเคราะห์ที่ได้พัฒนาขึ้นมีค่า LOQ ที่ความเข้มข้น 5 µg/kg ซึ่งค่านี้มีความไวเพียงพอกับค่า MRL ที่ก าหนดไว้ต่ าสุด
ที่ 10 µg/kg   

 
ตารางท่ี 6 ผลการทดสอบหาค่า Limit of Detection (LOD) & Limit of Quantitation (LOQ)  

Pesticides 
SPK 10 µg/kg (n=5) LOD (SPK 1 µg/kg, n=5) LOQ (SPK 5 µg/kg, n=5) 

SD 
Est. LOD 

(3S’0 ) 
Est. LOQ  
(10 S’0 ) 

S/N S/N %MR %RSDr 

Bifenthrin 0.12 0.4 1.2 131.4 689.0 84.2 7.2 
Tetramethrin  0.14 0.4 1.4 31.5 105.6 90.9 6.6 
Fenpropathrin 0.45 1.4 4.5 17.2 123.1 88.0 12.2 
Phenothrin  0.50 1.5 5.0 31.5 38.0 104.7 2.0 
Cyhalothrin  0.20 0.6 2.0 196.6 582.8 99.0 3.1 
Cyphenothrin  0.18 0.5 1.8 31.2 48.0 102.3 3.7 
Permethrin  0.26 0.8 2.6 48.6 214.6 103.0 4.1 
Cyfluthrin  0.13 0.4 1.3 22.9 55.7 86.2 11.0 
Cypermcthrin 0.12 0.3 1.2 29.3 48.5 86.0 10.2 
Flucythrinate 0.07 0.2 0.7 52.6 251.0 83.1 12.8 
Etofenprox 0.37 1.1 3.7 56.0 344.2 89.0 3.8 
Fenvalerate 0.34 1.0 3.4 51.5 269.9 94.7 4.5 
Fluvalinate  0.12 0.4 1.2 40.8 50.6 80.3 12.8 
Deltamethrin  0.11 0.3 1.1 26.3 148.6 81.2 13.5 

3.4  ความแม่นและความเที่ยง 
ผลการตรวจสอบความแม่นจาก %MR และความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ (repeatability 

precision) และแบบการท าซ้ าได้ (intermediate precision) จากค่า RSD ใน spiked fat sample ที่ความเข้มข้น 
5 (LOQ), 10 (2xLOQ), 100 และ 3,000 µg/kg ดังตารางที่ 7 โดยพบว่า ค่า %MR อยู่ในเกณฑ์ 70–120%, RSDr 
และ RSDi ไม่เกิน 20%  โดยการทดสอบแบบทวนซ้ าได้มีค่า %MR ตั้งแต่ 80.3-118.4% และค่า RSDr  ตั้งแต่ 
0.6-14.2% ส าหรับการทดสอบแบบท าซ้ าได้ มีค่า RSDi ตั้งแต ่1.2-13.2%  

  



 

 
 

BQCLP E-Journal วารสารอิเล็กทรอนิกสส์ านักตรวจสอบคุณ
ภาพสินค้าปศุสัตว ์ปีที่ 13 ฉบับที่ 1 เดือนตุลาคม 2564 – มีนาคม 2565                20 

 

การพัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ด้วยวิธี gas chrom
atography-tandem

 m
ass spectrom

etry 

 ตารางท่ี 7 ค่า % mean recovery และ (%RSD) ของสารกลุ่มไพรีทรอยด์ใน spiked fat sample ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
Pesticides Day 1, Conc. (µg/kg), n = 5 Day 2, Conc. (µg/kg) ), n = 5 Intermediate, Conc. (µg/kg) ), n = 10 

 
5 10 100 3000 5 10 100 3000 5 10 100 3000 

Bifenthrin 84.2 (7.2) 101.8 (1.2) 104.4 (4.9) 103.5 (1.0) 90.0 (6.6) 100.6 (2.6) 113.1 (5.5) 102.9 (2.4) 90.2 (6.5) 100.6 (1.9) 113.4 (4.9) 102.6 (1.8) 

Tetramethrin  90.9 (6.6) 104.0 (1.3) 102.0 (3.5) 105.0 (1.4) 98.6 (3.4) 104.2 (2.4) 111.1 (5.0) 103.0 (2.2) 95.5 (5.9) 103.9 (1.9) 109.4 (4.4) 103.3 (1.8) 

Fenpropathrin 88.0 (12.2) 92.8 (4.6) 105.8 (3.7) 102.3 (1.1) 97.4 (14.2) 94.1 (5.7) 114.4 (2.1) 115.1 (2.9) 94.7 (12.9) 96.6 (5.6) 113.6 (2.9) 108.5 (6.8) 

Phenothrin  104.7 (2.0) 103.4 (5.0) 101.6 (5.8) 109.1 (2.9) 100.7 (3.2) 103.8 (3.7) 106.0 (4.2) 101.4 (5.0) 101.4 (2.7) 102.6 (4.3) 105.4 (4.8) 102.6 (4.0) 

Cyhalothrin  99.0 (3.1) 104.9 (1.9) 111.4 (2.0) 101.6 (1.7) 97.8 (5.4) 104.0 3.9) 114.2 (1.9) 111.3 (2.7) 99.2 (4.4) 105.0 (3.0) 114.7 (1.9) 107.3 (4.5) 

Cyphenothrin  102.3 (3.7) 100.8 (1.7) 109.0 (2.0) 100.1 (0.8) 100.2 (2.2) 104.0 (1.5) 107.5 (4.5) 106.0 (1.0) 101.2 (3.1) 103.6 (1.6) 108.0 (3.3) 103.3 (2.8) 

Permethrin  103.0 (4.1) 104.8 (2.5) 101.0 (3.3) 100.4 (1.0) 103.3 (3.5) 102.4 (1.3) 105.4 (4.6) 103.4 (2.0) 101.8 (3.9) 103.0 (2.0) 104.9 (3.8) 102.4 (1.8) 

Cyfluthrin  86.2 (11.0) 100.8 (1.2) 114.6 (1.4) 99.4 (0.9) 101.3 (10.8) 105.7 (2.3) 115.5 (2.3) 107.9 (1.5) 99.7 (10.4) 103.5 (2.8) 116.0 (1.9) 104.3 (3.8) 

Cypermethrin 86.0 (10.2) 103.6 (1.1) 114.6 (1.3) 103.0 (0.9) 93.8 (9.9) 103.9 (2.2) 114.2 (3.2) 104.9 (1.2) 97.6 (10.3) 104.2 (1.7) 114.3 (2.3) 103.7 (1.3) 

Flucythrinate 83.1 (12.8) 106.3 (0.6) 115.4 (1.2) 103.9 (1.0) 101.3 (8.8) 106.5 (1.9) 117.3 (1.4) 108.0 (2.1) 100.3(10.4) 106.3 (1.3) 117.6 (1.3) 106.3 (2.3) 

Etofenprox 89.0 (3.8) 100.8 (3.6) 109.4 (3.2) 102.5 (1.0) 101.5 (9.5) 102.3 (1.5) 111.5 (4.8) 100.3 (1.6) 97.2 (8.4) 102.9 (2.7) 113.4 (4.2) 101.3 (1.6) 

Fenvalerate 94.7 (4.5) 100.8 (3.2) 118.4 (0.9) 103.5 (1.1) 107.5 (6.0) 103.4 (1.4) 115.2 (2.8) 115.4 (1.9) 104.2 (6.1) 104.7 (2.7) 116.1 (2.2) 109.7 (5.7) 

Fluvalinate  80.3 (12.8) 104.2 (1.1) 115.2 (2.5) 105.7 (3.0) 102.5 (12.8) 106.4 (1.1) 112.3 (3.2) 102.4 (2.8) 97.5 (13.2) 105.8 (1.2) 112.9 (2.8) 102.2 (2.7) 

Deltamethrin  81.2 (13.5) 105.2 (1.1) 111.6 (2.7) 101.8 (1.6) 95.7 (12.7) 102.4 (1.4) 114.6 (3.6) 101.9 (1.6) 96.0 (12.4) 103.3 (1.5) 111.5 (4.2) 102.2 (1.5) 
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3.5 ความเป็นเส้นตรงของช่วงวิเคราะห์ (Working range) 
จากผลการวิเคราะห์สารสกัดใน spiked fat sample ที่ความเข้มข้น 5, 10, 50, 100, 250, 500, 1000 

และ 3,000 µg/kg ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า และสร้างกราฟมาตรฐานของสารแต่ละชนิด โดยให้แกน X เป็นความ
เข้มข้นของสารที่ต้องการวิเคราะห์ และแกน Y เป็นพ้ืนที่ใต้พีค ดังภาพที่ 7 เมื่อค านวณสมการเส้นตรงและ
ตรวจสอบค่า R2 พบว่ากราฟของสารทุกชนิดที่ตรวจวิเคราะห์เป็นเส้นตรงได้ค่า R2 ตั้งแต่ 0.9903 (phenothrin) - 
0.9995 (etofenprox) ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับของค่า R2 ≥ 0.990 แสดงว่า วิธีทดสอบนี้มีความสัมพันธ์อย่างเป็น
สัดส่วนโดยตรงระหว่างสัญญาณจากเครื่อง GC-MS/MS กับปริมาณสารตั้งแต่  5 –3,000 µg/kg  

 

 
 

         ภาพที่  7  กราฟแสดงความเป็นเส้นตรงของช่วงวิเคราะห์ปริมาณสารตั้งแต่  5 -3000 µg/kg  
 

3.6 ความคงตัว (Stability) 
เมื่อทดสอบสารละลาย spiked fat sample ความเข้มข้น 10 µg/kg ซ้ า หลังจากเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 

-18๐C เป็นเวลา 7 วัน กับกราฟมาตรฐานชนิดเมทริกซ์ ได้ผล %MR ในช่วง 90.5–104.7% และ %RSDr ไม่เกิน 
20 ซ่ึงผลที่ได้มีค่าต่ าลงจากการทดสอบครั้งแรกแต่ยังอยู่ในเกณฑ์ ดังนั้น ในงานวิเคราะห์ควรท าการทดสอบ
ตัวอย่างให้เสร็จภายใน 7 วัน เพ่ือความถูกต้องของผลวิเคราะห์ที่จะใกล้เคียงกับค่าจริงมากที่สุด 
 

3.7 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด 
การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดตามวิธีการของ Eurachem (2014) ตามแนวทางของ 

ISO/GUM Approach เป็นแนวทางที่เข้มงวดและมีรูปแบบค านวณที่ชัดเจน ผลการค านวณค่าความไม่แน่นอนที่
ระดับค่า LOQ ซึ่งเป็นระดับต่ าสุดของความสามารถของวิธีทดสอบ พบว่าแหล่งความไม่แน่นอนที่ส าคัญที่สุด คือ 
ความเที่ยงของวิธี (method precision) 51.6% รองลงมา คือ กราฟมาตรฐาน (calibration curve) 24.8%  
และความล าเอียงหรือ recovery 19.7% ส่วนแหล่งที่มาอ่ืน ๆ เป็นองค์ประกอบที่มีค่าความไม่แน่นอนน้อยมาก 
ได้แก่ ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน (standand conc.) 2.8% ปริมาตรตัวอย่าง (final volume) 0.6%
และน้ าหนักตัวอย่าง (sample weight) 0.5% เมื่อคิดรวมแหล่งที่มีค่าความไม่แน่นอนน้อยแล้วไม่เกิน 1/5 เท่า
ของ total uncertainty ดังภาพที่ 8  
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เมื่อค านวณเป็นค่า %RU พบว่า สารที่มีค่า %RU ต่ าสุด  คือ phenothrin (7.6%) และสารที่ค่า %RU  
สูงสุด คือ fluvalinate (34.5%) ดังภาพที่ 9  
 

 
 

ภาพที่ 8 แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนที่มีต่อการวิเคราะห์สารไพรีทรอยด์ 14 ชนิด ในไขมันสัตว์ 
 ที่ระดับ LOQ เปรียบเทียบกับความไม่แน่นอนทั้งหมด 

 

   

ภาพที่ 9 ค่า % relative expanded uncertainty ของสารไพรีทรอยด์ 14 ชนิด ในไขมันสัตว์ 
  

3.8 การวิเคราะห์ตัวอย่างไขมันสัตว์ 
ผลวิเคราะห์ตัวอย่างไขมัน ไก่ เป็ด สุกร โค รวม 20 ตัวอย่าง ตามวิธีที่ได้จากการพัฒนาและพิสูจน์ความ

ใช้ได้แล้ว พบว่า ไม่พบสารในกลุ่มไพรีทรอยด์ทั้ง 14 ชนิด ในทุกตัวอย่าง ดังนั้นตัวอย่างไขมันสัตว์เหล่านี้จึงได้
มาตรฐาน ซึ่งในการวิเคราะห์ตัวอย่าง ผลการควบคุมคุณภาพผลการวิเคราะห์ภายในด้วย spiked sample ที่
ความเข้มข้น 10 µg/kg ได้ค่า %recovery อยู่ในช่วง 70-120% และ %RPD มีค่าต่ ากว่า 20% 
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สรุปผลการทดลอง 
 

 วิธีวิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มไพรีทรอยด์ 14 ชนิด ในไขมันสัตว์ด้วยวิธีที่พัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้ 
โดยใช้วิธี QuEChERS ซึ่งสกัดตัวอย่างด้วย ACN ที่อิ่มตัวด้วย n-hexane และตกตะกอนไขมันด้วยการปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ -20๐C เป็นเวลา 15 นาที และ clean-up ด้วย dSPE ชนิดและ
ปริมาณที่เป็นสารผสมของ PSA 250 mg + C18 500 mg + Z-Sep+ 500 mg และ MgSO4 300 mg ในการท าให้
สารที่สกัดไดส้ะอาดขึ้นและวิเคราะห์ด้วย GC-MS/MS เป็นวิธีที่ง่าย รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพสูงมากกว่าวิธี LLE 
ผลการพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีมีความจ าเพาะ ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ความแม่น ความเที่ยง ค่า 
LOD, LOQ และช่วงการวิเคราะห์อยู่ในเกณฑ์ยอมรับตาม SANTE/12682/2019 เหมาะสมกับการใช้เป็นวิธี
วิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการเพ่ือใช้วิเคราะห์สารพิษตกค้างกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ส าหรับการตรวจสอบเฝ้า
ระวังสารพิษตกค้างประจ าปีของกรมปศุสัตว์ให้เป็นไปตามค่ามาตรฐานระหว่างประเทศเพ่ือการส่งออกสินค้าปศุ
สัตว์ และใช้เป็นข้อมูลประกอบแสดงความเชื่อมั่นต่อประเทศคู่ค้า วิธีวิเคราะห์นี้สามารถประยุกต์ใช้กับตัวอย่าง
อ่ืนๆ และสารพิษตกค้างอ่ืน ๆ โดยต้องค านึงถึงลักษณะและคุณสมบัติของสารที่จะวิเคราะห์ด้วย และท าการพิสูจน์
ความใช้ได้ของวิธีก่อนน าไปใช้เสมอ ทั้งนี้จากการวิเคราะห์สารไพรีทรอยด์ในตัวอย่างไขมันไก่ เป็ด สุกร และโค 
ด้วยวิธีที่พิสูจน์ความใช้ได้แล้ว ไมพ่บสารไพรีทรอยดท์ั้ง 14 ชนิด ในทุกตัวอย่าง  

 
ข้อเสนอแนะ 

 นอกจากการพัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์สารไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์แล้ว ควรมีการ
ด าเนินการพัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์สารไพรีทรอยด์ในเนื้อสัตว์ด้วย เนื่องจากมีการส่งออกเป็น
เนื้อสัตว์ไปยังประเทศต่างๆ  หากในการเฝ้าระวังตรวจติดตามมีการตรวจพบสารตกค้างในไขมันสัตว์ที่สูงเกินหรือ
ใกล้เคียงค่ามาตรฐานการตกค้าง จะสามารถตรวจสอบการตกค้างในเนื้อสัตว์และสามารถน าไปเปรียบเทียบกับค่า
มาตรฐานการตกค้างในเนื้อสัตว์ได้ เพ่ือประโยชน์กับการส่งออกของประเทศ 
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ภาคผนวก 
ปริมาณตกค้างสูงสุดที่ยอมรับได้ (MRL) ของสารกลุ่มไพรีทรอยด์ในไขมันสัตว์ 

 

Pesticide 
MRL (mg/kg) in animal fat 

กรมปศุสัตว์(a) ญี่ปุ่น(b) Reg. (EU) 
Bifenthrin 
 

NL 
0.05 (สัตว์ปีก) 
3 (สุกร  โค) 

0.05* (สัตว์ปีก),  
3 (สุกร โค กระบือ แกะ แพะ ม้า)  

2018/687 

Cyfluthrin NL 1 (สัตว์ปีก) 
4 (สุกร)  
0.2 (โค)                  

0.05 (สัตว์ปีก), 0.2 (สุกร โค กระบือ แกะ แพะ ม้า)  
0.05 (โค กระบือ แกะ) 

2016/1902  
37/2010 

Cyhalothrin  NL 0.3 (สัตว์ปีก) 
0.4 (สุกร โค) 

0.01* (สัตว์ปีก), 3 (สุกร โค กระบือ แกะ แพะ ม้า) 
0.5 (โค กระบือ) 

2021/590  
37/2010 

Cyphenothrin NL NL NL - 
Cypermethrin 
 

0.05 (สัตว์ปีก) 
0.2 (สุกร) 

0.1 (สัตว์ปีก) 
0.2 (สุกร โค) 

0.1 (สัตว์ปีก), 2 (สุกร โค กระบือ แกะ แพะ ม้า) 
0.2 (สัตว์เคี้ยวเอื้อง) 

2017/626 
37/2010 

Deltamethrin 
 

0.05 (สัตว์ปีก) 
0.5 (สุกร) 

0.5 (สัตว์ปีก 
สุกร โค) 

0.1 (สัตว์ปีก), 0.5 (สุกร แกะ แพะ โค กระบือ), 0.5 (ม้า) 
0.05 (สัตว์เคีย้วเอื้อง)  

2018/832 
37/2010 

Etofenprox NL 1 (สัตว์ปีก) 
6 (สุกร โค) 

0.04 (สัตว์ปีก), 1.5 (สุกร แกะ แพะ), 2 (โค กระบือ มา้) 
 

2021/590 
 

Fenpropathrin NL 0.01 (สัตว์ปีก) 
0.03 (สุกร โค) 

NL - 

Fenvalerate  NL 0.01 (สัตว์ปีก) 
1 (สุกร โค) 
 

0.02* (สัตว์ปีก), 0.03 (สุกร), 0.25 (โค กระบือ),  
0.2 (แกะ แพะ ม้า) 
0.25 (โค กระบือ)  

2015/399 
 
37/2010 

Flucytrinate NL 0.05 (สัตว์ปีก 
สุกร โค) 

0.01* (สัตว์ปีก สุกร แกะ แพะ โค กระบือ และมา้) 2015/868 

Fluvalinate  NL NL 0.03 (สัตว์ปีก), 0.05 (สุกร) 0.3 (แกะ แพะ โค กระบือ และ
ม้า) 

2020/785 

Permethrin 
 

0.1 (สัตว์ปีก) 
0.5 (สุกร) 

0.1 (สัตว์ปีก) 
1 (สุกร โค) 

0.05* (สัตว์ปีก สุกร แกะ แพะ และม้า), 0.5 (โค กระบือ) 
0.5 (โค กระบือ แกะ) 

2017/623 
37/2010 

Phenothrin  NL NL 0.05* (สัตว์ปีก สุกร แกะ แพะ โค กระบือ และมา้) 2015/868 
Tetramethrin NL NL NL - 

(a) คือ ตามประกาศกรมปศุสัตว์ (ประกาศ ณ วันที่ 12 กรกฎาคม 2549) 
(b)  คือ ค่า MRL ที่ประกาศโดย The Japan Food Chemical Research Foundation และค้นข้อมูลได้ที่เว็บ

ไชต์ http://db.ffcr.or.jp/front/ 
* คือ Indicates lower limit of analytical determination 
NL คือ ไม่มีรายการที่ก าหนดไว้ 

 
 
  


