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บทคัดย่อ 

 
  สาร glyphosate และ gluphosinate เป็นสารก าจัดวัชพืชที่ใช้กันอย่างกว้างขวาง และสาร 
aminomethylphosphonic acid (AMPA) เป็นเมทาบอไลท์หลักจากการสลายตัวของ glyposate สารเหล่านี้
สามารถปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมและมีผลต่อสุขภาพเมื่อเข้าสู่ห่วงโซ่อาหาร การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนา
และพิสูจน์ความใช้ได้วิธีวิเคราะห์สารก าจัดวัชพืชข้างต้นในกากถั่วเหลืองและเนื้อสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS ชนิด 
Triple quadrupole โดยการเปรียบเทียบประสิทธิภาพวิธีสกัดและการท าให้บริสุทธิ์ระหว่างวิธี QuPPe กับวิธีที่
ดัดแปลง พบว่าวิธีสกัดที่ใช้ตัวอย่างน้อยกว่าและ clean-up ด้วย SPE ชนิด HLB ของวิธีที่ดัดแปลงให้ผลดีกว่าวิธี 
QuPPe ส าหรับการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมกับการวิเคราะห์สารก าจัดวัชพืชด้วยเครื่อง LC-MS/MS กับ LC 
column 3 ชนิด ด้วยตัวท าละลายเฟสเคลื่อนที่และสารมาตรฐานที่อยู่ในตัวท าละลายต่างกัน พบว่า ช่วงความเป็น
เส้นตรงของกราฟมาตรฐานใน 10% acetonitrile ในน้ า ตั้งแต่ 10-500 ng/mL ของ LC column ทั้ง 3 ชนิด มี
ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) มากกว่า 0.990 แต่คอลัมน์ Selectra Diol มีช่วงความเป็นตรงของกราฟ
มาตรฐานในสารสกัดจากเมทริกซ์ที่กว้างกว่าคอลัมน์ Accliame Trinity Q1 และ Accucore aQ จึงเลือกการ
เตรียมตัวอย่างด้วยวิธีที่ดัดแปลงและวิเคราะห์ด้วยคอลัมน์ Selectra Diol เพ่ือพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธี ผลการ
พิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ในตัวอย่างเนื้อไก่และกากถั่วเหลืองมีขีดจ ากัดของการตรวจพบและขีดจ ากัดของ
การตรวจวัดเชิงปริมาณเป็น 0.02 และ 0.05 mg/kg ตามล าดับ ส าหรับช่วงการวิเคราะห์ 0.05-0.5 mg/kg มี
ความแม่นจากค่าร้อยละการกลับคืนเฉลี่ยอยู่ในช่วง 70-120 และความเที่ยงของการทวนซ้ าและการท าซ้ าโดย
พิจารณาจากค่า %RSD ≤ 20 สอดคล้องตามเกณฑ์ของ SANTE/12682/2019 มีค่าความไม่แน่นอนขยายสัมพัทธ์
ตั้งแต่ 16.1-28.0% วิธีที่พัฒนาและพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีแล้วมีความเหมาะสมและสามารถน ามาใช้วิเคราะห์
สารก าจัดวัชพืชในตัวอย่างกากถ่ัวเหลืองและเนื้อสัตว์ได้ซึ่งไม่พบสารตกค้างสารก าจัดวัชพืชที่วิเคราะห์ในตัวอย่าง 
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ABSTRACT 

 
Glyphosate and gluphosinate are widely used herbicides. Aminomethylphosphonic acid 

(AMPA) is the major metabolite from glyphosate degradation. These compounds can contaminate 
environment and affect human health if it enters the food chain. The aims of this study were to 
develop and validate methods for the detection of the above herbicides in soybean meal and 
muscle by LC-MS/MS (Triple quadrupole). The efficiency of QuPPe and modified method for 
sample extraction and clean-up was compared. The study showed that the modified method 
with HLB-SPE performed better than the QuPPe method. For LC-MS/MS optimization with 3 types 
of LC columns, mobile phase and solvent for standard dilution were varied. The result 
demonstrated that all columns gave the linearity of standard with 10% acetonitrile in water 
ranging from 10-500 ng/mL, the coefficient determination (R2) was greater than 0.990. However, 
the linearity of standard with matrix extract by Selectra Diol column was better than Accliame 
Trinity Q1 and Accucore aQ. The modified method and LC-MS/MS condition with Selectra Diol 
column was selected to be validated. Method validation in chicken muscle and soybean meal 
samples indicated that the limit of detection and the limit of quantitation were 0.02 and 0.05 
mg/kg respectively. Accuracy and precision studies performed with soybean meal and chicken 
muscle showed the absolute average recoveries were in the range of 70-120%, with relative 
standard deviation values of repeatability and intermediate precision below 20%, for all the 
herbicides tested (analytical range of 0.05-0.5 mg/kg, according to the SANTE/12682/2019 criteria). 
The relative expanded uncertainty ranged from 16.1-28.0%. In conclusion, the analytical method 
developed and validated in this study is suitable for analyzing herbicides in soybean meal and 
muscle samples which showed no residues of the herbicides test. 
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บทน า 

สาร glyphosate และ glufosinate เป็นสารเคมีก าจัดวัชพืชประเภทไม่เลือกท าลาย (nonselective 
herbicides) หมายถึง สารที่เป็นพิษต่อพืชปลูกและวัชพืชทุกชนิด ที่นิยมใช้ในการก าจัดวัชพืชกับการปลูกพืช
เกษตร เช่น ถั่วเหลือง ข้าวโพด ข้าวสาลี อ้อย เป็นต้น เพราะราคาไม่แพง และใช้ปริมาณไม่มากก็สามารถก าจัด
วัชพืชได้ glyphosate สลายตัวเป็น aminomethylphosphonic acid (AMPA) ได้อย่างเร็ว ซึ่งเมทาบอไลท์ 
หลักของ glyphosate (Chamkasem and Harmon, 2016)  พบว่ามีการปนเปื้อนของ glyphosate ในล าต้น 
ใบ และเมล็ดถั่วเหลือง รวมทั้งมีการปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม ซ่ึงอาจก่อให้เกิดการตกค้างในเนื้อเยื่อหรืออวัยวะของ
สัตว์ที่ถูกเลี้ยงด้วยพืชเหล่านี้ที่น ามาเป็นวัตถุดิบในการผลิตอาหารสัตว์ ส่งผลไปถึงมนุษย์ซึ่งเป็นผู้บริโภคด้วย 
(Krüger et al., 2014) ในปี 2015 International Agency for Research on Cancer (IARC) ซึ่งเป็นหน่วยงาน
หนึ่งขององค์การอนามัยโลก ได้รายงานว่า glyphosate จัดเป็นสารเคมีก าจัดวัชพืชก่อมะเร็ง กลุ่ม 2A คือ สิ่งที่
เป็นไปได้ที่จะก่อมะเร็งในมนุษย์ (probably carcinogenic to humans)  

ประเทศในทวีปอเมริกา ได้แก่ เบอร์มิวดา และเซนต์วินเซนต์และเกรนาดีนส์ ประเทศในแถบตะวันออก
กลาง ได้แก่ โอมาน บาร์เรน กาตาร์ คูเวต ซาอุดิอาระเบีย และอาหรับอามิเรตส์ และทวีปเอเชียมีเพียงประเทศ
เวียดนามมีการยกเลิกการใช้ glyphosate แต่หลายประเทศส่วนใหญ่ยังมีการใช้รวมถึงมีการจ ากัดการใช้สารนี้อยู่
รวมทั้งประเทศไทย (Baum Hedlund Aristei & Goldman, 2020) โดยเมื่อวันที่ 27 พฤศจิกายน 2562 
คณะกรรมการวัตถุอันตรายให้จ ากัดการใช้สาร glyphosate โดยให้เหตุผลว่า หากมีการยกเลิกในวันที่ 1 ธันวาคม 
2562 จะส่งผลกระทบต่อเกษตรกรและการส่งออกสินค้าเกษตร โดยเฉพาะกลุ่มพืชอาหารจนถึง อุตสาหกรรม
ต่อเนื่อง โดยเฉพาะอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ หากประกาศห้ามใช้ glyphosate จะท าให้ไม่สามารถน าเข้าถั่วเหลือง
และข้าวสาลีจากประเทศที่มีการใช้สาร (คมชัดลึก, 2562) และนับตั้งแต่คณะกรรมการวัตถุอันตรายมีมติให้ยกเลิก
การใช้ paraquat และ chlorpyrifos และจ ากัดการใช้ glyphosate ตั้งแต่วันที่ 1 มิถุนายน 2563 ท าให้ส่งผล
กระทบต่ออุตสาหกรรมเคมี และอุตสาหกรรมต่อเนื่องถึง 2 ล้านล้านบาท เนื่องจากสารเคมีดังกล่าวเป็นต้นน้ าของ
หลายๆ อุตสาหกรรม ทั้ง ยา เกษตร ปิโตรเคมี อาหาร เป็นต้น  และจากการยกเลิกการใช้พาราควอต ท าให้
เกษตรกรได้น า glufosinate มาใช้แทน (สมาคมผู้ผลิตอาหารสัตว์ไทย, 2563ก, 2563ข) 

กากถั่วเหลือง (soybean meal) นิยมใช้เป็นวัตถุดิบที่เป็นแหล่งโปรตีนในอาหารสัตว์ โดยเป็นแหล่ง
โปรตีนจากพืชที่มีคุณภาพสูงสุด มีโปรตีนเฉลี่ย 44 – 50 % และมีกรดอะมิโนจ าเป็นหลายตัว (ชูศักดิ์ และคณะ, 
2562) จึงเป็นสินค้าทางเศรษฐกิจที่ส าคัญอีกชนิดของไทย การผลิตและการน าเข้ากากถั่วเหลืองที่มีคุณภาพและ
ปลอดภัยจึงมีความส าคัญ ซึ่งกากถั่วเหลืองถูกก าหนดเป็นอาหารสัตว์ควบคุมเฉพาะตามพระราชบัญญัติควบคุม
คุณภาพอาหารสัตว์ พ.ศ. 2558 ในประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เรื่อง ก าหนดอาหารสัตว์ควบคุมเฉพาะ 
พ.ศ. 2558 ด้วย โดยประเทศไทยมีการผลิตอาหารสัตว์ 20 ล้านตันต่อปี มีการน าเข้าวัตถุดิบมากกว่า 10 ล้านตัน 
โดยเป็นถั่วเหลือง และกากถั่วเหลือง ประมาณ 6 ล้านตัน ข้าวสาลีประมาณ 1.8 ล้านตัน ซึ่งเป็นการน าเข้าจาก
ประเทศท่ียังคงมีการใช ้glyphosate (สมาคมผู้ผลิตอาหารสัตว์ไทย, 2563ก)  

ส าหรับการส่งออกเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ในปี พ.ศ. 2564 โดยรวมแล้วมีปริมาณส่งออก 743,072.661 
ตัน คิดเป็นมูลค่าส่งออก 85,330,790 ล้านบาท (กองแผนงาน กรมปศุสัตว์, 2564) ทั้งนี้สหภาพยุโรปได้ประกาศ
กฎระเบียบเรื่องการเฝ้าระวังสารเคมีตกค้างในสินค้าปศุสัตว์ใน Council Directive 96/23/EC ลงวันที่ 29 
พฤษภาคม ค.ศ. 1996 ก าหนดให้ประเทศสมาชิกในกลุ่มสหภาพยุโรปและประเทศท่ีสามที่มีการค้าที่มีแหล่งก าเนิด
จากสัตว์กับสหภาพยุโรป ต้องมีแผนการเฝ้าระวังสารตกค้างในสัตว์มีชีวิตและผลิตภัณฑ์แยกตามกลุ่มของสารที่
ต้องการเฝ้าระวัง ระเบียบนี้ยังก าหนดรายละเอียดการสุ่มตัวอย่างความถี่ในการเก็บตัวอย่างของชนิดสัตว์ ประเทศ
ที่เป็นคู่ค้ากับสหภาพยุโรปจะต้องมีแผนการตรวจสอบสารตกค้างโดยต้องส่งแผนและผลการตรวจวิเคราะห์ไปยัง
สหภาพยุโรปวันที่ 31 มีนาคม ของทุกปี เพ่ือให้สหภาพยุโรปพิจารณาและให้ความเห็นชอบกับแผนการตรวจสาร

http://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol112/mono112-10.pdf
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ตกค้าง และเมื่อวันที่ 27 เมษายน 2563 คณะกรรมาธิการยุโรปได้ออกประกาศ Commission Implementing 
Regulation (EU) 2020/585 ว่าด้วยการก าหนดแผนสุ่มตรวจหาสารปราบศัตรูพืชตกค้างในสินค้าอาหารประจ าปี  
2564-2566 ใน EU Official Journal L135/1 ให้ประเทศสมาชิกฯ มีการสุ่มตรวจสารปราบศัตรูพืชตกค้าง ใน
สินค้าอาหารที่วางจ าหน่ายในสหภาพยุโรป ตั้งแต่ปี 2564-2566 โดยก าหนดชนิดของสินค้าที่มีแหล่งก าเนิดจากพืช
และสัตว์และสารปราบศัตรูพืชที่ให้ด าเนินการสุ่มตรวจ พบว่ามีรายชื่อสาร glyphosate และ glufosinate ที่ถูก
ก าหนดให้สุ่มตรวจทั้งในสินค้าท่ีมีแหล่งก าเนิดจากพืชและสัตว์ด้วย 
   ในปัจจุบันมีการวิเคราะห์สาร glyphosate, glufosinate และ AMPA ในธัญพืช พืชผัก และน้ าตามแหล่ง
น้ าต่างๆ รวมทั้งผลิตภัณฑ์ทางด้านเกษตรอ่ืน ๆ โดยการวิเคราะห์สารเหล่านี้ต้องท าการเปลี่ยนรูปของสารตั้งต้น
ก่อนหรือเรียกว่าการท าอนุพันธ์ (derivatization) แล้วท าการตรวจวัดด้วยเครื่อง Liquid Chromatograph (LC) 
และตัวตรวจวัดชนิด fluorescence แต่เนื่องจากเทคโนโลยีที่เปลี่ยนไปอย่างรวดเร็วของเครื่องมือวิเคราะห์ที่มีการ
ใช้งานอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน ที่มีการใช้เครื่อง Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-
MS/MS) โดยที่ไม่ต้องท าการอนุพันธ์และเป็นที่ยอมรับตามมาตรฐานสากล เทคนิค LC-MS/MS สามารถวิเคราะห์
หาสารก าจัดวัชพืชในเมทริกซ์ (matrix) ที่มีความซับซ้อนได้ แต่ความสามารถในการวิเคราะห์นั้น ยังขึ้นอยู่กับวิธีที่
ใช้ในการเตรียมตัวอย่าง ขั้นตอนการสกัดตัวอย่าง และขั้นตอนการก าจัดสิ่งรบกวน รวมทั้งชนิดอุปกรณ์และวัสดุ
สารเคมีที่น ามาใช้ในการวิเคราะห์ด้วย ซึ่งขั้นตอนเหล่านี้ต้องได้รับการพัฒนาเพ่ือให้เหมาะสมในแต่ละชนิดของ
ตัวอย่าง (Stachniuk and Fornal, 2016) glyphosate, glufosinate และ AMPA เป็นสารก าจัดวัชพืชที่มีขั้วสูง 
มีคุณสมบัติ amphoteric และไม่ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์จึงเป็นเรื่องยากในการที่จะสกัดด้วยตัวท าละลาย
อินทรีย์ (Chamkasem and Harmon, 2016) อีกทั้งมีขนาดโมเลกุลที่เล็กและความคล้ายคลึงกันของโครงสร้างที่
ได้จากพืชที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ เช่น กรดอะมิโนและสารประกอบทุติยภูมิ (secondary plant 
compounds) ด้วยเหตุนี้การแยกและการหาปริมาณของ glyphosate จึงเป็นเรื่องท้าทายส าหรับนักวิเคราะห์ 
(Rubio et al., 2014) 

กากถั่วเหลืองและถั่วเหลืองถูกก าหนดให้เป็นอาหารสัตว์แต่ต่างกลุ่มกัน ตามปริมาณไขมันและความชื้น 
กากถั่วเหลืองถูกจัดเป็นตัวแทนอยู่ในกลุ่ม intermediate oil content and low water content  ส่วนถั่วเหลือง
เป็นตัวแทนอยู่ในกลุ่ม high lipid content and very low water content  (SANTE, 2019) ทั้งนี้วิธีการวิเคราะห์
ที่มีการรายงานส่วนใหญ่เป็นถั่วเหลือง ข้าวโพด เช่น การวิเคราะห์ glyphosate ในธัญพืชโดยสกัดด้วยน้ า ตามด้วย
การ clean-up ด้วย reverse phase column ก่อนการวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS (Triple Quadrupole) 
(Granby et al., 2003) และมีการศึกษาการวิเคราะห์ glyphosate และ AMPA ในเรพซีด (rapeseed) โดยการ
สกัดตัวอย่างเรพซีดโดยใช้น้ าเปรียบเทียบกับการสกัดด้วยสารละลายบัฟเฟอร์หรือพวกตัวท าละลายอินทรีย์  พบว่า 
การใช้น้ าในการสกัดตัวอย่างมีค่าร้อยละการกลับคืนสูงกว่าการใช้ตัวท าละลายอ่ืนในการสกัด และมีค่าสูงขึ้นเมื่อมี
การเติม 0.1% formic acid ด้วย (Kaczynski and Lozowicka, 2015) ส าหรับตัวอย่างที่มีปริมาณโปรตีนสูงต้อง
มีการก าจัดโปรตีนออกในขั้นตอนการสกัดตัวอย่าง ซึ่งส่วนมากมีการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น methanol 
(Martins-Ju´nior et al., 2009) นอกจากนี้มีการแนะน าการวิเคราะห์สารก าจัดศัตรูพืชที่มีข้ัวสูงในธัญพืช เมล็ดถั่ว
และเมล็ดพืชที่มีน้ ามันในเอกสาร Quick Polar Pesticides ส าหรับอาหารที่มีแหล่งก าเนิดจากพืช (QuPPe-PO-
Method) (Anastassiades et al., 2021) และในตับ ไต กล้ามเนื้อสัตว์และน้ านมในเอกสาร Quick Polar 
Pesticides ส าหรับอาหารที่มีแหล่งก าเนิดจากสัตว์ (QuPPe-AO-Method) (Anastassiades et al., 2019) โดย
ทั้งสองฉบับแนะน าวิธีสกัดตัวอย่างด้วยน้ าและ acidified methanol เติมสารละลาย 10% EDTA เพ่ือจับกับ
ไอออนของโลหะหนักในสารละลายที่อาจมีผลต่อการวิเคราะห์ glyphosate และ AMPA ก าจัดโปรตีนและไขมัน
และวิเคราะห์โดย LC-MS/MS ชนิด Q-Trap ทั้งนี้มีความแตกต่างกันบ้างในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างที่มี
แหล่งก าเนิดจากพืชและสัตว์ก่อนวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ 
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จากข้อมูลข้างต้น ห้องปฏิบัติการส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ซึ่งรับผิดชอบในการตรวจ
วิเคราะห์คุณภาพและความปลอดภัยในสินค้าปศุสัตว์ เห็นถึงความส าคัญที่ต้องด าเนินการพัฒนาและพิสูจน์ความ
ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สาร glyphosate, glufosinate และ AMPA ในกากถ่ัวเหลืองที่เป็นอาหารสัตว์ควบคุมเฉพาะ
ตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว์ พ.ศ. 2558 ประเภทวัตถุดิบ ซึ่งเป็นผลผลิตพลอยได้จากการสกัด
น้ ามันในเมล็ดถั่วเหลือง เพื่อรองรับการด าเนินการในกิจกรรมตรวจสอบตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหาร
สัตว์ พ.ศ. 2558 และในเนื้อสัตว์เพ่ือรองรับการด าเนินการในกิจกรรมแผนเฝ้าระวังสารตกค้าง ( residue 
monitoring plan) ประจ าปี ที่กรมปศุสัตว์เป็นหน่วยงานที่มีอ านาจในการก ากับ ดูแลและรับรองการส่งออกของ
ประเทศที่มีการส่งออกผลิตภัณฑ์สัตว์ไปยังประเทศต่างๆ ป้องกันการน ามาใช้เป็นข้อต่อรองหรือกีดกันการค้าได้
หากไทยยังไม่มีข้อมูลการตรวจสอบการตกค้าง และสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบการพิจารณาจัดท ามาตรฐาน
สินค้าในประเทศได้ด้วย ซึ่งสหภาพยุโรปได้ก าหนดค่าปริมาณสารตกค้างสูงสุดที่สามารถมีได้ (maximum residue 
limits, MRL) ในเนื้อสัตว์ (สัตว์ปีก สุกร โคกระบือ) ส าหรับสาร glyphosate และ glufosinate ที่ 0.05 mg/kg 
เท่ากัน โดยยังไม่มีค่า MRL ของ AMPA และในกากถั่วเหลือง แต่ได้ก าหนดค่า MRL ส าหรับสาร glyphosate 
และ glufosinate ที่ 20 และ 2 mg/kg ในถั่วเหลืองไว้ (European Union, 2005)  

ดังนั้นในการศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์ท าการพัฒนาวิธีวิเคราะห์สารก าจัดวัชพืชชนิด glyphosate, 
glufosinate และ AMPA รวมถึงสาร N-acetyl-glyphosate กับ N-acetyl-AMPA ซึ่งเป็นสารเมทาบอไลท์ของ 
glyphosate ด้วย ในกากถั่วเหลืองและเนื้อสัตว์โดยใช้เนื้อไก่เป็นตัวแทนของเนื้อสัตว์ (Codex, 2010) ด้วยวิธี LC-
MS/MS โดยเริ่มจากการหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC MS/MS (Triple quadrupole) 
และทดสอบประสิทธิภาพการเตรียมตัวอย่างด้วยวิธี QuPPe กับวิธีที่ดัดแปลง หลังจากพัฒนาวิธีได้แล้ว ท าการ
พิสูจน์ความใช้ไดข้องวิธีตามแนวทางของ SANTE/12682/2019 โดยทดสอบพารามิเตอร์ ได้แก่ ความเป็นเส้นตรง
ของกราฟมาตรฐาน ผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) ขีดจ ากัดการตรวจพบ (limit of detection, LOD) 
ขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) ความแม่นและความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์แบบ
การทวนซ้ าได้ (repeatability) และความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ (within laboratory reproducibility หรือ 
intermediate precision) และการประเมินค่าความไม่แน่นอนของวิธีวิเคราะห์ เพ่ือให้ทราบถึงความสามารถของ
วิธีวิเคราะห์ มีความถูกต้อง น่าเชื่อถือ และตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างกากถั่วเหลืองและเนื้อสัตว์เมื่อวิธีผ่านการพิสูจน์
ความใช้ได้วิธีแล้ว เพื่อจะได้ทราบข้อมูลการตกค้างไว้ส าหรับประกอบการพิจารณาก าหนดทิศทางเชิงนโยบายของ
ประเทศต่อไป 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 

1. อุปกรณ์และเครื่องมือ (Equipments) 
เครื่อง LC-MS/MS (Triple Quadrupole) ยี่ห้อ Thermo Scientific รุ่น TSQ Quantis เครื่องเขย่า

แนวตั้ง (shaker) เครื่องผสมสาร (vortex mixer) เครื่องชั่งความละเอียด 0.00001 กรัม ส าหรับชั่งสารมาตรฐาน 
เครื่องชั่งความละเอียด 0.01/0.001 กรัม ส าหรับชั่งสารเคมีและตัวอย่าง เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิได้ 
เครื่อง pH meter ชุด SPE vacuum manifold, micropipette ชนิดปรับปริมาตรได้ 10-100, 20-200, 100-
1000 และ 500- 5000 µL และ LC column : 

- Accucore aQ ขนาด 100 x 2.1 mm, 2.6 µm ยี่ห้อ Thermo Scientific เป็นคอลัมน์ประเภท 
C18 Polar Endcapped 

- Acclaim Trinity Q1 ขนาด 2.1 x 100 mm, 3 µm P/N: 079715 ยี่ห้อ Thermo Scientific เป็น
คอลัมน์ประเภท mixed mode (WCX, WAX, RP) 
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- Selectra Diol ขนาด 100 x 2.1 mm, 5 µm ยี่ห้อ UCT เป็นคอลัมน์ที่มีหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิล 
2. สารเคมีและสารมาตรฐาน 
 สารเคมี :  

- Acetonitrile (ACN) และ Methanol (MeOH) เกรด HPLC 
-  Ammonium formate, formic acid, ethylenediaminetetraacetic acid, tetrasodium 

(EDTA), trifluoroacetic acid  สารทั้งหมดเกรด AR  
- น้ าขจัดไอออน (deionized, DI) มีความต้านทานไฟฟ้าไม่น้อยกว่า 18 MΩ.cm 

 ตัวดูดซับ (sorbents) : C18 ยี่ห้อ Vertical 
 Solid phase extraction (SPE) : ชนิด HLB ปริมาณ 200 mg ปริมาตรบรรจุ 6 mL กับชนิด MCX 
ปริมาณ 150 mg ปริมาตรบรรจุ 6 mL ยี่ห้อ Waters และชนิด DAU ปริมาณ 200 mg ปริมาตรบรรจุ 6 mL 
ยี่ห้อ UCT 

การเตรียมสารเคมี  
- 500 mM ammonium formate/formic acid (pH 2.9) โดยการชั่ง ammonium formate 

15.76 กรัม ละลายด้วยน้ า DI ปรับให้มีค่า pH 2.9 ด้วย formic acid และเจือจางด้วยน้ า DI ให้มีปริมาตร 500 mL 
- 50 mM ammonium formate/formic acid (pH 2.9) โดยการผสม 500 mM ammonium 

formate/formic acid (pH 2.9) กับน้ า DI ในอัตราส่วน 1:9 
สารมาตรฐาน (standards) เกรดวัสดุอ้างอิงรับรอง :  
- Glyphosate ความเข้มข้น 100.00 ± 5.00 µg/mL in water ยี่ห้อ Dr. Ehrenstorfer 
- Glufosinate  ความเข้มข้น 101.98 ± 3.71 µg/mL in water ยี่ห้อ CPA chem  
- Aminomethyl phosphonic acid (AMPA) ความเข้มข้น 100.01 ± 1.40 µg/mL in water ยี่ห้อ 

CPA chem  
- N-acetyl AMPA ความบริสุทธิ์ 97.51±1.85% ยี่ห้อ Dr. Ehrenstorfer   
- N-acetyl-Glyphosate ความบริสุทธิ์ 95 ± 2 % ยี่ห้อ Dr. Ehrenstorfer 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน : ชั่งน้ าหนักและละลายสาร N-acetyl-AMPA และ N-acetyl-
glyphosate ในตัวท าละลายน้ า DI ให้มีความเข้มข้นประมาณ 1,000 µg/mL แล้วเจือจางให้มีความเข้มข้น
ประมาณ 100 µg/mL ด้วย 10% ACN ในน้ า DI สารละลายที่เตรียมได้เก็บรักษาในที่อุณหภูมิ 4oC ในหลอด
พลาสติกเพ่ือหลีกเลี่ยงการดูดซับสารที่ผิวแก้ว 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมเจือจาง 
- เตรียมสารมาตรฐานให้ความเข้มข้นประมาณ 1, 10 และ 100 µg/mL ใน 10% ACN ในน้ า DI  
- เตรียมกราฟมาตรฐานความเข้มข้น 10, 20, 50 และ 100 ng/mL จากสารมาตรฐานผสมความ

เข้มข้น 1 µg/mL และเตรียมกราฟมาตรฐานความเข้มข้น 200 และ 500 ng/mL จากสารมาตรฐานผสมความ
เข้มข้น 10 µg/mL ในตัวท าละลาย เช่น 10% ACN ในน้ า DI, ACN : water (60:40) + 0.2%TFA หรือในสาร
สกัดตัวอย่างเมทริกซ์ (blank matrix extract) ที่ได้จาก ปริมาตรอย่างละ 1 mL  

3. ตัวอย่างที่ศึกษา 
  ตัวอย่างเนื้อสัตว์ ได้แก่ เนื้อไก่ เนื้อเป็ด เนื้อสุกร เนื้อโค ที่บดละเอียด และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิต่ ากว่า   
-15oC  จนกระทั่งน ามาวิเคราะห์   
  ตัวอย่างกากถั่วเหลืองที่บดละเอียดและผ่านตะแกรงคัดขนาดให้มีขนาดไม่เกิน 500 µm และเก็บรักษาไว้
ที่อุณหภูมิห้อง  
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4. การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ 
4.1 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเครื่อง LC-MS/MS 

ฉีดสารมาตรฐานแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 1 mg/L ในน้ า DI เข้าส่วน mass spectrometer ผ่านการ 
flow แบบ direct infustion และเลือกแหล่งก าเนิดไอออน (ion source) แบบ electrospray ionization (ESI) ที่
ตรวจวัดไอออนบวกและลบ (positive, negative) เพ่ือหาพารามิเตอร์ที่เหมาะสม เช่น  ionization mode, gas 
pressure, transfer tube temp เป็นต้น ส าหรับท าให้ precursor ions ของสารที่จะวิเคราะห์มี intensity สูงที่สุด 

เมื่อได้ค่าพารามิเตอร์ของแหล่งก าเนิดไอออนที่เหมาะสมกับ precursor ions แล้ว หาสภาวะของ mass 
transition ได้แก่ RF lens และ collision energy เพ่ือหา product ions ของแต่ละสารที่วิเคราะห์ให้มี 
intensity สูงที่สุด 

4.2 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการวิเคราะห์สารด้วย LC-MS/MS  
  ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สาร 5 ชนิด ด้วย LC-MS/MS (Triple quadrupole) โดย
ศึกษากับ LC column 3 ชนิด คือ Acclaim Trinity Q1, Accucore aQ และ Selectra Diol กับ mobile 
phase ชนิด 50 mM Ammonium formate, pH 2.9, 0.1% formic acid ในน้ า DI และ ACN ด้วยการฉีดสาร
มาตรฐานความเข้มข้น 10, 20, 50, 100, 200 และ 500 ng/mL ในตัวท าละลายและสารสกัดเมทริกซ์ (เนื้อไก่กับ
กากถั่วเหลือง) ดังนี้ 

- สารมาตรฐานที่ละลายใน 10 % ACN ในน้ า DI  
- สารมาตรฐานที่ละลายใน ACN : water (60:40) + 0.2%TFA เฉพาะกับคอลัมน์ Accucore aQ  
- สารมาตรฐานที่ละลายในสารสกัดเมทริกซ์ 

แล้วเปรียบเทียบความสามารถในการแยก สัญญาณพีคสาร และช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 
ประเมินความเป็นเส้นตรงจากค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, R2) ก าหนดเกณฑ์
การยอมรับของค่า R2 ≥ 0.990 

4.3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีสกัดและการ Clean-up ในการเตรียมตัวย่าง 
1) วิธีที่ 1 : QuPPe method 
  ชั่งตัวอย่างที่บดแล้ว (เนื้อไก่ 10 กรัม กากถั่วเหลือง 5 กรัม) แยกใส่ในหลอดพลาสติกพอลีโพรพิลีน 

ขนาด 50 mL เติมน้ า 8 mL ผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer ประมาณ 30 วินาที เติม 1% formic acid ใน 
MeOH ปริมาตร 10 mL (ส าหรับตัวอย่างเนื้อไก่ เพ่ิม conc. formic acid ปริมาตร 100 µL) และ 10% EDTA 
ปริมาตร 1 mL น าไปเข้าเครื่องเขย่า 15 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 g ที่อุณหภูมิ -20oC เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือ
ตกตะกอนโปรตีนและก าจัดไขมัน แล้วน าส่วนใสปริมาตร 2 mL เติม ACN 2 mL และ C18 100 mg เขย่า 1 นาที 
แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง เป็นเวลา 15 นาที กรองส่วนใสด้วย syringe membrane filter ใส่ vial พลาสติก
น าไปวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS 

2) วิธีที่ 2 : วิธีดัดแปลง 
 ทดลองเช่นเดียวกับวิธีที่ 1 จนถึงขั้นตอนปั่นเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนโปรตีนและก าจัดไขมัน แต่เปลี่ยน
น้ าหนักตัวอย่างเป็น 2 กรัม หลังจากนั้นน าส่วนใสผ่าน SPE ชนิด HLB, MCX หรือ DAU (ส าหรับการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพ SPE) ท าการ condition SPE ด้วย MeOH และน้ า DI อย่างละ 3 mL ตามล าดับ แล้ว load สารสกัด
ลง SPE จ านวน 2 ครั้ง ๆ ละ 3 mL โดยทิ้งส่วนแรก 3 mL เก็บที่เหลือ 3 mL กรองด้วย syringe membrane 
filter น าปริมาตร 2 mL ไประเหยแห้งที่อุณหภูมิ 45oC ละลายสารด้วย 10% ACN ในน้ า ปริมาตร 0.5 mL ใส่ 
vial พลาสติกน าไปวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS 
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 โดยในการศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย่าง ท าการทดสอบ spiked sample อย่างละ 3 ซ้ า ที่เติมสาร
มาตรฐานลงในตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 0.1 mg/kg, sample blank และ method blank (reagent blank) 
ท าการสกัดและวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS จากนั้นน ามาค านวณค่าร้อยละการกลับคืนเฉลี่ย (%mean recovery, 
%MR) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (relative standard deviation, %RSD) โดยพิจารณาเกณฑ์การ
ประเมิน %MR อยู่ในช่วง 70-120% และ RSD ≤ 20%  

5. การพิสูจน์ความใช้ได้วิธี 
5.1 ตรวจสอบผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect)  

ประเมินผลกระทบจากเมทริกซ์ด้วยจากค่า %signal suppression and enhancement (%SSE) ซึ่ง
ค านวณจากสัดส่วนความชันจากกราฟมาตรฐานในเมทริกซ์ กับความชันจากกราฟมาตรฐานในตัวท าละลายจาก
การทดสอบช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานที่มีสภาวะของการวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ดีที่สุด ซึ่งค่า
การยอมรับอยู่ระหว่าง 80-120%  

 

%SSE    = 
ความชันจากกราฟมาตรฐานในเมทริกซ์  

X 100 
ความชันจากกราฟมาตรฐานในตัวท าละลาย 

 

5.2 ทดสอบค่า LOD และ LOQ 
ท าการทดสอบหาค่า LOD โดยเติมสารมาตรฐานจ านวน 5 ซ้ า ลงในตัวอย่างเนื้อไก่และกากถั่วเหลืองที่

ความเข้มข้น 0.02 mg/kg โดยพิจารณาค่าสัญญาณสารต่อสัญญาณรบกวนต้องมากกว่าหรือเท่ากับ 3 (S/N ≥ 3)  
และหาค่า LOQ โดยเติมสารมาตรฐานจ านวน 5 ซ้ า ลงในตัวอย่างเนื้อไก่และกากถั่วเหลืองโดยวิธีที่พัฒนาขึ้นที่ความ
เข้มข้น 0.05 mg/kg โดยพิจารณาค่า S/N ≥ 10, %MR ช่วง 70-120% และ RSD ≤ 20% (SANTE/12682/2019) 

 

5.3 การทดสอบความแม่นและความเที่ยง  
            ทดสอบโดยการเติมสารมาตรฐานในตัวอย่างเนื้อไก่และกากถั่วเหลืองจ านวน 5 ซ้ า ที่ 3 ระดับความ
เข้มข้น ได้แก่ 0.05 mg/kg (LOQ), 0.1 mg/kg (2xLOQ) และ 0.5 mg/kg (10xLOQ) จ านวน 2 ชุด ทดสอบต่าง
วันกัน ประเมินความแม่น โดยพิจารณาจากค่า %MR และความเที่ยงพิจารณาจาก %RSD ของแต่ละระดับความ
เข้มข้น เกณฑ ์%MR ช่วง 70-120% และ RSD ≤ 20% (SANTE/12682/2019) 
 

5.4 การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด 
ประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดของการวิเคราะห์ที่ความเข้มข้นระดับ LOQ ตามวิธีการของ 

Eurachem (2014) แล้วค านวณเป็นค่าความไม่แน่นอนขยาย (expanded uncertainty, UE) ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% โดยใช้ค่า coverage  factor (k) เท่ากับ 2 

 

6. การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
วิเคราะห์ตัวอย่างเนื้อไก่ เป็ด และสุกร ของกิจกรรมเฝ้าระวังสารตกค้าง และเนื้อโคจากตลาดในจังหวัด

ปทุมธานี รวม 10 ตัวอย่าง และกากถั่วเหลืองของกิจกรรมตรวจตามพระราชบัญญัติควบคุมคุณภาพอาหารสัตว์ 
พ.ศ. 2558 จ านวน 10 ตัวอย่าง โดยในการวิเคราะห์มีการควบคุมคุณภาพการวิเคราะห์ด้วย spiked sample ที่
ความเข้มข้น 50 µg/kg และ sample blank และ method blank ด้วย 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. ผลการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ 
1.1 สภาวะท่ีเหมาะสมของเครื่อง LC-MS/MS 

จากการปรับหาสภาวะเครื่อง LC-MS/MS (Triple quadrupole) พบว่าสารที่วิเคราะห์แตกตัวเป็น
ไอออนใน negative ionization mode และได้พารามิเตอร์ที่เหมาะสมส าหรับการหา precursor ion ของสารที่
วิเคราะห์ ได้ดังตารางที่ 1 และเมื่อตั้งค่า parameters ตามนี้แล้ว ปรับหาค่า RF lens ซึ่งเป็นค่าพลังงานที่เฉพาะ
กับสารประกอบหนึ่งๆ ที่จะท าให้ precursor ion ของสารนั้นสามารถเดินทางเข้าสู่ส่วนของ mass analyzer ได้
ด้วย intensity สูงที่สุด จากนั้นได้ใช้โหมด product ion scan เพ่ือให้เครื่องท าการหาค่าของ product ions 
และพลังงานการชนที่เหมาะสม ซึ่งในขั้นตอนนี้ จะยังคงใช้การ flow สารแบบ direct infustion ผลที่ได้แสดงดัง
ตารางที่ 2 โดยค่าของ product ions ที่ได้จะเป็นรูปแบบเฉพาะของสารแต่ละชนิดที่มีการ fragment ที่ต าแหน่ง
โครงสร้างทางโมเลกุลแตกต่างกัน นอกจากนี้ collision energy หรือพลังงานที่ใช้ในการ fragment ก็เป็นส่วน
ส าคัญที่ส่งผลต่อ product ions ที่เกิดขึ้นด้วย และสามารถใช้ค่าพลังงานที่แตกต่างกันได้ส าหรับแต่ละ  mass 
transition 
 
ตารางท่ี 1  ESI parameter เครื่อง LC-MS/MS (Triple quadrupole) 
Parameters Value 

Ionization mode 
Negative ion (V)  
Sheath gas pressure (arb) 
Auxillary gas pressure (arb)  
Sweep gas pressure (arb) 
Ion transfer tube temp (oC) 
Vaporizer temp (oC) 

Negative  
4500 
60 
20 
0 

350 
400 

 

ตารางท่ี 2 Mass transition ของสารก าจัดวัชพืชด้วยเครื่อง LC-MS/MS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

No Pesticides Precursor ion,  
Q1 (m/Z) 

Product ion,  
Q3 (m/Z) 

Collision Energy 
(V) 

RF Lens (V) 

1 AMPA 110 63 
79 
81 

20 
28 
13 

103 

2 Glyphosate 138 63 
124 
150 

23 
12 
10 

104 

3 Glufosinnate  180 95 
119 
136 

17 
16 
16 

131 

4 N-acetyl glyphosate 210 124 
150 
192 

19 
13 
10 

114 

5 N-acetyl AMPA 152 63 
110 
134 

25 
13 
12 

107 
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1.2 สภาวะที่เหมาะสมของการวิเคราะห์สารก าจัดวัชพืชด้วย LC-MS/MS 
 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์โดยใช้เครื่อง LC-MS/MS ในขั้นตอนหาสภาวะที่เหมาะสมของเครื่องมือเป็นสิ่ง
ส าคัญต่อการวิเคราะห์สารตกค้างหลายชนิดพร้อมกัน นอกจากจะต้องได้สภาวะและ mass transition ที่
เหมาะสมแล้ว ยังต้องตรวจสอบความสามารถในการแยกสารและเมทริกซ์ที่อยู่ในสารสกัดตัวอย่างด้วย LC 
column ทั้ง 3 ชนิด ที่น ามาศึกษาเป็นคอลัมน์ที่สามารถใช้วิเคราะห์สารประเภทมีขั้วได้ ซึ่งในการศึกษาหา 
สภาวะการแยกและมีสัญญาณพีคที่ดีที่สุดจากการวิเคราะห์สารมาตรฐานที่ละลายในตัวท าละลายต่างกันและการ
ปรับอัตราการผสมสารของ mobile phase จนกระทั่งได้สภาวะในตารางที่ 3 พบว่าค่าสัญญาณของพีคสาร
มาตรฐาน 5 ชนิด ที่ละลายด้วย 10% ACN ในน้ า DI และวิเคราะห์ด้วยคอลัมน์ 3 ชนิด พบว่าคอลัมน์ Accucore aQ 
ให้สัญญาณและพีคท่ีสูงแคบดีกว่า Acclaim Trinity Q1 และ Selectra Diol นอกจากนี้ สารมาตรฐานที่ละลายใน 
ACN:water (60:40) + 0.2% TFA ค่าสัญญาณต่ ากว่าที่ละลายใน 10% ACN ในน้ า ดังตารางที่ 4 และภาพที่ 1 

ผลทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน พบว่าช่วงความเข้มข้นของสารตั้งแต่ 10–500 ng/mL ใน 
10% ACN ในน้ า DI ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงทุกการทดลอง โดยมีค่า R2 > 0.990 เมื่อเปรียบเทียบสารมาตรฐาน
ที่ละลายในสารสกัดเมทริกซ ์พบว่า สารทุกตัวมีสัญญาณลดลงเมื่ออยู่ในสารสกัดเมทริกซ์ เมื่อตรวจสอบความเป็น
เส้นตรงที่ความเข้มข้นระดับต่ า พบว่ามีสารรบกวนกับทุกคอลัมน์ ท าให้ได้ช่วงความเป็นตรงที่ให้ค่า R2 > 0.990 
แคบลง โดยส่วนใหญ่จะได้ช่วงความเป็นเส้นตรงตั้งแต่ 50–500 ng/mL ส าหรับคอลัมน์ Selectra Diol ได้ช่วง
ความเป็นเส้นตรงตั้งแต่ 20-500 ng/mL กับทุกสารที่ทดสอบ ดังตารางที่ 5 และให้การแยกและมีพ้ืนที่ใต้พีคดีกว่า
คอลัมน์อื่น จึงเลือกใช้คอลัมน์ Selectra Diol ในการตรวจสอบในขั้นตอนต่อไป 
 

ตารางท่ี 3 LC column และสภาวะในการทดสอบสารก าจัดวัชพืช 
Instrument parameters Conditions 
Column Type Acclaim Trinity Q1 Accucore aQ  Selectra Diol 
Eluent A 
 

50 mM Ammonium 
formate, pH 2.9 

0.1% Formic acid  
in DI Water 

50 mM Ammonium 
formate, pH 2.9 

Eluent B Acetonitrile Acetonitrile Acetonitrile 
Temperature 30oC 30oC 40oC 
Injection Volume 20 µL 20 µL 20 µL 
Flow (Min/min) 0.5 0.2 0.3 
Elution mode Gradient Gradient Gradient 
Flow program Initial 96% A; 6.0 min, 

20%A; 7-9 min,  
96%A; 9.10-15 min 

Initial 90% A; 4.0 min, 
20%A; 6-10 min,  
90%A; 11.0-15.0 min 

Initial 50% A; 5.0 min, 
80%A; 6-10 min,  
50%A; 11.0-15.0 min 

Run time 15 min 15 min 15 min 
 

ตารางที่ 4 LC Column กับค่าสัญญาณของพีคสารที่ความเข้มข้น 50 µg/L ที่ละลายใน 10% ACN ในน้ า DI 

Pesticides 
Acclaim Trinity Q1 Accucore aQ Selectra Diol 

10% ACN in water 10% ACN in water ACN: water + 0.2%TFA 10% ACN in water 
Area S/N RT Area S/N RT Area S/N RT Area S/N RT 

AMPA 
Glyphosate 
Glufosinate 
N-acetyl-glyphosate 
N-acetyl- AMPA 

179 
1277 
428 
1584 
1809 

19.5 
85.6 
29.9 
238.4 
52.4 

0.65 
1.14 
0.89 
4.96 
1.48 

40610 
64040 
7264 

238655 
155761 

120.9 
299.8 
145.3 
546.8 
429.9 

1.13 
1.17 
1.12 
1.25 
1.16 

10255 
13480 
23480 
62073 
384192 

154.9 
324.2 
310.8 
194.3 
421.8 

0.99 
1.63 
1.07 
1.15 
1.06 

934.03 
1723.30 
1709.52 
4565.28 
3558.94 

854.6 
972.4 
193.1 
360.5 
497.3 

0.92 
1.35 
1.63 
1.48 
1.78 
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Compounds Acclaim Trinity Q1   Accucore aQ  Selectra Diol 
 10% ACN in water 10% ACN in water ACN : water + 0.2%TFA 10% ACN in water 

AMPA 

    
Glyphosate 

    
Glufosinnate  

    
N-acetyl 
glyphosate 

    
N-acetyl 
AMPA 

    
 

ภาพที ่1 LC column กับค่าสัญญาณของพีคสารมาตรฐานทีค่วามเข้มข้น 50 ng/mL   
 

ตารางท่ี 5 ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน และ ค่า R2 ของสารมาตรฐานในเมทริกซ์ 

Pesticides Acclaim Trinity Q1   Accucore aQ Selectra Diol 
Range (ng/mL) R2  Range (ng/mL) R2  Range (ng/mL) R2  

 Chicken muscle     
Glyphosate 50-500 0.9919 20-500 0.9944 20-500 0.9982 
Glufosinate 50-500 0.9923 50-500 0.9923 20-500 0.9975 
AMPA 50-500 0.9957 50-500 0.9907 20-500 0.9954 
N-acetyl-glyphosate 50-500 0.9912 50-500 0.9945 20-500 0.9968 
N-acetyl-AMPA 50-500 0.9854 50-500 0.9921 20-500 0.9949 
 Soybean meal     
Glyphosate 50-500 0.9914 20-500 0.9926 20-500 0.9910 
Glufosinate 50-500 0.9947 50-500 0.9918 20-500 0.9905 
AMPA 50-500 0.9929 50-500 0.9902 20-500 0.9900 
N-acetyl-glyphosate 50-500 0.9944 50-500 0.9935 20-500 0.9924 
N-acetyl-AMPA 50-500 0.9931 50-500 0.9916 20-500 0.9912 
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1.3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีสกัดและการ Clean-up 
กากถั่วเหลืองและเนื้อไก่มีโปรตีนและไขมันมาก ในการเตรียมตัวอย่างก่อนน าไปวิเคราะห์สารตกค้างด้วย

เครื่อง LC-MS/MS จึงต้องตะตะกอนโปรตีนและก าจัดไขมันด้วยวิธีการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงและอุณหภูมิเย็น 
นอกจากนี้ยังต้องท าการ clean-up ด้วยเทคนิค dispersive SPE ที่ใช้ C18 หรือใช้ SPE เพ่ือให้สารที่ต้องการ
วิเคราะห์มีความบริสุทธิ์ขึ้น ซึ่งจากการสกัดตัวอย่างเนื้อไก่ปริมาณ 10 กรัม และ clean-up ด้วย C18 ตามวิธี 
QuPPe พบว่าในขั้นตอนสกัดตัวอย่างเนื้อไก่ด้วยน้ าและ 1% formic acid ใน MeOH เนื้อไก่ดูดตัวท าละลายสกัด
จนท าให้การเขย่าท าได้ไม่ดีนัก และเมื่อน าสารที่ได้จากการเตรียมตัวอย่างไปวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS พบว่ามี
สัญญาณรบกวนสูงมาก 

ส าหรับวิธีที่ดัดแปลงด้วยการสกัดกับตัวอย่างปริมาณ 2 กรัม และเปรียบเทียบการ clean-up ด้วย SPE 3 ชนิด 
ได้แก่ ชนิด HLB ซึ่งประกอบด้วยโมโนเมอร์ hydrophilic N-vinylpyrrolidone กับ lipophilic divinylbenzene, 
SPE ชนิด MCX ประกอบด้วย mixed-mode cation exchange และ SPE ชนิด DAU มีตัวดูดซับเป็น 
copolymer ที่ประกอบด้วย C8 และ ion exchange (benzenesulfonic acid)  โดย load สารสกัดตัวอย่างลงใน 
SPE และเก็บสารที่ไหลผ่านลงในลักษณะ pass through พบว่าการ clean-up ด้วย SPE ทั้ง 3 ชนิด ได้ค่า %MR 
อยู่ในช่วง 70-90% และค่า RSD ได้ไม่เกิน 20% ไม่แตกต่างกัน โดยค่า %RSD จากการทดสอบกับ SPE ชนิด 
HLB มีค่า %RSD ที่ต่ ากว่า SPE ชนิด MCX และ DAU  

นอกจากนี้ มีรายงานว่าการใช้ EDTA ช่วยจับกับไอออนของโลหะหนักที่อาจรบกวนในการวิเคราะห์ 
glyphosate, glufosinate และ AMPA ในตัวอย่างถั่วเหลืองและข้าวโพด ตามด้วยการ clean-up ด้วย SPE ชนิด
HLB ซึ่งสามารถก าจัด phospholipid และสารประกอบพวกท่ีไม่มีขั้วในสารสกัดตัวอย่างได้ดี (Chamkasem and 
Harmon, 2016) อีกทั้งการตกตะกอนโปรตีนและก าจัดไขมันด้วยการปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงที่อุณหภูมิเย็นแล้ว
ส าหรับการสกัดสารประเภทมีข้ัว ยังมีวิธีการที่น าตัวอย่างสกัดใส่ในตู้แช่แข็ง -80oC นาน 15-30 นาที แล้วจึงน ามา
ปั่นเหวี่ยงที่มากกว่า 3,000 g อุณหภูมิ 10oC นาน 10 นาที และใช้ MCX-SPE ในการ clean-up ส าหรับการ
วิเคราะห์สารประเภทมีขั้วสูงในตัวอย่างตับ ไต เนื้อไก่ ไข่ไก่ เพ่ือลดการบ ารุงรักษาเครื่องวิเคราะห์ LC-MS/MS แต่
อย่างไรก็ตาม พบว่าในการ clean-up มีการสูญหายของสาร glufosinate ในตับและเนื้อไก่ไปบ้าง (López, 
et.al., 2020)  

จากผลการทดสอบและข้อมูลการรายงานข้างต้น จึงเลือกวิธีดัดแปลงที่สกัดกับตัวอย่างปริมาณ 2 กรัม 
และใช้ SPE ชนิด HLB ในการพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีต่อไป  

2. ผลการพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธี 
2.1 ผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect)  

ค านวณ %SSE เพ่ือตรวจสอบผลกระทบจากเมทริกซ์จากผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง โดยพิจารณาว่า 
หากค่า SSE 100% หมายถึง ไม่มีผลกระทบจากเมทริกซ์ หากค่าต่ ากว่า 100% หมายความว่าเมทริกซ์กดสัญญาณ 
(suppression) และค่าสูงกว่า 100% หมายความว่าเมทริกซ์เพ่ิมสัญญาณ (enhancement) (Chamkasem and 
Harmon, 2016 และ Melo, et.al., 2020)  พบว่าสารมาตรฐานในสารสกัดเมทริกซ์มีสัญญาณลดลง (response 
suppression) ในลักษณะ negative matrix effect ทุกสาร ได้ค่า %SSE < 80 ดังภาพที่ 2 แสดงว่าเมทริกซ์มี
ผลกระทบกับสารที่วิเคราะห์ ซึ่งอาจเกิดจากการชะร่วมของส่วนประกอบเมทริกซ์และส่งผลต่อประสิทธิภาพของ
การแตกตัวเป็นไอออนของสารที่วิเคราะห์ การชดเชยจากผลกระทบการวิเคราะห์สามารถใช้สารมาตรฐานภายในที่
เป็นไอโซโทปของสารที่วิเคราะห์ แต่เนื่องจากในการศึกษายังไม่มีสารเหล่านี้ ดังนั้น จึงใช้กราฟมาตรฐานที่เตรียม
แบบ procedural standard curve จากสารละลายในเมทริกซ์ ด้วยการเติมสารมาตรฐานลงในตัวอย่างก่อนท า
การสกัด ซึ่งเป็นอีกทางเลือกเพ่ือความเหมาะสมในการพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธี (SANTE, 2019)  
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ภาพที่ 2 กราฟแสดง %SSE ของสารมาตรฐานในสารสกัดเนื้อไก่และกากถั่วเหลือง 
 

2.2 ค่า LOD และ LOQ 
ผลการทดสอบตัวอย่างท่ีเติมสารมาตรฐานลงในตัวอย่างที่ระดับความเข้มข้น 0.02 mg/kg พบว่า S/N 

ของสารทั้ง 5 ชนิด มีค่ามากกว่า 3 โดย S/N ของสารที่ต่ าสุดคือ AMPA และที่ความเข้มข้น 0.05 mg/kg ได้ค่า 
S/N > 10 โดย S/N ของสารที่ต่ าสุดคือ AMPA ค่า %MR อยู่ในช่วง 72% (AMPA) – 84% (glyphosate) และค่า 
RSD < 20% แสดงว่าขีดความสามารถต่ าสุดของวิธีที่วิเคราะห์ได้ในเชิงปริมาณ คือที่ 0.05 mg/kg และที่ค่า LOQ ของ
สาร glyphosate และ glufosinate ในตัวอย่างเนื้อสัตว์ของวิธีที่พิสูจน์ได้นี้ยังอยู่ในเกณฑ์ที่ SANTE/12682/2019 
ก าหนดไว้ คือ LOQ ≤ MRL เมื่อค่า MRL ของทั้งสองสารเท่ากับ 0.05 mg/kg (European Union, 2005)   

 

2.3 ความแม่นและความเที่ยง  
 ผลการตรวจสอบความแม่นจาก %MR และความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ (repeatability precision) 
จาก %RSDr และแบบการท าซ้ าได้ (intermediate precision) จาก %RSDi ในตัวอย่างที่เติมสารที่ความเข้มข้น
0.05, 0.1 และ 0.5 mg/kg พบว่า ผลประเมินความแม่นและความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ที่ความเข้มข้นใน
ตัวอย่างแต่ละชุดที่วิเคราะห์ได้ มีค่า %MR อยู่ในช่วง 70–120% และค่า RSDr ไม่เกิน 20% และผลประเมินความ
แม่นและความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ พบว่า %MR และ %RSDi อยู่ในเกณฑ์ %MR ช่วง 70-120 และ %RSD ไม่
เกิน 20% เช่นกัน 

ตารางท่ี 6 ค่า %Mean recovery และ (%RSD) ของการวิเคราะห์ใน spiked sample  
Pesticdes Day 1, Conc. (mg/kg), n = 5  Day 2, Conc. (mg/kg) ), n = 5  Intermed, Conc. (mg/kg) ), n = 10 

 0.05 0.1 0.5  0.05 0.1 0.5  0.05 0.1 0.5 
 Chicken muscle         
Glyphosate 82 

(11.1) 
81 

(12.8) 
82 

(6.1)  
80 

(14.6) 
78 

(11.4) 
81 

(5.5)  
77 

(12.7) 
84 

(9.2) 
81 

(5.5) 
Glufosinate 70 

(11.2) 
84 

(12.6) 
80 

(8.1)  
79 

(11.4) 
79 

(8.8) 
83 

(3.9)  
78 

(10.7) 
83 

(8.5) 
82 

(6.1) 
AMPA 74 

(10.4) 
83 

(12.6) 
79 

(9.4)  
76 

(13.8) 
73 

(10.7) 
85 

(4.2)  
75 

(11.8) 
82 

(10.4) 
85 

(6.9) 
N-acetyl-
glyphosate 

76 
(12.4) 

82 
(11.8) 

79 
(11.4)  

79 
(16.9) 

82 
(10.6) 

86 
(6.2)  

79 
(14.0) 

82 
(11.2) 

85 
(8.7) 

N-acetyl-AMPA 76 
(11.1) 

83 
(13.4) 

86 
(13.4)  

78 
(8.0) 

83 
(10.7) 

81 
(5.3)  

75 
(9.8) 

82 
(11.2) 

83 
(10.3) 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ)  
Pesticdes Day 1, Conc. (mg/kg), n = 5  Day 2, Conc. (mg/kg) ), n = 5  Intermed, Conc. (mg/kg) ), n = 10 

 0.05 0.1 0.5  0.05 0.1 0.5  0.05 0.1 0.5 
 Soybean meal         
Glyphosate 84 

(11.8) 
86 

(7.1) 
82 

(7.0)  
74 

(13.8) 
83 

(10.7) 
79 

(5.7)  
76 

(12.3) 
82 

(11.2) 
79 

(6.0) 
Glufosinate 76 

(12.9) 
83 

(9.3) 
80 

(5.0)  
74 

(9.0) 
81 

(11.5) 
77 

(6.9)  
75 

(10.5) 
83 

(11.4) 
77 

(5.8) 
AMPA 78 

(11.9) 
84 

(10.8) 
83 

(6.8)  
73 

(9.8) 
73 

(13.6) 
79 

(7.6)  
74 

(10.4) 
82 

(12.4) 
79 

(6.8) 
N-acetyl-
glyphosate 

80 
(11.3) 

83 
(13.0) 

84 
(8.7)  

77 
(8.3) 

76 
(12.0) 

79 
(5.8)  

72 
(11.6) 

83 
(11.2) 

79 
(7.0) 

N-acetyl-AMPA 78 
(11.5) 

81 
(12.8) 

83 
(9.6)  

72 
(14.4) 

71 
(12.4) 

80 
(5.6)  

73 
(12.3) 

81 
(12.4) 

79 
(7.5) 

 

2.5 การประเมินค่าความไม่แน่นอน 
การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัดตัวอย่างเนื้อไก่และกากถั่วเหลืองที่เติมสารที่วิเคราะห์ตาม

แนวทางของ Eurachem (2014) ผลจากการประเมิน พบว่าแหล่งของค่าความไม่แน่นอนที่ส าคัญที่สุด คือ ค่า 
method precision รองลงมาคือ calibration curve และค่า %recovery ส่วน sample weight, final 
volume และ standard conc. มีค่าน้อยมาก ดังภาพที่ 2 

เมื่อค านวณเป็นค่า %relative expanded uncertainty (UE x 100/result ที่ LOQ) พบว่า สารที่มีค่า 
%RU ต่ าสุดและสูงสุดในเนื้อไก่ คือ N-acetyl-glyphosate (24.2%) และ AMPA (27.9%) ตามล าดับ ส าหรับ
สารที่มีค่า %RU ต่ าสุดและสูงสุดในกากถ่ัวเหลือง คือ glyphosate (16.1%) และ N-acetyl-glyphosate (28.0%) 
ตามล าดับ ดังภาพที่ 3 

 

  
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 2 แหล่งที่มาของความไม่แน่นอนที่มีต่อการ
วิเคราะห์สารก าจัดวัชพืชในเนื้อไก่และกาก
ถั่วเหลืองเปรียบเทียบกับความไม่แน่นอน
ทั้งหมด 

ภาพที่ 3 ค่า % Relative expanded    
           uncertainty ของสารก าจัดวัชพืช  
           5 ชนิด ในเนื้อไก่และกากถั่วเหลือง 
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3. การวิเคราะห์ตัวอย่าง 
ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างเนื้อไก่ เนื้อเป็ด เนื้อสุกร เนื้อโค และกากถ่ัวเหลืองตามวิธีที่ได้จากการพัฒนาและ

พิสูจน์ความใช้ได้แล้ว ไม่พบสาร glyphosate, glufosinate, AMPA, N-acetyl-glyphosate และ N-acetyl-
AMPA โดยการควบคุมคุณภาพการวิเคราะห์ด้วย spiked sample ที่ความเข้มข้น 50 µg/kg ได้ %recovery อยู่
ในช่วง 70-120%  

 
สรุปผลการทดลอง 

 วิธีวิเคราะห์สาร glyphosate, glufosinate, AMPA, N-acetyl-glyphosate และ N-acetyl-AMPA ใน
เนื้อไก่และกากถ่ัวเหลืองด้วย LC-MS/MS (Triple Quadrupole) ด้วยวิธีที่พัฒนาการสกัดตัวอย่างปริมาณ 2 กรัม 
ด้วยน้ าและ 1% formic acid ใน MeOH และ clean-up ด้วย SPE ชนิด HLB และวิเคราะห์เทียบกับ 
procedural standard curve เป็นวิธีที่มีความแม่นและความเท่ียงอยู่ในเกณฑ์ยอมรับตาม SANTE/12682/2019 
โดยได้ค่า LOD 0.02 mg/kg, LOQ 0.05 mg/kg ช่วงการวิเคราะห์ที่ 0.05-0.500 mg/kg ทั้งในเนื้อไก่และกากถั่ว
เหลือง สามารถน าไปใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ตัวอย่างพร้อมกับการควบคุมคุณภาพภายในเพ่ือตรวจสอบกับค่ามาตรฐาน
ของสหภาพยุโรปได้ และจากการวิเคราะห์สาร glyphosate, glufosinate, AMPA, N-acetyl-glyphosate และ 
N-acetyl-AMPA ในตัวอย่างเนื้อไก่ เป็ด สุกร และโค จ านวน 10 ตัวอย่าง และกากถั่วเหลือง 10 ตัวอย่าง ไม่พบ
สารที่วิเคราะห์ในตัวอย่างดังกล่าว ทั้งนี้เป็นการส ารวจข้อมูลการตกค้างเบื้องต้นและควรมีการตรวจเฝ้าระวังสาร
ตกค้างในสินค้าปศุสัตว์ต่อไป 

 
ข้อเสนอแนะ 

ในการศึกษาครั้งนี้ได้ค่า LOQ ของวิธีวิเคราะห์เท่ากับค่า MRL ของบางสารและอยู่ในเกณฑ์ของ 
SANTE/12682/2019 อย่างไรก็ตาม ควรปรับปรุงสมรรถนะของวิธีวิเคราะห์ให้มีความสามารถที่วิเคราะห์ได้ใน
ระดับปริมาณต่ ากว่านี้ด้วยการใช้สาร isotope-labeled internal standards ร่วมกับ matrix match 
calibration standard ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารก าจัดวัชพืช  
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