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5. บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์สารพิษตกค้างชนิด Chlormequat chloride และ 
Mepiquat chloride ซึ่ ง เป็ น ส า ร ส า ห รั บ ช ะ ล อ ก า ร เจ ริ ญ เติ บ โต ข อ ง พื ช  โด ย ใช้ เท ค นิ ค  Liquid 
Chromatograph/Mass Spectrometry ต่ อ กั บ ค อ ลั ม น์ ช นิ ด  Hydrophilic Interaction Liquid 
Chromatography (HILIC) และใช้สารละลาย Ammonium formate buffer เข้มข้น 50 mM pH 3.75 กับ
สารละลาย Acetonitrile เป็นตัวชะสารออกจากคอลัมน์ จากการทดสอบประสิทธิภาพของวิธีการสกัดในตัวอย่าง
มะม่วงที่พัฒนามาจากวิธี QuPPe-Method (Anastassiades et al., 2011) โดยเปรียบเทียบสารละลายที่มีสภาพ
ขั้วแตกต่างกันในการสกัดพบว่าสารละลาย 1% Formic acid ใน Acetonitrile ให้ผลร้อยละการกลับคืน 
(%Recovery, n=3) ของ Chlormequat และ Mepiquat เท่ากับ 104 และ 98 โดยมีค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 6.66 และ 3.52 ตามล าดับ ซึ่งให้ผลการทดสอบที่ดีกว่าสารละลายชนิดอ่ืนที่ใช้
ในการสกัด และเมื่อเปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาได้กับวิธี QuREChERs (Anastassiades, et al., 2003)  ด้วยวิธีทาง
สถิติ t-test ให้ผลการทดสอบของทั้ง 2 วิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ จากการทดสอบผลของ Matrix effect 



พบว่าในกรณีที่ใช้ Internal standard (ISTD) ผลของ Matrix ไม่มีผลต่อการทดสอบประสิทธิภาพของวัตถุมีพิษ
ทั้ ง 2 ชนิด แต่ในกรณีที่ ใช้  External standard (ESTD) ผลของ Matrix ไม่มีผลต่อ Mepiquat แต่มีผลต่อ 
Chlormequat เพ่ือป้องกันผลที่เกิดจาก Matrix effect  จึงต้องเตรียมสารละลายมาตรฐานใน Matrix ในกรณีที่
ใช้ ESTD ดังนั้นเมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมของวิธีในการตรวจวิเคราะห์ Chlormequat และ Mepiquat ในขั้นตอน
ต่อไปจะด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (Method validation) ให้มีความถูกต้องและแม่นย าในการตรวจ
วิเคราะห์ 

 
6. ค าน า 

สารชะลอการเจริญเติบโตของพืช (Plant growth regulators) มีคุณสมบัติหลักในการชะลอการแบ่ง
เซลล์และการยืดตัวของเซลล์บริเวณใต้ปลายยอดของกิ่งพืช ท าให้พืชได้รับสารมีความสูงน้อยกว่าปกตินั่นคือสาร
กลุ่มนี้จะไปยับยั้งการสร้างหรือการท างานของฮอร์โมนจิบเบอเรลลิน ควบคุมความสูงและขนาดทรงพุ่มของพืชเช่น
ในไม้ดอกไม้ประดับควบคุมความสูงให้มีขนาดกะทัดรัดเหมาะแก่การปลูกในกระถางหรือลดความสูงของต้นท าให้
ปล้องสั้นลงในพืชไร่ นอกจากนี้ยังช่วยเพ่ิมการติดผลและคุณภาพผล เพ่ิมการออกดอก สารในกลุ่มนี้ได้แก่ คลอ
มีควอท (Cholormequat), ดามิ โนไซด์  (Daminozide), แอนไซมิ โดล (Ancymidol), เมพิควอทคลอไรด์ 
( Mepiquat chloride) แ ล ะ พ า โ ค ล บิ ว ท ร า โ ซ ล  ( Paclobutrazol) (แ ห ล่ ง ที่ ม า  : 
http://www.thaikasetsart.com) ข้อมูลพ้ืนฐานความเป็นพิษจากองค์การอนามัยโลก (WHO) ได้ระบุความเป็น
พิษของ Chlormequat และ Mepiquat จัดอยู่ในกลุ่มอันตรายเล็กน้อย มีค่า LD50 ในหนูเท่ากับ 670 และ 1490 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตามล าดับ (WHO, 2009) ในสหภาพยุโรปได้ก าหนดค่าปริมาณสูงสุดของสารพิษตกค้าง 
(MRL) ชนิด Chlormequat และ Mepiquat ในมะม่วงเท่ากับ 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (MRL EU, 2013) 
ส าหรับประเทศญี่ปุ่นก าหนดค่า MRL ของ Chlormequat และ Mepiquat ในมะม่วงเท่ากับ 0.05 และ 2.0
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตามล าดับ (MRL Japan, 2012) ส าหรับประเทศไทยและ Codex ไม่มีการก าหนดค่า MRL 
ส าหรับสูตรโครงสร้างทางเคมีของวัตถุมีพิษท้ังสองชนิดแสดงดังรูปที่ 1 และ 2 

 

 
 

รูปที่ 1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ Chlormequat chloride 
 



                              
รูปที่ 2 สูตรโครงสร้างทางเคมีของ Mepiquat chloride 

 
จากการทบทวนวรรณกรรมของวิธีการตรวจวิเคราะห์ Chlormequat และ Mepiquat  โดยส่วนใหญ่จะ

ใช้เทคนิค High Performance Liquid Chromatography ต่อกับตัวตรวจวัดชนิด Mass spectrometry  โดยมีผู้
ศึกษาและพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์อธิบายไว้ดังนี้ 

Esparza และคณะ (X. Esparza et al.,2009) ได้ตรวจวิเคราะห์ Chlormequat และ Mepiquat ด้วย
เทคนิค LC-MS/MS และใช้คอลัมน์ชนิด Atlantis HILIC ขนาด 150 mm × 2.1 mm 3 µm โดยใช้หลักการชะ
สารออกจากคอลัมน์แบบ gradient อัตราส่วนระหว่าง Acetonitrile กับ Ammonium formate buffer pH 
3.75 การไหล 0.4 µl/min ใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์น้อยกว่า 4 นาทีต่อตัวอย่าง ตรวจวิเคราะห์ในตัวอย่างผัก
ผลไม้ น้ าผลไม้ อาหารเด็ก กาแฟ เบียร์ เป็นต้น โดยในขั้นตอนการสกัดใช้ SPE C18 ในการก าจัดสิ่งปนเปื้อนออก
จากสารละลายตัวอย่างที่ได้จากการสกัด 

Oscar และคณะ  (N. Oscar et al.,2004) ท าการตรวจวิเคราะห์สารก าจัดวัชพืชกลุ่ม Quaternary 
ammonium จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ Paraquat Diquat Difenzoquat Chlormequat และMepiquat ด้วย
เทคนิค LC-MS/MS  2 แบบได้แก่ Triple quadrupole และ Time of fight (TOF) ใช้คอลัมน์ Kromasil ขนาด 
200 mm × 21 mm 5 µm และใช้การชะสารออกจากคอลัมน์แบบ gradient โดยใช้ Mobile phase ระหว่าง 
20 mM HFBA ใน 100 mM Formic acid /Ammonium formate buffer (pH 3.3) กับ Acetonitrile ตรวจ
วิเคราะห์ในตัวอย่างน้ าดื่ม โดยใช้วิธีการสกัดเป็นแบบ On-line SPE preconcentration 

Anastassiades  และคณะ (M. Anastassiades et al.,2011) พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์วัตถุมีพิษที่มี
สภาพความขั้วเป็นขั้วสูง ได้แก่ Paraquat Diquat Chlormequat Mepiquat Daminozide Cyromazine ETU 
PTU Trimesium เป็นต้น ซึ่งตรวจวิเคราะห์ในตัวอย่างผักและผลไม้ โดยตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
และใช้คอลัมน์ชนิด Obelisc R 2.1 mm×150 mm 5 µm 100A และใช้ Ammonium formate buffer กับ 
acetonitrile เป็น mobile phase เป็นตัวชะสารออกจากคอลัมน์ ส าหรับวิธีการสกัดตัวอย่างใช้ 1% Formic 
acid ใน Methanol ในการสกัด และไม่มีการก าจัดสิ่งปนเปื้อนในสารละลายตัวอย่างที่สกัดได้   

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพ่ือพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ Chlormequat และ Mepiquat ใน
ผลไม้ โดยใช้เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS และใช้คอลัมน์ชนิด Hydrophilic Interaction 
Liquid Chromatography (HILIC)  เพ่ือให้มีความว่องไวสูงและเฉพาะเจาะจงมากขึ้นรวมถึงการหาวิธีการเตรียม
ตัวอย่างมีความสะดวกรวดเร็ว ประหยัดและให้ผลการทดสอบที่มีความถูกต้องและแม่นย า  



7. วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์และสารเคมี 

1. สารมาตรฐานวัตถุมีพิษได้แก่ Chlormequat chloride Mepiquat chloride  Chlormequat 
chloride 1,1,2,2-D4 ความบริสุทธิ์ 98-99% และสารละลายมาตรฐาน Mepiquat iodide D3 
(methyl D3) เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

2. สารเคมีได้แก่ Acetonitrile (HPLC grade) Methanol (HPLC grade) Formic acid Ammonium 
formate Water (HPLC grade)  

3. เครื่องมือในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ เครื่องชั่งความละเอียด 2 ต าแหน่ง และ 5 ต าแหน่ง, Centrifuge, 
Food processor, Dispenser ขนาด 10 และ 50 มิลลิลิตร, Micro pipette ขนาด 100-1,000 
ไมโครลิตร 

4. เครื่องแก้วต่างๆในห้องปฏิบัติการเช่น volumetric flask บีคเกอร์ กระบอกตวง  Centrifuge tube 
(Teflon) ขนาด 50 มิลลิลิตร  

5. เครื่องมือตรวจวัดวัตถุมีพิษชนิด Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) ต่อกับ
เครื่อง Tandem mass spectrometry 

6. ตัวอย่างผลไม้ที่น ามาทดลองได้แก่ มะม่วง 
 

วิธีการ 
1. ค้นคว้าเอกสารและวางแผนการทดลอง 
2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน Chlormequat chloride Mepiquat chloride  Chlormequat 

chloride 1,1,2,2-D4 ที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 1,000 100 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 
acetonitrile ส่วนสารละลายมาตรฐาน Mepiquat iodide D3 (methyl D3) เข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และน าสารมาตรฐานที่เตรียมแล้วมา Mixed standard และเตรียมกราฟ
มาตรฐานที่ระดับความเข้มข้นในช่วง 0.005-0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

3. การตั้งสภาวะเครื่อง Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) 
 คอลัมน์ชนิด HILIC ความยาว 10 เซนติเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 2.10 มิลลิเมตร ขนาด

ของอนุภาคภายใน 2.6 ไมครอน  
 การชะสารออกจากคอลัมน์เป็นแบบ gradient โดยที่สาร A เป็น Ammonium 

acetate buffer เข้มข้น 50 mM pH 3.75 ส่วนสาร B เป็น Acetonitrile อัตราส่วน
แสดงดังตารางที่ 1 



              ตารางที่ 1 แสดงอัตราส่วนการชะสารออกจากคอลัมน์แบบ Gradient  
เวลา 
(นาที) 

อัตราไหล 
(มิลลิลิตรต่อนาที) 

สารละลาย A 
(เปอร์เซ็นต์) 

สารละลาย B 
(เปอร์เซ็นต์) 

0.5 0.4 20 80 

1 0.4 40 60 

3 0.4 60 40 

5 0.4 60 40 

6 0.4 20 80 

8 0.4 20 80 

 ปริมาณสารที่ฉีดเข้าเครื่อง  2 ไมโครลิตร  
 อุณหภูมิของคอลัมน์ 25 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 

4. การตั้งสภาวะเครื่อง Tandem mass spectrometry 
Source parameter 

- Gas Temp  325C 
- Gas Flow 10 (l/min) 
- Nebulizer 45 psi 
- Capillary 4000 V 

ตารางที่ 2 แสดง Parameter ต่างๆ ของ Mass spectrometry ที่เหมาะสมกับสารแต่ละชนิด  

Compound Precursor 
Product 
ion 1 

Product 
ion 2 

Dwell 
time 

Fragmentor Collision 

Chlormequat Chloride 122.1 63.1 59.2 100 100 5 
Chlormequat-D4(ISTD) 126.1 59.3 58.1 100 100 5 
Mepiquat Chloride 114.2 98.1 58.1 100 135 10 
Mepiquat-D3(ISTD) 117.2 101.03 98.3 100 100 10 
 



5. การหาความเข้มข้นของ Ammonium formate buffer ที่เหมาะสม 
เตรียมสารละลาย Ammonium formate buffer ที่ความเข้มข้น 5, 10 ,20 และ50 mM และ
ปรับ pH 3.75 ด้วย Formic acid ใช้สารละลาย buffer เป็น Mobile phase คู่กับสารละลาย 
Acetonitrile ในการชะสารออกจากคอลัมน์ เปรียบเทียบผลของพ้ืนที่ใต้พีค ความสูงของพีค 
และค่า Retention time (RT) ของวัตถุมีพิษแต่ละชนิดที่ระดับความเข้มข้นของ buffer ที่
แตกต่างกนั 

6. ขั้นตอนการสกัด  
6.1 ขั้นตอนการสกัดพัฒนาจากวิธี Quppe-Method   (Anastassiades,M. 2011) โดย เปรียบเทียบ
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายชนิดต่างๆที่ใช้ในการสกัด 

จ านวน 3 ชนิด ดังนี้ 
1. 1% Formic acid ในน้ า 
2. 1% Formic acid ใน Methanol 
3. 1% Formic acid ใน Acetonitrile 
ชั่งตัวอย่างมะม่วง 10 กรัม ลงในหลอด centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม Mixed standard 
(Chlormequat และ Mepiquat) ความเข้มข้น 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จากนั้นเติม
สารละลายที่ใช้ในการสกัด (ทดสอบสารละลายแต่ละชนิดๆละ 3 ซ้ า) จ านวน 10 มิลลิลิตร และ
เตมิ Mixed Internal Standard (Chlormequat-D4 และ Mepiquat-D3) เข้มข้น 0.05 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปิดฝาแล้วเขย่าด้วยมือประมาณ 1 นาที  น าไป centrifuge ที่ความเร็ว
รอบ 3000 rpm จากนั้นเทสารละลายใสกรองผ่านกระดาษกรองงขนาด 0.22 ไมครอน ลงใน
ขวดขนาด 1.5 มิลลิลิตร และน าไปฉีดเข้าเครื่อง LC-MS/MS 
 

6.2 เปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาจากวิธี QuPPe-Method   กับวิธี QuREChERs 
ท าการเปรียบเทียบผลของวิธีการทดสอบประสิทธิภาพที่เหมาะสมจากข้อ 6.1 กับวิธ ี
QuREChERs (Anastassiades, et al., 2003)   โดยขั้นตอนการสกัดด้วยวิธี QuREChERs 
ท าโดยชั่งตัวอย่างมะม่วง 10 กรัม ลงในหลอด centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร เติม Mixed 
standard ที่ความเข้มข้น 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และเติม Mixed ISTD ที่ความเข้มข้น 
0.05 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติม Acetonitrile 10 มิลลิลิตร ปิดฝาเขย่าด้วยมือ
ประมาณ 1 นาที เติมสารผสมของ MgSO4 4 กรัม NaCl 1 กรัม Na3Citrate dehydrate 1 
กรัม และ Na2HCitrate sesquihydrate 0.5 กรัม เขย่าด้วยมือประมาณ 1 นาที น าไป 
centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3000 rpm 5 นาที จากนั้นดูดสารละลายส่วนที่ใส 5 มิลลิลิตร 



ลงในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร เติมสารผสมระหว่าง PSA 125 มิลลิกรัม กับMgSO4 750 
มิลลิกรัม น าไป vortex ประมาณ 30 วินาที จากนั้น centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3000 
rpm 5 นาที กรองสารละลายส่วนที่ใสผ่านกระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน ลงใน vial 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซึ่งภายในขวดเติม 5% Formic acid ใน Acetonitrile ปิดฝาแล้วน าไป
ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS/MS 

7. การเปรียบเทียบการใช้ Internal standard กับ External standard 
เติมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ลงในตัวอย่างจ านวน 3 ซ้ า 
และเติม ISTD ที่ความเข้มข้น 0.05 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นสกัดสารตัวอย่างด้วย 1%  
Formic acid ใน Acetonitrile และเตรียมสารละลายมาตรฐานใน Acetonitrile เพ่ือใช้เป็น 
Calibration curve ตรวจวิเคราะห์หา %Recovery และน าผลของ %Recovery มา
เปรียบเทียบระหว่างการค านวณโดยใช้วิธี ISTD และ ESTD 

8. การทดสอบ Matrix effect 
ท าการทดสอบและเปรียบเทียบระหว่าง Matrix match calibration curve กับ Standard 
calibration curve  ของสาร Chlormequat chloride และ Mepiquat chloride โดยเตรียม
สารละลายมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้น 0.005, 0.01, 0.05, 0.1 และ0.5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร จ านวน  2 ชุด โดยที่ชุดแรกเตรียมใน Acetonitrile ส่วนชุดที่สองเตรียมในสารละลาย 
Matrix ที่ได้จากการสกัดด้วยวิธีที่เหมาะสม และเติม ISTD ลงในสารละลายมาตรฐานทั้งสองชุด 
ตรวจวิเคราะห์สารทั้งสองชุดด้วยเครื่อง LC-MS/MS น าผลที่ได้มาเขียนกราฟมาตรฐาน 
ประเมินผลของ Matrix จากความชันของกราฟทั้งสอง โดยค่าผลต่างของความชันต้องมีค่าความ
แตกต่างไม่เกิน 10% จากนั้นพิจารณาผลของ Matrix ในกรณีที่ใช้ ESTD พิจารณาจากค่าความ
ชันจากการเขียนกราฟมาตรฐานระหว่างพื้นที่ใต้พีคกับความเข้มข้น และใช้หลักการประเมิน
เช่นเดียวกับการใช้ ISTD   
 

ระยะเวลา 
  เริ่มต้นเดือนตุลาคม 2554 สิ้นสุด เดือนกันยายน 2555 
 

สถานที่ด าเนินการ 
กลุ่มงานวิจัยสารพิษตกค้าง กลุ่มวิจัยวัตถุมีพิษทางการเกษตร ส านักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิต
ทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร 
 



8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
ผลของความเข้มข้น Ammonium formate buffer 
 สารละลาย Ammonium formate buufer ใช้เป็นตัวชะสารออกจากคอลัมน์ร่วมกับสารละลาย 
Acetonitrile เพ่ือให้วิธีมีค่าความว่องไวสูง (Sensitivity) จึงต้องมีการหาความเข้มข้นของ buffer ที่เหมาะสม โดย
ท าการศึกษาความเข้มข้นของ buffer ที่ความเข้มข้นในช่วง 5-50 mM ซึ่งผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3 
ตารางที่ 3 ผลการเปรียบเทียบความเข้มข้นของ Ammonium formate buffer 

Ammonium formate 
buffer 

Chlormequat Mepiquat 
RT  

(min) 
Peak 
Hight 

Peak  
Area 

RT 
 (min) 

Peak 
Hight 

Peak 
Area 

5 mM 2.309 622 3607 3.027 334 2856 
10 mM 2.288 635 3576 2.976 340 2869 
20 mM 2.018 736 3401 2.618 466 2764 
50 mM 1.886 775 3684 2.402 511 2720 

 จากตารางท่ี 3 จะเห็นได้ว่าเมื่อความเข้มข้นของ Buffer เพ่ิมข้ึนความแรงของ ionic strange ก็สูงขึ้นมี
ผลท าให้ท าให้พ้ืนที่ใต้พีค ความสูงของพีคเพ่ิมข้ึนตามล าดับ และสารจะถูกชะออกจากคอลัมน์ได้เร็ว แต่ข้อจ ากัด
ของการใช้ buffer คือเมื่อความเข้มข้นของ buffer เพ่ิมสูงขึ้นจะท าให้เกิดเกลือของ buffer  ซึ่งจะท าให้ความดัน
ของคอลัมน์สูงขึ้น และอาจเกิดการอุดตันได้ง่าย ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช้ความเข้มข้นของ Ammonium 
formate buffer ที่ความเข้มข้น 50 mM  
 
ผลของสารละลายชนิดต่างๆที่ใช้ในการสกัด 

จากการพัฒนาวิธี QuPPe-method โดยวิธีนี้ใช้สารละลาย 1% Formic acid ใน Methanol เป็นตัว
สกัดและไม่มีการก าจัดสารปนเปื้อน ดังนั้นจึงมีการเปรียบเทียบสารละลายจ านวน 3 ชนิด ที่มีสภาพขั้วที่แตกต่าง
กันในการสกัดตัวอย่างมะม่วง ได้แก่ น้ า Methanol และ Acetonitrile โดยที่สารละลายแต่ละชนิดจะถูกเตรียมใน 
Formic acid เข้มข้น 1%  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของวิธีการสกัดแสดงดังตารางที่ 4 จากตารางพบว่า
สารละลายที่ใช้ในการสกัดแต่ละชนิดให้ผลของ %Recover อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (80-110%) (AOAC,1993) 
แต่สารละลายแต่ละชนิดมีค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD)  ที่แตกต่างกันโดยที่สารละลาย 
1%Formic acid ใน Acetonitrile มีค่า %RSD น้อยทีสุ่ดเมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายอีกสองชนิด ส าหรับ
ปัญหาที่เกิดขึ้นเมื่อใช้สารละลาย 1% Formic acid ในน้ าและ Methanol เป็นตัวสกัดในขั้นตอนของการกรอง
ตัวอย่างจะกรองได้ยากเพราะสารละลายที่ได้จะขุ่น และมีตะกอนแขวนลอยซึ่งจะแตกต่างจากสารละลายตัวอย่าง
ที่ใช้ 1 % Formic acid ใน Acetonitrile เป็นตัวสกัดซึ่งสารละลายตัวอย่างที่ได้จะใส กรองได้ง่าย และผลจากการ



เพ่ิมความเข้มข้นของกรด formic เป็น 5% ในสารละลายที่ใช้สกัด ให้ผล % Recovery ที่ไม่แตกต่างจากการใช้
กรด 1% ดังนั้นความเข้มข้น 1% ของกรดเพียงพอส าหรับในการสลายพันธะ (Bond Breaking) ของสารที่ตรวจ
วิเคราะห์ที่มีอยู่ในตัวอย่างให้ถูกสกัดออกมาอยู่ในสารละลายที่ใช้สกัด ดังนั้นจึงเลือกใช้ 1 % Formic acid ใน 
Acetonitrile เป็นสารละลายในการสกัดสารละลายตัวอย่าง 
 
ตารางที่ 4 แสดงผลการเปรียบเทียบร้อยละการกลับคืนของการใช้สารละลายในการสกัดตัวอย่างที่แตกต่างกัน 

Extract solvent 
Spike 

Chlormequat 
Chloride %RSD 

Mepiquat 
Chloride %RSD 

 (mg/kg) %Rec (n=3) %Rec (n=3) 
1% Formic acid in Water 0.05 101 7.37 93 10.12 
1% Formic acid in Methanol 0.05 110 8.50 99 7.30 
1% Formic acid in Acetonitrile 0.05 104 6.66 98 3.52 

 
 
ผลของการเปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาจาก วิธี Quppe-Method   กับวิธี QuREChERs 

 วิธีที่พัฒนามาจาก QuPPe-Method มีลักษณะคล้ายกับวิธี QuREChERs แต่จะแตกต่างกันที่วิธี QuPPe-
Method จะเตรียม Acetonitrile ในกรด แต่วิธี QuREChERs จะใช้สารละลาย Acetonitrile ในการสกัดและใช้
เกลือของ Buffer ในขั้นตอนการสกัด และมีการก าจัดสิ่งปนเปื้อนด้วย PSA และ Graphitized Carbon (GCB)  
ผลจากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีการสกัดทั้งสองวิธีแสดงผลดังตารางที่ 5 เมื่อน าข้อมูลของ 
%Recovery  มาประเมินความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี t-test ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยที่ n=5 พบว่า 
Chlormequat และ Mepiquat  มีค่า t cal เท่ากับ 2.31 และ 2.29 ตามล าดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับค่า t critical 
จากตาราง (t table - critical values) มีค่าเท่ากับ 2.571 จะเห็นได้ว่าค่า  t cal ที่ค านวณได้มีค่าน้อยกว่า t critical 
ดังนั้นวิธีการสกัดทั้งสองวิธีให้ผลที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  

 

 

 

 



 

 

ตารางที่ 5 การเปรียบเทียบผลของ % Recovery ที่ได้จากการสกัดด้วย 1% Formic acid ใน Acetonotrile  
   กับวิธี QuREChERs 

No. 

Chlormequat Mepiquat 

1% Formic acid 
QuREChERs 

1% Formic acid 
QuREChERs 

in Acetonitrile in Acetonitrile 

1 95 102 105 88 
2 99 101 113 97 
3 107 88 106 109 

4 94 96 104 101 

5 98 104 97 96 

Mean 98.60 98.20 105.00 98.20 

SD 5.13 6.42 5.70 7.66 

%RSD 5.20 6.54 5.43 7.80 
 
ผลการเปรียบเทียบการใช้ Internal standard กับ External standard 
 จากการเปรียบเทียบผลของ %Recovery ที่ระดับวามเข้มข้น 0.05 mg/kg (ตารางท่ี 6) โดยเตรียม
สารละลายมาตรฐานเพื่อท า Calibration curve ใน Acetonitrile จากผลการทดสอบที่ได้โดยการใช้ ISTD พบว่า 
Mepiquat ให้ผล %Recovery อยู่ในช่วง 99-108% และ Chlormequat อยู่ในช่วง 93-99% ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ท่ี
ยอมรับได้ ส าหรับผลของ %Recovery ที่ได้จากการใช้ ESTD พบว่า Mepiquat อยู่ในช่วง 94-99% แต่ 
Chlormequat อยู่ในช่วง 45-55%   ซึ่งจากการใช้ ESTD ไม่มีผลต่อการทดสอบประสิทธิภาพของ Mepiquat แต่
มีผลต่อ Chlormequat ดังนั้นจึงต้องมีการศึกษาผลของ Matrix ในหัวข้อต่อไป 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 6 การเปรียบเทียบผลของ %Recovery ระหว่างการใช้ Internal Standard และ External standard 

No. 

%Recovery 

Used ISTD Used ESTD 

Chlormequat Mepiquat Chlormequat Mepiquat 

1 108 97 45 97 

2 102 93 52 94 

3 99 99 55 99 

Mean 103 96 51 97 

SD 4.58 3.06 5.13 2.52 

%RSD 4.45 3.17 10.13 2.60 
 

ผลของ Matrix effect       
 จากการทดสอบผลของ Matrix effect โดยการเตรียม Calibration curve ให้มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 
0.005-0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และเติมสารละลาย ISTD เข้มข้น 0.05 มิลลิกรัมต่อลิตรในทุกความเข้มข้น โดยแบ่ง
ออกเป็น 2 ชุด ซึ่งชุดแรกเตรียมใน Acetonitrile และชุดที่สองเตรียมใน Matrix ผลจากการเขียนกราฟระหว่าง
อัตราส่วนของพ้ืนที่ใต้พีคกับอัตราส่วนของความเข้มข้นแสดงดังรูปที่ 3 จะเห็นได้ว่าเส้นกราฟที่ได้ของวัตถุมีพิษท้ัง
สองชนิดที่เตรียมใน Acetonitrile และ Matrix มีค่าความชันไม่แตกต่าง และเม่ือน าค่าความชันที่ได้มาค านวณค่า
ความแตกต่าง (%RPD) (ตารางท่ี 7) พบว่า Chlormequat มีค่าความแตกต่างของความชันเท่ากับ 4.04% และ 
Mepiquat มีค่าเท่ากับ 3.56% ซึ่งมีค่า%RSD ไม่เกิน 10% (NATA, 2012) และอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ ซึ่งแสดง
ว่า Matrix ไม่มีผลต่อการทดสอบ 
 



   
รูปที่ 3 แสดง Calibration curve ของ Chlormequat และ Mepiquat ใน Solvent และ Matrix โดยวิธี ISTD 
ตารางที่ 7 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างความชันของสารมาตรฐานที่เตรียมใน Solvent และ    

               Matrix  โดยใช้วิธี ISTD 
  

Pesticide Equation Slope %RPD 

Chlormequat in solvent y = 17.89x - 0.0273 17.89 
4.04 

Chlormequat in matrix y = 18.628x + 0.0466 18.628 

Mepiquat in solvent y = 84.238x + 0.087 84.238 
3.56 

Mepiquat in matrix y = 87.293x - 0.1 87.293 
 

ส าหรับผลการทดสอบ Matrix  โดยใช้วธิี ESTD ท าการทดสอบเช่นเดียวกับการใช้ ISTD แต่เขียนกราฟ
ระหว่างพื้นที่ใต้พีคกับความเข้มข้นแสดงดังงรูปที่ 4 จากการประเมินความแตกต่าง (%RPD) ระหว่างค่าความชัน
ของสารมาตรฐานที่เตรียมใน Acetonitrile กับ Matrix (ตารางที่ 8) พบว่า Mepiquat และ Chlormquat มีค่า 
%RPD เท่ากับ 5.87%    และ 49.68% ตามล าดับ ซึ่งจากผลการทดสอบ Matrix มีผลต่อการทดสอบ 
Chlormequat ซึ่งมีค่าความแตกต่างกันมากกว่า 10 %  
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รูปที่ 4 แสดง Calibration curve ของ Chlormequat และ Mepiquat ใน solvent และ matrix โดยวิธี ESTD 

 
 
 
 
 

ตารางที่ 8 ผลการเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างความชันของสารมาตรฐานที่เตรียมใน solvent และ    
               Matrix  โดยใช้วธิี ESTD 
 

Pesticide Equation Slope %RPD 

Chlormequat in solvent y = 27812x + 149.1 27812 
49.68 

Chlormequat in matrix y= 16744x + 17.157 16744 

Mepiquat in solvent y = 35226x + 104.45 35226 
5.87 

Mepiquat in matrix y = 37358x + 136.58 37358 
 

ดังนั้นจากการศึกษาผลของ Matrix effect ท าให้ทราบว่าถ้าในกรณีตรวจวิเคราะห์วัตถุมีพิษท้ังสองชนิด
โดยใช้วิธ ี ISTD ไม่จ าเป็นต้องเตรียมสารมาตรฐานใน Matrix เพ่ือท า Calibration curve เพราะ Matrix ไม่มีผล
ต่อการทดสอบ แต่ถ้าใช้วิธี ESTD ต้องเตรียม Calibration curve ในสารละลาย Matrix เพ่ือป้องกันการเกิดผล
ของ Matrix ที่มีต่อ Chlormequat  
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9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
จากการพัฒนาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ Chlormequat และ Mepiquat ในมะม่วงโดยใช้เทคนิค LC-

MS/MS ต่อกับคอลัมน์ชนิด HILIC และใช้ Ammonium formate buffer เข้มข้น 50 mM pH 3.75 กับ 
สารละลาย Acetonitrile เป็น Mobile phase ส าหรับขั้นตอนในการสกัดได้พัฒนามาจากวิธี QuPPe-Method 
โดยใช้สารละลาย 1% Formic acid ใน Acetonitrile เป็นตัวสกัดสารตัวอย่างซ่ึงให้ผลดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับ
สารละลายชนิดอื่น และเมื่อเปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาได้ กับวิธ ี QuREChERs  ด้วยวิธทีางสถิติ t-test ให้ผลไม่
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นจึงเลือกใช้วิธีการสกัดโดยใช้ 1% Formic acid ใน Acetonitrile ในการสกัด
ตัวอย่าง จากการศึกษาผล Matrix effect พบว่า Matrix มีผลต่อ Chlormequat ในกรณีที่ใช้ ESTD แต่ผลของ 
Matrix ไม่มีผลในกรณีท่ีใช้ ISTD ดังนั้นถ้าใช้ ISTD ไม่จ าเป็นต้องเตรียมสารมาตรฐานใน Matrix แต่ถ้าใช้วิธี ESTD 
ต้องเตรียมสารมาตรฐานใน Matrix เพ่ือไม่ให้เกิดผลของ Matrix effect และให้ผลของการตรวจวิเคราะห์ที่ความ
ถูกต้องมากท่ีสุด ผลจากการศึกษาในงานวิจัยนี้ท าให้ได้วิธีการตรวจวิเคราะห์วัตถุมีพิษท้ังสองชนิดที่เหมาะสม 
ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปจะด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี (Method Validation)  ของวิธีการตรวจ
วิเคราะห์สารพิษตกค้างทั้งสองชนิด เพื่อให้มีความถูกต้อง และแม่นย าในการตรวจวิเคราะห์ 

 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ได้วิธีการตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณของ Chlormequat chloride และ Mepiquat Chloride ที่
เหมาะสมในตัวอย่างผลไม้ และเป็นแนวทางส าหรับวิธีการตรวจวิเคราะห์วัตถุมีพิษท่ีมีสภาพความเป็นขั้วชนิดอื่น
และวิธีที่พัฒนานี้สามารถน าไปตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีเพ่ือยื่นขอขยายขอบข่ายในการรับรองมาตรฐาน
ห้องปฏิบัติการการระบบ ISO/IEC 17025 ตลอดจนน าวิธีนี้ไปเผยแพร่กับหน่วยในสังกัดกรมวิชาการเกษตร 
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ความเข้มข้นของ Analyte ในตัวอย่าง Recovery, % 

100% 

10% 

1% 

0.1% 

100ppm 

10ppm 

1ppm 

100ppb 

10ppb 

1ppb 

98-102 

98-102 

97-103 

95-105 

90-107 

80-110 

80-110 

80-110 

60-115 

40-120 
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