
การวิเคราะหปริมาณสารตกคางกลุม Nitroimidazole 

ในเน้ือไก ดวยเทคนิค LC-MS/MS

 ผูจดัทํา : สริริตัน สทิธริตันตรกีลุ, จริภญิญา เลีย่มไครตวน, นริมล จติตสมหมาย, จตินภา วรนติกิลุ 

     ดังน้ันในปจจุบันจึงถือไดวา LC-MS/MS ไดกลายเปนเคร่ือง

มือท่ีสําคัญและจําเปนอยางย่ิงในหองปฏิบัติการเพ่ือการตรวจ

วิเคราะหสารตกคางในผลิตภัณฑเน้ือสัตวและผลผลิตจากสัตว ซ่ึง

ในบทความน้ีจะเปนการแสดงตัวอยางการวิเคราะหหาปริมาณสาร

ตกคางกลุม Nitroimidazole ในเน้ือไก โดยใชเทคนิคการสกัดแบบ

QuEChERS รวมกับการใชงานเคร่ือง LC-MS/MS 

   สารตกคาง หมายถึง สารเคมี ยาสัตว หรือวัตถุอันตรายทาง

ปศุสัตว ท่ีใชในการผลิตสินคา ท่ีมีปริมาณมากเกินกวาเกณฑ

กําหนดใหมีได หรือท่ีหามพบในสินคา ซ่ึงตามมาตรฐานสําหรับ

สินคาปศุสัตว หามพบสารตกคาง กลุม Nitroimidazoles ในเน้ือ

สัตวและผลผลิตจากสัตวท่ีใชเปนอาหาร (Zero Tolerance)

   LC-MS/MS เปนเทคนิคมาตรฐานท่ีไดรับความนิยมในการนํามา

ใชตรวจวิเคราะหสารตกคาง เชน กลุม Nitroimidazole เน่ืองจาก

เทคนิค Liquid Chromatography (LC) เปนเทคนิคท่ีมีความ

สามารถในการแยกชนิดของสารไดอยางรวดเร็ว เม่ือนําไปตอพวง

กับ Mass Spectrometer (MS) ซ่ึงมีความไว (Sensitivity) และ

ความจําเพาะเจาะจง (Selectivity) สูง จึงทําใหสามารถ แยก ระบุ

และยืนยัน ชนิดของสารตกคางในผลิตภัณฑเน้ือสัตวและผลผลิต

จากสัตวไดอยางรวดเร็ว แมนยํา และมีประสิทธิภาพ ท้ังในเชิง

คุณภาพและปริมาณ

บทนํา     

   ในปจจุบันสารตกคางจากยารักษาสัตวมีการควบคุมอยางเขม

งวดในหลายตลาดท่ัวโลก หากผูบริโภคไดรับเขาไปหรือเกิดการ

สะสมในปริมาณมากอาจสงผลตอระบบประสาท ระบบทางเดิน

อาหาร และระบบหายใจของรางกายได เน่ืองจากผลของการศึกษา

พบวาตัวยาในรูป parent drugs เปนสารท่ีสามารถกอมะเร็งหรือ

เปล่ียนแปลงพันธุกรรมได ซ่ึงการทดสอบและการควบคุมปริมาณ

ยาปฏิชีวนะตกคางในผลิตภัณฑจากสัตวไมใหเกินเกณฑยอมรับได

(Maximum Residue Levels – MRLs) จะชวยเพ่ิมความม่ันใจให

กับผูบริโภคมากย่ิงข้ึนในการเลือกซ้ือผลิตภัณฑจากทองตลาด

  กลุม Nitroimidazoles เปนกลุมยาปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิตอเช้ือ

แบคทีเรีย โดยเฉพาะกับเช้ือแบคทีเรียชนิดท่ีมีการเติบโตไดโดยไม

ตองพ่ึงพาออกซิเจน (Anaerobic) และเช้ือโปรโตซัว ยาปฏิชีวนะ

กลุมน้ีไดแก Metronidazole, Dimetridazole, Ornidazole,

Ronidazole, Ipronidazole และ Ternidazole เปนตน 

รูปท่ี1 โครงสรางโมเลกุลสารตกคางกลุม Nitroimidazole 

สารมาตรฐาน

 เตรียม Mixed Standard ยากลุม Nitroimidazole ความเขม

ขน 5 ng/mL และ ISTD ความเขมขน 10 ng/mL โดย

ละลายในตัวทําละลาย 20% Acetonitrile

รูปท่ี 1 เคร่ืองแยกสารดวยของเหลว (Liquid Chromatography)

ตอพวงเคร่ืองวิเคราะหน้ําหนักมวล (Triple Quadrupole Mass

Spectrometer)



UHPLC: Vanquish Flex (Thermo Scientific™) 

Column Thermo Scientific Accucore™ VDX, (100 x 2.1

mm x 2.6 µm)

Mobile phase A: 0.05% Formic acid in DI water

Mobile phase B: 0.05% Formic acid in 95% ACN

Flow rate: 0.3 mL/min, Injection volume: 10 µL

Column temp: 40 °C

เขยา 5 นาที และ Vortex 10 นาที จากน้ันต้ัง

ท้ิงไว 10 นาที และ centrifuge ท่ี 7,000xg,

4°C, 10 นาที

เทสารละลายใสสวนบนท้ังหมด ลงในหลอดทดลองขนาด 50 ml

เติม CEC18 dSPE 500 mg และเขยา 15 นาที

จากน้ันนําไป centrifuge ท่ี 7,000xg, 4°C, 5 นาที

ดูดสารละลายใสสวนบน ปริมาตร 10 ml ใสลง

ในหลอดทดลองชนิดแกวขนาด 15 ml และนํา

ไปเปาแหงดวย N2-Evap ท่ี 40 °C

ปรับปริมาตรสุดทายเปน 500 ul ดวย 20% Acetonitrile ผสมให

เขากันดวย vortex และกรองดวย PTFE filter ขนาด 0.22 um 

ช่ังเน้ือไกบดละเอียด 

จํานวน 5 g ใสหลอดขนาด 50 ml 

เติมสารละลาย 0.2M ammonium oxalate/0.1M EDTA 0.5 ml

เติม ISTD ความเขมขน 10 ppb จํานวน 0.5 ml 

เติม Acetonitrile ใหปริมาตรรวมสุดทายเทากับ 15 ml

เติม Anhydrous sodium sulphate 5.00 g

Time Flow (ml/min) %A %B

0.00 0.300 80 20

1.50 0.300 80 20

6.00 0.300 0 100

ตารางท่ี 1 แสดงเกรเดียนทของการวิเคราะห

Compound RT (min) Precursor (m/z) RF (v) Quantitation (m/z) CE (v) Confirming (m/z) CE (v)

Metronidazole-hydroxy 0.89 188 117 144 13 123 13

Metronidazole (ISTD) 1.04 176 70 132 15 86 24

Metronidazole 1.05 172 97 128 14 82 24

Dimetridazole-2-hydroxy 1.09 158 108 55 20 112 21

Ronidazole-D3 (ISTD) 1.20 204 84 143 13 58 24

Ronidazole 1.20 201 94 55 27 140 11

Dimetridazole-D3 (ISTD) 1.38 145 106 99 16 83 28

Dimetridazole 1.39 142 107 96 17 81 28

Ipronidazole-hydroxy 1.94 186 97 168 14 122 21

Ornidazole 2.09 220 100 128 17 82 30

Ternidazole hydrochloride 2.09 222 100 128 17 82 31

Ipronidazole-D3 (ISTD) 3.73 173 30 127 21 112 26

Ipronidazole 3.78 170 135 109 26 124 18

ตารางท่ี 2 แสดง Rt และ m/z ของยาในแตละชนิด

Mass Spectrometer: TSQ Quantis Plus (Thermo Scientific™) 

Polarity: Positive mode

Spray Voltage: 4.8 kV

Sheath Gas: 50, Aux Gas: 13

Temp: 310 °C, Vaporizer Temp: 350 °C

การเตรียมตัวอยางดวยเทคนิค QuEChERS การต้ังคาเคร่ืองมือวิเคราะห

⨗

⨗ แทนท่ี C-13 สองตําแหนง และ N-15 สองตําแหนง



ผลการตรวจวิเคราะห

      จากการวิเคราะหสารตกคางกลุม Nitroimidazole ในเน้ือไก โดยใชเทคนิคการสกัด QuEChERS รวมกับการใชงานเคร่ือง LC-MS/MS

เสนกราฟมาตรฐานของตัวอยางสาร 2 ชนิดครอบคลุมในชวงความเขมขนต้ังแต 0.1-2.0 ng/mL (รูปท่ี 2) และจากการวิเคราะหดวยโหมด

Selected Reaction Monitoring (SRM) โดยใชเวลาในการวิเคราะหตัวอยางละ 6 นาที พบวาคา R มีคามากกวาหรือเทากับ 0.995, คา

Limits of Detection (LODs) และคา Limits of Quantitation (LOQs) ของสารตกคางกลุม Nitroimidazole (ตารางท่ี 2) ซ่ึงมีคาท่ีดีกวาขอ

กําหนด MRLs จึงทําใหเคร่ือง LC-MS/MS เปนมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหท่ีตอบโจทยและสามารถนําไปพัฒนาตอยอดการวิเคราะหสาร

ตกคางในกลุม Nitroimidazole และสารกลุมอ่ืนๆท้ังในปจจุบันและอนาคตอันใกลไดเปนอยางดี

R² = 0.9995(A)

R² = 0.9989(B)

รูปท่ี 2 เสนกราฟมาตรฐานและโครมาโตแกรมของ Dimetridazole (A) และ Ipronidazole (B)  

Compound R Conc. at low level S/N at low level LOD (ug/kg) LOQ (ug/kg)

Metronidazole 0.9978 0.50 11.76 0.13 0.42

Dimetridazole 0.9950 0.05 3.07 0.05 0.16

Ronidazole 0.9987 0.05 3.02 0.05 0.16

Ornidazole 0.9992 0.01 6.70 0.004 0.015

Ipronidazole 0.9989 0.01 10.38 0.003 0.01

Ternidazole hydrochloride 0.9975 0.01 Infinity N/A N/A

ตารางท่ี 3 แสดงคา R²  คา LOD และคา LOQ ของสารกลุม Nitroimidazole 

เอกสารอางอิง

Codex Maximum residue limits (MRLs) and risk management recommendations (RMRs) for residues of veterinary
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รูปท่ี 3 Chromatogram ของการวิเคราะหสารกลุม
Nitroimidazoles 


