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บทคัดย่อ
	 การตรวจวัดปรมิาณสารอะครลิาไมด์ในผลติภณัฑ์อาหาร
ทอด ด�ำเนนิการโดยศกึษาความเหมาะสมของเทคนิคลคิวิด
โครมาโทกราฟี-แทนเดมแมสสเปกโทรเมตรีและเทคนิค    
การเตรียมตัวอย่างเมทริกซ์ โซลิด ดิสเพอชั่น (Matrix solid 
dispersion) หรือเทคนิค QuEChERS ซึ่งได้ด�ำเนินการ       
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีมีความถูกต้องอยู่ในเกณฑ์ท่ี
ยอมรับตาม EU Commission regulation 2017/2158 ได้
ค่าร้อยละการคนืกลบัเฉลีย่ร้อยละ 100.7  95.3 และ 103.8 
ที่ระดับความเข้มข้น 20  500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม ตามล�ำดับ ความเท่ียงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ และ
ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์มีค่าอยู่ระหว่างร้อยละ 
3.82-8.00 นอกจากน้ีขีดจ�ำกัดของการตรวจวัดและ                 
ขีดจ�ำกัดของการหาปริมาณ เท่ากับ 5 และ 20 ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ จากผลการวิจัยแสดงว่าวิธีน้ีมี           
ความน่าเชื่อถือ และเหมาะสมส�ำหรับการใช้หาปริมาณ          
สารอะคริลาไมด์ในผลิตภัณฑ์อาหารทอด
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Abstract
	 The determination of acrylamide in fried food 
products was studied the suitability of liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry and  also 
performed sample preparation technique: matrix solid 
dispersion or QuEChERS. The method validation was 
performed and fell in acceptable range as following 
the EU Commission regulation  2017/2158. The averages 
of recoveries were 100.7, 95.3 and 103.8 % at the 
concentration level of 20, 500 and 1,000 µg kg-1, 
respectively. The precision was also in the acceptable 
range. The relative standard deviations (RSDs) were 
in the range of 3.82%-8.00%. Moreover, the detection 
limit and quantitation limit were 5 and 20 µg kg-1, 
respectively. These results demonstrated that the 
method was reliable and suitable for the measurement 
of acrylamide content in fried food products.   

การทดสอบหาปริมาณสารอะคริลาไมด์ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหาร
ทอดด้วยเทคนิคเมทริกซ์ โซลิด ดิสเพอชั่นและอัลตราไฮเพอร์ฟอร์
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1. บทน�ำ (Introduction) 
	 สารอะคริลาไมด์ (Acrylamide) เป็นสารที่เกิดขึ้น                  
ในอาหารที่มีคาร์โบไฮเดรตสูง (Carbohydrate-rich food) 
เช่น เมล็ดธัญชาติ (Cereal grain) และ มันฝร่ัง เป็นต้น           
โดยสามารถเกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการแปรรูปอาหาร        
ที่มีความชื้นต�่ำและขณะท่ีให้ความร้อนสูง คือ อุณหภูมิ           
สงูกว่า 120°C โดยผ่านกระบวนการผลติทีม่คีวามชืน้ต�ำ่ ดงัน้ี 
การทอด (Frying) การอบ (Baking) การคั่ว (Roasting)        
การปิ้ง (Toasting) การย่าง (Grilling) [1] และเน่ืองด้วย        
สารอะคริลาไมด์ จัดอยู่ในกลุ่มสารก่อมะเร็งในสัตว์ทดลอง 
ทีม่คีวามเสีย่งจะท�ำให้เกิดมะเรง็ในมนษุย์ ดงันัน้ จงึมคีวาม
จ�ำเป็นที่จะต้องศึกษาหาวิธีตรวจวัดสารอะคริลาไมด์                      
ที่เหมาะสม เพ่ือการควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ให้มี
ความปลอดภัยต่อผู้บริโภค  นอกจากน้ี สารอะคริลาไมด์  
จัดเป็นกลุ่มที่มีความเป็นไปได้สูงในการก่อมะเร็งในคน        
(กลุ ่ม 2A) โดยหน่วยงานวิจัยมะเร็งระหว่างประเทศ 
(International Agency for Research on Cancer; IARC) 
และในปี  2554 หน่วยงาน FAO/WHO ได้ประเมนิค่า NOAEL 
(No observe adverse effect level) ของสารนี้ในการเกิด
พิษต่อระบบประสาทเท่ากับ 0.2 ไมโครกรมัต่อน�ำ้หนกัตวั 1 
กิโลกรัมต่อวัน [2-3]  เมื่อสารอะคริลาไมด์เข้าสู่ร่างกาย จะ
ถูกเอนไซม์ในร่างกายเปล่ียนเป็นไกลซิดาไมด์ ซึ่งสามารถ
ก่อความเป็นพิษต่อร่างกายได้โดยการไปจับกับดเีอน็เอ หรอื
โปรตีนในร่างกาย [4-5] อย่างไรก็ตาม ร่างกายมีกลไกใน
การขจัดพิษจากสารอะคริลาไมด์และสารไกลซิดาไมด์โดย
ใช้ สารกลตูาไธโอน ซึง่เป็นเปปไทด์ท่ีอยู่ในตบัไปจบักับสาร        
ท้ังสองตัว แล้วขับออกทางปัสสาวะ ในแต่ละวันร่างกาย
สามารถขบัสารอะครลิาไมด์และไกลซดิาไมด์ ทีร่ะดบัปรมิาณ
ต�่ำกว่า 50 ไมโครกรัมออกทางปัสสาวะได้อย่างรวดเร็ว [6] 
แต่เมื่อร่างกายได้รับสารอะคริลาไมด์ในปริมาณสูงเข้าไป
อย่างเฉียบพลัน ร่างกายจะสะสมสารอะคริลาไมด์และ            
ส่งผลต่อการเคลือ่นตวัของเซลล์เมด็เลอืดแดงและฮโีมโกบนิ
ในคน [7-8] และเกิดความผดิปกตโิดยตรงต่อระบบประสาท
สันหลังส่วนกลางและระบบประสาทรอบนอก [9-12]
	 วิทยาการสมยัใหม่ในปัจจบุนัท�ำให้มคีวามรู ้ความเข้าใจ
มากขึ้นเก่ียวกับสารปนเปื้อนที่มากับอาหาร ข้อมูลทาง
วิทยาศาสตร์สามารถระบุชนิดของสารที่ท�ำให้ก่อมะเร็งได้ 
เช่น สารอะคริลาไมด์ ซึ่งมีการตรวจพบสารอะคริลาไมด์ใน
อาหารหลายชนิด และมีกลุ่มนักวิจัยศึกษาปริมาณการปน
เปื้อนสารอะคริลาไมด์ทั้งในต่างประเทศและประเทศไทย 
โดยสังเขป ดังนี้
	 •	 ประเทศสมาชกิในกลุม่สหภาพยุโรปมกีารตรวจพบ

สารอะคริลาไมด์ในปริมาณท่ีสูงในช่วงปี พ.ศ. 
2552-2560 โดยมีค่าอยู่ระหว่าง 655-5,900 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในอาหารประเภทบิสกิต 
และมันฝรั่งทอด [13] 

	 •	 พ.ศ. 2561 ผู ้พิพากษาศาลนครลอสแองเจลิส          
ในรัฐแคลิฟอร์เนีย ของประเทศสหรัฐอเมริกา               
ได้มคี�ำสัง่ให้ร้านกาแฟแบรนด์ดงั และผูผ้ลติกาแฟ          
ย่ีห ้ออื่น  ๆ ต ้องติดฉลากค�ำเ ตือนเ ก่ียวกับ                         
สารก่อมะเร็งท่ีผลิตภัณฑ์ (สารก่อมะเร็งในท่ีน้ี       
หมายถึงสารอะคริลาไมด์)  [14] 

	 •	 พ.ศ. 2551  ได้มกีารตรวจพบปรมิาณสารอะครลิาไมด์
ในอาหารไทย ในตวัอย่างแกงเขยีวหวาน แกงกระหรี่ 
แกงแดง แกงมัสมั่น และฉู่ฉี่ปลา ที่มีการจ�ำหน่าย
ในรูปอาหารกระป๋อง  อาหารแช่แข็ง และอาหาร
ถุงปรุงส�ำเร็จ ซึ่งปริมาณท่ีตรวจพบมีค่าต้ังแต่         
น้อยกว่า 60 นาโนกรมัต่อกรมัของน�ำ้หนักแห้งของ
อาหาร จนถึง 606 นาโนกรัมต่อกรัมของน�้ำหนัก
แห้งของอาหาร [15] 

	 •	 พ.ศ. 2555 สถาบันอาหาร กระทรวงอุตสาหกรรม 
ได้สุ ่มตัวอย่างส�ำรวจในคุกก้ี จ�ำนวน 5 แหล่ง            
ผลแสดงว่า ไม่พบอะคริลาไมด์ในทุกตัวอย่าง            
ในหน่วย ไมโครกรมัต่อกิโลกรมั ซึง่ในปี พ.ศ. 2558 
ประเทศไทยโดยสถาบันอาหาร ได้ด�ำเนินการสุ่ม
ตัวอย่างคุกก้ีส�ำรวจอีกครั้ง จ�ำนวน 5 ย่ีห ้อ                    
พบปริมาณอะคริลาไมด์ ตั้งแต่ ไม่พบ ถึง 156.60 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และตรวจพบอะคริลาไมด์
จากจ�ำนวน 3  ใน 5 ตัวอย่าง [16]  

	 •	 กลุม่นักวจิยัได้ท�ำการส�ำรวจปรมิาณสารอะครลิาไมด์
ในตลาดหนองมน จังหวัดชลบุรีในปี พ.ศ. 2555  
พบว่าในกลุ ่มของอาหารทอด เช ่น มันฉาบ                
เผือกฉาบ ขนมไข่หงส์ กล้วยแขก ทุเรียนทอด             
ปอเป๊ียทอดมปีรมิาณอยู่ในช่วง 150-500 ไมโครกรมั
ต่อกิโลกรัม และพบสารอะคริลาไมด์        ที่ระดับ
น้อยกว่า 150 ไมโครกรัม/กิโลกรัมในข้าวหลาม 
ปาท่องโก๋ ขนุนทอด กล้วยฉาบ เก๊ียวหมทูอด ขนม
หม้อแกง และเครปช็อคโกแลต แต่อาหารทีม่ส่ีวน
ประกอบเป็นโปรตนีสงู เช่น ปลาเส้นอบแห้ง  ข้าว
เกรียบกุ้ง  ฮ่อยจ๊อและทอดมันปลากราย มีการ
ตรวจพบในปริมาณที่น้อยกว่า 15 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม [17]

	 จากข้อมูลการตรวจพบอะคริลาไมด์ในประเทศต่าง ๆ 
แสดงให้เหน็ว่า อะครลิาไมด์ เป็นภัยเงียบท่ีสามารถแฝงมา
กับอาหารชนิดต่าง ๆ  ซึง่ประเทศไทยยังมข้ีอจ�ำกัดเรือ่งข้อมลู
ที่เก่ียวข้องกับการปนเปื้อนของสารอะคริลาไมด์ในอาหาร 
[15-18] การได้มาซึง่ข้อมลูการตรวจสอบต่าง ๆ  จ�ำเป็นต้อง
มีวิธีการตรวจหาปริมาณสารอะคริลาไมด์ท่ีมีความถูกต้อง
และน่าเชื่อถือในผลการทดสอบดังกล่าว โดยเทคนิคการ
ตรวจวัดท่ีได้รบัความนิยมแพร่หลายคอื เทคนิคลคิวดิโครมา
โทกราฟี-เทนเดมแมสสเปกโทรเมตร ี(Liquid chromatography 
tandem mass spectrometry; LC-MS/MS) [19-23] ซึ่งมี
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ประสทิธิภาพสงูในการตรวจวดัหาปรมิาณในระดบัต�ำ่ได้ถึง 
พีพีที (ppt) และสามารถยืนยันชนิดของสารได้ด้วยการ
แตกตัวของสารภายในเครือ่งแมสสเปกโทรมเิตอร์  นอกจาก
น้ีเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิด โครมาโทกราฟี (High 
performance liquid chromatography; HPLC) [24-26] 
แก๊สโครมาโทกราฟี (Gas chromatography; GC) [27-29] 
และแก๊สโครมาโทกราฟี แมสสเปกโทรเมตรี  (Gas 
chromatography-mass spectrometry; GC-MS) [30-31] 
สามารถใช้หาปริมาณสารอะคริลาไมด์ได้อย่างถูกต้องได้
เช่นกัน โดยเทคนิค GC จ�ำเป็นต้องมกีารท�ำให้เกิดสารอนุพันธ์ 
(Derivatization) เพ่ือให้สารท่ีท�ำการทดสอบมสีมบตัเิหมาะ
สมต่อการตรวจวัดในสภาวะแก๊ส ซึ่งการท�ำปฏิกิริยากับ
โพแทสเซยีมโบรไมด์และโพแทสเซยีมโบรเมทสามารถท่ีจะ
ผลิต 2,3-dibromopropanamide ภายใต้สภาวะที่เป็นกรด
จะช่วยเพ่ิมความไวในการตรวจวัดด้วยเครื่อง GC [31]          
รวมทั้งการสกัดตัวอย่างก็มีบทบาทส�ำคัญต่อความถูกต้อง
ของผลการทดสอบในการลดการรบกวนของเมทรกิซ์ตวัอย่าง 
เช่น เทคนิคการท�ำความสะอาดตัวอย่างด้วย Solid phase 
extraction (SPE) [26] โดยตาม EU Commission regulation  
2017/2158 ก�ำหนดให้วิธีตรวจวัดสารอะครลิาไมด์มค่ีาร้อย
ละการคืนกลับที่ยอมรับเท่ากับ 75-110 และก�ำหนดให้ค่า
การท�ำซ�ำ้ท่ียอมรบั (Repeatability; RSDr) คอื 0.66 เท่าของ
ค่าความสามารถในการท�ำซ�้ำ (Reproducibility; RSDR) 
จากการค�ำนวณด้วยสมการ Horwitz ค่าขีดจ�ำกัดของการ
ตรวจวัด (Limit of detection; LOD) เท่ากับ 3 ใน 10 ของ
ค่าขดีจ�ำกัดของการหาปรมิาณ (Limit of quantitation; LOQ) 
ซึ่งมีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม                
งานวิจัยนี้จึงพัฒนาวิธีที่เหมาะสมของการตรวจวัดปริมาณ            
สารอะครลิาไมด์ในผลติภณัฑ์อาหารทอด เพ่ือความถูกต้อง
แม่นย�ำของผลการทดสอบ รวมทั้งพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธี
การทดสอบว่ามีความเหมาะสมตรงตามวัตถุประสงค์               
การใช้งาน

2.	 วิธีการวิจัย (Experimental methods)
	 2.1	 สารเคมีและวัสดุวิทยาศาสตร์
		  สารอะคริลาไมด์ที่มีความบริสุทธิ์ ร้อยละ 99 ผลิต
โดย Sigma และสารมาตรฐานภายใน  (Internal standard)  
คือ อะคริลาไมด์ไอโซโทป (2,3,3-D3) ที่มีความบริสุทธิ์ร้อย
ละ 98 ผลิตโดย Cambridge Isotope Laboratories, Inc. 
รวมทัง้อะซโิตรไนไตรล์ (Acetonitrile; ACN) และเมทานอล 
(Methanol; MeOH) มชีัน้คณุภาพเกรด LC ผลติโดย Merck 
ส ่วนเฮกเซน (hexane; C6H14)  แมกนีเซียมซัลเฟต 
(Magnesium sulfate; MgSO4) โซเดียมคลอไรด์ (Sodium 
chloride; NaCl) ไพรมารี เซกันดารี เอมีน (Primary 
secondary amine; PSA) ซงิค์ ซลัเฟต เฮพตะไฮเดรต (Zinc 
sulfate heptahydrate; ZnSO4 • 7H2O )   และโพแทสเซยีม 

เฮกซะไซยาโนเฟอเรต (II) ไตรไฮเดรต (Potassium 
hexacyanoferrate (II) trihydrate; K4Fe(CN)6 • 3H2O)        
มีชั้นคุณภาพส�ำหรับการวิเคราะห์ (Analytical grade; AR) 
ผลิตโดย Merck และน�้ำบริสุทธ์ิปราศจากไอออน มีความ
ต้านทานไม่น้อยกว่า 18.2  เมกะโอห์ม-เซนติเมตร  ส�ำหรับ
ใช้เตรยีมสารละลายและเฟสเคลือ่นท่ี คอลมัน์ส�ำหรบัเครือ่ง 
LC-MS/MS เป็นของย่ีห้อ Agilent รุ่น ZORBAX SB-C18 
ขนาด 3.0 x 250 มิลลิเมตร 5 ไมครอน พร้อมการ์ดยี่ห้อ 
Agilent รุน่ ZORBAX SB-C18  ขนาด 4.6 x 12.5 มลิลเิมตร 
5 ไมครอน และตัวกรองชนิด PTFE ขนาด 13 มิลลิเมตร        
0.2  ไมโครเมตร
	 2.2	 การเตรียมสารละลาย
		  2.2.1	 Carrez I: ชั่ง K4Fe(CN)6 • 3H2O 15 กรัม
ละลายด้วยน�้ำและปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร
		  2.2.2	 Carrez II: ชัง่ ZnSO4 • 7H2O 30 กรมัละลาย
ด้วยน�้ำและปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร
	 2.3	 การเตรยีมตวัอย่าง โดยอ้างอิงตามวธิ ีAnalysis 
of acrylamide in french fries using agilent sampliQ 
QuEChERS AOAC kit and LC/MS/MS, food Application: 
agilent technologies. [32]
		  ชัง่ตวัอย่าง 1 กรมั น�ำมาเตมิสารมาตรฐานภายใน
ทีร่ะดบัความเข้มข้น 10 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 80 
ไมโครลิตร แล้วเติมเฮกเซน 5  มิลลิลิตรของและเขย่าด้วย
เครือ่งผสมสารละลาย (Vortex mixer) เป็นเวลา 1 นาที หลงั
จากน้ันเติมน�้ำและอะซิโตรไนไตรล์ อย่างละ 10 มิลลิลิตร 
เติมเกลือในการสกัดแบบ QuEChERS ซึ่งได้แก่ MgSO4 

จ�ำนวน 4  กรัม และ NaCl 0.5  กรัม แล้วเขย่าเป็นเวลา 1 
นาที และท�ำการหมนุเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนที ่5,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที แล้วแยกชัน้เฮกเซนและปิเปตจ�ำนวน 
4  มิลลิลิตร เพ่ือน�ำไประเหยด้วยเครื่องเป่าลมไนโตรเจนท่ี
มกีารควบคมุอณุหภมู ิ40 องศาเซลเซยีส และเติมน�ำ้จ�ำนวน 
2 มิลลิลิตรแล้วเขย่าด้วยเครื่องผสมสารละลาย เป็นเวลา 1  
นาที และกรองด้วย PTFE ขนาด 0.2 ไมครอนเพื่อตรวจวัด
ปริมาณด้วยเครื่อง LC-MS/MS

	 2.4	 การตรวจวัดด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี-แมส
สเปกโทรเมตรี
		  สภาวะการฉีดเข้าเครื่อง LC-MS/MS ด�ำเนินการ  
ตามวิธี Analysis of acrylamide in french fries using 
agilent sampliQ QuEChERS AOAC kit and LC/MS/MS, 
food application: agilent technologies. ซึง่มรีายละเอยีด
โดยสังเขป ดังนี้
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สภาวะโครมาโทกราฟี

เฟสเคลื่อนที่: 2.5% เมทานอล/ 
97.5% ของกรดฟอร์มิค    ร้อย
ละ 0.1 ชนิด Isocratic elution

อัตราการไหล: 0.20 มิลลิลิตร
ต่อนาที

สภาวะแมสสเปกโทรเมตรี

อะคริลาไมด์  72.1   55.0 
และ 72.1    27.0

อะคริลาไมด์ [2d3] (Internal 
standard)  75.1    58.2

	 2.5	 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
		  การทดสอบตัวอย่างแบลงค์และตัวอย่างท่ีมี              
การเติมสารละลายมาตรฐานท่ีระดบัความเข้มข้นต�ำ่ ๆ  หรอื
ใกล้เคียงศูนย์ จ�ำนวน 10 ซ�้ำ เพื่อประมาณค่าขีดจ�ำกัดของ
การตรวจพบและขีดจ�ำกัดของการหาปรมิาณ ซึง่ในทีน้ี่ท�ำการ
เติมท่ีระดับความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ
เตรยีมตวัอย่างท่ีเตมิสารมาตรฐานอกี 2 ระดบัความเข้มข้น 
คือ 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม เพ่ือทดสอบ  
ความเข้มข้นทีร่ะดบักลางและสงูของช่วงการวัด แล้วค�ำนวณ
ร้อยละการคนืกลบัและค่าความเบีย่งเบนสมัพัทธ์เพ่ือพิสจูน์
ความถูกต้องและความเท่ียงของวิธีทดสอบ นอกจากนี้              
ได้ด�ำเนินการทดสอบช่วงความเป็นเส้นตรง โดยทดสอบที่       
ความเข้มข้น 6 ระดบั ดงันี ้2, 5, 10, 20, 40 และ 80 ไมโครกรมั
ต่อลิตร จ�ำนวน  3  ซ�้ำ

3.	 ผลและวิจารณ์ (Results and discussion)
	 3.1	 การศึกษาความเหมาะสมของการเตรยีมตวัอย่าง
		  วิธีการสกัดสารอะครลิาไมด์ศึกษาโดยเปรยีบเทยีบ 
4 วธีิดงัน้ี วิธีที ่1 ใช้เทคนคิการตกตะกอนโปรตนี โดยการเตมิ 
Carrez I: K4Fe(CN)6 • 3H2O 15 กรัมในน�้ำ 100 มิลลิลิตร
และ Carrez II : ZnSO4 • 7H2O 30 กรมัในน�ำ้ 100 มลิลลิติร 
และวิธีท่ี 2  และวิธีที่ 3 ใช้การเติม MgSO4 : NaCl ตาม
เทคนิค QuEChERS เพื่อลดสิ่งรบกวนในขั้นตอนการตรวจ
วัด แต่วิธีที่ 3  เพิ่มขั้นตอนการสกัดด้วย PSA และ MgSO4 
และใช้อตัราส่วนของ MgSO4 : NaCl ทีแ่ตกต่างกันซึง่มรีาย
ละเอียดขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างดังต่อไปนี้
	 วิธีที่  1) วิธีมาตรฐาน ส�ำหรับการวิเคราะห์อาหาร                    
เล่มที ่5 กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ รหัสวิธี DMSc F1074: 
การวิเคราะห์ปรมิาณอะครลิาไมด์ในอาหาร โดย LC/MS-MS 
หน้า 41-46 [33]

ชัง่ตวัอย่าง 1 กรมั เตมิสารมาตรฐานภายใน 40 ไมโครลติรของ  
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรและเติม 10 มิลลิลิตรของ 70% 
MeOH:H2O แล้วผสมด้วยเครือ่งผสมสารละลาย เป็นเวลา 1 นาที

ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องหมุนเหว่ียง 3,500  รอบต่อนาที เป็นเวลา 
30 นาที

ละลายด้วยน�้ำ 1 มิลลิลิตร แล้วเขย่าด้วยเครื่องผสมสารละลาย 
เป็นเวลา 1 นาท ีแล้วกรองด้วยเมมเบรน PTFE และฉดีเข้าเครือ่ง 
LC-MS/MS

เติม Carrez I ปริมาณ 100 ไมโครลิตร (เขย่า) และเติม Carrez 
II ปริมาณ 100 ไมโครลิตร (เขย่า)  แล้วเขย่าด้วยเครื่องเขย่า 
(shaker) เป็นเวลา 30 นาที

ปิเปตส่วนใสปรมิาตร 1 มลิลลิติร แล้วระเหยแห้งด้วยไนโตรเจน 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส

วิธีที ่2) Quantification of acrylamide in a variety of food 
matrices by LC/MS/MS triple quadrupole, application 
note: agilent technologies. [34]

ชัง่ตวัอย่าง 1 กรมั เตมิสารมาตรฐานภายใน 160 ไมโครลติรของ 
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และเติม 10 มิลลิลิตรของ H2O แล้ว
ผสมกันด้วยเครื่องผสมสารละลายเป็นเวลา 30 วินาที

ปั่นเหว่ียงด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา        
6 นาที

ละลายด้วยน�้ำ 2 มิลลิลิตร แล้ว vortex mixer เป็นเวลา 1 นาที 
แล้วกรองด้วย PTFE ฉีดเข้าเครื่อง LC-MS/MS

เติม ACN ปริมาณ 10 มิลลิลิตร   แล้วเขย่าด้วยเครื่องเขย่า เป็น
เวลา 10 นาที แล้วเตมิ 1.5 กรมั ของ 4 : 1 (w:w) MgSO4 : NaCl 
แล้วเครื่องผสมสารละลายเป็นเวลา 30 วินาที

ปิเปตชั้นบนปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วระเหยแห้งด้วยไนโตรเจน 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส
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วิธีที่ 3) Analysis of acrylamide in french fries using 
agilent sampliQ QuEChERS AOAC kit and LC/MS/MS, 
food application: agilent technologies. [32]

ชัง่ตวัอย่าง 1 กรมั เตมิสารมาตรฐานภายใน 80 ไมโครลติรของ 10 
ไมโครกรมัต่อมลิลลิติรและเตมิ 5 มลิลลิติรของเฮกเซน แล้วผสม
กันด้วยเครือ่งผสมสารละลายเป็นเวลา 1 นาที

ปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
แล้วทิ้งชั้นเฮกเซน

ปิเปต  2 มลิลลิติร เติม 100 มลิลกิรมัของ PSA และ 300 มลิลกิรมั
ของ  MgSO4 แล้วผสมกันด้วยเครื่องผสมสารละลาย 30 วินาที 
และปั่นเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนที่ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา          
1 นาที แล้วปิเปตส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วระเหยแห้ง
ด้วยไนโตรเจน อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส

เติม H2O ปริมาณ 10 มิลลิลิตร และเติม ACN ปริมาณ 10 
มิลลิลิตร แล้วเติมเกลือของ QuEChERS (4 กรัมของ MgSO4 : 
0.5 กรัมของ NaCl) ด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 1 นาที

ละลายด้วยน�ำ้ 1 มลิลลิติรแล้วผสมกันด้วยเครือ่งผสมสารละลาย
เป็นเวลา 1 นาทีแล้วกรองด้วย PTFE และฉดีเข้าเครือ่ง LC-MS/
MS

	 วิธีท่ี 4)  In-house method based on analysis of 
acrylamide in french fries using agilent SampliQ 
QuEChERS AOAC kit and LC/MS/MS, food Application: 
agilent technologies. [32]  โดยการลดข้ันตอนการสกัด
ด้วย PSA และ MgSO4 ออกแล้วท�ำการระเหยด้วยไนโตรเจน 
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสแล้วน�ำไปละลายน�้ำและ          
กรองด้วย PTFE เพื่อฉีดเข้าเครื่อง LC-MS/MS ต่อไป

	 ผลการทดลองการสกัดวิธีละ 6 ซ�้ำ แยกเป็นการสกัด
ตัวอย่าง 3 ซ�ำ้และการสกัดตวัอย่างทีเ่ตมิสารละลายมาตรฐาน
ที่ระดับความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมอีก 3 ซ�้ำใน
ตัวอย่างกล้วยทอด โดยทดสอบตามวิธีมาตรฐานของกรม
วิทยาศาสตร์การแพทย์พบว่า ค่าร้อยละการคนืกลบัมค่ีาอยู่
ระหว่าง 100.8-106.2 %  และด�ำเนินการทดสอบซ�ำ้ทีร่ะดบั
ความเข้มข้น 50 ไมโครกรมัต่อกิโลกรมัอกี 3  ซ�ำ้ในตวัอย่าง
เผือกทอด มีค่าร้อยละการคืนกลับอยู่ระหว่าง 94.8-103.8 
%   ส�ำหรบัวธีิท่ี 2  Application note: agilent technologies. 
[34] การเตมิสารละลายมาตรฐานท่ีระดบัความเข้มข้น 500 
ไมโครกรมัต่อกิโลกรมัในตวัอย่างกล้วยทอด พบว่า มค่ีาร้อย
ละการคนืกลบัอยู่ระหว่าง 93.0-100.1% และทีร่ะดบัความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรมัต่อกิโลกรมัในตวัอย่างเผอืกทอด มค่ีา
อยู่ระหว่าง 85.4-109.1% และวิธีที่ 3 Food application: 

agilent technologies. [32] ที่ 500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม
ในตัวอย่างกล้วยทอด มีค่าระหว่าง 92.2-98.3% และที่ 50 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมในตัวอย่างเผือกทอด มีค่าระหว่าง 
86.6-107.2%   โดยวธ่ีิที ่4 ท�ำการทดสอบตามวิธีที ่3 แต่ไม่
ได้สกัดสิ่งรบกวนด้วย PSA และ MgSO4 พบว่า ตัวอย่าง
กล้วยทอดมค่ีาระหว่าง 84.9-95.4% ซึง่ยงัมค่ีาอยูใ่นเกณฑ์
ที่ยอมรับคือ 75-110% ดังรายละเอียดสรุปตามตารางที่ 1

ตารางที ่1 การเปรยีบเทียบวิธีการสกัดตวัอย่างจ�ำนวน 4 วิธีด้วยเทคนคิ
การเตมิสารละลายมาตรฐาน (Spiked sample) ท่ีระดบัความเข้มข้น 
50 และ 500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม

วิธีที่ 1 วิธีที่ 2 วิธีที่ 3 วิธีที่ 4

เผือก
ทอด

กล้วย
ทอด

เผือก
ทอด

กล้วย
ทอด

เผือก
ทอด

กล้วย
ทอด

กล้วย
ทอด

ปริมาณสารอะคริลาไมด์ในตัวอย่าง (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

21.19 37.05 36.89 39.20 34.21 38.90 37.75

25.00 31.38 31.98 33.25 42.57 45.75 38.20

27.72 37.96 39.29 35.42 39.57 41.45 35.82

ค่าเฉลี่ย

21.41 34.21 33.40 25.42 36.43 37.79 32.30

ร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (RSD, %) n = 3

3.28 3.57 3.73 3.01 4.24 3.46 1.26

ปริมาณสารอะคริลาไมด์ในตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

71.68 530.11 80.19 503.97 84.26 497.97 456.88

74.29 553.67 86.55 490.08 87.03 516.85 503.47

76.33 541.89 92.30 528.33 94.19 525.74 505.60

ร้อยละค่าการคืนกลับ (Recovery, %) n = 3

94.83 100.79 85.38 94.69 86.59 92.19 84.90

99.65 106.25 98.71 92.95 92.25 97.12 95.42

103.76 103.64 109.11 100.09 107.22 98.27 95.21

	 การด�ำเนินการทดสอบตามวิธีท่ี 4 In-house method 
based on food application: agilent technologies [32].           
เพื่อยืนยันผลการวิเคราะห์ โดยท�ำการทดสอบซ�้ำจ�ำนวน 2 
ครัง้ในตวัอย่างเผอืกทอดและกล้วยทอด โดยเตมิสารละลาย
มาตรฐานท่ีระดับความเข้มข้น 500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม
ให้ค่าร้อยละการคืนกลับและค่าความเท่ียงอยู่ในช่วงเกณฑ์
การยอมรับ แสดงตามตารางที่ 2 ดังนี้
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ตารางที่ 2 ผลการทดสอบซ�้ำตามวิธีที่ 4 In-house method based on food application: agilent technologies [32].
การทดสอบซ�้ำครั้งที่ 1

ตัวอย่าง
ความเข้มข้นในตัวอย่าง
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

ตัวอย่าง
ความเข้มข้นในตัวอย่างที่เติมสารละลาย

มาตรฐาน 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

เผือกทอด 34.22 34.96 34.78 เผือกทอด 509.16 492.94 504.85

ค่าเฉลี่ย 34.65 %Recovery 95.59 93.80 99.17

%RSD 1.12

กล้วยทอด 39.65 41.57 40.11 กล้วยทอด 525.25 537.83 526.42

Average 40.44 %Recovery 101.43 106.04 103.53

%RSD 2.48

การทดสอบซ�้ำครั้งที่ 2

ตัวอย่าง
ความเข้มข้นในตัวอย่าง
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

ตัวอย่าง
ความเข้มข้นในตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐาน 

(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

เผือกทอด 35.28 32.05 32.96 32.68 เผือกทอด 477.45 485.84 481.70 480.84

ค่าเฉลี่ย 33.24 %Recovery 90.41 92.17 90.05 89.63

%RSD 1.41

กล้วยทอด 45.55 44.10 38.71 45.61 กล้วยทอด 485.33 507.61 502.65 483.97

Average 43.49 %Recovery 89.62 96.18 93.63 92.65

%RSD 3.26

	 3.2	 การศึกษาความเหมาะสมของเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี-แมสสเปกโทรเมตรี
	 ศกึษาวิธีการหาปรมิาณสารอะครลิาไมด์ทีเ่หมาะสมด้วยเทคนคิลคิวิดโครมาโทกราฟี เทนเดมแมสสเปคโทเมตร ี(LC-
MS/MS) เปรยีบเทยีบ 3  วธีิเพ่ือหาสภาวะทีเ่หมาะสมของเฟสเคลือ่นที ่(Mobile phase) และแมสสเปคโทเมตร ี(MS) ดงันี้
	 วิธีที่ 1 วิธีมาตรฐาน ส�ำหรับการวิเคราะห์อาหาร เล่มที่ 5 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ รหัสวิธี DMSc F1074 :                     
การวิเคราะห์ปริมาณอะคริลาไมด์ในอาหาร โดย LC/MS-MS หน้า 41-46 [33]
	 เฟสเคลือ่นที:่ กรดอะซติกิ ร้อยละ 0.1 / เมทานอล (97:3) ชนดิ Isocratic elution อตัราการไหล: 0.25 มลิลลิติรต่อนาที
	 วิธทีี่ 2 Quantification of acrylamide in a variety of food matrices by LC/MS/MS triple quadrupole, application 
note: agilent technologies [34].
	 เฟสเคลื่อนท่ี: กรดอะซิติกในน�้ำ ร้อยละ 0.1 / กรดอะซิติกในเมทานอล ร้อยละ 0.1 ชนิด Gradient elution แสดงดัง
ตารางที่ 3
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ตารางที่ 3 แสดงการตั้งค่าของเฟสเคลื่อนที่ในเครื่อง LC-MS/MS

เวลา (นาที)
อัตราการไหล

(มล./นาที)
%A: กรดอะซิติกในน�้ำ 

ร้อยละ 0.1
%B: กรดอะซิติกในเมทานอล 

ร้อยละ 0.1

0 0.25 90 10

5.5 0.25 90 10

6.0 0.25 10 90

8.0 0.25 10 90

8.1 0.25 90 10

13.0 0.25 90 10

	 วิธีที่ 3 Analysis of acrylamide in french fries using agilent sampliQ QuEChERS AOAC kit and LC/MS/MS, 
food application: agilent technologies [32].
	 เฟสเคลื่อนที่: 2.5% เมทานอล / 97.5% กรดฟอร์มิก ร้อยละ 0.1  ชนิด Isocratic elution
	 อัตราการไหล: 0.20 มิลลิลิตรต่อนาที
	 สภาวะการทดสอบท่ีเหมาะสม คอื วิธีท่ี 3 Analysis of acrylamide in french fries using agilent sampliQ QuEChERS 
AOAC kit and LC/MS/MS, food application: agilent technologies [32].  โดยปรับอัตราการไหลเป็น 0.25 มิลลิลิตร
ต่อนาที โครมาโทแกรมของสารอะคริลาไมด์และสารมาตรฐานภายใน แสดงดังรูปท่ี 1 โดยการเตรียมสารมาตรฐาน              
ในอะซิโตรไนไตรล์ มีผลท�ำให้พบพีครบกวนใกล้เคียงกับสารมาตรฐานและค่ารีเทนชันไทม์ (Retention time; RT)                    
ของอะคริลาไมด์ในตัวอย่าง (RT: 5.979) และสารมาตรฐาน (RT: 6.345) ซึ่งไม่ตรงกัน  ดังนั้น การเตรียมกราฟมาตรฐาน
และตัวอย่างต้องใช้ตัวท�ำละลายชนิดเดียวกันคือ น�้ำ และเติมสารมาตรฐานภายในเพื่อใช้ยืนยันพีคของสารอะคริลาไมด์
ในกรณีที่พีคตัวอย่างเกิดการเลื่อน (Shift) ของ RT
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ISTD Compound 

รูปที่ 1 โครมาโทแกรมของสารอะคริลาไมด์ที่ระดับความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมต่อลิตร

	 3.3	 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบ โดยศกึษาความเหมาะสมตามวิธี In-house method based 
on food application: agilent technologies [32]. 
		  มีปัจจัยที่เก่ียวข้องต่าง ๆ ดังนี้ ช่วงความเป็นเส้นตรง ความถูกต้อง พิจารณาจากค่าร้อยละการคืนกลับ และ       
ความเที่ยง  พิจารณาจากค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ รวมทั้งศึกษาขีดจ�ำกัดในการตรวจวัด (LOD) และขีดจ�ำกัด
ในการหาปริมาณ (LOQ)  โดยการศึกษาค่า LOD และ LOQ ด�ำเนินการโดยเติมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้นต�่ำ ๆ  
ดังน้ี 10  40  100 และ 200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยสรุปผลแสดงดังตารางท่ี 4 แล้วด�ำเนินการทดสอบท่ีระดับความ
เข้มข้น 20 ไมโครกรมัต่อกิโลกรมั จ�ำนวน 10 ซ�ำ้ โดยแบ่งการทดสอบเป็น 3 ครัง้ ซึง่ครัง้ละ 3 ซ�ำ้  3 ซ�ำ้ และ 4 ซ�ำ้ตามล�ำดบั 
เช่นเดียวกันกับที่ระดับ 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมแสดงดังตารางที่ 5  ดังนี้

ตารางที่ 4 แสดงการประเมินค่า LOD และ LOQ ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ดังนี้ 10  40 100 และ 200 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม

ล�ำดับที่

ความเข้ม
ข้นใน

ตัวอย่าง
(ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัม)

ปริมาณในตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

ร้อยละค่าการคืนกลับ

10 40 100 200 10 40 100 200

1 34.70 48.36 80.01 134.44 268.38 85.07 113.08 99.43 115.31

2 36.75 49.52 79.82 134.53 231.54 99.18 111.97 96.52 101.13

3 35.42 49.73 75.53 141.27 251.07 103.04 102.69 103.04 109.61

เฉลี่ย 35.62 49.20 78.45 136.75 250.33 95.76 109.25 99.66 108.68

SD 1.04 0.74 2.53 3.92 18.43 9.46 5.71 3.27 7.14

%RSD 2.92 1.50 3.23 2.86 7.36 9.88 5.22 3.28 6.57
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	 สรุปประสิทธิภาพของการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบ โดยด�ำเนินการทดสอบในตัวอย่างกล้วยทอด 
(Linearity ในช่วงความเข้มข้น 0-80 ไมโครกรมัต่อลติร และค่า Correlation coefficient, r ต้องมากกว่าหรอืเท่ากับ 0.995) 

ตารางท่ี 5 แสดงประสทิธิภาพของการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการทดสอบท่ีระดับความเข้มข้น 20 500 และ 1,000 ไมโครกรมัต่อกิโลกรมั

No.

ความเข้มข้นใน
ตัวอย่าง

(ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม)

ปริมาณในตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

ร้อยละค่าการคืนกลับ

20 500 1,000 20 500 1,000 

1 37.69 56.54 444.92 1,065.06 104.58 82.62 107.42

2 37.54 56.60 484.26 1,067.61 105.94 91.63 108.80

3 34.42 56.22 505.30 1,069.97 104.37 95.29 108.02

4 39.65 59.89 525.25 1,045.70 101.24 101.43 106.63

5 41.57 54.55 537.83 1,042.99 78.34 106.04 106.16

6 40.11 60.16 526.42 990.04 102.59 103.53 99.60

7 45.55 60.67 485.33 998.61 105.45 89.62 100.78

8 44.10 59.71 507.61 997.29 101.16 96.18 99.10

9 38.71 59.59 502.65 1,004.58 101.69 93.63 102.78

10 45.61 59.28 483.97 984.40 101.97 92.65 99.06

เฉลี่ย 40.50 58.32 500.35 1,026.63 100.73 95.26 103.84

SD 3.70 2.12 27.11 34.83 8.06 6.97 3.97

%RSD 9.14 3.64 5.42 3.39 8.00 7.32 3.82

เกณฑ์ 21.0

	 การค�ำนวณค่า LOD และ LOQ ด�ำเนินการตาม Eurachem guide: the fitness for purpose of analytical methods-a 
laboratory guide to method validation and related topics [35] ดังสมการ 

	 โดย S0 คอื ค่าส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานท่ีระดบัความเข้มข้นใกล้กับศนูย์ และ n คอื จ�ำนวนซ�ำ้ทีใ่ช้ในการทดสอบ ส�ำหรบั
ค่า LOD และ LOQ ค�ำนวณจากสมการ

LOD=3 x S'
0 
 และ LOQ=10 x S'0

	 ดังนั้น ค่าต�่ำสุดท่ีตรวจพบ (LOD) คือ 5.00 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และค่าต�่ำสุดท่ีสามารถรายงานค่าได้ (LOQ) คือ 
20.0  ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม แสดงโครมาโทแกรม ดังนี้

S'
0 =

S0

√n
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รูปที่ 2 โครมาโทแกรมของสารอะคริลาไมด์ที่ระดับ LOD ความเข้มข้น 5.00 ไมโครกรัมต่อลิตร

รูปที่ 3 โครมาโทแกรมของสารอะคริลาไมด์ที่ระดับ LOQ ความเข้มข้น 20.0 ไมโครกรัมต่อลิตร

	 3.4	 การทดสอบในตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารทอด
			   ศกึษาความเหมาะสมของวิธีทดสอบโดยการทดสอบตัวอย่างท่ีมเีมทรกิซ์ต่าง ๆ  กัน พบว่าการเติมสารมาตรฐาน
และค�ำนวณค่าร้อยละการคืนกลับมีค่าอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ 75 -110 โดยปริมาณสารอะคริลาไมด์ที่มีการตรวจพบใน
ตัวอย่างมีรายละเอียดแสดงดังตารางที่ 6 

ตารางที่ 6 แสดงปริมาณสารอะคริลาไมด์ที่มีการตรวจพบในผลิตภัณฑ์อาหารทอดที่มีจ�ำหน่ายในท้องตลาด

ล�ำดับที่ ผลิตภัณฑ์อาหาร
ปริมาณสารอะคริลาไมด์ 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

รูปผลิตภัณฑ์

1
กล้วยทอด 
รสหวาน (น�้ำผึ้ง+น�้ำตาล)

41.4
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ล�ำดับที่ ผลิตภัณฑ์อาหาร
ปริมาณสารอะคริลาไมด์ 
(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)

รูปผลิตภัณฑ์

2 เผือกทอด 34.6

3 กล้วยสุกทอดสมุนไพร (เบรคแตก) 37.5

4 เต้าหู้กรอบ รสดั้งเดิม 53.3

5 บร็อคโคลี่กรอบ รสสาหร่าย 43.5

6 กระเจี๊ยบกรอบ รสธรรมชาติ 31.9

7 เมล็ดข้าวโพดหวานกรอบ รสธรรมชาติ 21.3

8 ลูกเดือยอบกรอบ รสดั้งเดิม 22.9

9 กล้วยหอมทองอบกรอบ ไม่พบ

10 กล้วยหอมทองกรอบฟู < 20.0

11 กล้วยเล็บมือนางอบกรอบ ไม่พบ
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4.	 สรุป (Conclusion)
	 งานวิจยัน้ีได้ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการหาปรมิาณ
สารอะครลิาไมด์ในผลติภัณฑ์อาหารทอด โดยได้ตรวจสอบ
ความใช้ได้ของวิธี พบว่าวิธีทดสอบ In-house method 
based on analysis of acrylamide in french fries using 
agilent sampliQ QuEChERS AOAC kit and LC/MS/MS, 
food application: agilent technologies. มีความถูกต้อง
อยูใ่นเกณฑ์ทีย่อมรบั โดยให้ค่าร้อยละการคนืกลบัเฉลีย่ร้อย
ละ 100.7  95.3 และ 103.8 ที่ระดับความเข้มข้น 20 500  
และ 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�ำดับ และความ
เที่ยง ซึ่งแสดงด้วยค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ มีค่า
เฉลีย่อยู่ระหว่าง  3.82-8.00 นอกจากนีพ้บว่าวิธีน้ีมขีีดจ�ำกัด
ของการตรวจวัด เท่ากับ 5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และขีด
จ�ำกัดของการหาปริมาณ 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม
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