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บทคัดย่อ  สารเคลนบิวเตอรอล (clenbuterol) เป็นสารในกลุม่เบต้าอะโกนิสท์ (β-agonists) มกีารแอบใช้เป็นตัวเร่งเน้ือแดง 
และเร่งการเจริญเติบโตของสตัว์เลีย้งเพือ่เป็นอาหาร มกีารออกกฎหมายห้ามใช้สารเคลนบิวเตอรอลในหลายๆ ประเทศ เน่ืองจาก
ส่งผลกระทบต่อสขุภาพ ดังน้ันฝ่ายมาตรวทิยาเคมแีละชวีภาพของสถาบันมาตรวทิยาแห่งชาติ (มว.) จึงได้เข้าร่วมเปรียบเทยีบผล
การวดัระดับนานาชาติ APMP.QM-S6: Clenbuterol in porcine meat ซ่ึงเป็นการวดัสารเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหมบูดแห้ง 
เทคนิคการวัดที่ใช้ คือ เทคนิค exact-matching double IDMS โดยมีขั้นตอนดังนี้ คือ การท�าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในสภาวะ
ด่าง (alkaline hydrolysis) การตกตะกอนโปรตีนด้วยกรด (acid precipitation) การก�าจัดไขมนั (defattening) การสกดั
ตัวอย่างแบบของเหลว-ของเหลว (liquid-liquid extraction) การสกัดตัวอย่างแบบของแข็ง (solid phase extraction, 
SPE) แล้วท�าการวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ high performance liquid chromatography tandem mass spectrometer 
(HPLC-MS/MS) ผลการวัดมีสมบัติการสอบกลับได้ (metrological traceability) เนื่องจากมีการประเมินความบริสุทธิ์
ของสารมาตรฐานที่ใช้ ผลการวัดในตัวอย่าง APMP.QM-S6 พบที่ระดับความเข้มข้น 5.0 µg/kg มีค่าความไม่แน่นอนของ
การวัดที่ 5.0% และผลการเข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัด APMP.QM-S6 ของประเทศไทย สอดคล้องกับสถาบันมาตรวิทยา
ประเทศอื่นๆ เป็นอย่างดี โดยค่าอ้างอิงของการเปรียบเทียบผลการวัด (Supplementary Comparison Reference Value, 
SCRV) มีค่าเท่ากับ 5.216 µg/kg และค่าความไม่แน่นอน 0.131 µg/kg
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บทนำา
สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอล  (clenbuterol)  โครงสร้างดังภาพที่  1  เป็นสารในกลุ่มเบต้าอะโกนิสท ์

(β-agonists) ซ่ึงในทางการแพทย์ใช้ผลติยารกัษาคน สารเคลนบิวเตอรอลมสีรรพคณุในการขยายหลอดลม รกัษาโรค
หอบหืด  ช่วยให้กล้ามเนื้อมดลูกคลายตัว  ช่วยให้กล้ามเนื้อขยายตัว  และเพิ่มการสลายตัวของไขมันที่สะสมในร่างกาย 
แต่อาจมผีลข้างเคยีง เช่น ท�าให้มอีาการกล้ามเน้ือสัน่ หวัใจเต้นเรว็กว่าปกต ิกระวนกระวาย วิงเวียน ปวดศีรษะ เป็นต้น(1) 

อย่างไรก็ตาม มีการลักลอบน�าสารเคลนบิวเตอรอลมาใช้ผิดวัตถุประสงค์ คือ ใช้เป็นสารเร่งเนื้อแดงโดยผสมในอาหาร 
และน�้าส�าหรับเลี้ยงหมู เพื่อให้หมูมีเนื้อแดงมาก มีไขมันน้อยซึ่งท�าให้ได้ราคาด(ี2)

การบรโิภคเน้ือสตัว์ทีม่สีารเร่งเน้ือแดงตกค้างอยู ่จะส่งผลต่อการท�างานของระบบประสาททีค่วบคมุการท�างาน
ของกล้ามเนื้อหัวใจ กล้ามเนื้อเรียบของหลอดเลือด หลอดลม กระเพาะปัสสาวะ เป็นต้น อาจมีอาการมือสั่น กล้ามเนื้อ
กระตุก ปวดศีรษะ หัวใจเต้นเร็วผิดปกติ กระวนกระวาย วิงเวียนศีรษะ บางรายมีอาการเป็นลม นอนไม่หลับ คลื่นไส้ 
อาเจยีน มอีาการทางจติประสาท และเป็นอนัตรายมากส�าหรบัหญิงมคีรรภ์ ผูท้ีเ่ป็นโรคหวัใจ ความดนัโลหติสงู เบาหวาน 
และโรคไฮเปอร์ไทรอยด์(1) การตรวจวัดการตกค้างของสารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอล สามารถตรวจได้จากการตกค้าง
ที่ส่วนต่างๆ  ของสุกร  ได้แก่  เครื่องใน  ตับ  ไต  เน้ือ  และไขมัน  นอกจากน้ียังพบในปัสสาวะด้วยเช่นกัน  ซ่ึงสามารถ 

ตรวจวัดการตกค้างได้โดยใช้เครื่องมือ LC-MS/MS หรือ GC-MS(3)

 

ภาพที่ 1 สูตรโครงสรางทางเคมีของสารเรงเน้ือแดงเคลนบวิเตอรอล (Clenbuterol) 

 

ภาพที่ 1 สูตรโครงสร้างทางเคมีของสารเร่งเนื้อแดงเคลนบิวเตอรอล (Clenbuterol)

คณะกรรมาธกิารโครงการมาตรฐานอาหาร FAO/WHO (Codex Alimentarius Commission - CAC) 
ได้ก�าหนดมาตรฐานอาหารให้มีระดับปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลที่ยอมให้ตกค้างสูงสุด  (Maximum Residue 
Limit, MRL)  ในเน้ือสัตว์  (muscle)  ที่ระดับ  0.2  µg/kg  (Codex  Alimentarius, Maximum Residue  
Limits for Clenbuterol, year of adoption 2003)(4)

กจิกรรมการเข้าร่วมเปรยีบเทยีบผลการวัด (International laboratory comparison) เป็นภารกจิส�าคญั
ของสถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติในการเป็นตัวแทนของประเทศไทย  เพื่อแสดงความสามารถในการวัดในรายการน้ันๆ 
ดงัน้ันในกลางปี 2556 สถาบันมาตรวิทยาแห่งชาต ิ(มว.) ได้เข้าร่วมเปรยีบเทยีบผลการวัดนานาชาตริะดบัภมูภิาคเอเชีย
และแปซิฟิก (Asia-Pacific Metrology Programme, APMP) ในรายการ APMP.QM-S6: clenbuterol in 
porcine meat โดยมีสถาบันมาตรวิทยาแห่งเขตปกครองพิเศษฮ่องกง (Government Laboratory, Hong Kong, 
China  (GLHK))  เป็นเจ้าภาพ ห้องปฏิบัติการของสถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติ หรือห้องปฏิบัติการที่ท�าหน้าที่แทน
สถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติ (designated institute) จากประเทศต่างๆ เข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัดรวมทั้งหมด 
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Analysis of Clenbuterol in Porcine Meat Utilizing an Exact-Matching Kittiya  Shearmanacharoen el al.

7  ห้องปฏิบัติการ  ได้แก่  บราซิล  ไทย  จีน  ฮ่องกง  กรีซ  เม็กซิโก  และนิวซีแลนด์  นอกจากน้ียังมี  2  ห้องปฏิบัติการ 
จากประเทศไทยที่มีความเช่ียวชาญ  และมีประสบการณ์ในการวัดเข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัดแบบ  pilot  study 
(APMP.QM-P22) ซ่ึงถกูจดัควบคูไ่ปด้วย โดยผูจ้ดัได้ก�าหนดให้แต่ละห้องปฏบัิตกิารทีเ่ข้าร่วมโครงการจะต้องท�าการ
วิเคราะห์หาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง(5)  

เทคนิคการวิเคราะห์สารเร่งเนื้อแดงเคลนบิวเตอรอลที่ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์อินทรีย์เคมีของ มว. น�ามาใช้
ในการเข้าร่วมเปรียบเทียบผลการวัดนานาชาติครั้งนี้  คือ  เทคนิค exact-matching double  IDMS ซึ่งมีศักยภาพ
เป็นวิธีมาตรฐานปฐมภูมิ (primary method) และสามารถสอบกลับไปยัง SI units ได(้6, 7) โดยอาศัยหลักการเติม
ไอโซโทป (isotopic analogue) ของสารทีต้่องการวัด (D9-clenbuterol) ทีท่ราบปรมิาณแน่นอนลงในทัง้สารมาตรฐาน 
(calibration standard) และตัวอย่าง (sample) ในปริมาณเท่ากัน ซึ่งจะเรียกว่า calibration blend solution 
และ sample blend solution ปรมิาณของสารเคลนบิวเตอรอลใน calibration blend solution จะถูกเตมิให้เทา่กับ
ในตวัอย่างทีไ่ด้ค่ามาคร่าวๆ ก่อนหน้าน้ี จากน้ันท�าการวัดความเข้มของพคี (peak intensity) ของไอออนสารมาตรฐาน 
(clenbuterol)  เอง  และตัว  isotopic  analogue  (D9-clenbuterol)  โดยใช้ mass  spectrometer  และวัดการ
เปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของจ�านวนไอโซโทป และค�านวณความเข้มข้นของสารที่สนใจจากสมการที่ (1)(8)

   
     

wzc, my, mz.c, RB  (1)
            mx, my, c RB, C

       

โดยที่ wx, mz, c คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ในตัวอย่าง และใน calibration standard ตามล�าดับ 
wx, mz, c  คือ มวลของตัวอย่าง และมวลของ calibration standard ตามล�าดับ wy, my, c คือ มวลของ isotopic 
analogue ที่เติมลงในตัวอย่าง และใน calibration standard ตามล�าดับ และ RB, RB, C คือ อัตราส่วนของจ�านวน 
isotope ที่เติมลงในตัวอย่าง และใน calibration blend ตามล�าดับ

รายงานฉบับน้ีได้น�าเสนอวิธกีารวิเคราะห์สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอล โดยใช้เทคนิค exact-matching 
double  IDMS  การประมาณค่าความไม่แน่นอนและการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาของผลการวัด  รวมถึงผลของ 
การเข้าร่วมเปรยีบเทยีบผลการวัด APMP.QM-S6 เพือ่เป็นการเผยแพร่ความรูใ้ห้แก่ห้องปฏบัิตกิารทดสอบในประเทศ
ได้น�าไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการตนเอง  และสามารถปรับปรุงเพื่อให้ได้ผลการวัด 

ที่มีความถูกต้องมากขึ้น 

วัสดุและวิธีการ
ตัวอย่าง

ตัวอย่าง APMP.QM-S6  เป็นตัวอย่างเนื้อหมู ที่ผ่านการท�าให้แห้งด้วยกระบวนการ  freeze dried และ 
มีการบดให้ละเอียด  ลักษณะตัวอย่างเป็นผงสีน�้าตาลอ่อน  บรรจุอยู่ในขวดสีชา  ปริมาณ  2  g  โดยตัวอย่างได้ผ่าน 

การฉายรังสีแกมมา  (12  kGy,  18  hours)  ผู้จัดได้ระบุว่าตัวอย่างมีความเข้มข้นอยู่ในช่วง  1  g/kg  -  50  µg/kg 
และก�าหนดให้มีการวิเคราะห์ความช้ืนในตัวอย่างหมูบดแห้ง  เพื่อใช้ในการรายงานผลออกมาเป็น mass  fraction 

ของสารเคลนบิวเตอรอลต่อน�้าหนักแห้ง 

สารมาตรฐานและสารเคมี
สารมาตรฐาน : clenbuterol.HCl ผลิตภัณฑ์ Dr. Ehrenstorfer, D9-clenbuterol.HCl ผลิตภัณฑ์ 

Dr. Ehrenstorfer

wx = wz, c
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สารเคมี : acetonitrile (HPLC grade LAB-SCAN), dichloromethane (AR grade LAB-SCAN), 
hexane (HPLC grade LAB-SCAN), methanol (HPLC grade LAB-SCAN), sodium hydroxide AR 
grade,    conc. HCl (SIGMA-ALDRICH), ethyl acetate (HPLC grade LAB-SCAN), 2-propanol, 
acetic acid (AR grade MERCK), phosphate buffer (pH 6.0), Tris buffer (pH 8.0), Protease Type 
XIV of Streptomyces griseus, (SIGMA), formic acid, KH2PO4 AR grade, KOH (LOBA CHEMIE)

เครื่องมือและอุปกรณ์
เครื่องชั่ง มีความละเอียด 5 ต�าแหน่ง, 2 ต�าแหน่ง, shaking incubator, centrifuge (Eppendorf 5810 

centrifuge, Fronine Laboratory), evaporator (Caliper TurboVap, Life Scinece, Inc.) และ LC-MS/MS 

(Shimadzu  LC  system  equipped  with  API  4000  QTRAP MS/MS,  AB  Sciex)  คอลัมน์ที่ใช้คือ  
Phenomenex Gemini, 5 µ, C18,  110 Å (150 × 4.6 mm) และ Guard column คือ Phenomenex C18 

(4.0 × 2.0 mm), Injection volume: 5 µL, Column temperature: 40 �C, Sample temperature: 15 �C 
โดยใช้สภาวะของเครื่อง  LC-MS/MS  (ตารางที่  1  และตารางที่  2)  ท�าการวิเคราะห์ด้วย Multiple  Reaction 
Monitoring (MRM) ESI positive mode 

  0.10  System Controller  Start 
  1.00  Pumps  Pump B conc.  5
  3.00  Pumps  Pump B conc.  15
  3.01  Pumps  Pump B conc.  40
  10.00  Pumps  Pump B conc.  50
  12.00  Pumps  Pump B conc.  95
  13.00  Pumps  Pump B conc.  5
  15.00  System Controller  Stop 

ตารางที่ 1 สภาวะของเครื่อง HPLC ส�าหรับใช้ในการหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง

  Time (min)  Module  Event  Parameter

Clenbuterol*  277.1 > 203.0  0.1  50  10.0  24  15
Clenbuterol**  277.1 > 168.1  0.1  50  10.0  42  15
D9-clenbuterol*  286.2 > 204.1  0.1  48  10.0  24  15
D9-clenbuterol**  286.2 > 169.1  0.1  48  10.0  42  15

ตารางที่ 2 สภาวะของเครื่อง MS/MS ส�าหรับใช้ในการหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง

 Analyte  Reaction  Dwell  Declustering  Entrance   Collision  Collision Cell 
      Time (s)  Potential,   Potential,   Energy,  Exit Potential, 
        EP (eV)  DP(eV)   CE (eV)  CXP (eV)

หมายเหตุ :  ส�าหรับ  *คือไอออนหลัก  (primary  ion)  ที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ  (quantification)  และ  
    **คือ ไอออนรอง (secondary ion) ที่ใช้ในการยืนยัน (confirmation)
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การเตรียมสารละลายและสารมาตรฐาน
สารมาตรฐานเคลนบิวเตอรอลเป็นสารมาตรฐานทีห่าซ้ือมาจากตวัแทนจ�าหน่ายในประเทศไทย ทัง้น้ีทางห้อง

ปฏบัิตกิารได้ท�าการประเมนิความบรสิทุธิข์องสารโดยใช้ mass balance approach ด้วยเทคนิค high performance 
liquid  chromatography UV-detector  (HPLC-UV)  ในการหาปริมาณ  organic  impurities/related  
structure  impurities,  ใช้เทคนิค  Thermogravimetric  analysis  (TGA)  ในการหาปริมาณ  volatile  and  
non-volatile residues และใช้เทคนิค Karl Fischer titration (KFT) ในการหาปรมิาณน�า้ ในการเตรยีมสารละลาย
มาตรฐานจะใช้เครื่องชั่งที่มีความละเอียดเลขหลังจุดทศนิยม 5 ต�าแหน่ง และได้รับการสอบเทียบ โดยชั่งสารมาตรฐาน
ของแข็งมาอย่างต�่า 10 mg ลงในขวดแก้วสีชาขนาด 40 mL จากนั้นเติม methanol ประมาณ 25 g แล้วท�าการชั่ง 
น�้าหนักของสารละลายอย่างถูกต้องอีกครั้ง  จะได้สารละลายมาตรฐานตั้งต้น  (stock  standard  solution) 
ทีม่คีวามเข้มข้นเป็นหน่วย mass fraction, mg/g โดยความเข้มข้นค�านวณจากน�า้หนักของสารมาตรฐานในหน่วย mg 
ต่อน�้าหนักรวมของสารมาตรฐานและตัวท�าละลายในหน่วย  g  การเตรียมสารละลาย  intermediate  standard  
solution เตรียมโดยการเจือจางสารละลาย stock standard solution ด้วย methanol โดยการชั่งเช่นเดียวกัน แล้ว
ค�านวณความเข้มข้นของสารละลายที่เตรียมได้ในหน่วย mg/g ส�าหรับ working solution หรือที่เรียกว่าสารละลาย
มาตรฐานที่น�าไปใช้งานจริง สามารถเตรียมได้ในท�านองเดียวกัน สารละลายทั้งหมดที่ได้จากการเตรียมจะเก็บรักษาไว้
ที่อุณหภูมิ  4  �C  และจะต้องท�าการเตรียม  working  solution  ใหม่เสมอส�าหรับแต่ละ  batch  ของการทดลอง 
นอกจากน้ีสารละลาย stock solution, intermediate solution และ working solution ของ Isotopically-labelled 
analogue (D9-clenbuterol) สามารถเตรยีมได้ในท�านองเดยีวกนักบัสารละลายมาตรฐานเคลนบิวเตอรอลดงัทีก่ล่าว
มาข้างต้น

การหาความชื้นในตัวอย่าง
ช่ังน�้าหนักตัวอย่างหมูบด  0.5  g  ด้วยเครื่องช่ังมีความละเอียด  5  ต�าแหน่ง  แล้วน�าไปเก็บใน  dessicator 

ซึ่งมีสาร anhydrous calcium sulphate (DRIERITE®)  เป็นสารดูดความชื้น หลังจากเก็บที่อุณหภูมิห้องเป็น
ระยะเวลาอย่างต�่า 20 วัน น�าออกมาชั่งน�้าหนักที่เหลือ ค�านวณน�้าหนักที่หายไปเป็นค่าความชื้น จากนั้นน�าไปเก็บต่อใน 
dessicator  เป็นระยะเวลา  10  วัน  แล้วน�ามาช่ังอีกครั้ง  ท�าซ�้าไปเรื่อยๆ  จนกว่าน�้าหนักที่ได้คงที่  ซ่ึงการหาความช้ืน 

ในตัวอย่างจะต้องท�าไปพร้อมๆ กันกับการวิเคราะห์ตัวอย่าง

วิธีวิเคราะห์
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างประกอบด้วย  6  ขั้นตอนที่ส�าคัญ  คือ  การเตรียม  blends  การท�าปฏิกิริยา 

ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ต่อด้วยการตกตะกอนด้วยโปรตีน (protein precipitation) การก�าจัดไขมันในเนื้อสัตว์ 
(defattening) การสกัดตัวอย่างแบบของเหลว-ของเหลว (liquid-liquid extraction) และการสกัดตัวอย่างแบบ
ของแข็ง (solid phase extraction, SPE) สุดท้ายน�าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ LC-MS/MS

1.  การเตรียม blends สองชนิด คือ  calibration blend  (CB, สารมาตรฐาน) และ  sample blend 

(SB, ตวัอย่าง) ส�าหรบั calibration blend เตรยีมจากตวัอย่างหมบูดแห้งทีไ่ม่มกีารปนเป้ือนของสารเคลนบิวเตอรอล 
0.5  g  (sample  blank)  และท�าการเติมสารละลายมาตรฐานเคลนบิวเตอรอลให้มีปริมาณใกล้เคียงกับปริมาณ 

เคลนบิวเตอรอลในตัวอย่างที่หาค่าได้คร่าวๆ  จากเทคนิค  external  calibration  curve  ส�าหรับ  sample  blend 
เตรียมโดยการชั่งตัวอย่างหมูบดแห้ง APMP.QM-S6 ปริมาณ 0.5 g แล้วท�าการเติมสารละลาย D9-clenbuterol  
ลงในทั้ง  sample  blend  และ  calibration  blend  ในปริมาณที่มีค่าจ�านวนโมลเท่ากับจ�านวนโมลของสารละลาย 

มาตรฐานเคลนบิวเตอรอล  (ที่ถูกเติมลงไปใน  calibration  blend  ก่อนหน้าน้ี)  จากน้ันเติมสารละลาย  เติม 

Tris buffer pH 8.0 ปริมาณ 10 mL
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การวเิคราะห์สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหม ูโดยใช้เทคนิค Exact-matching double กิตติยา  เชยีร์แมน และคณะ

2.  การท�าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  (hydrolysis)  โดยการเติมเอนไซม์  protease  type  XIV  of  
Streptomyces griseus ปริมาณ 100 µL (50 g/1 mL ของ tris buffer, pH 8) และปั่นผสม จากนั้น incubate 
ไว้ที่ 55 �C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง (ข้ามคืน) ปั่นผสมให้เข้ากัน ปล่อยให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง

3.  วิธกีารตกตะกอนโปรตนี (protein precipitation) โดยการปรบัสารละลายให้เป็นกรด (pH = 1) ด้วย
กรดไฮโดรคลอรกิเข้มข้น (ประมาณ 350 µL) และป่ันสารละลายผสม ปล่อยทิง้ไว้ 10 นาท ีให้โปรตนีตกตะกอน ท�าการ
แยกเก็บเฉพาะส่วนที่เป็นสารละลายโดยน�าตัวอย่างเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่ 4 �C 
เป็นเวลา  10  นาที  เก็บสารละลายสีเหลืองใส่หลอดพลาสติกใหม่  โดยกรองผ่านตัวกรองใยแก้วขนาด  1  µm  จะได้
สารละลายสีเหลืองอ่อนประมาณ 10 mL

4.  วิธีการก�าจัดไขมันในเน้ือสัตว์  (defattening)  โดยการเติม  hexane  10 mL  ปั่นผสม  แล้วน�าเข้า 
เครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอนที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่ 4 �C เป็นเวลา 5 นาที แยกส่วนสารละลาย hexane ออก
แล้วปรับสารละลายของเหลวให้เป็นด่าง (pH = 9.5 – 10) ด้วย 10 M NaOH (ประมาณ 500 µL)

5.  วิธีการสกัดตัวอย่างแบบของเหลว-ของเหลว  (liquid-liquid  extraction)  สกัดตัวอย่างด้วยตัวท�า
ละลายผสม ethyl acetate: isopropanol (99:1, v/v) จ�านวน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 mL น�าเข้าเครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอน
ที่ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที ที่ 4 �C เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนสารละลายอินทรีย์ (ชั้นบน) แล้วระเหยส่วนที่สกัดได้
ให้แห้งด้วยเครือ่งระเหยตวัท�าละลายภายใต้ก๊าซไนโตรเจนทีอ่ณุหภมู ิ45 �C เตมิ methanol 100 mL และเตมิสารละลาย 
phosphate buffer (pH = 6.0) 5 mL แล้วท�าการ sonicate 1 นาที

6.  วิธีการสกัดตัวอย่างแบบของแข็ง  (solid  phase  extraction,  SPE)  โดย  clean-up ตัวอย่างด้วย 
VertiPak™ C8/SCX SPE Tubes  6 mL  ใช้สภาวะดังน้ี  คือ  condition: methanol  2 mL,  equilibrate: 
Milli-Q water 2 mL และ phosphate buffer (pH =6.0) 2 mL,  loading: บรรจุตัวอย่างประมาณ 5 mL, 
wash 1: ล้างด้วย 1 M acetic acid 1 mL ท�าให้แห้งภายใต้สญุญากาศ, wash 2: ล้างด้วย methanol 2 mL ท�าให้แห้ง 
ภายใต้สุญญากาศ และ elute: ชะด้วยตัวท�าละลายผสม ethyl acetate : ammonia (32%), 97:3 (v/v) 12 mL 
(6 mL × 2 ครั้ง)

ระเหยส่วนทีส่กดัได้ให้แห้งด้วยเครือ่งระเหยตวัท�าลายภายใต้ก๊าซไนโตรเจนทีอุ่ณหภมู ิ45  �C เตมิสารละลาย
ผสม 0.1% formic acid ในตัวท�าละลาย Milli-Q water: acetonitrile (9:1, v/v) ปริมาณ 750 µL ผสมโดย 
sonicate กรองด้วย PTFE filter 0.2 µm ใส่ขวดเพื่อฉีดเข้าเครื่อง LC-MS/MS 

การคำานวณหาปริมาณโดย Exact-Matching Calibration
ส�าหรับการค�านวณหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลเกิดจากการน�าอัตราส่วนพื้นที่พีคที่วัดได้ทั้ง  primary 

และ secondary ions ใน sample blend และ calibration blend มาค�านวณโดยใช้สมการที่ (2)

    
(2)

wx คือ  mass fraction ของ clenbuterol ในตัวอย่างเนื้อหมูบดแห้งที่ต้องการหา มีหน่วย µg/kg
wZ, C คือ  mass fraction ของ clenbuterol ใน calibration standard มีหน่วย µg/kg
mx คือ   มวลของตัวอย่างเนื้อหมูบดแห้งที่ชั่งมาเพื่อใช้ในการเตรียม sample blend มีหน่วย g
my คือ   มวลของสารละลาย  internal standard (D9-clenbuterol) ที่เติมลงไปในตัวอย่างเนื้อหมู 

    บดเพื่อเตรียม sample blend มีหน่วย g
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mZ, C คือ   มวลของสารละลายมาตรฐาน  clenbuterol  ที่เติมลงไปเพื่อใช้เตรียม  calibration  blend 

    มีหน่วย g
my, C คือ  มวลของสารละลาย  internal  standards  (D9-clenbuterol)  ที่เติมลงไปเพ่ือเตรียม  

    calibration blend มีหน่วย g
R,

B  และ R
,
B, C  คือ  อัตราส่วนพื้นที่พีคที่วัดได้ใน sample blend และใน calibration blend ตามล�าดับ

โดยค�านวณจากไอออนของ clenbuterol หารด้วยไอออนของ D9-clenbuterol
FP  และ FE   คือ  method  precision  effect,  interference  effect  และ  extraction  effect 

ตามล�าดับ  ซ่ึงจะก�าหนดให้มีค่าเท่ากับ  1  แต่จะน�าค่าความไม่แน่นอนจากผลกระทบเหล่าน้ีมารวมอยู่ในการประมาณ 

ค่าความไม่แน่นอนของการวัดรวม (combined standard uncertainty)
FP  คือ dry mass correction factor ซึ่งได้มาจากการหาความชื้นในตัวอย่างหมูบดแห้ง

การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด
การประมาณค่าความไม่แน่นอนของการวัด ยดึหลกัการตาม Eurachem Guide(9) และ JCGM 100:2008 

(Guide  to  the Expression  of Uncertainty  in Measurement)(10) ส�าหรับการประมาณค่าความไม่แน่นอน 

ของการวัดจากการใช้เทคนิค  exact-matching  double  IDMS  น้ัน  จะขึ้นอยู่กับสมการหลักที่ใช้ในการค�านวณ 

(สมการที่ 2) และการรวมค่าความไม่แน่นอนของการวัดจากแหล่งต่างๆ สามารถรวมกันได้ดังสมการที่ (3)
                                                                                                                                                                                              

    

                                                                                                                                                   (3)

โดยที่    u(wz,  c) เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของ mass  fraction  ของสารละลายมาตรฐาน  clenbuterol 
ที่ใช้ในการเตรียม  calibration blend ค�านวณจากค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของความบริสุทธิ์ของ  clenbuterol 
น�้าหนักของสารที่ใช้ในการเตรียมสารละลายมาตรฐาน  และการเปรียบเทียบสารละลายมาตรฐาน  (standard  
comparison) u(my), u(my,c), u(mx), u(mz,c) เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของน�้าหนักต่างๆ ค�านวณจาก 
bias และ precision ของเครื่องชั่ง

FP  เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของปัจจัย precision ของวิธี ซึ่งค�านวณจาก standard deviation 
of the mean (sdm) ของการท�าซ�้า

FE    เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของปัจจัยจากการสกัด  ซ่ึงค�านวณมาจาก  bias  ของการสกัด  
liquid-liquid extraction และ solid phase extraction

FI    เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของปัจจัยจากตัวรบกวนใน mass  spectrometer  (interference 
effect) ซึ่งค�านวณมาจาก bias ระหว่าง primary ion pair และ secondary ion pair

Fdrymass  เป็นค่าความไม่แน่นอนมาตรฐานของปัจจยั dry mass correction ซ่ึงค�านวณมาจากการวิเคราะห์
หาค่าความชื้นในตัวอย่าง

ส�าหรับค่าความไม่แน่นอนจาก R'B  และ R'B, C  ซ่ึงเป็นค่าความไม่แน่นอนที่เกิดจากการวัด  isotope 
amount ratios ใน sample blend และ calibration blend ตามล�าดับ จะถือว่าถูกคิดรวมอยู่ในปัจจัย precision 
ของวิธีอยู่แล้ว  ซึ่งถ้าหากมีปัจจัยอะไรก็ตามที่ส่งผลกระทบต่อการวัด  ratio R'B และ R'B, C  ก็จะถือว่ามีผลน้อยมาก 
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และสามารถหักล้างกันได้ในที่สุด  เน่ืองจากทั้ง  sample  blend  และ  calibration  blend  ถูกเตรียมให้เหมือนกัน 
(exact-matched) ทั้งในเรื่องความเข้มข้น, ตัวกลาง และ isotope ratio 

การควบคุมคุณภาพของการวิเคราะห์
เน่ืองจากไม่มีวัสดุอ้างอิงรับรองของสารเคลนบิวเตอรอลที่อยู ่ในตัวกลางที่เหมือนกับตัวอย่างจริง 

(ในเนื้อหมู) ที่วิเคราะห์ ดังนั้นการควบคุมคุณภาพ (quality control, QC) จึงด�าเนินการจากการวิเคราะห์ spiked 
sample  จ�านวน  2  ซ�้า  ทุกครั้งควบคู่ไปกับการวิเคราะห์ตัวอย่างจริง  โดยให้ค่า  accuracy  (%  recovery)  และ  
precision (% RSD) อยู่ในช่วงเกณฑ์ก�าหนด

ผล
ผลจากการวัดค่าความช้ืนในตัวอย่างหมูบด APMP.QM-S6  ได้ค่าความช้ืนเท่ากับ  1.07%  ±  0.04%  

(k  =  2.0  ที่ระดับความเชื่อมั่น  95%,  n  =  4)  ซึ่งค่าความชื้นที่ได้น�าไปใช้ในการค�านวณ mass  fraction  ของสาร 
เคลนบิวเตอรอลต่อน�้าหนักตัวอย่างแห้งต่อไป  ผลจากการประเมินความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานเคลนบิวเตอรอล 
โดยใช้เทคนิค HPLC-UV, TGA และ KFT ได้ค่าความบริสุทธิ์ 99.32 % ± 0.13% (k = 2.0 ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95%)  นอกจากน้ีผลจากการควบคมุคณุภาพของการวิเคราะห์โดยการใช้ spiked sample ท�าการสร้าง control chart 
ตลอดช่วงระยะเวลาของการวิเคราะห์ ได้ผลอยูใ่นช่วงเกณฑ์ทีย่อมรบั ทัง้ accuracy (% recovery, ในช่วง 95% - 105%) 
และ precision (% RSD < 3%)

ผลการตรวจวิเคราะห์สารเร่งเนื้อแดงในตัวอย่าง APMP.QM-S6 ด้วยเทคนิค exact-matching double 
IDMS  โดยค่าที่ห้องปฏิบัติการรายงาน  เกิดจากค่าเฉลี่ยจากการวิเคราะห์  3  การทดลอง  (iterations)  โดยแต่ละ 
การทดลองท�าการวิเคราะห์ 4 ซ�้า และมีการปรับแก้ค่าด้วยค่าความชื้นที่วัดได้ มีค่าเฉลี่ย และค่าความไม่แน่นอนเท่ากับ 
5.00 µg/kg ± 0.25 µg/kg (k = 2.03 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%) ซึ่งค่าอ้างอิงของโปรแกรมเปรียบเทียบผลการวัด 
(Supplementary Comparison Reference Value, SCRV) เท่ากับ 5.216 µg/kg ± 0.131 µg/kg (k = 2.78 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%)(11) แหล่งของความไม่แน่นอนของการวัดหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง
แสดงรายละเอียด  (ตารางที่  3)  และเมื่อเทียบเป็นสัดส่วนแหล่งของความไม่แน่นอนจากแหล่งต่างๆ  (ภาพที่  2) 
พบว่าแหล่งความไม่แน่นอนที่ใหญ่ที่สุดมาจาก precision ของวิธี  (49%) รองลงมาจากตัวรบกวน (interference) 
ในระบบ mass spectrometer (20%) จากการสกัด (extraction, 17%) และแหล่งความไม่แน่นอนจากการเตรียม
สารมาตรฐาน (my , 14%) ส�าหรับแหล่งความไม่แน่นอนจากแหล่งอื่นๆ เช่น จากการชั่ง (my , mz,c , mx ,  my, c) 
และจากปัจจัย dry mass correction (Fdrymass) มีขนาดเล็กมากเมื่อเทียบกับจาก 4 แหล่งที่กล่าวมา

ตารางที่ 3 Uncertainty budget ของการวัดหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง 

wz,c (µg/kg)    8.3414  0.076265  0.9143%
my (g)    0.28809  0.000049  0.0172%
mz,c (g)    0.28933  0.000049  0.0171%
mx (g)    0.51371  0.000049  0.0096%
my, c (g)    0.29174  0.000049  0.0170%

 Parameter (unit)  Typical value  Standard  Relative standard  
      uncertainty   uncertainty (%)
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 Parameter (unit)  Typical value  Standard  Relative standard  
      uncertainty   uncertainty (%)

ตารางที่ 3 Uncertainty budget ของการวัดหาปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง (ต่อ)

Fdrymass  (1)    0.98928  0.000061  0.0062%
FP  (1)    1.000  0.01697  1.697%
FE (1)    1.000  0.0100  1.000%
FI      1.000  0.0110  1.097%
Combined relative standard uncertainty        2.43%

 

ภาพที่ 2 สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวัดปริมาณสารเคลนบวิเตอรอลในเนื้อ
หมูบดแหง 

 

 

ภาพที่ 2  สัดส่วนขององค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนของการวัดปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง

เมือ่เปรยีบเทยีบค่าที ่มว. (NIMT) รายงานกับค่าทีร่ายงานโดยประเทศอ่ืนๆ ทีเ่ข้าร่วม พบว่าห้องปฏบัิตกิาร 
ส่วนใหญ่ได้ผลการวัดอยู่ในช่วงของค่าอ้างอิง  และค่าความไม่แน่นอนของ  SCRV  ของโปรแกรมการเปรียบเทียบ 

ผลการวัดที่เสนอโดยเจ้าภาพผู้จัด ยกเว้นห้องปฏิบัติการ A และ F (ตารางที่ 4)
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ตารางที่ 4 ค่าปริมาณสารเคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง และ expanded uncertainty (ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%) รายงานโดยประเทศต่างๆ ที่เข้าร่วม APMP.QM-S6(11)

  A  4.43  0.82
 มว. (NIMT)  5.00  0.25
  B  5.18  0.50
  C  5.30  0.40
  D  5.30  0.68
  E  5.30  0.29
  F  9.97  0.89
ค่าอ้างอิง (SCRV)  5.216  0.131

 NMIs/DIs  Mass fraction (µg/kg) on dry  Expanded uncertainty  
    mass basis  (µg/kg)

หมายเหตุ :  เน่ืองจากเป็นการเผยแพร่ผลการวัดของประเทศอ่ืนด้วย  จึงใช้สัญลักษณ์  A,  B,  C,  D,  E  และ  F 

แทนชื่อของประเทศอื่นๆ ที่เข้าร่วม

การสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาของผลการวัด
ผลการวัดสารเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหมูบดแห้งที่ได้สามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยาโดยการเช่ือมโยง 

ไปสู่หน่วยการวัดที่ได้มาจาก SI คือ หน่วย mass fraction ซึ่งรายงานในหน่วย µg/kg สามารถแปลงหน่วยได้เป็น 
g/g เท่ากับ 1 (SI coherent derived unit “one”(1)) ในการอธิบายความสามารถในการสอบกลับได้ของผลการ
วัดครั้งนี้ สามารถแสดงผ่าน 3 กระบวนการด้วยกัน กล่าวคือ กระบวนการแรกสารมาตรฐานเคลนบิวเตอรอลที่น�ามาใช้
ในการเตรียมเป็น  calibrator  ได้รับการประเมินค่าความบริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค HPLC-UV, TGA และ KFT ซึ่ง 
ค่าความบริสุทธิ์ที่ได้มีสมบัติในการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา กระบวนการที่สอง ทุกขั้นตอนในการเตรียมสารละลาย
มาตรฐานหรือการเตรียมตัวอย่าง  จะเตรียมโดยการใช้เครื่องช่ังที่ได้รับการสอบเทียบ  ซ่ึงจะท�าให้ผลการวัดที่ได้จาก
เครื่องชั่ง คือ มวล (mass) สามารถสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา ผ่านกิโลกรัมของ มว. ไปยังกิโลกรัมมาตรฐานของโลก 
(prototype of the kilogram) ซึ่งมีอยู่หนึ่งเดียวในโลกที่ BIPM ณ กรุงปารีส กระบวนการที่สาม คือ วิธีการวัดที่น�า
มาใช้คือ เทคนิค exact-matching double IDMS ซึ่งเป็นที่ยอมรับกันว่าเป็น primary ratio method โดยอาศัย
หลักการวัด isotope number ratio ท�าให้ผลการวัดมีความถูกต้องสูง และได้มีการประมาณค่าความไม่แน่นอนของ
การวัดอย่างละเอียดรอบคอบ  โดยได้มีการน�าปัจจัยอื่นๆ ที่นอกเหนือจากสมการการค�านวณหลัก  ที่อาจจะมีผลต่อ 

การวัด มาคิดรวมอยู่ในการประมาณค่าความไม่แน่นอนสุดท้ายอีกด้วย เมื่อ 3 กระบวนการดังกล่าวได้เกิดขึ้น จึงท�าผล
การวัดสารเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหมูบดแห้งมีสมบัติการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา  และสามารถเขียนเป็น 

metrological traceability chain (ภาพที่ 3)
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โดยจดุสงูสดุของโซ่การสอบกลบัได้ทางมาตรวิทยาเป็น หน่วย SI (SI coherent derived unit “one” (1)) 
สัญลักษณ์สี่เหลี่ยมจัตุรัส (แทนหน่วยเอสไอ kg) สี่เหลี่ยมคางหมู (แทนหน่วยเอสไอ mol/mol) และสี่เหลี่ยมขนม
เปียกปูน  (แทนการวัด  isotope  number  ratio)  จะติดอยู่กับกล่อง  “measurement  procedure”  แสดงหน่วย 

การวัดทีเ่กีย่วข้อง ซ่ึงจะทาบเช่ือมโยงไปยงัส่วนบนสดุของโซ่ ตวัเลข 1 และ 2 ทีร่ะบุไว้ในกล่องสีเ่หลีย่มทัง้สามชนิดแทน 
primary measurement procedure 1 และ measurement procedure 2 ตามล�าดับ มีกิจกรรมเกิดขึ้น 2 กิจกรรม
ที่ท�าให้เกิดเป็นโซ่ คือ ถ่ายค่า (assign) และสอบเทียบ (calibrate) โดย measuring system จะท�าหน้าที่ในการ
ถ่ายค่า  (assign)  และตัว  calibrator  จะท�าหน้าที่ในการสอบเทียบ  (calibrate)  ซ่ึงผลที่ได้คือ  ผลการวัด 

(measurement  results)  จะประกอบด้วยค่าปริมาณ  (quantity  value  =  value  + measurement  unit) 
และล่างสุดของโซ่กระบวนการ  calibration  hierarchy  จะท�าให้มีค่าความไม่แน่นอนของการวัด  (relative 
measurement uncertainty, RMU) เพิ่มขึ้น

วิจารณ์
วิธกีารวัดสารเร่งเน้ือแดงในหมบูดแห้งโดยเทคนิค exact-matching double IDMS เป็นวิธทีีใ่ช้ในการวัด

เพื่อความถูกต้องสูง สามารถน�าไปใช้ในการวัดต่างๆ เช่น เพื่อให้ค่าอ้างอิง (certified value) แก่วัสดุอ้างอิงรับรอง 
(Certified Reference Material, CRM) ให้ค่าอ้างอิงแก่โปรแกรมทดสอบความช�านาญ (proficiency testing 
scheme, PT) หรือให้ค่าอ้างอิงกรณีที่มีข้อโต้แย้งของผลการวัด

เทคนิค  exact-matching double  IDMS นอกจากจะต้องท�าให้  peak area หรือสัญญาณที่ได้ mole 
ratio ทัง้ใน calibration blend และ sample blend มคีวามใกล้เคยีงกนัให้มากทีส่ดุแล้ว ชนิดของตวักลาง (matrix) 

ภาพที่ 3 โซ่การสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา  (metrological  traceability  chain)  ของผลการวัดปริมาณสาร 
เคลนบิวเตอรอลในเนื้อหมูบดแห้ง
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จะต้องใกล้เคียงกันด้วย  เน่ืองจากผลกระทบจากตัวกลางน้ีเป็นปัญหาหลักในการวิเคราะห์ทางด้านเคมีที่จะท�าให้เกิด
ความผิดพลาดในการวิเคราะห์ได้ ซึ่งอาจจะเนื่องมาจากผลของ matrix suppression หรือ matrix enhancement 
ดังนั้นในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค exact-matching double IDMS จึงต้องเตรียม calibration blend ใน matrix 
blank  ชนิดเดียวกันหรือใกล้เคียงกับตัวอย่างจริงให้มากที่สุด  เพื่อให้ผลกระทบจากปัจจัยน้ีทั้งในตัวอย่าง  และ 
ใน calibration blend มีปริมาณเท่ากัน และถือว่าสามารถหักล้างกันได้ในที่สุด

การประเมินความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานที่น�ามาใช้มีความจ�าเป็น  เน่ืองจากเป็นส่วนส�าคัญที่ท�าให้ผล 

การวัดนั้นมีสมบัติการสอบกลับได้ทางมาตรวิทยา (metrological traceability) ทั้งนี้ข้อตกลงของการเปรียบเทียบ
ผลการวัดด้านเคมีในระดับนานาชาติ (ทั้งระดับโลก, CCQM และระดับภูมิภาคเอเชียแปซิฟิก, APMP) ได้ก�าหนดว่า
ผลการวัดของประเทศผู้เข้าร่วมแบบ  key  comparison/supplementary  comparison  จะสามารถน�าค่ามาคิด 

รวมเป็นค่าอ้างอิง KCRV/SCRV  ได้ก็ต่อเมื่อผลการวัดน้ันมี metrological  traceability  กล่าวคือ  การวัดน้ัน 

จะต้องมกีารใช้สารมาตรฐานทีเ่ป็น CRM หรอืถ้าไม่สามารถจดัหาสารมาตรฐานทีเ่ป็น CRM ได้ ก็จะต้องมกีารประเมนิ
ความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐานที่น�ามาใช้

การวิเคราะห์สารในกลุ่มเบต้าอะโกนิสท์  (β-agonists)  จัดว่าเป็นการวัดที่มีความท้าทายสูง  เนื่องจากสาร
เหล่านี้จะจับกับไขมัน หรือโปรตีน ซึ่งจะต้องมีวิธีการเตรียมตัวอย่างที่ดี ต้องมั่นใจได้ว่าสารเหล่านี้จะหลุดออกมาหมด
เวลาท�าการสกดั นอกจากน้ีสภาวะทีใ่ช้ในการไฮโดรไลซิสเพือ่ให้สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอลหลดุออกมาจากเน้ือเยือ่
สัตว์มีความส�าคัญมาก  การเติมเอนไซม์ลงไปในสภาวะความเป็นกรด-เบส  ที่เหมาะสมจะช่วยให้ประสิทธิภาพ 

การไฮโดรไลซิสมีความสมบูรณ์มากขึ้น  ซ่ึงจากการทดลองได้ลองใช้วิธีการไฮโดรไลซิสทั้งในสภาวะกรด(12) และ 
สภาวะเบส(13) โดยการไฮโดรไลซิสในสภาวะกรด (pH 5.2) จะใช้เอนไซม์ β-Glucuronidase (incubate at 37 �C, 
16 hours) พบว่าผลการวัดในตัวอย่าง APMP.QM-S6 ที่ได้จากการท�าซ�้าไม่สอดคล้องกัน  ได้ค่าที่กระจายกันมาก 
แต่เมื่อเปลี่ยนเป็นการไฮโดรไลซิสในสภาวะเบส (pH 8.0) โดยใช้เอนไซม์ protease type XIV of Streptomyces 
griseus (incubate at 55  �C, 16 hours) พบว่าให้ผลการวัดในตัวอย่าง APMP.QM-S6 จากการท�าซ�้าที่สอดคล้อง
กันเป็นอย่างดี  ดังน้ันจึงเลือกใช้วิธีการไฮโดรไลซิสในสภาวะเบส  ส�าหรับการก�าจัดตัวรบกวนโปรตีนสามารถ 

ท�าได้ง่ายโดยการเติมกรดลงไปท�าให้โปรตีนเสียสภาพ  (degradation)  จากน้ันจะเกิดการแยกช้ันโปรตีนออกมา 
ซ่ึงง่ายต่อการก�าจัดทิ้ง  ไขมันเป็นตัวรบกวนที่มีขั้วต�่าซ่ึงจะพบมากในตัวอย่างที่เป็นเน้ือสัตว์สามารถก�าจัดออกได ้

โดยการเติม hexane ซึ่งเป็นตัวท�าละลายที่ไม่มีขั้ว นอกจากนี้การใช้เทคนิค liquid-liquid extraction และ solid 
phase  extraction  (SPE)  เป็นการก�าจัดสารอินทรีย์ตัวอื่นๆ ที่ไม่สนใจ  โดยอาศัยสภาพความเป็นขั้วที่ต่างกันและ 
การเลือกใช้ตัวท�าละลายที่เหมาะสมเป็นการลดตัวรบกวนใน mass  spectrometer  ซ่ึงส่งผลให้ผลการวัดที่ได้ม ี

ความถูกต้องมากยิ่งขึ้น 
ค่าความไม่แน่นอนของการวัดทีไ่ด้จากเทคนิค exact-matching double IDMS มขีนาดเลก็มากเมือ่เทยีบ

กับเทคนิคอื่นๆ เช่น external calibration curve หรือ standard addition เนื่องจากในสมการการค�านวณหลัก 

มีพารามิเตอร์ที่เกี่ยวข้อง  คือ mass  (uncertainty  จากการช่ังจะมีขนาดเล็กมาก)  ความเข้มข้นของ  working 
standard ซึ่งถูกเตรียมโดยการชั่ง (gravimetric preparation) ท�าให้ uncertainty มีขนาดเล็กเช่นกัน ปัจจัยหลัก
ของแหล่งความไม่แน่นอนจึงมาจากการวิเคราะห์ซ�้า  (method  precision)  ล�าดับการฉีดตัวอย่างโดยใช้เทคนิค 

bracketing(14) (การฉีดคั่นระหว่าง  calibration  blend  และ  sample  blend)  นอกจากจะช่วยในเร่ือง 
instrumental drift แล้ว ยังช่วยให้ precision ของผลการวัดดียิ่งขึ้นด้วย

จากการเข้าร่วมเปรียบเทียบการวัด APMP.QM-S6 ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์อินทรีย์เคมี ฝ่ายมาตรวิทยา
เคมีและชีวภาพของ มว.  ได้แสดงศักยภาพในการวัดทั้งได้ผลการวัดที่สอดคล้องกับผลจากห้องปฏิบัติการของสถาบัน
มาตรวิทยาแห่งชาติของประเทศอื่นๆ และมีค่าความไม่แน่นอนของการวัดที่มีขนาดเล็ก นอกจากนี้ผลจากการเข้าร่วม
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เปรียบเทียบผลการวัดในระดับนานาชาติ  APMP.QM-S6  ยังเป็นการทดสอบความใช้ได้ของวิธีที่ได้ท�าการพัฒนา 
(method  validation)  อีกด้วย  ห้องปฏิบัติการวิเคราะหอิ์นทรีย์เคมี  ได้ผ่านการประเมินระบบคุณภาพ  ISO/IEC 
17025: 2005 (ผ่าน peer review, pathway C) เมื่อเดือนเมษายน 2557 ในรายการวัดอื่นๆ รวมถึงรายการนี้ด้วย 
นับเป็นก้าวส�าคญัทีน่�าไปสูก่ารประกาศความสามารถของการวัดโดยการ claim CMC (Calibration Measurement 
Capability)  บนเว็บไซต์ของ  BIPM  ซ่ึงเป็นแผนที่จะด�าเนินการต่อไปในปี  2558  และปัจจุบันรายการวัด 

สารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอลได้เปิดให้บริการอย่างเป็นทางการแก่ผู้จัดโปรแกรมทดสอบความช�านาญ  หรือ 

ผู้ผลิต CRM ที่ต้องการค่าอ้างอิงรับรอง

สรุป
จากการที่ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์อินทรีย์เคมีได้พัฒนาวิธีการวัดสารเร่งเน้ือแดงเคลนบิวเตอรอลในเน้ือหมู

บดแห้ง โดยใช้เทคนิค exact-matching double IDMS และได้ใช้วิธน้ีีเข้าร่วมเปรยีบเทยีบผลการวัดระหว่างประเทศ 
และได้ผลการเปรยีบเทยีบทีม่คีวามถกูต้องสงู มค่ีาความไม่แน่นอนของการวัดขนาดเลก็และผลการวัดมคีวามสอบกลบั
ได้ทางมาตรวิทยาน้ัน ถอืว่าเป็นการประกาศความสามารถในการวัดครัง้น้ีให้ประเทศอ่ืนๆ ได้รบัรู ้ให้ต่างประเทศยอมรบั
ในมาตรฐานการวัดทางด้านเคมี  ว่ามีความเท่าเทียมกับนานาชาติ  และสถาบันมาตรวิทยาแห่งชาติสามารถกระจาย 
เผยแพร่ความสามารถในการวัดด้านน้ี  ให้แก่ห้องปฏิบัติการในประเทศไทยที่ท�าการตรวจวัดสารเคลนบิวเตอรอล 

เพื่อสามารถวัดได้อย่างถูกต้อง มีความน่าเชื่อถือ และสอบกลับได้  โดยผ่านการผลิตวัสดุอ้างอิงรับรอง (CRM) หรือ
การก�าหนดค่าอ้างอิงให้กับโปรแกรมทดสอบความช�านาญ (PT) ต่อไป
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Analysis of Clenbuterol in Porcine Meat 
Utilizing an Exact-Matching Double IDMS:

Interlaboratory Comparison Result: 
APMP.QM-S6 Clenbuterol in Porcine Meat

Kittiya Shearman Pornhatai Kankaew Preeyaporn Pookrod 
Sornkrit Marbumrung Panadda Silva
Chemical Metrology and Biometry Department, The National Institute of Metrology, Thailand (NIMT), 
Klong 5, Klong Luang, Pathumthani, 12120

ABSTRACT  Clenbuterol is a type of β-agonist which has been used as an illegal growth promoter 
in meat production. The presence of clenbuterol  in meat  for human consumption  is a health risk  for  
consumers  and  is  therefore  forbidden  in many  countries.  The  Organic  Analysis  Laboratory  of 
the National Institute of Metrology, Thailand (NIMT) participated in the interlaboratory comparison, 
APMP.QM-S6: Clenbuterol in porcine meat. The measurement method used was the exact-matching 
double  isotope dilution mass  spectrometry  (IDMS)  technique. This measurement procedure  involved 

alkaline hydrolysis, acid precipitation, defattening, liquid-liquid extraction, solid phase extraction (SPE) 
clean-up  and  analysis  of  sample  extracts  by  high  performance  liquid  chromatography  tandem mass  
spectrometry  (HPLC-MS/MS)  operating  in  positive  ion multiple  reaction monitoring  (MRM) mode. 
The purity of clenbuterol standard obtained from the in-house purity assessment utilized metrological 
traceability of measurement results. The mass fraction of clenbuterol in APMP.QM-S6 sample reported 
by NIMT was  5.0  µg/kg with  5.0%  relative  expanded  uncertainty  (at  the  95 %  confidence  interval) 
which was in agreement with results from other metrology institutes. The Supplementary Comparison 

Reference Value (SCRV) was 5.216 µg/kg ± 0.131 µg/kg.

Key words: Clenbuterol, exact-matching double IDMS, interlaboratory comparison


