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บทคัดยอ ฮอรโมน 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone เปนฮอรโมนเพศท่ีทําหนาที่ควบคุมการเจริญ

ของระบบสืบพันธุ รวมถึงสงผลตอการแสดงลักษณะของเพศหญิงและเพศชาย ปจจุบันพบวามีการนําฮอรโมนเพศสังเคราะห

มาใชในการเพาะเลีย้งสตัวน้าํ โดยเฉพาะการเพาะเลีย้งปลานลิและปลาหมอแบบเพศเด่ียว โดยใช testosterone เหนีย่วนาํใหเกดิ

ปลานิลเพศผู และ 17ß-estradiol เพ่ือใหเกดิปลาหมอเพศเมีย การผสมฮอรโมนในอาหารอาจกอใหเกดิการตกคางในเนือ้สตัว

และสิง่แวดลอม สงผลใหเกดิความเสีย่งตอสขุภาพของผูบรโิภค จงึมขีอกาํหนดจากสหภาพยโุรป (EU) ประกาศหามใชฮอรโมน

ดังกลาวในการทําปศุสัตวและเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

สารกลุมฮอรโมนเพศ ไดแก 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone ในเนื้อปลา ดวยเทคนิค UPLC-MS/MS 

คํานวณผลโดยใช procedural mixed standard calibration curve พบวา LOD และ LOQ เปน 1 และ 2 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัม ตามลําดับ ชวงการวิเคราะหอยูระหวาง 2–100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม คา coeffi  cient of determination (R2) 

มากกวา 0.999 ความแมนแสดงดวย %recovery อยูในชวง 89.7–114.0% และความเท่ียงแสดงดวย %RSD อยูในชวง 

3.5–26.5% แสดงใหเหน็วาวธิวีเิคราะหนีม้คีวามจาํเพาะ แมนยาํ นาเชือ่ถือ เหมาะสมสาํหรบัใชตรวจวเิคราะหในหองปฏบิตักิาร

คําสําคัญ: 17α-Estradiol, 17ß-Estradiol, Testosterone, ฮอรโมน, UPLC-MS/MS 
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บทนํา

ฮอรโมน (hormone) เปนสารเคมีที่ถูกสราง

จากตอมไรทอที่ถูกสงไปตามกระแสเลือดเพ่ือไปยัง

สวนตางๆ ของรางกาย ฮอรโมนท่ีมีหนาท่ีควบคุมการ

สืบพันธุ กระตุนการเจริญเติบโตของไขในรังไข หรือ

สรางเชื้ออสุจิในอัณฑะ เรียกวา ฮอรโมนเพศ จัดอยู

ในกลุมสารสเตียรอยดฮอรโมน (steroid hormone)

มีโครงสรางเปนวงพื้นฐานของสเตียรอยด ถูกสังเคราะห

โดยมคีอเลสเตอรอล (cholesterol) เปนสารตัง้ตน ไดแก 

estradiol (17α-estradiol และ 17ß-estradiol) เปน

ฮอรโมนเพศหญิง ทำหนาท่ีควบคุมลกัษณะเพศหญงิและ

รักษาสมดุลระบบสืบพันธุ(1)  และ testosterone ซึ่ง

เปนฮอรโมนเพศชาย(2) ปจจุบันฮอรโมนเพศสังเคราะห

มบีทบาทในการพัฒนาระบบเลีย้งปลาแบบเพศเดีย่วหรอื

แปลงเพศใดเพศหน่ึง (mono sex) อยางแพรหลาย 

เนื่องจากตองการเพิ่มผลผลิตในการเพาะเลี้ยง นิยมทำ

โดยการผสมฮอรโมนเพศในอาหารสำหรับลูกปลา เพื่อ

เหนี่ยวนำเพศปลาในระยะที่ยังไมมีการพัฒนาเพศหรือ

ระยะถุงไขแดงยุบใหได เพศปลาตามที่ตองการ(3)

วิธีการนี้พบมากในการเพาะเลี้ยงปลานิลและปลาหมอ

ซึ่งเปนปลาเศรษฐกิจท่ีคนไทยนิยมเพาะเลี้ยงกันอยาง

แพรหลายทั้งเพื่อการคาและบริโภคเพราะเนื้อมีรสชาติดี

ราคาถูก(4,5) โดยทั่วไปปลานิลเพศผูมีขนาดใหญและ

เจรญิเตบิโตไวกวาเพศเมีย เนือ่งจากปลานลิเพศเมยีตอง

ใชพลงังานสวนใหญในการพัฒนาเซลลสืบพันธุมากกวาใช

ในการเจรญิเตบิโต(6,7) จึงมีการใชฮอรโมน testosterone

เหนี่ยวนำเพศปลานิลใหเปนเพศผู (3) สวนปลาหมอ

เพศเมยีโดยธรรมชาตมีิขนาดใหญกวาเพศผู โดยเพศเมยี

มขีนาดประมาณ 17–20 เซนตเิมตร น้ำหนัก 95–125 กรมั

ในขณะที่เพศผูมีขนาดเพียง 15–18 เซนติเมตร น้ำหนัก 

60–95 กรัม(8) มีการใชฮอรโมน 17ß-estradiol ซึ่งเปน

ฮอรโมนเพศเมยีเหนีย่วนำเพศปลาหมอใหเปนเพศเมยี(9)

การนำฮอรโมนสังเคราะหมาใชในการเพาะเลี้ยง

สัตวน้ำ อาจกอใหเกิดปญหาการปนเปอนของฮอรโมน

ในอาหารและสิ่งแวดลอม เชน แหลงน้ำหรือดินสำหรับ

การทำเกษตรกรรม มีรายงานพบการสะสมของฮอรโมน

อยูในตะกอนจากกระชังเล้ียงปลา โดยพบฮอรโมน

เพศหญิงชนิด estrone สะสมอยูในตะกอน 0–0.17 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และสะสมในปลา 0.09–1.24 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม(10) พบการตกคางของฮอรโมน

ชนิด estriol ในน้ำบริเวณลำคลองจังหวัดระยองและ

ชลบุรี 0.001–0.063 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในน้ำทะเล

บริเวณมาบตาพุด 0.001–0.004 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

ในหอยแมลงภู (Pernaviridis) 0.001–0.153 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม(11) และมีรายงานพบการตกคาง 

testosterone ในผลิตภัณฑปลาจากตลาดคาปลีก

เมอืงกรงุไคโร ประเทศอยิปิต ไดแก เบอรเกอรปลา ลกูชิน้ปลา

และปลาแทง 0.1–1.32, 0.01–0.20 และ 0.13–1.28 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ(12) โดยทั่วไปมนุษย

และสตัวสามารถขบัฮอรโมนสวนเกินออกจากรางกายทาง

ปสสาวะและอุจจาระได(13) แตหากมนุษยไดสัมผัสหรือ

บรโิภคเนือ้สตัวทีป่นเปอนฮอรโมนจากสิง่แวดลอมสะสม 

อาจมีผลกระทบตอสุขภาพโดยเฉพาะระบบสืบพันธุ เชน

เกิดภาวะแทงบุตรในสตรีวัยเจริญพันธุ เนื่องจากสาร

เหลานี้สงผลตอการลดระดับการสังเคราะหฮอรโมน

เอสโตรเจน (estrogen) ในรางกาย และในเพศชาย

อาจพบภาวะการถดถอยของจำนวนหรือคุณภาพของ

อสจุลิดลง(14)  สารสเตยีรอยดฮอรโมนชนดิ 17ß-estradiol

หากเขาสูรางกายจะเกิดกระบวนการ metabolism เปน 

estrone และ estriol มีฤทธิ์เปนสารกอมะเร็งเตานม(15)

การตกคางของฮอรโมน testosterone มีความเสี่ยง

ตอการเปนมะเร็งในตอมน้ำนม ปากมดลูก มดลูก และ

ตอมลูกหมาก ทำใหเด็กหญิงและชายเขาสูวัยเจริญพันธุ

เร็ว(12) โดย Joint FAO/WHO Expert Committee

on Food Additives ไดกำหนดคา acceptable daily 

intake (ADI) ของสารสเตียรอยดฮอรโมน 17ß-

estradiol ที ่0–0.05 µg/kg bw/day และ testosterone

ที่ 0–2 µg/kg bw/day เพื่อเปนการเฝาระวังผลกระทบ

ตอสขุภาพมนษุย(16) ในขณะทีส่หภาพยโุรป (European 

Union; EU) ไดประกาศหามใชฮอรโมนทั้งหมด 6 

ชนิด ไดแก 17ß-estradiol, melengestrol acetate, 

progesterone, testosterone, trenbolone acetate 

และ zeranol ในการทำปศสุตัวและการเพาะเลีย้งสตัวนำ้ 

เพือ่ปกปองกลุมคนเปราะบางตอการไดรบัสารสเตยีรอยด

ฮอรโมน เชน เด็กที่ยังไมเขาสูวัยเจริญพันธุ(17) 
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เทคนิคในการตรวจวิเคราะหสารกลุมสเตียรอยด

ฮอรโมนในเนื้อสัตวมีหลากหลาย สวนใหญนิยมตรวจ

วิเคราะหดวยเทคนิค GC-MS/MS หรือ LC-MS/

MS นอกจากน้ีสามารถตรวจวิเคราะหฮอรโมนไดดวย

เทคนิค thin-layer chromatography (TLC) ซึ่ง

เปนการวิเคราะหเชิงคุณภาพใชตรวจคัดกรองไดอยาง

รวดเร็ว ราคาถูก และตรวจวิเคราะหหลายตัวอยางได

พรอมกัน(18,19) เทคนิค enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA) สามารถใชในการวิเคราะห

ในรูปแบบ semi-quantitative ที่มีขีดจำกัดการตรวจ

พบในระดับต่ำและมีความจำเพาะสูง แตมีขอจำกัด 

คือ 1 ชุดตรวจ สามารถระบุไดเพียง 1 ชนิดสารเทานั้น 

ทำใหมีคาใชจายสูง ใชเวลานาน สิ้นเปลืองสารเคมี และ

กอใหเกิด waste จำนวนมาก(20,21) ซึ่งหากตรวจพบตอง

มีการยืนยันผลอีกครั้ งดวยเทคนิคข้ันสูง เทคนิค

GC-MS/MS หรือ LC-MS/MS เปนการตรวจวัด

ดวยมวลตอประจุ มีความจำเพาะความไวสูง สามารถ

ตรวจยนืยนัชนดิ และวัดปรมิาณสารท่ีตรวจพบไดถกูตอง

แมนยำ สามารถแยกสารที่สนใจออกจากสารที่มีสูตร

โครงสรางใกลเคยีงหรอืสัญญาณรบกวนได ทำใหตรวจวดั

ไดที่ระดับความเขมขนต่ำเหมาะสำหรับการตรวจสาร

ที่ไมอนุญาตใหใชหรือไมมีคากำหนด แตขอจำกัดของ

เทคนิค GC-MS/MS คือ สารที่นำมาวิเคราะหตองเปน

สารที่ระเหยได (volatile compounds) ซ่ึงสารกลุม

สเตยีรอยดฮอรโมนมีความสามารถในการระเหยตำ่ ดงันัน้

การวิเคราะหตองผานการเตรียมสารใหอยูในรูปที่

ระเหยไดงาย โดยการทำอนุพันธดวยปฏิกิริยาเคมีหรือ

กระบวนการ derivatization กอนตรวจวัด ซึง่สิน้เปลอืง

ทั้งเวลาและคาใชจาย(22,23) เทคนิค LC-MS/MS 

ตัวอยางที่ผานกระบวนการสกัดแลวสามารถตรวจ

วิเคราะหไดโดยตรง มีความสะดวก รวดเร็ว สามารถ

วิเคราะหฮอรโมนหลายชนิดไดพรอมกันในครั้งเดียว(24)

สำนกัคณุภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร

การแพทย จึงไดนำเทคนิคนี้มาใชพัฒนาวิธีวิเคราะห

สารกลุมฮอรโมน 3 ชนิด ไดแก 17α-estradiol,

17ß-estradiol และ testosterone ในเนื้อปลา

เพื่อรองรับประกาศของ EU โดยใชเครื่องมือที่มี

ประสิทธิภาพสูง คือ UPLC-MS/MS ทำการปรับ

สภาวะเครื่องมือ และ mobile phase ใหเหมาะสม 

เพื่อใหสามารถวิเคราะหแยกชนิดและปริมาณฮอรโมน 

17α-estradiol และ 17ß-estradiol ออกจากกันได 

เน่ืองจากประกาศของ EU ระบุหามใชสารชนิด 17ß-

estradiol อยางชัดเจน รวมถึงพฒันาใหสามารถวเิคราะห

ไดในความเขมขนตำ่ ดำเนนิการทดสอบความถูกตองของ

วิธีตรวจวิเคราะหตาม EURACHEM Guide 2014(25) 

เพื่อยืนยันวาวิธีมีความถูกตองเหมาะสม วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้

จึงสามารถนำไปใชในหองปฏิบัติการเพื่อประโยชน

ในการเฝาระวังความปลอดภัยใหกับผูบริโภค สำรวจ

ปริมาณการปนเปอนของสารกลุมฮอรโมนในอาหารและ

สิ่งแวดลอม ไดขอมูลระดับการปนเปอนของฮอรโมน 

และนำไปควบคุมการใชสารกลุมฮอรโมนอยางถูกตอง

ใหกับภาคการเกษตรและอุตสาหกรรม รวมถึงใชขอมูล

ปริมาณการตกคางฮอรโมนเพื่อกำหนดคาปริมาณสูงสุด

ทีต่รวจพบในอาหารและสิง่แวดลอมเพือ่รองรบักฎหมาย

ในประเทศไทย

วัสดุและวีธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารเคมี: acetonitrile (HPLC, Merck,

Germany), hexane (HPLC, Burdick & Jackson, 

Korea), methanol (HPLC, Merck, Germany), 

formic acid (AR grade, ความบริสุทธิ์มากกวารอยละ 

98, Fisher) และ DI water (Type I มีคา resistivity 

> 18 mΩ.cm)

สารมาตรฐาน: 17α-estradiol, 17ß-estradiol,

testosterone (ทั้งหมดเปนผลิตภัณฑของ Dr. 

Ehrenstorfer GmbH, ความบรสิทุธิม์ากกวารอยละ 95, 

Germany) และ internal standard zeranol-D5

(ผลิตภัณฑของ Witega Laboratorien Berlin,

ความบริสุทธิ์มากกวารอยละ 99, Germany)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

เตรยีม stock standard แตละชนดิทีค่วามเขมขน

1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยชั่งสารมาตรฐาน 10 

มิลลิกรัม ละลายดวย methanol 10 มิลลิลิตร มีอายุการ

ใชงาน 1 ป เตรียม mixed intermediate standard 
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โดยเจือจาง stock standard 3 ชนิด ผสมดวยกันใหได

ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน methanol 

มีอายุการใชงาน 3 เดือน เตรียม mixed working 

standard ความเขมขน 1 และ 0.1 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ใน methanol มีอายุการใชงาน 1 เดือน

เตรียม stock internal standard ความเขมขน 

1,000 ไมโครกรมัตอมิลลิลิตร ชัง่สาร 10 มิลลิกรมั ละลาย

ดวย methanol ปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร เตรียม 

intermediate internal standard โดยเจือจาง stock 

internal standard ใหไดความเขมขน 10 ไมโครกรมัตอ

มลิลิลติร ใน methanol และเตรยีม working internal 

standard ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน 

methanol มีอายุการใชงานตามใบรับรอง 

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องชั่ งไฟฟาความละเอียด 0.001 กรัม 

(Sartorius, รุน LC 620S และ 0.01 มิลลิกรัม 

Sartorius, รุน MC 210S), เครื่องบดปน (Tefal, 

DPA130, France), refrigerated centrifuge 

(Hermle, Z366K, Hermle Labortechnik, 

Germany), shaker (Yamato, SA300, JICA, 

Japan), vortex mixer (Vortex Genie2, G 560 E, 

Scientific Industries, USA.), nitrogen evaporator

(Organomation, N-EVAP 34 position,

USA.), nitrogen gas (ความบริสุทธิ์มากกวารอยละ

99.9), micro pipette ขนาด 2−20, 20−200 และ 

100−1,000 ไมโครลติร (Eppendorf, Research plus, 

Germany), screw cap centrifuge tube ขนาด 

50 มิลลิลิตร, glass test tube ขนาด 10 มิลลิลิตร, 

micro-spin filter tube 0.20 ไมโครเมตร ชนดิ PVDF 

(Vertical, Vertical Chromatography, Thailand), 

cellulose nitrate ขนาดเสนผานศูนยกลาง 47 มลิลเิมตร 

0.2 ไมโครเมตร (Vertical, Vertical Chromatography,

Thailand), HPLC vial สีชา ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และ 

solid phase extraction cartridges (SPE) Oasis 

HLB 6 cc (200 มิลลิกรัม) (Oasis, HLB, Waters, 

Ireland)

เครือ่ง Ultra Performance Liquid Chroma-

tography (UPLC) รุน ACQUITY UPLC I-Class 

(WatersTM, USA), Zorbax SB C-18 (150 mm ×

3 mm, 5 µm, Agilent Technologies, USA) โดยมี

สภาวะอณุหภมิูของคอลมัน 40 องศาเซลเซยีส injection

volume 5 ไมโครลิตร deionized water เปน mobile

phase A และ methanol เปน mobile phase B

การแยกสารกลุมฮอรโมนเปนแบบ gradient ดังแสดง

ในตารางที่ 1

เครื่อง Tandem Mass Spectrometry (MS/

MS) ชนิด Triple Quadrupole Analyzers รุน Xevo 

TQ-XS,  (WatersTM, USA) ใชเทคนคิ electrospray

ionization (ESI) multiple reaction monitoring

(MRM) mode ดังแสดงในภาพที่ 1 โดยมีสภาวะ 

Polarity: negative & positive, Capillary voltage: 

3.0 KV, Cone gas Flow: 150 L/hr, Desolvation 

temperature: 500 องศาเซลเซียส, Desolvation gas 

flow: 800 L/hr, Source temperature: 150 L/hr 

โดยมีพารามิเตอร mass spectrometer ดังแสดงใน

ตารางที่ 2

ตารางที่ 1  Gradient UPLC conditions สำหรับสารกลุมฮอรโมน

Time (min) Mobile phase A Mobile phase B Flow rate (ml/min)

0.0
8.0
11.0
12.0
14.0
16.0
18.0

50
35
25
0
10
10
50

50
65
75
100
90
90
50

0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
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ภาพที่ 1 แสดงการทำงานของ MRM mode (a) และการทำงานของ ScanWave collision cell (b)

 (ภาพจากเอกสารการบรรยายของบริษัท WatersTM, https: //doi.org/10.1039/C9AN02145K)

ตารางที่ 2 The specific MS/MS parameters for hormones

No. Compound Structure
Parention

(m/z)
Productions

(m/z)

Cone 
voltage

(V)

Collision 
energy
(eV)

ESI polarity
Transition

type 

1 17α-estradiol 271.2

271.2

145.0

239.1

-2

-2

-28

-42

Negative Quantification

Qualification

2 17ß-estradiol 271.2

271.2

145.0

183.0

-2

-2

-42

-40

Negative Quantification

Qualification

3 testosterone 289.4

289.4

97.1

109.1

38

38

22

20

Positive Quantification

Qualification

4 zeranol-d5 326.2 264.2 -48 -24  Negative
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ตัวอยางและการเตรียมตัวอยาง

ใชเนื้อปลานิลเปนตัวแทน (representative 

matrix) ในการทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

โดยใชตัวอยางปลานิล ประมาณ 1 กิโลกรัม จากตลาดสด 

แลเฉพาะเนือ้สวนทีก่นิได ตดัสวนทีเ่ปนไขมนัและหนงัออก

หั่นตัวอยางเปนช้ินขนาดเล็ก บดดวยเครื่องบดปนจน

ละเอียดเปนเนื้อเดียวกัน ทดสอบตามวิธีตัวอยางที่ตรวจ

ไมพบการตกคางของสารกลุมฮอรโมน นำมาใชเปน ma-

trix blank ในการทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ที่พัฒนา 

การเตรียมตัวอยาง ชั่งตัวอยาง 2±0.005 กรัม 

ลงใน screw cap centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร 

เติม internal standard ที่ความเขมขน 50 ไมโครกรัม

ตอกโิลกรมั และ DI water 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน

ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม 

methanol 10 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่อง shaker เปน

เวลา 10 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

ดูดชั้น methanol ท้ังหมดใสในหลอด centrifuge 

tubes สกัดซ้ำดวย methanol 5 มิลลิลิตร จากนั้น

นำสกดัไดทัง้ 2 ครัง้ ผสมรวมกันเตมิ hexane อิม่ตวัดวย 

methanol 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 1 นาที และนำไป

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ -4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดชั้น hexane ทิ้ง 

และดูดชั้น methanol 7.5 มิลลิลิตร ใสใน test tube 

ขนาด 10 มิลลิลิตร ระเหยดวย nitrogen evaporator 

ที่อุณหภูมิ 40–45 องศาเซลเซียส ใหเหลือประมาณ 500 

ไมโครลิตร เติม DI water 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

1 นาที และทำการ clean-up สารที่สกัดได ดวย SPE 

Oasis HLB 6 cc (200 มิลลิกรัม) ที่ถูก pre-washing 

ดวย methanol 5 มิลลิลิตร และ DI water 5 มิลลิลิตร 

ตามลําดับ จากนั้นใสสารละลายท่ีสกัดไดท้ังหมดลงใน 

cartridge ลาง cartridge ดวย acetonitrile:DI water 

อัตราสวน 20:80 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ eluted ดวย 

acetonitrile 10 มลิลลิติร โดยทุกข้ันตอนตองควบคุมให

มีอัตราการไหลสมํ่าเสมอ และ cartridge ไมแหง เก็บ

eluent ใน glass test tube ขนาด 10 มิลลิลิตร นำไป

ระเหยดวย nitrogen evaporator ที่อุณหภูมิ 40−45 

องศาเซลเซียส ใหแหง จากน้ันละลายสารที่สกัดไดดวย

0.1% formic acid:methanol อัตราสวน 65:35 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กรองผาน PVDF filter ขนาด 0.2 

ไมโครเมตร และนาํไปตรวจวเิคราะหชนดิและปรมิาณดวย

เครื่อง UPLC-MS/MS

การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

(method validation)

ตัวอยาง

ใชเนื้อปลานิลเปนตัวแทนในการทดสอบความ

ถูกตองของวิธี

การวิเคราะห method blank และ matrix blank

วิเคราะห method blank โดยสกัดตามวิธี

วิเคราะหที่พัฒนาซึ่งใชสารเคมีทั้งหมดแตไมมีการเติม

ตัวอยาง วิเคราะห matrix blank โดยสกัดตัวอยาง

เนือ้ปลาทีไ่มมกีารปนเปอนของสารกลุมฮอรโมนและเติม 

internal standard ทีร่ะดบัความเขมขน 50 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัม สกัดตามวิธีวิเคราะหขางตน จากน้ันฉีด

สารสกดั method blank และ matrix blank เขาเครือ่ง

UPLC-MS/MS เพ่ือพิจารณาวามี m/z หรือ peak 

รบกวนที่มีคา retention time ตรงกับตำแหนง

สารมาตรฐานกลุมฮอรโมนหรือไม

การทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐานและ 

matrix effect

เตรียมสารละลายมาตรฐาน 17α-estradiol, 

17ß-estradiol และ testosterone ความเขมขน

7 ระดับ ไดแก 0, 2, 5, 10, 50, 75 และ 100 นาโนกรัม

ตอมิลลิลิตร เติม internal standard ความเขมขน

50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร ในสารละสายผสม 0.1% 

formic acid:methanol อัตราสวน 65:35 สรางกราฟ

มาตรฐานระหวาง concentration ratio (แกน x) 

กับ peak area ratio (แกน y) ของสารมาตรฐานตอ 

internal standard คำนวณคาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ

(coefficient determination; R2) เกณฑยอมรับ

≥ 0.951(26) คำนวณหา residuals plot เมือ่ calibration

curve เปนเสนตรง และทดสอบ matrix effect ใน

ขั้นตอนตอไป
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ทดสอบ matrix effect โดยเตรียม standard 

on matrix(27) ใหมีระดับความเขมขนตางๆ เหมือนกับ

สารละลายมาตรฐานที่ทำกราฟมาตรฐานและเติม

internal standard ในทุกหลอด สรางกราฟความ

สมัพนัธระหวางความเขมขนของ standard on solution

(แกน  x) กบั standard on matrix (แกน  y)  ทดสอบความ

เปนเสนตรงและทดสอบชวงความเชือ่ม่ัน (confidential 

interval; CI) ของความชัน (slope) โดยคา CI ตอง

คลุม 1 ซึ่งแสดงวาไมมี matrix effect ดังสมการที่ 1 

หรือทำการทดสอบ matrix effect (%ME) ถา %ME 

นอยกวา ±20% แสดงวาเมทริกซไมมีผลกระทบสามารถ

ใช standard on solution ถา %ME มากกวา ±20% 

แสดงวาเมทริกซมีผลกระทบ ดังสมการที่ 2 ดังนั้นตอง

เลือกใช standard calibration curve ที่เหมาะสมมา

คำนวณปริมาณสารในตัวอยาง

CIslope    =  b±t(0.05, n-2)Sb

เมื่อ b  = slope

t(0.05, n-2) = t-distribution (two-tail) ที่ระดับความเชื่อมัน 95%, degree of freedom = n-2 

 Sb  = standare deviation ของ slope

               Sy/x
S

b 
=
√∑ (χi - χ)2

สมการที่ 1

                slope of matrix
% ME

  
=  (                         -1) × 100

  slope of solvent
สมการที่ 2

กรณี %ME เปนบวกมากกวา 20% แสดงวาเกิด

การเสริมสัญญาณไอออน (ion enhancement) และ

หาก %ME เปนลบนอยกวา -20% แสดงวาเกิดการกด

สัญญาณไอออน (ion suppression)(28)  

การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (specificity)

ทดสอบ matrix blank และ matrix spiked 

ในเนื้อปลาที่เติมสารมาตรฐาน 17α-estradiol, 17ß-

estradiol, testosterone และ zeranol-d5 ความเขมขน

50 ng/g จำนวน 3 ซ้ำ นำเขาเครื่อง UPLC-MS/MS 

ดวยสภาวะที่เหมาะสม โดยพิจารณา matrix blank 

ตองไมพบสัญญาณพีคที่ตรงกับสารที่สนใจและ matrix 

spiked ของสารมาตรฐานท้ัง 4 ชนิด สามารถแยกพคีออก

จากกันได

การสรางกราฟมาตรฐาน (procedural mixed 

standard calibration curve)(27)

ชั่ง matrix blank จำนวน 7 หลอด เติมสาร

มาตรฐาน 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ 

testosterone ที่ 7 ระดับความเขมขน 0, 2, 5, 10, 50,

75 และ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และเติม internal

standard ที่ระดับความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม ในทุกหลอด สกัดและทำใหบริสุทธิ์เหมือน

การสกัดตัวอยาง จากนั้นสรางกราฟมาตรฐานระหวาง 

concentration ratio (แกน x) กับ peak area ratio 

(แกน y) ของสารมาตรฐานตอ internal standard 

ยืนยันความเปนเสนตรงดวยการคำนวณหาคา R2 เกณฑ

ยอมรับ ≥ 0.951(26)

การทดสอบความเปนเสนตรง และชวงการวิเคราะห 

(linearity and working range)

เติมสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ความเขมขน 0, 2, 

5, 10, 50, 75 และ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน 

matrix blank และเติม internal standard ความ

เขมขน 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ในทุกหลอด วิเคราะห

ระดับละ 3 ซ้ำ จากนั้นสรางกราฟความสัมพันธระหวาง 

concentration ratio (แกน x) กับ peak area ratio 

(แกน y) ของสารมาตรฐานตอ internal standard 
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ยืนยันความเปนเสนตรงดวยการคำนวณหาคา R2 เกณฑ

ยอมรับ ≥ 0.951(26) และสราง residual plot

การหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of detec-

tion; LOD)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ที่ความ

เขมขนต่ำ 1.0 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน matrix 

blank และเตมิ internal standard ท่ีระดบัความเขมขน

50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะห 10 ซ้ำ ผลที่ไดตอง

ใหสัญญาณคา signal/noise > 3

การหาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of 

quantitation; LOQ)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ที่ความ

เขมขน 2.0 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน matrix 

blank เติม internal standard ที่ระดับความเขมขน 

50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะห 10 ซ้ำ และคำนวณ

ปริมาณเปรียบเทียบกับ calibration curve จากนั้น

คำนวณ %recovery, %RSD และ HORRAT โดยเกณฑ

ยอมรับคาเฉล่ีย %recovery อยูในชวง 70–120(26,29) 

%RSD ที่ระดับความเขมขนต่ำกวา 10 ไมโครกรัมตอ

กโิลกรัม < 30%(26,29) และคา HORRAT (Horwitz ratio)

≤ 2(30) คำนวณ HORRAT จากสมการ

การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห 

(uncertainty)

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด(31) 

คำนึงถึงแหลงของความไมแนนอนจากทุกแหลง ไดแก 

นำ้หนกั ปรมิาตร กราฟมาตรฐาน ความเทีย่ง และความแมน

คำนวณคาความไมแนนอนรวมทั้งหมด จากนั้นหาคา

ความไมแนนอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (k = 2)

เพื่อการประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห 

ตามวิธีที่ไดทดสอบ

ผล

ผลการวิเคราะห method blank และ matrix 

blank

พบวา method blank และ matrix blank ของ

เนือ้ปลา ไมพบสญัญาณรบกวนทีม่ ีm/z และ retention 

time (RT) ตรงกับสารมาตรฐานทุกชนิด ดังแสดงใน

ภาพที ่2 แสดงวาสารเคมทีัง้หมดทีใ่ชในการสกดัตวัอยาง

และ matrix blank ของเนื้อปลาที่ผานการทดสอบตาม

วิธีแลว ไมปนเปอนของสารกลุมฮอรโมน

ผลการทดสอบความจำเพาะเจาะจง                                                                          

matrix blank ไมพบสัญญาณพีคที่ตรงกับสารที่

สนใจและ matrix spiked ที่เติมสารมาตรฐาน 

17α-estradiol, 17ß-estradiol, testosterone 

และ zeranol-d5 ในเนื้อปลา พบวาสามารถแยกพีค

ของสารมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด ออกจากกันได โดยมีคา 

retention time 11.98, 11.60, 13.42 และ 11.16 

ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 2 แสดงวาวิธีการทดสอบนี้

มีความจำเพาะเจาะจง

ผลการทดสอบผลกระทบของเมทริกซ

ผลการทดสอบ matrix effect พบวาความเปน

เสนตรงของสาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol 

และ testosterone ใน standard on solution กับ 

standard on matrix มีคาความชันตางกัน ดังแสดง

ในภาพที่ 3 และมีคาชวงความเชื่อมั่น (confidential

interval; CI) ของความชัน 17α-estradiol,

17ß-estradiol และ testosterone เทากบั 0.34–0.37, 

 Experimental RSDr
HORRAT   =
   Predieted RSDr

การทดสอบความแมนและความเที่ยง (accuracy 

and precision)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด ที่ระดับ

ความเขมขน 2, 50 และ 100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

เติม internal standard ที่ระดับความเขมขน 50 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน matrix blank วิเคราะห

ระดับละ 10 ซ้ำ จากนั้นคำนวณปริมาณเปรียบเทียบกับ

calibration curve คำนวณคาเฉลีย่ %recovery, %RSD

และ HORRAT โดยเกณฑยอมรับคาเฉลี่ย %recovery

อยูในชวง 70–120(26,29) %RSD ท่ีระดับความเขมขน

ต่ำกวา 10 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม < 30%(26,29) และ

คา HORRAT (Horwitz ratio) ≤ 2(30)
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0.11–0.12 และ 0.16–0.18 ตามลำดบั ซ่ึงคาความชันทีไ่ด

ไมคลุม 1 แสดงวาเมทรกิซเน้ือปลามีผลกระทบอยางมนียั

สำคญัทางสถติ ิและมีผลตอการวิเคราะหแบบกดสญัญาณ

(suppression) โดย %ME ของสารทั้ง 3 สาร มีคา

นอยกวา -20% ดังแสดงในตารางที่ 3 ดังนั้นการสราง

กราฟมาตรฐาน สำหรับการทดสอบนี้เลือกทำแบบ 

procedural mixed standard calibration curve

ภาพที่ 2  โครมาโทแกรมของ method blank, matrix blank และ matrix spiked สารมาตรฐานทั้ง 4 ชนิด

ผลการทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน

กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง concen-

tration ratio กับ peak area ratio ของสารมาตรฐาน 

17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone ที่

ชวงความเขมขน 2–100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม มีความ

เปนเสนตรง โดยมีคา R2 เทากับ 0.9999, 0.9991 และ 

0.9996 ตามลำดับ ซึ่งสูงกวาเกณฑยอมรับที่ 0.951(26)

ผลการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการวเิคราะห

กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง concen-

tration ratio กับ peak area ratio ของสารมาตรฐาน 

17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone 

ในชวงความเขมขน 2–100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

พบวามีความเปนเสนตรง โดยคา R2 เขาใกล 1 เทากับ 

0.9971, 0.9942 และ 0.9738 ตามลำดับ และ residual 

plot เสนกราฟมคีวามเปนเสนตรง โดยมกีารกระจายของ

y-residual plot รอบคาศูนย ดังแสดงในภาพที่ 4 

การทดสอบขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) และ

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

ผล LOD ของสารกลุมฮอรโมนทั้ง 3 ชนิด พบวา

เทากับ 1 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม โดยใหสัญญาณ signal 

to noise ในชวง 14.5–70.8 ซึ่งมากกวาเกณฑกำหนด 

คือ 3 สวนคา LOQ เทากับ 2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม

ผลการพสิจูนคา LOQ โดยการเตมิสารมาตรฐาน วเิคราะห

10 ซำ้ พบวามคีวามแมนทีป่ระเมนิจากคาเฉลีย่ %recovery

ในชวง 91.9–113.7% และความเที่ยงจาก %RSD และ 

HORRAT ในชวง 5.5–26.5% และ 0.2–1.0 ตามลำดบั 

ดังแสดงในตารางที่ 4
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ภาพที่ 3 ความเปนเสนตรงของสาร (a) 17α-estradiol, (b) 17ß-estradiol และ (c) testosterone

 ใน standard on solution กับ  standard on matrix 

ตารางที่ 3   คา %ME ของสารทั้ง 3 ชนิด ใน standard on solution กับ standard on matrix

Compound %ME Evaluation

17α-estradiol

17ß-estradiol

testosterone

-64.3

-88.3

-82.8

suppression

suppression

suppression
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ภาพที่ 4  กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางของ concentration ratio กับ peak area ratio ของสารมาตรฐาน 

 17α-estradiol, 17ß-estradiol, testosterone และการตกคาง (residual plot)

ตารางที่ 4 การทดสอบขีดจำกดัของการตรวจพบ (LOD) และขดีจำกัดของการวดัเชิงปรมิาณ (LOQ) ของการวเิคราะห

 ฮอรโมนเพศ

17α-estradiol 17ß-estradiol testosterone เกณฑยอมรับ

Limit of Detection (LOD) 1 µg/kg

Range of S/N
Average S/N

15.6–32.1
23.4

46.1–70.8
59.0

14.5–23.0
18.5

S/N > 3
S/N > 3

Limit of Quantification (LOQ) 2 µg/kg

Average conc. (µg/kg)
Recovery (%)
Relative standard deviation (%RSD)
%RSDexpected
HORRAT

2.3
113.7
5.5
26.9
0.2

2.1
104.7
9.7
26.9
0.4

1.8
91.9
26.5
26.9
1.0

-
70–120

< 30
-

≤ 2
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การทดสอบคาความแมนและความเที่ยง

การทดสอบคาความแมนและความเที่ยงของวิธีที่

ระดับความเขมขน 2, 5 และ 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

ความเขมขนละ 10 ซ้ำ ใหคาความแมน (accuracy) 

แสดงโดย mean recovery ของสาร 17α-estradiol,

17ß-estradiol และ testosterone อยูในชวง

107.6–113.6, 89.7–114.0 และ 91.9–107.0%

ตามลำดบั ซึง่ %recovery ทกุระดบัความเขมขนอยูในชวง

การยอมรับ 70–120% และมีความเที่ยง (precision)

แสดงโดย %RSD และ HORRAT ซึ่งอยูในชวง 

3.5–26.5% และ 0.2–1.0 ตามลำดับ ดังแสดงใน

ตารางที่ 5

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบคาความแมนและความเที่ยง (accuracy and precision)

Compound
Spiked level

(µg/kg)

%Recovery
(n = 10)

(Min - Max)
Mean±SD %RSD %RSDexpected HORRAT

17α-estradiol
2
50
100

102.4–119.7
87.6–118.7
98.8–118.6

113.6±6.2
107.6±9.0
110.7±5.8

5.5
8.3
5.2

26.9
16.6
14.9

0.2
0.5
0.3

17ß-estradiol
2
50
100

85.7–118.6
77.7–105.4
106.4–119.0

104.7±10.1
89.7±10.2
114.0±3.9

9.7
11.4
3.5

26.9
16.6
14.9

0.4
0.7
0.2

testosterone
2
50
100

60.2–118.7
71.5–119.1
83.7–116.6

91.9±24.3
107.0±14.4
101.4±14.1

26.5
13.6
13.9

26.9
16.6
14.9

1.0
0.8
0.9

ผลการประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะห

สาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ 

testosterone ในเน้ือปลาตามแนวของ ISO GUM 

Approach พบแหลงท่ีมาของความไมแนนอน ไดแก 

การชัง่นำ้หนกั volume of dilution sample ความเขมขน

ที่อานไดจาก calibration curve (concentration of 

sample) ความเที่ยงและความเบี่ยงเบนจากคาจริง เมื่อ

คำนวณ relative standard uncertainty นอยกวา 20% 

และคาความไมแนนอนขยายของสาร 17α-estradiol, 

17ß-estradiol และ testosterone เทากับ ±8.5, 10.2 

และ 23.5 ตามลำดับ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, k = 2

ดังแสดงในตารางท่ี 6 และภาพท่ี 5 เม่ือเปรียบเทียบ

สัดสวนคาความไมแนนอนจากแหลงความไมแนนอนที่

สงผลตอปรมิาณสาร 17α-estradiol จากมากไปหานอย 

ไดแก ความเที่ยง (47%) ความเขมขนที่อานไดจาก 

calibration curve สารมาตรฐาน (30%) ความเบีย่งเบน

จากคาจริง (11%) การชั่งน้ำหนัก (10%) และ volume 

of dilution sample (2%) 17ß-estradiol ไดแก 

ความเทีย่ง (51%) ความเขมขนทีอ่านไดจาก calibration

curve สารมาตรฐาน (31%) ความเบี่ยงเบนจากคาจริง 

(8%) การชั่งน้ำหนัก (8%) และ volume of dilution 

sample (2%) สำหรับ testosterone ไดแก ความเที่ยง 

(66%) ความเบี่ยงเบนจากคาจริง (14%) ความเขมขน

ที่อานไดจาก calibration curve สารมาตรฐาน (14%) 

การน้ำหนัก (5%) และ volume of dilution sample 

(1%) ดังแสดงในภาพที่ 5 โดยเกณฑความสมเหตุสมผล

ของคาความไมแนนอนตองมีคานอยกวา predicted 

Horwitz’s RSDR × 2(30) เมื่อพิจารณาพบวาคาความ

ไมแนนอนขยายทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ที ่95%  มคีานอยกวา

เกณฑยอมรับ (16.6 × 2 = 33.2)
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ตารางที่ 6  การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol และ 

 testosterone

Source of uncertainty Unit
17α-estradiol 17ß-estradiol testosterone

X u(x) Percent x u(x) Percent X u(x) Percent

การชั่งน้ำหนัก g 2 0.03 10.0 2 0.03 8.0 2 0.03 5.0

Volume of dilution sample mL 2 0.01 2.0 2 0.01 2.0 2 0.01 1.0

Concentration of sample µg/kg 53.31 2.21 30.0 48.26 2.60 30.0 59.39 2.44 14.0

ความเที่ยง % 100 6.46 47.0 100 8.85 47.0 100 18.89 66.0

ความเบี่ยงเบนจากคาจริง % 100 1.48 11.0 100 1.48 8.0 100 3.84 14.0

- Combined relative standard

   uncertainty of sample conc.

µg/kg 53.31 4.2 100 48.26 5.1 100 59.39 11.7 100

- Expanded Uncertainty 

   at C.I.  95% (k = 2)

8.5 10.2 23.5

ภาพที่ 5  สัดสวนองคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol

 และ testosterone ในเนื้อปลา

การชั่งน้ำหนัก

10%

การชั่งน้ำหนัก

8%
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วิจารณ

สารกลุมฮอรโมนเพศหรือสเตียรอยดฮอรโมน

มโีครงสรางเปนวงแหวนอะโรมาตกิ ประกอบดวย  คารบอน

18–21 อะตอม ไฮโดรเจนและออกซิเจน 2 อะตอม มี

คุณสมบัติเปนสารไมมีขั้ว (hydrophobic) ละลายไดดี

ในตัวทำละลายอินทรีย โดยเฉพาะไขมันและแอลกอฮอล 

จากการศึกษางานวิจัยตัวทำละลายที่นิยมใชในการสกัด

สารกลุมฮอรโมนเพศ ไดแก methanol(24,32,33) และ 

ethyl acetate(34) โดยเฉพาะ methanol มีคุณสมบัติ

ชวยตกตะกอนโปรตีนสงผลให %recovery เพ่ิมข้ึน 

เนื่องจากสามารถกำจัดสิ่งรบกวนจากตัวอยางได วิธีที่

พัฒนานี้วิเคราะหสารกลุมฮอรโมนได 3 ชนิด ไดแก 

17α-estradiol, 17ß-estradiol และ testosterone 

ในการทดสอบประสทิธภิาพของวิธนีอกจากมีการทดสอบ 

specificity, accuracy, precision, linearity และ 

working range ยงัทดสอบ matrix effect พบวาเนือ้ปลา

มีผลกระทบอยางมีนัยสำคัญทางสถิติตอการวิเคราะหใน

ลักษณะของการกดสัญญาณ ผลการวิเคราะหคาปริมาณ

ท่ีตรวจวัดไดต่ำกวาคาจริง จึงตองคำนวณผลดวย

procedural mixed standard calibration curve 

โดยการเติมสารมาตรฐานใน matrix ชนิดเนื้อเยื่อ

เหมอืนกนัแทนการทำ calibration curve on solution

และใช internal standard ในการควบคุมและลด

ความผิดพลาดในกระบวนการทดสอบ การสรางกราฟ

มาตรฐานจะเปนการเปรียบเทียบเปนสัดสวน (ratio) 

โดย plot ระหวาง concentration ratio กับ response

ratio ของ standard กับ internal standard ซึ่ง

การคำนวณเปรียบเทียบเปนสัดสวนชวยชดเชยคาการ

กลบัคนืไดทำให precision และ accuracy ทีด่ี(24) ในการ

เลือกสารทีใ่ชเปน internal standard สวนใหญเปนสาร 

isotope ของสารนัน้เพราะมคีณุสมบตัคิลายกนั ไมรบกวน

การทดสอบ แตสาร isotope มีราคาสูงและสารบางชนิด

มีขั้นตอนการสั่งซื้อยากทำใหไมสามารถหา internal

standard ไดตามที่ระบุ ในการทดสอบนี้เลือกใช

zeranol-d5 เปน internal standard เพียงชนิดเดียว

ในการคำนวณปริมาณที่ตรวจพบกับสารกลุมฮอรโมน

ทุกสาร สงผลทำใหคาความไมแนนอนของ method 

precision มีคาสูงมากกวา 60% เมื่อเปรียบเทียบกับคา

ความไมแนนอนที่มาจากแหลงอ่ืน เมื่อพิจารณาความ

สมเหตุสมผลของคาความไมแนนอนจาก predicted 

Horwitz’s RSDR × 2(30) พบวาคาความไมแนนอน

ขยายที่ระดับความเช่ือมั่นที่ 95%  มีคานอยกวาเกณฑ

ยอมรับ วิธีการนี้จึงมีความเหมาะสม

ตามประกาศของ EU มีการระบุหามใชฮอรโมน 

6 ชนดิ ไดแก 17ß-estradiol, melengestrol acetate,

progesterone, testosterone, trenbolone acetate 

และ zeranol โดยระบุชนิดสาร 17ß-estradiol อยาง

ชัดเจน ดงันัน้ในการวิเคราะหควรเปนวธิทีีต่รวจวเิคราะห

ภาพที่ 5  สัดสวนองคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสาร 17α-estradiol, 17ß-estradiol

 และ testosterone ในเนื้อปลา (ตอ)

การชั่งน้ำหนัก

5%



239

พัฒนาวิธีวิเคราะหสารกลุมฮอรโมนโดยเทคนิค UPLC-MS/MS สุวิมล หมวดหมะ และคณะ

วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 66 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2567

การตกคางในปรมิาณตำ่และสามารถแยก 17ß-estradiol

และ 17α-estradiol อยางชัดเจน เนื่องจากสาร

17ß-estradiol และ 17α-estradiol ทั้ง 2 ชนิด

เปน isomer กัน มีสูตรโมเลกุล และคา m/z เทากัน

ทั้ง parent ion และ product ion ทำใหสารทั้งสอง

แยกจากกันไดยาก ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงตรวจวัด

ชนิดและปริมาณสารกลุมฮอรโมนดวยเคร่ือง UPLC-

MS/MS Xevo TQ-XS สวน LC เปนชนิด ultra 

performance liquid chromatography มีคุณสมบัติ

ทนความดนัไดมากถงึ 15,000 psi สามารถใช injection 

volume และ mobile phase ปริมาณนอย และเปลี่ยน 

mobile phase เปน DI water:methanol นอกจากนี้

detector เปน MS/MS รุน Xevo TQ-XS  สวน

collision cell ถูกออกแบบการทำงานเปน ScanWave 

Daughter mode โดยม ีDC barrier และ RF barrier 

เปนตัวกัก parent ion และ daughter ion กอน แลว

ปลอยสู MS2 พรอมกัน ดังแสดงในภาพท่ี 1 ทำให 

sensitivity เพิ่มขึ้นจึงทำใหสัญญาณที่ไดมี intensity 

สูง แยกสาร 17α-estradiol และ 17ß-estradiol ได

อยางชัดเจน รวมถึงสามารถตรวจวัดไดระดับต่ำท่ี 2 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม นอกจากนี้ไดดำเนินการควบคุม

คณุภาพภายใน (internal quality control) เพือ่ความ

มั่นใจผลการวิเคราะหมีความถูกตองในผลการวิเคราะห

ตัวอยางทุก batch โดยกำหนดไวไมเกิน 10 ตัวอยาง 

ทำการทดสอบ method blank, matrix blank, 

duplicate analysis และ spiked sample การศึกษานี้

สามารถขยายผลโดยนำวิธีไปใชเพื่อสำรวจการตกคาง

ของฮอรโมนเพศในเนื้อปลาที่วางจำหนายในทองตลาด 

เปนการเฝาระวังความปลอดภัยในการบริโภคเนื้อปลา

ในประเทศไทย

สรุป

วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นสามารถใชในการตรวจ

สารกลุมฮอรโมนเพศทั้ง 3 ชนิด ไดแก 17α-estradiol, 

17ß-estradiol และ testosterone ในเนื้อปลา โดย

เทคนิค UPLC-MS/MS มีคา LOD และ LOQ เปน 

1 และ 2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลำดับ ชวง

การวิเคราะหอยูระหวาง 2–100 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

เปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพดี มีคาความถูกตอง แมนยำ 

มีความไว และความจำเพาะตอสารที่ตองการทดสอบ 

เหมาะกับการใชงานตามวัตถุประสงค และใหบริการ

ในการตรวจวิเคราะหในหองปฏิบัติการ เพื่อเปนการ

ควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมายและสำรวจติดตาม

ปริมาณการตกคางของสารกลุมฮอรโมนเพศ สรางความ

มัน่ใจในความปลอดภยัใหกบัผูบริโภค ปองกนัการกดีกนั

ทางการคา และการผลติทีเ่ปนมติรกบัสิง่แวดลอมสำหรับ

เกษตรกรตอไป

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนงบดำเนินงานจาก

สำนักงานการวิจัยแหงชาติ (วช.) ผานทางอาจารย

หัวหนาชุดโครงการของมหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา

ขอขอบคุณนางเลขา ปราสาททอง ผูอำนวยการสำนัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ที่ใหการสนับสนุน

โครงการศึกษานี้ และนางลัดดา แกวกลาปญญาเจริญ 

สำหรบัการเปนทีป่รกึษาดานวชิาการ จนการศกึษานีส้ำเรจ็
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Method Development and Validation for 

17α-Estradiol, 17ß-Estradiol and 

Testosterone Hormones Determination by 

UPLC-MS/MS

Suwimol Muadmah, Wannaporn Payao, Atcharee Inkaew, Witthawat Wangkaewhiran,
Kanyarat Chuakunchat, Sakulrat Somsuntisuk, and Thongsuk Payanan
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT 17α-estradiol, 17ß-estradiol, and testosterone are sex hormones mainly regulating 

the development of reproductive system and the expression of male and female characteristics. Presently, 

the synthetic hormones have been used for aquaculture, especially the monosex farming of tilapia and 

climbing perch. Testosterone has been employed to induce tilapia to become male fi sh, while 17ß-estradiol 

has been used with climbing perch to obtain the female fi sh. However, the use of hormones in feed can 

contribute to the residues in meat and environment, which may have adverse eff ects on consumer health. 

The EU has regulation to ban the use of these hormones in livestock farming and aquaculture. Therefore, 

this study aimed to develop and validate the method for analyzing sex hormones, including 17α-estradiol, 

17ß-estradiol, and testosterone in fi sh meat using UPLC-MS/MS, and the analysis results were derived 

from procedural mixed standard calibration curve. The results showed that the method had LOD and 

LOQ at 1 and 2 µg/kg, respectively, and the working range were between 2–100 µg/kg with coeffi  cient of 

determination (R2) more than 0.999. The accuracy showed by %recoveries were between 89.7–114.0%, and 

the precision illustrated by %RSD were during 3.5–26.5%. So, this analysis method was specifi c, accurate, 

reliable, and proper for using in the laboratory. 

Keywords: 17α-Estradiol, 17ß-Estradiol, Testosterone, Hormones, UPLC-MS/MS


