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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

58312304 : นิติวิทยาศาสตร์ แผน ก แบบ ก 2 ระดบัปริญญามหาบัณฑิต 
ค าส าคัญ : แอมเฟตามีน เคตามนี ปัสสาวะ 

นางสาว กรรณิกาญจน์ ศิขิวัฒน์: การตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารเสพติดกลุ่มแอมเฟตามีน 
เคตามีน และเมตาบอไลท์ต่างๆ ในปัสสาวะโดยเทคนิคลิควิดโครมาโทรกราฟฟี/ แมสสเปคโตรเมตรี/
แมสสเปคโตรเมตรี อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์  : อาจารย์ ดร. ศุภชัย ศุภลักษณ์นารี 

  
ปัจจุบันสารเสพติดกลุ่มแอมเฟตามีน เช่น ยาบ้า ยาอี ยาเลิฟ รวมทั้งเคตามีน และเฟนเทอร์

มีน ถือเป็นกลุ่มยาและสารเสพติดที่มักนิยมกันในประเทศไทย ส าหรับด้านนิติวิทยาศาสตร์การตรวจพิสูจน์
หาปริมาณยาและสารเสพติดในปัสสาวะมีความส าคัญมาก  เนื่องจากผลการตรวจพิสูจน์สามารถน ามา
ประกอบการพิจารณาคดีของผู้กระท าความผิด และสามารถประกอบการหาสาเหตุการเสียชีวิตได้ งานวิจัยนี้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณยาและสารเสพติดจ านวน 8 ชนิด ในปัสสาวะโดย
อาศัยเทคนิคลิควิดโครมาโทรกราฟฟี/ แมสสเปคโตรเมตรี/แมสสเปคโตรเมตรี (LC-MS/MS) การวิเคราะห์ใช้
ตัวอย่างปัสสาวะ 100 ไมโครลิตร ผ่านกระบวนการสกัดด้วยตัวท าละลาย ระเหยแห้ง และละลายกลับด้วย 
mobile phase แล้ววิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ส าหรับการแยกทาง Chromatographic อาศัยคอลัมน์ 
Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2.1 mm × 100 mm, 2.7µm particle size และการวิเคราะห์ส าหรับ 
Mass spectrometric อาศัย electrospray ionization แบบ positive-ion และโหมด multiple reaction 
monitoring (MRM) ด้วยการใช้ collision energy ที่เหมาะสมกับสารแต่ละชนิด การศึกษาสามารถหา
ปริมาณยาและสารเสพติดได้ในช่วง 50-1500 ng/mL เทคนิคนี้มีผลการวิเคราะห์ตามพารามิเตอร์ต่างๆ ดังนี้ 
มีค่า LOD คือ 2 5 10 และ 15ng/mL LLOQ คือ 50 ng/mL ความเป็นเส้นตรง (r2) มีค่ามากกว่า 0.99 ใน
สารทุกๆชนิด ส าหรับค่า within-precision และ between-precision (%RSD) คือ 1.5 ถึง 19.4 และ 1.1 
ถึง 9.5ตามล าดับ  ไม่มีผลของการปนเปื้อนข้ามตัวอย่าง เมทริกซ์ไม่มีผลต่อการวิเคราะห์ ยกเว้น Nor-
ketamine และ  Phentermine ที่ความเข้มข้นต่ าๆ  นอกจากนี้ยาและสารเสพติดมีความเสถียรที่
อุณหภูมิห้องตั้งแต่ต้นถึง 30 ชั่วโมง การพัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์นี้สามารถน ามาประยุกต์ใช้กับตัวอย่าง
ปัสสาวะได้จริง จากตัวอย่างทดสอบทั้งหมด 28 ตัวอย่าง ที่ได้สนับสนุนจากกลุ่มตรวจพิสูจน์ทางเคมี สถาบัน
นิติวิทยาศาสตร์ ได้ผลการวิเคราะห์ที่เปรียบเทียบกับเทคนิค GC-MS ที่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ และด้วย
ประสิทธิภาพที่สูงกว่า คือ ใช้ปริมาณตัวอย่างน้อยกว่า เวลาวิเคราะห์สั้น มีความถูกต้อง แม่นย าสูง ดังนั้น จึง
สามารถใช้เทคนิค LC-MS/MS นี้แทนได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ  

58312304 : Major (FORENSIC SCIENCE) 
Keyword : Amphetamines Ketamine Urine LC-MS/MS 

MISS KANNIKAN SIKIWAT : QUANTITATIVE ANALYSIS OF AMPHETAMINES, 
KETAMINE AND THEIR METABOLITES IN URINE BY LIQUID CHROMATOGRAPHY-TANDEM 
MASS SPECTROMETRY (LC-MS/MS) THESIS ADVISOR :  SUPACHAI SUPALAKNARI, Ph.D. 

Amphetamines, MDMA, MDEA, Ketamine and Phentermine have been the most 
commonly abused drugs in Thailand. Quantitative analysis of drugs in urine has the important 
for prove in forensic science. The concentration of abuse in urine sample can be taken for 
inquest of suspect and determine the suspect’s cause of death. This study aimed to evaluate 
a more effective approach to simultaneously quantify these 8 analytes in urine by Liquid 
Chromatography-Tandem Mass spectrometry (LC-MS/MS). Samples (100 uL) were extracted 
via liquid-liquid extraction, evaporated and reconstituted in the mobile phase for injection 
into the LC–MS-MS. Chromatographic separation by an the Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2.1 

mm × 100 mm, 2.7μm particle size and mass spectrometric analysis was performed by 
electrospray ionization in positive-ion multiple reaction monitoring mode with optimized 
collision energy for each analytes. This method used to quantitate abused drug and their 
metabolites with range 50–1,500 ng/mL. Analytical parameters evaluated and resulting data 
are as follows: (i) LOD was 2, 5, 10 and 15ng/mL; (ii) LLOQ was 50ng/ml; (iii) calibration 
linearity (r2) for all analytes was >0.99; (iv) within-precision and between-precision (%RSD) 
were 1.5-19.4% and 1.1 -9.5 % respectively. No effect of carryover and matrix effect except 
for Nor-ketamine and Phentermine at low concentrations. The analytes were stable at room 
temperature for 30 h. This method was successfully applied to the analysis of specimens 
collected from 13 unknown death cases and 15 known cases from Forensic Chemistry 
section, Central of Situation of Forensic Science, and the results comparison with reference 
GC-MS were not significantly different. The LC–MS/MS analysis was as high efficiency   (less 
samples, short time, precise and accurate) In conclusion; the LC–MS/MS method is robust, 
reliable and can be used instead. 
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บทที่ 1  
บทน ำ 

 

ที่มำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 

ในปัจจุบันปัญหำยำเสพติดก ำลังแพร่ระบำดและขยำยไปทั่วประเทศมำกข้ึน ก่อให้เกิดปัญหำ
ทำงสังคมขึ้นมำมำกมำย เช่น ปัญหำอำชญำกรรม ปัญหำเยำวชนติดยำเสพติด เป็นต้น นอกจำกนี้ยำ
เสพติดยังเป็นภัยร้ำยแรงต่อสุขภำพจิตและสุขภำพกำย ท ำให้สุขภำพทรุดโทรมอ่อนแอ ควำมจ ำเสื่อม 
เสียบุคลิกภำพ และส่งผลกระทบต่อสังคม เศรษฐกิจ บั่นทอนควำมเจริญของประเทศชำติ  

 ยำเสพติด มีหลำยประเภท ได้แก่ ฝิ่น เฮโรอีน ทินเนอร์ กัญชำ ยำบ้ำ ยำอี สำระเหย กระท่อม 
และยำกระตุ้นประสำท เป็นต้น กำรตรวจหำสำรเสพติดในร่ำงกำยของผู้เสพ สำมำรถใช้ตัวอย่ำงชีว
วัตถุหลำยชนิด เช่น ปัสสำวะ ซีรั่ม เส้นผมเป็นต้น ปัสสำวะเป็นตัวอย่ำงชีววัตถุที่นิยมใช้กันอย่ำง
แพร่หลำยและเป็นที่ยอมรับในกระบวนกำรยุติธรรมในระดับสำกล ข้อดีของกำรใช้ตัวอย่ำงปัสสำวะ 
คือ เป็นตัวอย่ำงที่สำมำรถเก็บได้ง่ำย เมื่อเทียบกับสำรชีววัตถุอ่ืนๆ และสำมำรถเก็บตัวอย่ำงใน
ปริมำณมำกได้ ท ำให้มีตัวอย่ำงเพียงพอที่จะใช้ในกำรตรวจ  

 กำรตรวจสำรเสพติดในร่ำงกำย ของกลุ่มบุคคลเพ่ือทดสอบว่ำมีสำรเสพติดในร่ำงกำยหรือไม่ 
มีหลำยวิธี เช่น กำรตรวจวิเครำะห์เบื้องต้น ด้วยเทคนิค  Immunoassay method ซึ่งเป็นวิธีที่
สะดวก สำมำรถคัดแยกตัวอย่ำงจ ำนวนมำก ได้ในระยะเวลำสั้นๆ และรำคำถูก แต่ยังคงมีข้อจ ำกัดของ
ค่ำเกณฑ์กำรตัดสินผลบวก (Cut-off) ที่สูง ท ำให้อำจเกิดผลกำรวิเครำะห์เป็นผลลบลวง ( false 
negative) ได้ ถ้ำตัวอย่ำงจำกกำรตรวจวิเครำะห์เบื้องต้นให้ผลบวก ถือได้ว่ำอำจมีสำรเสพติดผสมอยู่ 
จึงน ำไปสู่ขั้นตอนกำรตรวจวิเครำะห์ยืนยันผล ด้วยเทคนิคที่ควำมถูกต้องมำกขึ้น เช่น กำรตรวจ
วิเครำะห์ด้วยเทคนิคแก๊สโครมำโตกรำฟี-แมสสเปคโตรเมตรี (GC-MS) ซึ่งเทคนิคนี้สำมำรถแยก และ
ตรวจสอบสำรเสพติดได้หลำยชนิด รวมทั้งเมตำบอไลท์ต่ำงๆด้วย นอกจำกนี้ยังมีควำมไว และ
ควำมจ ำเพำะเจำะจงสูง อย่ำงไรก็ตำม กำรตรวจวิเครำะห์ด้วยเทคนิคแก๊สโครมำโตกรำฟีแมสสเปค
โตรเมตรี (GC-MS) ยังต้องอำศัยกระบวนกำร Derivatization โดยกำรท ำปฏิกิริยำกับสำรอนุพันธุ์ 
TFA หรือ PFPA ซึ่ งเข้ำไปแทนที่ ไฮโดรเจนของเอมีน (Amine) เ พ่ือเ พ่ิมขนำดโมเลกุล เ พ่ิม
ควำมจ ำ เพำะ เจำะจง  และ เ พ่ิมควำมไว  ( selectivity และ sensitivity) ซึ่ ง กระบวนกำร 
Derivatization มีรำคำแพง  ใช้ระยะเวลำนำน นอกจำกนี้สำรอนุพันธุ์ TFA หรือ PFPA มีอันตรำยต่อ
สุขภำพด้วย    
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 จำกประกำศคณะกรรมกำรป้องกันและปรำบปรำมยำเสพติด เรื่อง ก ำหนดหลักเกณฑ์วิธีกำร
และ เงื่อนไขกำรตรวจหรือทดสอบว่ำบุคคลหรือกลุ่มบุคคลใด มีสำรเสพติดอยู่ในร่ำงกำยหรือไม่ 
ประกำศ ณ วันที่ ๑๑ กรกฎำคม พ.ศ. ๒๕๔๓ ได้ก ำหนดให้ถือเกณฑ์กำรตัดสินผลกำรตรวจพิสูจน์ว่ำ
เป็นผู้มีสำรเสพติดในร่ำงกำย ดังต่อไปนี้  

 1. กลุ่มแอมเฟตำมีน (Amphetamines) และกลุ่ม MDMA (ยำอี( เมื่อตรวจพบว่ำมีสำร
ดังกล่ำวอยู่ในปัสสำวะตั้งแต่ 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ขึ้นไป 

 ด้วยเหตุผลข้ำงต้นผู้วิจัยจึงศึกษำวิธีกำรตรวจวิเครำะห์เชิงปริมำณของสำรเสพติดกลุ่ม    แอม
เฟตำมีน เคตำมีน และเมตำบอไลท์ต่ำงๆ ซึ่งมีกำรแพร่ระบำดมำกในประเทศไทย โดยอำศัยเทคนิค
ลิควิดโครมำโทรกรำฟฟี/ แมสสเปคโตรเมตรี/ แมสสเปคโตรเมตรี (LC-MS/MS) ที่ได้รับควำมสนใจ
เพ่ิมขึ้นส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์ด้ำนนิติพิษวิทยำ เนื่องจำกมีข้อดีหลำยประกำร คือ มีควำมแม่นย ำ 
สะดวก รวดเร็ว และไม่ต้องอำศัยกระบวนกำร Derivatization  

 งำนวิจัยนี้จึงน ำเทคนิค LC-MS/MS มำใช้ในกำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟ
ตำมีน เคตำมีน และเมตำบอไลท์ต่ำงๆในปัสสำวะ โดยกำรศึกษำมีวัตถุประสงค์ คือ ศึกษำสภำวะที่
เหมำะสมในกำรเตรียมตัวอย่ำงปัสสำวะ ให้ใช้ปริมำณตัวอย่ำงน้อยลง ด้วยกำรสกัดแบบ liquid-
liquid extraction  สำมำรถข้ำมขั้นตอน Derivatization เพ่ือลดเวลำในกำรเตรียมตัวอย่ำง ศึกษำ
สภำวะของเครื่องมือ LC-MS/MS ที่เหมำะสม เช่น Gradient program Detection เป็นต้น  รวมทั้ง
ตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีในพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ และประยุกต์ใช้วิธีกำรตรวจวิเครำะห์ที่พัฒนำขึ้น กับ
ตัวอย่ำงปัสสำวะที่ทรำบควำมเข้มข้นที่แน่นอนจำกกลุ่มตรวจพิสูจน์ทำงเคมี  สถำบันนิติวิทยำศำสตร์ 

ควำมมุ่งหมำยและวัตถุประสงค์ของกำรศึกษำ 

 1. เพ่ือพัฒนำวิธีและศึกษำสภำวะในกำรเตรียมตัวอย่ำง สภำวะของเครื่องมือที่เหมำะสมของ
กำรตรวจวิเครำะห์ส ำหรับหำปริมำณสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน เคตำมีน และเมตำบอไลท์ใน
ปัสสำวะ โดยเทคนิคลิควิดโครมำโทรกรำฟฟี/ แมสสเปคโตรเมตรี/ แมสสเปคโตรเมตรี 

2. เพ่ือตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีกำรตรวจวิเครำะห์ส ำหรับหำปริมำณสำรเสพติดกลุ่ม         
แอมเฟตำมีน เคตำมีน และเมตำบอไลท์ในปัสสำวะ โดยเทคนิคลิควิดโครมำโทรกรำฟฟี/ แมสสเปค
โตรเมตรี/ แมสสเปคโตรเมตรี 

3. เพ่ือเปรียบเทียบวิธีกำรตรวจวิเครำะห์ส ำหรับหำปริมำณสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน     
เคตำมีน และเมตำบอไลท์ในปัสสำวะ โดยเทคนิคลิควิดโครมำโทรกรำฟฟี/ แมสสเปคโตรเมตรี/ 
แมสสเปคโตรเมตรี กับกำรตรวจวิเครำะห์ที่ใช้ในงำนประจ ำ  
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สมมติฐำนของกำรศึกษำ 

 สำมำรถตรวจวิเครำะห์สำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน เคตำมีน และเมตำบอไลท์ในตัวอย่ำง
ปัสสำวะด้วยเทคนิคลิควิดโครมำโทรกรำฟฟี/ แมสสเปคโตรเมตรี/ แมสสเปคโตรเมตรี ได้ โดยใช้
ปริมำณตัวอย่ำงและเวลำกำรวิเครำะห์ที่น้อยลง และสำมำรถประยุกต์ใช้กับตัวอย่ำงจริงได้ 

 
ขอบเขตกำรศึกษำ 

 1. ชนิดสำรเสพติดที่ใช้ในกำรศึกษำ ได้แก่ 
  Methamphetamine        
  Amphetamine        
  3,4-methylenedioxy-N-methylamphe-tamine (MDMA) 
  3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA),                  
  3,4-methylenedioxy-N-ethylamphetamine (MDEA),  

Phentermine      
Ketamine,         

 Norketamine  

 2. ตัวอย่ำงปัสสำวะที่ใช้ในกำรศึกษำ 

   ปัสสำวะที่ไม่มีสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ (Blank urine) จ ำนวน 10 แหล่งๆละ 50 
ml 

ขั้นตอนของกำรศึกษำ 
 1. ก ำหนดปัญหำกำรวิจัย 
 2. ก ำหนดกรอบแนวคิด 
 3. ทบทวนวรรณกรรมและเอกสำรที่เกี่ยวข้อง 
 4. ออกแบบงำนวิจัย และข้ันตอนกำรวิจัย 
 5. รวบรวมและวิเครำะห์ข้อมูลกำรวิจัย 
 6. รำยงำนผลกำรวิจัย 

วิธีกำรศึกษำ 

 1. สถำนที ่
  กลุ่มตรวจพิสูจน์ทำงเคมี สถำบันนิติวิทยำศำสตร์ กระทรวงยุติธรรม 
  อำคำรสุขประพฤติ ชั้น 16 ถ.ประชำชื่น แขวงบำงซื่อ เขตบำงซ่ือ กรุงเทพมหำนคร 
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 2. เครื่องมือในกำรตรวจวิเครำะห์ส ำหรับหำปริมำณสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน เคตำมีน 
และเมตำบอไลท์ต่ำงๆ ในตัวอย่ำงปัสสำวะ  

   เครื่องมือ LC/MS/MS ของบริษัท Agilent Technologies 
   Liquid Chromatogram  รุ่น 1260 Infinity 
   Mass Spectrometer  ยี่ห้อ Agilent รุ่น 6495 Triple Quad  

3. ศึกษำสภำวะที่เหมำะสมในกำรเตรียมตัวอย่ำงปัสสำวะ โดยกำรสกัดแบบ liquid-liquid 
extraction 

 
 4. ศึกษำกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธี ด้วยพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ ดังนี้ 
  4.1 ควำมจ ำเพำะ (Selectivity/Specificity) 
  4.2 ผลของเมทริกซ์ (Matrix Effect) 
  4.3 ควำมถูกต้อง (Accuracy) 
  4.4 ควำมแม่นย ำ (Precision) 
  4.5 ควำมเป็นเส้นตรง (Linearity) 
  4.6 ขีดจ ำกัดกำรตรวจพบ (Limit of detection, LOD) 
  4.7 ขีดจ ำกัดกำรตรวจพบเชิงปริมำณ (Limit of Quantitative, LOQ) 
  4.8 ควำมเสถียร (Stability) 

4.9 Carryover    

 5 . ประยุกต์ ใช้วิธีที่ พัฒนำขึ้ นกับตัวอย่ำงที่ทรำบค่ำ (Known samples) และศึกษำ
เปรียบเทียบกับวิธีกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค GC-MS 

6. กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
  ผลจำกกำรวิเครำะห์ด้วยเครื่องลิควิดโครมำโทรกรำฟฟี/ แมสสเปคโตรเมตรี/ 
แมสสเปคโตรเมตรี ด ำเนินกำรวิเครำะห์ด้วยวิธีทำงสถิติ เช่น Standard deviation, Coefficient of 
Variation, Mean  เป็นต้น 
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นิยำมศัพท์เฉพำะ 
 

 1. ควำมถูกต้อง (Accuracy) หมำยถึง ควำมถูกต้องของวิธีวิเครำะห์ที่วัดได้ใกล้เคียงกับค่ำที่
แท้จริงมำกที่สุด  
 2. ควำมแม่นย ำ (Precision) หมำยถึง ควำมแม่นย ำในกำรวิเครำะห์ซ้ ำๆหลำยๆครั้ง ควำม
แตกต่ำงที่ได้จำกกำรวิเครำะห์ซ้ ำๆนี้มักมักแสดงเป็นค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (Standard derivation, 
SD) หรือสัมประสิทธิ์ควำมแปรปรวน (Coefficient of variance, CV) 
 3. ควำมจ ำเพำะ (Selectivity) หมำยถึง ควำมสำมำรถของวิธีวิเครำะห์ที่สำมำรถตรวจ
วิเครำะห์สำรที่ต้องกำรได้อย่ำงถูกต้อง และสำมำรถแยกเฉพำะเจำะจงส ำหรับสำรที่สนใจออกจำก
สำรประกอบอื่นในตัวอย่ำง 
 4. ควำมเป็นเส้นตรง (Linearity) หมำยถึง ควำมสำมำรถของวิธีวิเครำะห์ที่ท ำให้วิเครำะห์
แล้วได้ผลกำรวิเครำะห์ที่เป็นสัดส่วนกับควำมเข้มข้นของสำรที่วิเครำะห์ในช่วงควำมเข้มข้นที่ก ำหนด 
 5. ขีดจ ำกัดกำรตรวจพบ (Limit of detection, LOD) หมำยถึง ควำมเข้มข้นต่ ำของสำรที่
สำมำรถตรวจพบได้ 
 6. ควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่สำมำรถวิเครำะห์ได้ (Limit of Quantitation, LOQ) หมำยถึง ควำม
เข้มข้นต่ ำสุดของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ ซึ่งสำมำรถหำปริมำณได้โดยมีควำมแม่นย ำและควำมเที่ยง
เป็นที่ยอมรับ 
 7. Carryover หมำยถึงควำมสำมำรถของวิธีในกำรตรวจวิเครำะห์ตัวอย่ำงที่มีควำมเข้มข้นสูง 
แล้วไม่เกิดปนเปื้อนข้ำมของยำในตัวอย่ำง 
 8. ควำมเสถียร (Stability) หมำยถึง ควำมเสถียรของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ในตัวอย่ำง
ภำยหลังกำรเก็บรักษำในช่วงเวลำต่ำงๆ 
 9. Liquid-liquid extraction หมำยถึง กำรสกัดด้วยตัวท ำละลำยสำมำรถท ำได้โดยใช้ตัวท ำ
ละลำยของเหลวชนิดหนึ่งสกัด ตัวถูกละลำย ออกจำกของเหลวอีกชนิดหนึ่ง 
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

 1. ใช้เทคนิค Liquid chromatography-Tandem Mass spectrometry (LC-MS/MS) ใน
กำรวิเครำะห์หำปริมำณสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน เคตำมีน และเมตำบอไลท์ในปัสสำวะได้ โดยใช้
ปริมำณตัวอย่ำงท่ีน้อยลง ลดระยะเวลำในกำรเตรียมตัวอย่ำง และมีควำมถูกต้อง แม่นย ำมำกขึ้น 
 2. เป็นแนวทำงส ำหรับกำรศึกษำงำนวิจัยเกี่ยวกับนิติวิทยำศำสตร์ด้ำนอ่ืนๆ และเป็น
ฐำนข้อมูลส ำหรับผู้ที่สนใจต่อไป 
 3. น ำไปประยุกต์ใช้เป็นวิธีกำรตรวจพิสูจน์หำปริมำณสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน เคตำมีน 
และ เมตำบอไลท์ในปัสสำวะ ส ำหรับงำนด้ำนนิติวิทยำศำสตร์ 
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บทที่ 2  
วรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

 

ยำเสพติด 

 ควำมหมำยของยำเสพติดให้โทษ 

 จำกพระรำชบัญญัติ ยำเสพติดให้โทษ พ.ศ. 2522 มำตรำ 4 “ยำเสพติดใหโทษ” หมำยควำม   

วำ สำรเคมีหรือวัตถุชนิดใดๆ ซึ่งเมื่อเสพเขำสูรำงกำย ไมวำจะโดยรับประทำน ดม สูบ ฉีด หรือดวย
ประกำรใดๆ แลว ท ำใหเกิดผลตอรำงกำยและ จิตใจ และสุขภำพโดยทั่วไป จะทรุดโทรมลง (ส ำนักยำ
และวัตถุเสพติดกรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์, 2558) 

 ซึ่งสำมำรถแบ่งออกเป็น 5 ประเภท คือ  

 1. ยำเสพติดให้โทษ ประเภทที่ 1 ได้แก่ แอมเฟตำมีน หรือ ยำอี ยำบ้ำ หรือยำเลิฟ เฮโรอีน
แอลเอสดี 

 2. ยำเสพติดให้โทษ ประเภทที ่2 ยำเสพติดที่น ำมำใช้เพ่ือประโยชน์ทำงกำรแพทย์ ซึ่งต้องอยู่
ภำยใต้กำรควบคุมของแพทย์ และใช้เฉพำะกรณีที่จ ำเป็นเท่ำนั้น ได้แก่ ฝน มอร์ฟีน โคเคน หรือ โคคำ
อีน โคเคอีน และเมทำโดน 

 3. ยำเสพติดให้โทษ ประเภทที่ 3 ยำเสพติดประเภทนี้เป็นยำเสพติดให้โทษที่มียำเสพติด 
ประเภทที ่2 ผสมอยู่ด้วย มีประโยชน์ทำงกำรแพทย์ กำรน ำไปใช้เพื่อจุดประสงค์อ่ืน 

 4. ยำเสพติดให้โทษ ประเภทที่ 4 คือ สำรเคมีที่ใช้ในกำรผลิตยำเสพติดให้โทษประเภทที่ 1 
หรือประเภทที ่2 ยำเสพติดประเภทนี้ ไม่มีกำรน ำมำใช้ประโยชน์ในกำรบ ำบัดโรคแต่อย่ำงใด 

 5. ยำเสพติดให้โทษ ประเภทที่ 5 เป็นยำเสพติดให้โทษที่มิได้เข้ำข่ำยอยู่ในยำเสพติดประเภท 
ที ่1 ถึง 4  

 

 

 

 



  7 

นอกจำกนั้นยำเสพติดสำมำรถจ ำแนกประเภทตำมเกณฑ์อ่ืนๆได้ดังนี้  

 1. จ ำแนกตำมกำรออกฤทธิ์ต่อระบบประสำท แบ่งเป็น 4 ประเภท  

  1.1 ประเภทกดประสำท ได้แก่ เฮโรอีน มอร์ฟีน ยำนอนหลับ ฝิ่น ยำระงับประสำท 

ยำกล่อมประสำท รวมทั้งสำรระเหย เช่น แล็กเกอร์ ทินเนอร ์กำว น้ ำมันเบนซิน เป็นต้น มักพบว่ำผู้เสพ
ติดมีร่ำงกำย ผอม เหลือง อ่อนเพลีย ฟุ้งซ่ำน อำรมณ์เปลี่ยนแปลงง่ำย  

  1.2 ประเภทกระตุ้นประสำท ได้แก่ ยำบ้ำ ยำอ ีโคเคน กระท่อม เป้นต้น มักพบว่ำผู้
เสพติดจะ มีอำกำร กระวนกระวำย หงุดหงิด จิตสับสนหวำดระแวง บำงครั้งมีอำกำรคลุ้มคลั่ง หรือท ำ
ในสิ่งที่คนปกติไม่กล้ำท ำ 

  1.3 ประเภทหลอนประสำท ได้แก่ เห็ดขี้ควำย และ แอลเอสดี เป็นต้น ผู้เสพติดจะมี 
อำกำร หูแว่ว ได้ยินเสียงประหลำด ประสำทหลอน หรือเห็นภำพหลอนที่น่ำเกลียดน่ำกลัว ควบคุม
ตนเองไม่ได ้ 

  1.4 ประเภทออกฤทธิ์ผสมผสำน คือ ทั้งกระตุ้นกดและหลอนประสำทร่วมกัน ผู้เสพ
ติด มักมีอำกำรหูแว่ว ควบคุมตนเองไม่ได ้และป่วยเป็นโรคจิตได้  

 2.  จ ำแนกตำมแหล่งที่มำโดยแบ่งตำมแหล่งที่เกิด ซึ่งจะแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ  

  2.1 ยำเสพติดธรรมชำติ (natural drugs) คือ ยำเสพติดที่ผลิตมำจำกพืช เช่น ฝิ่น 
มอร์ฟีน กระท่อม กัญชำ เป็นต้น  

  2.2 ยำเสพติดสังเครำะห์ (synthetic drugs) คือ ยำเสพติดที่ผลิตขึ้นด้วยกรรมวิธี
ทำง เคมี เช่น เฮโรอีน แอมเฟตำมีน ยำอ ีเอ็กซ์ตำซี เป็นต้น 
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กำรตรวจสำรเสพติดในปัสสำวะ 

 กำรตรวจสำรเสพติดในปัสสำวะมี 2 ขั้นตอน คือ กำรตรวจสำรเสพติดเบื้องต้น และกำรตรวจ
สำรเสพติดข้ันยืนยันผล  

 1. กำรตรวจสำรเสพติดเบื้องต้น เป็นกำรตรวจเพ่ือคัดแยกตัวอย่ำงที่คำดว่ำจะมีสำรเสพติด 
ออกจำกตัวอย่ำงที่ไม่มีสำรเสพติด เมื่อขั้นตอนนี้ให้ผลกำรวิเครำะห์เป็นบวกต้องน ำไปสู่ขั้นตอนกำร
ตรวจยืนยันผล 

 2. กำรตรวจยืนยันผล เป็นกำรตรวจยืนยันจำกกำรตรวจเบื้องต้นอีกครั้งในห้องปฏิบัติกำร ว่ำ
มีสำรเสพติดหรือไม่ โดยกำรตรวจด้วยเทคนิคโครมำโตกรำฟี (chromatography) เช่น ไฮเพอร์
ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมำโทกรำฟี (HPLC) แก๊สโครมำโทกรำฟี (GC) แก๊สโครมำโทกรำฟี-แมสสเปคโท
เมทร ี(GC-MS) ลิควิดโครมำโตกรำฟี-แมสสเปคโทเมทรี (LC-MS) เป็นต้น  

 กำรตรวจพบสำรเสพติดในปัสสำวะ ขึ้นอยู่กับช่วงเวลำของกำรเก็บตัวอย่ำง ถ้ำช่วงเวลำที่เก็บ
ตัวอย่ำงใกล้เคียงกับช่วงเวลำที่เสพครั้งหลังสุดมำกเกินไป มีโอกำสสูงที่จะตรวจไม่พบสำรเสพติดใน
ปัสสำวะ เนื่องจำกสำรเสพติดยังไม่ถูกขับออกจำกร่ำงกำย นอกจำกนั้นจะต้องทรำบชนิดของสำรเสพ
ติดและสำรเมตำบอไลต์ของสำรเสพติดนั้นๆ ซึ่งเกิดขึ้นในกระบวนกำรเผำผลำญสำรเสพติดของ
ร่ำงกำยท ำให้สำรเสพติดเปลี่ยนแปลงโครงสร้ำงไปและถูกขับออกจำกร่ำงกำยทำงปัสสำวะ ดังแสดงใน
ตำรำงที ่2 

ตำรำงที่ 1 ช่วงเวลำที่มีโอกำสตรวจพบสำรเสพติดในปัสสำวะ แบ่งตำมชนิดของสำรเสพติดและ   
    ลักษณะกำรเสพ 

ชนิดสำรเสพติด 
ช่วงเวลำที่มีโอกำสตรวจพบสำรเสพติดในปัสสำวะ 

ผู้เสพไม่ประจ ำ ผู้เสพประจ ำ ผู้เสพเรื้อรัง 
แอมเฟตำมีน 1-3 วัน 2-6 วัน 2-3 สัปดำห์ 

เมทแอมเฟตำมีน 1-3 วัน 2-6 วัน 2-3 สัปดำห์ 
ยำอี 1-3 วัน 2-6 วัน 2-3 สัปดำห์ 

กัญชำ 2-5 วัน 4-14 วัน อำจนำนถึง 2-3 เดือน 
โคคำอีน 12-48 ชม. 1-4 วัน อำจนำนถึง 2-3สัปดำห์ 
มอร์ฟีน 12-48 ชม. 2-6 วัน อำจนำนถึง2-3 สัปดำห์ 
โคเดอีน 1-3 วัน 2-6 วัน 2-3 สัปดำห์ 

เบนโซไดอำซิปินส์ 2-5 วัน 4-14 วัน อำจนำนถึง 1 เดือน 
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ตารางที่ 2 ชนิดสำรเสพติด สำรส ำคัญ สำรเมตำบอไลต์ และสำรที่ตรวจพบได้ในปัสสำวะ  

ชนิดสำรเสพติด 
 

สำรส ำคัญ สำรเมตำบอไลต์ สำรที่ตรวจพบได้ใน 
ปัสสำวะ 

ยำบ้ำ/ยำไอซ์ เมทแอมเฟตำมีน แอมเฟตำมีน เมทแอมเฟตำมีน 
แอมเฟตำมีน 

ยำอี 3,4เมทิลลีนไดออกซี
เมทแอมเฟตำ
มี(MDMA) 

3,4 เมทิลลีนไดออกซี 
แอมเฟตำมีน (MDA) 

 

MDMA 
MDA 

ยำเลิฟ 3,4 เมทิลลีนไดออกซี
แอมเฟตำมีน (MDA) 

3,4 เมทิลลีนไดออกซี
แอมเฟตำมีน(MDA) 

MDA 

ยำเค เคตำมีน (Ketamine) นอร์เคตำมีน        
(Nor-ketamine) 

Ketamine 
Nor-ketamine 

 

ค่ำ cut-off ของสำรเสพติดในปัสสำวะ 

 ค่ำcut-off คือ ปริมำณต่ ำสุดของสำรเสพติดในปัสสำวะที่กฎหมำยก ำหนดและใช้เป็นเกณฑ์
ตัดสินว่ำมีสำรเสพติดอยู่ในปัสสำวะหรือไม่ เกณฑ์ตัดสินว่ำมีสำรเสพติดอยู่ในปัสสำวะตำมประกำศ
คณะกรรมกำรป้องกันและปรำบปรำมยำเสพติด เรื่องก ำหนดหลักเกณฑ์ วิธีกำร และเงื่อนไขกำร
ตรวจหรือทดสอบว่ำบุคคล หรือกลุ่มบุคคลใดมีสำรเสพติดอยู่ในร่ำงกำยหรือไม่ พ.ศ. 2543 ดังแสดง
ในตำรำงที่ 3 
ตารางที่ 3 ชนิดสำรเสพติด ประเภทยำเสพติดให้โทษ และเกณฑ์ตัดสิน 

สำรเสพติด/วัตถุออกฤทธิ์ ประเภทยำเสพติดให้โทษ เกณฑ์ตัดสิน                    
(นำโนกรัม/มิลลิลิตร) 

กลุ่มแอมเฟตำมีน 
(Amphetamines) 

ยำเสพติดให้โทษประเภท 1 1000 

กลุ่มยำอี                     
(MDA, MDMA และ MDEA) 

ยำเสพติดให้โทษประเภท 1 1000 

 

 

 



  10 

องค์ประกอบและหลักกำรท ำงำนของ HPLC 

 ส่วนประกอบที่ส ำคัญของ HPLC แสดงในรูปที่ 1 หลักกำรท ำงำนของ HPLC คือ สำรตัวอย่ำง 
จะถูกฉีดเข้ำเครื่องด้วยระบบฉีดสำร และสำรละลำยตัวชะจะน ำพำสำรตัวอย่ำงเคลื่อนที่เข้ำสู่คอลัมน์ 
สำรแต่ละชนิดจะผ่ำนเฟสด้วยระยะทำงแตกต่ำงกัน ท ำให้สำรแยกออกจำกกัน หลังจำกนั้นก็จะ
เคลื่อนที่เข้ำสู่ดีเทกเตอร์ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 1 ส่วนประกอบส ำคัญของเครื่อง HPLC 

ที่มำ: แม้น อมรสิทธิ์ และคนอ่ืนๆ. หลักกำรและเทคนิคกำรวิเครำะห์เชิงเครื่องมือ. พิมพ์ครั้งที่ 2. 
กรุงเทพมหำนคร: ชวนพิมพ์ 50, 2555. 
  

 1. ภำชนะบรรจุสำรละลำยตัวชะ 

 กำรเตรียมสำรละลำยตัวชะ ต้องใช้สำรเคมี หรือน้ ำที่มีควำมบริสุทธิ์สูง หรือสำรเคมี reagent 
grade Chromatography grade deionized water 

 2. เครื่องสูบ (Pump) 
 ท ำหน้ำที่ดูดสำรละลำยตัวชะ จำกภำชนะบรรจุเข้ำสู่ระบบ คือ ส่วนฉีดสำร คอลัมน์           ดี
เทกเตอร์ และผ่ำนท่อทิ้งสำร  

 3. ระบบฉีดสำร  

 ระบบฉีดสำร ท ำหน้ำที่น ำสำรละลำยตัวอย่ำงเข้ำคอลัมน์ ซึ่งมีหลำยชนิด ได้แก่ Syringe 
injector ใช้ syringe ฉีดสำรเข้ำสู่คอลัมน์โดยตรง และวำล์ว (sampling injector) เป็นวิธีฉีดสำรที่จะ
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หมุนชุดฉีดสำรตัวอย่ำงให้อยู่ในต ำแหน่ง load ใช้ syringe ดูดสำรตัวอย่ำง ฉีดสำรเข้ำ sample loop 
สำรตัวอย่ำงจะบรรจุใน loop จนเต็ม ส่วนที่เหลือจะล้นออกมำ เมื่อต้องกำรสำรเข้ำสู่คอลัมน์ ให้หมุน
วำล์วของตัวฉีดมำอยู่ในต ำแหน่ง inject สำรละลำยตัวชะจะเคลื่อนที่พำสำรตัวอย่ำงเข้ำคอลัมน์     
อีกชนิดหนึ่ง คือ เครื่องฉีดสำรแบบอัตโนมัติ (automatic injector) เป็นกำรฉีดสำรตัวอย่ำงแบบ
อัตโนมัติควบคุมกำรท ำงำนด้วยไมโครโพรเซสเซอร์ หรือคอมพิวเตอร์  

 4. คอลัมน์ 

 คอลัมน์ที่ใช้ในเทคนิค HPLC ได้แก่ 
  1. คอลัมน์ที่ใช้แยกสำร (analytical columns) เป็นคอลัมน์ที่ท ำหน้ำที่แยกสำร มี
ควำมยำว 10-35 ซม. เส้นผ่ำนศูนย์กลำงภำยใน 1-10 มม. สำรที่บรรจุภำยในคอลัมน์ขนำด 3-10 
ไมครอน สำรที่บรรจุแตกต่ำงกันขึ้นอยู่กับงำนที่วิเครำะห์ 

  2. กำร์ดคอลัมน์ (guard column) มีขนำดสั้นต่ออยู่กับด้ำนหน้ำของคอลัมน์ที่ใช้
แยกสำร ภำยในบรรจุด้วยอนุภำคเดียวกันกับสำรที่บรรจุในคอลัมน์ที่ใช้แยกสำร และท ำหน้ำที่ช่วยยืด
อำยุกำรใช้งำนของคอลัมน์แยกสำรโดยสำมำรถจับอนุภำคเล็กๆ และสำรที่ยึดติดในคอลัมน์ได้ดี 

 5. ดีเทกเตอร์ 

 ดีเทกเตอร์ เป็นส่วนประกอบของเครื่องมือที่ท ำหน้ำที่ตรวจวัดสัญญำณจำกกำรวัดตัวอย่ำง
เปรียบเทียบกับสัญญำณจำกกำรวัดสำรละลำยตัวชะ 
 
องค์ประกอบของเครื่อง LC/MS 
 องค์ประกอบของเครื่อง LC/MS คือ ปั๊ม HPLC คอลัมน์ ionization interface และ mass 
spectrometer ที่ประกอบด้วยระบบสุญญำกำศ focusing lens ตัววิเครำะห์มวล ตัวตรวจหำไอออน 
และระบบควบคุมเครื่องและเก็บ และประมวลผลข้อมูล ซึ่งแสดงในไดอะแกรมของเครื่อง LC/MS 
ดังนี้ 
 1. ส่วนเชื่อมต่อแหล่งก ำเนิดไอออน (Ionization interface) 
  ได้แก่ Electrospray ionization (ESI) ท ำหน้ำที่ให้สำรตัวอย่ำงกลำยสเปรย์ของ
ละอองฝอยที่มีประจุสูงในสนำมไฟฟ้ำ แล้วไปชนก๊ำซแห้งหรือได้รับควำมร้อน ตัวท ำละลำยก็จะระเหย
ออกจำกละอองฝอยนั้น ท ำให้ขนำดละอองลดลง และแรงผลักคูลอมบิกระหว่ำงประจุที่เหมือนกันบน
ผิวนี้จะมำกขึ้นจนเกิดแรงตึงผิว มีผลท ำให้ไอออนดีดออกจำกละอองนั้น (charge-residue model) 
ไอออนที่เกิดข้ึนจะถูกส่งไปยัง orifice ผ่ำนเลนส์ไฟฟ้ำสถิตย์ซึ่งจะเข้ำไปยังตัววิเครำะห์มวล  
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 2. Mass analyzer 

  ท ำหน้ำที่ตรวจหำมวลโดยกำรวัด m/z หรือแยกไออนตำม m/z โดยมีทั้งโหมด
ไอออนบวก และ ไอออนลบ ตัวอย่ำง mass analyzer ได้แก่ เครื่องวิเครำะห์มวลแบบควอดดรูโพล 
(Quadrupole analyzer) เป็นอุปกรณ์ซึ่งใช้ควำมเสถียรของแนววิถีในสนำมไฟฟ้ำที่กวัดแกว่งเป็นตัว
แยกไอออนตำมอัตรำส่วนมวลต่อประจุ Quadrupole เป็นแท่ง 4 แท่ง โดยคู่ของแท่งท่ีอยู่ตรงข้ำมกัน
จะเชื่อมต่อถึงกันโดยให้ควำมต่ำงศักย์ แสดงดังรูปที่ 2  

 

 

 

 
 
 
 

รูปที่ 2 ไดอะแกรมของ Quadrupole analyzer 
ที่มำ:Chromatography online. (2018). Quadrupole analyzer. เข้ำถึงเมื่อ 31 มีนำคม. เข้ำถึง
ได้จำก http://www.chromatographyonline.com/comparing-capabilities-time-flight-and-
quadrupole-mass-spectrometers-0 
   

 3. ตัวตรวจหำไอออน (Ion detector) 
 เมื่อไอออนถูกแยกจำกเครื่องวิเครำะห์มวลแล้วจะเข้ำสู่ตัวตรวจหำซึ่งสำมำรถจ ำแนกได้เป็น 
2 ประเภทคือ ประเภทวัดประจุโดยตรง และฟำรำเดย์เคจ ส่วนอีกประเภทหนึ่งคือ เพ่ืมควำมเข้มของ
สัญญำณ ได้แก่ อิเล็กตรอนมัลติพลำยเออร์ โฟตอนมัลติพลำยเออร์ และ array 
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รูปแบบในกำรสแกนใน tandem mass spectrometry 
 Tandem mass spectrometry มี 2 ประเภท คือ หน่วยวิเครำะห์ไอออนสองหน่วยมำต่อ
กันจริง ส่วนอีกแบบหนึ่งมีภำยในเครื่องเดียวกันสำมำรถเลือกให้ precursor ion ยังอยู่ในเครื่องนั้น
แล้วเกิดกำรแตกหักเป็นส่วนย่อยในเวลำต่อมำ โดยรูปแบบกำรสแกนทั้งหมดมีสี่แบบ  
 
 1. Product ion scan  
  Precursor ion จะถูกเลือกจำก spectrometer แรก ไอออนนี้จะขึ้นกับแก๊สเฉื่อย
จำกภำยใน cell และเกิดกำรแตกหัก ซึ่ง Product ion ที่เกิดทั้งหมดจะถูกวิเครำะห์โดย mass 
spectrometer เครื่องที่สอง วิธีนี้ใช้ดูmolecular ion นั้นแตกหักให้ส่วนย่อยอะไรบ้ำง  

2. Precursor ion scan 
Spectrometer แรก จะสแกนมวล และไอออนย่อยทั้งหมดที่เกิดจะเข้ำสู่ cell 

collision และเกิดกำรแตกหักเป็นไอออนทุติยภูมิ (Secondary fragment) spectrometer เครื่องที่
สองจะถูกก ำหนดไว้ที่ต ำแหน่งมวลต่อประจุ ดังนั้น เฉพำะไอออนปฐมภูมิที่เกิดกำรแตกหักให้ไอออน
ทุติยภูมิทีม่ีมวลต่อประจุ 

3. Natural loss scan  

Mass spectrometer ทั้งสองจะสแกนด้วยกัน แต่ตั้งค่ำของมวลต่ำงกันด้วย
ค่ำคงที่ ระหว่ำง 2 spectrometer ดังนั้น ถ้ำให้ a เป็นค่ำของมวลที่ต่ำงกันที่ตั้งไว้เมื่อไอออนมวล m 
ผ่ำนไปยัง mass spectrometer ตัวที่หนึ่ง กำรตรวจหำจะเกิดข้ึน ถ้ำไอออนนี้ผลิตไอออนย่อยที่มีมวล 
m-a หลังจำกท่ีไอออนนี้ออกจำกเซลล์ นั่นคือ มีกำรสูญเสียโมเลกุลที่เป็นกลำง ในรูปแบบ positive 
ionization จะพบว่ำ ไอออนที่มีหมู่ไฮดรอกซีมักมีกำรสูญเสียโมเลกุลของน้ ำ  

4. Selected Reaction Monitoring, MRM 

  ส ำหรับรูปแบบ SRM นี้ mass spectrometer ทั้งสองจะถูกก ำหนดไปที่มวลที่เลือก
แล้ว ดังนั้นจึงไม่มีกำรสแกน โดยไอออนที่เลือกโดย mass spectrometer ตัวแรก จะถูกตรวจหำถ้ำ
หำกไอออนนี้แตกหักให้ส่วนย่อยที่เลือกโดยปฏิกิริยำที่เลือกแล้ว กำรที่ไม่มีกำรสแกนจึงท ำให้สภำพไว
ของวิธีนี้ดีมำก นอกจำกนี้มีควำมจ ำเพำะดีด้วย จึงท ำให้ลดสัญญำณรบกวน และก ำจัดกำรแทรกสอด
ได้เป็นส่วนใหญ่ 
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กำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีทดสอบ (method validation) 

  Method validation เป็นกระบวนกำรยืนยันควำมถูกต้อง ควำมเหมำะสมของ
วิธีกำรวิเครำะห์ที่ศึกษำ เพ่ือน ำมำใช้วิ เครำะห์ตัวอย่ำงในห้องปฏิบัติกำร ช่วยให้ทรำบถึงคุณสมบัติ
เงื่อนไข หรือข้อจ ำกัดของวิธีกำรวิเครำะห์นั้นๆ (จุไรรัตน มหำเทียน, 2561) 

 สถิติขั้นพ้ืนฐำนที่ใช้ในกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธี  ได้แก่  
             Mean (ค่ำเฉลี่ย(   
             Standard deviation (ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน(   
             Variance (ค่ำควำมแปรปรวน(   
             Relative standard deviation (RSD) or Coefficient of variance (CV) 

 พำรำมิเตอร์ที่มักจะศึกษำใน Method Validation  
 1. Specificity/Selectivity   
  Specificity ของวิธีสำมำรถทดสอบได้โดยใช้ blank matrix ที่เติมสำรนอกเหนือจำกกำร
วิเครำะห์ลงในตัวอย่ำงเพ่ือตรวจสอบว่ำสำรอ่ืนๆสำมำรถถูกตรวจวัดได้ด้วยวิธีที่ทดสอบหรือไม่      
กำรตรวจไม่พบสัญญำณรบกวนจำก blank matrix หรือสำรอ่ืนๆแสดงให้เห็นว่ำวิธีที่ทดสอบมี
ควำมจ ำเพำะ (selective and specific) อย่ำงไรก็ตำมกำรมีสัญญำณรบกวนเล็กน้อยเป็นสิ่งที่ยอมรับ 

ได้ถ้ำค่ำควำมเที่ยงและควำมแม่นย ำที่ lower limit of quantitation (LLOQ) อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ
ได้ (±20%) 
 2. Range หมำยถึง ช่วงกำรใช้งำนที่ครอบคลุมระดับควำมเข้มข้นของสำรที่ต้องกำรศึกษำ 
(lower และ upper levels) โดยสำมำรถแสดงระดับของควำมเที่ยง (Precision) ควำมแม่น 
(Accuracy) และ ควำมสัมพันธ์เชิงเส้น (linearity) ตำมท่ีก ำหนดในวิธีทดสอบ    
 3. ควำมสัมพันธ์เชิงเส้น (Linearity) หมำยถึง ควำมสำมำรถของวิธีทดสอบที่ให้ค่ำสัญญำณ 
ของเครื่องมือวัดที่แปรสัดส่วนโดยตรงกับควำมเข้มข้นของสำรที่ต้องกำรศึกษำ  
 4. LOD (Limit of Detection) หมำยถึง ควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่เครื่องสำมำรถตรวจพบได้ 
โดยทั่วไปจะเป็นระดับควำมเข้มข้นของสำรที่ให้สัญญำณเป็น 3 เท่ำ ของ SD ของ blank เหนือ
ค่ำเฉลี่ย สัญญำณของ blank  
 5. LOQ (Limit of Quantitation) หมำยถึง ควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่เครื่องสำมำรถตรวจพบ
และ อ่ำนค่ำได้อย่ำงถูกต้อง แม่นย ำ สำมำรถรำยงำนค่ำได้ โดยทั่วไปจะเป็นระดับควำมเข้มข้นของ
สำรที่ให้ สัญญำณเป็น 10 เท่ำ ของ SD ของ blank เหนือค่ำเฉลี่ยสัญญำณของ blank  
 6. Accuracy หมำยถึง ค่ำท่ีได้จำกกำรวัดมีค่ำใกล้เคียงกับค่ำจริงมำกน้อย เพียงใด โดยทั่วไป
จะมีควำมสัมพันธ์กับค่ำควำมเบี่ยงเบน (Bias) คือจะแปรผกผันกับค่ำควำมเบี่ยงเบน (Bias) 
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 7. Precision หมำยถึง กำรวัดซ้ ำหลำยๆ ครั้งแล้วดูว่ำค่ำที่ได้ใกล้เคียงกันหรือไม่ ซึ่งกำรวัดที่
ได้ ค่ำใกล้เคียงกันไม่ได้หมำยควำมว่ำค่ำที่วัดได้จะเป็นค่ำที่ถูกต้องเสมอไป  
  7.1  Repeatability หมำยถึง กำรทดสอบซ้ ำๆ ภำยใต้สภำวะคงที่  ท ำโดย
ห้องปฏิบัติกำรเดียวกัน ตัวอย่ำงเดียวกัน ภำวะแวดล้อมเดียวกัน ผู้ทดสอบคนเดียวกัน และภำยใต้
เวลำ ใกล้เคียงกัน  
  7.2 Reproducibility หมำยถึง กำรทดสอบซ้ ำซึ่งอำจมีควำมแตกต่ำงกัน ดังนี้  
   7.2.1 Intra-lab Reproducibility หมำยถึง กำรทดสอบซ้ ำโดยอำจจะ
ขยำยเวลำ ในกำรทดสอบมำกขึ้น มีกำรเปลี่ยนแปลงเจ้ำหน้ำที่ทดสอบ เปลี่ยนเครื่องมือ วันที่ท ำกำร
ทดสอบต่ำงกัน แต่ ห้องปฏิบัติกำรที่ใช้ทดสอบเป็นห้องปฏิบัติกำรเดียวกัน  

             7.2.2 Inter-lab Reproducibility หมำยถึง กำรทดสอบซ้ ำโดยดูค่ำควำม
แปรปรวนที่ มีผลต่อควำมแม่นย ำของวิธีเมื่อ มีกำรเปลี่ยนผู้ทดสอบ เปลี่ยนเครื่องมือ แต่ไม่ได้ท ำกำร
ทดสอบโดยห้องปฏิบัติกำร เดียวกัน (ยุพิน รัตนะแพร, 2561) 

 

งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 María del Mar Ramírez Fernández และคณะ ได้พัฒนำวิธีกำรตรวจวิเครำะห์ และ
ตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีกำรตรวจวิเครำะห์เชิงปริมำณของสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน และเมตำ
บอไลท์ต่ำงๆ ในตัวอย่ำงปัสสำวะ โดยอำศัยเทคนิค LC-MS/MS พำรำมิเตอร์ที่ศึกษำ ได้แก่ 
selectivity, linearity, LOD, LOQ, imprecision, bias, stability, matrix effect, recovery, 
carryover และ dilution integrity ส ำหรับกำรเตรียมตัวอย่ำงใช้วิธีกำรสกัดแบบ liquid-liquid 
extraction ด้วย ethyl acetate จำกกำรวิจัย ได้ผลดังนี้ linear dynamic range อยู่ระหว่ำง 25 

ถึง 500 ng/ml ค่ำ LOQ ก ำหนดให้ค่ำควำมเข้มข้นสุดท้ำยของ calibrator และ LOD อยู่ระหว่ำง 
0.125-2.5 ng/mL วิธีที่ศึกษำนี้มีกำรตรวจพบที่ดีโดย ค่ำ inter- และ intra- precision น้อยกว่ำ 

10.7% ไม่มี carryover หลังจำกกำรวิเครำะห์ blank หลังจำกควำมเข้มข้นสูงๆ รวมทั้งสำมำรถ
ประยุกต์ใช้กับกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงทำงนิติเวชได้ (María del Mar Ramírez Fernández, 2010a, 
2010b) 

 Chu-An Yang และคณะ ได้ศึกษำวิธีกำรตรวจวิเครำะห์สำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน        
เคตำมีน โอปิเอตส์ ละเมตำบอไลท์ต่ำงๆในตัวอย่ำงปัสสำวะ และเลือด โดยเทคนิค LC-MS/MS ใช้
ตัวอย่ำงปริมำตร 1 mL ในกำรสกัดโดยผ่ำนเทคนิค solid phase extraction (SPE) คอลัมน์ที่ใช้ คือ 
Agilent Zorbax SB-Aq ส่วน mass analyzer ใช้โหมด ESI Positive-ion กับ DMRM mode ช่วง
ควำม เข้ มข้นที่ ศึ กษำ  คื อ  50-1000 ng/mL ผลกำรศึ กษำตำมพำรำมิ เ ตอร์ ต่ ำ งๆ  มี ดั งนี้                        
(1) ประสิทธิภำพกำรสกัดดี  คือ มีค่ำ recovery มำกกว่ำ 80% ยกเว้น MDMA (71%) และ 
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morphine (74%) (2) กำรศึกษำ precision ในวันเดียวกัน %CV อยู่ในช่วง 0.57-3.89% ส่วน
กำรศึกษำต่ำงวันกัน %CV อยู่ในช่วง 1.59-8.80% (3) calibration linearity มำกกว่ำ 0.999 ทุกๆ
สำรที่วิเครำะห์ ค่ำ LOD และ LOQ เท่ำกับ 1 และ 5 ng/mL ตำมล ำดับ (4) กำรศึกษำ matrix 
effect (ion suppression) มีผลกับ 3 analyte แต่กำรศึกษำงำนวิจัยนี้ก็ยังเป็นที่น่ำพอใจส ำหรับกำร
ใช้ deuterated internal standard และยังสำมำรถประยุกต์ใช้กับกำรตรวจวิเครำะห์ตัวอย่ำงที่เก็บ
รวบรวมจำกคดีฆำตกรรมที่ไม่ทรำบสำเหตุจำกส ำนักงำนอัยกำรเขตต่ำงๆในไต้หวันและยังเป็น
ประโยชน์ต่อกำรท ำควำมเข้ำใจว่ำ opiate ที่ตรวจพบมำจำกเฮโรอีน หรือมำกจำกมอร์ฟีนหรือโค
เดอีนที่ใช้ในกำรรักษำหรือไม่ (Yang et al., 2017) 

 Huei-Ru Lin และคณะได้ศึกษำกำรตรวจวิเครำะห์สำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน โอปิเอตส์ 
เคตำมีน ละเมตำบอไลท์ต่ำงๆ ในปัสสำวะ โดยอำศัยเทคนิค LC-MS/MS กับกำรเตรียมตัวอย่ำงแบบ 
SPE ใช้เวลำในกำรวิเครำะห์ด้วย LC-MS/MS เพียง 6.7 นำที วิธีที่ได้ศึกษำนี้ ด ำเนินกำรตรวจสอบ
ควำมใช้ได้ของวิธีตำม guideline ของ European Commission (EC) decision 2002/642/EC จำก

กำรศึกษำ ค่ำ precision วันเดียว และต่ำงวันเท่ำกับ ต่ ำกว่ำ 13.6% ส ำหรับค่ำ accuracy อยู่
ระหว่ำง -17.7 % ถึง 9.9% ส ำหรับทุกๆสำร จำกกำรศึกษำ matrix effect พบว่ำ ion suppression 
ได้รับกำรชดเชยโดยกำรใช้ deuterated internal standard และไม่มีกำรตรวจพบกำรปนเปื้อนข้ำม
ในกรณีควำมเข้มข้นสูงๆ และสำรเสพติดที่วิเครำะห์มีเสถียรภำพที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 16 ชั่วโมง 
และที่ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 72 ชั่วโมง วิธีกำรนี้ได้รับกำรตรวจสอบโดยเปรียบเทียบกับวิธีแก๊ส
โครมำโตกรำฟี (GC-MS) โดยใช้ตัวอย่ำงปัสสำวะจ ำนวน 52 ตัวอย่ำง จำกผลกำรทดลองพบว่ำ กำร
วิเครำะห์ LC-MS / MS มีควำมถูกต้องแม่นย ำ และจ ำเพำะเจำะจง เช่นเดียวกับ GC-MS สรุปได้ว่ำ
วิธีกำรของ LC-MS / MS ในปัจจุบันมีประสิทธิภำพ น่ำเชื่อถือ และเหมำะส ำหรับใช้เป็นเทคนิคกำร
ยืนยันสำรเสพติดในปัสสำวะ ได้พร้อมกันหลำยชนิดๆ และสำมำรถหำปริมำณสำรเสพติดกลุ่ม        
แอมเฟตำมีน โอปิเอตส์ และเคตำมีนได้   (Lin, Choi, Lin, & Hu, 2013) 

 Marek Dziadosz และคณะได้ศึกษำวิธีกำรตรวจคัดกรอง cannabinoids, opiates, 
amphetamines, cocaine, benzodiazepines และ methadone โดยกำรพัฒนำวิธีขึ้นส ำหรับกำร
วิเครำะห์ใน ซีรัม ปัสสำวะ และเลือด โดยอำศัยเทคนิค LC-MS / MS ส ำหรับกำรเตรียมตัวอย่ำงใช้
วิธีกำรตกตะกอนโปรตีน และใช้ปริมำตรตัวอย่ำงเพียง 100 ไมโครลิตร กำรวิเครำะห์โดยใช้ Luna 5 
มม. C18 (2) 100 A, 150 มม. Mobile phase ที่ใช้ประกอบด้วย A (H2O / methanol = 95/5, v / 
v) และ B (H2O / methanol = 3/97, v / v) ทั้งสองเติม 10 mM ammonium acetate และ 0.1% 
acetic acid ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่ำ วิธีกำรที่พัฒนำขึ้นเหมำะส ำหรับวิธีกำรตรวจวิเครำะห์เชิงคุณภำพ 
และประสบควำมส ำเร็จในกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงจริง (Dziadosz, 2018)  
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 Jason Hudson และคณะ ได้ พัฒนำกำรตรวจวิ เครำะห์หำปริมำณสำรเสพติดกลุ่ม 
Amphetamine Phentermine และdesigner stimulant ต่ำงๆ ในตัวอย่ำงชีววัตถุ  โดยอำศัย
เครื่องมือ Agilent 6430 Triple Quadruploe-MS จำกกำรวิเครำะห์สำรเสพติดทั้ง 13 ใช้รูปแบบ 
Calibration เป็น linear และ Quadrupole วิธีกำรวิเครำะห์สำมำรถแยกสำรเพติดแต่ละชนิดได้
อย่ำงมีประสิทธิภำพภสยในเวลำ 9 นำที นอกจำกนี้คณะผู้วิจัยได้ศึกษำกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของ
วิธี ส ำหรับกำรยืนยันผล ซึ่งใช้พำรำมิเตอร์ตำมแนวทำงสำกลของ SWGTOX ได้แก่ LOD, LOQ 
interference, robustness, ion suppression/ enhancement, recovery เ ป็ น ต้ น ((Hudson, 
2015) 

 Jason Hudson และคณะ ได้ศึกษำกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธี ส ำหรับกำรยืนยันผล ซึ่ง
ใช้พำรำมิเตอร์ตำมแนวทำงสำกลของ SWGTOX ได้ผลกำรศึกษำดังนี้ ช่วงควำมเข้มข้นของสำรเสพ
ติดครอบคลุมกฎหมำยเกี่ยวกับกำรขับขี่ (DUID) และ medical examiner casework คือ ในช่วง    
0.010-2.0 mg/L โดยที่ 1/x weighting factor ส ำหรับ linear และ Quadratic calibration curve 
ถูกใช้ในกำรดูค่ำควำมสัมพันธ์ (R2), %Accuracy อยู่ในช่วง 93±5% ถึง 105±6% ในทุกๆชนิด, ค่ำ 
within-precision และ intermediate อยู่ในช่วง ±11% และ±13% ตำมล ำดับ กำรศึกษำ LOD 
และ LOQ ท ำกำรวิเครำะห์ในตัวอย่ำงเลือด 3 แหล่ง 3 ควำมเข้มข้น คือ 0.005 , 0.0025 และ 
0.00125mg/L (Jason Hudson, 2015) 

 ธนสิริ ยกเชื้อ ได้ศึกษำกำรพัฒนำวิธีและตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีกำรตรวจหำปริมำณยำ
ในเลือดโดยเทคนิค Liquid Chromatography - Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 
ตำมแนวทำงสำกลของ SWGTOX โดยวิเครำะห์ส ำหรับสำรเสพติดและเมแทบอไลต์ในเลือดได้ 16 
ชนิ ด  ไ ด้ แ ก่  7 -Aminoflunitrazepam, 7 -Aminonitrazepam, Alprazolam, Amphetamine, 
Clonazepam, Diazepam, Flunitrazepam, Ketamine, MDA, MDMA, Methadone, 
Methamphetamine, Nitrazepam, Nordiazepam, Oxazepam แ ล ะ  Temazepam มี ผ ล
กำรศึกษำ ดังนี้ ใช้ตัวอย่ำงเลือดในกำรสกัดเพียง 200 ไมโครลิตร และสกัดแบบ liquid-liquid 
extraction ใช้ Diazepam-d5, Methamphetamine-d5 และ MDMA-d5 เป็น Internal Standard 
จำกกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธี ได้ค่ำ LOD ที่  1, 2 และ 5 ng/mL, Accuracy และ Precision 
ของยำทั้ง 16 ชนิด 3 ควำมเข้มข้น พบว่ำ ค่ำที่ได้อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้คือน้อยกว่ำ ±20 % โดยมีค่ำ 
%Bias อยู่ระหว่ำง -13.75 ถึง 9.12 และ ค่ำ %RSD อยู่ระหว่ำง 1.98 ถึง 7.54, Matrix effect ไม่มี
ผลกำรต่อกำรวิเครำะห์, LOQ ที่ 5, 10 และ25ng/ml ซึ่งครอบคลุมระดับที่ใช้ในกำรรักษำ ดังนั้น 
วิธีกำรทดสอบนี้มีควำมเหมำะสม ที่จะน ำไปใช้ในกำรกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณยำในเลือดและ
รำยงำนผลกำรวิเครำะห์ได้ (ยกเชื้อ, 2561( 
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บทที่ 3  
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

 

ในงำนวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนำวิธีตรวจวิเครำะห์หำปริมำณยำและสำรเสพติดกลุ่ม
แอมเฟตำมีน เคตำมีน และเมตำบอไลท์ต่ำงๆในปัสสำวะ และตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธี โดยใช้
เครื่องมือ LC-MS/MS เพ่ือให้ใช้ปริมำณตัวอย่ำงน้อยลง ลดระยะเวลำกำรวิเครำะห์ ไม่ยุ่งยำก และ
มีsensitivity สูง ผู้วิจัยจึงพัฒนำวิธีกำรสกัดตัวอย่ำง สภำวะของเครื่องมือที่เหมำะสม นอกจำกนี้ยัง
ศึกษำวิธีที่พัฒนำขึ้นกับตัวอย่ำงจริงที่ทรำบควำมเข้มข้นที่แน่นอน จ ำนวน 28 ตัวอย่ำง จำกกลุ่มตรวจ
พิสูจน์ทำงเคมี สถำบันนิติวิทยำศำสตร์ กระทรวงยุติธรรม โดยมีล ำดับในกำรวิจัยดังนี้  

 
ขอบเขตของตัวอย่ำง 

 1. ตัวอย่ำงปัสสำวะที่ไม่มีสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ (Blank Urine) จำกอำสำสมัคร จ ำนวน 10 
ตัวอย่ำง ตัวอย่ำงละ 50 mL 

 2. ตัวอย่ำงปัสสำวะ ที่ทรำบควำมเข้มข้นที่แน่นอนจำกห้องปฏิบัติกำรฯ ของกลุ่มตรวจพิสูจน์
ทำงเคมี สถำบันนิติวิทยำศำสตร์ ซึ่งให้ผลกำรตรวจกลุ่มแอมเฟตำมีนเป็นบวก (Positive Result)  

เครื่องมือและอุปกรณ์ 

 1. อุปกรณ์ท่ีใช้ในงำนวิจัยประกอบด้วย 

  1.1 Automatic pipettes 
  1.2 Centrifuge 
  1.3 N2 Evaporator (Turbovap, Zymark) 
  1.4 Micro-centrifuge tube 
  1.5 Syringe filters 0.45 m 
  1.6 Rack  
  1.7 Vibration mixer 
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 2. เครื่องมือที่ใช้ในงำนวิจัย 

เครื่องมือ LC/MS/MS ของบริษัท Agilent Technologies 
   Liquid Chromatogram  รุ่น 1260 Infinity 
   Mass Spectrometer  ยี่ห้อ Agilent รุ่น 6495 Triple Quad  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

รูปที่ 3 เครื่อง LC/MS/MS ของบริษัท Agilent Technologies 
ที่มำ: Agilent. (2018). 1260 Infinity II LC Systems. เข้ำถึงเม่ือ 10 มิถุนำยน. เข้ำถึงได้จำกเข้ำถึง
ได้จำกhttps://www.agilent.com/en/products/liquid-chromatography/infinitylab-
analytical-lc-solutions/1260-infinity-ii-lc-systems#1 

สำรเคมี 
 3.1 Acetonitrile    (HPLC Grade) 
 3.2 1-Chlorobutane    (AR Grade) 
 3.3 Ultrapure water 
 3.4 Hydrochloric acid 
 3.5 Drug standards 

3.6 Formic acid    (Mass Grade) 
3.7 Isopropanol    (HPLC Grade) 
3.8 Ammonium formate   (HPLC Grade) 
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กำรเตรียมสำรละลำย 
1. 200 mM Ammonium formate 

ชั่ง Ammonium formate 6.036 กรัม ปรับปริมำตรในขวดปริมำตรขนำด 500 มิลลิลิตร 
ด้วย Deionized Water 

2. 10 mM Amm onium formate 
เติม 50 มิลลิลิตร ของ 200mM Ammonium formate ปรับปริมำตรในขวดปริมำตร
ขนำด 1000 มิลลิลิตร ด้วย Deionized Water 

3. Needle wash  
เตรียมสำรลำย Isopropanol, Methanol, Acetonitrile และ H2O อย่ำงละ 250 mL 
ลงในขวดเตรียมสำรปริมำตร 1000 mL  

4. Pump seal 
เติม 100 mL ของ Isopropanol ลงในขวดปริมำตร 1 L หลังจำกนั้นเติม DI Water 900 
mL 

5. 0.1 M Carbonate buffer pH 10.3 
ชั่ง sodium carbonate 10.6 g และ ชั่ง sodium hydrogen carbonate 8.4 g และ
ละลำยด้วย DI water จนมีปริมำตร 1000 ml 

ขั้นตอนกำรด ำเนินกำร 

1. ศึกษำสภำวะของเครื่องมือที่ใช้ส ำหรับกำรวิเครำะห์ 

เครื่องมือ LC/MS/MS ของบริษัท Agilent Technologies 
   Liquid Chromatogram  รุ่น 1260 Infinity 
   Mass Spectrometer  ยี่ห้อ Agilent รุ่น 6495 Triple Quad 

1.1 สภำวะที่ศึกษำ มีดังนี้ 
   1) Mobile phase 
   2) Gradient program 
   3) Column temperature 
   4) Flow rate 
   5) Ion source setting 
   6) Detection (MS) 
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2. ศึกษำสภำวะของกำรเตรียมตัวอย่ำง 

 2.1 สภำวะที่ศึกษำ มีดังนี้ 

  2.1.1 วิธีกำรสกัด ทดสอบกำรสกัดโดยเลือกวิธีกำรสกัดแบบ liquid-liquid 
extraction เนื่องจำกเป็นวิธีที่ง่ำย และมีค่ำใช้จ่ำยต่ ำ 

  2.1.2 ปริมำณตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรสกัด ในกำรศึกษำเลือกเปรียบเทียบกำร
ใช้ปริมำณตัวอย่ำงปัสสำวะที่ 100l และ 200l 

  2.1.3 บัฟเฟอร์ในกำรสกัด  ในกำรศึกษำบัฟเฟอร์ที่เลือกใช้ คือ carbonate 
buffer pH 10.3 เนื่องจำกเป็นบัฟเฟอร์ที่เตรียมได้ง่ำย ใช้ในงำนประจ ำของห้องปฏิบัติกำรตรวจ
พิสูจน์ทำงเคมี สถำบันนิติวิทยำศำสตร์ และที่ pH 10.3 เป็น pH ที่ครอบคลุมค่ำ pKa ของสำรที่
ต้องกำรวิเครำะห์ 

  2.1.4 ตัวท ำละลำย ศึกษำเปรียบเทียบประสิทธิภำพกำรสกัดระหว่ำงตัวท ำ
ละลำย Tert-butyl-methyl-ether (TBME) กับ Butyl chloride: isopropanol (9:1) 

 2.1.5 ขั้นตอนกำรเตรียมตัวอย่ำง 
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3. ศึกษำกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธี 

  ศึกษำกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีตำมแนวทำงมำตรฐำนสำกล ของ The Scientific 
Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX, 2013) ด้วยพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ ดังนี้  

 3.1 ควำมจ ำเพำะ (Selectivity/ Specificity) 
  Specificity ของวิธีสำมำรถทดสอบได้โดยใช้ blank matrix ที่เติมสำรเสพติดใน
ตัวอย่ำงปัสสำวะ 10 แหล่ง เพ่ือตรวจสอบว่ำยำอ่ืนๆสำมำรถถูกตรวจวัดได้ด้วยวิธีที่ทดสอบหรือไม่    
กำรตรวจไม่พบสัญญำณรบกวนจำก blank matrix หรือสำรอ่ืนๆแสดงให้เห็นว่ำวิธีที่ทดสอบมี
ควำมจ ำเพำะ (selective and specific) อย่ำงไรก็ตำมกำรมีสัญญำณรบกวนเล็กน้อยเป็นสิ่งที่ยอมรับ
ได้ถ้ำค่ำควำมเที่ยงและควำมแม่นย ำที่ lower limit of quantitation (LLOQ) อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ
ได้ (±20%( 
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 3.2 ผลของเมทริกซ์ (Matrix Effect) 

  3.2.1 ทดสอบกำรรบกวนของ internal standard โดยใช้ตัวอย่ำง Blank Urine ที่
เติม internal standard คือ MDMA-d6 MA-d5 และ AM-d6 ที่ควำมเข้มข้น 250 ng/ml ในตัวอย่ำง
ปัสสำวะ เพื่อตรวจสอบว่ำ internal standard ที่ใช้มีผลรบกวนกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงหรือไม่ 

  3.2.2 ทดสอบ Ionization Suppression/ Enhancement เป็นสิ่ งที่ เกิดขึ้น ใน
ขั้นตอนกำรก ำเนิดประจุ (ionization) ของ LC/MS โดยเฉพำะกับ electrospray ionization (ESI) 
interface โดยสำมำรถเกิดจำกในทุกขั้นตอนตั้งแต่กำรเตรียมตัวอย่ำง ชนิดของตัวอย่ำง mobile 
phase หรือ additives ซึ่ง matrix effect นั้นสำมำรถส่งผลต่อประสิทธิภำพกำร ionization โดย
สำมำรถลดหรือเพ่ิมสัญญำณได้ เนื่องจำก matrix effects ใน LC/MS นั้นอำจจะส่งผลกระทบกับค่ำ
อ่ืนๆ ในกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธี เช่น LOD, LLOQ, precision และ accuracy ดังนั้นกำรศึกษำ 
matrix effect จึงถือเป็นส่วนหนึ่งของกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีที่ใช้ LC/MS Matrix effects 
สำมำรถทดสอบได้ 2 วิธี โดยใช้ตัวอย่ำง 2 ชุด 

 ทดสอบตัวอย่ำง 2 ชุด ประกอบด้วย 
  ชุด A คือ ตัวอย่ำงปัสสำวะที่น ำมำสกัด และท ำกำรเติมสำรมำตรฐำนยำและสำรเสพติดที่
ควำมเข้มข้น 50 และ 500 ng/ml ภำยหลังจำกกำรสกัด 
  ชุด B คือ สำรมำตรฐำนยำและสำรเสพติด (Standard) ที่ควำมเข้มข้น 50 ng/ml และ 
500 ng/ml 

 กำรหำผลของ Ionization Suppression/ Enhancement  
ค ำนวณจำกพ้ืนที่ใต้กรำฟเฉลี่ยของแต่ละชุดควำมเข้มข้น ดังนี้ 

Ionization suppression /enhancement (%)  =    ( 
พื้นที่ใต้กรำฟเฉลี่ย ชุด A

พื้นที่ใต้ กรำฟเฉลี่ย ชุด B
  - 1) x 100 

 โดย  ถ้ำมีค่ำบวก  หมำยถึง เกิด ionization enhancement แต่ถ้ำมีค่ำลบ หมำยถึงเกิด 
ionization suppression  และเกณฑ์กำรยอมรับ คือ % Ionization suppression / enhancement 
ต้อง < 25% 

 

  3.3 ควำมถูกต้อง และควำมแม่นย ำ (Accuracy and precision)  

คือ กำรทดสอบควำมแม่นและควำมเที่ยงของวิธี ซึ่งใช้เพ่ือตรวจวัดค่ำ random 
error และ systematic error ควำมเที่ยง (precision) สำมำรถตรวจวัดได้ 2 กรณี คือ กำรตรวจ 
“repeatability” หรือที่เรียกว่ำ “within-day precision” และ “reproducibility” หรือที่เรียกว่ำ 
“between-day precision” โดย repeatability จะเป็นกำรตรวจวัดค่ำ precision ภำยใต้สภำวะ
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เดียวกันในขณะที่ reproducibility จะเป็นกำรตรวจวัดค่ำ precision ในสภำวะที่แตกต่ำงกัน เช่น 
ต่ำงคน ต่ำงเวลำ เป็นต้น  

โดยค่ำ  precision ของวิธีนั้นจะถูกตรวจวัดในรูปของ percentage relative 
standard deviation (%RSD) โดยมีช่วงที่ยอมรับได้ คือ น้อยกว่ำ ±20%  

ควำมแม่น (accuracy) นิยมตรวจวัดในรูปแบบของค่ำ %bias หรือค่ำเปอร์เซ็นต์
ควำมเบี่ยงเบนจำกค่ำจริง (%bias is percentage deviation from the accepted reference 
value( โดยมีช่วงที่ยอมรับได้คือน้อยกว่ำ ±20% 

 Accuracy และ precision สำมำรถวัดได้โดยใช้ quality control samples (QCs) 
ที่ควำมเข้มข้นต่ำงกัน 3 ควำมเข้มข้น คือ 100, 500 และ 1000 ng/mL ควำมเข้มข้นละ 3 ซ้ ำ ท ำกำร
วิเครำะห์ซ้ ำ 7 วัน แล้วหำค่ำ within-day (n=4), between-day precision (n=21) และ %bias 
(n=21) 

วิธีกำรค ำนวณ 
 

      𝑊𝑖𝑡ℎ𝑖𝑛 −  𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖𝑜𝑛 %𝑅𝑆𝐷

= (
𝑆𝑡𝑑 𝑜𝑓 𝑑𝑒𝑣𝑖𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛  𝑜𝑓 𝑎 𝑠𝑖𝑛𝑔𝑙𝑒 𝑟𝑢𝑛 𝑜𝑓 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒𝑠

𝑀𝑒𝑎𝑛 𝑐𝑎𝑙𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒 𝑣𝑎𝑙𝑢𝑒  𝑜𝑓 𝑎 𝑠𝑖𝑛𝑔𝑙𝑒 𝑟𝑢𝑛 𝑜𝑓 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒𝑠
)𝑥100 

 

𝐵𝑒𝑡𝑤𝑒𝑒𝑛 −  𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠𝑖𝑜𝑛 %𝑅𝑆𝐷 = (
𝑆𝑡𝑑 𝑑𝑒𝑣𝑖𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛  𝑔𝑟𝑎𝑛𝑑 𝑚𝑒𝑎𝑛 𝑜𝑓 𝑒𝑎𝑐ℎ 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑚𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑔𝑟𝑎𝑛𝑑 𝑚𝑒𝑎𝑛 𝑜𝑓 𝑒𝑎𝑐ℎ 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛
)𝑥100 

 

%𝐵𝑖𝑎𝑠 = (
𝑀𝑒𝑎𝑛 𝑜𝑓 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 − 𝑁𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

𝑁𝑜𝑚𝑖𝑛𝑎𝑙 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛
) 𝑥100 

 

 

 3.4 ควำมเป็นเส้นตรง (Linearity) 

Linearity ของวิธีสำมำรถทดสอบได้โดยใช้ calibration curves 7 ควำมเข้มข้น      
ที่ ครอบคลุมช่วงของควำมเข้มข้นที่ต้องกำรตรวจวัด โดยเติมสำรมำตรฐำนยำและสำรเสพติด และ 
internal standard ลงในตัวอย่ำง blank urine ที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ ดังนี้ 

50, 100, 250, 500, 800, 1000, และ 1500 ng/mL 

 ท ำกำรวิเครำะห์ 7 ซ้ ำ แล้วน ำค่ำที่ได้มำดูควำมสัมพันธ์โดยใช้ linear regression 
หรือ non-linear ส ำหรับกำรวิเครำะห์เชิงปริมำณนั้น ค่ำ correlation coefficient (R2) ยอมรับได้
อย่ำงน้อยท่ี R2 = 0.99 หรือดีกว่ำ 
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 3.5 ขีดจ ำกัดกำรตรวจพบ (Limit of detection, LOD) 
Limit of Detection (LOD) คือ กำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรที่

สำมำรถตรวจวิเครำะห์ได้ โดยกำรใช้ blank urine จำกแหล่งต่ำงกัน 3 แหล่งๆละ 2 ซ้ ำ แล้วเติมด้วย
สำรมำตรฐำนสำรเสพติดที่ควำมเข้มข้นต่ำงๆ ได้แก่ 2 5 10 15 และ 20 ng/mL โดยท ำกำรวิเครำะห์
ซ้ ำ 3 ครั้ง   

ค่ำ LOD คือ ค่ำควำมเข้มข้นของสำรที่ให้ค่ำ signal-to-noise ratio (S/N) อย่ำง
น้อยเท่ำกับหรือมำกกว่ำ 3 (S/N ≥3) 

 3.6 Lower Limit of quantitation (LLOQ) 

Lower Limit of quantitation (LLOQ) คือ ค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่สำมำรถหำ
ปริมำณได้โดยต้องมีค่ำ accuracy และ precision (n=9) อยู่ที่ช่วงที่ยอมรับได้คือ ±20% ซึ่งในกำร
ทดสอบนี้ได้ใช้ควำมเข้มข้นต่ ำสุดของ calibration curves เป็นค่ำ LLOQ โดยควำมเข้มข้นดังกล่ำว
ต้องมีค่ำ signal-to-noise ratio (S/N) อย่ำงน้อยเท่ำกับหรือมำกกว่ำ 10 (S/N ≥10) 

 3.7 Carry over 

  ทดสอบโดยเตรียมตัวอย่ำงปัสสำวะ (Blank Matrix samples( โดยไม่เติม internal 
standard ต่อจำกกำรวิเครำะห์ที่มีควำมเข้มข้น 3000 ng/ml โดยท ำกำรวิเครำะห์ 3 ซ้ ำ 

 3.8 ควำมเสถียร (Stability)  
  ทดสอบโดยเตรียมตัวอย่ำงปัสสำวะ ที่มีกำรเติมสำรมำตรฐำน ที่ควำมเข้มข้น 50 
ng/ml และ 500 ng/ml หลังจำกกำรสกัดท ำกำรเก็บตัวอย่ำงไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 30 ชั่วโมง  

 

4. ประยุกต์วิธีที่พัฒนำขึ้น 

ศึกษำเปรียบเทียบวิธีที่พัฒนำขึ้นด้วยตัวอย่ำงที่ทรำบค่ำ (Known samples) จ ำนวน 28 
ตัวอย่ำง และเปรียบเทียบกับกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค Derivatize GC-MS  
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บทที่ 4  
ผลกำรวิจัย 

 

กำรพัฒนำวิธีกำรตรวจวิเครำะห์สำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน เคตำมีน และเมตำบอไลท์ต่ำงๆ 

สภำวะของเครื่องมือส ำหรับกำรวิเครำะห์ 
  1. เลือกชนิดของคอลัมน์ 
 คอลัมน์ที่เลือกใช้ 
 Column  Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2.1 mm × 100 mm,  
    2.7µm particle size 

 Guard column  Agilent Poroshell 120 EC-18, 2.1x5 mm,   
    2.7 µm particle size 

  2. Mobile phase 
 ชนิดของ mobile phase 
  
 ชนิดของ mobile phase ได้ศึกษำ 2 ชนิด คือ ชนิดแรก mobile phase A เป็น water และ
ชนิดที่สอง mobile phase A เป็น Ammonium formate ที่ควำมเข้มข้น 10 mM (ยกเชื้อ, 2561) 
ส่วน mobile phase B เป็น Acetonitrile ได้ผลกำรศึกษำแสดงรำยละเอียด ดังตำรำงที่ 1 และ 2  
ตำรำงที่ 4 ผลกำรศึกษำชนิดของ Mobile phase 

Compound 
Water 

Buffer 10mM Ammonium 
formate 

Retention 
time (min) 

Relative 
intensity* 

Retention 
time (min) 

Relative 
intensity* 

Amphetamine 2.51 467551 3.29 486610 
Methamphetamine 3.03 4303376 3.79 4725037 

MDA 2.79 575306 3.57 535551 
MDMA 3.25 5998816 3.96 7029752 
MDEA 3.98 8051609 4.63 8620342 

Ketamine 4.38 2303192 5.03 2456362 
Norketamine 4.15 30100 4.90 30352 
Phentermine 3.61 138091 4.29 139931 

*relative intensity ที่ควำมเข้มขน้ 200 ng/mL 
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 จำกผลกำรศึกษำพบว่ำ กำรใช้ mobile phase เป็น Ammonium formate ที่ควำมเข้มข้น 
10 mM (ยกเชื้อ 2018) ท ำให้ analyte แต่ละชนิดสำมำรถแยกออกจำกกันได้ดี และให้ relative 
intensity ที่มำกกว่ำกำรใช้ mobile phase เป็น water เนื่องจำกเป็นกำรเพ่ิมควำมแรงไอออน 
(ionic strength) ของสำรละลำยให้สูงขึ้น ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ mobile phase เป็น Ammonium 
formate ส ำหรับกำรแยก analyte แต่ละชนิด 

 ควำมเข้มข้นของ mobile phase  

  - Ammonium formate ที่ควำมเข้มข้น10 mM (ยกเชื้อ, 2561) 

 

 

 
  

 
รูปที่ 4 TIC ของ analyte แต่ละชนิด ที่ใช้บัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 10 mM 

 
 
- Ammonium formate ที่ควำมเข้มข้น 5 mM (María del Mar Ramírez 
Fernández, 2010b) 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 5 TIC ของ analyte แต่ละชนิด ที่ใช้บัฟเฟอร์ควำมเข้มข้น 5 mM 
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ตารางที่ 5 ผลกำรศึกษำควำมเข้มข้นของ Mobile phase 

*relative intensity ที่ควำมเข้มขน้ 200 ng/mL 

 จำกผลกำรศึกษำพบว่ำ กำรใช้ mobile phase เป็น Ammonium formate ที่ควำมเข้มข้น 
10 mM  ให้ relative intensity ที่มำกกว่ำ เนื่องจำกเป็นกำรเพ่ิมควำมแรงไอออน (ionic strength) 
ของสำรละลำยให้สูงขึ้น ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ mobile phase ที่ควำมเข้มข้น 10 mM  

  3. Gradient Program 
 ทดสอบ gradient program ทั้งหมด 3 ชุด ได้แก ชุด A, B,และ C ได้ผลกำรศึกษำ ดังต่อไปนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compound 
5 mM  Ammonium Formate Buffer 10mM  Ammonium Formate Buffer 

Retention time 
(min) 

relative 
intensity* 

Retention time 
(min) 

relative 
intensity* 

Amphetamine 3.15 277533 3.29 486610 

Methamphetamine 3.66 3776963 3.79 4725037 

MDA 3.42 268249 3.57 53551 

MDMA 3.83 5847956 3.96 7029752 

MDEA 4.51 7492828 4.63 8620342 

Ketamine 4.86 1874164 5.03 2456362 

Nor-ketamine 4.61 17902 4.90 30352 

Phentermine 4.17 37794 4.29 70084 

Mobile phase 
A 

Eluent A: Ammonium formate  
Eluent B: Acetonitrile with 0.1% Formic acid 

LC settings Column  
 

Gradient program 
     Time (min)                B (%) 
       0                            5 
       1                            5 
       8                            90 
      10                           90 
      10.05                        5 
Stop time: 10.10 min 
Post time: 2 min 
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รูปที่ 6 TIC ของ Gradient program A 
จำก Total ion chromatography (TIC) จะเห็นได้ว่ำ สำรแต่ละชนิดไม่สำมำรถแยกออก

จำกกันได้อย่ำง พิจำรณำจำกค่ำ Rs ที่มีค่ำน้อยกว่ำ 1.5  โดย retention time แสดงให้เห็นดังตำรำง
ที่ 6 

ตารางที่ 6 ผลกำรทดสอบ Gradient program A  
 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

Compound 
A 

Retention time (min) Rs 
Amphetamine 3.45 1.6 

Methamphetamine 3.61 0.83 

MDA 3.53 0.83 

MDMA 3.66 0.039 

MDEA 3.87 0.17 

Ketamine 3.92 0.57 

Nor-ketamine 3.86 0.17 

Phentermine 3.75 0.95 
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 Gradient program B  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 TIC ของ Gradient program B 
 จำก Total ion chromatography (TIC) จะเห็นได้ว่ำ สำรแต่ละชนิดไม่สำมำรถแยกออก
จำกกันได้อย่ำงสมบูรณ์ โดยพิจำรณำจำกค่ำ Rs ที่มีค่ำน้อยกว่ำ 1.5 ของ Methamphetamine Nor-
ketamine และ Phentermine  ส ำหรับ retention time แสดงให้เห็นดังตำรำงที่ 7 

 

Mobile phase 

B 
Eluent A: Ammonium formate  
Eluent B: Acetonitrile with 0.1%  
Formic acid 

LC settings Column  
 

Gradient program 
     Time (min)                B (%) 
        0                            10 
        1.5                          10 
        7                            30 
        8                            90 
        9                            90 
       9.05                         10 
Stop time: 9.10 min 
Post time: 2 min 
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ตารางที่ 7 ผลกำรทดสอบ Gradient program B 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 Gradient program C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compound 
B 

Retention time (min) Rs 
Amphetamine 3.97 2.96 

Methamphetamine 4.39 0.01 

MDA 4.28 2.2 

MDMA 4.59 2.2 

MDEA 5.10 2.11 

Ketamine 5.37 2.11 

Nor-ketamine 5.10 0.05 

Phentermine 4.39 0.01 

Mobile phase 

C 
Eluent A: Ammonium formate  
Eluent B: Acetonitrile with 0.1%  
Formic acid 

LC settings Column  
 

Gradient program 
     Time (min)                B (%) 
        0                            10 
        1.5                          10 
        7                            20 
        8                            90 
        9                            90 
       9.05                         10 
Stop time: 9.10 min 
Post time: 2 min 
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รูปที่ 8 TIC ของ Gradient program C 
 จำก Total ion chromatography (TIC) จะเห็นได้ว่ำ สำรแต่ละชนิดสำมำรถแยกออกจำก
กันได้อย่ำงสมบูรณ์ โดยพิจำรณำจำกค่ำ Rs พบว่ำสำรแต่ละชนิดที่มีค่ำมำกกว่ำ 1.5 และ ส ำหรับ 
retention time แสดงให้เห็นดังตำรำงที่ 8 

ตารางที่ 8 ผลกำรทดสอบ Gradient program C 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จำกำรศึกษำสภำวะของเครื่องมือทั้งส่วน Chromatograph และ Mass spectrometer
ส ำหรับกำรวิเครำะห์ยำและสำรเสพติดในปัสสำวะ ได้สภำวะที่เหมำะสม รำยละเอียดแสดงในตำรำงที่ 
9 และ 10 

 

Compound 
C 

Retention time (min) Rs 
Amphetamine 2.26 1.9 

Methamphetamine 2.78 3.9 

MDA 2.51 2.0 

MDMA 2.98 5.9 

MDEA 3.86 5.9 

Ketamine 4.54 1.5 

Nor-ketamine 4.31 1.5 

Phentermine 3.41 2.0 
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ตารางที่ 9 สรุปสภำวะของ Chromatogram ที่ใช้ในกำรศึกษำ 

 
ตารางที่ 10 สรุปสภำวะของ Mass spectrometer ที่ใช้ในกำรศึกษำ  

 
 
 
 

Parameters รำยละเอียด 
Equipment เครื่อง LC-MS/MS ประกอบด้วย 

Liquid Chromatograph ยี่ห้อ Agilent รุ่น 1260 Infinity 
Mass Spectrometer ยี่ห้อ Agilent รุ่น 6495 Triple Quad 

Chromatographic system 
Column Agilent poroshell 120 EC-C18, 2.1 mm × 100 mm, 2.7µm particle size 
Guard column Agilent Poroshell 120 EC-18, 2.1x5 mm, 2.7 µm particle size 
Mobile phase Eluent A: 10 mM Ammonium formate  

Eluent B: Acetonitrile with 0.1% Formic acid 

Gradient Program 
 
 
 

     Time (min)                B (%) 
        0                            10 
        1.5                          10 
        7                             20 
        8                             90 
        9                             90 
       9.05                         10 
Stop time: 9.10 min 
Post time: 2 min 

Parameters รำยละเอียด 
Ion source setting Gas Temp.: 200 °C 

Gas flow: 14 L/min 
Nebulizer: 45 psi 
Sheath gas flow: 11 L/min 
Capillary: +3500V, -3000V 
Nozzle voltage: +1000V, -1500V 

Detection (MS) Multiple reaction monitoring (MRM) Scheduled MRM mode 
Mode ESI Positive mode 
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จำกกำรศึกษำสภำวะของ Detection (MS) ในโหมด acquisition ได้วิเครำะห์ collision 
energy ของแต่ละ precursor ion และ ตรวจสอบ transition ที่เหมำะสมกับสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ 
ได้ผลกำรศึกษำดังต่อไปนี้ 
ตารางที่ 11 transition และ collision energy ที่เหมาะสมกับแต่ละ precursor ion 

*ตัวหนำ คือ quantitative ion 

 

Compound 
Retention 
time (min) 

Precursor 
ion (m/z) 

Product 
Ion (m/z) 

Fragment 
(V) 

Collision 
energy 

(V) 
Polarity 

Amphetamine 2.26 136 
119 380 5 

Positive 
91 380 17 

Methamphetamine 2.78 150 
119 380 9 Positive 
91 380 17 

MDA 2.51 180 
163 380 9 

Positive 135 380 20 
105 380 25 

MDMA 2.98 194.2 
163 380 9 

Positive 133 380 20 
105 380 25 

MDEA 3.86 208 
163 380 9 

Positive 135 380 25 
105 380 25 

Phentermine 4.31 150.1 
133 380 10 

Positive 91.1 380 10 
65.1 380 45 

Ketamine 
4.54 

 
238 

207 380 15 
Positive 125 380 25 

67 380 25 

Nor-ketamine 4.31 224 
206.9 380 10 

Positive 179 380 10 
125 380 25 
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สภำวะของกำรเตรียมตัวอย่ำง 

1. วิธีกำรสกัด ทดสอบกำรสกัดโดยเลือกวิธีกำรสกัดแบบ liquid-liquid extraction 
เนื่องจำกเป็นวิธีที่ง่ำย และมีค่ำใช้จ่ำยต่ ำ 

 2. ปริมำณตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรสกัด ในกำรศึกษำเลือกเปรียบเทียบกำรใช้ปริมำณตัวอย่ำง
ปัสสำวะที่ 100l และ 200l โดยวิเครำะห์จำกผลประสิทธิภำพกำรสกัด (Extraction Efficiency) 
ซึ่งค ำนวณได้จำกสมกำร 

ประสิทธิภำพกำรสกัด (Extraction Efficiency( = (A/B)*100 

เมื่อ A คือ ตัวอย่ำงปัสสำวะที่เติมสำรมำตรฐำนยำและสำรเสพติดแล้วน ำมำสกัด               
        (Spike sample) 
 B คือ สำรมำตรฐำนยำและสำรเสพติด (Standard) 

ได้ผลกำรศึกษำดังตำรำงที่ 12  
ตารางที่ 12 เปรียบเทียบผลประสิทธิภำพกำรสกัดของกำรใช้ปริมำณตัวอย่ำงปัสสำวะที่ 100uL 
และ 200uL    

 

 

 

 

 

 

 

 จำกกำรศึกษำปริมำณของปัสสำวะที่ใช้ พบว่ำ ปัสสำวะที่ปริมำตร 100 และ 200 uL ให้ผล
ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ และเมื่อพิจำรณำผลของประสิทธิภำพกำรสกัด  พบว่ำ มีค่ำน้อย 
เนื่องจำกระหว่ำงกำรระเหยภำยใต้แก๊สไนโตรเจน analyte มีกำรสูญหำยไป ผู้วิจัย จึงแก้ปัญหำโดย
กำรเติม 1.25M HCl ใน MeOH เพ่ือให้ analyte เสถียรในรูปเกลือ และไม่สูญหำย หลังจำกท ำกำร
เตรียมตัวอย่ำงโดยกำรเติม HCl ก่อนกำรระเหยแห้งแล้ว พบว่ำ ได้ประสิทธิภำพกำรสกัดที่ดีขึ้น และ
อยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ ±25% รำยละเอียดแสดงดังตำรำงที่ 13 

Analyte 
ประสิทธิภำพกำรสกัด (Extraction Efficiency) 

ปัสสำวะ 100uL ปัสสำวะ 200uL 
Ketamine 7.4 9.4 

Nor-ketamine 7.5 9.3 
MDEA 11.5 15.9 
MDMA 11.0 14.2 
MDA 6.8 8.5 

Phentermine 17.8 12.5 
Methamphetamine 7.6 8.7 

Amphetamine 7.4 8.8 
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ตารางที่ 13 เปรียบเทียบผลประสิทธิภำพกำรสกัดของกำรใช้ปริมำณตัวอย่ำงปัสสำวะที่  
100uL และ 200uL เมื่อเติม 1.25M HCl ก่อนกำรระเหยแห้งแล้ว   

 

 

 

 

 

 

 

 ดังนั้น จำกกำรศึกษำเปรียบเทียบปริมำณปัสสำวะที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ ผู้วิจัยจึงเลือกใช้
ปริมำณปัสสำวะ 100 uL ส ำหรับกำรหำปริมำณ ซึ่งสำมำรถวิเครำะห์ได้ ถึงแม้จะมีปริมำณปัสสำวะ
น้อย และท่ีส ำคัญช่วยลดปริมำณกำรใช้ตัวท ำละลำยส ำหรับกำรเตรียมตัวอย่ำงด้วย 

3. บัฟเฟอร์ในกำรสกัด ในกำรศึกษำเลือกใช้บัฟเฟอร์ชนิด carbonate buffer pH 10.3 
เนื่องจำกเป็นบัฟเฟอร์ที่เตรียมได้ง่ำย มีใช้ในงำนประจ ำของห้องปฏิบัติกำร และที่  pH 10.3 เป็น pH 
ที่ครอบคลุมค่ำ pKa ของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์  

4. ตัวท ำละลำย ศึกษำเปรียบเทียบผล Recovery ระหว่ำงตัวท ำละลำย Tert-butyl-
methyl-ether (TBME) กับ Butyl chloride: isopropanol (9:1) โดยศึกษำที่ควำมเข้มข้น 3 ระดับ 
คือ 100 500 และ1500 ng/ml ควำมเข้มข้นละ 2ซ้ ำ 

 ทดสอบตัวอย่ำง 2 ชุด ประกอบด้วย 

  ชุด 1 คือ ตัวอย่ำงปัสสำวะที่เติมสำรมำตรฐำนยำและสำรเสพติดให้มีควำมเข้มข้นเป็น              
3 ควำมเข้มข้น คือ 100 500 และ1500 ng/ml แล้วน ำมำสกัด (Spike sample)  
  ชุด 2 คือ ตัวอย่ำงปัสสำวะที่น ำมำสกัด แล้วท ำกำรเติมสำรมำตรฐำนยำและสำรสเพติด   
ให้มีควำมเข้มข้น เป็น 3 ควำมเข้มข้น คือ 100 500 และ1500 ng/ml   
  กำรหำผล Recovery ค ำนวณจำกพ้ืนที่ใต้กรำฟเฉลี่ยของแต่ละชุดควำมเข้มข้น ดังนี้ 
  
 

Analyte 
ประสิทธิภำพกำรสกัด (Extraction Efficiency) 

ปัสสำวะ 100uL ปัสสำวะ 200uL 
Ketamine 110.9 93.2 

Nor-ketamine 122.6 89.7 
MDEA 102.3 86.7 
MDMA 99.7 85.9 

MDA 88.9 94.7 
Phentermine 85.6 76.4 

Methamphetamine 99.6 92.6 
Amphetamine 96.4 86.1 

Recovery = (พ้ืนที่ใต้กรำฟเฉลี่ย ชุด 1/พ้ืนที่ใต้กรำฟเฉลี่ย ชุด 2) x 100 
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ได้ผลกำรศึกษำแสดงดังตำรำงที่ 14 

ตารางที่ 14 ผลกำรศึกษำเปรียบเทียบค่ำ Recovery ระหว่ำงกำรใช้ตัวท ำละลำยเป็น  
TBME กับ BUCl: IPA (9:1) 

Analyte 
TBME BUCl : IPA (9:1) 

 Concentration 
(ng/mL) 

Recovery SD %CV Recovery SD %CV 

Ketamine 

L (100)  82.1 5.7 7.0 91.5 12.7 15.1 

M (500) 95.5 6.1 6.4 92.4 8.9 10.1 

H (1500) 78.0 2.2 2.9 85.8 10.5 12.2 

Nor-ketamine 

L (100)  80.2 0.5 0.6 93.4 8.1 8.7 

M (500) 90.0 4.9 5.4 88.2 0.1 0.1 

H (1500) 75.6 2.8 3.8 74.6 5.5 7.3 

MDEA 

L (100)  83.6 1.0 1.2 93.1 4.5 4.8 

M (500) 93.4 2.1 2.3 92.0 2.3 2.6 

H (1500) 81.4 5.0 6.2 86.0 0.8 0.9 

MDMA 

L (100)  76.5 8.4 11.0 93.9 1.4 1.5 

M (500) 103.6 5.0 4.8 89.5 2.3 2.6 

H (1500) 75.1 4.9 6.5 86.0 0.8 0.9 

MDA 

L (100)  76.7 2.1 2.7 80.2 2.6 3.3 

M (500) 87.4 9.3 10.6 83.4 4.7 5.6 

H (1500) 70.2 0.5 0.8 82.3 0.2 0.3 

Phentermine 

L (100)  80.4 5.0 6.2 85.9 2.3 2.7 

M (500) 95.1 3.7 3.9 83.3 0.3 0.3 

H (1500) 72.3 4.0 5.5 82.2 8.1 9.8 

Methamphetamine 

L (100)  78.0 4.3 5.6 90.8 2.3 2.5 

M (500) 93.9 3.2 3.4 85.7 0.3 0.3 

H (1500) 73.3 4.4 6.0 87.3 4.6 5.2 

Amphetamine 

L (100)  78.3 7.9 10.1 88.8 1.0 1.1 

M (500) 91.4 3.1 3.4 86.2 1.9 2.2 

H (1500) 73.0 1.0 1.3 83.4 0.7 0.8 
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จำกกำรผลกำรทดสอบ พบว่ำ กำรสกัดด้วย (1:9) isopropanol : 1-Chlorobutane ให้ค่ำ 
Recovery ที่ดีกว่ำในทุกช่วงควำมเข้มข้น โดยมีค่ำ Recovery อยู่ระหว่ำง 74.6-93.4 ส่วน TBME ให้
ค่ำ Recovery มำกสุดเฉพำะที่ควำมเข้มข้น 500 ng/mL และTBME เป็นตัวท ำละลำยที่มีกลิ่นเหม็น 
ผู้วิจัยจึงไม่เลือกใช้ส ำหรับกำรทดสอบในวิธีนี้ 

จำกกำรศึกษำวิธีกำรเตรียมตัวอย่ำงที่เหมำะสมส ำหรับกำรวิเครำะห์ปริมำณยำและสำรเสพ
ติดในปัสสำวะ ได้ขั้นตอนที่เหมำะสมที่สุด คือ ใช้ตัวอย่ำงปัสสำวะ 100 uL ใส่ลงใน Micro tube 
ขนำด 1.5 ml เติม 10 uL ของ AM-d6, MA-d5 และ MDMA-d5 ที่ควำมเข้มข้น 2.5ug/mL ซึ่งใช้
เป็น internal standard หลังจำกนั้นเติม Carbonate buffer pH (10.3) ปริมำตร 200uL แล้วสกัด
ด้วย 2-Propanol:Butyl Chloride (1:9) ปริมำตร 1 mL เขย่ำเป็นเวลำ 5 นำที ด้วย vibrating 
mixer และหมุนด้วยเครื่อง Centrifuge เป็นเวลำ 5 นำที ถ่ำยส่วนใสใส่ vial หลังจำกนั้นเติม HCl 
(1.25M ใน Methanol) ปริมำตร 100 uL ระเหยแห้งภำยใต้แก๊สไนโตรเจน ละลำยกลับด้วย Mobile 
phase ปริมำตร 1 mL และกรองด้วย filter ขนำด 0.45 um น ำตัวอย่ำงที่ ได้ฉีดเข้ำ เครื่อง             
LC-MS/MS เพ่ือท ำกำรวิเครำะห์ต่อไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ปิเปตตัวอย่ำงปัสสำวะ 100uL         
ใส่ลงใน Micro tube ขนำด 1.5 ml 

ปิเปต AM-d6, MA-d 5 และ MDMA-d5 
ควำมเข้มข้น 2.5ug/mL 10 l 

Vortex 

เติม 200 l ของ Carbonate 
Buffer     pH 10.3 

Vortex 

เติม 1 mL ของตัวท ำละลำย 
2-Propanol: Butyl Chloride (1:9) 

เขย่ำด้วย Vibrating mixer เป็นเวลำ 5 นำท ี

Centrifuge ที่ 12000 rpm 5 นำที 
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กำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธี 

1. กำรศึกษำ Selectivity and specificity 

 Specificity ท ำได้โดยกำรทดสอบปัสสำวะ (blank urine) ที่เติมด้วยยำที่อยู่นอกขอบข่ำย
กำรทดสอบนี้ที่พบได้ทั่วไปร่วมกับกลุ่มแอมเฟตำมีน (mixed drugs) จ ำนวน 40 ชนิด ที่ควำมเข้มข้น      
200 ng/mL รำยชื่อแสดงดังตำรำง 15 ผลกำรทดสอบพบว่ำ ไม่พบสำรที่รบกวนกำรวิเครำะห์ยำและ
สำรเสพติด แสดงในรูปที่ 9 

 ส่วนกำรทดสอบ selectivity นั้น ท ำได้โดยกำรทดสอบวิเครำะห์ปัสสำวะจำก 10 แหล่ง   
ผลกำรทดสอบพบว่ำ ไม่พบปัสสำวะที่รบกวนกำรวิเครำะห์ยำและสำรเสพติด แสดงในรูปที่ 10 

 

 

 

 

ถ่ำยส่วนบน Organic layer ลงในขวด vial ส ำหรับฉีด 

เติม 100 l ของ 1.25M HCl ใน MeOH 

 ระเหยแห้งภำยใต้ภำวะ N2 ที่
อุณหภูมิ 40C 

ละลำยกลับด้วย 1 mL ของ                   
10:90 Acetonitrile: 10mM Ammonium formate 

กรองด้วย 0.45 m Filter 
membrane 

ฉีดตัวอย่ำง 1 l ในกำรวิเครำะห์
ด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
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ตารางที่ 15 รำยชื่อยำและสำรเสพติดจ ำนวน 40 ชนิด ที่ควำมเข้มข้น 200 ng/mL 
 ที่เติมในปัสสำวะเติมทดสอบ specificity 

No. Name No. Name No. Name No. Name 
1 6-MAM 11 Fentanyl 21 Mitragynine 31 Phencyclidine 

2 Alprazolam 12 Flunitrazepam 22  Morphine 32 Phenytoin 

3 Amitriptyline 13 Haloperidol 23 Nitrazepam 33 Sentraline 

4 Benzoylecgonine 14 Hydrocodone 24 Nordiazepam 34 Sertraline 

5 Cocaine 15 Hydromorphone 25 Norfurazepam 35 Theophylline 

6 Codeine 16 Lorazepam 26 Oxazepam 36 Tramadol 

7 delta-9-THC 17 Methadane 27 Oxycodone 37 Trazodone 

8 Diazepam 18 Methaqualone 28 Oxymorphone 38 Triazolam 

9 Ephedrine 19 Methylphenidate 29 Paroxetine 39 Venlafaxine 

10 Fenfluramine 20 Midazolam 30  Pentylone 40 Zolpidem 

 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 9 TIC ของกำรทดสอบ Specificity 
 

จะเห็นได้ว่ำ ไม่มี peak รบกวนในช่วง Retention time ของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ ดังนั้น 
ยำและสำรเสพติดทั้ง 40 ชนิด จึงไม่รบกวนกำรตรวจหำปริมำณยำและสำรเสพติดทั้ง 8 ชนิด 
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รูปที่ 10 TIC ของกำรทดสอบ Selectivity 
 

จะเห็นได้ว่ำ ไม่มี peak รบกวนในช่วง Retention time ของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ ดังนั้น 
ปัสสำวะที่น ำมำทดสอบ จึงไม่รบกวนกำรตรวจหำปริมำณยำและสำรเสพติดทั้ง 8 ชนิด 

 
 

2. กำรศึกษำ Matrix Effect  
 

  2.1 ทดสอบกำรรบกวนของ internal standard 3 ชนิด คือ MDMA-d6 MA-d5 
และ AM-d6 ที่ควำมเข้มข้น 250 ng/ml จำกกำรทดสอบ พบว่ำ internal standard ทั้ง 3 ชนิด ไม่
รบกวนกำรตรวจวิเครำะห์ ผลกำรทดสอบมีรำยละเอียด ดังนี้ 
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  2.2 ทดสอบ Ionization suppression / enhancement 
   ผลกำรศึกษำถ้ำมีค่ำบวกหมำยถึงเกิด ionization enhancement แต่ถ้ำมีค่ำลบ 
หมำยถึงเกิด ionization suppression โดยที่ เกณฑ์กำรยอมรับ คือ % Ionization suppression / 
enhancement ต้องไม่เกินช่วง±25% (SWGTOX, 2013) 
กำรค ำนวณมีดังนี้ 

Ionization suppression /enhancement (%)  =    ( 
พื้นที่ใต้กรำฟเฉลี่ย ชุด A

พื้นที่ใต้ กรำฟเฉลี่ย ชุด B
  - 1) x 100 

 โดยที่  

  ชุด A คือ ตัวอย่ำงปัสสำวะที่น ำมำสกัดตำมขั้นตอนกำรเตรียมตัวอย่ำง แล้วจึงเติมสำร
มำตรฐำนยำและสำรเสพติด ควำมเข้มข้น 50 และ 500 ng/ml แล้วน ำไปวิเครำะห์ด้วย LC-MS/MS 

  ชุด B คือ สำรมำตรฐำนยำและสำรเสพติด (Standard) ที่เตรียมให้มีควำมเข้มข้น 50 
ng/ml และ 500 ng/ml ปริมำตร 1 mL ใส่ vial แล้วน ำไปวิเครำะห์ด้วย LC-MS/MS 

ตำรำงที่ 16 ผลกำรทดสอบ % Ionization suppression / enhancement ที่ควำมเข้มข้น 50 
ng/mL  

 
  

Analyte 

ตัวอย่ำงปัสสำวะที่เติมสำร
มำตรฐำนยำและสำรเสพติด

ภำยหลังจำกกำรสกัด 
(A) 

สำรมำตรฐำนยำ
และสำรเสพติด 

(B) 

% Ionization 
suppression / 
enhancement 
((A/B)-1) *100 

peak area peak area 
Ketamine 52942868 45157840.5 17.2 

Nor-ketamine 459248 328941 39.6 
MDEA 104136982 98599523 5.6 
MDMA 96286502 86137454 11.8 
MDA 9927030 8122657 22.2 

Phentermine 1110917 529880 110 
Methamphetamine 86216950 76901134 12.1 

Amphetamine 10943811 9024025 21.3 
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 จำกผลกำรทดสอบ Ionization suppression/enhancement พบว่ำ  

 ที่ควำมเข้มข้น 50 ng/mL มีสำรเสพติด 6 ชนิด ที่มีค่ำระหว่ำง 5.6-22.2% ซึ่งมีค่ำไม่เกินช่วง 
±25% อยู่ในเกณฑ์มำตรฐำนที่ยอมรับได้ (SWGTOX, 2013) ยกเว้น Nor-ketamine และ 
Phentermine ที่ไม่อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ เนื่องจำกเกิด Ionization suppression ค่อนข้ำงสูง ดังนั้น 
จึงอำจส่งผลให้ตรวจไม่พบสำรเสพติดดังกล่ำวในตัวอย่ำงกรณีที่มีควำมเข้มข้นต่ ำได้  

 ที่ควำมเข้มข้น 500 ng/mL สำรเสพติดทั้งหมด มีค่ำอยู่ระหว่ำง -7.0-5.5% ซึ่งมีค่ำไม่เกินช่วง  
±25% อยู่ในเกณฑ์มำตรฐำนที่ยอมรับได้ (SWGTOX, 2013)  ดังนั้น Matrix ไม่มีผลต่อกำรวิเครำะห์
สำรดังกล่ำวที่ควำมเข้มข้น 500ng/mL แสดงดังตำรำงที ่17 

ตำรำงที่ 17 ผลกำรทดสอบ % Ionization suppression / enhancement  
ที่ควำมเข้มข้น 500 ng/mL  

 

3. กำรศึกษำ Limit of Detection (LOD) 

 กำรทดสอบหำค่ำ LOD ท ำโดยใช้ blank urine แล้วเติมสำรมำตรฐำนยำและสำรเสพติดที่
ควำมเข้มข้นต่ำงๆ คือ ที่ 2, 5, 10, 15 และ 20 ng/mL แล้วท ำกำรวิเครำะห์ใน blank urine 3 
แหล่งๆละ 2 ซ้ ำ แล้ววิเครำะห์ค่ำ signal-to-noise ratio (S/N) โดยกำรวิเครำะห์นี้ใช้ software ของ 
Agilent MassHunter Workstation Software โดยที่ LOD ต้องมีค่ำ signal-to-noise ratio (S/N) 
อย่ำงน้อยเท่ำกับหรือมำกกว่ำ 3 (S/N ≥3( (SWGTOX, 2013( รำยละเอียดแสดงดังตำรำงที่ 18 

Analyte 

ตัวอย่ำงปัสสำวะที่เติมสำร
มำตรฐำนยำและสำรเสพติด

ภำยหลังจำกกำรสกัด 

(A) 

สำรมำตรฐำนยำ
และสำรเสพติด 

(B) 

% Ionization 
suppression / 
enhancement 
((A/B)-1) *100 peak area peak area 

Ketamine 129368786 130396330 -0.8 
Nor-ketamine 3463565 3283389 5.5 

MDEA 223678821 223292491 0.2 
MDMA 203778785 206768827 -1.5 
MDA 58821024 60934391 -3.5 

Phentermine 3736995 4017551 -7.0 
Methamphetamine 185478116 184460017 0.6 

Amphetamine 58400773 59412504 -1.7 
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ตำรำงที่ 18 สรุปค่ำ LOD ของกำรตรวจวิเครำะห์ยำและสำรเสพติดโดยเทคนิค LC/MS/MS  

สำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ LOD (ng/mL) S/N 
ช่วงควำมเป็นเส้นตรง 

(ng/mL) 
Ketamine 2 87.4 50-1500 

Nor-ketamine 15 17.3 50-1500 

MDEA 2 40.9 50-1500 

MDMA 2 86.6 50-1500 

MDA 10 7.6 50-1500 

Phentermine 5 17.0 50-1500 

Methamphetamine 2 16.8 50-1500 

Amphetamine 5 6.4 50-1500 

ตารางที่ 19 Chromatogram แสดงค่ำ S/N ของ ค่ำ LOD  

Analyte LOD (ng/mL) Chromatogram 

Ketamine 2 

 

Nor-ketamine 15 

 

 
 
 
 
 
 

MDEA 2 
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MDMA 2 

 

MDA 10 

 

Phentermine 5 

 

Methamphetamine 2 

 
 
 

Amphetamine 
 
5 
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4. กำรศึกษำ Lower Limit of Quantitative (LLOQ) 

Lower Limit of quantitation (LLOQ) คือ ค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่สำมำรถหำปริมำณได้
โดยต้องมีค่ำ accuracy และ precision อยู่ที่ช่วงที่ยอมรับได้คือ ±20% (SWGTOX, 2013)  ซึ่งใน
กำรทดสอบนี้ได้ใช้ควำมเข้มข้นต่ ำสุดของ calibration curves เป็นค่ำ LLOQ  

จำกกำรศึกษำ จะเห็นได้ว่ำ ค่ำ accuracy และ precision ที ่LLOQ นั้นพบว่ำ ค่ำท่ีได้ของยำ
และสำรเสพติด จ ำนวน 8 ชนิด อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้คือ ±20% โดยมีค่ำ %bias อยู่ระหว่ำง -0.2 ถึง 
3.0 ค่ำ %RSD อยู่ระหว่ำง 6.3 ถึง 12.0 แสดงในตำรำงที่ 20 

ตารางที่ 20 ผลกำรศึกษำ accuracy และ precision ส ำหรับ LLOQ (n=15) 
Analyte Expect conc. 

(ng/mL) 
Observed conc. 

(ng/mL) 
Accuracy 
(%Bias) 

Precision 
(%RSD) 

Ketamine 50 50.0 0 7.9 
Nor-ketamine 50 51.5 3.0 8.5 

MDEA 50 49.9 -0.2 8.8 
MDMA 50 50.6 1.2 6.3 
MDA 50 50.1 0.3 8.8 

Phentermine 50 50.7 1.5 7.8 
Methamphetamine 50 50.4 0.7 12.0 

Amphetamine 50 50.8 1.7 7.5 
  

 5. กำรศึกษำ Linearity  

  ช่วงของควำมเข้มข้นของ calibration curves ที่ใช้ในกำรศึกษำยำและสำรเสพติด
ทั้ง 8 ชนิด มีทั้งหมด 7 ควำมเข้มข้น คือ 50, 100, 250, 500, 800, 1000 และ 1500ng/mL ท ำกำร
วิเครำะห์ซ้ ำทั้งหมด 7 ซ้ ำ เพ่ือทดสอบ Calibration Model  และสำรเสพติดแต่ละชนิดจะใช้ 
internal standard ดั ง นี้  Amphetamine ใ ช้  Amphetamine-d6 , Methamphetamine ใ ช้  
Methamphetamine-d5 ส ำหรับ Ketamine และ Norketamine ใช้ MDMA-d5 นอกจำกนี้ในกำร
วิเครำะห์ค่ำควำมสัมพันธ์ จะใช้ calibration model เป็น linear และ weight 1/x จำกกำรศึกษำ
พบว่ำ ค่ำ Correlation Coefficient (r2( ของยำและสำรเสพติดทุกชนิดใน 7 ซ้ ำนั้น มีค่ำมำกกว่ำ 
0.990 แสดง Calibration curve ดังตำรำงที ่21 
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ตารางที่ 21 ช่วงควำมเป็นเส้นตรงของยำและสำรเสพติด 8 ชนิด 

สำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ 
ช่วงควำมเป็นเส้นตรง 

(ng/mL) 
Model Weight R2 

Ketamine 50-1500 Linear 1/x ≥ 0.99 
Nor-ketamine 50-1500 Quadratic 1/x ≥ 0.99 

MDEA 50-1500 Linear 1/x ≥ 0.99 

MDMA 50-1500 Linear 1/x ≥ 0.99 

MDA 50-1500 Linear 1/x ≥ 0.99 

Phentermine 50-1500 Linear 1/x ≥ 0.99 

Methamphetamine 50-1500 Quadratic 1/x ≥ 0.99 

Amphetamine 50-1500 Linear 1/x ≥ 0.99 

 1/x weighting factor ส ำหรับ calibration curve ถูกใช้ในกำรดูค่ำควำมสัมพันธ์ จำก
กำรศึกษำพบว่ำค่ำ correlation coefficient (r2) ของยำและสำรเสพติดทุกชนิดนั้น มีค่ำ r2 ≥ 0.99 
ซึ่ง ค่ำดังกล่ำวอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ (SWGTOX, 2013)  รูปที ่11 

รูปที่ 11 Calibration curve ของยำและสำรเสพติดแต่ละชนิด  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amphetamine 
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Methamphetamine 

MDEA 
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Ketamine 

Phentermine 
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6. กำรศึกษำ Accuracy และ Precision 
 Accuracy และ precision สำมำรถวัดได้โดยใช้ quality control samples (QCs) ที่ควำม
เข้มข้นต่ำงกัน 3 ควำมเข้มข้น คือ 100, 500 และ 1000 ng/mL แล้วท ำกำรวิเครำะห์หำค่ำ within-
day, between-day precision และ %bias 
 จำกกำรทดสอบค่ำ  between-day precision และ accuracy ของยำและสำรเสพติด 
จ ำนวน 8 ชนิด ที่ควำมเข้มข้น 3 ระดับ ได้แก่ 100, 500 และ 1000 ng/mL พบว่ำค่ำท่ีได้อยู่ในช่วงที่
ยอมรับได้คือ ±20% (SWGTOX, 2013)  โดยมีค่ำ%bias อยู่ระหว่ำง -7.22 ถึง 11.4 และค่ำ %RSD 
อยู่ระหว่ำง 1.1 ถึง 9.5 (n=21) รำยละเอียดดังตำรำงที่ 22  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nor-ketamine 
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ตารางที่ 22 ค่ำ between-day precision และ accuracy กำรตรวจวิเครำะห์ 
ปริมำณยำและสำรเสพติดในปัสสำวะ (n=21) 

Analyte QC level Expect conc. 
(ng/mL) 

Observed 
conc. (ng/mL) 

Accuracy 
(%Bias) 

Precision 
(%RSD) 

Ketamine Low 100 97.8 -2.16 1.1 
Medium 500 463.9 -7.22 8.3 

High 1000 972.0 -2.80 7.5 
Nor-ketamine Low 100 111.4 11.4 6.4 

Medium 500 478.8 -4.25 9.5 
High 1000 1000.2 0.02 6.6 

MDEA Low 100 102.0 2.0 6.6 
Medium 500 506.0 1.2 5.9 

High 1000 1012.5 1.2 5.6 
MDMA Low 100 100.1 0.10 7.9 

Medium 500 515.8 3.17 7.2 
High 1000 1016.1 1.61 6.3 

MDA Low 100 99.6 -3.45 9.4 
Medium 500 486.6 -2.68 8.5 

High 1000 1035.3 3.53 7.9 
Phentermine Low 100 99.8 -0.22 2.5 

Medium 500 496.5 -0.71 8.9 
High 1000 1000.8 0.08 7.4 

Methamphetamine Low 100 99.9 -0.14 7.9 
Medium 500 514.4 2.88 5.0 

High 1000 1031.4 3.14 7.7 
Amphetamine Low 100 99.7 -0.29 7.6 

Medium 500 511.8 2.35 6.2 
High 1000 1039.1 3.91 1.5 

 

จำกกำรทดสอบค่ำ within-day precision และ accuracy ของยำและสำรเสพติด จ ำนวน 
8 ชนิด ที่ควำมเข้มข้น 3 ระดับ ได้แก่ 100, 500 และ 1000 ng/mL พบว่ำค่ำที่ได้อยู่ในช่วงที่ยอมรับ
ได้คือ ±20% (SWGTOX, 2013)  โดยมีค่ำ%bias อยู่ระหว่ำง -13.39 ถึง 8.18 และค่ำ %RSD อยู่
ระหว่ำง 1.5 ถึง 19.4 (n=4) รำยละเอียดดังตำรำงที่ 23 
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ตำรำงที่ 23 ค่ำ within-day precision และ accuracy กำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณ 
ยำและสำรเสพติดในปัสสำวะ (n=4) 

Analyte QC level Expect conc. 
(ng/mL) 

Observed 
conc. (ng/mL) 

Accuracy 
(%Bias) 

Precision 
(%RSD) 

Ketamine Low 100 97.3 -2.72 16.5 

Medium 500 540.6 8.12 18.6 

High 1000 1011.1 1.11 6.4 

Nor-ketamine Low 100 98.3 -1.75 15.4 

Medium 500 463.0 -7.40 9.4 

High 1000 1005.1 0.51 7.3 

MDEA Low 100 95.2 -4.83 6.4 

Medium 500 433.1 -13.39 6.0 

High 1000 1051.7 5.17 9.9 

MDMA Low 100 108.2 8.18 14.4 

Medium 500 480.7 -3.86 11.2 

High 1000 1009.5 0.95 6.7 

MDA Low 100 97.4 -2.65 5.6 

Medium 500 526.7 5.33 11.6 

High 1000 962.5 -3.75 7.4 

Phentermine Low 100 100.1 0.13 19.1 

Medium 500 502.3 -0.04 19.4 

High 1000 1002.0 0.20 11.6 

Methamphetamine Low 100 99.2 -0.78 15.2 

Medium 500 498.0 -0.41 12.2 

High 1000 992.3 -0.77 14.2 

Amphetamine Low 100 98.1 -1.88 8.1 

Medium 500 488.0 -2.41 6.5 

High 1000 1028.1 2.81 1.5 
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 7. กำรศึกษำกำรตกค้ำงของสำรตัวอย่ำงในระบบหลังจำกกำรวิเครำะห์ (Carry over)   
  ศึกษำโดยกำรเตรียมตัวอย่ำงปัสสำวะตำมข้ันตอนกำรเตรียมตัวอย่ำง น ำไปวิเครำะห์
ด้วยเครื่อง LC-MS/MS โดยให้ล ำดับกำรวิเครำะห์ต่อจำก vial ที่มีกำรเตรียมควำมเข้มข้นไว้ที่ 3000 
ng/ml ท ำกำรวิเครำะห์ซ้ ำ 3 ซ้ ำ เพ่ือจะตรวจสอบว่ำจะมีกำรตกค้ำงของสำรตัวอย่ำงในระบบหลังจำก
กำรวิเครำะห์หรือไม่  ซึ่งจำกกำรศึกษำ พบว่ำสำรเสพติดทุกชนิดไม่มีกำรตกค้ำงในระบบ และไม่ส่งผล
ต่อกำรวิเครำะห์กรณีที่สำรตัวอย่ำงมีควำมเข้มข้นสูง รำยละเอียดแสดงดังภำพที่ 12 

รูปที่ 12 Chromatogram ของกำรศึกษำ carryover ของสำรแต่ละชนิด 
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รูปที่ 12 (ต่อ( 
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 8. กำรศึกษำควำมเสถียร (Stability)  
  กำรทดสอบควำมเสถียรของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ที่ควำมเข้มข้น 50 และ 
500ng/mL ซึ่งอยู่ใน auto sampler ภำยใต้สภำวะอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 30 ชั่วโมง พบว่ำได้ผล
กำรทดสอบสรุปดังนี้ 
  ที่ควำมเข้มข้น 50 ng/mL มียำและสำรเสพติด จ ำนวน 8 ชนิด มีค่ำควำมเสถียร
ของสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ ตั้งแต่เริ่มต้นจนถึง 30 ชั่วโมง ระหว่ำง 80% ถึง 119% มีค่ำไม่เกินช่วง 
±20% ซึ่ ง อ ยู่ ใ น เ ก ณฑ์ ม ำต ร ฐ ำ นที่ ย อม รั บ ไ ด้  (SWGTOX, 2013)  ย ก เ ว้ น  MDMA และ 
Amphetamine ที่มีบำงช่วงที่ค่ำไม่อยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับ แสดงดังตำรำงที่ 24 

ตำรำงที่ 24 ข้อมูลกำรทดสอบ stability ที่ เวลำต่ำงๆ ของสำรมำตรฐำน 
ยำและสำรเสพติดในปัสสำวะที่ควำมเข้มข้น 50ng/mL ณ เวลำ เริ่มต้น ถึง 30 ชั่วโมง 

Concentration Stability at 50ng/mL  
hr 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

Ketamine 100 94 94 85 96 96 101 103 103 98 101 
Nor-ketamine 100 97 91 83 80 86 86 89 90 87 94 

MDEA 100 98 95 83 91 91 97 103 103 102 100 
MDMA 100 82 82 78 84 84 104 98 98 101 100 
MDA 100 89 83 82 86 86 116 109 109 110 107 

Phentermine 100 96 91 84 94 94 99 96 95 109 106 
Methamphetamine 100 86 84 80 82 82 105 99 99 107 107 

Amphetamine 100 82 84 72 76 80 113 121 119 114 112 
 

   ที่ควำมเข้มข้น 500 ng/mL มียำและสำรเสพติด จ ำนวน 8 ชนิด มีค่ำควำมคงทนของ
สำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ ตั้งแต่เริ่มต้นจนถึง 30 ชั่วโมง ระหวำ่ง 83% ถึง 112% มีค่ำไม่เกินช่วง ±20% 
ซึ่งอยู่ในเกณฑ์มำตรฐำนที่ยอมรับได้ (SWGTOX, 2013)  ยกเว้น MDEA และ Nor-ketamine บำงช่วง
ที่ค่ำไม่อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับ แสดงดังตำรำงที่ 25 
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ตำรำงที่ 25 ข้อมูลกำรทดสอบ stability ที่ เวลำต่ำงๆ ของสำรมำตรฐำน 
ยำและสำรเสพติดในปัสสำวะ ที่ควำมเข้มข้น 500ng/mL ณ เวลำ เริ่มต้น ถึง 30 ชั่วโมง 
Concentration %Stability at 500ng/mL 
hr 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 
Ketamine 100 97 101 102 93 93 97 97 92 106 102 
Nor-ketamine 100 83 90 77 90 90 103 103 97 95 98 
MDEA 100 92 94 93 92 92 101 99 93 121 121 
MDMA 100 96 97 99 96 96 102 103 103 106 106 
MDA 100 99 90 96 90 90 108 107 107 104 103 
Phentermine 100 97 93 99 94 94 96 97 97 107 106 
Methamphetamine 100 98 94 92 93 93 99 102 102 102 100 
Amphetamine 100 104 96 99 98 98 105 102 102 108 112 

รูปที่ 13 ตัวอย่ำงยำและสำรเสพติดที่ยังคงมีควำมเสถียรเมื่ออยู่ภำยใต้สภำวะอุณหภูมิห้องตั้งแต่เริ่ม
เริ่มต้นเป็นเวลำ 6 ชั่วโมง 

 
ณ เวลำเร่ิมต้น 

 

 

 

 

เมื่อผ่ำนไป 3 ชั่วโมง 

 

 

 

 
เมื่อเวลำผ่ำนไป 6 ชั่วโมง 
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ผลกำรประยุกต์วิธีที่พัฒนำขึ้น 
ประยุกต์ใช้วิธีที่พัฒนำขึ้นกับตัวอย่ำงปัสสำวะ โดยน ำตัวอย่ำงที่ให้ผลกำรตรวจเบื้องต้นด้วย Strip test 
ของ Methamphetamine เป็นบวก และตัวอย่ำงปัสสำวะที่เติมยำและสำรเสพติดที่ทรำบค่ำแน่นอน 
จ ำนวน  28 ตัวอย่ำง รวมทั้งศึกษำเปรียบเทียบกับกำรวิเครำะห์แบบเดิม คือ เทคนิค Derivatize     
GC-MS ได้ผลกำรวิเครำะห์ ดังนี้ 

1. ตัวอย่ำงปัสสำวะที่เติมยำและสำรเสพติดที่ทรำบค่ำแน่นอน ทั้งหมด 5 ควำมเข้มข้นๆ ละ 
3 ซ้ ำ คือ 100, 300, 500 1000 และ 1200 ng/mL ได้ผลกำรทดสอบ ดังตำรำงที่ 26 

ตำรำงที่ 26 ผลกำรทดสอบควำมถูกต้อง แม่นย ำของยำและสำรเสพติดที่ทรำบค่ำแน่นอนที่ควำม
เข้มข้นต่ำงๆ  

Analyte 
100 ng/ml 300 ng/ml 500 ng/ml 

Mean 
(n=3) 

Accuracy %RSD 
Mean 
(n=3) 

Accuracy %RSD 
Mean 
(n=3) 

Accuracy %RSD 

Ketamine 99.5 99.5 4.2 263.4 96.0 10.8 475.5 95.1 11.7 
Nor-ketamine 113.9 113.9 5.2 359.3 119.8 6.8 492.6 98.5 11.2 

MDEA 100.3 100.3 5.7 301.3 100.4 9.4 506.5 101.3 6.0 
MDMA 99.6 99.6 9.1 304.6 101.5 4.5 508.6 101.7 8.4 
MDA 98.9 98.9 8.2 279.7 93.2 4.9 489.4 97.9 6.8 

Phentermine 99.9 99.9 10.5 321.4 107.1 0.3 512.8 102.6 7.9 
Methamphetamine 100.1 100.1 10.1 305.8 101.9 0.3 515.8 103.2 6.7 

Amphetamine 99.2 99.2 10.5 315.5 105.2 1.3 499.0 99.8 3.9 

ตำรำงที่ 26 (ต่อ) 

Analyte 
1000 ng/ml 1200 ng/ml 

Mean 
(n=3) 

Accuracy %RSD 
Mean 
(n=3) 

Accuracy %RSD 

Ketamine 1007.5 100.8 7.3 1252.5 104.4 16.7 
Nor-ketamine 1016.4 101.6 6.7 1390.0 115.8 11.2 

MDEA 994.1 99.4 7.5 1302.6 108.5 1.5 
MDMA 1001.6 100.2 8.6 1279.4 106.6 4.3 
MDA 1019.4 101.9 9.2 1237.7 103.1 8.7 

Phentermine 1012.5 101.3 8.8 1032.0 86.0 6.2 
Methamphetamine 1005.2 100.5 8.2 1276.7 106.4 10.6 

Amphetamine 1017.9 101.8 9.6 1369.1 114.1 3.5 

 
 2. ตัวอย่ำงปัสสำวะที่มีผลกำรตรวจด้วยเทคนิค Strip test เป็นบวก จ ำนวน 13 ตัวอย่ำง 
เปรียบเทียบผลที่ได้จำกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค Derivatize GC-MS โดยผลกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค 
Derivatize GC-MS ผู้วิจัยได้อ้ำงอิงผลจำกวิธีกำรวิเครำะห์ของกลุ่มตรวจพิสูจน์ทำงเคมี สถำบันนิติ
วิทยำศำสตร์ ซึ่งตัวอย่ำงทั้ง 13 ตัวอย่ำง เป็นตัวอย่ำงเดียวกันกับที่น ำมำวิเครำะห์ด้วยเทคนิค         
LC-MS/MS ได้ผลกำรวิเครำะห์ ดังนี้ 
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ตำรำงที่ 27 เปรียบเทียบผลกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS กับเทคนิค GC-MS 

Sample 

Amphetamine  Methamphetamine 
ผลกำรวิเครำะห์ด้วย
เทคนิค LC-MS/MS 

(ng/ml) 

ผลกำรวิเครำะห์ด้วย
เทคนิค GC-MS 

(ng/ml) 

ผลกำรวิเครำะห์ด้วย
เทคนิค LC-MS/MS 

(ng/ml) 

ผลกำรวิเครำะห์ด้วย
เทคนิค GC-MS 

(ng/ml) 
Sample 1 129.34 172.49 956.90 1286.44 
Sample 2 488.16 612.11 1621.48* 2961.86 
Sample 3 27.85* 0 97.79 126.45 
Sample 4 178.60 224.27 830.28 1103.58 
Sample 5 21.85* 0 71.70 139.00 
Sample 6 101.79 131.55 384.09 547.49 
Sample 7 155.77 225.07 964.52 1361.15 
Sample 8 59.11 98.98 534.93 667.08 
Sample 9 36.03* 82.59 39.88* 95.64 
Sample 10 155.62 157.28 1047.06 1271.49 
Sample 11 460.18 465.12 1285.14 1504.21 
Sample 12 297.73 381.13 606.13 799.12 
Sample 13 3225.85* 2777.01 9317.86* 30512.37 

*ค่ำ linearity อยู่ในช่วง 50-1500 ng/ml 
 จำกกำรเปรียบเทียบผลกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS กับเทคนิค GC-MS น ำมำ
วิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติด้วยค่ำ paired t-test ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95 % ค่ำที่ได้จำก 2 เทคนิค พบว่ำ     
t-stat จำกกำรค ำนวณ มีค่ำน้อยกว่ำ t-critical (t-stat = 0.020 ส ำหรับ Amphetamine, t-stat= -1.18 
ส ำหรับ Methamphetamine) แสดงว่ำ ทั้งสองเทคนิคไม่มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญ รำยละเอียด
แสดง ดังตำรำงที ่28  
ตำรำงที่ 28 ผลกำรวิเครำะห์ทำงสถิติระหว่ำง 2 วิธี ด้วย paired t-test 

*มีนัยส ำคญัทำงสถิติที่ระดับ 0.05 
  
 

ผลกำรวิเครำะห์
ด้วย paired t-

test 

Amphetamine Methamphetamine 

ผลกำรวิเครำะห์ด้วย
เทคนิค LC-MS/MS 

ผลกำรวิเครำะห์
ด้วยเทคนิค GC-

MS 

ผลกำรวิเครำะห์ด้วย
เทคนิค LC-MS/MS 

ผลกำรวิเครำะห์
ด้วยเทคนิค GC-

MS 
n 13 13 13 13 

Mean 410.6 409.8 1366.0 3259.7 
t stat 0.020 -1.18 

t-critical 1.782 2.178 1.782 2.178 

P 0.492* 0.984* 0.131* 0.262* 
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 นอกจำกนี้  เมื่ อน ำผลกำรวิ เครำะห์ปริมำณควำมเข้มข้นทั้ ง  Amphetamine และ 
Methamphetamine ที่ได้จำกทั้ง 2 วิธี ดังตำรำงที่ 27 มำสร้ำงกรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำม
เข้ มข้ น  Amphetamine/ Methamphetamine (ng/ml) ของวิ ธี  LC-MS/MS (แกนy) และวิ ธี  
derivatization GC-MS (แกนx) ดังรูปที่ 14 และ 15 จำกกรำฟในรูปที่ 14 จะเห็นได้ว่ำ ปริมำณ 
Amphetamine จำกทั้ง 2 วิธีนี้ให้ผลกำรทดลองไปในทิศทำงเดียวกัน และมีควำมสัมพันธ์เป็นเส้นตรง
ที่ดี (r2= 0.9938) และได้สมกำร คือ y=0.8505x+60.592  
 และจำกกรำฟในรูปที่ 15 จะเห็นได้ว่ำ ปริมำณ Methamphetamine จำกทั้ง 2 วิธีนี้ให้ผล
กำรทดลองไปในทิศทำงเดียวกัน และมีควำมสัมพันธ์เป็นเส้นตรง (r2= 0.9873) และได้สมกำร คือ 
y=3.3527x-1320 จำกกำรวิเครำะห์ควำมเป็นเส้นตรงนี้ แสดงให้เห็นว่ำ กำรวิเครำะห์ด้วยสองเทคนิค
นี้ สำมำรถน ำมำใช้ในกำรหำปริมำณ Amphetamine และ Methamphetamine ได้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 14 กรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้น Amphetamine (ng/ml) ของวิธี LC-MS/MS 
(แกนy) และวิธี derivatization GC-MS (แกนx) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 15 กรำฟควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้น Methamphetamine (ng/ml)                    
ของวิธี LC-MS/MS (แกนy) และวิธี derivatization GC-MS (แกนx) 
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บทที่ 5  
สรุปและอภิปรำยผลกำรวิจัย 

 

 งำนวิจัยนี้ได้ศึกษำพัฒนำวิธีและตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธีกำรตรวจหำปริมำณยำและสำร
เสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน และเคตำมีน รวมทั้งเมตำบอไลต์ในปัสสำวะ ทั้ ง 8 ชนิด ได้แก่ 
Amphetamine, Methamphetamine, MDA, MDMA, MDEA, Phentermine, Ketamine และ 
Nor-ketamine เทคนิค LC/MS/MS  นอกจำกนี้ยังมีกำรประยุกต์ใช้วิธีที่พัฒนำขึ้น กับตัวอย่ำง
ปัสสำวะที่ทรำบค่ำ และเปรียบเทียบกับเทคนิค GC-MS โดยสำมำรถสรุปภำพรวมของผลกำรวิจัยดังนี้       
 1. วิธีกำรวิเครำะห์ที่พัฒนำขึ้นมำนี้สำมำรถน ำมำใช้ในกำรตรวจหำปริมำณยำ และสำรเสพ
ติด กลุ่มแอมเฟตำมีน และเคตำมีน รวมทั้งเมตำบอไลต์ในปัสสำวะได้ โดยสำมำรถแก้ปัญหำในกรณีที่
ตัวอย่ำงมีปริมำณจ ำกัดได้ เนื่องจำกใช้ปริมำณปัสสำวะเพียง 100 ไมโครลิตร ซึ่งจะช่วยแก้ปัญหำกรณี
ที่ตัวอย่ำงที่ส่งตรวจพิสูจน์มีปริมำณจ ำกัด กำรเตรียมตัวอย่ำงท ำได้ง่ำย และใช้เวลำในกำรวิเครำะห์
เพียง 9 นำที  
     2. จำกผลกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของวิธี (Method Validation) นั้นพบว่ำวิธีกำรทดสอบนี้    
มีควำมถูกต้องและแม่นย ำในกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณยำและสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน และ      
เคตำมีน รวมทั้งเมตำบอไลต์ในปัสสำวะ ทั้ง 8 ชนิด โดยวิธีกำรที่พัฒนำขึ้นมำนี้มีควำมจ ำเพำะ 
(Selectivity) ในกำรตรวจแยกสำรที่ต้องกำรวิเครำะห์ มีค่ำ Linearity, Accuracy, Precision และ 
Matrix Effect อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ มีค่ำ LOD อยู่ในช่วง 2-15 ng/mL และมีค่ำ LLOQ อยู่ที่ 50 
ng/mL ซึ่งครอบคลุมระดับที่กฎหมำยก ำหนด ดังนั้น วิธีกำรทดสอบนี้มีควำมเหมำะสม ที่จะน ำไปใช้
ในกำรกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณยำและสำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน และเคตำมีน รวมทั้ง            
เมตำบอไลต์ในปัสสำวะ และรำยงำนผลกำรวิเครำะห์ได้ และกรณีกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงที่มีควำมเข้ม
สูงกว่ำค่ำสูงสุดของ Calibration curve ต้องมีกำร dilute ตัวอย่ำงให้มีควำมเข้มข้นในช่วงของ 
Calibration curve และส ำหรับกรณี Retention time ของ Phentermine และ Norketamine มี
ค่ำเท่ำกันนั้น ในกำรวิเครำะห์ให้พิจำรณำจำก Precursor ion (m/z) และ Product ion(m/z) ซ่ึงทั้ง
สองมีค่ำต่ำงกัน ดังนั้น วิธีกำรทดสอบนี้สำมำรถที่จะน ำไปใช้ในกำรกำรตรวจวิเครำะห์ปริมำณยำและ
สำรเสพติดกลุ่มแอมเฟตำมีน และเคตำมีน รวมทั้งเมตำบอไลต์ในปัสสำวะ และรำยงำนผลกำร
วิเครำะห์ได ้

     3. จำกกำรประยุกต์ใช้วิธีที่พัฒนำขึ้น กับตัวอย่ำงปัสสำวะที่ทรำบค่ำ พบว่ำ มีค่ำ Accuracy 
อยู่ในช่วง 86 ถึง 119.8  และ %RSD อยู่ในช่วง 0.3 ถึง 16.7 และจำกกำรเปรียบเทียบผลกำร
วิเครำะห์กับเทคนิค GC-MS ด้วย paired t-test พบว่ำ ทั้ง 2 วิธี ไม่มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญ
ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95% แต่วิธีที่พัฒนำขึ้นมีขีดควำมสำมำรถในกำรวิเครำะห์ที่ดีกว่ำ ได้แก่ ใช้
ปริมำณตัวอย่ำงน้อยกว่ำ 10 เท่ำ ใช้เวลำกำรวิเครำะห์เพียง 9 นำที รวมทั้งมี Sensitivity และ 
Specificity สูงกว่ำ  
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ข้อเสนอแนะ 
 1. ในกำรวิจัยนี้ศึกษำยำและสำรเสพติด จ ำนวน 8 ชนิด ดังนั้น ควรศึกษำเพ่ิมเติมชนิดอ่ืนๆ 
เช่น Mitrgynine ซึ่งเจอได้ในกระท่อม เพ่ือให้งำนวิจัยมีควำมครอบคลุมและเป็นประโยชน์ต่อ
เจ้ำหน้ำที่ในกำรสืบสวนสอบสวนคดี ที่เกี่ยวข้องกับสำรเสพติดในปัสสำวะ และเพ่ือเป็นประโยชน์ต่อ
งำนด้ำนนิติวิทยำศำสตร์ต่อไป 
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