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บทคดัย่อ   การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาและทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ methamphetamine 

(ยาบ้า) และ amphetamine (เมทตาบอไลตข์อง methamphetamine) ในปัสสาวะด้วยเคร่ืองมอื headspace – gas 

chromatograph mass spectrophotometer (HS-GC/MS) โดยสาร methamphetamine ถูกสกดัออกจากตวัอย่างโดย

วิธกีารท�าให้เป็นไอด้วย potassium carbonate ใช้ phentermine เป็น internal standard และ derivertized ด้วย ethyl 

chloroformate จากน้ันตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณด้วยเทคนิค HS-GC/MS วิธดีงักล่าวมขีดีจ�ากดัในการตรวจ

พบ methamphetamine และ amphetamine (limit of detection, LOD) เทา่กบั 50 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร และขดี

จ�ากดัของการวัดเชิงปริมาณ methamphetamine และ amphetamine (lower limit of quantitation, LLOQ) เทา่กบั 

250 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ช่วงการวิเคราะห์ที่ให้ความสมัพันธเ์ป็นเส้นตรง (linear working range) เทา่กบั 250-

3,000 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร โดยมค่ีา correlation coefficient (r) ของ methamphetamine และ amphetamine อยู่

ในช่วง 0.9979-0.9994 และ 0.9982 - 0.9990 ตามล�าดบั และตลอดช่วงการวิเคราะห์มคีวามแม่น (accuracy) 

แสดงด้วยค่าเฉล่ียของ % recovery โดยการเตมิสารมาตรฐาน 4 ระดบัความเข้มข้นอยู่ในช่วง 89.42-111.07 ความ

เที่ยง (precision) แสดงด้วยค่า %CV เทา่กบั 1.91-10.86 และเมื่อเปรียบเทยีบวิธดีงักล่าวน้ีกบัวิธเีดมิ (TLC) พบ

ว่าลดขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์จาก 15 เหลือ 8 ขั้นตอน ท�าให้ลดระยะเวลาให้บริการจาก 7 วันท�าการ เป็น 4 วัน

ท�าการ ลดการใช้สารเคมทีั้งชนิดและปริมาณ ท�าให้ลดการปนเป้ือนของสารเคมสีู่สิ่งแวดล้อม ส่งผลให้ผู้ปฏบิตังิานมี

ความปลอดภัยมากขึ้นและจากการพิสจูน์ความใช้ได้ของวิธพีบว่ามีความไวและความจ�าเพาะเป็นไปตามที่กฎหมาย

ประเทศไทยก�าหนด
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ในแต่ละปีมีตัวอย่างปัสสาวะของผู้ต้องสงสัยส่งให้

ศนูย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 2 พิษณโุลก ตรวจพิสจูน์

เพ่ือน�าผลไปใช้ประกอบการด�าเนินคดีในช้ันศาลเป็น

จ�านวนมาก และชนิดของสารเสพติดที่ตรวจพบว่ามี

การน�ามาเสพมากที่สดุคือ เมทแอมเฟตามนี (ยาบ้า)(2) 

บทน�า
การแพร่ระบาดของยาเสพติดเป็นปัญหาใหญ่และมี

ความส�าคัญที่ส่งผลต่อความมั่นคงของประเทศ เน่ืองจาก

ผู้เสพ/ผู้ติดยาเสพติด ส่วนใหญ่เป็นเดก็และเยาวชน(1) 

หน่วยงานที่เกี่ยวข้องต้องร่วมมอืกนัด�าเนินการแก้ไข
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ซ่ึงเป็นสารเคมใีนกลุ่ม phenethylamine มโีครงสร้างเป็น 

aromatic ring สตูรทางเคม ีคือ C
10

H
15

N น�า้หนักโมเลกุล 

149.24 g/mol ลักษณะทางกายภาพของเมทแอมเฟตา

มนีอยู่ในรปู hydrochloride salt มสีขีาวจนถงึเป็นผลึกใส

ไม่มสี ีมลัีกษณะค่อนข้างบริสทุธิ์ ส่วนในรปู free base เป็น

ของเหลวสีเข้ม เมทแอมเฟตามีนเป็นสารสังเคราะห์         

มฤีทธิ์กระตุ้นระบบประสาทส่วนกลาง (CNS stimulant) 

ระบบประสาทอตัโนมตัซิิมพาเททคิ (sympathomimetic) 

และมฤีทธิ์กดความอยากอาหาร (appetite suppressant) 

การเสพยาบ้ามหีลายวิธ ีเช่น ฉีดเข้าสู่หลอดเลือด กนิ สดู

ผงหรือไอระเหยเข้าทางจมูก เมื่อมกีารเสพเมทแอมเฟ-

ตามีนเข้าสู่ร่างกาย จะกระจายไปทั่วทุกส่วนของร่างกาย 

เน่ืองจากสารดงักล่าว มีคุณสมบตั ิhigh lipophilicity จึง

ผ่าน blood-brain-barrier เข้าสู่สมองและผ่านไปยัง 

breast milk ภายในไม่กี่นาท ีส่วนใหญ่มกีารเปล่ียนรปูที่

ตบัโดย cytochrome iso enzyme, CYP2D6 มี major 

pathways คือ aromatic hydroxylation เปล่ียนเป็น 4-hy-

droxymethamphetamine และ N-demethylation เปล่ียน

เป็น amphetamine มบีางส่วนเปล่ียนรปูผ่าน minor path-

ways ได้ norephedrine, 4-hydroxyamphetamine, 4- 

hydroxynorephedrine, phenylacetone และ benzoic 

acid(3) แสดงดงัภาพที่ 1 

ส่วนใหญ่เมทแอมเฟตามนีถูกขบัออกทางปัสสาวะ มี

เพียงส่วนน้อยที่ถูกขบัออกทางเหงื่อ และทางอจุจาระ การ

ศกึษาพบว่าประมาณร้อยละ 70  ถูกขบัออกทางปัสสาวะ

ภายใน 48 ช่ัวโมง(5) และจะตรวจพบภายใน 1-3 วันแรก 

หลังการกนิ(4) ค่าเฉล่ียของ Half-life อยู่ระหว่าง 9 -12 

ช่ัวโมง(3) การตรวจหาสารแมทแอมเฟตามนีในคน สามารถ 

ใช้ตวัอย่างชีววัตถุหลายชนิด เช่น ปัสสาวะ ซีร่ัม เส้นผม 

เป็นต้น ปัสสาวะเป็นตวัอย่างที่นิยมใช้แพร่หลายเน่ืองจาก

เกบ็ตวัอย่างง่ายและได้ปริมาณมาก ที่ส�าคัญ ระยะเวลาที่

สามารถตรวจพบสารเสพตดิในปัสสาวะค่อนข้างนานและ

เป็นที่ยอมรับในกระบวนการยุตธิรรมระดบัสากล

 การตรวจ ม ี2 ขั้นตอน คือ การตรวจเบื้องต้น เป็นการ

คัดกรองด้วยชุดทดสอบชนิด immunoassay test kit และ

การตรวจยืนยันโดยใช้วิธทีางห้องปฏบิตักิารซ่ึงมหีลายวิธ ี

เช่น Thin layer chromatography (TLC), HPLC, GC, 

GC-MS และ LC-MS เป็นต้น(4)

ภาพที ่1 เมตาบอไลตข์องเมทแอมเฟตามีน(3,4)
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วิธีการตรวจยืนยันเมทแอมเฟตามีนหรือยาบ้าใน

ปัสสาวะเดิมห้องปฏิบัติการของศูนย์วิทยาศาสตร์การ-

แพทย์ที่ 2 พิษณโุลก ใช้วิธ ีTLC ซ่ึงขั้นตอนการท�างานมี

หลายขั้นตอนแต่ละขั้นตอนต้องใช้เวลานาน ใช้ก�าลังคน

มาก และใช้สารเคมหีลายชนิดในปริมาณมาก แต่ละชนิด 

เป็นสารอนัตราย ตามหลักการเทคนิค TLC เป็น semi 

quantitation จึงไม่สามารถรายงานผลเป็นปริมาณตวัเลข

ตามที่กฎหมายก�าหนดตามประกาศคณะกรรมการป้อง-

กนัและปราบปรามยาเสพตดิ เร่ืองก�าหนดหลักเกณฑวิ์ธี

การและเงื่อนไขการตรวจหรือทดสอบว่าบุคคลหรือกลุ่ม

บุคคลใดมีสารเสพติดอยู่ในร่างกายหรือไม่ในข้อ (10) 

ก�าหนดว่ากลุ่มแอมเฟตามนี (Amphetamines) และกลุ่ม 

MDMA (ยาอี) เมื่อตรวจพบว่ามีสารดังกล่าวอยู่ใน

ปัสสาวะตั้งแต่ 1 ไมโครกรัม/มลิลิลิตรหรือ 1,000 นาโน

กรัม/มลิลิลิตรขึ้นไป ถอืว่าเป็นผู้มสีารเสพตดิในร่างกาย(6) 

ดังน้ันเพ่ือลดปัญหาความล่าช้าในการให้บริการและ

ผลกระทบจากการถูกฝากขังนานท�าให้ผู้ต้องหาล้นคุก   

สญูเสยีอสิรภาพและเสยีเวลาประกอบอาชีพ ศนูย์วิทยา-

ศาสตร์การแพทย์ที่ 2 พิษณโุลก มีแนวคิด ในการเพ่ิม

ศักยภาพวิธวิีเคราะห์ปริมาณการตรวจเมทแอมเฟตามีน

และแอมเฟตามีนในปัสสาวะ จึงริเร่ิมพัฒนาเทคนิคการ 

เตรียมตวัอย่างแบบ Headspace ตรวจวัดหาปริมาณด้วย

เคร่ือง GC-MS และทดสอบความใช้ได้ของวิธแีล้วได้น�า

มาใช้ในงานประจ�า ตั้งแต่ปี 2558 และรายงานผลเป็น

ปริมาณตวัเลข ตามกฎหมายก�าหนด ซ่ึงในเวลาน้ันยังไม่มี

หน่วยงานใดใช้เทคนิคการเตรียมตัวอย่างแบบ Head-

space เพ่ือหาปริมาณเมทแอมเฟตามนีในปัสสาวะมาก่อน

วิธีการศึกษา
1. สารมาตรฐานและสารเคมี 

- สารมาตรฐาน: amphetamine sulfate (99.95 %), 

methamphetamine hydrochloride (99.99 %), phen-

termine hydrochloride (98.50 %) ทัง้หมดเป็นผลิตภณัฑ์

ของ Lipomed ประเทศสหรัฐอเมริกา

- สารเคม:ี Potassium carbonate (AR grade; Qrex), 

Ethyl chloroformate (AR grade; Merck), Methanol 

(HPLC grade), DI water

2. เครือ่งมือและอุปกรณ ์

- เคร่ืองช่ัง 4 ต�าแหน่ง (Satorius), vial head space 

ขนาด 20 มลิลิลิตร พร้อมฝาปิด, crimper, Micropipette 

ขนาด 10-100 ไมโครลิตร และขนาด 100 - 1,000 

ไมโครลิตร, microcentrifuge tube ขนาด 1.50 มลิลิลิตร, 

volumetric flask ขนาด 5, 10 และ 25 มิลลิลิตร 

- เคร่ือง GC/MS (Agilent) ประกอบด้วย head-

space: รุ่น 7697A, autosampler:7693, GC7890B, 

MS 7000 GC/MS Triple Quad 

โดยมสีภาวะของเคร่ืองมอื ดงัน้ี 

GC condition 

-  Inject Temp: 200 ºC, Split ratio: 100:1

-  Analytical column: HP-5 ms; 30 m, 0.25 mm 

DI, Df 0.25 mm

-  Column temperature: เร่ิมต้นไม่สงูกว่า 100 °C 

จนถงึไม่ต�่ากว่า 300 °C

-  Flow rate: 2.00 มลิลิลิตร/นาท ีHe gas

Headspace conditions 

-  Incubation: 80 ºC, Vial equilibration: 5 นาท,ี 

GC cycle: 15 นาท ี

MS conditions ดงัตารางที่ 1

3. การเตรียมสารมาตรฐาน 

ตารางที ่1 แสดง RT และ m/z ของสาร

      Compound            RT (min)  Mass spectrum (m/z)

                                 (±0.3 min)    ECF-derivatives

                              Q       Q1     Q2

Amphetamine-ECF  8.10 116 44 65

Phentermine-ECF 8.20 84 130 91

Methamphetamine-ECF 8.30 102 130 58

หมายเหต:ุ ECF = Ethyl chloroformate, Q = Quantitation 

ion, Q1 และ Q2 = Qualifier ion - 1 และ 2
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เตรียม stock สารมาตรฐาน amphetamine และ meth-

amphetamine ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิ-

ลิตร ละลายใน methanol ปรับปริมาตร ให้เป็น 10 มลิลิ-

ลิตร น�า stock standard ที่เตรียมได้ ไปเตรียม calibration 

curve ผสมระหว่างสารละลายมาตรฐาน amphetamine 

และ methamphetamine ในปัสสาวะ ให้มีความเข้มข้น 

250, 400, 600, 800, 1,000, 2,000 และ 3,000 

นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร เกบ็ไว้ที่อณุหภมู ิ2 – 8 ºC

4. ตวัอย่างปัสสาวะ (matrix blank) ทีใ่ชใ้นการ

ทดสอบความใชไ้ดข้องวิธี

 ปัสสาวะขอบริจาคจากผู้ที่ไม่มปีระวัตใิช้สารเสพตดิ

และไม่ใช้ยารักษาโรค ภายใน 7 วัน จ�านวนอย่างน้อย 6 

แหล่ง เพ่ือใช้ทดสอบ selectivity, linearity, accuracy, 

precision, limit of detection (LOD) and lower limit 

of quantitation (LLOQ)

 น�าปัสสาวะที่ได้แต่ละแหล่งมาตรวจวิเคราะห์ด้วย 

Headspace - GC/MS หากไม่มสีารใดขึ้นบริเวณ reten-

tion time (RT) ตรงกับสารที่สนใจ จึงน�ามาใช้เป็น      

matrix blank เกบ็ปัสสาวะไว้ที่อณุหภมู ิ-20 ºC 

วิธีวิเคราะห์

 1. การเตรียมตวัอย่าง

ปิเปตตวัอย่างปัสสาวะ 300 ไมโครลิตร และ Internal 

standard (phentermine) ความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัม

ต่อมลิลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ใน headspace 

vial ขนาด 20 มิลลิลิตร ตามด้วย ปิเปต derivatives 

ethyl chloroformate 15 ไมโครลิตร จากน้ันใส่ potas- 

sium carbonate 0.50 กรัม ปิดด้วย crimper ทนัท ีน�าไป

ตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง Headspace - GC/MS

 2. เตรียมตวัอย่าง spiked matrix sample 

เตรียม QC ผสมระหว่าง amphetamine และ meth-

amphetamine ในปัสสาวะ จ�านวน 4 ระดบัความเข้มข้น 

คือ ความเข้มข้นที่ 250 (LLOQ), 350, 1,500 และ 

2,500 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ตามล�าดบั 

 3. การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์     

(method validation)(7-9)

3.1 ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของวิธ ี(Selectivity)

-  น�า method blank และ matrix blank ฉีดเข้าเคร่ือง 

GC/MS เพ่ือดูว่าม ีmass หรือ peak ตรงกบัสาร

มาตรฐานหรือไม่

 -  Method blank: เตรียมตวัอย่างตามวิธ ีโดยใช้สาร

เคมทีั้งหมด แต่ไม่ใส่ตวัอย่างปัสสาวะ 

 -  Matrix blank: เตรียมตวัอย่างปัสสาวะที่ได้จาก 6 

คน ตามวิธีวิเคราะห์โดยการฉีด urine blank 

จ�านวน 6 แหล่ง เทยีบกบัสารละลายมาตรฐาน 

amphetamine และ methamphetamine ความเข้ม

ข้นที่ Lower Limit of Quantitative (LLOQ: 

ความเข้มข้น 250 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร)

เกณฑก์ารยอมรับ(8)

ค่า response ที่ RT เดยีวกนักบัสารมาตรฐาน am-

phetamine และ methamphetamine ต้องไม่มากกว่าร้อย-

ละ 20 ของ response ที่ระดบั LLOQ และค่า response 

ที่ RT เดยีวกนักบั phentermine (internal standard) ที่

ระดบัความเข้มข้น 1,000 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ต้องไม่

มากกว่าร้อยละ 5 

3.2 ทดสอบ Carryover 

ฉีด urine blank หลังจากน้ันฉีดสารมาตรฐานความ

เข้มข้นที่ LLOQ และฉีดสารมาตรฐานที่มีความเข้มข้น

สงูสดุของ Calibration curve: Upper limit of Quantifi-

cation (ULOQ): ความเข้มข้นที่ 3,000 นาโนกรัมต่อ

มลิลิลิตร หลังจากน้ันฉีด urine blank อกีคร้ัง

เกณฑก์ารยอมรับ(8) 

ค่า response ของ urine blank หลังจากฉีด ULOQ ที่

ต�าแหน่ง RT เดียวกนักบัสารมาตรฐาน amphetamine 

และ methamphetamine ต้องไม่มากกว่าร้อยละ 20 ของ 

response ของ LLOQ และ ค่า response ที่ RT เดยีวกนั

กบั phentermine (internal standard) ต้องไม่มากกว่า 

ร้อยละ 5 ของ response ของ LLOQ

3.3 การหาค่าต�่าสดุที่ตรวจพบ (limit of detection, 

LOD) และค่าต�่าสดุที่วิเคราะห์ปริมาณได้ (lower limit 

of quantitation, LLOQ) 
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หาค่า LOD ของ amphetamine และ methamphe- 

tamine โดยค�านวณค่าจากสญัญาณของ spiked sample 

blank โดยการเติมสารมาตรฐาน amphetamine และ 

methamphetamine ลงใน pooled urine blank ที่ระดบั 

LLOQ เตรียมจ�านวน 5 ซ�า้ น�าไปตรวจวิเคราะห์เพ่ือ

หาความเข้มข้นโดยเทยีบกบักราฟมาตรฐาน หลังจากน้ัน

ค�านวณหาค่า SD เพ่ือน�ามาค�านวณหาค่า LOD จากสตูร 

3 x SD และค่า LLOQ จากสตูร 10 x SD เตรียมความ

เข้มข้นทีค่�านวณได้ เตมิลงใน matrix blank ตรวจวิเคราะห์

จ�านวน 3 ซ�า้ และพิจารณาค่า signal to noise ratio ของ 

response ที่ต�าแหน่ง RT เดยีวกบัสารมาตรฐาน amphe- 

tamine และ methamphetamine ค่า signal to noise ratio 

(S/N) มากกว่า 3 และ 10 เทา่ จะได้ค่าความเข้มข้นที่ 

LOD และ LLOQ ตามล�าดบั

เกณฑก์ารยอมรับ(8)

หลังจากได้ค่า LLOQ จากการค�านวณแล้วท�าการ

พิสจูน์ค่า LLOQโดยการเติมสารมาตรฐาน ใน matrix 

blank ที่ความเข้มข้นเทา่กบัค่าที่ LLOQ และน�าไปตรวจ

วิเคราะห์ จ�านวน 5 ซ�า้ ค�านวณค่า % bias ให้เบี่ยงเบน

ไม่เกนิร้อยละ 20 

3.4 ทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการ

วิเคราะห์ (linearity and range)

เตรียม matrix-matched calibration ของสารละลาย

มาตรฐาน amphetamine และ methamphetamine 7 ระดบั

ความเข้มข้น คือ 250, 400, 600, 800, 1,000, 2,000 

และ 3,000 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร สร้างกราฟมาตรฐาน

ระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ

อตัราส่วนระหว่างค่า response ของสารมาตรฐานและค่า 

response ของ Internal standard (response ratio) (แกน 

y) และค�านวณสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation 

coefficient, r) 

เกณฑก์ารยอมรับ(8) 

ค่า r ต้องไม่น้อยกว่า 0.9900 และค�านวณค่า % bias 

ของแต่ละความเข้มข้น เบี่ยงเบนไม่เกนิร้อยละ 15 ยกเว้น

ที่ระดบั LLOQ ให้เบี่ยงเบนได้ไม่เกนิร้อยละ 20 

3.5 ทดสอบความแม่นของวิธ ี(Accuracy)

 ทดสอบความแม่นโดยการเติมสารมาตรฐาน am-

phetamine และ methamphetamine ลงใน matrix blank 

ที่ระดบัความเข้มข้นต่างกนั 4 ระดบั คือ ความเข้มข้นที่ 

250 (LLOQ), 350, 1,500 และ 2,500 นาโนกรัมต่อ

มลิลิลิตร ตามล�าดบั ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ amphe- 

tamine และ methamphetamine ในปัสสาวะ ความเข้มข้น

ละ 5 คร้ัง เปรียบเทยีบกบักราฟมาตรฐาน 

เกณฑก์ารยอมรับ(8) 

ค�านวณค่า % bias ของแต่ละความเข้มข้นให้เบี่ยงเบน

ไม่เกนิร้อยละ 15 ยกเว้นที่ระดบั LLOQ ให้เบี่ยงเบนได้

ไม่เกนิร้อยละ 20 

3.6 การทดสอบความเที่ยงของวิธ ี(precision)

3.6.1 การทดสอบความเที่ยงภายในวัน (intra-day) 

โดยการเตมิสารมาตรฐาน amphetamine และ meth-

amphetamine ลงใน matrix blank ที่ระดบัความเข้มข้น

ต่างกนั 4 ระดบั คือ ความเข้มข้นที่ LLOQ (250), 350, 

1,500 และ 2,500 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล�าดับ 

ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ amphetamine และ metham-

phetamine ในปัสสาวะ ความเข้มข้นละ 5 คร้ัง เปรียบ

เทยีบกบักราฟมาตรฐาน ค�านวณปริมาณ amphetamine 

และ methamphetamine ในปัสสาวะ หาค่าเฉล่ียและ %CV

เกณฑก์ารยอมรับ(8) 

ค่า %CV เฉล่ียของแต่ละระดบัความเข้มข้นให้เบี่ยง

เบนไม่เกนิร้อยละ 15 ยกเว้นที่ระดบั LLOQ ให้เบี่ยงเบน

ได้ไม่เกนิร้อยละ 20 

3.6.2 Intermediate precision การทดสอบ ความเทีย่ง

ต่างวัน (Inter-day) 

เตมิสารมาตรฐาน amphetamine และ methamphe- 

tamine ลงใน matrix blank ที่ระดบั ความเข้มข้นต่างกนั 

4 ระดบั คือ ความเข้มข้นที่ 250 (LLOQ), 350, 1,500 

และ 2,500 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตรวจวิเคราะห์หา

ปริมาณ amphetamine และ methamphetamine ใน

ปัสสาวะ ความเข้มข้นละ 5 ซ�า้ เปรียบเทยีบกับกราฟ

มาตรฐาน ทดสอบจ�านวน 3 วัน
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 เกณฑก์ารยอมรับ(8)

%CV เฉล่ียของแต่ละระดับความเข้มข้น จ�านวน 3 

วัน ให้เบี่ยงเบนไม่เกนิร้อยละ 15 ยกเว้น ที่ระดบั LLOQ 

เบี่ยงเบนได้ไม่เกนิร้อยละ 20 และค�านวณค่า p–value 

จากสถติ ิone-way ANOVA ค่า p-value ที่ได้มากกว่า 

0.05 แสดงว่าผลที่ได้ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัย-

ส�าคัญที่ระดบัความเช่ือมั่น ร้อยละ 95 

3.7 ทดสอบความคงสภาพของสารละลายตวัอย่าง 

3.7.1 Short term stability (Bench top stability) 

เตรียม QC ความเข้มข้นต�่า (QCL) และ QC ความ

เข้มข้นสงู (QCH) จ�านวน 3 ซ�า้ และวางไว้ที่อณุหภมูห้ิอง 

เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง คือเวลาที่นานที่สดุในการน�าตวัอย่าง

ปัสสาวะออกจากตู้ เยน็เพ่ือรอวิเคราะห์ ท�าการเตรียม

ตวัอย่างและตรวจวิเคราะห์ ค�านวณค่าความเข้มข้นเทยีบ

กบักราฟมาตรฐาน น�าตัวอย่างดังกล่าวมาฉีดและเทยีบ

ผลการวิเคราะห์กบั QCL และ QCH ที่เตรียมใหม่

เกณฑก์ารยอมรับ(8)

ค�านวณหาค่า % bias และ %CV ของแต่ละความเข้ม

ข้น เบี่ยงเบนไม่เกนิร้อยละ 15 และ ค่า p-value จากสถติ ิ

paired t-test เปรียบเทยีบระหว่างการเตรียมตวัอย่างตั้ง

ไว้ เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง กบัการเตรียมตัวอย่างใหม่ ค่า 

p-value ที่ได้มากกว่า 0.05 แสดงว่าผลที่ได้ไม่มีความ

แตกต่างกนัอย่างมนัียส�าคัญ ที่ระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 

95 

3.7.2 Auto sampler stability

เตรียมสารมาตรฐาน amphetamine และ metham-

phetamine ในปัสสาวะที่ 2 ความเข้มข้น คือ ความเข้มข้น

ต�่า (QCL) และความเข้มข้นสงู (QCH) ความเข้มข้นละ 

3 ซ�า้ เตรียมตวัอย่างและวางตวัอย่าง ที่พร้อมที่จะฉีดไว้

ใน Auto sampler เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ซ่ึงเป็นเวลาทีว่างตวั

อย่างเพ่ือรอตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง GC/MS ที่นาน

ที่สุดของการปฏิบัติงาน น�าตัวอย่างดังกล่าวมาฉีดและ

เทยีบผลการวิเคราะห์กบั QCL และ QCH ที่เตรียมใหม่ 

เกณฑก์ารยอมรับ(8)

ค�านวณหาค่า % bias และ %CV ของแต่ละความเข้มข้น

เบี่ยงเบนไม่เกนิร้อยละ 15 และ ค่า p-value จากสถติ ิ

paired t-test เปรียบเทยีบระหว่างการเตรียมตวัอย่างตั้งไว้ 

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงกบัการเตรียมตวัอย่างใหม่ ค่า p-value 

ที่ได้มากกว่า 0.05 แสดงว่า ผลที่ได้ไม่มีความแตกต่าง

กนัอย่างมนัียส�าคัญ ที่ระดบัความเช่ือมั่นร้อยละ 95 

3.8 การทดสอบ dilution integrity 

เตรียมสารมาตรฐาน amphetamine และ metham-

phetamine ใน matrix blank ที่ความเข้มข้นสงูกว่าสาร

มาตรฐานที่มคีวามเข้มข้น 3,000 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร 

ซ่ึงเป็นความเข้มข้นที่สงูสดุของ Calibration curve ความ-

เข้มข้นที่เตรียมเท่ากับ 10,000, 25,000, 50,000, 

100,000 และ 250,000 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ท�าการ 

dilute ตวัอย่างด้วย urine blank อตัราส่วน 1:9, 1:24, 

1:49, 1:99 และ 1:249 ตามล�าดบั น�าไปตรวจวิเคราะห์

ด้วย GC/MS ได้ค่าความเข้มข้นเมื่อเทียบกับกราฟ

มาตรฐานและน�าค่าความเข้มข้นที่เคร่ืองวัดได้มาคูณกบั

จ�านวนเทา่ที่ท �าการ dilute จะได้ปริมาณความเข้มข้นของ

ตวัอย่าง

 เกณฑก์ารยอมรับ(8)

 ค�านวณค่า % bias และ %CV ของแต่ละความเข้ม

ข้นให้เบี่ยงเบนได้ไม่เกนิร้อยละ 15 

3.9 Matrix effect

น�า urine blank จ�านวน 6 แหล่ง มาเตมิสารมาตรฐาน 

amphetamine และ methamphetamine ที่ระดบัความเข้ม

ข้น QCL และ QCH หลังจากน้ันน�าไปตรวจวิเคราะห์และ

เทยีบกบักราฟมาตรฐาน

เกณฑก์ารยอมรับ(8)

%CV ของแต่ละความเข้มข้นเบี่ยงเบนไม่เกนิร้อยละ 

15 

4. การเข้าร่วมการทดสอบความช�านาญ (Proficien-

cy testing)

เข้าร่วมทดสอบความช�านาญ (proficiency testing, 

PT) กบัส�านักยาและวัตถุเสพตดิ กรมวิทยาศาสตร์การ-

แพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ผลที่ได้อยู่ในเกณฑ์การ

ยอมรับค่า z-score <2
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ผลการศึกษา
จากผลการทดสอบความถูกต้องของวิธ ีพบว่า วิธน้ีีมี

ความจ�าเพาะเจาะจงและไม่พบว่าม ีcarry over ข้อมูลดงั

ตารางที่ 2 ปริมาณ methamphetamine และ amphetamine 

ต�่าสดุที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (LLOQ) เทา่กบั 250 

นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ค่าต�่าสดุทีต่รวจพบ (LOD) เทา่กบั 

50 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และการทดสอบความเป็น   

เส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (linearity and range) 

อยู่ในช่วง 250–3,000 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ดงัภาพที่ 

2 โดยค่า correlation coefficient (r) ของ methamphet-

amine และ amphetamine เทา่กบั 0.9979-0.9994 และ 

0.9982-0.9990 ตามล�าดบั ดงัตารางที่ 3 มคีวามแม่น 

ตารางที ่2  ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงและ carry over 

          พารามเิตอร์        ร้อยละของค่า response ที่ RT เดยีวกนักบั      ร้อยละของค่า response ที่ RT

                                               สารมาตรฐานเทยีบกบั LLOQ               เดยีวกนักบั internal standard เทยีบกบั LLOQ

                               Amphetamine Methamphetamine 

ความเฉพาะเจาะจง   6.77 13.91 0.42

Carry over  0.20 10.72 1.60

Acceptance criteria: ร้อยละของค่า response ที่ RT เดยีวกนักบัสารมาตรฐาน ต้องไม่มากกว่า ร้อยละ 20 และ

 ร้อยละของค่า response ที่ RT เดยีวกนักบั internal standard ต้องไม่มากกว่าร้อยละ 5

ภาพที ่2 แสดงความเป็นเสน้ตรงช่วงความเขม้ขน้ 250 – 3,000 นาโนกรมั/มิลลิลิตร

ความเขม้ขน้ (ng/ml)ความเขม้ขน้ (ng/ml)

Methamphetamine Amphetamine

Residual plot of Methamphetamine Residual plot of Amphetamine
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(accuracy) แสดงด้วยค่าเฉล่ีย %recovery อยู่ในช่วง 

89.42-111.07 ดงัตารางที่ 4 และความเที่ยง (preci-

sion) แสดงด้วยค่า %CV อยู่ในช่วง 1.91-10.86 และ

ไม่พบความแตกต่างของการวิเคราะห์ซ�า้ระหว่างวัน (p> 

0.05) ดงัตารางที่ 5 จากการทดสอบ Bench top stabil-

ity พบว่าสารละลายตัวอย่างสามารถคงสภาพที่เวลา 8 

ช่ัวโมงและจากการทดสอบ auto sampler stability พบว่า

สารละลายตวัอย่างสามารถคงสภาพที่เวลา 24 ช่ัวโมง ดงั

ตารางที่ 6 จากโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน ทั้ง 3 

ชนิด ดังภาพที่ 3 น�าไปหาค่าการแยก (resolution) 

ระหว่าง amphetamine และ phentermine เทา่กบั 2.80 

และระหว่าง phentermine และmethamphetamine เทา่กบั 

3.50 ดงัตารางที่ 7 และแสดง mass spectrum ของสาร

แต่ละชนิด ดงัภาพที่ 4

การเตรียมตวัอย่างด้วยเทคนิค Headspace และตรวจ

วิเคราะห์ด้วย GC/MS ได้พัฒนาและน�ามาใช้ในการตรวจ

หาปริมาณ methamphetamine ในงานประจ�า ตั้งแต่ปี 

2558 ตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างไปแล้วประมาณ 50,000 

ตวัอย่าง สามารถลดความสญูเปล่าได้มาก เช่น ลดระยะ

เวลาการตรวจวิเคราะห์ ลดการใช้ชนิดและปริมาณสาร

เคมี ลดปริมาณตัวอย่างที่ใช้ตรวจวิเคราะห์ ลดขั้นตอน

และความยุ่งยาก ดังตารางที่ 8 เมื่อเปล่ียนวิธกีารตรวจ

ตารางที ่3 ขอ้มูลการทดสอบความเป็นเสน้ตรงและช่วงของการวิเคราะห์

      ชนิดสาร       ช่วงความเป็นเส้นตรง (ng/ml)    ช่วง Correlation coefficient (r)    Back–calculated value (% bias)

Amphetamine 250–3,000 0.9982-0.9990  14.29–5.26

Methamphetamine 250–3,000 0.9979-0.9994  16.02–7.74

ตารางที ่4 ผลการทดสอบความถูกตอ้งของวิธีความแม่น( Accuracy) 

      พารามเิตอร์                                  Intra-day                                                      Inter-day 

                                        %bias (%recovery)                                         %bias (%recovery)

       Accuracy                    Amphetamine          Methamphetamine               Amphetamine          Methamphetamine

LLOQ (250 ng/ml) -9.40 (90.60)  4.83 (104.83)  4.61 (104.61) -3.30 (96.70)

QCL (350 ng/ml) -10.53 (89.47)  -10.55 (89.45)  -7.64 (92.36) -2.37 (97.63) 

QCM (1,500 ng/ml)  6.81 (106.81)  - 10.00 (90.00)  -2.01 (97.99) -9.39 (90.61)

QCH (2,500 ng/ml)  -10.58 (89.42)  11.07 (111.07)  -8.03 (91.97) 11.07 (111.07)

ตารางที ่5 ผลการทดสอบความถูกตอ้งของวิธีความเทีย่ง (precision)

      พารามเิตอร์                              Intra-day (%CV)                                         Inter-day (p-value)

                                        %bias (%recovery)                                         %bias (%recovery)

       Precision                     Amphetamine          Methamphetamine               Amphetamine          Methamphetamine

LLOQ (250 ng/ml)  10.86  5.23   0.08  0.08 

QCL (350 ng/ml)  8.67   8.04   0.29  0.06

QCM (1,500 ng/ml)  6.49  4.56  0.20  0.44

QCH (2,500 ng/ml)   5.33  1.91  0.46   0.06
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ตารางที ่6 ผลการทดสอบความถูกตอ้งของวิธีพารามิเตอรต่์างๆ ดงันี้  

           พารามเิตอร์                                       %bias                    % CV            paired t-test (p-value)

Short term stability (8 hr) (bench top stability)        (QCL/QCH)          (QCL/QCH)           (QCL/QCH)  

 - Amphetamine   -6.05/-5.37 6.78/3.02 0.82/0.46

 - Methamphetamine 0.49/12.48 6.42/1.80  0.76/0.62 

Auto sampler stability (24 hr)  

 - Amphetamine  1.484536082 11.26/3.17 0.86/0.98

 - Methamphetamine  7.53/13.09  2.65/1.44 0.25/0.41 

Dilution Integrity    

 - Amphetamine 10.46 10.05  -

 - Methamphetamine 11.68 3.38  -

Matrix effect    

 - Amphetamine - 1.25/8.64  -

  - Methamphetamine - 10.31/2.43  -

ภาพที ่3 chromatogram ของ amphetamine (Amp), phentermine (Phen) และ methamphetamine (Met)

ตารางที ่7 แสดงค่าการแยก (resolution) ของสารทั้ง 3 ชนดิ 

              ชนิดสาร            RT (นาท)ี           Resolution (R)      Acceptance criteria(4)

Amphetamine 8.06  2.80

Phentermine 8.16                                                                R>1.50

Methamphetamine 8.28  3.50 

}
}

Acquisition time (min)

Met

Phen

Amp

C
ou

nt
s
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ภาพที ่4 Chromatogram และ mass spectrum (m/z) ของ amphetamine, phentermine และ methamphetamine

Target compound: amphetamine

ISTD compound: phentermine

Target compound: methamphetamine
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สารที่สนใจด้วยเทคนิคแกส๊โครมาโตกราฟี (GC) และ

ตรวจวัดด้วย Mass Spectrometer (MS) การเตรียม

ตัวอย่างด้วย Headspace สามารถลดขั้นตอนและเวลา

การเตรียมตวัอย่างและไม่ต้องใช้วัสดุสิ้นเปลือง เช่น SPE 

หรือ SPME ที่มีราคาค่อนข้างสูง ขั้นตอนการเตรียม

ตวัอย่างสั้นและไม่ยุ่งยาก มีการปนเป้ือนในระบบเคร่ือง

มือน้อย ช่วยยืดอายุการใช้งานลดค่าใช้จ่ายในการบ�ารุง

รักษาและการซ่อมแซมของเคร่ืองมอืได้ ซ่ึงสอดคล้องกบั

งานวิจัยของศริิรัตน์ ชูสกุลเกรียง และคณะ(10) ได้ศกึษา

การวิเคราะห์ methamphetamine ในตวัอย่างปัสสาวะด้วย 

GC-FID โดยการเตรียมอนุพันธุ์ร่วมกับ SPE และวิธ ี

Headspace พบว่าการเตรียมตัวอย่างด้วย SPE และ 

Headspace ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่ไม่แตกต่างกนั โดย

เฉพาะเทคนิคการเตรียมตวัอย่างด้วย Headspace ยังเป็น

วิธีที่สะดวกรวดเร็วใช้สารเคมีน้อย เป็นมิตรต่อสิ่ง-

แวดล้อม(10) ส่วน SPE มข้ีอจ�ากดัคือ ต้องใช้เวลาในการ

สกดัเน่ืองจากมหีลายขั้นตอน เคร่ืองเตรียมตวัอย่างแบบ

อตัโนมตัมิรีาคาสงู ใช้สารเคมแีละตวัท�าละลายอนิทรีย์ที่

มีความเป็นพิษหลายชนิด(11) และจากหลายงานวิจัยพบ

ว่าในการหาปริมาณ methamphetamine ด้วย Head-

วิเคราะห์ได้สอบถามความพึงพอใจของผู้รับบริการ ได้แก่ 

เจ้าหน้าที่ต�ารวจในเขตรับผดิชอบ จ�านวน 5 จังหวัด คือ 

พิษณโุลก อตุรดติถ ์สโุขทยั ตาก เพชรบูรณ ์ปีงบประมาณ 

2560 จ�านวน 22 แห่ง ซ่ึงได้สอบถามความพึงพอใจ

ประเดน็เกี่ยวกบั การเปล่ียนวิธจีากวิธเีดมิคือ TLC เป็น 

Headspace-GC/MS พบว่า มคีวามพึงพอใจมากขึ้นจาก

ร้อยละ 76.14 เป็นร้อยละ 87.50

วิจารณ์
การตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ methamphetamine และ 

amphetamine ในปัสสาวะด้วย GC/MS สามารถเตรียม

ตัวอย่างได้หลายเทคนิค เช่น Solid Phase Extraction 

(SPE), Solid Phase Micro Extraction (SPME) และ 

Headspace ซ่ึงงานวิจัยน้ีได้เลือกใช้การเตรียมตัวอย่าง

ด้วยเทคนิค Headspace ซ่ึงเป็นเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์หา

และแยกสารอนิทรีย์ที่ระเหยง่ายหรือสารอนิทรีย์กึ่งระเหย

ได้ ปัจจุบนัเป็นเทคนิคที่เป็นที่นิยมอย่างมาก Headspace 

คือ ช่องว่างเหนือสารตวัอย่างภายในขวดบรรจุ ซ่ึงไอของ

สารตัวอย่างที่ระเหยจากสารตัวอย่างจะเกบ็สะสมอยู่ใน

ช่องว่างน้ี และไอของสารตวัอย่างจะถูกน�าไปวิเคราะห์หา

ตารางที ่8 ขอ้มูลเปรียบเทียบระหว่างวิธีเดิม (TLC) และวิธีทีพ่ฒันาข้ึนใหม่ (Headspace-GC/MS)

            ความสญูเปล่า (waste)                                               ข้อมูลเปรียบเทยีบระหว่าง 2 วิธี

                                                                 วิธเีดมิ (TLC)              วิธทีี่พัฒนาขึ้นใหม่ Headspace-GC/MS

  1. turn around time 7 วันท�าการ 4 วันท�าการ

      (กรณตีวัอย่างไม่เกนิ 200 ตวัอย่าง/เดอืน)

  2. ขั้นตอนการเตรียมตวัอย่าง 15 ขั้นตอน 8 ขั้นตอน

  3. ความยุ่งยากของการเตรียมตวัอย่าง มาก น้อย

  4. ระยะเวลาของการสมัผสัสารเคม ี 25 นาท/ีตวัอย่าง 3 นาท/ีตวัอย่าง

  5. ชนิดของสารเคมทีี่ใช้ 13 ชนิด 2 ชนิด

  6. ปริมาณสารเคมทีี่ใช้ มาก (200 ml) น้อย (15 µl)

  7. ปริมาณตวัอย่างที่ใช้ตรวจวิเคราะห์ 3 มลิลิลิตร 0.3 มลิลิลิตร

  8. เคร่ืองมอืและวัสดุวิทยาศาสตร์ที่ใช้ 23 ชนิด 16 ชนิด

  9. ความไวของวิธ ี(LOD) 300 ng 50 ng

10. สามารถรายงานผลเป็นปริมาณ ไม่ได้ ได้

11. ความสามารถในการเป็นห้องปฏบิตักิารอ้างองิ ไม่ได้ ได้
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สรุป

จากการพัฒนาวิธตีรวจหาปริมาณ methamphetamine 

และ amphetamine ในปัสสาวะด้วย GC/MS เทคนิค

การเตรียมตวัอย่างแบบ Headspace เป็นวิธทีีค่วามจ�าเพาะ

เจาะจง มขีดีจ�ากดัในการตรวจพบ (limit of detection, 

LOD) เทา่กบั 50 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ค่าขดีจ�ากดัของ

การวัดเชิงปริมาณ (lower limit of quantitation, LLOQ) 

เทา่กบั 250 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ช่วงการวิเคราะห์ที่ให้

ความสมัพันธเ์ป็นเส้นตรงของ methamphetamine และ 

amphetamine (linear working range) เท่ากบั 250 - 

3,000 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร โดยมค่ีา correlation co-

efficient ในช่วง 0.9979-0.9994 และ 0.9982 - 

0.9990 ตามล�าดบั มคีวามแม่น (accuracy) แสดงด้วย

ค่าเฉล่ีย % recovery อยู่ในช่วง 89.42-111.07 และ

ความเทีย่ง (precision) แสดงด้วยค่า %CV ในช่วง 1.91-

10.86 ตวัอย่างที่น�าออกจากตู้เยน็เพ่ือรอวิเคราะห์วางไว้

ที่อณุหภมูห้ิอง (bench top stability) สามารถคงสภาพ

อยู่ได้ที่เวลา 8 ช่ัวโมง และมคีวามคงสภาพของสารละลาย

ที่เตรียมและวางไว้ที่ auto sampler stability เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง การพัฒนาวิธน้ีีเป็นการเพ่ิมประสทิธภิาพในการ

ตรวจยืนยันให้สามารถสนับสนุนข้อมูลผลการตรวจได้

รวดเร็วขึ้ นทันต่อสถานการณ์เพ่ือช่วยในการเฝ้าระวัง 

ป้องกันการแพร่ระบาดของสารเสพติด สามารถหา

ปริมาณและรายงานผลเป็นปริมาณตวัเลขตามที่กฎหมาย

ก�าหนดได้ ผลการตรวจมคีวามน่าเช่ือถอื และเป็นวิธทีี่ทนั

สมยั มคีวามไวสงู เตรียมตวัอย่างง่าย รวดเรว็กว่าวิธ ีTLC 

ซ่ึงเป็นวิธเีดมิ เป็นการเตรียมความพร้อมเพ่ือก้าวไปสูก่าร

เป็นห้องปฏิบัติการอ้างอิงในภูมิภาค การพัฒนาวิธ ี        

ดงักล่าว ง่ายและสะดวกต่อการปฏบิตังิาน ลดการสมัผสั

สารเคมีส่งผลให้ผู้ปฏิบัติงานปลอดภัยและลดการปน

เป้ือนสารเคมสีูส่ิง่แวดล้อม วิธทีี่พัฒนาขึ้นน้ีเหมาะส�าหรับ

น�ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ งานประจ�าที่มีตัวอย่าง

ปริมาณมาก รวดเรว็และเป็นประโยชน์ส�าหรับผู้ที่ต้องการ

น�าผลไปใช้ในกระบวนการยุตธิรรมต่อไป 

space-GC/MS ส่วนใหญ่จะนิยมเตรียมตวัอย่างโดยการ

ใช้เทคนิค SPME เช่น งานวิจัยของ Jurado C. และคณะ(12) 

และ Namera A และคณะ(13) ใช้พอลิเมอร์เคลือบบน

ไฟเบอร์ขนาดเลก็ (SPME) หลังจากน้ันสารที่ต้องการจะ

ดูดซับบนพอลิเมอร์จากไอของสาร ข้อดขีองวิธน้ีีคือ มขีั้น

ตอนการวิเคราะห์สั้น ง่าย ไม่ต้องใช้สารละลายอนิทรีย์

และเป็นวิธทีี่มสีภาพไวสงูเหมาะกบัการวิเคราะห์ตวัอย่าง

ที่มีความเข้มข้นต�่าๆ อย่างไรกต็ามยังพบข้อจ�ากดั เช่น 

ความไม่เสถยีรและไม่ทนทานต่อตวัท�าละลายอนิทรีย์ การ

หักง่ายของไฟเบอร์การหลุดออกของพอลิเมอร์ที่เคลือบ

อยู่บนไฟเบอร์ตลอดจนไฟเบอร์มรีาคาสงู(11) และจากการ

ศกึษาวิจัยของอรพิณ ทนันขตั ิและคณะ(14) ได้ศกึษาทาง

เลือกใหม่ในการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ไว้

หลายเทคนิค เช่น GC-MS เตรียมตวัอย่างด้วย SPE และ

เทคนิค LC-MS เตรียมด้วย online SPE ข้อมูลพบว่าการ

ตรวจยากลุ่ม amphetamines สามารถใช้เทคนิคการตรวจ

วิเคราะห์และเตรียมตัวอย่างได้หลายเทคนิคซ่ึงมี

ประสทิธภิาพไม่ต่างกนัมากนัก หน่วยงานที่ตรวจพิสจูน์

ยากลุ่มน้ีสามารถเลือกใช้วิธต่ีางๆได้ตามความเหมาะสม

และตามความพร้อมของแต่ละหน่วยงาน เมื่อพิจารณา

ต้นทุนต่อหน่วยเฉพาะค่าวัสดุ (material cost) ของการเต

รียมตัวอย่างด้วย SPE เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ด้วย 

GC-MS ต้นทุนประมาณ 628 บาท และ LC–MS มี

ต้นทุน ราคา 438 บาท(14) ส่วนเทคนิคการเตรียมตวัอย่าง

ด้วย Headspace GC/MS ต้นทุนต่อหน่วย 250 บาท ส่วน

วิธ ีTLC 77 บาท แม้ว่าวิธ ีTLC มต้ีนทุนถูกที่สดุ แต่เป็น

วิธทีี่ไม่สามารถรายงานผลเป็นตัวเลขที่แน่นอนได้และใช้

เวลาในการตรวจวิเคราะห์นาน มกีารใช้สารเคมหีลายชนิด

ในปริมาณมากกว่า อาจส่งผลกระทบต่อสุขภาพของผู้

ปฏบิัติงานและเป็นมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม การวิจัยคร้ังน้ี

ได้เลือกวิธกีารตรวจหาปริมาณ methamphetamine และ 

amphetamines ด้วยเทคนิค GC-MS เตรียมตวัอย่างด้วย 

Headspace ด้วยเหตุผลหลายประการดังที่ได้กล่าวไว้ใน

ข้างต้น



Journal of Health Science 2021 Vol. 30 No. 61146

Efficiency Development and Validate Method in Quantitation of Methamphetamine in Drug Addict by Headspace-GC/MS

กิตติกรรมประกาศ
คณะผูว้ิจยัขอขอบพระคณุผูอ้�านวยการศูนยว์ิทยา-

ศาสตร์การแพทย์ที ่ 2 พิษณุโลก ทีใ่หก้ารสนับสนุน

ทรัพยากร ขอขอบคุณส�านักยาและวตัถุเสพติด ทีไ่ด ้

ถา่ยทอดความรูต่้างๆ ขอขอบคณุนางสาวจริาภรณ ์อ�่าพนัธุ ์

และนางสาวพรรณทิพย์ ตียพันธ์ ทีใ่หค้�าแนะน�าและ  

ความรูท้างวชิาการท�าใหง้านวจิยัส�าเรจ็ไปไดด้ว้ยดี

เอกสารอา้งอิง
1.  สวุพันธ์ คะโยธา, วุธิพงศ์ ภักดีกุล. ปัจจัยเสี่ยงต่อการใช้    

สารเสพติดและปัจจัยที่มีผลต่อการป้องกันยาเสพติดของ

เยาวชนในโรงเรียนมัธยมศกึษา เขตเทศบาลนครสกลนคร. 

วารสารโรงพยาบาลสกลนคร 2018;21(3):84-95.

2.  รัชนีกร บุญธรรม, พสนพรรณ ฉิมหัวร้อง, พรพิมล ป้อมอุ่น

เรือน, กญัญา เดด็ดอกฟ้า, สมุาลี ฤทธิ์อดุม. ธุรกจิยาบ้า

ออนไลน์ส่งผลการแพร่ระบาดในเขตพ้ืนทีภ่าคเหนือตอนล่าง 

ปี 2561. ใน: ณฐัพัชร์ รัตนเดชานาคินทร์, บรรณาธกิาร. 

รายงานประจ�าปี 2561. พิษณโุลก: ศนูย์วิทยาศาสตร์การ-

แพทย์ที่ 2; 2561. หน้า 80-1.

3.  ปรียาพรรณ เพชรปราณี. Methamphetamine. วารสาร-

นิตเิวชศาสตร์ 2554;4(1):66-72.

4.  ส�านักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์. วิธี

มาตรฐานส�าหรับการตรวจพิสจูน์เสพติดในปัสสาวะ เล่มที่ 

1. กรงุเทพมหานคร: คงเกยีรตกิารพิมพ์; 2558.

5.  Moffat AC, Osselton MD, Widdop B, editors. Clarke’s 

analysis of drugs and poison. 4th ed. London: Pharma-

ceutical Press; 2011.

6.  คณะกรรมการป้องกนัและปราบปรามยาเสพติด. ประกาศ

คณะกรรมการป้องกนัและปราบปรามยาเสพตดิ เร่ืองก�าหนด

หลักเกณฑวิ์ธกีารและเงื่อนไขการตรวจหรือทดสอบว่าบุคคล

หรือกลุ่มบุคคลใดมสีารเสพตดิในร่างกายหรือไม่. ราชกจิจา-

นุเบกษา เล่มที่ 137, ตอนพิเศษ 16ภ ง. (ลงวันที่ 17 

กรกฎาคม 2563).

7.  สเุมธ เทีย่งธรรม, อรพิณ ทนันขตั.ิ รายงานการตรวจสอบความ

ถูกต้องวิธ ี(bioanalytical method validation report). นนทบุรี: 

ส�านักยาและวัตถุเสพตดิ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์; 2556.

8.  Committee for Medicinal products for Human Use 

(CHMP). Guideline on bioanalytical method validation; 

London: European Medicines Agency Science Medicines 

Health; 2011. 

9.  ทพิวรรณ น่ิงน้อย. แนวปฏบิตักิารทดสอบความถูกต้องของวิธี

ทางเคมโีดยห้องปฏบิตักิารเดยีว. นนทบุรี: กรมวิทยาศาสตร์-

การแพทย์; 2549.

10. ศริรัตน์ ชูสกุลเกรียง, วิบูลวรรณ สร้อยเพชร, ศภุชัย ศภุ-

ลักษณ์นารี. การวิเคราะห์เมทแอมเฟตามีนในตัวอย่าง

ปัสสาวะด้วยแกส๊โครมาโตกราฟีที่มเีฟลมไอออไนเซช่ันเป็น

ตัวตรวจวัดโดยใช้วิธกีารเตรียมอนุพันธุร่์วมกบัโซลิคเฟส-

เอก็ซ์แทรกช่ันและวิธเีฮดสเปช. Viridian E–Journal, Sci-

ence and Technology Sillapakorn University 2561;5(5): 

19–31.

11. อภิญญา นวคุณ. วิธีการเตรียมตัวอย่างที่เป็นมิตรต่อสิ่ง-

แวดล้อมด้วยการสกดัระดับจุลภาค. วารสารวิทยาศาสตร์-

บูรพา 2558;20(1):227-35.

12. Jarado C, Gimenez MP, Soriano T, Menendez M, Repet-

to M. Rapid analysis of amphetamine, methamphetamine, 

MDA, and MDMA in urine using solid-phase microex-

traction, direct on-fiber derivertization, and analysis by 

GC-MS. J Anal Toxicol 2000;24(1):11-6.

13. Namera A, Yashiki M, KojimaT. Automated headspace 

solid-phase microextraction and in-matrix derivertization 

for the determination of amphetamine-relateed drugs in 

human urine by gas chromatography-mass spectrometry. 

J Chromatogr Sci 2002;40(1):19-25.

14. อรพิณ ทนันขตั,ิ สเุมธ เที่ยงธรรม, รุ่งทพิย์ เจือตี.๋ ทางเลือก

ใหม่ในการตรวจวิเคราะห์ยากลุ่ม amphetamines ในปัสสาวะ. 

วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 2558;ฉบับพิเศษ 2: 

223-43.



การพฒันาประสิทธิภาพและทดสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะหป์ริมาณเมทแอมเฟตามีนโดยเทคนคิ Headspace–GC/MS

วารสารวชิาการสาธารณสขุ 2564 ปีที ่30 ฉบบัที ่6 1147

Abstract:  Efficiency Development and Validate Method in Quantitation of Methamphetamine in Drug Addict by 

Headspace - GC/MS 

Ratchaneekorn Boonthum, M.Sc. (Medical Sciences); Pasanapun Chimhuarong, M.Sc. (Analytical   

Chemistry)

Regional Medical Sciences Center 2, Phitsanulok,, Thailand

Journal of Health Science 2021;30(6):1134-47.

The objective of this study was to develop and validate a method for the quantitation of meth-

amphetamine and amphetamine (metabolite) in urine by using Headspace – Gas Chromatograph Mass 

Spectrophotometer (Headspace - GC/MS). In the process, methamphetamine was extracted from urine 

sample by vaporization with potassium carbonate. Phentermine was used for internal standard and deriv-

ertized with ethyl chloroformate. The result of validation method shown that, both of the limit of detection 

(LOD) and the lower limit of quantification (LLOQ) for methamphetamine and amphetamine were 50 

ng/ml and 250 ng/ml, respectively. Linearity and range were 250 – 3,000 ng/ml; and correlation 

coefficients (r) of methamphetamine and amphetamine were 0.9979 - 0.9994 and 0.9982 - 0.9990 

respectively. The accuracy was at 89.42-111.07%. The precision shown by %CV was 1.91-10.86. 

Comparison between this method and conventional method (TLC) revealed that the analytical process 

reduced from 15 to 8 steps and reduced the time of service from 7 days to 4 days. Reduced type and 

quantitation of chemicals substance and reduced chemicals substance contaminate to environment, there-

fore, increase safety for workers. The validation of this method found sensitivity and specificity were in 

line with the legal requirement of Thailand.

Keywords:  methamphetamine; amphetamine; headspace-GC/MS


