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บทคัดย่อ: cyanide เป็นสารเคมีที่ถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ มากมาย ได้แก่ การผลิต สแตนเลส การถลุงเงินหรือทอง การผลิต
ยาฆ่าแมลง ยาฆ่าหนู นอกจากนี้ยังพบในธรรมชาติจากพืชที่มีสาร cyanogenic glycosides เป็นส่วนประกอบ เช่น มันส าปะหลัง ข้าว
ฟ่าง ไมยราบไร้หนาม เป็นต้น ซึ่งเป็นสาเหตุหลักของการเกิดพิษจากไซยาไนด์ (cyanide poisoning) ในปศุสัตว์ที่กินพืชเหล่านี้เข้าไป 
การศึกษานี้เป็นการพัฒนาและทดสอบความถูกต้องของวิธีตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ cyanide ในเลือดโค เริ่มจากการหาระยะเวลาที่
เหมาะสมในการสกัด cyanide ออกจากเลือดโคด้วยเทคนิค microdiffusion แล้วน าเวลาที่เหมาะสมดังกล่าวไปใช้ในขั้นตอนการ
ทดสอบความถูกต้องของวิธี ตรวจหาปริมาณ cyanide ในสารละลายที่สกัดได้ด้วยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 587 นาโนเมตร ผลการศึกษาพบว่า ขั้นตอนการสกัด cyanide ใน  microdiffusion cell ที่ระยะเวลา 2 ชั่วโมงให้ผลดีที่สุด จาก
ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีที่พัฒนาขึ้นพบว่ามีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.2 – 4.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (r) เท่ากับ 0.997 ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (LOD) เท่ากับ 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณได้อย่างแม่นย า (LOQ) เท่ากับ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าเฉลี่ยร้อยละการ
กลับคืน (%Recovery) อยู่ในช่วงร้อยละ 102-109 และค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) เท่ากับ 2.56 ผลการทดสอบความ
แม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision) ของวิธีจากการวิเคราะห์ตัวอย่างเลือดโคที่เติม cyanide ที่ทราบค่าแน่นอนใน 3 ระดับ
ความเข้มข้นคือ 0.5, 1.0 และ 3.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า พบว่าความแม่นมีค่าเฉลี่ย %Recovery เท่ากับ ร้อย
ละ 105.16, 97.24 และ 92.43 ตามล าดับ โดย %Recovery ของทั้ง 3 ระดับความเข้มข้นอยู่ในช่วงร้อยละ 90 - 108 (เกณฑ์ที่ยอมรับ
ได้อยู่ในช่วงร้อยละ 80 - 120) ส่วนความเที่ยงที่ประเมินด้วย %RSD พบอยู่ในช่วงร้อยละ 1.73 – 2.56 (เกณฑ์ที่ยอมรับได้น้อยกว่าร้อย
ละ 10) และค่า HorRat อยู่ในช่วง 0.16 – 0.26  (เกณฑ์ที่ยอมรับได้น้อยกว่า 2) ซึ่งทั้งหมดอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ เมื่อน าวิธีไป
วิเคราะห์กับตัวอย่างเลือดโคนมที่กินกากมันส าปะหลังเป็นอาหารจ านวน 48 ตัวอย่าง ผลตรวจวิเคราะห์ cyanide พบว่ามีความเข้มข้น
อยู่ในช่วง 0.24-0.54 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งอยู่ในช่วงของความเข้มข้น cyanide ที่พบได้ในเลือดของสัตว์ปกติ สรุปได้ว่า วิธี 
microdiffusion spectrophotometry ที่พัฒนาขึ้นในครั้งนี้สามารถน าไปใช้ตรวจหาปริมาณ cyanide ในเลือดโค ได้อย่างแม่นย า 
เที่ยงตรง และเชื่อถือได้ โดยเป็นวิธีที่ง่าย รวดเร็ว และสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับเลือดสัตว์ชนิดอื่นได้ 
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Abstract: Cyanide is a chemical substance found in plants, pesticides, rodenticides and salts used 
in the industrial process such as stainless, refining precious metals (gold and silver). Cyanogenic 
glycoside, one of the chemical forms of cyanides, is naturally presented in many plants including 
cassava, sorghum and mimosa. Consuming toxic forage is the main cause of acute cyanide poisoning 
in livestock. In this study, we developed microdiffusion spectrophotometric method to validate the 
quantitative determination of cyanide in cattle whole blood. Microdiffusion extraction method was 
performed and the time required to achieve full recovery in the extraction was studied. The optimal 
time then was used to validate the quantitative determination of cyanide using UV-Vis 
spectrophotometer at 587 nm wavelength. It was found that the time required to achieve full 
recovery in the microdiffusion extraction was considerably 2 hours. The established method gave a 
linearity in a concentration ranging from 0.2 to 4.0 µg/ml. (r=0.997). The limit of detection (LOD) was 
0.2 µg/ml while the limit of quantitation (LOQ) was 0.5 µg/ml (102 – 109%Recovery, 2.56 %RSD). The 
accuracy was evaluated using fortified sample blanks (0.5, 1.0 and 3.0 µg/ml) was 105.16, 97.24 and 
92.43 µg/ml, respectively which ranged from 90-108% (standard at 80-120%) and the precision was 
evaluated by %RSD ranging from 1.73-2.56 (standard at <10) and HorRat ranging from 0.16-0.26 
(standard at <2) which all are acceptable.  The method was then used for the determination of 
cyanide in 48 whole blood samples of cassava pulp-fed dairy cattle. The results revealed that the 
concentrations of cyanide ranged from 0.24 to 0.54 µg/ml, which were in the same range of normal 
expectation in blood of most animal species. In conclusion, the microdiffusion spectrophotometric 
method developed in this study provided accuracy and precision as well as proved to be easy and 
reliable and it should be suitable for use in blood of other species. 
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บทน า 
ปัจจุบันโรคที่เกิดจากสารพิษถือเป็นปัญหาที่

ส าคัญและนับวันจะทวีความรุนแรงมากขึ้น ไซยาไนด์ 
(cyanide) เป็นสารพิษชนิดหนึ่งที่เป็นอันตรายต่อคน
และสัตว์ มีโครงสร้างทางเคมีประกอบด้วยคาร์บอน 
1 อะตอม และไฮโดรเจน 1 อะตอม  อาจพบได้ทั้ง 3 
สถานะ เช่น  ในรูปของแข็ งคื อ เกลือ  cyanide 
สารละลาย และในรูปของแก๊สไฮโดรไซยานิก (HCN)  
เป็นต้น  cyanide เป็นสาร เคมีที่ ถู กน ามาใช้ ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ มากมาย ได้แก่ การผลิตสแตนเลส 
การถลุงเงินหรือทอง การชุบโลหะ อุตสาหกรรมปิโตร
เคมี การผลิตยาฆ่าแมลง ยาฆ่าหนู และน ามาใช้ใน
การเตรียมบ่อ เตรียมน้ าเพื่อเพาะเลี้ยงกุ้งและสัตว์น้ า
อื่นๆ เป็นต้น   นอกจากนี้ยังมี cyanide ที่เกิดจาก
ควันบุหรี่ และการเผาไหม้ที่ไม่สมบูรณ์  ดังนั้นจึงอาจ
พบสารนี้ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมทั่วไป ก่อให้เกิด
ความเป็นพิษต่อคนและสัตว์  (Way, 1984) ทั้ งนี้
สาเหตุการได้รับสารพิษเหล่านี้เข้าไปอาจเกิดจากการ
ใช้ที่ขาดความระมัดระวัง  ใช้เกินปริมาณที่ก าหนด 
หรือได้รับเข้าไปโดยไม่ได้ตั้งใจ รวมถึงการใช้สารเคมี
ในทางที่ผิด โดยอาศัยคุณสมบัติความเป็นพิษของสาร 
cyanide น าไปใช้ผิดวัตถุประสงค์ เช่น การฆ่าตัวตาย 
หรือก่ออาชญากรรม วางยาเบื่ อสัตว์  เป็นต้น 
cyanide จากธรรมชาติที่พบในพืชที่เป็นอาหารของ
คนและสั ตว์ ซึ่ ง จะมี ส ารประกอบ  cyanogenic 
glycosides เป็นองค์ประกอบ เช่น มันส าปะหลัง 
ข้าวฟ่าง หน่อไม้ ไมยราบไร้หนาม เป็นต้น ซึ่งหาก
สัตว์เคี้ยวเอื้องกินพืชเหล่านี้เข้าไปจะเป็นสาเหตุหลัก
ของการเกิดพิษจาก cyanide (Arnold et al., 2014) 
โดยเมื่อคนหรือสัตว์กินและถูกย่อยโดยเอนไซม์จะ
ปลดปล่อย cyanide ที่เป็นพิษออกมา (The Merck 
Veterinary Manual, 2014) ทั้งนี้ปริมาณต่ าสุดของ 

cyanide ที่ท าให้สัตว์โดยทั่วไปเสียชีวิตได้ (minimal 
lethal dose) เท่ากับ 2.0 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ
ปริมาณของ cyanide ในพืชอาหารสัตว์ที่สูงเกิน 200 
หนึ่งส่วนในล้านส่วน (ppm) จะท าให้สัตว์แสดง
อาการพษิได ้(Radostits et al., 2000) 

อ าก า ร เ กิ ดพิ ษ ขอ ง  cyanide มี ทั้ ง แ บบ
เฉียบพลัน (acute cyanide poisoning) และแบบ
เรื้อรัง  (chronic cyanide poisoning)  โดยกลไก
ของการเกิดพิษแบบเฉียบพลันนั้นเมื่อสัตว์ได้รับ 
cyanide ในขนาดสูง สารพิษนี้จะไปยับยั้งการท างาน
ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์  cytochrome C oxidase บ น 
membrane ของ mitochondria ท า ให้ เซลล์ ไม่
สามารถน าออกซิเจนไปใช้ในกระบวนการเผาผลาญ
พลังงานได้และท าให้เกิดภาวะ cellular hypoxia 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งกล้ามเนื้อหัวใจและสมองท าให้
สัตว์แสดงอาการกระวนกระวาย หายใจขัด ตัวสั่น ล้ม
ลงนอน   ชัก และเสียชีวิตในที่สุด เมื่อเจาะเลือดดู
หลังจากที่สัตว์เสียชีวิตใหม่ๆ จะเห็นเลือดเป็นสีแดง
สด (cherry red) เนื่องจากเลือดมีออกซิเจนคั่งสูง 
อาการเกิดพิษจะเกิดภายใน 15-20 นาที จนถึง 2-3 
ชั่วโมง หลังจากสัตว์เริ่มได้รับสารพิษทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
ปริมาณสารพิษที่สัตว์ได้รับเข้าไป (มาลินี , 2527; 
Ballantyne, 1987) ส าหรับรายงานการเกิดพิษของ 
cyanide ในคนนั้นมีรายงานในกรณีที่คนงานที่ลงไป
ในบ่อหมักหน่อไม้ดองประสบเหตุหมดสติพร้อมกัน 8 
รายและเสียชีวิต 2 คนจากการสูดดม cyanide ที่ถูก
ปลดปล่อยจากหน่อไม้ (ปานทิพย์, 2551) ส่วนการ
เกิดพิษของ cyanide แบบเรื้อรังจะพบในกรณีที่สัตว์
ได้รับ cyanide หรือกินพืชที่มี cyanide ในปริมาณ
ความเข้มข้นที่ต่ าแต่ได้รับเป็นระยะเวลานานโดยจะ
ส่งผลกระทบต่อระบบประสาทส่วนกลางและการ
ท า ง า น ข อ ง ต่ อ ม ไ ธ ร อ ย ด์ ท า ใ ห้ เ กิ ด ภ า ว ะ 
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hypothyroidism นอกจากนี้ยังสามารถพบภาวะ
กระเพาะปัสสาวะอักเสบ (cystitis) ภาวะปัสสาวะ
เล็ด (urine incontinent) และภาวะเดินไม่สัมพันธ์
กัน (ataxia) เป็นต้น ซึ่งเรียก ภาวะ เหล่าน้ีว่าcystitis 
ataxia syndrome โดยที่สามารถพบได้ทั้งในม้า วัว 
แพะ แกะ เป็นต้น (The Merck Veterinary Manual, 
2014) ส าหรับรายงานความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน
ของ cyanide ในสัตว์นั้น ในปี 2517 สมใจและเชิด
ชัย ได้รายงานความเป็นพิษในไก่กระทงที่ ให้กิน
อาหารผสมมันส าปะหลัง โดยไก่จะมีอาการซึมและ
ตายอย่างรวดเร็ว พบจุดเลือดออกที่อวัยวะภายใน 
มาลินีและคณะ (2525) รายงานความเป็นพิษในโค
พันธุ์อเมริกันบราห์มันจ านวน 5 ตัวที่กินไมยราบไร้
หนาม (Mimosa invisa) แล้วโคแสดงอาการป่วย
อย่างรุนแรง มีอาการน้ าลายฟูมปาก กล้ามเนื้อสั่น 
หายใจล าบากและเสียชีวิตอย่างรวดเร็ ว  และ 
McKenzie and McMicking (1977)  รายงานพิษที่
เกิดขึ้นในโคที่กินข้าวฟ่างอ่อนในทุ่งหญ้า แสดงอาการ
กล้ามเนื้อสั่นและปัสสาวะเล็ด  ล้มลงนอน และ
เสียชีวิตอย่างรวดเร็ว นอกจากนี้ยังมีรายงานการเกิด
พิษของ cyanide แบบเรื้อรังในแกะ โดยสัตว์แสดง
อาการกล้ามเนื้อสั่น หัวสั่น คอบิดและเสียชีวิต ผล
การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาพบการอักเสบของสมอง
และไขสันหลัง การเสื่อมของเส้นประสาท axon 
(Bradley et al., 1995; Bourke et al., 2008) และ
ยังมีการศึกษาพิษของ cyanide แบบเรื้อรังในแพะ 
พบว่าท าให้เจริญเติบโตช้า มีรอยโรคที่ต่อมไธรอยด์
และตับอ่อน (Soto-Blanco et al., 2001) ส่วนใน
สุกรจะท าให้เกิดการเสื่อมของตับ ไตและอวัยวะใน
ระบบประสาท (Manzano et al., 2007) และจาก
การศึกษาในแม่สุกรที่ตั้งท้องพบว่า cyanide ท าให้

แม่สุกรแท้งและลูกสุกรตายแรกคลอด (Andre et 
al., 2015) 

การตรวจวิ เ คราะห์  cyanide โดยทั่ ว ไป
สามารถตรวจได้จากตัวอย่างอาหารในกระเพาะของ
สั ต ว์ ที่ ต า ย โ ด ย ใ ช้ วิ ธี  paper strip test ห รื อ 
colorimetric test โดยเป็นการตรวจวิเคราะห์เชิง
คุณภาพและใช้ เพื่อการคัดกรองเป็นส่วนใหญ่  
(Ballantyne  and Marrs, 1987) อย่างไรก็ตามการ
ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ cyanide จากตัวอย่าง
เลือดถือว่ามีความส าคัญในการวินิจฉัยพิษจาก 
cyanide เพราะเป็นวิธีทดสอบเชิงปริมาณและ
ส า ม า ร ถ ท า ไ ด้ ห ล า ย วิ ธี  เ ช่ น  วิ ธี  Gas 
Chromatography - Mass Spectrometry (GC-
MS) (Murphy et al., 2006; Boadas-Vaello et al.,  
2008) วิ ธี  Fluorometry (Morgan  and Way,  
1980) แ ล ะ วิ ธี  High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) (Chinaka  et  al.,  
1998) เป็นต้น แต่วิธีเหล่านี้มีขั้นตอนที่ซับซ้อน ต้อง
อาศัยอุปกรณ์ที่มีราคาแพง การบ ารุงรักษามีต้นทุนสูง 
และผู้ปฏิบัติต้องมีความรู้ความช านาญสูงท าให้ต้นทุน
การตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างมีราคาแพง 

Microdiffusion เป็นวิธีการท าตัวอย่างให้
บริสุทธิ์ โดยอาศัยการระเหยของสารจากตัวอย่าง 
และถูกดักเก็บโดยสารเคมีที่เหมาะสมและแยกเก็บใน
ช่องอีกส่วนซึ่งท าในระบบปิด  การศึกษาครั้งนี้จึงเป็น
การพัฒนาวิธีการตรวจหาปริมาณสาร cyanide ใน
ตัวอย่างเลือดโคโดยอาศัยเทคนิค microdiffusion 
spectrophotometry ซึ่ ง เป็ น เทคนิ คการตรวจ
วิเคราะห์เชิงปริมาณ สามารถท าได้ในห้องปฏิบัติการ
พิ ษ วิ ท ย า พื้ น ฐ า น ทั่ ว ไ ป ที่ มี เ ค รื่ อ ง  UV-VIS 
spectrophotometer ซึ่ งสามารถท าได้ ง่ ายและ
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ประหยัดค่าใช้จ่ายกว่าการตรวจหาปริมาณสาร 
cyanide ด้วยเทคนิควิธีอื่นๆ 

 
อุปกรณ์และวธิีการ 

สารเคม ี
Potassium cyanide (AR grade, Asia Pacific 

Specialty Chemicals Ltd, Australia), Barbituric 
acid 99% (ReagentPlus®, Sigma-Aldrich Co. LLC., 
Germany), Sodium hydroxide (AR grade, Merck, 
Germany), Sodium dihydrogen phosphate (AR 
grade, Merck, Germany), Chloramine-T trihydrate 
97% (ACROS Organics, U.S.A.),Sulfuric acid(AR 
grade, QRëC,New Zealand),Pyridine (AR grade, 
VWR International, LLC., EU) 

 
วัสดุและเครื่องมือ 

Microdiffusion cell ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
รอบนอก  (Outer Diameter: O.D.) 83 มิลลิ เมตร 
ข น า ด ข อ ง ช่ อ ง บ ร ร จุ ส า ร ด้ า น ใ น  ( center 
compartment) เส้นผ่านศูนย์กลาง 35 มิลลิเมตร 
ลึก 4 มิลลิเมตร และ ขนาดของช่องบรรจุสารด้าน
นอก (outer compartment) เส้นผ่านศูนย์กลาง 60 
มิลลิ เมตร  ลึก 10 มิลลิ เมตร (Bel-Art products, 
U.S.A.), UV-Vis Spectrophotometer model DU-
64 (BECKMAN, U.S.A.) พร้อมด้วยระบบ Sipper, 
analytical balance model BP 221S (Sartorius, 
Germany) 

 
วิธีเตรียมสารละลายมาตรฐาน  

เตรียมสารละลาย cyanide มาตรฐานเพื่อเป็น 
stock solution ให้ได้ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยชั่ง  potassium cyanide 0.0500 

กรัม ละลายด้วยสารละลาย sodium hydroxide 
0.1 M ในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรจนครบ หลังจากนั้นเตรียมสารละลาย
ม าต ร ฐ านส า ห รั บ ใ ช้ ง า น  (working  standard 
cyanide solution) โดยท าการเจือจางสารละลาย
มาตรฐาน cyanide เข้มข้น ด้วยน้ ากลั่นให้ได้ความ
เข้มข้น 0.2, 1.0, 2.0 และ 4.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
วิธีเตรียมน ้ายาเคมี 

เ ต รี ยม  pyridine-barbituric acid reagent 
โดยชั่ง barbituric acid 6 กรัม ลงในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 100 มิลลิลิตรเติมกรด hydrochloric เข้มข้น 
6 มิลลิลิตร เจือจางด้วย pyridine 30 มิลลิลิตรแล้ว
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนครบ (ควรเตรียมใหม่ทุก
ครั้งที่ต้องการใช้) 

เตรียม สารละลาย 0.25% chloramine-T โดย
ชั่ง chloramine-T 0.25 กรัม ลงในขวดวัดปริมาตร
ขนาด 100 มิลลิลิตร เติม ค่อยๆเจือจางด้วยน้ ากลั่นจน
ละลาย แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนครบ 

 
วิธีเตรียมตัวอย่างควบคุม 

เตรียมโดยการท า ตัวอย่างเลือดโคที่ เติม 
cyanide ที่ ท ราบค่ าความ เข้ มข้ นแน่นอนหรื อ 
fortified sample blank โ ด ย เ ติ ม ส า ร  cyanide 
มาตรฐาน  ลง ใน  sample blank หรื อ  pooled 
cattle whole blood ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.5, 
1 และ 3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
วิธีวิเคราะห ์
1) ก า ร ส กั ด  cyanide ออ ก จ าก ส า ร ล ะ ล า ย
มาตรฐานและตั วอย่ า ง เลื อดโคด้ วย เทคนิ ค 
microdiffusion แ ล ะ ต ร ว จ วั ด ด้ ว ย วิ ธี  
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spectrophotometry วิธีวิเคราะห์ดัดแปลงมาจาก
วิธีของ Flanagan et al. (1995) 

1.1 การสกัดสาร cyanide จากสารละลาย
มาตรฐานและตัวอย่างด้วยเทคนิค microdiffusion  

ปิเปตสารละลาย 0.1 M sodium hydroxide  
2 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ลง ใน  center compartment ขอ ง 
microdiffusion cell (ดังรูปที่ 1)  แต่ละอันที่ label 
ชื่อน้ ากลั่น(blank) สารละลายมาตรฐาน ตัวอย่าง
ควบคุม หรือตัวอย่างเลือดไว้ จากนั้นปิเปต blank 
สารละลายมาตรฐาน ตัวอย่างควบคุม หรือตัวอย่าง
เลือดที่จะตรวจวิเคราะห์อย่างละ 1 มิลลิลิตร ลงใน
ส่ วนของ  outer compartment ก่ อน  ตามด้ วย
สารละลาย 1 M sulfuric acid 1 มิลลิลิตรจากนั้น
ปิดฝา microdiffusion cell ที่ทาด้วยซิลิโคนกรีซ
และ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องในตู้ดูดควันเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง 

1.2 การตรวจวัดปริมาณสาร cyanide ด้วย
วิธี spectrophotometry  

ปิเปตสารละลาย 0.1 M sodium hydroxide  
0.5 มิลลิลิตรจาก center compartment ในแต่ละ
ความเข้มข้นที่ ได้ลงในหลอดทดลองขนาด 15 
มิลลิลิตร แบบมีฝาปิด แต่ละหลอดเติมสารละลาย 
sodium dihydrogen phosphate  1 มิลลิลิตรและ
สารละลาย 0.25% chloramine-T 0.5 มิลลิลิตร ลง
ไป ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex ตั้งทิ้งไว้ 2 นาที 
จากนั้ น เติ มน้ า ย า  pyridine-barbituric acid 1.5 
มิลลิลิตรลงในหลอด ผสมให้ เข้ากันด้วยเครื่อง 
vortex ตั้งทิ้ งไว้  10 นาทีแล้วน าไปวัดหาค่าการ
ดูดกลืนของแสง (absorbance) ที่ 587 นาโนเมตร 
ด้วยเครื่อง  UV-Vis Spectrophotometer โดยใช้  
peristaltic sipper  สร้างกราฟมาตรฐาน (standard 
calibration curve) โ ดยน า ค่ า ก า รดู ดกลื นแส ง 

(absorbance) ของสารละลายมาตรฐานที่เครื่องวัด
ได้มาสร้างเป็นแกน y และปริมาณความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐานแต่ละระดับมาสร้างเป็นแกน x  
ค านวณหาความเข้มข้นของ cyanide ในเลือดโคจาก
สมการ linear regression; y = ax + b 

 
2) การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในขั้นตอน
การสกัด cyanide ด้วยเทคนิค microdiffusion 

ท าโดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน cyanide
ในน้ ากลั่ นความเข้มข้น  0.2, 1.0, 2.0 และ 4.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 3 ชุดพร้อม blank มา
วิเคราะห์ตามขั้นตอนในข้อ 1.1 ความเข้มข้นละ 7 ซ้ า 
โดยตั้ง microdiffusion cell ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องใน
ตู้ดูดควันที่เวลา 1, 2 และ 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นเมื่อ
ครบเวลาในแต่ละชั่วโมง น าสารละลาย sodium 
hydroxide จาก inner chamber ที่ได้ไปวิเคราะห์
ตามขั้นตอนในข้อ 1.2 หาค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน และ ร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
(%RSD) ของค่า absorbance ที่วัดได้จากเครื่อง 
spectro photometer พิจารณาเปรียบเทียบหา
ระยะเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ในขั้นตอนการสกัด แล้วน า
ช่วงเวลาดังกล่าวไปใช้ในการศึกษาในขั้นตอนการ
ทดสอบความถูกต้องของวิธีการต่อไป 

 
3) การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิ เคราะห์  
(method validation) การทดสอบความถูกต้องวิธี
วิเคราะห์ท าตาม ทิพวรรณ (2549); ตติย (2547) 

3.1 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วง
การวิเคราะห์ (linearity and range) 

หาช่วงการวิเคราะห์ (range) โดยการเตรียม
สารละลายมาตรฐาน cyanide ให้มีความเข้มข้น 8 
ระดับ คือ 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0 และ 6.0 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วิเคราะห์ตามวิธีในข้อ 1.1 
และ 1.2 ความเข้มข้นละ 1 ซ้ า สร้างกราฟระหว่าง
คว าม เข้ ม ข้ นส า รมาตรฐ าน  ( แกน  x) กั บค่ า 
absorbance (แกน y) พิจารณาช่วงที่เป็นเส้นตรง  

หาความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยดูจาก
กราฟของ range เลือกช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรง
มาอย่างน้อย 6 ระดับ วิเคราะห์ตามวิธีความเข้มข้น
ละ 3 ซ้ า  สร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นสาร
มาตรฐานที่ตรวจพบกับค่า absorbance ค านวณหา
ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (Pearson’s 
correlation coefficient: r) เกณฑ์การยอมรับ  r 
มากว่าหรือเท่ากับ 0.995  

3.2 การหาขีดจ ากัดในการตรวจพบหรือ
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ (Limit 
of detection: LOD) 

น า  sample blank (pooled cattle whole 
blood) มาวิเคราะห์ตามขั้นตอนใน 1.1 และ 1.2 
จ านวน 10 ซ้ า ค านวณค่าความเข้มข้นและความ
เข้มข้นเฉลี่ย ( X ) และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
ของ sample blank แล้วค านวณหาค่า LOD จาก
สูตร LOD = X  + 3SD 

3.3  การหาขีดจ ากัดของการหาเชิงปริมาณ
หรือความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์
ปริมาณได้อย่างแม่นย า (Limit of quantitation: 
LOQ) 

หาค่า LOQ เบื้องต้นจากค่า LOD โดยค านวณ
จากสมการ LOQ = X  + 10SD (ของค่ า  LOD) 
จากนั้นยืนยันค่า LOQ โดยการเตรียม fortified 
sample blank (เติมสาร cyanide มาตรฐานลงใน 
sample blank) ให้มีความเข้มข้นเท่ากับค่า LOQ (ที่
ประมาณการ) หรือใกล้เคียง วิเคราะห์ตามขั้นตอนใน
ข้อ 1.1 และ1.2 จ านวน 10 ซ้ า จากนั้นค านวณหา

ปริมาณเทียบกับสารมาตรฐานแล้วค านวณหาค่าร้อย
ละการคืนกลับ (%Recovery) จากสมการ 

 

%Recovery=
C1-C2

C3
×100 

 
โดย C1 คือ ความเข้มข้นเฉลี่ยของ fortified sample 
C2 คือ ความเข้มข้นของ sample blank  
C3 คือ ความเข้มข้นของสารมาตรฐาน cyanide ที่เติม 
และหาร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  (%RSD) 
จากสมการ 
 

%RSD=
SD

X̅
×100 

 
 3.4 การทดสอบหาความแม่นและความ

เที่ยง (accuracy and precision) 
เตรียม fortified sample blank โดยการเติม

สาร cyanide มาตรฐานลงใน sample blank ให้ได้
ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ ระดับ LOQ, 1 และ 3 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แต่ละความเข้มข้นวิเคราะห์
ตาม ขั้นตอนในข้อ 1.1 และ 1.2 จ านวน 10 ซ้ า 
จากนั้นค านวณหาค่า % Recovery, % RSD และหา
ค่า HorRat (Horwitz ratio) จากสมการ 

 

HorRat ratio=
%Experimental RSD

Predicted HorwitzRSD
 

 
ประเมิ นความแม่ นของวิ ธี การวิ เคราะห์  

(accuracy) โดยพิจารณาจากค่า % Recovery ให้อยู่
ในช่วงร้อยละ 80–120 ส่วนความเที่ยง (precision) นั้น 
ประเมินจากค่า HorRat (Horwitz ratio) โดยเกณฑ์การ
ยอมรับ คือ น้อยกว่า 2 (Horwitz and Albert, 2006)  
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4) การประยุกต์ใช้เพื่อตรวจหาปริมาณสาร cyanide 
กับตัวอย่างเลือดโค 

ท าการวิ เคราะห์หาปริมาณ cyanide ใน
ตัวอย่างเลือดโค จ านวน 48 ตัวอย่างที่กินกากมัน
ส าปะหลังเป็นส่วนผสมหลักของการให้อาหารข้นตาม
วิธีการวิเคราะห์ในข้อ 1.1 และ 1.2 พร้อมกับตัวอย่าง
ควบคุม (fortified sample blank) 3 ระดับ เพื่อหา 
%Recovery เ ที ย บ กั บ ส า ร ล ะ ล า ย  cyanide 
มาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.2, 1.0, 2.0 และ 4.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และระหว่างการวิเคราะห์
ตัวอย่างจะท าการวิเคราะห์ซ้ า (Duplicate analysis) 
1 ตัวอย่างในทุกๆ 10 ตัวอย่างที่ตรวจหรืออย่างน้อย 
10% ของตัวอย่างที่ท าการตรวจ เพื่อเป็นการควบคุม
คุณภาพการวิ เ ค ราะห์ ควบคู่ ไ ปด้ วย  จากนั้ น
ค านวณหา %ความแตกต่างสัมพัทธ์ (%Ralative 
percent difference; %RPD)  โ ด ยมี เ กณฑ์ ก า ร
ยอมรับของการวัดซ้ าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 10% จาก
สมการ 

 

%RPD=
(A1 - A2)
(A1+A2)/2

×100 

 
A1 คือ ผลการทดสอบครั้งที่ 1  
A2 คือ ผลการทดสอบครั้งที่ 2  

 
ผลการศึกษา 

จากการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมที่ใช้ใน
ขั้ น ต อ น ก า ร ส กั ด  cyanide ด้ ว ย เ ท ค นิ ค 
microdiffusion ดังแสดงในตารางที่  1 พบว่า ที่
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัดอยู่ที่ชั่วโมงที่ 2 โดย
ให้ค่า absorbance แปลผกผันตามความเข้มข้นที่
สู งขึ้นของปริมาณ cyanide ที่ ใช้ ในการทดสอบ  
นอกจากนั้นแล้วค่า % RSD ในชั่วโมงที่ 2 ยังมีความ

ใกล้เคียงกันโดยแตกต่างกันน้อยกว่า 2% (เกณฑ์การ
ยอมรับที่น้อยกว่า 10%) ส่วนชั่ วโมงที่  3 ให้ผล
เช่นเดียวกันแต่ใช้เวลามากกว่า  ทางผู้วิจัยจึงเลือกใช้
ระยะเวลาในชั่วโมงที่ 2 ส าหรับน าไปใช้ศึกษาใน
ขั้นตอนการทดสอบความถูกต้องของวิธีการต่อไป 

ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการ
วิ เคราะห์  (linearity and range) พบว่าช่ วงการ
วิเคราะห์มีความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.2 - 4.0 
ไม โครกรัมต่ อมิ ลลิ ลิ ตร  โดยมีค่ าสั มประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ของเปียร์สัน (r) เท่ากับ 0.997 ดังแสดงใน
กราฟที่ 1 

ผลการทดสอบความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
ตรวจวิเคราะห์ได้ (Limit of detection: LOD) มีค่า
เท่ากับ 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้น
ต่ าสุดที่สามารถตรวจวิเคราะห์หาปริมาณได้อย่าง
แม่นย า  (LOQ) มีค่ า เท่ ากับ  0.5 ไม โครกรัมต่ อ
มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 2 โดยมีค่า %Recovery 
อยู่ในช่วงร้อยละ 102-109 และ %RSD เท่ากับ 2.56  

ผลการทดสอบความแม่น (accuracy) และ
ความเที่ยง (precision) ของวิธีการวิเคราะห์จาก
ตัวอย่าง fortified sample blank ที่ 3 ระดับความ
เข้มข้นคือ 0.5,1.0 และ3.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
วิเคราะห์ ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า พบว่าความแม่นมี
ค่าเฉลี่ย % Recovery เท่ากับ 105.16, 97.24 และ 
92.43 ตามล าดับ โดย %Recovery ของทั้ง 3 ระดับ
ความเข้มข้นอยู่ ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้คือ ช่วงร้อยละ 
80 - 120 ส่วนการประเมินความเที่ยง พบว่าค่า% 
RSD อยู่ในช่วง 1.73 – 2.56 ซึ่งน้อยกว่าร้อยละ 10 
และค่า HorRat ratio พบอยู่ในช่วง 0.16 – 0.26 ซึ่ง
อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้คือน้อยกว่า 2 ดังนั้นการ
ทดสอบความแม่นของวิธีการและการทดสอบความ
เที่ยงจึงอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได ้
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จากการตรวจหาปริมาณสาร cyanide จาก
ตัวอย่างเลือดโคที่ที่กินอาหารซึ่งใช้กากมันส าปะหลัง
เป็นส่วนผสมหลักด้วยวิธีดังกล่าว จ านวน 48 ตัวอย่าง 
พบปริมาณสาร cyanide ในเลือดโคในช่วงความ
เข้มข้น 0.24 - 0.54 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เฉลี่ย 
0.38 ± 0.07 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  การควบคุม
คุณภาพการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง พบว่า ตัวอย่าง
ควบคุมที่ความเข้มข้น 0.5, 1.0 และ 3.0 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร มีค่า %Recovery อยู่ในช่วงร้อยละ 95 
- 117 และ %RPD จากการวิเคราะห์ตัวอย่างซ้ า มีค่า
ไม่เกินร้อยละ 10 
 

 
รูปที่ 1 แสดงตัวอย่างและส่วนประกอบของ micro 
diffusion cell  
 

 
กราฟที่ 1 แสดงผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงของ
วิธีการวิเคราะห์จากสารละลาย cyanide มาตรฐาน 
ที่ช่วงความเข้มข้น 0.2- 4.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยแกน x คือ ความเข้มข้นของสารละลาย cyanide 
มาตรฐาน แกน y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ตรวจวัดได้
ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  spectrophotometer แ ล ะ มี ค่ า
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เปียร์สัน (r) เทา่กับ 0.997 
 
 
 
 

ตารางที่ 1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย (abs), ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และ %RSD ของสารละลาย 
cyanide มาตรฐาน ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 7 ซ้ า โดยการสกัดด้วยเทคนิค microdiffusion 
ในชั่วโมงที่ 1, 2 และ 3  

Std. cyanide 
(µg/ml) 

ระยะเวลา 1 ชั่วโมง ระยะเวลา 2 ชั่วโมง ระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

abs 
(mean) 

SD %RSD abs 
(mean) 

SD %RSD abs 
(mean) 

SD %RSD 

blank 0.0134 0.0005 3.98 0.0143 0.0005 3.41 0.0154 0.0005 3.46 
0.2 0.0340 0.0037 11.00 0.0484 0.0008 1.62 0.0487 0.0005 1.00 
1.0 0.1931 0.0476 24.63 0.2474 0.0008 0.31 0.2456 0.0005 0.22 
2.0 0.3669 0.1112 30.31 0.5353 0.0023 0.42 0.5563 0.0090 1.62 
4.0 0.6370 0.2469 38.77 1.0889 0.0085 0.77 1.1125 0.0084 0.74 
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ตารางที่ 2 แสดงค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (LOD) และ ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
วิเคราะห์หาปริมาณได้อย่างแม่นย า (LOQ) ของวิธีการตรวจหาปริมาณ cyanide ในเลือดโคด้วยวิธี 
microdiffusion spectophotometry 

ชนิดสาร LOD (µg/ml) LOQ (µg/ml) 

Cyanide 0.2 0.5 

 
ตารางที่ 3 แสดงค่า %Recovery ของการทดสอบความแม่น  ค่า%RSD และค่า HorRat ratio ของการ
ทดสอบความเที่ยง ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า 

ความเข้มข้น (µg/ml) %Recovery ± SD %RSD HorRat ratio 

0.5 105.16±2.70 2.56 0.22 
1.0 97.24±1.68 1.73 0.16 
3.0 92.43±2.17 2.35 0.26 

วิจารณ ์
จากการศึกษาพัฒนาวิธีวิเคราะห์การตรวจหา

ปริมาณ cyanide ในเลือดโคด้วยวิธี microdiffusion 
spectrophotometry ที่ ดั ดแปลงมาจากวิ ธี ขอ ง 
Flanagan et al. (1995) ซึ่งเป็นวิธีตรวจหาปริมาณ 
cyanide ในเลือดคน  พบว่าระยะเวลาที่เหมาะสมใน
ก า ร ส กั ด  cyanide จ า ก เ ลื อ ด โ ค ด้ ว ย เ ท ค นิ ค 
microdiffusion อยู่ที่ชั่วโมงที่ 2 ที่อุณหภูมิห้อง ซึ่งใช้
เ วลาน้ อยกว่ าวิ ธี ของ  Flanagan et al. (1995) 1 
ชั่วโมง ทั้งนี้เนื่องจากการศึกษานี้มีการปรับใช้ปริมาตร
ของสารละลาย cyanide มาตรฐาน  ตัวอย่างเลือด  
และน้ ายาเคมีที่ใช้ในการทดสอบต่างกันจึงส่งผลให้
การตรวจวัดได้ระยะเวลาที่ เหมาะสมแตกต่างกัน
สอดคล้องกับการศึกษาของ Lundquest et al., 
1995 ที่พบว่าปริมาตรของสารละลายมีผลต่อค่า 
absorbance อย่างไรก็ตามระยะเวลาที่เหมาะสมใน
การสกัด cyanide ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ใช้เวลา
มากกว่าการศึกษาของ Tsuge et al. (2001) ที่ ใช้
เวลาในขั้นตอนการสกัด cyanide ที่ปนเปื้อนใน

เครื่องดื่มเพียง 1 ชั่ วโมง ทั้ งนี้อาจเนื่องมาจาก
การศึกษาครั้งนี้ท าการสกัดที่อุณหภูมิห้อง   แต่
การศึกษา ของ Tsuge et al. (2001) ท าการสกัด 
Cyanide ที่อุณหภูมิ 40ºC ซึ่งอุณหภูมิที่สูงขึ้นกว่า
อุณหภูมิห้องนี้ มีผลช่วยเร่งการเกิดปฏิกิริยาระหว่าง 
cyanide ในตัวอย่างกับกรดได้ดีขึ้นท าให้ใช้ เวลา
น้อยลง (Holzbecher and Ellenberger, 1985) ทั้งนี้
แก๊สที่เกิดขึ้นจากการท าปฏิกิริยาคือ แก๊สไฮโดรเจน
ไซยาไนด์ (HCN) จะถูกจับไว้ด้วยสารละลาย 0.1 M 
sodium hydroxide ใน center compartment ของ 
microdiffusion cell ก่อนน าสารละลายดังกล่าวมา
ต ร ว จ ห า ป ริ ม า ณ  cyanide ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง 
spectrophotometer 

เมื่อเปรียบเทียบค่า LOD, LOQ, %Recovery 
และ %RSD ที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้กับการศึกษาของ 
Shafi et al. (2015) ที่ ใ ช้ วิ ธี  Headspace GC/FID 
ตรวจวิ เ ค ร าะห์  cyanide มี ค่ า  LOD เ ท่ า กั บ  1 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, LOQ เท่ากับ 4 ไมโครกรัมต่อ
มิ ลลิ ลิ ตร , %Recovery เท่ ากั บร้ อยละ95 - 102, 
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%RSD เท่ากับร้อยละ 1.3 - 3.9 พบว่าการศึกษาครั้ง
นี้ มี ค่ า  LOD แ ล ะ  LOQ ต่ า ก ว่ า  แ ล ะ ค่ า ข อ ง 
%Recovery มีช่วงกว้างกว่า แต่ %RSD มีค่าน้อย
เ ช่ น เ ดี ย ว กั น  บ่ ง ชี้ ว่ า วิ ธี  microdiffusion 
spectrophotometry สามารถตรวจหาปริ มาณ 
cyanide ในเลือดได้ในระดับที่ต่ ากว่าวิธี Headspace 
GC/FID แต่ทั้งสองวิธีมีความแม่นและความเที่ยงอยู่ใน
เ ก ณ ฑ์ ที่ ย อ ม รั บ ไ ด้  โ ด ย วิ ธี  microdiffusion 
spectrophotometry มีข้อเสียคือใช้ เวลาในการ
วิเคราะห์นานกว่า เนื่องจากต้องใช้เวลาในขั้นตอนการ
สกัดตัวอย่างนานถึง 2 ชั่วโมง แต่วิธี Headspace 
GC/FID ไม่ต้องสกัดตัวอย่ างก่อนน าไปตรวจวัด 
นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Mateus 
et al. (2005) ที่ ใ ช้ วิ ธี  HPLC ตรวจหาปริ ม าณ 
cyanide ในเลือดหนูซึ่ งมีค่า LOQ เท่ากับ 0.025 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (LOD ไม่พบรายงานข้อมูล) 
%Recovery เ ท่ า กั บ ร้ อ ยละ  103 - 112, %RSD 
เท่ากับร้อยละ 5.4 - 7.9 พบว่าวิธี HPLC มีค่า LOQ 
ต่ ากว่าวิธี microdiffusion spectrophotometry ที่
ได้จากการศึกษาครั้งนี้ แสดงว่าวิธี HPLC สามารถ
ตรวจหาปริมาณ cyanide ในเลือดได้ในระดับที่ต่ า
กว่าวิธี microdiffusion spectrophotometry แต่ทั้ง
สองวิธีมีความแม่นและความเที่ยงอยู่ ในเกณฑ์ที่
ยอมรับได้เช่นเดียวกัน อย่างไรก็ตามเครื่อง HPLC มี
ราคาสูงกว่า ระบบการท างานมีความยุ่งยากซับซ้อน
มากกว่าเครื่อง spectrophotometer ทั้งนี้การจะน า
วิธีใดไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างขึ้นอยู่กับ
นักวิ เคราะห์ที่จะเลือกพัฒนาวิธี ให้ เหมาะสมกับ
เครื่องมือและอุปกรณ์ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการนั้น 
ตลอดจนพิจารณาระดับหรือค่าความเป็นพิษของ 
cyanide ที่ท าให้สัตว์ชนิดนั้นเสียชีวิตเพราะเครื่องมือ

แต่ละประเภทมีขีดความสามารถในการตรวจวัดสาร
ได้ไม่เท่ากัน 

เมื่อน าวิธีที่พัฒนาได้มาวิเคราะห์กับตัวอย่าง
เลือดโคนมที่กินกากมันส าปะหลังเป็นอาหาร จ านวน 
48 ตัวอย่าง พบว่าปริมาณ cyanide อยู่ในช่วงความ
เข้มข้น 0.24 - 0.54 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (เฉลี่ย 
0.38 ± 0.07 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ซึ่งค่าที่ตรวจพบ
ดังกล่าวไม่เกินค่าปกติ โดยความเข้มข้นของ cyanide 
ที่ไม่ท าให้เกิดพิษในสัตว์คือน้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.5 
ไมโครกรัมต่ อมิ ลลิ ลิ ตร  (The Merck Veterinary 
Manual, 2014) ทั้ ง นี้ เ นื่ อ ง จ ากสาร  cyanogenic 
glycosides ในมันส าปะหลังเมื่อถูกบด กรอง อัด จาก
กระบวนการสกัดเอาแป้งมันออกจนกลายเป็นกากมัน
จะท าให้สารนี้ละลายออกไปส่งผลให้ HCN ที่เป็นพิษ
ลดลง (ศิริรัตน,์ 2555) 

อย่างไรก็ตามจากการตรวจหาปริมาณสาร 
cyanideในตัวอย่างเลือดโค 48 ตัวอย่างนื้ พบว่ามี
เพียง 7 ตัวอย่างมีค่า cyanide สูงกว่าระดับ LOQ ซึ่ง
เป็นค่าที่สามารถรายงานปริมาณที่มีความแม่นและ
เที่ยงตรงในระดับที่ยอมรับได้ (ทิพวรรณ, 2549) ส่วน
อีก 41 ตัวอย่างที่เหลือ พบปริมาณสาร cyanide ต่ า
กว่าค่า LOQ ดังนั้นในการรายงานผลการตรวจวัด
ระดับปริมาณสาร cyanide จากตัวอย่างควรมีการ
ระบุค่า LOD และค่า LOQ ของวิธีที่ใช้ตรวจไว้ในใบ
รายงานผลการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างร่วมด้วย รวมถึง
ระดับหรือค่าความเข้มข้นที่ท าให้เกิดพิษในสัตว์ ทั้งนี้
เพื่อให้ผู้รับบริการได้ทราบและใช้ประกอบการวินิจฉัย 

เมื่ อพิ จ ารณาถึ งผลกระทบจากพิษของ 
cyanide ต่อสุขภาพสัตว์พบว่าพืชอาหารสัตว์หลาย
ชนิดมี สาร cyanogenic glycosides และ nitrate 
สะสมอยู่ในต้น มาลินี (2525) รายงานความเป็นพิษ
แบบเฉียบพลันในโคพันธุ์อเมริกันบราห์มัน 5 ตัวใน
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จังหวัดขอนแก่นที่ผูกให้กินแปลงไมยราบไร้หนามแล้ว
แสดงอาการป่วยอย่างรุนแรงและเสียชีวิต โดยโค 3 
ตัว เสียชีวิตภายใน 3 วัน และ โคอีก 2 ตัว เสียชีวิต
ภ า ย ใ น  11-12 วั น ต่ อ ม า  ผ ล ก า ร ต ร ว จ ท า ง
ห้องปฏิบัติการจากตัวอย่างอาหารในกระเพาะพบ
สารพิษ nitrate และ cyanide โดยการเทียบสีกับสาร
มาตรฐานซึ่งเป็นการตรวจเชิงคุณภาพในขณะที่  
Lerdsri et al. (2014) รายงานความเป็นพิษแบบ
เฉียบพลันในโค 9 ตัวในจังหวัดบุรีรัมย์ที่กินไมยราบไร้
หนามแล้วแสดงอาการป่วยในลักษณะเดียวกัน และ
เสียชีวิต ผลการตรวจทางห้องปฏิบัติการพิษวิทยาจาก
ตัวอย่างไมยราบไร้หนามและอวัยวะภายในของโคที่
เสียชีวิต คือ หัวใจ ตับ ไต พบสารพิษ nitrate แต่
ตรวจไม่พบ cyanide อย่างไรก็ตามรายงานเหล่านี้ชี้
ชัดให้เห็นถึงพิษของไมยราบไร้หนามที่เจ้าของสัตว์พึง
ระมัดระวังไม่น ามาเป็นพืชอาหารสัตว์เพราะมีหลาย
การศึกษาวิจัยที่ยืนยันถึงอันตรายที่ร้ายแรงของพืช
ชนิ ดนี้  (Alex, 1991; Rajan et al., 1986; Usha et 
al., 2009) จากการศึกษาครั้งนี้ วิธีตรวจหาปริมาณ 
cyanide ในเลือดโคด้วยเทคนิค microdiffusion 
spectrophotometry ที่ได้พัฒนาขึ้น สามารถตรวจ
วิเคราะห์ปริมาณของ cyanide ในเลือดเพื่อบ่งบอกถึง
ระดับความเป็นพิษได้ โดยสามารถตรวจจากตัวอย่าง
เลือดโคที่ก าลังแสดงอาการป่วย หรือจากตัวอย่าง
เลือดโคที่เสียชีวิตใหม่ๆ ซึ่งจะช่วยให้สามารถยืนยัน
การวินิจฉัยโรคได้ อย่างไรก็ตามตัวอย่างส่งตรวจควร
ส่งมาตรวจที่ห้องปฏิบัติการให้ เร็วที่สุด หากไม่
สามารถท าได้ควรเก็บรักษาสภาพตัวอย่างเลือดไว้ที่
อุณหภูมิ 4 ºC และควรส่งตัวอย่างให้เร็วที่สุดภายใน 
1-2 วัน (Ballantyne, 1987) ทั้ งนี้ เป็นการเตรียม
ความพร้อมของห้องปฏิบัติการพิษวิทยาให้ทันต่อ

สถานการณ์ และแก้ปัญหาที่อาจเกิดขึ้นจากการได้รับ
สารพิษชนิดนี้ได้ต่อไปในอนาคต 
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