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การทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอล (Hexestrol)  
ในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS 
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     สุนีย์  คณาพิพัฒน์      พยุงศักดิ์  ภักมี    รังสรรค์ เข็มสุวรรณ 
               

  การทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS ซึ่ง
เป็นวิธีทดสอบที่พัฒนาขึ้นภายในห้องปฏิบัติการ ด าเนินการทดสอบความใช้ได้ตามแนวทางของ 
EURACHEM ในการทดสอบสารเฮกเอสตรอล เตรียมตัวอย่างโดยสกัดตัวอย่างด้วยเมทานอล จากนั้น
ทดสอบด้วยเครื่อง LC-MS/MS โดยใช้สารละลายเฟสเคลื่อนที่ชนิด อะซิโตไนไตรล์ และน้ าปราศจาก
ไอออน ใช้คอลัมน์ชนิด Accucore RP-MS และสภาวะของแมสสเปคโทรเมทรีแบบ ESI positive mode 
ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอล พบว่า กราฟมาตรฐานในช่วงความเข้มข้น 40 - 
1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรงดี มีค่าสัมประสิทธ์การตัดสินใจ (r2) ของสารเฮกเอสต
รอล เท่ากับ 0.9998 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหา
ปริมาณได้ เท่ากับ 15 และ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ โดยมีค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของ
ตัวอย่างที่เติมสารเฮกเอสตรอลที่ระดับ 40, 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม เท่ากับ 73.18, 
106.55 และ 104.28 ตามล าดับ ทดสอบความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ของสารเฮกเอสตรอลที่ระดับ 40, 
500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ ร้อยละ 3.15, 8.26 และ 
44.47 ตามล าดับ และทดสอบความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ของสารเฮกเอสตรอลที่ระดับ 40, 500 และ 
1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในช่วงร้อยละ 3.20, 20.24 และ 
37.64 ตามล าดับ จากผลการทดสอบความใช้ได้แสดงว่ามีคุณลักษณะเฉพาะของวิธีอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับได้ ดังนั้นวิธีทดสอบนี้จึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้ทดสอบสารเฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ ที่
ระดับความเข้มข้น 40 - 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมในอาหารสัตว์  

 

 

ค าส าคัญ : สารเฮกเอสตรอล, การทดสอบความใช้ได,้ อาหารสัตว์ 
กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์  ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์  กรมปศุสัตว์  
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Abstract 
 

The in-house method for determining Hexestrol in animal feed with LC-MS/MS 
technique was validated according to EURACHEM Guideline. For determination of 
Hexestrol the samples were extracted with methanol and analyzed by LC-MS/MS. The 
analysis was carried out using the mobile phase of acetonitrile and deionized water on 
an Accucore RP-MS column with ESI positive mode of mass spectrometry condition. The 
results of method validation of Hexestrol found the calibration curve at the level 40 – 
1,000 µg/kg were good linearity; the correlation determination (r2) of Hexestrol were 
0.9998. The limit of Detection and Limit of Quantitation were 15 and 40 µg/kg, 
respectively. The mean % recovery of Hexestrol at the levels 40, 500, and 1,000 µg/kg 
were 73.18, 106.55 and 104.28 respectively. The relative standard deviations of the 
repeatability at the levels 40, 500, and 1,000 µg/kg of Hexestrol were 3.15, 8.26, and 
44.47 respectively and the relative standard deviations of the with-in laboratory 
reproducibility at the levels 40, 500, and 1,000 µg/kg of Hexestrol were 3.20, 20.24, and 
37.64 respectively. The results of performance characteristics were within the acceptable 
criteria. Thus, this method was suitable for determining Hexestrol at the level of 40 – 
1,000 µg/kg in animal feed. 
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การทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอล (Hexestrol)  
ในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS 
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บทน า 
  

ปัจจุบันการติดตามตรวจสอบการปนเปื้อนสารเฮกเอสตรอล (Hexestrol) ในเนื้อสัตว์                     
และอาหารสัตว์ มีความส าคัญอย่างยิ่งเนื่องจากสารเฮกเอสตรอลเป็นสารที่ถูกมาใช้ในการรักษาสัตว์                   
และปรับปรุงคุณภาพเนื้อสัตว์ที่ใช้เป็นอาหารได้ โดยการฉีดหรือผสมในอาหารสัตว์ เช่น สุกร ไก่ เป็นต้น                     
เพ่ือลดปริมาณไขมันเป็นการเพ่ิมกล้ามเนื้อให้กับสัตว์ (Shao และคณะ, 2005) ซึ่ง Blasco และคณะ                  
ในปี 2007 และ Schuz และคณะ ในปี 2015 ได้มีการรายงานว่าการบริโภคเนื้อสัตว์ที่มีสารเฮกเอสตรอล
ที่ระดับความเข้มข้นต่ าๆ ส่งผลกระทบต่อร่างกายมนุษย์ได้ เช่น มีแนวโน้มเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็ง
เต้านม มะเร็งมดลูก และยังอาจเป็นสาเหตุของโรคที่เกี่ยวข้องกับต่อมไร้ท่อ (Endocrine disrupting 
chemicals) ในประเทศไทย ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา มีมติเพิกถอนใบส าคัญการขึ้น
ทะเบียนต ารับยา สารเฮกเอสตรอล ตั้งแต่ พ.ศ. 2529 และสหภาพยุโรป (European Union; EU)          
มีประกาศห้ามใช้สารเฮกเอสตรอลในการเลี้ยงสัตว์ที่ใช้เป็นอาหาร และ ห้ามน าเข้าผลิตภัณฑ์ที่มีเฮกเอสต
รอล โดยมีการตรวจสอบทั้งสารตั้งต้น และสารอนุพันธ์ ในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ก่อนน าเข้าไปจ าหน่าย 
(Concerning the prohibition on the use in stock farming of certain substances having a 
hormonal or thyrostatic action and of beta-agonists, and repealing Directs 81/602/EEC, 
88/146/EEC and 88/299/EEC., 1996) 

ดังนั้น ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ จึงมีความ
จ าเป็นต้องพัฒนาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค  
LC-MS/MS และเพ่ือให้แน่ใจว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความน่าเชื่อถือตามมาตรฐานสากล จึงต้องทดสอบความ
ใช้ได้ของวิธีทดสอบดังกล่าว การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสาร
เฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS ซึ่งเป็นวิธีทดสอบที่พัฒนาขึ้น ภายในห้องปฏิบัติการ 
อ้างอิงวิธีทดสอบจาก Analytical and Bioanalytical Chemistry, Vol.404(8), September 2012  
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โดยด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบตามแนวทางของ EURACHEM (EURACHEM, 2014) 
เพ่ือแสดงว่าวิธีทดสอบดังกล่าวมีความน่าเชื่อถือ และตรงตามวัตถุประสงค์ของการใช้งาน 

1. วัตถุประสงค์  
 เพ่ือพัฒนาวิธี และตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ เพ่ือให้
มั่นใจว่าวิธีทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นให้ผลทดสอบที่น่าเชื่อถือ 

2. ขอบข่าย 
 พัฒนาวิธี และทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 3.1 ได้วิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS 

3.2 ใช้เป็นข้อมูลในการขอรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามระบบคุณภาพ  
ISO/IEC 17025:2017 
 3.3 ใช้ในการเฝ้าระวังการใช้ยาสัตว์และฮอร์โมนในระบบการผลิตสินค้าปศุสัตว์  

4.วิธีด าเนินการ 
 ด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ ดังนี้ 
 4.1 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ของกราฟมาตรฐาน และทดสอบช่วงการใช้งาน
ของวิธีทดสอบ (Working Range) ดังนี้ 
  4.1.1 ทดสอบ Fortified Sample ของสารเฮกเอสตรอล จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น 
ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า  
  4.1.2 ประเมินความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (Calibration Curve) โดยการสร้าง
กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Fortified sample ของสารเฮกเอสตรอล และพ้ืนที่ใต้พีค 
(Peak Area) แล้วพิจารณาค่า Correlation Coefficient ไม่น้อยกว่า 0.995 
 4.2 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of Detection; LOD) และ
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ (Limit of Quantitation; LOQ) ดังนี้ 
  4.2.1 ทดสอบ Fortified Sample ของสารเฮกเอสตรอล ให้มีความเข้มข้น 40 ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัม จ านวน 10 ซ้ า แล้วน าความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ได้ มาหาค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
(SD) ค านวณหาค่า LOD และ LOQ ของสารเฮกเอสตรอล จาก LOD = 3S0 และ LOQ = 10S0 
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   เมื่อ   S0 =  Standard Deviation จากการทดสอบซ้ า 
    n = จ านวนทดสอบซ้ าในงาน routine 

    S0   =  Standard Deviation ส าหรับค านวณค่า LOD และ LOQ 

  4.2.2 ท าการยืนยันค่า LOD โดยทดสอบ Fortified sample ของสารเฮกเอสตรอล ให้มี
ความเข้มข้นเท่ากับค่า LOD ของสารแต่ละชนิดที่ค านวณได้จากข้อ 4.1.1 จ านวน 10 ซ้ า แล้วประเมินว่า
ค่า Signal to Noise Ratio (S/N) ≥ 3 และ %Ion Ratio ไม่เกินเกณฑ์ที่ก าหนด หากไม่ได้ ให้ยืนยันค่า 
LOD ที่ระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้น 
  4.2.3 ท าการยืนยันค่า LOQ โดยทดสอบ Fortified Sample ของเฮกเอสตรอล ให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับค่า LOQ ของสารแต่ละชนิดที่ค านวณได้จากข้อ 4.1.1 จ านวน 10 ซ้ า แล้วน าความเข้มข้น
ของสารที่วิเคราะห์ได้ มาประเมินความแม่นและความเที่ยงว่าอยู่ในเกณฑ์การยอมรับได้ตามมาตรฐาน 
AOAC (2016) หากไม่ได้ให้ยืนยันค่า LOQ ที่ระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้น 
          4.3 การทดสอบหาความแม่น (Accuracy) และความเท่ียง (Precision) ของวิธีทดสอบ ดังนี้ 
  4.3.1 ทดสอบความแม่นและความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ (Repeatability) ของวิธี
ทดสอบ โดยทดสอบตัวอย่าง Sample Blank และ Fortified Sample ของสารเฮกเอสตรอล 3 ระดับ
ความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า 
  4.3.2 ทดสอบความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ (With-in Laboratory Reproducibility) ของ
วิธีทดสอบ โดยใช้วิธีทดสอบเดียวกัน เครื่องมือเดียวกัน ทดสอบต่างวัน และเจ้าหน้าที่ 2 คน  
แต่ละวันจะท าการทดสอบตัวอย่าง Sample Blank และ Fortified Sample ของสารเฮกเอสตรอล 3 
ระดับความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า 
  4.3.3 ประเมินความแม่น โดยการค านวณค่าร้อยละการกลับคืนได้ (%Recovery) ของแต่
ละความเข้มข้นว่าอยู่ในเกณฑ์การยอมรับได้ตามมาตรฐาน AOAC (2016) 
  4.3.4 ประเมินความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ โดยค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ (%RSDr) ของความเข้มข้นสารที่วิเคราะห์ได้ ซึ่งต้องไม่เกินค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่
ค านวณจากสมการ Horwitz (%PRSDr)   
 
  สมการ Horwitz (repeatability)  %PRSDr  =  0.66 × 2C -0.1505  
 
          เมื่อ C คือ อัตราส่วนความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 
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   4.3.5 ประเมินความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ โดยค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(%RSDR) ของความเข้มข้นสารที่วิเคราะห์ได้ ซึ่งต้องไม่เกินค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่ค านวณ
จากสมการ Horwitz (% PRSDR)  
 

  สมการ Horwitz (With-in Laboratory Peproducibility)  % PRSDR  =  2C-0.1505 
    

    เมื่อ C คือ อัตราส่วนความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 

 4.4 การทดสอบ Selectivity และ Specificity 
  4.4.1 เตรียมตัวอย่าง Sample Slank จ านวน 3 ซ้ า 
  4.4.2 เตรียมตัวอย่าง Fortified Sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานเฮกเอสตรอล ความ
เข้มข้นที่ระดับ 0.004 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 3 ซ้ า 
  4.4.3 เตรียมตัวอย่าง Fortified Sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานเฮกเอสตรอล ความ
เข้มข้นที่ระดับ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม แล้วเติมสารละลายมาตรฐานไดเอทิลสติลเบสทรอล 
(Diethylstilbestrol) ซึ่งสงสัยว่าจะรบกวนการทดสอบ ความเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 3 ซ้ า 
  4.4.4 น าตัวอย่างข้อ (4.4.1 - 4.4.3) วิเคราะห์ด้วยวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอล              
ในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS 
  4.4.5 เปรียบเทียบสัญญาณของ Sample blank (ข้อ 4.4.1) และ Fortified Sample 
(ข้อ 4.4.2) ที่เติมสารละลายมาตรฐานเฮกเอสตรอล ว่าไม่มีการรบกวนจากสารอ่ืนใน Matrix ของ 
Sample Blank 
  4.4.6 เปรียบเทียบผลการทดสอบ Fortified Sample (ข้อ4.4.2) ที่เติมสารละลาย
มาตรฐานเฮกเอสตรอล กับ Spike sample (ข้อ4.4.3) ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารเฮกเอสตรอล และ
เติมสารละลายมาตรฐานไดเอทิลสติลเบสทรอล ว่าพบ Peak ของสารไดเอทิลสติลเบสทรอล ที่ต าแหน่ง 
Retention Time เดียวกันกับสารเฮกเอสตรอลหรือไม่ หรือมี Peak ของสารไดเอทิลสติลเบสทรอล 
รบกวน Peak ของสารเฮกเอสตรอลหรือไม่  

แผนผังขั้นตอนการทดสอบสารสารเฮกเอสตรอลในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค LC-MS/MS 

  ชั่ง Sample 10.00 g ± 0.05 g 
   

เติม Methanol 50 ml 
          - Shake 30 min, 150 rpm 
          - Centrifuge 5 min, 3,500 rpm, 25 ˚C 

กรองผ่าน Nylon membrane 0.2 µm 
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LC- MS/MS 

 

5. ผลการทดลอง 

 5.1 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ของกราฟมาตรฐาน และการทดสอบช่วงการ
ใช้งานของวิธีทดสอบ (Working Range) 
 จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน โดยทดสอบ Fortified Sample  
ของสารเฮกเอสตรอล ในช่วงความเข้มข้น 40 – 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และจากการสร้าง 
กราฟมาตรฐานซึ่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Fortified sample และพ้ืนที่ใต้พีค (Peak 
area) ของสารเฮกเอสตรอลเมื่อพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (Coefficient of 
Determination; r2) พบว่า มีค่าอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ (r2   0.995) จากผลการทดสอบดังกล่าว แสดง
ว่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานในช่วง 40 – 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรง 
เหมาะสมในการใช้เป็นกราฟมาตรฐาน (Calibration Curve) ดังรูปที่ 1  
 

 
รูปที่ 1 แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของ Fortified Sample  

ที่ 40 – 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ Peak Area ของสารเฮกเอสตรอล 
 

y = 183.4x + 585.4 
r² = 0.9998 
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 5.2 ผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of Detection; LOD) 
และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ (Limit of Quantitation; LOQ) 
  5.2.1 จากการทดสอบหาค่า LOD และ LOQ ของสารเฮกเอสตรอลโดยทดสอบตัวอย่างที่
เติมสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 10 ซ้ า ค านวณหาค่าเฉลี่ย และค่า
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความเข้มข้นที่วัดได้ ค านวณค่า LOD และ LOQ จาก LOD = 3S0 และ 
LOQ = 10S0 พบว่ามีค่าดังตารางที่ 1 
 
ตารางท่ี 1  ผลการหาค่า LOD และ LOQ ของสารเฮกเอสตรอล 
 

ล าดับ ความเข้มข้น (µg/kg) 
1 18.96 
2 19.14 
3 19.92 
4 20.04 
5 20.42 
6 19.00 
7 21.75 
8 21.19 
9 19.89 
10 20.46 

mean 20.08 
SD 0.9210 
S0' 0.6512 

LOD = 3S0'  1.9537 
 LOQ = 10S0'  6.5125 

 

 5.2.2 ผลการยืนยันค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of Detection; 
LOD) ของสารเฮกเอสตรอลที่ 5 และ 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า มีค่าร้อยละของ Ion Ratio ไม่
เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานของ European Commission Decision จึงท าการปรับค่า LOD ที่ 15 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และท าการยืนยัน พบว่ามีค่า S/N ≥  3 และร้อยละของ ion ratio เป็นไปตาม
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เกณฑ์มาตรฐานของ European Commission Decision ดังนั้นค่า LOD ของสารเฮกเอสตรอล มีค่า
เท่ากับ 15 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ดังตารางที่ 2 
 5.2.3 ผลการยืนยันความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ (Limit of Quantitation; 
LOQ) ของสารเฮกเอสตรอลที่ 10 และ 30 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า มีค่า %RSD 21.23 ไม่เป็นไป
ตามเกณฑ์มาตรฐานของ AOAC จึงท าการปรับค่า (2016) LOQ ที่ ที่ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมพบว่า ค่า 
%Recovery อยู่ในช่วง 60 – 115 เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานของ AOAC (2016) และตามเกณฑ์การ
ยอมรับที่ค านวณจากสมการ Horwitz ตามล าดับ ดังนั้นค่า LOQ ของสารเฮกเอสตรอล มีค่าเท่ากับ 40 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม จึงมีความเหมาะสมส าหรับวิธีทดสอบนี้ ดังตารางที่ 3 

 5.3 ผลการทดสอบหาความแม่น (Accuracy) และความเท่ียง (Precision) ของวิธีทดสอบ 
5.3.1 จากการทดสอบความแม่นของวิธีทดสอบ โดยทดสอบ Fortified sample ของ

สารเฮกเอสตรอลความเข้มข้น 3 ระดับ คือ 40 (LOQ), 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า ค่า
ต่ าสุด ค่าสูงสุด และค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของสารสารเฮกเอสตรอลในทุกระดับความเข้มข้นอยู่
ในช่วง 60-115, 80-110 และ 80-110 ตามล าดับ ตามเกณฑ์มาตรฐาน AOAC (2016) แสดงว่าวิธี
ทดสอบนี้มีความแม่นเป็นที่ยอมรับได้ ดังตารางที่ 4 

5.3.2 จากการทดสอบความเที่ยงการทวนซ้ าได้ โดยทดสอบ Fortified sample ของ
สารพาราควอตที่ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ 40 (LOQ), 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม พบว่ามี
ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณจากสมการ Horwitz (%PRSDr) ดัง
ตารางที ่5 และจากการทดสอบความเที่ยงการทวนซ้ าได้ แสดงว่าวิธีทดสอบนี้มีความเท่ียงเป็นที่ยอมรับได้  

 
ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบยืนยันค่า LOD ของสารสารเฮกเอสตรอล ที่ระดับ 15 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

ล าดับ %IR S/N 
1 101.23 28.9 
2 111.95 26.9 
3 89.98 30.5 
4 111.17 25.9 
5 92.72 28.4 
6 94.91 18.3 
7 105.19 16.5 
8 124.05 14.0 
9 101.39 19.0 
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10 113.43 18.3 
เกณฑ์ S/N≥3 

เกณฑ์ %Ion ratio ± 20% (89.98-124.05) 
 

 

ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบยืนยันค่า LOQ ของสารเฮกเอสตรอลที่ระดับ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

ล าดับ 
สารเฮกเอสตรอล 

Conc. (µg/kg) %Recovery 
1 33.44 83.61 
2 33.98 84.94 
3 35.09 87.74 
4 32.61 81.52 
5 34.53 86.33 
6 32.79 81.97 
7 32.60 81.50 
8 31.72 79.29 
9 32.21 80.52 
10 34.03 85.08 

mean 33.30 83.25 
SD 1.09 

%RSD 3.27 
 เกณฑ์ %Recovery = 60-115%     

%RSD = 17.90% (ที่ความเข้มข้น 40 µg/kg) 

  
ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบความแม่น (Accuracy) ของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอล 

ความเข้มข้น  
(µg/kg) 

ค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของสาร 
 (%Recovery) 

เกณฑ์การยอมรับ 
(AOAC, 2016) 
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40 73.18 60 - 115 
500 106.55 80 - 110 

1,000 104.28 80 - 110 

 

 

ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบความเท่ียง (Precision) แบบการทวนซ้ าของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอล 

ความเข้มข้น  
(µg/kg) 

ร้อยละค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  
(Repeatability, n=10) 

เกณฑ์การยอมรับ 
%PRSDR 

40 10.75 17.14 
500 1.55 11.72 

1,000 4.26 10.56 
 
 5.3.3 จากการทดสอบความเที่ยงการท าซ้ าได้ โดยทดสอบ Fortified Sample ของสาร
พาราควอตที่ความเข้มข้น 3 ระดับ คือ 40 (LOQ), 500 และ 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม พบว่ามีค่า
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณจากสมการ Horwitz (%PRSDR) ดัง
ตารางที่ 6 และจากการทดสอบความเที่ยงการท าซ้ าได้ แสดงว่าวิธีทดสอบนี้มีความเท่ียงเป็นที่ยอมรับได้ 
 
ตารางท่ี 6 ผลการทดสอบความเท่ียง (Precision) แบบการท าซ้ าของวิธีทดสอบสารเฮกเอสตรอล 

ความเข้มข้น  
(µg/kg) 

ร้อยละค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  
(With-in Laboratory Reproducibility, n=20) 

เกณฑ์การยอมรับ 
%PRSDR 

40 10.21 27.12 
500 3.90 18.00 

1,000 3.58 16.00 
 

 5.4 ผลการทดสอบ Selectivity และ Specificity 
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 5.4.1 จากการเปรียบเทียบสัญญาณของ Sample Blank พบว่ามีน้อยมากเมื่อ
เปรียบเทียบกับสัญญาณของ Fortified Sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารเฮกเอสตรอล                 
แสดงว่าไม่มีการรบกวนจากสารอื่นท่ีอยู่ใน Matrix ของ Sample  
 5.4.2 จากการเปรียบเทียบผลการทดสอบตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐานสาร   เฮกเอ
สตรอลกับ ตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐานสารเฮกเอสตรอล และเติมสารละลายมาตรฐานที่สงสัยจะ
รบกวนคือ สารไดเอทิลสติลเบสทรอล ที่ระดับความเข้มข้น 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในตัวอย่าง Spike 
Sample พบว่าไม่พบ Peak ของสารไดเอทิลสติลเบสทรอล ที่ต าแหน่ง retention time เดียวกับสารเฮก
เอสตรอล แสดงว่าสารชนิดนี้ไม่มีผลต่อวิธีทดสอบนี้ 

6. สรุปผลการทดลอง 
 ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารสารเฮกเอสตรอลในตัวอย่างอาหารสัตว์ โดยเทคนิค 
LC-MS/MS พบว่าผลการทดสอบ Linearity และ Working range โดยการทดสอบ Fortified sample 
ของสารเฮกเอสตรอลในช่วงความเข้มข้น 40 – 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรง โดยค่า 
Coefficient of determination (r2) ไม่น้อยกว่า 0.995 ค่า Limit of Detection (LOD) และค่า Limit 
of Quantitation (LOQ) เท่ากับ 15 และ 40 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมตามล าดับ มีค่าเฉลี่ยร้อยละการ
กลับคืนได้อยู่ในเกณฑ์การยอมรับมีค่าความแม่นและความเที่ยงเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐาน  AOAC 
(2016)  จากผลการทดสอบความใช้ได้แสดงว่ามีคุณลักษณะเฉพาะของวิธีอยู่ในเกณฑ์การยอมรับได้  ที่
ช่วงความเข้มข้น 40 – 1,000 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
 

7. ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีการทดสอบความคงทนของวิธีทดสอบ (Ruggedness) ความช านาญ (Proficiency Test) 
หรือการเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่างห้องปฏิบัติการ (Inter-Laboratory) เพ่ือท าให้เกิดความมั่นใจ
ว่าการทดสอบความใช้ได้ของวิธีมีความแม่นและเที่ยงยิ่งขึ้น  
 

8. กิตติกรรมประกาศ 
 งานวิจัยนี้ ได้รับการสนับสนุนโดยส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์  ขอขอบคุณ                   
นายสัตวแพทย์เลิศชัย จินตพิทักษ์สกุล ผู้อ านวยการส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ส่วนบริหาร
จัดการห้องปฏิบัติการ ที่ด าเนินงานจัดหาวัสดุอุปกรณ์ในการปฏิบัติงาน และเจ้าหน้าที่งานพิษวิทยาและ
ชีวเคมี (สารตกค้าง) กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ ที่ช่วยด าเนินงานจนการศึกษาครั้งนี้ส าเร็จ 
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