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การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะหสารกลุม ionophores ไดแก lasalocid, 

maduramicin, monensin, narasin และ salinomycin ในอาหารสัตวที ่ผสมยา โดยใชเทคนิค 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) เ พ ื ่ อ ต ร ว จส อบ ค ว า ม
สม่ำเสมอของการผสมยา (homogeneity) และการปนเปอนขาม (drug carryover) ผลการทดลอง
แสดงใหเห็นวา 40% methanol เปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการแยกสาร โดยใหคา theoretical 
plates และ asymmetry factor อยูในเกณฑที่ดีที่สุด ขณะที่ 60% methanol อาจใชเปนทางเลือก
สำรองได การเปรียบเทียบตัวทำละลายสกัดพบวา 90% methanol และ 90% acetonitrile ให
สมรรถนะที่ใกลเคียงกัน ยกเวน salinomycin ที่มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ (p ≤ 0.05) สำหรับ 
matrix effect พบวามีอิทธิพลตอการวิเคราะหอยางชัดเจน โดยการใช matrix-fortified calibration 
curve สามารถแกไขผลกระทบดังกลาวและใหคาที่ใกลเคียงสภาพจริงมากกวา นอกจากนี้ การศึกษา
ระยะเวลาการสกัดพบวา lasalocid, maduramicin และ narasin เหมาะสมที่สุดที่ 60 นาที ขณะที่ 
monensin และ salinomycin ใหผลดีที่สุดที่ 15 นาที ดังนั้นวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถนำไปใชในการ
ตรวจสอบความใชไดของวิธีทดสอบในอาหารสัตวที ่ผสมยาโดยเทคนิค liquid chromatography 
mass spectrometry ไดตอไป�
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คำสำคัญ : ionophores อาหารสัตวที่ผสมยา กระจายตัวของยาเปนเนื้อเดียวกัน การปนเปอน
ขาม liquid chromatography-mass spectrometry 
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This study aimed to develop an analytical method for ionophore compounds, 

including lasalocid, maduramicin, monensin, narasin, and salinomycin, in medicated 
feed using liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The 
method was designed to evaluate mixing homogeneity and drug carryover. The 
experimental results indicated that 40% methanol provided the most suitable 
chromatographic conditions, yielding the best theoretical plates and asymmetry 
factors, while 60% methanol could be considered as an alternative. Comparison of 
extraction solvents revealed that 90% methanol and 90% acetonitrile demonstrated 
comparable performance, except for salinomycin, which showed a significant 
difference (p ≤ 0.05). Matrix effects were found to have a pronounced influence on 
the analysis; however, the use of a matrix-fortified calibration curve effectively 
minimized such effects and provided values more representative of real conditions. 
Furthermore, extraction time studies showed that lasalocid, maduramicin, and narasin 
achieved optimal results at 60 minutes, whereas monensin and salinomycin performed 
best at 15 minutes. Therefore, the developed method can be applied for validating 
the analytical performance of LC-MS/MS in medicated feed testing.�
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ยากลุม ionophores (lasalocid, maduramicin, monensin, narasin และ salinomycin) 

เปนสารปฏิชีวนะที่มีกลไกการออกฤทธิ์เฉพาะในการรบกวนสมดุลของไอออนผานเยื่อหุมเซลลของ
จุลินทรีย โดยทำหนาที่เปนตัวพาไอออนบวก เชน Na+, K+, Ca2+ และ Mg2+ ผานเยื่อหุมเซลลของ
แบคทีเรีย ทำใหเซลลตองใชพลังงานมากขึ้นในการรักษาสมดุลจนกระท่ังพลังงานหมดและตายในที่สุด 
ยากลุมนี้นิยมใชในอุตสาหกรรมการเลี ้ยงสัตว โดยเฉพาะในสัตวปกและโคเนื้อ เพื่อควบคุมโรค 
coccidiosis เพิ ่มประสิทธิภาพการใชอาหาร และปองกันโรค bloat ในโค ตัวยาที ่นิยมใชไดแก 
monensin สำหรับโคเนื้อและโคนม salinomycin สำหรับสัตวปกและสุกร narasin สำหรับไกเนื้อ 
และ lasalocid สำหรับโคเนื้อและสัตวปก การใชยากลุมนี้ตองอยูภายใตการดูแลของสัตวแพทย ตอง
ระวังการใชรวมกับยากลุม macrolides และตองคำนึงถึงระยะหยุดยากอนสงโรงฆา รวมถึงตองมีการ
ผสมยาในอาหารสัตวอยางทั่วถึงดวยเครื่องผสมอาหารสัตวที่มีประสิทธิภาพ มีการตรวจสอบความ
เขมขนของยาเปนระยะ และปฏิบัติตามขอกำหนดทางกฎหมายเรื่องปริมาณยาตกคางสูงสุดเพื่อความ
ปลอดภัยของผูบริโภค ทั้งนี้แนวโนมในอนาคตมีการพัฒนาสูตรยาใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น ควบคูกับ
การวิจัยหาทางเลือกอื่นเพื ่อลดการใชยาปฏิชีวนะและการพัฒนาระบบตรวจสอบยาตกคางใหมี
ประสิทธิภาพยิ่งข้ึน 

ดวยเหตุผลดังกลาวภายใตแผนยุทธศาสตรการจัดการการดื้อยาตานจุลชีพประเทศไทย พ.ศ. 
2560–2564 ยุทธศาสตรที่ 4 การปองกันและควบคุมเชื้อดื้อยาและควบคุมกำกับดูแลการใชยาตาน
จุลชีพอยางเหมาะสมในภาคการเกษตรและสัตวเลี้ยง กรมปศุสัตวไดมุงมั่นดำเนินการเพื่อใหบรรลุ
เปาหมายในการลดการใชยาปฏิชีวนะลงรอยละ 30 รวมถึงการควบคุมคุณภาพอาหารสัตวที่ผสมยา
ประกาศกรมปศุสัตว เรื ่อง กำหนดหลักเกณฑและวิธีการควบคุมการผลิตอาหารสัตวที ่ผสมยา  
ซึ่งมีการกำหนดหลักเกณฑการควบคุมคุณภาพที่สำคัญคือ ทดสอบการกระจายอยางสม่ำเสมอเปน
เนื ้อเดียวกัน (homogeneity) และทดสอบการปนเป อนขามของยา (drug carryover) โดยมี
วัตถุประสงคเพื่อใหมีการกระจายตัวของยาอยางสม่ำเสมอตามใบสั่งยาของสัตวแพทยควบคุมฟารม 
สามารถนำไปใชในการรักษาโรคสัตวอยางมีประสิทธิภาพ รวมถึงไมเกิดการปนเปอนขามระหวางชุด
การผลิต ตามที่กฎหมายกำหนด เปนการลดโอกาสเกิดสารตกคางรวมถึงการเกิดเชื้อดื้อยาตานจุลชีพ  
ซึ่งการตรวจสอบกำหนดใหใชวิธีทางหองปฏิบัติการในการวิเคราะห homogeneity และ carryover 

Vincent Ursula et al. (2008) นำเสนอวิธีการวิเคราะหใหมที่เหมาะสมกับวิธีการวิเคราะห
สารกลุม coccidiostats ในอาหารสัตว เชน อาหารไกและวัว สามารถทำไดโดยใชเทคนิค liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC–MS/MS) ซึ่งไดรับการพัฒนาและตรวจสอบ
ความถูกตองในหองปฏิบัติการ โดยเริ่มตนดวยการสกัด coccidiostats จากตัวอยางอาหารดวยวิธีที่
เหมาะสมเพื่อใหไดสารที่ตองการในปริมาณที่เพียงพอสำหรับการวิเคราะห จากนั้นใช solid-phase 
extraction (SPE) เพื ่อทำความสะอาดตัวอย างก อนที ่จะนำไปวิเคราะหด วยโครมาโทกราฟ  
LC–MS/MS ซึ่งชวยในการแยกและระบุชนิดของ coccidiostats ไดอยางแมนยำ ผลการวิเคราะห
แสดงใหเห็นวา precision อยูในชวง 4 - 10% ขึ้นอยูกับชนิดของสารและตัวอยางอาหารที่ใช ในขณะ
ที่  recovery อย ู  ใ นช  ว ง  86 – 120 % นอกจ ากน ี ้  ค  า  Limit of Detection (LOD) เ ท  า กั บ  
0.014 มิลลิกร ัมตอกิโลกรัม และ Limit of Quantification (LOQ) เทากับ 0.046 มิลลิกร ัมตอ
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กิโลกรัม วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ถือวามีความเหมาะสมสำหรับการตรวจสอบ coccidiostats ตามกฎหมาย
ของยุโรป ซึ่งมุงเนนไปที่การควบคุมระดับสารที่ไดรับอนุญาตและระดับต่ำในชวงเวลาที่ไมอนุญาตให
ใชสารเหลานี้ในอาหารสัตวกอนการฆา โดยรวมแลววิธีนี้ถือวาเปนวิธียืนยันที่เหมาะสมสำหรับการ
ต ิดตาม coccidiostats ท ั ้ ง  6 ชน ิด ได แก  monensin A, salinomycin, narasin A, narasin I, 
lasalocid, semduramicin และ maduramicin และสามารถใชเปนทางเลือกเสริมกับวิธ ีHPLC-UV 
ที่เปนทางการได 

Vincent Ursula et al. (2011) ไดพัฒนาวิธีการตรวจวัดสารกลุม coccidiostats 6 ชนิด 
ไดแก monensin sodium, salinomycin sodium, narasin, lasalocid sodium, semduramicin 
sodium และ maduramicin ammonium alpha ในอาหารสัตวผสมสำหรับสัตวปก วัว หมู และลูก
วัว โดยใชเครื่อง LC-MS/MS เพื่อตรวจสอบการปนเปอนขามของสารเหลานี้ตามขอกำหนดลาสุดของ
สหภาพยุโรป วิธีการนี้เริ่มจากการสกัดสาร coccidiostats จากตัวอยางอาหารสัตว แลวนำไปปน
เหวี่ยงและกรองเพื่อแยกสวนใส โดยเฉพาะในตัวอยางอาหารลูกวัวตองมีขั้นตอนเพิ่มเติมคือการกำจัด
ไขมันดวย n-hexane จากนั้นใชเทคนิค standard additions ที่ดัดแปลงในการวิเคราะหปริมาณ ซึ่ง
ทำใหการทำงานงายขึ้นเทียบเทากับการใช matrix-matched standard calibration curves โดย
สามารถใชความเขมขนเดียวกันในการวิเคราะหตั้งแต 0.5 - 2.5 เทาของคาสูงสุดที่กฎหมายกำหนด 
ผลการทดสอบพบวาว ิธ ีน ี ้ม ีความแมนยำส ูง โดยมีค าความคลาดเคล ื ่อน 3 - 12% (ยกเวน 
maduramicin ammonium alpha และ semduramicin sodium ท ี ่ ม ีค  าส ู งถ ึ ง  21%) และมี  
recovery 80 - 111% ขึ้นอยูกับชนิดของสารและตัวอยาง นอกจากนี้ยังสามารถตรวจวัดสารไดที่
ความเขมขนต่ำมาก คือ 0.01 - 0.65 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ซึ่งต่ำกวาคาที่ตองการวัดจริงมาก จึงสรุป
ไดวาวิธีการนี้มีความเหมาะสมสำหรับใชในการตรวจวิเคราะห 
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เพื่อพัฒนาวิธีทดสอบยากลุม ionophores (lasalocid, maduramicin, monensin, narasin 

และ salinomycin) ในอาหารสัตวที่ผสมยาโดยเทคนิค liquid chromatography mass spectrometry�
?8 @��@/�!�

ใชสำหรับทดสอบปริมาณยากลุ ม ionophores ในตัวอยางอาหารสัตวที ่ผสมยา�และการ
กระจายอยางสม่ำเสมอเปนเนื้อเดียวกัน (homogeneity) ทีช่วงระดับความเขมขน 10 - 120 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม และทดสอบการปนเปอนขามของยา (drug carryover) ในชวงระดับ 0.25 - 5 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 
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ไดวิธีที่ผานการพัฒนาวิธีทดสอบยากลุม ionophores ในอาหารสัตวที่ผสมยาโดยเทคนิค 
liquid chromatography mass spectrometry และนำไปใชในการตรวจสอบความใชไดของวิธี
ตอไป 
F8 �	
�
6#�	�����

4.1 เครื่องมือและอุปกรณ 
4.1.1 เครื่อง LC-MS/MS ยี่หอ Thermo รุน TSQ plus 
4.1.2 เครื่องผลิตน้ำบริสุทธิ์ ยี่หอ Thermo รุน Lab Tower EDI 30 
4.1.3 เครื่องชั่งทศนิยม 5 ตำแหนง ยี่หอ Mettler Toledo รุน XP205DR 
4.1.4 ตูดูดควัน (fume hood) 
4.1.5 Beaker ขนาด 50 มิลลิลิตร 
4.1.6 Volumetric flask ขนาด 10 และ 50 มิลลิลิตร 
4.1.7 Micropipette ขนาด 200 – 1000 ไมโครลิตร  

4.2 วัสดุวิทยาศาสตร 
4.2.1 Acetonitrile, HPLC grade 
4.2.2 น้ำบริสุทธิ์ความตานทานไมนอยกวา 18.2 M.cm (น้ำ DI) 
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4.3 สารมาตรฐาน 
4.3.1 สารมาตรฐาน lasalocid sodium ยี่หอ Dr.ehrenstorfer 
4.3.2 สารมาตรฐาน maduramicin ammonium ยี่หอ Dr.ehrenstorfer 
4.3.3 สารมาตรฐาน monensin ยี่หอ Dr.ehrenstorfer 
4.3.4 สารมาตรฐาน narasin ยี่หอ TRC 
4.3.5 สารมาตรฐาน salinomycin ยี่หอ HPC 
4.3.6 สารมาตรฐาน nigericin ยี่หอ TRC 

4.4 ขั้นตอนการทดลอง 
4.4.1 ศึกษา condition ของ Liquid Chromatography (LC) และ m/z การพัฒนา 

condition ของ LC จะพิจารณาการเลือกคอลัมนที่เหมาะสม การไหลของ mobile 
phase และอุณหภูมิที ่เหมาะสมเพื ่อใหไดการแยกที ่มีประสิทธิภาพ สวนการ
กำหนดคา m/z ตองเลือก ionization mode ที ่เหมาะกับลักษณะของสารหา 
precursor ion และ product ion ที่เฉพาะเจาะจง และปรับแตงพารามิเตอรของ 
mass spectrometry เ ช  น  collision energy แล ะ  Dwell time เ พ ื ่ อ ใ ห  ไ ด  
sensitivity ที่ดีที่สุด 

4.4.2 ศึกษาความเปนเสนตรง (linearity) โดยเตรียมสารละลายมาตรฐาน 5 ความเขมขน
ที่ครอบคลุมความเขมขนของตัวอยางจริง ของการทดสอบปริมาณตัวยาสำคัญและ
การกระจายอยางสม่ำเสมอเปนเนื้อเดียวกัน (homogeneity) และทดสอบการ
ปนเป   อนข  ามของยา (drug carryover) การประเม ินผลด วย correlation 
coefficient (r)  ที่ตองมีคา r ≥ 0.995 เพื่อยืนยันความสัมพันธเชิงเสนระหวางความ
เขมขนและสัญญาณตอบสนอง ซึ่งจะเพิ่มความนาเชื ่อถือของการวิเคราะหเชิง
ปริมาณ 
4.4.2.1 การเตรียม mobile phase 

4.4.2.1.1 Mobile phase A: 0.1% formic acid in di water: เตรียมโดย
ใช cylinder ขนาด 500 มิลลิล ิตร ตวง di water ปริมาตร  
500 มิลลิลิตร ลงใน erlenmeyer flask ขนาด 500 มิลลิลิตร 
ปเปต formic acid 0.5 มิลลิลิตร ลงไปผสมกันกับ di water 
ด  ว ย  ก ร อ ง ผ  า น  cellulose acetate filter ข น า ด  
0.22 ไมโครเมตร นำสารละลายใส ใน laboratory bottle 
ขนาด 500 มิลลิลิตร และนำไป degas 
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4.4.2.1.2 Mobile phase B: 0.1% formic acid in acetonitrile: เตรียม
โดยใช   cylinder ขนาด 500 ม ิลล ิล ิตร ตวง acetonitrile 
ปร ิมาตร 500 ม ิลล ิล ิตร ลงใน erlenmeyer flask ขนาด  
500 มิลลิลิตร ปเปต formic acid 0.5 มิลลิลิตร ลงไปผสมกัน
ก ั บ  acetonitrile ด  ว ย  ก ร อ ง ผ  า น  PTFE filter ข น า ด  
0.22 ไมโครเมตร นำสารละลายใส ใน laboratory bottle 
ขนาด 500 มิลลิลิตร และนำไป degas 

4.4.2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
4.4.2.2.1 การ เตร ี ยมสารละลายมาตรฐานยากล ุ  ม  ionophores 

(lasalocid, maduramicin, monensin, narasin แ ล ะ 
salinomycin) ความเขมขน 500 มิลลิกรัมตอลิตร: ชั ่งสาร
มาตรฐานแตละชนิดประมาณ 25 มิลลิกรัม (บันทึกน้ำหนักจริง) 
ลงใน volumetric flask ขนาด 50 มิลลิลิตร ละลายและปรับ
ปริมาตรดวย methanol 

4.4.2.2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน nigericin (internal standard 
(IS)) ความเขมขน 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร: ชั่งสารมาตรฐาน
ประมาณ 25 มิลลิกรัม (บันทึกน้ำหนักจริง) ลงใน volumetric 
flask ขนาด 25 ม ิลล ิล ิตร ละลายและปร ับปร ิมาตรด วย 
methanol 

4.4.2.2.3 การเตรียม standard calibration curve solution ละลายใน 
40% acetonitrile สำหรับทดสอบปริมาณตัวยาสำคัญและการ
กระจายอยางสม่ำเสมอเปนเนื้อเดียวกัน (homogeneity) 
a) ความเขมขนที่ 1: ปเปตจาก stock solution 500 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม 0.1 มิลลิล ิตร และ IS 1,000 มิลลิกร ัมตอ
ก ิ โ ล ก ร ั ม  0.4 ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  ล ง ใ น  volumetric flask  
100 มิลลิลิตร (0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) ปเปต 1 มิลลิลิตร 
ลงใน volumetric flask 25 มิลลิลิตร (0.02 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม) 

b) ความเขมขนที่ 2: ปเปตจาก stock solution 500 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 0.3 มิลลิล ิตร และ IS 1,000 มิลลิกร ัมตอ
ก ิ โ ล ก ร ั ม  0.4 ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  ล ง ใ น  volumetric flask  
100 มิลลิลิตร (1.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) ปเปต 1 มิลลิลิตร 
ลงใน volumetric flask 25 มิลลิลิตร (0.06 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม) 
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c) ความเขมขนที่ 3: ปเปตจาก stock solution 500 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 0.6 มิลลิล ิตร และ IS 1,000 มิลลิกร ัมตอ
ก ิ โ ล ก ร ั ม  0.4 ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  ล ง ใ น  volumetric flask  
100 มิลลิลิตร (3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) ปเปต 1 มิลลิลิตร 
ลงใน volumetric flask 25 มิลลิลิตร (0.12 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม) 

d) ความเขมขนที่ 4: ปเปตจาก stock solution 500 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 0.9 มิลลิล ิตร และ IS 1,000 มิลลิกร ัมตอ
ก ิ โ ล ก ร ั ม  0.4 ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  ล ง ใ น  volumetric flask  
100 มิลลิลิตร (4.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) ปเปต 1 มิลลิลิตร 
ลงใน volumetric flask 25 มิลลิลิตร (0.18 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม) 

e) ความเขมขนที่ 5: ปเปตจาก stock solution 500 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 1.2 มิลลิล ิตร และ IS 1,000 มิลลิกร ัมตอ
ก ิ โ ล ก ร ั ม  0.4 ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  ล ง ใ น  volumetric flask  
100 มิลลิลิตร (6 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) ปเปต 1 มิลลิลิตร 
ลงใน volumetric flask 25 มิลลิลิตร (0.24 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม) 

4.4.2.2.4 การเตรียม standard calibration curve solution ละลายใน 
40% acetonitrile สำหรับทดสอบการปนเป อนขามของยา 
(drug carryover) 
a) ความเขมขนที่ 1: ปเปตจาก stock solution 25 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม 0.05 มิลลิลิตร และ IS 25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
0.4 ม ิลล ิล ิตร ลงใน volumetric flask 100 ม ิลล ิล ิตร  
(0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)  

b) ความเขมขนที่ 2: ปเปตจาก stock solution 25 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 0.1 มิลลิลิตร และ IS 25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
0.4 ม ิลล ิล ิตร ลงใน volumetric flask 100 ม ิลล ิล ิตร  
(0.03 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 

c) ความเขมขนที่ 3: ปเปตจาก stock solution 25 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 0.2 มิลลิลิตร และ IS 25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
0.4 ม ิลล ิล ิตร ลงใน volumetric flask 100 ม ิลล ิล ิตร  
(0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 

d) ความเขมขนที่ 4: ปเปตจาก stock solution 25 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 0.4 มิลลิลิตร และ IS 25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
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0.4 ม ิลล ิล ิตร ลงใน volumetric flask 100 ม ิลล ิล ิตร  
(0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 

e) ความเขมขนที่ 5: ปเปตจาก stock solution 25 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม 1 มิลลิลิตร และ IS 25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
0.4 ม ิลล ิล ิตร ลงใน volumetric flask 100 ม ิลล ิล ิตร  
(0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม) 

4.4.2.2.5 การเตร ียมอาหารส ัตว สำหร ับทดสอบ matrix-fortified 
calibration curve 
a) ช ั ่ งต ัวอย างอาหารไกท ี ่ทำการตรวจสอบแล วไม พบ 

lasalocid, maduramicin, monensin, narasin แ ล ะ 
salinomycin (blank sample) ประมาณ 200 กรัม 

b) บดตัวอยางดวยเครื ่องบดยี ่หอ FRITSCH สำหรับเตรียม 
matrix-fortified calibration curve โ ด ย บ ด ค ร ั ้ ง ล ะ
ประมาณ 100 กรัม ความเร็วของจานหมุน 400 รอบตอ
นาที ใชเวลาครั้งละ 5 นาที รวมตัวอยางประมาณ 200 กรัม 

4.4.2.2.6 กา ร เ ต ร ี ย ม  matrix-fortified calibration curve ส ำห รั บ
ทดสอบปริมาณตัวยาสำคัญและการกระจายอยางสม่ำเสมอเปน
เนื้อเดียวกัน (homogeneity) เตรียมตาม Table 1 นำไปสกัด
ตัวอยางตามขอ 4.4.2.2.8 

G+5%��9. Matrix-fortified calibration curve for homogeneity. 
H�*��'�(�� I,�)J�

K*-LMN�
<�	 ������#�	 �K*MN� O%+�J�

�+*�%��
K-N�

9P�
*-LJ-�

AP�
*-LJ-�

QP�
*-LJ-�

RP�
*-LJ-�

9?P�
*-LJ-�

Lasalocid 500 0.1 0.3 0.6 0.9 1.2 5 
Maduramicin 500 0.1 0.3 0.6 0.9 1.2 5 
Monensin 500 0.1 0.3 0.6 0.9 1.2 5 
Narasin 500 0.1 0.3 0.6 0.9 1.2 5 
Salinomycin 500 0.1 0.3 0.6 0.9 1.2 5 

 

4.4.2.2.7 กา ร เ ต ร ี ย ม  matrix-fortified calibration curve ส ำห รั บ
ทดสอบการปนเปอนขามของยา (drug carryover) เตรียมตาม 
Table 2 นำไปสกัดตัวอยางตามขอ 4.4.2.2.8 

�
�
�
�
�
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G+5%��?8 Matrix-fortified calibration curve for drug carryover. 
H�*��'�(�� I,�)J�

K*-LMN�
<�	 ������#�	 �K*MN� O%+�J�

�+*�%��
K-N�

P8?S�
*-LJ-�

P8S�
*-LJ-�

9�
*-LJ-�

?�
*-LJ-�

S�
*-LJ-�

Lasalocid 25 0.05 0.1 0.2 0.4 1.0 5 
Maduramicin 25 0.05 0.1 0.2 0.4 1.0 5 
Monensin 25 0.05 0.1 0.2 0.4 1.0 5 
Narasin 25 0.05 0.1 0.2 0.4 1.0 5 
Salinomycin 25 0.05 0.1 0.2 0.4 1.0 5 

4.4.2.2.8 ขั้นตอนการเตรียมตัวอยาง 
 

������
����!/�>���*�-����,.�
 

ชั่งตัวอยาง 5 กรัม 
 

เติม 90% methanol 20 mL (1) 
 

เขยา 30 นาท ี(2) 
 

Centrifuge 5,000 rpm 20 ๐C 10 นาท ี(3) 
 

เทสวนใสลงใน VF 100 mL ทำตามขอ (1)-(3) 
อีก 2 รอบ 

 
ปรับปริมาตรดวย 40% methanol 

 
ปเปตมา 1 mL ลงใน VF 25 mL ปรับปริมาตร

ดวย 40% methanol 
 

กรองดวย filter PTFE ขนาด 0.2 µm 
 

UHPLC-MS/MS 

������
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ชั่งตัวอยาง 5 กรัม 
 

เติม 90% methanol 20 mL (1) 
 

เขยา 30 นาท ี(2) 
 

Centrifuge 5,000 rpm 20 ๐C 10 นาท ี(3) 
 

เทสวนใสลงใน VF 100 mL ทำตามขอ (1)-(3) 
อีก 2 รอบ 

 
ปรับปริมาตรดวย 40% methanol 

 
กรองดวย filter PTFE ขนาด 0.2 µm 

 
UHPLC-MS/MS 

7�-8�? Sample extraction procedures for homogeneity and drug carryover 
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4.4.3 ศึกษาการใช methanol ในการละลายที ่ความเขมขน 40%, 60%, 80% และ 
100% methanol เพื่อเลือกความเขมขนที่เหมาะสม  

4.4.4 ศึกษาการเปรียบเทียบความเขมขนของ methanol และ acetonitrile ที ่ 40% 
เพื่อเลือกตัวทำละลายที่เหมาะสม 

4.4.5 ศ ึกษาเปร ียบเท ียบการสก ัดต ัวอย  า งโดยใช   90% methanol และ 90% 
acetonitrile เพื่อเลือกวิธีการสกัดท่ีเหมาะสม 

4.4.6 ศึกษา matrix effect ของ homogeneity และ drug carryover โดยการเทียบ 
slope ขอ ง  matrix-matching calibration curve แล ะ  standard calibration 
curve solution 
4.4.6.1 การเตรียม matrix-matching calibration curve สำหรับทดสอบ matrix 

effect สำหรับทดสอบ homogeneity และ drug carryover เตรียมตาม 
Table 1 และ Table 2 ตามลำดับ นำไปสกัดตัวอยางตามขอ 4.4.2.2.8 

4.4.6.2 การ เตร ี ยม standard calibration curve solution สำหร ับทดสอบ 
matrix effect สำหร ับทดสอบ homogeneity และ drug carryover 
เตรียมตามขอ 4.4.2.2.3 และ 4.4.2.2.4 ตาลำดับ 

4.4.7 การศึกษาระยะเวลาการสกัด โดยแปรระดับระยะเวลาการสกัดเปน 15, 30 และ  
60 นาท ี ทดสอบโดยใช   matrix-fortified calibration curve และ standard 
calibration curve solution สำหรับทดสอบ homogeneity และ drug carryover 
เตรียมตาม Table 1 และ Table 2 นำไปสกัดตัวอยางตามขอ 4.4.2.2.3 และ 
4.4.2.2.4 ตามลำดับ  

S8 �T����
T�>�
5.1 ผลการศึกษา condition ของ Liquid Chromatography (LC) และ m/z ตาม Table 3 

และ Table 4  
G+5%��A8 LC condition. 
U+�+*�,���� V+%'��
Column: Phenomenex, Kinetex 1.7 µm C18 100 x 2.1 mm 
Mobile phase: 0.1%FA in water: 0.1%FA in Acetonitrile (5:95, v/v) 
Flow rate: 0.2 mL/min 
Column temperature: 40 C 
Sample temperature: 10 C 
Injection volume: 5 µL 
End time 6 min 
�

�
�
�
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G+5%��F8 H-ESI parameters. 
U+�+*�,���� V+%'��
Positive Ion (V) 3500 
Sheath Gas (Arb) 40 
Aux Gas (Arb) 3 
Sweep Gas (Arb) 1 
Ion Transfer Tube Temp (°C) 325 
Vaporizer Temp (°C) 300 
CID gas (mTorr) 1.5 
�
�

 
Lasalocid 

 
Maduramicin 

 
Monensin 

 
Narasin 

 
Salinomycin 

 
Nigericin 

7�-8�A CID breakdown curves of ionophore and internal standard (nigericin) 
�
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G+5%��S. MS detection. 
H�*��'�(�� U��)'�����

�����K*LWN�
U��('),�
�����K*LWN�

H�%%������
X���-.�KVN�

Y7�M����
KVN�

0Z�%%�G�*��
K*�N�

Lasalocid 613.38 377.17 39 299 33.694 
  595.25 28 299 33.694 
Maduramicin 939.45 877.42 30 299 33.694 
  895.42 48 299 33.694 
Monensin 693.37 675.34 38 250 33.694 
  416.17 55 250 33.694 
Narasin 787.55 413.17 53 299 33.694 
  531.30 47 299 33.694 
Salinomycin 773.75 431.25 55 250 33.694 
  531.33 44 250 33.694 
Nigericin 747.55 703.33 56 281 33.694 
  729.33 43 281 33.694 

 

 
7�-8�F�Chromatogram Ionophore 

 
 
�
�
�
�
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5.2 ผลการศึกษาความเปนเสนตรงของ homogeneity และ drug carryover 
ผลการเปรียบเทียบสมการ calibration curve ของ homogeneity ระหวางการใช�

standard solution calibration curve และ matrix-fortified calibration curve สำหรับ
ทดสอบยากล ุ  ม  ionophores ตาม Table 6 พบว  า  slope ของ standard solution 
calibration curve มีคามากกวา matrix fortified calibration curve ในทุกสาร สะทอน
ถึงผลของ matrix effect ที่ทำให sensitivity ลดลงเมื่อตรวจวัดในสภาวะที่มีตัวรบกวนจริง
จากอาหารสัตว สำหรับคา intercept พบความแตกตางระหวางสองวิธี โดยบางสาร เชน 
maduramicin และ narasin ใหค า intercept ใน matrix เปนบวก แสดงถึงส ัญญาณ
รบกวนจาก matrix ท ี ่อาจส งผลต อการประเม ินปร ิมาณสาร ส วนค า correlation 
coefficient (r) ของทั้งสองกรณีอยูในชวง 0.9963 - 0.9999 ซึ่งสูงกวา 0.995 ทุกคา บงชี้ถึง
ความเปน linearity ที่ดีของวิธีทดสอบ 

ผลการเปรียบเทียบสมการ calibration curve ของ drug carryover ระหวางการ
ใ ช �standard solution calibration curve และ  matrix-fortified calibration curve 
สำหร ับทดสอบยากล ุ ม ionophores ตาม Table 7 พบว าค า slope จาก standard 
solution calibration curve สูงกวาที่ไดจาก matrix-fortified calibration curve ในทุก
กรณี ซึ่งบงชี้ถึงอิทธิพลของ matrix effect ที่ทำใหสัญญาณการตรวจวัดลดลง นอกจากนี้ 
คา intercept ของ matrix-fortified calibration curve มีการเบี่ยงเบนจากศูนยมากกวา
การใช standard solution calibration curve เชน maduramicin และ monensin ที่ให
คา intercept สูง แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดของการเกิด systematic bias ในขณะที่คา 
r ของทั้งสองวิธมีีคามากกวา 0.9978 สะทอนความเปน linearity  

อยางไรก็ตามการทดสอบ homogeneity และ drug carryover การใช standard 
solution calibration curve แมจะใหคา slope ที่สูงและมี linearity ที่ดี แตมีความเสี่ยง
จากการรบกวนของ matrix ซึ่งอาจกระทบตอความถูกตองของผลการวิเคราะห ดังนั้น การ
ใช matrix-fortified calibration curve จึงเปนแนวทางที่เหมาะสมกวา เนื่องจากสามารถ
สะทอนสภาพการวิเคราะหจริงของตัวอยางอาหารสัตวไดอยางนาเชื่อถือมากขึ้น แมคา 
slope จะต่ำกวาก็ตาม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



กลุมตรวจสอบคณุภาพยาสตัวและวัตถุอันตรายดานการปศุสตัว                                        หนาที ่15 จาก 27 

G+5%��Q8 Linearity of ionophores compounds for homogeneity. 
H�*��'�(� I%��� [�,��)��, r 

 I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
2��,�2��(�

)+%�5�+,����
)'�1� 

I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
2��,�2��(�
)+%�5�+,����
)'�1� 

I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
2��,�2��(�
)+%�5�+,����
)'�1� 

Lasalocid 3.42 2.73 -7.88 -5.16 0.9987 0.9963 
Maduramicin 2.27 2.08 -4.92 5.61 0.9989 0.9999 
Monensin 5.6 5.09 -1.49 -5.32 0.9987 0.9970 
Narasin 0.87 0.77 -1.93 0.66 0.9985 0.9984 
Salinomycin 3.42 2.73 -7.88 -5.16 0.9985 0.9982 

 
G+5%��^8 Linearity of ionophores compounds for drug carryover. 
H�*��'�(� I%��� [�,��)��, r 

 I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
2��,�2��(�

)+%�5�+,����
)'�1� 

I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
2��,�2��(�
)+%�5�+,����
)'�1� 

I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
2��,�2��(�
)+%�5�+,����
)'�1� 

Lasalocid 141.11 57.22 -0.99 -3.58 0.9978 0.9980 
Maduramicin 97.11 67.06 -4.87 20.6 0.9991 0.9984 
Monensin 232.74 140.34 3.87 7.34 0.9986 0.9986 
Narasin 36.41 33.73 -0.68 2.57 0.9985 0.9978 
Salinomycin 166.32 138.14 -15.26 -7.81 0.9987 0.9980 

 
5.3 ผลการศึกษาตัวทำละลาย methanol ใชในการละลายที่ความเขมขน 40%, 60%, 80% 

และ 100% ตามตารางที ่  8 - 11 พบว า ความเข มข นของ methanol ม ีอ ิทธ ิพลตอ
สมรรถนะการแยกโดยประเมินจากคา theoretical plates, คา asymmetry factor และ 
retention time โดยทั ่วไปคา theoretical plates ใชเปนดัชนีบงชี ้ประสิทธิภาพของ
คอลัมนโครมาโทกราฟ ยิ่งคามีคาสูงยิ่งสะทอนถึงการแยกที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น สวนคา 
asymmetry factor เขาใกล 1 บงบอกถึงความสมมาตรของโครมาโตกราฟกพีคที่ดี ซึ่งมี
ความสำคัญตอความแมนยำในการหาปริมาณสาร ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา 40% 
methanol ใหผลลัพธที ่ดีที ่สุด โดยมีคา theoretical plates อยูในชวง 6010 - 11612 
และคา asymmetry factor ใกลเคียง 1 (0.99 - 1.19) แสดงถึงรูปแบบพีคที ่เหมาะสม 
ขณะที ่ 60% methanol ยังคงแสดงคาที ่อยู ในชวงที ่ยอมรับได (theoretical plates 
5599–10991, asymmetry factor 0.97 - 1.18) และมีขอไดเปรียบดานการลดเวลาในการ
รันตัวอยาง สำหรับ 80% methanol และ 100% methanol พบวาประสิทธิภาพการแยก
และความสมมาตรของพีคลดลง โดยเฉพาะที ่ 100% methanol ซึ ่งใหคา theoretical 
plates ต ่ ำ ท ี ่ ส ุ ด  ( 2018 - 3095) แ ล ะค  า  asymmetry factor เ บ ี ่ ย ง เ บนม า ก ขึ้ น  
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(0.92 - 1.15) สงผลใหเกิดการบิดเบี้ยวของพีคและลดความถูกตองของขอมูลเชิงปริมาณ 
ดังนั้น สามารถสรุปไดวาใช 40% methanol เปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุด เนื่องจากให
สมดุลที่ดีที่สุดระหวางประสิทธิภาพการแยก และความสมมาตรของพีค ในขณะที่ 60% 
methanol อาจถือเปนทางเลือกสำรองที่เหมาะสมในกรณีที่ตองการลดระยะเวลาในการ
วิเคราะหโดยไมสูญเสียคุณภาพของการแยกมากนัก 

G+5%��_8 Chromatographic parameters using 40% methanol as solvent. 

H�*��'�(�� Y�,��,����

G�*��K*��N�

U�+J�4��+� 4�.**�,�.�

7+),���

G�����,�)+%�

U%+,���

Lasalocid 2.28 16716 1.19 6010 

Maduramicin 4.11 27405 1.02 11612 

Monensin 3.36 16071 0.99 8224 

Narasin 3.54 14561 1.04 10082 

Salinomycin 2.99 16071 1.10 9404 

 

G+5%��R8 Chromatographic parameters using 60% methanol as solvent. 

H�*��'�(�� Y�,��,����

G�*��K*��N�

U�+J�4��+� 4�.**�,�.�

7+),���

G�����,�)+%�

U%+,���

Lasalocid 2.25 17712 1.18 5599 

Maduramicin 4.08 47313 1.02 10991 

Monensin 3.33 36995 0.97 7702 

Narasin 3.51 21000 1.11 9068 

Salinomycin 2.97 16604 1.02 8956 

 

G+5%��9P8 Chromatographic parameters using 80% methanol as solvent. 

H�*��'�(�� Y�,��,����

G�*��K*��N�

U�+J�4��+� 4�.**�,�.�

7+),���

G�����,�)+%�

U%+,���

Lasalocid 2.23 18354 1.11 5112 

Maduramicin 4.06 35280 1.05 9994 

Monensin 3.31 36907 0.97 6982 

Narasin 3.50 19661 1.05 8512 

Salinomycin 2.95 18427 1.06 7832 
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G+5%��998 Chromatographic parameters using 100% methanol as solvent. 

H�*��'�(�� Y�,��,����

G�*��K*��N�

U�+J�4��+� 4�.**�,�.�

7+),���

G�����,�)+%�

U%+,���

Lasalocid 2.19 18535 1.15 2018 

Maduramicin 3.99 34620 0.92 1759 

Monensin 3.24 38062 1.00 1657 

Narasin 3.44 21759 1.07 3095 

Salinomycin 2.90 18990 1.15 2681 
 

5.4 ผลการศึกษาการประเมินสมบัติทาง chromatographic ของ lasalocid, maduramicin, 
monensin, narasin และ salinomycin ตาม Table 12 และ 13 พบวา 40% acetonitrile 
ใหคา asymmetry factor ใกล 1 และ theoretical plates สูงกวา 40% methanol ใน
สารสวนใหญ สะทอนถึงการแยกที่มีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตาม 40% methanol มี
แนวโนมใหคา area สูงกวา โดยเฉพาะ salinomycin และ narasin ขณะที่ lasalocid และ 
maduramicin ไดคา area สูงกวาชัดเจนเมื่อใช acetonitrile สวน monensin แมคา area 
ใกลเคียงกัน แต acetonitrile ยังคงให plates สูงกวา 

 
G+5%��9?8 Chromatographic performance of ionophores compounds dissolved in 40% 
acetonitrile. 

H�*��'�(� U+�+*�,��� U�+J�4��+ 4�.**�,�.�
7+),�� 

G�����,�)+%�
U%+,�� 

Lasalocid Average 16964.50 1.17 4615.00 
 SD 288.75 0.06 78.22 
 %RSD 1.70 5.07 1.69 
Maduramicin Average 75700.83 1.11 7322.67 
 SD 1650.94 0.04 163.75 
 %RSD 2.18 3.61 2.24 
Monensin Average 69545.17 1.01 5705.83 
 SD 1219.78 0.02 164.55 
 %RSD 1.75 2.22 2.88 
Narasin Average 14945.00 1.05 7640.83 
 SD 192.12 0.02 983.47 
 %RSD 1.29 1.97 12.87 
Salinomycin Average 44344.67 1.11 6580.17 
 SD 1203.62 0.04 140.61 

 %RSD 2.71 3.86 2.14 

�
�
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G+5%��9A8 Chromatographic performance of ionophores compound dissolved in 40% 
methanol. 

H�*��'�(� U+�+*�,��� U�+J�4��+ 4�.**�,�.�
7+),�� 

G�����,�)+%�
U%+,�� 

Lasalocid Average 32.00 1.20 4625.17 
 SD 4.52 0.13 569.01 
 %RSD 14.11 10.62 12.30 
Maduramicin Average 46264.00 1.14 7412.83 
 SD 2182.52 0.02 121.08 
 %RSD 4.72 1.70 1.63 
Monensin Average 60564.50 1.02 5587.50 
 SD 3026.33 0.01 167.95 
 %RSD 5.00 1.44 3.01 
Narasin Average 8711.50 1.17 7560.33 
 SD 462.06 0.03 307.05 
 %RSD 5.30 2.29 4.06 
Salinomycin Average 85843.83 1.08 5361.17 
 SD 5052.92 0.06 169.12 

 %RSD 5.89 5.29 3.15 
 

5.5 ผลการทดสอบ t-test เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดระหวาง 90% methanol 
และ 90% acetonitrile ตาม Table 14 - 16 พบวา lasalocid, monensin, narasin และ 
maduramicin ไมแสดงความแตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p ≥ 0.05) ซึ่งบงชี้วา ทั้ง
สองตัวทำละลายมีสมรรถนะใกลเคียงกันสำหรับการสกัดยากลุม ionophores อยางไรก็
ตาม ในกรณีของ salinomycin พบความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ (p ≤ 0.05) โดยแสดงให
เห็นวา ตัวทำละลายมีผลตอการสกัดสารชนิดนี้ ดังนั้นจึงควรพิจารณาเลือกตัวทำละลายให
เหมาะสม โดยเฉพาะเมื่อเปาหมายคือการตรวจวัดหรือวิเคราะห salinomycin  

G+5%��9F8 Peak areas of ionophores compounds extracted using 90% methanol. 
`�8� U�+J�+��+��
� M+�+%�)�(� \+('�+*�)��� \�������� `+�+���� I+%���*.)���
1 16922 30818 52482 6460 18268 
2 17635 31468 52541 6350 17742 
3 17235 30940 52457 6324 17419 
4 17849 32119 55794 6853 18817 
5 18583 31113 54314 6369 18458 
6 18469 32398 55640 6638 17826 

41��+-�� 9^^_?89^� A9F^Q8PP� SA_^98AA� QFRR8PP� 9_P__8AA�
I0� QQP8P^� QSP8F_� 9SRS8PQ� ?P^8^R� S9^8PF�

aYI0� A8^9� ?8P^� ?8RQ� A8?P� ?8_Q�
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G+5%��9S8 Peak areas of ionophores compounds extracted using 90% acetonitrile. 
`�8� U�+J�+��+��
� M+�+%�)�(� \+('�+*�)��� \�������� `+�+���� I+%���*.)���
1 15520 30022 51256 5520 16514 
2 16648 32550 53166 5973 17044 
3 16599 32018 51538 6134 17059 
4 17586 33520 53609 6389 16915 
5 16974 32648 52953 6429 16085 
6 18785 35631 56686 7371 18542 

41��+-�� 9^P9_8Q^� A?^A98SP� SA?P98AA� QAP?8Q^� 9^P?Q8SP�
I0� 9PRS8^S� 9_AR8S?� 9RFS8F9� Q9_8^_� _A98_?�

aYI0� Q8FF� S8Q?� A8QQ� R8_?� F8_R�
 

G+5%��9Q8 Results of the t-test for each compounds between extraction with 90% 
methanol and 90% acetonitrile. 

H�*��'�(�� ,3�,+,��,�)� �31+%'�� I�-��2�)+�)��KαbP8PSN�
Lasalocid 0.85 0.42 Not significant (p ≥ 0.05) 
Maduramicin -0.69 0.509 Not significant (p ≥ 0.05) 
Monensin 0.28 0.788 Not significant (p ≥ 0.05) 
Narasin 0.47 0.659 Not significant (p ≥ 0.05) 
Salinomycin 2.63 0.028 Significant (p ≤ 0.05) 

 
5.6 ผลการศึกษาคา matrix effect ของ homogeneity ของยากลุม ionophores ตาม Table 

17 พบวาทุกสารมีคา matrix effect ในชวง 91.36–248.25% ซึ่งแสดงใหเห็นวาผลของ 
matrix มีอิทธิพลตอการตอบสนองของสัญญาณจากเครื ่องมือว ิเคราะห โดยเฉพาะ 
lasalocid ที่มีคา matrix effect สูงถึง 248.25% บงชี้วาม ีsignal enhancement ขณะที่
สารอื่น ๆ เชน monensin และ maduramicin มีคา matrix effect ประมาณ 91–92% 
สะทอนถึง signal suppression เล็กนอย สวน narasin และ salinomycin อยูในระดับ
ใกลเคียง 100% (101.96% และ 119.78%) แสดงถึงการถูกรบกวนจาก matrix ไมมากนัก 
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ผลการศึกษาคา matrix effect ของ drug carryover ของยากลุ ม ionophores 
ตาม Table 18 พบวาสารแตละชนิดมีระดับการรบกวนจาก matrix แตกตางกันโดย 
maduramicin (62.60%), lasalocid (75.65%) และ monensin (76.97%) แสดงถึง signal 
suppression ในขณะท่ี narasin (93.96%) ม ีsignal suppression นอยสวน salinomycin 
(105.11%) พบ signal enhancement เล็กนอย เมื ่อพิจารณาจะเห็นวา narasin และ 
salinomycin อยูในชวงที่เหมาะสม ขณะที่อีกสามสารมีคาต่ำกวาเกณฑ สะทอนใหเห็นถึง
ความจำเปนในการใช matrix-fortified calibration curve เพื่อแกไขผลกระทบจาก matrix 
และเพ่ิมความถูกตองของการวิเคราะห 

ดังนั้น สรุปไดวา ผลของ matrix effect แตกตางกันไปตามชนิดของสาร ซึ่งมีผลตอ
ความถูกตองและความแมนยำในการทดสอบ โดยเฉพาะในกรณีที ่ matrix effect มีคา
มากกวา 120% หรือ นอยกวา 80% จำเปนตองใชเทคนิค matrix-fortified calibration 
curve เพื่อแกไขปญหาและเพิ่มความนาเชื่อถือของผลทดสอบ เนื่องจากการใช standard 
solution calibration curve เพียงอยางเดียวอาจกอใหเกิด systematic bias ได 

G+5%��9^8 Calibration curve parameters and matrix effects of ionophores compounds 
for homogeneity. 
H�*��'�(� I%��� [�,��)��, r \+,��]�

�22�),�I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
*+,)���-�
)+%�5�+,����
)'�1� 

I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
*+,)���-�
)+%�5�+,����
)'�1� 

I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
*+,)���-�
)+%�5�+,����
)'�1� 

Lasalocid 1.14 2.83 2.92 12.45 0.9999 0.9982 248.25 
Maduramicin 5.41 6.48 48.4 56.21 0.9977 0.9978 91.72 
Monensin 5.09 4.65 36.03 17.33 0.9971 0.9986 91.36 
Narasin 1.02 1.04 7.54 3.39 0.9984 0.9990 101.96 
Salinomycin 3.02 2.77 26.82 14.48 0.9975 0.9982 119.78 

 
G+5%��9_8 Calibration curve parameters and matrix effects of ionophores compounds 
for drug carry over. 
H�*��'�(� I%��� [�,��)��, r \+,��]�

�22�),�I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
*+,)���-�
)+%�5�+,����
)'�1� 

I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
*+,)���-�
)+%�5�+,����
)'�1� 

I,(�
��%',����
)+%�5�+,����
)'�1� 

\+,��]�
*+,)���-�
)+%�5�+,����
)'�1� 

Lasalocid 64.36 48.69 -4.62 6.05 0.9985 0.9993 75.65 
Maduramicin 202.44 212.79 73.86 19.93 0.9972 0.9981 62.60 
Monensin 189.52 145.87 37.38 23.5 0.9973 0.9969 76.97 
Narasin 36.95 34.72 9.4 6.11 0.9983 0.9987 93.96 
Salinomycin 122.04 76.4 33.55 11.19 0.9980 0.9955 105.11 
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5.7 การศึกษาระยะเวลาการสกัด โดยแปรระดับระยะเวลาการสกัดเปน 15, 30 และ 60 นาท ี
ตาม Table 19 - 28 

จากผลการศึกษา %recovery ของ ionophores ที่ความเขมขน 60 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ทั้งระยะเวลาในการสกัดและ calibration curve ที่ใชมีผลตอ %recovery โดย
การใช matrix-fortified calibration curve ใหคา %recovery สูงกวาและสะทอนผล
ใกลเคียงกับสภาวะจริงของตัวอยางมากกวาการใช standard solution calibration curve 
ในทุกสาร ซึ ่งสะทอนถึงอิทธิพลของ matrix effect ที ่ส งผลตอการทดสอบ สำหรับ
ระยะเวลาในการสกัดพบความแตกตางตามชนิดสารโดย lasalocid, maduramicin และ 
narasin ใหคา %recovery สูงสุดเมื่อสกัดเปนเวลา 60 นาที ในทางกลับกัน monensin 
และ salinomycin มีคา %recovery สูงที่ 15 นาที แตลดลงชัดเจนเมื่อเพิ่มเวลา ซึ่งอาจ
เกิดจากการสลายตัวหรือการสูญเสียสารในสภาวะการสกัดที่ยาวนานขึ้น โดยภาพรวมคา 
%RSD สวนใหญต่ำกวา 5% ยืนยันถึงความแมนยำและความเสถียรของวิธี  

ดังนั ้นแนวทางที ่เหมาะสมสำหรับการทดสอบคือการเลือกใช matrix-fortified 
calibration curve รวมกับเวลาในการสกัดที่เหมาะสมเฉพาะตอชนิดสาร ไดแก 60 นาที
สำหรับ lasalocid, maduramicin และ narasin และ 15 นาทีสำหรับ monensin และ 
salinomycin ซึ่งจะชวยเพิ่มทั้งความถูกตองและความเที่ยงตรงของการทดสอบใน matrix 
อาหารสัตวไดมากท่ีสุด 

G+5%��9R8 Calibration curve results of lasalocid at 60 mg/kg for standard solution and 
matrix-fortified samples under different extraction times. 

`�8� X],�+),����G�*��9S�*��� X],�+),����G�*��AP�*��� X],�+),����G�*��QP�*���

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

1 55.16 67.97 54.67 67.35 57.10 70.39 

2 52.43 64.55 53.81 66.28 58.16 71.72 

3 55.05 67.83 54.17 66.73 58.52 72.17 

4 54.99 67.76 54.18 66.74 58.19 71.75 

5 56.04 69.07 55.76 68.71 58.91 72.65 

6 55.97 68.98 53.26 65.60 59.22 73.04 

41��+-�� SF8RF� Q^8QR� SF8A9� QQ8RP� S_8AS� ^98RS�

I0� 98A?� 98QS� P8_S� 98PQ� P8^F� P8R?�

YI0� ?8FP� ?8FA� 98SQ� 98SR� 98?^� 98?_�
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G+5%��?P8�Calibration curve results for % recovery of lasalocid from a 60 mg/kg 
standard solution and matrix-fortified samples at different extraction times.�

`�8� X],�+),����G�*��9S�*��� X],�+),����G�*��AP�*��� X],�+),����G�*��QP�*���

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

1 91.93 113.28 91.12 112.26 95.16 117.32 

2 87.38 107.58 89.69 110.47 96.93 119.53 

3 91.75 113.05 90.28 111.21 97.53 120.28 

4 91.66 112.93 90.30 111.24 96.98 119.58 

5 93.40 115.11 92.93 114.52 98.18 121.09 

6 93.28 114.97 88.77 109.33 98.70 121.74 

41��+-�� R98S^� 99?8_?� RP8S9� 9998SP� R^8?S� 99R8R?�

I0� ?89R� ?8^F� 98F9� 98^^� 98?A� 98SF�

YI0� ?8FP� ?8FA� 98SQ� 98SR� 98?^� 98?_�

�
G+5%��?98�Calibration curve results of maduramicin at 60 mg/kg for standard solution 
and matrix-fortified samples under different extraction times.�

`�8� #�T�������
�9S������ #�T�������
�AP������ #�T�������
�QP������

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

1 54.74 63.88 52.89 61.58 60.86 71.49 

2 52.94 61.65 52.95 61.66 62.59 73.65 

3 55.71 65.08 53.51 62.35 61.99 72.90 

4 56.32 65.85 56.99 66.68 60.95 71.61 

5 54.24 63.26 58.97 69.14 62.38 73.38 

6 54.66 63.78 57.96 67.89 61.69 72.53 

41��+-�� SF8^^� QA8R?� SS8SS� QF8__� Q98^F� ^?8SR�

I0� 989^� 98FQ� ?8^F� A8F9� P8^?� P8RP�

YI0� ?89F� ?8?R� F8RF� S8?Q� 989^� 98?A�
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G+5%��??8�Calibration curve results for % recovery of maduramicin from a 60 mg/kg 
standard solution and matrix-fortified samples at different extraction times.�

`�8� #�T�������
�9S������ #�T�������
�AP������ #�T�������
�QP������

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����
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)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����
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)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

1 91.23 106.47 88.15 102.64 101.43 119.15 

2 88.24 102.75 88.25 102.76 104.32 122.74 

3 92.84 108.47 89.18 103.92 103.32 121.50 

4 93.87 109.74 94.99 111.14 101.59 119.34 

5 90.41 105.44 98.29 115.24 103.96 122.29 

6 91.10 106.31 96.61 113.15 102.82 120.88 

41��+-�� R98?_� 9PQ8SA� R?8S_� 9P_89F� 9P?8R9� 9?P8RR�

I0� 98RQ� ?8FA� F8S^� S8Q_� 98?P� 98FR�

YI0� ?89F� ?8?R� F8RF� S8?Q� 989^� 98?A�

 

G+5%��?A8�Calibration curve results of monensin at 60 mg/kg for standard solution 
and matrix-fortified samples under different extraction times.�

`�8� #�T�������
�9S������ #�T�������
�AP������ #�T�������
�QP������
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*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

1 63.48 70.55 62.58 69.57 53.17 59.21 

2 62.74 69.74 63.17 70.21 52.35 58.31 

3 63.28 70.33 59.25 65.90 51.09 56.93 

4 62.82 69.83 57.43 63.90 49.86 55.58 

5 65.34 72.60 54.13 60.27 50.09 55.83 

6 65.11 72.35 53.72 59.82 48.43 54.00 

41��+-�� QA8^R� ^P8RP� S_8A_� QF8RS� SP8_A� SQ8QS�

I0� 989F� 98?Q� F8PS� F8FS� 98^F� 98R9�

YI0� 98^R� 98^^� Q8RF� Q8_Q� A8F?� A8A^�
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G+5%��?F8�Calibration curve results for % recovery of monensin from a 60 mg/kg 
standard solution and matrix-fortified samples at different extraction times.�

`�8� #�T�������
�9S������ #�T�������
�AP������ #�T�������
�QP������
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1 105.80 117.59 104.30 115.95 88.61 98.69 

2 104.57 116.24 105.28 117.02 87.25 97.19 

3 105.46 117.22 98.74 109.83 85.15 94.89 

4 104.70 116.38 95.71 106.50 83.10 92.63 

5 108.89 120.99 90.21 100.45 83.48 93.04 

6 108.52 120.59 89.53 99.70 80.71 90.01 

41��+-�� 9PQ8A?� 99_89^� R^8AP� 9P_8?F� _F8^?� RF8F9�

I0� 98R9� ?89P� Q8^S� ^8F?� ?8RP� A89_�

YI0� 98^R� 98^^� Q8RF� Q8_Q� A8F?� A8A^�

 

G+5%��?S8�Calibration curve results of narasin at 60 mg/kg for standard solution and 
matrix-fortified samples under different extraction times.�

`�8� #�T�������
�9S������ #�T�������
�AP������ #�T�������
�QP������
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1 61.39 65.43 61.77 65.87 60.26 64.17 

2 57.87 61.50 59.76 63.61 61.76 65.85 

3 61.81 65.91 58.43 62.12 62.35 66.51 

4 61.34 65.38 58.44 62.13 63.12 67.37 

5 60.90 64.89 60.09 63.99 64.56 68.99 

6 61.33 65.37 57.41 60.98 63.80 68.14 

41��+-�� QP8^^� QF8^S� SR8A?� QA89?� Q?8QF� QQ8_F�

I0� 98FS� 98QA� 98SS� 98^F� 98SF� 98^?�

YI0� ?8AR� ?8S9� ?8Q9� ?8^S� ?8FS� ?8S_�
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G+5%��?Q8�Calibration curve results for % recovery of narasin from a 60 mg/kg 
standard solution and matrix-fortified samples at different extraction times8�

`�8� #�T�������
�9S������ #�T�������
�AP������ #�T�������
�QP������
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1 102.31 109.06 102.96 109.78 100.43 106.95 

2 96.45 102.49 99.60 106.01 102.93 109.74 

3 103.02 109.84 97.38 103.53 103.92 110.86 

4 102.23 108.97 97.41 103.56 105.20 112.29 

5 101.51 108.15 100.16 106.64 107.61 114.99 

6 102.22 108.95 95.69 101.63 106.34 113.57 

41��+-�� 9P98?R� 9P^8R9� R_8_Q� 9PS89R� 9PF8FP� 9998FP�

I0� ?8F?� ?8^9� ?8S_� ?8RP� ?8SQ� ?8_^�

YI0� ?8AR� ?8S9� ?8Q9� ?8^S� ?8FS� ?8S_�

 

G+5%��?^8�Calibration curve results of salinomycin at 60 mg/kg for standard solution 

and matrix-fortified samples under different extraction times. 

`�8� #�T�������
�9S������ #�T�������
�AP������ #�T�������
�QP������

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

1 68.34 69.54 65.72 66.68 38.95 37.45 

2 68.12 69.30 67.32 68.43 34.35 32.43 

3 69.22 70.50 60.07 60.51 29.84 27.51 

4 64.88 65.76 56.88 57.03 27.33 24.76 

5 67.58 68.71 51.85 51.54 26.68 24.05 

6 71.49 72.98 52.56 45.93 25.67 22.95 

41��+-�� Q_8?^� QR8F^� SR8P^� S_8AS� AP8F^� ?_89R�

I0� ?89Q� ?8AQ� Q8S?� _8^P� S89R� S8Q^�

YI0� A89Q� A8AR� 998PF� 9F8RP� 9^8PA� ?P89P�
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G+5%��?_8 Calibration curve results for % recovery of salinomycin from a 60 mg/kg 

standard solution and matrix-fortified samples at different extraction times8 

`�8� #�T�������
�9S������ #�T�������
�AP������ #�T�������
�QP������

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

�,(�

��%',����

)+%�5�+,����

)'�1��

*+,��]�

2��,�2��(�

)+%�5�+,����

)'�1��

1 113.90 115.90 109.54 111.14 64.91 62.42 

2 113.54 115.50 112.20 114.05 57.25 54.06 

3 115.37 117.50 100.12 100.86 49.74 45.85 

4 108.13 109.60 94.80 95.05 45.54 41.27 

5 112.64 114.52 86.42 85.90 44.46 40.09 

6 119.16 121.64 87.60 76.55 42.78 38.25 

41��+-�� 99A8^R� 99S8^_� R_8FS� R^8?Q� SP8^_� FQ8RR�

I0� A8QP� A8RA� 9P8_^� 9F8FR� _8QS� R8FF�

YI0� A89Q� A8AR� 998PF� 9F8RP� 9^8PA� ?P89P�

 
Q8 ��;<�T����
T�>�

การศึกษานี ้ประสบความสำเร ็จในการพัฒนาวิธ ีทดสอบยากลุ ม ionophores ไดแก 
lasalocid, maduramicin, monensin, narasin และ salinomycin ในอาหารสัตวที่ผสมยา โดยใช
เทคนิค liquid chromatography–tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) ซึ่งมีความไวและ
ความจำเพาะสูง จากผลการทดลองพบวา ความเขมขนของตัวทำละลายมีผลอยางมากตอสมรรถนะ
ของการแยกสาร โดย 40% methanol แสดงผลการแยกที่มีประสิทธิภาพสูงสุด ทั ้งในดานคา 
theoretical plates และคา asymmetry factor ซึ่งบงชี้ถึงความสมมาตรของพีคที่ดี สวน 60% 
methanol แมมีคาประสิทธิภาพต่ำกวาเล็กนอย แตยังคงอยูในเกณฑที่ยอมรับไดและเหมาะสมใน
กรณีที่ตองการลดเวลาในการวิเคราะห สำหรับการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการสกัดระหวาง 90% 
methanol และ 90% acetonitrile พบวา lasalocid, maduramicin, monensin และ narasin 
ไมแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p ≥ 0.05) สะทอนถึงความสามารถในการสกัดที่ใกลเคียงกัน 
อยางไรก็ตาม ในกรณีของ salinomycin พบวามีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญ (p ≤ 0.05) แสดงให
เห็นวาการเลือกตัวทำละลายมีผลตอการสกัดสารบางชนิดโดยเฉพาะ 

นอกจากนี้ การศึกษา matrix effect แสดงใหเห็นวาองคประกอบของอาหารสัตวมีผลตอ
ความถูกตองของผลการวิเคราะหอยางมาก โดยคาการรบกวนมีทั้งลักษณะ signal suppression 
และ signal enhancement แตกตางกันไปในแตละสาร การใช standard calibration curve เพียง
อยางเดียวอาจกอใหเกิด systematic bias ได ในขณะที ่ matrix-fortified calibration curve 
สามารถแกไขปญหาดังกลาวและใหผลที่สะทอนสภาพจริงของตัวอยางไดดีกวา สำหรับการศึกษา
ระยะเวลาการสกัด พบวามีความแตกตางระหวางชนิดของสาร โดย lasalocid, maduramicin และ 
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narasin ใหคา %recovery สูงสุดที่เวลา 60 นาที ขณะที่ monensin และ salinomycin ใหผลที่ดี
ที ่สุดเมื่อสกัดเพียง 15 นาที แตมีแนวโนมลดลงเมื่อเพิ่มระยะเวลาการสกัด ซึ่งอาจเกิดจากการ
สลายตัวของสารหรือการสูญเสียระหวางกระบวนการ สรุปไดวา วิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถตอบสนองตอ
เกณฑความแมนยำและความเที่ยงตรงไดดี และสามารถนำไปใชในการประเมินทั้ง homogeneity 
และ drug carryover ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
^8 @E�#���c�=�

เพื่อใหการตรวจสอบมีความถูกตองและนาเชื่อถือยิ ่งขึ ้น แนะนำใหใช matrix-fortified 
calibration curve เปนมาตรฐานหลักในการวิเคราะห เนื ่องจากสามารถชดเชยผลกระทบจาก 
matrix effect ไดดีกวา standard calibration curve การเลือกใช ตัวทำละลายและระยะเวลาการ
สกัดควรปรับใหเหมาะสมตามชนิดของสาร เพื ่อเพิ ่มประสิทธิภาพ % recovery และลดความ
คลาดเคลื่อนของผลวิเคราะห ทั้งนี้ ควรมีการทดสอบเพิ่มเติมกับตัวอยางอาหารสัตวหลายชนิดและ
หลายสภาวะ เพื่อประเมินความสามารถในการประยุกตใชของวิธีในสภาพจริงที่หลากหลายมากขึ้น 
รวมถึงควรมีการตรวจสอบความเสถียรของสารระหวางกระบวนการสกัดและการเก็บรักษาตัวอยาง 
เพื่อปองกันการสูญเสียหรือการเปลี่ยนแปลงของสารที่อาจสงผลตอคาการวิเคราะห  
_8 �	��	��� <�=��d�

ขอขอบคุณผูอำนวยการสำนักตรวจสอบคุณภาพสินคาปศุสัตวที่พิจารณาใหดำเนินการใน
ปงบประมาณ 2568 เจาหนาที่หองปฏิบัติการกลุมตรวจสอบคุณภาพยาสัตวฯ ที่ชวยเหลือในการ
ปฏิบัติงานใหสำเร็จลุลวงไปดวยดี 
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