
  1 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเมลามนีและอนุพันธ์ในอาหารสัตว์
โดยเทคนิค LC-MS/MS 
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 ฐิติมา ณรงค์รักษ์       รังสรรค์ เข็มสุวรรณ   
 

บทคัดย่อ 

 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเมลามีนและอนุพันธ์ในอาหารสัตว์โดยเทคนิค 
LC-MS/MS ประกอบด้วยสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน ซึ่งเป็นวิธีทดสอบที่พัฒนาขึ้น
ภายในห้องปฏิบัติการ ด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบตามแนวทางของ EURACHEM 
Guide 2025 การเตรียมตัวอย่างโดยการสกัดตัวอย่างด้วยสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ แล้ว
ทดสอบด้วยเครื่อง LC-MS/MS ด้วยสภาวะของแมสสเปคโทรเมทรีแบบ ESI positive mode โดยใช้
สารละลายแอมโมเนียมอะซิเตทในน้ าปราศจากไอออนและอะซิโตรไนไตรล์ เป็นสารละลายเฟส
เคลื่อนทีแ่ละใช้คอลัมน์ชนิด HILIC ผลการตรวจสอบความใช้ไดข้องวิธีทดสอบสารเมลามีน ไซโรมาซีน 
และแอมเมลีน พบว่า กราฟมาตรฐานในช่วงความเข้มข้น 0.75 - 2.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความ
เป็นเส้นตรงดี มีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) ของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน เท่ากับ 
0.9968, 0.9974 และ 0.9963 ตามล าดับ มีขีดจ ากัดของการตรวจพบและขีดจ ากัดของการตรวจวัด
เชิงปริมาณเป็น 0.50 และ 0.75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ โดยมีความแม่นจากค่าร้อยละการ
กลับคืนเฉลี่ยอยู่ในช่วง 82.22 - 102.96 มีความเที่ยงของการทวนซ้ าโดยพิจารณาจากค่า %RSDr 
เฉลี่ยอยู่ในช่วง 1.34 - 9.07 และและการท าซ้ ามีค่า %RSDR เฉลี่ยอยู่ในช่วง 4.23 - 9.10 จากผลการ
ตรวจสอบความใช้ได้แสดงว่ามีคุณลักษณะเฉพาะของวิธีอยู่ในเกณฑ์การยอมรับได้ ดังนั้น วิธีทดสอบนี้
จึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้ทดสอบสารเมลามีนและอนุพันธ์ในอาหารสัตว์ที่ระดับความเข้มข้น 0.75 
- 2.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

 

 

 

ค าส าคัญ : สารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมมิลีน, การตรวจสอบความใช้ได้, อาหารสัตว์ 
กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 
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Abstract 

 
This study developed and validated an in-house LC–MS/MS method for the 

determination of melamine and analogues included melamine, cyromazine and 
ammeline in animal feed in accordance with EURACHEM guide 2025. The sample was 
extracted with ammonium hydroxide analyzed by LC–MS/MS with detection 
employed electrospray ionization in positive-ion mode. The analysis was carried out 
using the mobile phase of 10mM ammonium acetate in deionized water and 
acetonitrile on a HILIC column. The results of method validation of melamine, 
cyromazine and ammeline found that the calibration curve at the level of 0.75 - 2.00 
mg/kg were good and linear; the correlation of determination (r2) of melamine, 
cyromazine and ammeline were 0.9968, 0.9974 and 0.9963 respectively. The limits of 
detection and quantitation were 0.50 and 0.75 mg/kg, respectively. The mean 
recovery accuracies ranged from 82.22 - 102.96%, repeatability precision (RSDr) 
ranged from 1.34 - 9.07%  and intermediate precision (RSDR) ranged from 4.23 - 
9.10%. The results of performance characteristic were within the acceptable criteria. 
Thus, this method was suitable for determination of melamine and analogues in 
animal feed at the level of 0.75 - 2.00 mg/kg. 
 
 
 
Keywords : Melamine,cyromazine and ammeline, method validation, animal feed 
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บทน า 
สารเมลามีนมีสูตรทางเคมี C3H6N6 จัดเป็นสารอินทรีย์ที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบสูงถึง

ร้อยละ 66 มีลักษณะเป็นผงสีขาวคล้ายนมผงสามารถละลายน ้าได้ หรือการผสมในนมจะท้าให้ตรวจ
พบปริมาณไนโตรเจนสูงกว่าปกติ สารเมลามีนเป็นสารที่ใช้ในอุตสาหกรรมพลาสติกหรือใช้ท้ากาว แต่
เมลามีนไม่ได้เป็นวัตถุดิบส้าหรับการผลิตอาหาร เนื่องจากสารเมลามีนนี มีคุณสมบัติทนความร้อน จึง
นิยมใช้ท้าผลิตภัณฑ์พลาสติก และผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ เช่น ถุงพลาสติก น ้ายาดับเพลิง น ้ายาท้าความ
สะอาด กาว และหมึกสีเหลือง เป็นต้น รวมถึงพบในยาฆ่าแมลงด้วย เมื่อสารเมลามีนเข้าสู่ร่างกายจะ
เข้าไป สะสมจนกลายเป็นนิ่วในไต ก่อให้เกิดมะเร็งที่กระเพาะปัสสาวะ ท้าลายระบบสืบพันธุ์ และท้า
ให้ไตวายได้อย่างเฉยีบพลัน จากการศึกษาพบว่า สารเมลามีน กรดไซยานูริก แอมมีไลด์ และแอมมีลีน 
เพียงชนิดเดียวไม่ท้าให้เกิดความผิดปกติที่ไต ในขณะที่สารผสมระหว่างเมลามีนและกรดไซยานูริก 
(cyanuric acid) สามารถท้าให้เกิดนิ่วอุดตันในระบบทางเดินปัสสาวะ (สุธน, 2551) จากปัญหา
ดังกล่าวที่เกิดขึ นจากการตกค้างของสารเมลามีน จึงต้องมีการเฝ้าระวังการตกค้างของสารเมลามีนใน
อาหารและอาหารสัตว์ โดยสหภาพยุโรปได้ก้าหนดปริมาณเมลามีนอนุญาตปริมาณสูงสุดให้ใช้ใน
อาหารสัตว์ที่ 2.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (EU, 2013)  

ในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว์ผู้ผลิตมีความจ้าเป็นต้องผสมสารเสริมโปรตีนเพ่ือให้
ผลิตภัณฑ์อาหารสัตว์นั นมีปริมาณโปรตีนเพียงพอต่อความต้องการของสัตว์ ซึ่งปกติสารอาหารกลุ่ม
โปรตีนจะมีธาตุไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบมากกว่าสารอาหารกลุ่มอ่ืน ดังนั น จึงใช้ปริมาณธาตุ
ไนโตรเจนเป็นตัวชี วัดของปริมาณโปรตีนในอาหาร ถ้าหากบริษัทผู้ผลิตอาหารต้องการลดต้นทุนการ
ผลิตและเอาเปรียบผู้บริโภค อาจจะปลอมปนสารเมลามีนในอาหารสัตว์ที่มีปริมาณโปรตีนต่้ากว่า
มาตรฐาน เพ่ือเพ่ิมปริมาณธาตุไนโตรเจนซึ่งสารเมลามีนมีปริมาณธาตุไนโตรเจนสูงกว่าที่พบใน
สารอาหารโปรตีนอ่ืนถึง 4 เท่า มีราคาถูกกว่าวัตถุดิบที่เป็นแหล่งโปรตีนจริงๆ ซึ่งสารเมลามีนไม่ใช่
แหล่งโปรตีนที่สัตว์สามารถน้าไปใช้ได้ และเมื่อสารเมลามีนปนเปื้อนในการผลิตอาหารสัตว์จะท้าให้
เกิดอันตรายต่อสัตว์เลี ยงอีกดว้ย สารเมลามีนทีป่นเปื้อนในอาหารสัตว์หรือปุ๋ยบ้ารุงพืช จากนั นก็จะส่ง
ต่อเข้ามายังสัตว์ที่บริโภคอาหารหรือพืชอาหารสัตว์นั นๆ ดังนั นนอกจากผลิตภัณฑ์ที่ท้าจากนมแล้ว ไข่
ไก่ เนื อสัตว์และพืชผักก็สามารถตรวจพบการปนเปื้อนของเมลามีนได้เช่นกัน  
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ดังนั น การศึกษาในครั งนี มีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเมลามีน
และอนุพันธ์ในอาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS ซึ่งเป็นวิธีทดสอบท่ีพัฒนาขึ นภายในห้องปฏิบัติการ 
โดยด้าเนินการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบตามแนวทางของ EURACHEM Guide, 2025 เพ่ือ
แสดงให้เห็นว่าวิธีทดสอบดังกล่าว มีความแม่นย้า น่าเชื่อถือ และตรงตามวัตถุประสงค์การใช้งานที่
ก้าหนดไว้  
 

1. วัตถุประสงค์  
 เพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเมลามีนและอนุพันธ์ในอาหารสัตว์ ท าให้มั่นใจว่า
วิธีทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นให้ผลทดสอบที่น่าเชื่อถือ 
 

2. ขอบข่าย 
 ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารเมลามีนและอนุพันธ์ในอาหารสัตว์ในอาหารสัตว์โดย

เทคนิค LC-MS/MS ประกอบด้วยสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน 
 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
3.1 ได้วิธีทดสอบสารเมลามีนและอนุพันธ์ในอาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS 
3.2 ใช้เป็นข้อมูลในการขอรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามระบบคุณภาพ ISO/IEC 

17025: 2017 
3.3. ใช้ในการเฝ้าระวังการใช้สารต้องห้ามในอาหารสัตว์และวัตถุดิบอาหารสัตว์ 
 

4.วิธีด าเนินการ 
 ด าเนินการตรวจสอบความใช้ไดข้องวิธีทดสอบ ดังนี้ 
 4.1 การทดสอบผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) 
       4.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน ที่ 6 
ระดับความเข้มข้น คือ 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้น
ละ 3 ซ้ า แล้วทดสอบด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
   4.1.2 เตรียม spiked matrix sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานของเมลามีน            
ไซโรมาซีน และแอมเมลีน จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น คือ 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75 และ 2.00 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า แล้วทดสอบด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
  4.1.3 เปรียบเทียบค่า response ของสารละลายมาตรฐาน (standard solution) กับ
สารละลายมาตรฐานในอาหารสัตว์ (matrix standard solution) จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น และ
ประเมิน %matrix effect (ME) เกณฑ์การยอมรับต้องไม่เกิน ± 20% (SANTE/11312/2021v2) 
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โดยที่ R = detector response 

 
 4.2 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) ของกราฟมาตรฐาน และทดสอบช่วงการใช้
งานของวิธีทดสอบ (working range) ดังนี้ 
  4.2.1 ทดสอบ spiked matrix sample ที่เติมสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน 
จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น คือ 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า  
  4.2.2 ประเมินความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (calibration curve) โดยการสร้าง
กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ spiked matrix sample ที่เติมสารเมลามีน ไซโรมาซีน 
และแอมเมลีน และพ้ืนที่ใต้พีค (peak area) แล้วพิจารณาค่า correlation of determination (r2) 
ต้องไม่น้อยกว่า 0.995 (U.S. FDA, 2023) 
 4.3 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (limit of detection; LOD) 
และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ (limit of quantitation; LOQ) ดังนี้ 
  4.3.1 ทดสอบ spiked matrix sample ที่เติมสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน ที่
ความเข้มข้น 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 10 ซ้ า แล้วน าความเข้มข้นของสารที่ทดสอบได้หาค่า
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) แล้วค านวณหาค่า LOD และ LOQ ของสารแต่ละชนิดจาก LOD = 
3S0 และ LOQ = 10S0 

       S0    
 0

√ 
 

 
   เมื่อ   S0 =  standard deviation จากการทดสอบซ้ า 
    n =  จ านวนทดสอบซ้ าในงาน routine 
    S0   =  standard deviation ส าหรับค านวณค่า LOD และ LOQ 
 

  4.3.2 ท าการยืนยันค่า LOD โดยทดสอบ spiked matrix sample ที่เติมสารลิวโคมัย
ซินให้มีความเข้มข้นเท่ากับค่า LOD ของสารที่ค านวณได้จากข้อ 4.3.1 จ านวน 10 ซ้ า แล้วประเมินว่า
ค่า signal to noise ratio (S/N) ≥ 3 และ Ion ratio ไม่เกินเกณฑ์ที่ก าหนด (EU, 2021) หากไม่ได้
ให้ยืนยันค่า LOD ที่ระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้น 
  4.3.3 ท าการยืนยันค่า LOQ โดยทดสอบ spiked matrix sample ที่เติมสารเมลามีน 
ไซโรมาซีน และแอมเมลีน ทีม่ีความเข้มข้นเท่ากับค่า LOQ ของสารที่ค านวณได้จากข้อ 4.3.1 จ านวน 
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10 ซ้ า แล้วน าความเข้มข้นของสารที่ทดสอบได้มาประเมินความแม่นและความเที่ยงว่าอยู่ในเกณฑ์
การยอมรับหรือไม่ (AOAC, 2023) หากไม่เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับให้ยืนยันค่า LOQ ที่ระดับ
ความเข้มข้นที่สูงขึ้น 
 4.4 การทดสอบหาความแม่น (accuracy) และความเที่ยง (precision) ของวิธีทดสอบ ดังนี้ 
 4.4.1 การทดสอบหาค่าความแม่นและการทดสอบหาค่าความเที่ยงแบบการทวนซ้ าของ
การวัด (repeatability)  

     โดยทดสอบตัวอย่าง spiked matrix sample ที่เติมสารเมลามีน ไซโรมาซีน และ
แอมเมลีน 3 ระดับความเข้มข้น คือ 0.75 (LOQ), 1.50 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้น
ละ 10 ซ้ า ท าการสกัดและทดสอบวันเดียวกัน ประเมินความแม่นโดยพิจารณาจากค่า %recovery 
โดยก าหนดเกณฑ์ยอมรับตามมาตรฐาน AOAC (2023) และความเที่ยงพิจารณาจากค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSDr) ของแต่ละระดับความเข้มข้นต้องไม่เกินค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์
ที่ค านวณจากสมการ Horwitz (%PRSDr)   
 

  สมการ Horwitz (repeatability)   %PRSDr   = 0.66 × 2 C-0.1505  
 

            เมื่อ C   คือ อัตราส่วนความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 
  

  4.4.2 การทดสอบหาค่าความแม่นและการทดสอบหาค่าความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้
ของการวัด (within-laboratory reproducibility)  

       โดยเตรียมตัวอย่างเช่นเดียวกับข้อที่ 4.4.1 อีกจ านวน 1 ชุด แต่ท าการสกัดและ
ทดสอบต่างวันกัน ประเมินความเที่ยงและแม่นของตัวอย่างทั้ง 2 ชุด ประเมินความแม่นโดยพิจารณา
จากค่า %recovery โดยก าหนดเกณฑ์ยอมรับตามมาตรฐาน AOAC (2023) และความเที่ยงพิจารณา
จากค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSDR) ของความเข้มข้นสารที่ทดสอบได้ ซึ่งต้องไม่เกินค่า
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่ค านวณจากสมการ Horwitz (%PRSDR) 
 

สมการ Horwitz (with-in laboratory reproducibility)    %PRSDR  = 2 C-0.1505 

 

   เมื่อ C    คือ อัตราส่วนความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 
 

 4.5 การทดสอบ selectivity และ specificity 
      4.5.1 เตรียมตัวอย่าง sample blank จ านวน 3 ซ้ า 
      4.5.2 เตรียมตัวอย่าง spiked matrix sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารเมลามีน 
ไซโรมาซีน และแอมเมลีน ที่ระดับความเข้มข้น 0.75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 3 ซ้ า 
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      4.5.3 น าตัวอย่างข้อ (4.5.1 - 4.5.2) ท าการทดสอบด้วยวิธีทดสอบสารเมลามีน           
ไซโรมาซีน และแอมเมลีนในอาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS 
      4.5.4 เปรียบเทียบสัญญาณของ sample blank (ข้อ 4.5.1) และ spiked matrix 
sample (ข้อ 4.5.2) ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมมิลีน ว่าไม่มีการ
รบกวนจากสารอื่นใน matrix ของ sample blank 
  

แผนผังขั้นตอนการทดสอบสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีนในอาหารสัตว์โดยเทคนิค     
LC-MS/MS 

Sample 1.00 g ± 0.05 g 
          

               Extract by 2% ammonium hydroxide 10 ml 
         - Shake 30 min 

         - Centrifuge 15 min, 3,500 rpm, 25 ˚ C 
      Supernatant 5 ml 

 
            Filter by nylon membrane filter (0.45 µm) 

             
        Collect lower fraction 100 ul             

 
 

                Add 900 ul 10mM ammonium acetate in DI/ACN 
 

 

  LC- MS/MS 
 
 

5. ผลการทดลอง 
 5.1 ผลการทดสอบผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) 
      จากผลการทดสอบหาผลกระทบจากเมทริกซ์ของ standard solution เทียบกับ matrix 
standard solution จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น พบว่า %ME ของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และ
แอมเมลีน ดังตารางที่ 1 มีค่ามากกว่า ±20% ซึ่งไม่อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ (SANTE/11312/2021 V2) 
แสดงว่าเมทริกซ์มีผลกระทบกับสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน ซึ่งอาจมาจากการชะร่วมกัน
ของสารอื่นที่อยู่ในเมทริกซ์ และบางครั้งไม่สามารถก าจัดผลกระทบจากเมทริกซ์ออกไปได้ทั้งหมด จึง
เห็นควรใช้ matrix standard calibration curve ในการทดสอบสารเมลามีน ไซโรมาซีน และ    
แอมเมลีนในอาหารสัตว์ 
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ตารางท่ี 1 %matrix effect ของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน 

 5.2 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) ของกราฟมาตรฐาน และการทดสอบช่วง
การใช้งานของวิธีทดสอบ (working range) 
      จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน โดยทดสอบ spiked matrix 
sample ที่เติมสารสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีนในช่วงความเข้มข้น 0.75 - 2.00 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม และจากการสร้างกราฟมาตรฐานซึ่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ spiked 
matrix sample และพ้ืนที่ใต้พีค (peak area) ของสารสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน เมื่อ
พิจารณาจากค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (correlation of determination ; r2) พบว่า มีค่าอยู่ใน
เกณฑ์ที่ยอมรับได้ (r2  0.995) จากผลการทดสอบดังกล่าว แสดงว่า ความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐานในช่วง 0.75 - 2.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรงดี เหมาะสมในการใช้เป็น
กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ดังรูปที่ 1 
 
 

ความ
เข้มข้น 
(mg/kg) 

Peak area of melamine Peak area of cyromazine Peak area of ammeline 

Standard 
solution 

Matrix 
standard 
solution 

%ME 
Standard 
solution 

Matrix 
standard 
solution 

%ME 
Standard 
solution 

Matrix 
standard 
solution 

%ME 

0.75 7550774 105737 -98.60 16686038 139165 -99.17 4898639 85077 -98.26 
1.00 13797692 140818 -98.98 20600219 177261 -99.14 6900598 108750 -98.42 
1.25 18404664 175166 -99.05 23759896 243894 -98.97 8620250 139473 -98.38 
1.50 24635720 218694 -99.11 28378663 308797 -98.91 11589802 162260 -98.60 

1.75 31632802 249923 -99.21 32983248 358905 -98.91 13559394 189289 -98.60 
2.00 38194209 299178 -99.22 36848196 412770 -98.88 15737818 214955 -98.63 
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รูปที่ 1 กราฟแสดงความเป็นเส้นตรงของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีนในช่วงความเข้มข้น  
          0.75 - 2.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
 5.3 ผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (limit of detection; 
LOD) และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ (limit of quantitation; LOQ) 
      5.3.1 จากการทดสอบหาค่า LOD และ LOQ ของสารเมลามีน ไซโรมาซีน                  
และแอมเมลีน โดยทดสอบตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
จ านวน 10 ซ้ า ค านวณหาค่าเฉลี่ย และค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความเข้มข้นที่วัดได้ ค านวณค่า 
LOD และ LOQ จาก LOD=3S0 และ LOQ=10S0 พบว่า มีค่าดังตารางที่ 2 

 5.3.2 ผลการยืนยันค่า LOD ของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีนที่ความเข้มข้น 
0.25 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าค่าร้อยละของ ion ratio ไม่เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ (EU, 
2021) จึงท าการปรับค่า LOD ที ่0.50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และท าการยืนยัน พบว่า S/N ≥  3 และมี

y = 400194x - 113174 
r² = 0.9974 
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ค่าร้อยละของ ion ratio เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ (EU, 2021) ดังนั้นค่า LOD ของสารเมลามีน 
ไซโรมาซีน และแอมเมลีน มีค่าเท่ากับ 0.50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ดังตารางที่ 2 
 5.3.3 ผลการยืนยันค่า LOQ ของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน ที่ความเข้มข้น 
0.50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า ค่า %recovery ไม่อยู่ในช่วง 80 - 110% และ %RSD ไม่เป็นไป
ตามเกณฑ์การยอมรับ (AOAC, 2023) จึงท าการปรับค่า LOQ ที่ 0.75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า 
ค่า %mean recovery อยู่ในช่วง 80 - 110% และ %RSD เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับที่ 11 
(AOAC, 2023) ดังนั้นค่า LOQ ของสารสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน มีค่าเท่ากับ 0.75 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จึงมีความเหมาะสมส าหรับวิธีทดสอบนี้ ดังตารางที่ 2 
 

ตารางท่ี 2  ค่า LOD และ LOQ ของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน 

Compounds 

Spiked sample 1.00 mg/kg (n=10) LOD 
(0.50 mg/kg, n=10) 

LOQ (0.75 mg/kg, n=10) 

S’
0 

LOD  
(3S’

0)  
LOQ  

(10 S’
0) 

%mean  
recovery % RSD S/N %IR 

Melamine 0.032 0.095 0.315 28.53 53.91 99.87 2.13 

Cyromazine 0.067 0.200 0.667 27.91 57.33 100.47 2.68 

Ammeline 0.217 0.652 2.173 20.36 42.65 94.77 5.10 

 

5.4 ผลการทดสอบหาความแม่น (accuracy) และความเที่ยง (precision) ของวิธีทดสอบ
      5.4.1 จากการทดสอบความแม่นของวิธีทดสอบ โดยทดสอบ spiked matrix sampleที่
เติมสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน 3 ระดับ คือ 0.75 (LOQ), 1.50 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม พบว่า ค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีนอยู่ในช่วง
ตามเกณฑ์การยอมรับ (AOAC, 2023) แสดงว่า วิธีทดสอบนี้มีความแม่นเป็นที่ยอมรับได้ดังตารางที่ 3 

 
 
 

ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบความแม่น (accuracy) ของวิธีทดสอบ 

ความเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การยอมรับ 
(AOAC, 2023) 

ค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได ้(%Recovery) 

Melamine Cyromazine Ammeline 

0.75 80 - 110 100.57 101.93 102.60 
1.50 80 - 110 99.03 90.67 102.96 
2.00 80 - 110 94.55 82.22 94.30 
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 5.4.2 จากการทดสอบความเที่ยงการทวนซ้ าได้ โดยทดสอบ spiked matrix sample ที่
เติมสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน 3 ระดับ คือ 0.75 (LOQ), 1.50 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม พบว่า มีค่า %RSDr อยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณได้จากสมการ Horwitz (%PRSDr) ดัง
ตารางที่ 4 และจากการทดสอบความเที่ยงการทวนซ้ าได้ แสดงว่า วิธีทดสอบนี้มีความเที่ยงเป็นที่
ยอมรับได้  
 

 ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบความเท่ียง (Precision) แบบการทวนซ้ า 

  

 5.4.3 จากการทดสอบความเที่ยงการท าซ้ าได้ โดยทดสอบ spiked matrix sample ที่
เติมสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน 3 ระดับ คือ 0.75 (LOQ), 1.50 และ 2.00 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม พบว่า มีค่า RSDR อยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณได้จากสมการ Horwitz (%PRSDR) ดัง
ตารางที่ 5 และจากการทดสอบความเที่ยงการท าซ้ าได้ แสดงว่า วิธีทดสอบนี้มีความเที่ยงเป็นที่
ยอมรับได ้
 

ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบความเท่ียง (precision) แบบการท าซ้ า 

ความเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การยอมรับ 
%PRSDR 

ร้อยละค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของ  

(with-in laboratory reproducibility; %RSDR, n=20) 

Melamine Cyromazine Ammeline 

0.75 16.70 7.40 4.23 4.98 

1.50 15.05 6.83 6.97 4.78 

2.00 14.41 6.33 9.10 7.26 
  

 5.5 ผลการทดสอบ selectivity และ specificity 
               5.5.1 จากการเปรียบเทียบสัญญาณของ sample blank กับสัญญาณของ spiked 
matrix sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารเมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีน พบว่า ไม่มีการ
รบกวนจากสารอื่นที่อยู่ใน matrix ของ sample ที่มีพีคตรงกับสารเมลามีน ไซโรมาซีนและแอมเมลีน 

ความเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การยอมรับ 
%PRSDr 

ร้อยละค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ของ  
(Repeatability; %RSDr, n=10) 

Melamine    Cyromazine Ammeline 

0.75 11.02 3.37 4.69 3.33 
1.50 9.93 3.19 1.80 5.89 
2.00 9.51 5.46 1.34 9.07 
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ที่ต าแหน่ง RT ในช่วง ± 0.1 นาที เป็นไปตามเกณฑ์ของ SANTE/11312/2021 V2 จากการทดสอบ 
selectivity และ specificity แสดงว่า วิธีการทดสอบมีความไวและความจ าเพาะต่อสารเมลามีน    
ไซโรมาซีน และแอมเมลีนที่มีสารรบกวนได้ด ี
 

6. สรุปผลการทดลอง 

    การตรวจความใช้ได้ของวิธีทดสอบนี้ แสดงให้เห็นว่า วิธีทดสอบเหมาะสมส าหรับการทดสอบสาร
เมลามีน ไซโรมาซีน และแอมเมลีนในอาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS ซึ่งวิธีที่พัฒนาขึ้นได้
ด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบอ้างอิงตามแนวทางของ EURACHEM Guide, 2025 
เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะ มีช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน มีความเที่ยงและความแม่นอยู่ใน
เกณฑ์ยอมรับของ AOAC (2023) โดยมีค่า LOD เท่ากับ 0.50 mg/kg, LOQ เท่ากับ 0.75 mg/kg 
และช่วงของการทดสอบที่ 0.75 – 2.00 mg/kg ในอาหารสัตว์  
 

7. ข้อเสนอแนะ 
     ควรมีการทดสอบความช านาญ (proficiency test) หรือการเปรียบเทียบผลการทดสอบระหว่าง
ห้องปฏิบัติการ (interlaboratory comparison) เพ่ือท าให้เกิดความมั่นใจว่าการตรวจสอบความ
ใช้ได้ของวิธีทดสอบมีความแม่นและเที่ยงยิ่งขึ้น และควรให้ศึกษาการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
ทดสอบสารอนุพันธ์ของสารเมลามีนตัวอ่ืนๆ เพ่ิมเติม เพ่ือเป็นการเฝ้าระวังการใช้สารต้องห้ามใน
สินค้าอาหารสัตว์และวัตถุดิบอาหารสัตว์ต่อไป 
 

8. กิตติกรรมประกาศ 
    งานวิจัยนี้ ได้ รับการสนับสนุนโดยส า นักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์  ขอขอบคุณ  
นายอุดม เจือจันทร์ ผู้อ านวยการส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ และเจ้าหน้าที่งานพิษวิทยา
และชีวเคมี (สารตกค้าง) กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ ที่ช่วยด าเนินงานจนการศึกษาครั้งนี้
ส าเร็จ 
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