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บทคัดย่อ 

 การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์ โดยเทคนิค             
LC-MS/MS ซ่ึงเป็นวิธีทดสอบที่พัฒนาขึ้นภายในห้องปฏิบัติการ ด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ตาม
แนวทางของ EURACHEM Guide 2025 การเตรียมตัวอย่างโดยการสกัดตัวอย่างด้วยสารละลายผสม
เฮกเซนและเอทิลอะซิเตตในอัตราส่วน 3 : 1 และสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต แล้วทดสอบด้วย
เครื่อง LC-MS/MS ด้วยสภาวะของแมสสเปคโทรเมทรีแบบ ESI positive mode โดยใช้สารละลาย          
0.1 เปอร์เซ็นต์ของกรดฟอร์มิกในน้ าปราศจากไอออนและอะซิโตรไนไตรล์เป็นสารละลายเฟส
เคลื่อนที่และใช้คอลัมน์ชนิด C18 ผลการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารลิวโคมัยซิน พบว่า 
กราฟมาตรฐานในช่วงความเข้มข้น 0.05-1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรงดี มีค่า
สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) ของสารลิวโคมัยซินเท่ากับ 0.9989 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถ
ตรวจพบได้ และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ เท่ากับ 0.02 และ 0.05 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ตามล าดับ โดยมีค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของตัวอย่างที่เติมสารลิวโคมัยซินที่ระดับ 
0.05, 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เท่ากับ 76.60, 106.72 และ 104.48 ตามล าดับ ทดสอบ
ความเที่ยงแบบการทวนซ้ าไดข้องสารลิวโคมัยซินที่ระดับ 0.05, 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
มีค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 4.45, 2.62 และ 3.38 ตามล าดับ และทดสอบ
ความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ของสารลิวโคมัยซินที่ระดับ 0.05, 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
มีค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 5.33, 6.53 และ 5.16 ตามล าดับ จากผลการ
ตรวจสอบความใช้ได้แสดงว่ามีคุณลักษณะเฉพาะของวิธีอยู่ในเกณฑ์การยอมรับได้ ดังนั้น วิธีทดสอบนี้
จึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้ทดสอบสารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์ ที่ระดับความเข้มข้น 0.05-1.00 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

 

ค าส าคัญ : สารลิวโคมัยซิน, การตรวจสอบความใช้ได,้ 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 leucomycin in animal feed in accordance with EURACHEM guide 
2025. The sample was extracted with the mixture of hexane and ethyl acetate in a 3 
: 1 ratio and mixed with the solution of sodium carbonate, analyzed by LC–MS/MS 
with detection employed electrospray ionization in positive-ion mode. The analysis 
was carried out using the mobile phase of 0.1% formic acid in deionized water and 
acetonitrile on a C18 column. The results of method validation of leucomycin found 
that the calibration curve at the level of 0.05-1.00 mg/kg was good and linear; the 
correlation of determination (r2) of leucomycin was 0.9989. The limits of detection 
and quantitation were 0.02 and 0.05 mg/kg, respectively. The mean %recovery of 
leucomycin at the level of 0.05, 0.50 and 1.00 mg/kg were 76.60%, 106.72% and 
104.48%, respectively. The relative standard deviations of the repeatability at the 
level of 0.05, 0.50 and 1.00 mg/kg of leucomycin were 4.45%, 2.62% and 3.38%, 
respectively and the relative standard deviations of the with-in laboratory 
reproducibility at the level of 0.05, 0.50 and 1.00 mg/kg of leucomycin were 5.33%, 
6.53% and 5.16%, respectively. The results of performance characteristic were within 
the acceptable criteria. Thus, this method was suitable for determination of 
leucomycin in animal feed at the level of 0.05-1.00 mg/kg range. 
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บทน า 
  

ยาปฏิชีวนะ (antibiotics) เป็นสารที่มีคุณสมบัติในการฆ่าหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรีย จึงถูกน ามาใช้ทั้งเพ่ือการควบคุมโรคและการป้องกันโรคในการเลี้ยงสัตว์ (วรรณพร, 2557) 
ในระบบการเลี้ยงสัตว์แบบอุตสาหกรรมซึ่งมีความหนาแน่นของสัตว์สูงและพ้ืนที่จ ากัด ความเสี่ยงต่อ
การเกิดโรคระบาดเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ จึงมีการเติมยาปฏิชีวนะลงในอาหารสัตว์เพ่ือยับยั้งการเพ่ิม
จ านวนของเชื้อก่อโรค และเพ่ือช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของสัตว์ (ชัยวัฒน์ และ วรรณพร, 2557) 
อย่างไรก็ดี การใช้ยาไม่ถูกต้องหรือไม่เหมาะสมอาจท าให้เกิดเชื้อดื้อยาในสัตว์และถ่ายทอดผลกระทบ
สู่สาธารณสุขมนุษย์ นอกจากนี้ยังท าให้เกิดการตกค้างของยาในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์จากสัตว์ ซึ่ง
สัมพันธ์กับอาการไม่พึงประสงค์ เช่น อาการทางระบบทางเดินอาหาร การระคายเคืองเฉพาะที่ 
อาการแพ้ และความเป็นพิษต่ออวัยวะ ตลอดจนการปนเปื้อนของยาสู่สิ่งแวดล้อม (ใจพร, 2555) 

สารลิวโคมัยซิน (leucomycin) หรือคิทาซามัยซิน (kitasamycin) จัดเป็นยาปฏิชีวนะใน
กลุ่มแมโครไลด์ชนิดวง 16 อะตอม (16-membered macrolides) ที่ผลิตได้จาก Streptomyces 
kitasatoensis โดยมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก และเชื้อบางชนิดในกลุ่มแกรมลบ ไมโค
พลาสมา เลปโตสไปรา และริกเก็ตเซีย (Liu et al., 2021) ด้วยคุณสมบัติทางเภสัชจลนศาสตร์ที่ดี 
การดูดซึมที่รวดเร็ว มีชีวปริมาณออกฤทธิ์ทางปากสูง (high oral bioavailability) โดยยาที่เมื่อ
รับประทานเข้าสู่ร่างกายแล้ว ถูกดูดซึมเข้าสู่กระแสเลือดได้ในปริมาณมาก คิดเป็นสัดส่วนที่สูงเมื่อ
เทียบกับยาที่ได้รับในรูปแบบฉีดเข้าเส้นเลือด ส่งผลให้มียาส่วนใหญ่ในรูปแบบที่ออกฤทธิ์ไปยังส่วน
ต่างๆ ของร่างกายได้ โดยมีผลกระทบจากกระบวนการเมแทบอลิซึมในตับ (first-pass effect) น้อย 
จึงท าให้ยากลุ่มแมโครไลด์ถูกใช้อย่างแพร่หลายทั้งในการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรีย และใช้เป็น
สารเติมแต่งอาหารสัตว์ (feed additive) เพ่ือป้องกันโรค อย่างไรก็ตามการใช้ยาอย่างต่อเนื่องน าไปสู่
การตกค้างในสัตว์ที่เป็นอาหารแก่ผู้บริโภค การสะสมของยาในเนื้อเยื่อสัตว์จึงอาจจะเป็นอันตรายต่อ
สุขภาพของมนุษย์ในระบบห่วงโซ่อาหาร โดยพบอาการข้างเคียงได้ตั้งแต่ความผิดปกติของระบบ
ทางเดินอาหาร การระคายเคืองเฉพาะที่ อาการแพ้ ไปจนถึงความเป็นพิษต่อตับ (Song et al., 
2016)   
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ในหลายประเทศจึงมีการก ากับดูแลและควบคุมสารตกค้างของสารกลุ่มแมคโครไลด์ โดย 
Codex และสหภาพยุโรปได้ก าหนดค่าปริมาณสารตกค้างสูงสุด (MRLs) ในผลิตภัณฑ์จากสัตว์หลาย
ชนิดส าหรับสารในกลุ่มนี้ ได้แก่ erythromycin, spiramycin, tilmicosin และ tylosin เป็นต้น 
อย่างไรก็ตามยังไม่มีการก าหนดค่ามาตรฐานหรือค่า MRLs ส าหรับสารลิวโคมัยซินในผลิตภัณฑ์จากสัตว์
และอาหารสัตว์ แต่เพ่ือเป็นการยกระดับการคุ้มครองผู้บริโภคเชิงป้องกัน ตั้งแต่ต้นน้ าของห่วงโซ่
อาหาร กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ เล็งเห็นถึง
ความส าคัญที่ต้องเตรียมการรองรับการให้บริการทดสอบสารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์ เพ่ือเป็นการ
เฝ้าระวังการใช้ยาปฏิชีวนะในระบบผลิตสินค้าปศุสัตว์ ดังนั้น การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS ซึ่งเป็นวิธี
ทดสอบที่พัฒนาขึ้นภายในห้องปฏิบัติการ โดยด าเนินการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบตาม
แนวทางของ EURACHEM Guide, 2025 เพ่ือแสดงให้เห็นว่าวิธีทดสอบดังกล่าว มีความแม่นย า 
น่าเชื่อถือ และตรงตามวัตถุประสงค์การใช้งานที่ก าหนดไว้ 

 

1. วัตถุประสงค์  
 เพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์ ท าให้มั่นใจว่าวิธี
ทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นให้ผลทดสอบที่น่าเชื่อถือ 
 

2. ขอบข่าย 
 ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS 
 

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

17025: 2017 
3.3 ใช้ในการเฝ้าระวังการใช้ยาปฏิชีวนะในการผลิตสินค้าปศุสัตว์ 
 

4.วิธีด าเนินการ 
 ด าเนินการตรวจสอบความใช้ไดข้องวิธีทดสอบ ดังนี้ 
 4.1 การทดสอบผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) 
  4.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานของสารลิวโคมัยซินที่ 6 ระดับความเข้มข้น คือ 
0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า แล้วทดสอบ
ด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
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  4.1.2 เตรียม spiked matrix sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานของลิวโคมัยซิน 
จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น คือ 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า แล้วทดสอบด้วยเครื่อง LC-MS/MS 
  4.1.3 เปรียบเทียบค่า response ของสารละลายมาตรฐาน (standard solution) 
เทียบกับสารละลายมาตรฐานในอาหารสัตว์ (matrix standard solution) จ านวน 6 ระดับความ
เข้มข้น และประเมิน %matrix effect (ME) เกณฑ์การยอมรับต้องไม่เกิน ± 20% 
(SANTE/11312/2021v2) 

      (
                      

               
  )      

 

     โดยที่ R = detector response 
 4.2 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) ของกราฟมาตรฐาน และทดสอบช่วงการใช้
งานของวิธีทดสอบ (working range) ดังนี้ 
  4.2.1 ทดสอบ spiked matrix sample ที่เติมสารลิวโคมัยซิน จ านวน 6 ระดับความ
เข้มข้น คือ 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า  
  4.2.2 ประเมินความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (calibration curve) โดยการ
สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ spiked matrix sample ที่เติมสารลิวโคมัยซินและ
พ้ืนที่ใต้พีค (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 ที่เติมสารลิวโคมัยซินที่ความเข้มข้น 0.03 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 10 ซ้ า แล้วน าความเข้มข้นของสารที่ทดสอบได้หาค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (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
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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 ที่เติมสารลิวโคมัย
ซินที่มีความเข้มข้นเท่ากับค่า LOQ ของสารที่ค านวณได้จากข้อ 4.3.1 จ านวน 10 ซ้ า แล้วน าความ
เข้มข้นของสารที่ทดสอบได้มาประเมินความแม่นและความเที่ยงว่าอยู่ ในเกณฑ์การยอมรับหรือไม่ 
(AOAC, 2023) หากไม่เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับให้ยืนยันค่า LOQ ที่ระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้น 
 4.4 การทดสอบหาความแม่น (accuracy) และความเที่ยง (precision) ของวิธีทดสอบ ดังนี้ 
  4.4.1 การทดสอบหาค่าความแม่นและการทดสอบหาค่าความเที่ยงแบบการทวนซ้ า
ของการวัด (repeatability)  

        โดยทดสอบตัวอย่าง spiked matrix sample ที่เติมสารลิวโคมัยซิน 3 ระดับ
ความเข้มข้น คือ 0.05 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า ท าการ
สกัดและทดสอบวันเดียวกัน ประเมินความแม่นโดยพิจารณาจากค่า %recovery โดยก าหนดเกณฑ์
ยอมรับตามมาตรฐาน AOAC (2023) และความเที่ยงพิจารณาจากค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(%RSDr) ของแต่ละระดับความเข้มข้นต้องไม่เกินค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่ค านวณจาก
สมการ 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 ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารลิวโค
มัยซนิที่ระดับความเข้มข้น 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 3 ซ้ า 
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  4.5.3 เตรียมตัวอย่าง spiked matrix sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารลิวโค
มัยซินทีร่ะดับความเข้มข้น 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และเติมสารละลายมาตรฐานสารสไปรามัยซิน 
ซึ่งสงสัยว่าจะรบกวนการทดสอบ ที่ระดับความเข้มข้น 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 3 ซ้ า 
  4.5.4 น าตัวอย่างข้อ (4.5.1-4.5.3) ท าการทดสอบด้วยวิธีทดสอบสารลิวโคมัยซินใน
อาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS 
  4.5.5 เปรียบเทียบสัญญาณของ sample blank (ข้อ 4.5.1) และ spiked matrix 
sample (ข้อ 4.5.2) ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารลิวโคมัยซินว่าไม่มีการรบกวนจากสารอ่ืนใน 
matrix ของ sample blank 
  4.5.6 เปรียบเทียบผลการทดสอบ spiked matrix sample (ข้อ4.5.2) ที่เติม
สารละลายมาตรฐานสารลิวโคมัยซินกับ spike matrix sample (ข้อ 4.5.3) ที่เติมสารละลาย
มาตรฐานสารลิวโคมัยซินและเติมสารละลายมาตรฐานสารสไปรามัยซินว่าพบ peak ของสารสไปรา
มัยซินที่ต าแหน่ง retention time (RT) เดียวกันกับสารลิวโคมัยซิน หรือมี peak ของสารสไปรามัยซิ
นรบกวน peak ของสารลิวโคมัยซินหรือไม ่
 

แผนผังขั้นตอนการทดสอบสารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS 

Sample 5.00 g ± 0.05 g 
 

                                                
Extract by ethyl hexane : acetate (3 : 1) 20 ml 

and 1% sodium carbonate in deionized water 20 ml 
         -Shake 30 min 

         -Centrifuge 15 min, 3,500 rpm, 25 ˚ C 
Supernatant 10 ml 

 
 

Add 0.1% Tartaric acid buffer 5ml 
         -Shake 15 min 

         -Centrifuge 5 min, 3,500 rpm, 25 ˚C 
               Collect lower fraction and filter by nylon membrane filter (0.2 µm) 

           
 

   LC-MS/MS 
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5. ผลการทดลอง 
 5.1 ผลการทดสอบผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) 
      จากผลการทดสอบหาผลกระทบจากเมทริกซ์ของ standard solution เทียบกับ matrix 
standard solution จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น พบว่า %ME ของสารลิวโคมัยซิน ดังตารางที่ 1 มี
ค่ามากกว่า ± 20% ซึ่งไม่อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ (SANTE/11312/2021 V2) แสดงว่าเมทริกซ์มี
ผลกระทบกับสารลิวโคมัยซิน ซึ่งอาจมาจากการชะร่วมกันของสารอ่ืนที่อยู่ในเมทริกซ์ และบางครั้งไม่
สามารถก าจัดผลกระทบจากเมทริกซ์ออกไปได้ทั้งหมด จึงเห็นควรใช้ matrix standard calibration 
curve ในการทดสอบสารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์ 
 

ตารางท่ี 1 %matrix effect ของสารลิวโคมัยซิน 

ความเข้มข้น 
(mg/kg) 

Peak area 
Standard solution Matrix standard solution %ME 

0.05 1742840 162475 -90.68 
0.10 2664734 298803 -88.79 
0.25 5306714 1021962 -80.74 
0.50 10332435 2316649 -77.58 
0.75 14877228 3242243 -78.21 
1.00 20312642 4410653 -78.29 

 

 5.2 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) ของกราฟมาตรฐาน และการทดสอบช่วง
การใช้งานของวิธีทดสอบ (working range) 
      จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน โดยทดสอบ spiked matrix 
sample ที่เติมสารลิวโคมัยซินในช่วงความเข้มข้น 0.05-1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และจากการสร้าง
กราฟมาตรฐานซึ่งแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ spiked matrix sample และพ้ืนที่ใต้
พีค (peak area) ของสารลิวโคมัยซิน เมื่อพิจารณาจากค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (correlation of 
determination ; r2) พบว่า มีค่าอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ (r2  0.995) จากผลการทดสอบดังกล่าว 
แสดงว่า ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานในช่วง 0.05-1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็น
เส้นตรงดี เหมาะสมในการใช้เป็นกราฟมาตรฐาน (calibration curve) ดังรูปที่ 1 
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 รูปที่  1 กราฟแสดงความเป็นเส้นตรงของสารลิวโคมัยซินที่ช่วงความเข้มข้นที่           
0.05-1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
 

 5.3 ผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (limit of detection; 
LOD) และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ (limit of quantitation; LOQ) 
  5.3.1 จากการทดสอบหาค่า LOD และ LOQ ของสารลิวโคมัยซิน โดยทดสอบ
ตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.03 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 10 ซ้ า ค านวณหา
ค่าเฉลี่ย และค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความเข้มข้นที่วัดได้ ค านวณค่า LOD และ LOQ จาก 
LOD = 3S0 และ LOQ = 10S0 พบว่า มีค่าดังตารางที่ 2 

 5.3.2 ผลการยืนยันค่า LOD ของสารลิวโคมัยซินที่ 0.006 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า
ค่าร้อยละของ ion ratio ไม่เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ (EU, 2021) จึงท าการปรับค่า LOD ที ่
0.020 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และท าการยืนยัน พบว่า S/N ≥  3 และมีค่าร้อยละของ ion ratio 
เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ (EU, 2021) ดังนั้นค่า LOD ของสารลิวโคมัยซิน มีค่าเท่ากับ 0.020 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ดังตารางที่ 2 
 5.3.3 ผลการยืนยันค่า LOQ ของสารลิวโคมัยซินที่ 0.020 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า 
ค่า %recovery ไม่อยู่ในช่วง 60-115% และ %RSD ไม่เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับ (AOAC, 2023) 
จึงท าการปรับค่า LOQ ที่ 0.050 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า ค่า %mean recovery อยู่ในช่วง     
60-115% และ %RSD เป็นไปตามเกณฑ์การยอมรับที่ 21 (AOAC, 2023) ดังนั้นค่า LOQ ของสาร
ลิวโคมัยซินมีค่าเท่ากับ 0.050 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จึงมีความเหมาะสมส าหรับวิธีทดสอบนี้               
ดังตารางที่ 2 
 

ตารางท่ี 2  ค่า LOD และ LOQ ของสารลิวโคมัยซิน 

Compound 
Spiked matrix sample 0.03 mg/kg (n = 10) LOD 

(0.02 mg/kg, n = 10) 

LOQ (0.05 mg/kg, n = 10) 

S’
0 LOD  LOQ  %mean  %RSD 

y = 5E+07x - 73332 
r² = 0.9989 

0

10000000

20000000

30000000

40000000

50000000

60000000
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(3S’
0)  (10 S’

0) S/N %IR recovery 

Leucomycin 0.0020 0.006 0.020 652.50 22.83 94.20 5.79 

  

5.4 ผลการทดสอบหาความแม่น (accuracy) และความเที่ยง (precision) ของวิธีทดสอบ
  5.4.1 จากการทดสอบความแม่นของวิธีทดสอบ โดยทดสอบ spiked matrix 
sampleที่เติมสารลิวโคมัยซิน 3 ระดับ คือ 0.05 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า 
ค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของสารลิวโคมัยซินอยู่ในช่วงตามเกณฑ์การยอมรับ (AOAC, 2023) 
แสดงว่า   วิธีทดสอบนี้มีความแม่นเป็นที่ยอมรับได้ ดังตารางที่ 3 
 

ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบความแม่น (accuracy) ของวิธีทดสอบ 

ความเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การยอมรับ 
(AOAC, 2023) 

ค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของสาร  
(%Recovery) 

0.05 60-115 76.60 
0.50 80-110 106.72 
1.00 80-110 104.48 

  

 5.4.2 จากการทดสอบความเที่ยงการทวนซ้ าได้ โดยทดสอบ spiked matrix sample 
ที่เติมสารลิวโคมัยซิน 3 ระดับ คือ 0.05 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า มีค่า 
%RSDr อยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณได้จากสมการ Horwitz (%PRSDr) ดังตารางที่ 4 และจาก
การทดสอบความเที่ยงการทวนซ้ าได้ แสดงว่า วิธีทดสอบนี้มีความเที่ยงเป็นที่ยอมรับได้  
 

ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบความเท่ียง (Precision) แบบการทวนซ้ า 

  

 5.4.3 จากการทดสอบความเที่ยงการท าซ้ าได้ โดยทดสอบ spiked matrix sample 
ที่เติมสารลิวโคมัยซิน 3 ระดับ คือ 0.05 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่า มีค่า 
RSDR อยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณไดจ้ากสมการ Horwitz (%PRSDR) ดังตารางที่ 5 และจากการ
ทดสอบความเท่ียงการท าซ้ าได้ แสดงว่า วิธีทดสอบนี้มีความเที่ยงเป็นที่ยอมรับได ้
 

 

 

ความเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การยอมรับ %PRSDr 
ร้อยละค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  

(Repeatability; %RSDr, n = 10) 
0.05 16.57 4.45 
0.50 11.72 2.62 
1.00 10.56 3.38 
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ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบความเท่ียง (precision) แบบการท าซ้ า 

ความเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การยอมรับ %PRSDR 

ร้อยละค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์  
(with-in laboratory reproducibility; 

%RSDR, n = 20) 

0.05 25.11 5.33 

0.50 17.76 6.53 

1.00 16.00 5.16 
  

 

 5.5 ผลการทดสอบ selectivity และ specificity 
 5.5.1 จากการเปรียบเทียบสัญญาณของ sample blank กับสัญญาณของ spiked 
matrix sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานสารลิวโคมัยซิน พบว่า ไม่มีการรบกวนจากสารอ่ืนที่อยู่ใน 
matrix ของ sample ที่มีพีคตรงกับสารลิวโคมัยซินที่ต าแหน่ง RT ในช่วง ± 0.1 นาที เป็นไปตาม
เกณฑ์ของ SANTE/11312/2021 V2 
 5.5.2 จากผลการทดสอบ spiked matrix sample ที่เติมสารลิวโคมัยซินเปรียบเทียบ
กับ spiked matrix sample ที่เติมสารลิวโคมัยซินและสไปรามัยซินที่ระดับความเข้มข้น             
0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ไม่พบ peak ของสารสไปรามัยซินที่ต าแหน่ง RT เดียวกับสารลิวโคมัยซิน
ในช่วง ± 0.1 นาที ซ่ึงเป็นไปตามเกณฑ์ของ SANTE/11312/2021 V2  
 จากการทดสอบ selectivity และ specificity แสดงว่า วิธีการทดสอบมีความไวและ
ความจ าเพาะต่อสารลิวโคมัยซินที่มีสารรบกวนได้ดี 
  
6. สรุปผลการทดลอง 

 การตรวจความใช้ได้ของวิธีทดสอบนี้ แสดงให้เห็นว่า วิธีทดสอบเหมาะสมส าหรับการทดสอบ
สารลิวโคมัยซินในอาหารสัตว์โดยเทคนิค LC-MS/MS ซึ่งวิธีที่พัฒนาขึ้นได้ด าเนินการตรวจสอบความ
ใช้ได้ของวิธีทดสอบอ้างอิงตามแนวทางของ EURACHEM Guide, 2025 เป็นวิธีที่มีความจ าเพาะ มี
ช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน มีความเที่ยงและความแม่นอยู่ในเกณฑ์ยอมรับของ     
AOAC (2023) โดยมีค่า LOD เท่ากับ 0.02 mg/kg, LOQ เท่ากับ 0.05 mg/kg และช่วงของการ
ทดสอบท่ี 0.05-1.00 mg/kg ในอาหารสัตว์  
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7. ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีการทดสอบความช านาญ (proficiency test) หรือการเปรียบเทียบผลการทดสอบ
ระหว่างห้องปฏิบัติการ (interlaboratory comparison) เพ่ือท าให้เกิดความมั่นใจว่าการตรวจสอบ
ความใช้ได้ของวิธีมีความแม่นและเที่ยงยิ่งขึ้น และควรให้ศึกษาการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี
ทดสอบสารในกลุ่มแมคโครไลด์ตัวอ่ืนๆ เพ่ิมเติม เพ่ือเป็นการเฝ้าระวังการใช้ยาปฏิชีวนะในระบบการ
ผลิตสินค้าปศุสัตว์ต่อไป 
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