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บทคัดย่อ 

 กำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอล ในอำหำรไก่ ด้วยเทคนิค 
LC-MS/MS ซึ่งเป็นวิธีวิเครำะห์ท่ีพฒันำขึน้ภำยในห้องปฏิบตัิกำร ด ำเนินกำรทดสอบควำมใช้ได้
ตำมแนวทำงของ EURACHEM เตรียมตวัอย่ำงโดยสกดัตวัอย่ำงด้วย 80%อะซิโตไนไทรล์  ขจดั
สิ่งรบกวนด้วย Solid Phase Extraction ชนิด Alumina neutral ขจดัไขมนัด้วยเฮกเซน จำกนัน้
วิเครำะห์ด้วยเคร่ือง LC-MS/MS โดยใช้สำรละลำยเฟสเคล่ือนท่ีชนิด 0.1% กรดฟอร์มิก และอะซิโต
ไนไตรล์ (85:15) ใช้คอลมัน์ชนิด C18 และสภำวะของแมสสเปคโทรเมทรีแบบ ESI nagative mode 
ผลกำรทดสอบควำมใช้ได้พบว่ำกรำฟมำตรฐำนในช่วงควำมเข้มข้น 7 - 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม  
มีควำมเป็นเส้นตรงดี มีค่ำสมัประสิทธ์สหสมัพันธ์ของสำรคลอแรมฟินิคอล เท่ำกับ 0.9987 ค่ำ
ควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถตรวจพบได้ของสำรคลอแรมฟินิคอล เท่ำกบั 2 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม 
และควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถหำปริมำณได้ เท่ำกบั 7 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม โดยมีคำ่เฉล่ียร้อย
ละกำรกลบัคืนได้ของตวัอย่ำงท่ีเติมสำรคลอแรมฟินิคอล ท่ีระดบั 7, 40 และ 100 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม เท่ำกบั 87.09, 98.40 และ 98.81 ตำมล ำดบั ทดสอบควำมเท่ียงแบบกำรทวนซ ำ้ได้ของ
สำรคลอแรมฟินิคอล ท่ีระดบั 7, 40 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน
สมัพทัธ์ เทำ่กบัร้อยละ 4.44, 3.32 และ 4.83 ตำมล ำดบั และควำมเท่ียงแบบกำรท ำซ ำ้ได้ มีคำ่ส่วน
เบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์เท่ำกับร้อยละ 4.34, 3.50 และ 9.99 ตำมล ำดบั จำกผลกำรทดสอบ
ควำมใช้ได้แสดงว่ำมีคณุลกัษณะเฉพำะของวิธีอยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับได้ ดงันัน้วิธีวิเครำะห์นีจ้ึงมี
ควำมเหมำะสมส ำหรับใช้วิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอล ท่ีระดบัควำมเข้มข้น 7 - 100 ไมโครกรัม
ตอ่กิโลกรัม ในอำหำรไก่ 

ค าส าคัญ : คลอแรมฟินิคอล กำรทดสอบควำมใช้ได้  อำหำรไก่ 
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Abstract 
 

   In-house method for the determination of chloramphenicol in layer poultry feed 
with LC-MS/MS was validated according to EURACHEM Guide. The samples were 
extracted with 80% acetonitrile, purified using a solid phase extraction Alumina neutral 
extraction fat by Hexane and analyzed by LC-MS/MS. The analysis was carried out using 
the mobile phase of 0.1 % formic acid and acetonitrile (85:15) on a C18 column and ESI 
negative mode of mass spectrometry condition. The results of method validation were 
found that the calibration curve at the level 7-100 µg/kg were good linear; correlation 
coefficient of chloramphenicol were 0.9987. Limit of Detection of chloramphenicol were 
 2 µg/kg and Limit of Quantitation of chloramphenicol 7 µg/kg, The mean %recovery of 
chloramphenicol at the level 7, 40 and 100 µg/kg were 87.09, 98.40 and 98.81 %, 
respectively. The relative standard deviations of the repeatability at the level 7, 40 and 
100 µg/kg of chloramphenicol were 4.44, 3.32 and 4.83%, respectively and the relative 
standard deviations of the with-in laboratory reproducibility were 4.34, 3.50 and 9.99 %, 
respectively. The results of performance characteristic were within the acceptable 
criteria. Thus, this method was suitable for determination of chloramphenicol at the level 

7-100 µg/kg in layer poultry feed.  
  

Keywords :  Chloramphenicol , method validation,  layer poultry feed 
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บทน า 

Chloramphenicol เป็นยำปฏิชีวนะท่ีออกฤทธ์ิวงกว้ำง สำมำรถยบัยัง้กำรเจริญเติบโตของ
เชือ้แบคทีเรียทัง้แกรมบวกและแกรมลบหลำยชนิด และยงัออกฤทธ์ิตอ่ rickettsia และไวรัสขนำด
ใหญ่ (เช่น psittacosis-lymphogranuloma group) ด้วยแตอ่ำจท ำให้เกิดอำกำรพิษตอ่ระบบกำร
สร้ำงเม็ดเลือดได้ โดยกดไขกระดกูท ำให้เกิดโลหิตจำงแบบ aplastic anemia จึงท ำให้มีกำรใช้ยำนี ้
ในคนน้อยลง และถึงขนำดท่ีห้ำมใช้ในคนในบำงประเทศ ส่วนในสัต ว์นัน้ ไม่ควรท่ีจะใช้กับสัตว์
เศรษฐกิจเพรำะยำตกค้ำงในเ นื อ้สัต ว์จะ มีผลต่อคนท่ีบริ โภคเนื อ้สัต ว์นั น้ ไ ด้  ถึ งแม้ว่ำ 
Chloramphenicol ท ำให้เกิดโลหิตจำงได้ แต่มีข้อดีคือออกฤทธ์ิวงกว้ำงนัน้ จึงได้มีกำรค้นหำ
อนพุนัธ์ของยำนีท่ี้ออกฤทธ์ิวงกว้ำง แตไ่มท่ ำให้เกิดอำกำรพิษดงักลำ่ว 

ดงันัน้ ส ำนักตรวจสอบคุณภำพสินค้ำปศุสัตว์ กลุ่มตรวจสอบคุณภำพอำหำรสัตว์ จึงมี
ควำมจ ำเป็นต้องพฒันำและทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอล ในอำหำรไก ่
และเพ่ือให้แน่ใจว่ำวิธีท่ีพฒันำขึน้มีควำมน่ำเช่ือถือตำมมำตรฐำนสำกล จึงต้องทดสอบควำมใช้ได้
ของวิธีวิเครำะห์ดงักล่ำว กำรศกึษำในครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์
สำรคลอแรมฟินิคอล ด้วยวิธี LC-MS/MS ซึ่งเป็นวิธีวิเครำะห์ท่ีพัฒนำขึน้ภำยในห้องปฏิบตัิกำร 
อ้ำงอิงวิธีวิเครำะห์จำก Journal of Analytica Chimica Acta 483, 2003 โดยด ำเนินกำรทดสอบ
ควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ตำมแนวทำงของ EURACHEM (EURACHEM, 2014) เพ่ือแสดงว่ำวิธี
วิเครำะห์ดงักลำ่วมีควำมนำ่เช่ือถือ และตรงตำมวตัถปุระสงค์ของกำรใช้งำน 

 

1. วัตถุประสงค์  
เพ่ือทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอลในอำหำรไก่ ด้วยเทคนิค 

LC-MS/MS ให้เกิดควำมเช่ือมัน่และยอมรับในวิธีวิเครำะห์ และเพ่ือพฒันำวิธีวิเครำะห์คณุภำพ
สินค้ำปศสุตัว์ให้เป็นวิธีท่ีเหมำะสมส ำหรับประเทศไทยและผลกัดนัให้เป็นวิธีกลำงระหว่ำงประเทศ 
หรือเป็นวิธีท่ีใช้ระหวำ่งประเทศ เพ่ือขจดักำรกีดกนัทำงกำรค้ำอนัเน่ืองจำกวิธีตรวจวิเครำะห์ 
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2. ขอบข่าย 
  ด ำเนินกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอลในอำหำรไก่ ด้วย

เทคนิค LC-MS/MS 
 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
3.1 ได้วิธีวิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอลในอำหำรไก ่ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
3.2 ท ำให้เกิดควำมเช่ือมัน่ในวิธีวิเครำะห์ท่ีพฒันำขึน้ และใช้เป็นข้อมลูในกำรขอรับรอง

ควำมสำมำรถห้องปฏิบตักิำรตำมระบบคณุภำพ ISO/IEC 17025:2005 
 

4.วิธีด าเนินการ 
 ด ำเนินกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ ดงันี ้
 4.1 กำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรง (Linearity) ของกรำฟมำตรฐำน และทดสอบช่วง
กำรใช้งำนของวิธีวิเครำะห์ (Working range) ดงันี ้
   4.1.1 วิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรคลอแรมฟินิคอล จ ำนวน 6 ระดบั
ควำมเข้มข้น คือ 7, 20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม ควำมเข้มข้นละ 3 ซ ำ้  
   4.1.2 ประเมินควำมเป็นเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำน (calibration curve) โดย
กำรสร้ำงกรำฟควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของ Fortified Sample ของสำรคลอแรมฟินิคอล 
และพืน้ท่ีใต้พีค (peak area) แล้วพิจำรณำคำ่ correlation coefficient ไมน้่อยกวำ่ 0.995  
 4.2 กำรทดสอบหำคำ่ควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถตรวจพบได้ (Limit of Detection; 
LOD) และควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถหำปริมำณได้ (Limit of Quantitation; LOQ) ดงันี ้
   4.2.1 วิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรคลอแรมฟินิคอล ให้มีควำมเข้มข้น 
50 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม จ ำนวน 10 ซ ำ้ แล้วน ำควำมเข้มข้นของสำรท่ีวิเครำะห์ได้ มำหำคำ่ส่วน
เบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) ค ำนวณหำคำ่ LOD และ LOQ ของสำรแตล่ะชนิดจำก LOD = 3S0 และ 
LOQ = 10S0

 

    S0   =     S0 

          n 
   เม่ือ   S0 =  Standard devation จำกกำรทดสอบซ ำ้ 
    n =  จ ำนวนทดสอบซ ำ้ในงำน routine 
    S0   =  Standard devation ส ำหรับค ำนวณคำ่ LOD และLOQ 
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   4.2.2 ท ำกำรยืนยนัค่ำ LOD โดยวิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรคลอ
แรมฟินิคอล ให้มีควำมเข้มข้นเทำ่กบัคำ่ LOD ของสำรแตล่ะชนิดท่ีค ำนวณได้จำกข้อ 4.2.1 จ ำนวน 
10 ซ ำ้ แล้วประเมินว่ำคำ่ signal to noise ratio (S/N) ≥ 3 และ  Ion ratio ไม่เกิน ±20 % หำก
ไมไ่ด้ให้ยืนยนัคำ่ LOD ท่ีระดบัควำมเข้มข้นท่ีสงูขึน้ 
   4.2.3 ท ำกำรยืนยนัค่ำ LOQ โดยวิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรคลอ
แรมฟินิคอล ให้มีควำมเข้มข้นเทำ่กบัคำ่ LOQ ของสำรแตล่ะชนิดท่ีค ำนวณได้จำกข้อ 4.2.1 จ ำนวน 
10 ซ ำ้ แล้วน ำควำมเข้มข้นของสำรท่ีวิเครำะห์ได้ มำประเมินควำมแม่นและควำมเท่ียงว่ำอยู่ ใน
เกณฑ์กำรยอมรับได้ตำมมำตรฐำน AOAC (2016) หำกไม่ได้ให้ยืนยันค่ำ LOQ ท่ีระดบัควำม
เข้มข้นท่ีสงูขึน้  
 4.3 กำรทดสอบหำควำมแม่น (Accuracy) และควำมเท่ียง (Precision) ของวิธี
วิเครำะห์ ดงันี ้
   4.3.1 ทดสอบควำมแม่นและควำมเท่ียงแบบกำรทวนซ ำ้ได้ (repeatability) ของ
วิธีวิเครำะห์ โดยวิเครำะห์ตวัอย่ำง Sample blank และ Fortified Sample ของสำรกลุ่มคลอแรม 
ฟินิคอล 3 ระดบัควำมเข้มข้น คือ 7 (LOQ), 40 และ 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม ควำมเข้มข้นละ 
10 ซ ำ้ 
   4.3.2 ทดสอบควำมเท่ียงแบบกำรท ำซ ำ้ได้(with-in laboratory reproducibility) 
ของวิธีวิเครำะห์ โดยใช้วิธีวิเครำะห์เดียวกนั เคร่ืองมือเดียวกนั วิเครำะห์ตำ่งวนั และเจ้ำหน้ำท่ี 2 คน
แตล่ะวนัจะท ำกำรวิเครำะห์ตวัอย่ำง Sample blank และ Fortified Sample ของสำรคลอแรม 
ฟินิคอล 3 ระดบัควำมเข้มข้นคือ 7(LOQ), 40 และ 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม ควำมเข้มข้นละ 10 
ซ ำ้ 
   4.3.3 ประเมินควำมแมน่ โดยกำรค ำนวณคำ่ร้อยละกำรกลบัคืนได้                 
(%Recovery) ของแตล่ะควำมเข้มข้นวำ่อยูใ่นเกณฑ์กำรยอมรับได้ตำมมำตรฐำน AOAC (2016)  
   4.3.4 ประเมินควำมเท่ียงแบบกำรทวนซ ำ้ได้ โดยค ำนวณค่ำส่วนเบี่ยงเบน
มำตรฐำนสมัพทัธ์ (% RSDr) ของควำมเข้มข้นสำรท่ีวิเครำะห์ได้ ซึ่งต้องไม่เกินค่ำส่วนเบี่ยงเบน
มำตรฐำนสมัพทัธ์ท่ีค ำนวณจำกสมกำร Horwitz (%PRSDr)   
    สมกำร Horwitz (repeatability )            %PRSDr   = 0.66 ×2 C-0.1505  
            เม่ือ C คือควำมเข้มข้นของตวัอยำ่งท่ีเตมิสำรมำตรฐำน   
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    4.3.5 ประเมินควำมเท่ียงแบบกำรท ำซ ำ้ได้ โดยค ำนวณค่ำส่วนเบี่ยงเบน
มำตรฐำนสมัพทัธ์ (% RSDR) ของควำมเข้มข้นสำรท่ีวิเครำะห์ได้ ซึ่งต้องไม่เกินค่ำส่วนเบี่ยงเบน
มำตรฐำนสมัพทัธ์ท่ีค ำนวณจำกสมกำร Horwitz (% PRSDR)  
    สมกำร Horwitz (with-in laboratory reproducibility)    % PRSDR  = 2 C-0.1505 
   เม่ือ C คือ ควำมเข้มข้นของตวัอยำ่งท่ีเตมิสำรมำตรฐำน  
 

แผนผงัขัน้ตอนกำรวิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอล ในอำหำรไก่ ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
Sample 10.00 g ± 0.05 g 

 
H2O : Acetonitrile ( 10 ml : 40 ml) 

           - Shake 30 min 

           - Centrifuge 5 min, 3,500 rpm, 25 ˚C 
Clean up with SPE (Alumina column) 

           - Lode sample 
Discard solution through the first 2 ml of solution through the column at left, collect 10 ml 
           - Evaporation the remaining approx 5 ml 
Extracted with hexane two times, each 2 ml and extracted with ethyl acetate four times, 

each 2 ml 
           - Evaporate 

Add MP 0.1 % Formic acid 0.5 ml 
 

LC- MS/MS 
 4.4 กำรทดสอบควำมช ำนำญ (Proficiency Test) 
   น ำวิธีท่ีพฒันำ และทดสอบควำมใช้ได้ แล้วเข้ำร่วมกำรทดสอบควำมช ำนำญกบั
หน่วยงำนภำยนอก (Proficiency Test)  ในรำยกำร Chloramphenicol and Coccidiostats in 

Animal Feed กบัหนว่ยงำน Fapas  
 

5. ผลการทดสอบ 
 5.1 ผลกำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรง (Linearity) ของกรำฟมำตรฐำน และกำรทดสอบ
ชว่งกำรใช้งำนของวิธีวิเครำะห์ (Working range) 
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 จำกกำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำน โดยวิเครำะห์  Fortified 
Sample ของสำรคลอแรมฟินิคอล ในช่วงควำมเข้มข้น 7 - 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม และจำกกำร
สร้ำงกรำฟมำตรฐำนซึ่งแสดงควำมสมัพนัธ์ระหว่ำงควำมเข้มข้นของ Fortified Sample และพืน้ท่ี
ใต้พีค (Peak area) ของสำรคลอแรมฟินิคอล ในช่วงพบว่ำได้กรำฟมำตรฐำนเป็นเส้นตรง และเม่ือ
พิจำรณำจำกคำ่สมัประสิทธ์สหสมัพนัธ์ (correlation coefficient; r2) มีคำ่เท่ำกบั 0.9987 พบว่ำมี

คำ่อยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ (r2  0.995) จำกผลกำรทดสอบดงักล่ำว แสดงว่ำควำมเข้มข้นของ
สำรละลำยมำตรฐำนในชว่ง 7 – 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม มีควำมเป็นเส้นตรงดี เหมำะสมในกำร
ใช้เป็นกรำฟมำตรฐำน (Calibration curve)      
  

 

 
 
 
 
 

 รูปท่ี 1 แสดงควำมสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงระหว่ำงควำมเข้มข้นของ Fortified Sample ท่ี 
7 – 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม และ Peak area ของสำร 
 5.2 ผลกำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นต ่ำสุดท่ีสำมำรถตรวจพบได้ (Limit of 
Detection; LOD) และควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถหำปริมำณได้ (Limit of Quantitation; LOQ) 
  5.2.1 จำกกำรทดสอบหำค่ำ LOD และ LOQ ของสำรคลอแรมฟินิคอล โดย
วิเครำะห์ตวัอย่ำงท่ีเติมสำรมำตรฐำนท่ีควำมเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม จ ำนวน 10 ซ ำ้ 
ค ำนวณหำคำ่เฉล่ีย และคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนของควำมเข้มข้นท่ีวดัได้ ค ำนวณคำ่ LOD และ 
LOQ จำก LOD = 3S0  และ LOQ = 10S0  พบวำ่มีคำ่ดงัตำรำงท่ี 1  
 
 
 

Peak Area 

Conc. (ppb) 
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ตารางท่ี 1  ผลกำรหำคำ่ LOD และ LOQ ของสำรคลอแรมฟินิคอล 
 

ล ำดบั Chloramphenicol 
(µg/kg) 

%Recovery 
(60-115%) 

1 48.99 97.99 
2 48.76 97.52 
3 51.06 102.13 
4 51.84 103.68 
5 49.67 99.34 
6 49.88 99.76 
7 50.05 100.10 
8 50.33 100.67 
9 51.55 103.11 
10 51.48 102.96 

Mean 50.36 100.72 
SD, S0 1.03 

n 2 

S0 0.73 

LOD=3S0 2.18 

LOD=10S0 7.28 
 

  5.2.2 ผลกำรยืนยันค่ำควำมเข้มข้นต ่ำสุดท่ีสำมำรถตรวจพบได้ (Limit of 
Detection; LOD) และควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถหำปริมำณได้ Limit of Quantitation; LOQ)  
  ผลกำรยืนยนัคำ่ LOD ท่ี 2 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม พบว่ำมีคำ่ S/N  3 และ
ผลตำ่งร้อยละของ ion ratio เป็นไปตำมเกณฑ์มำตรฐำนของ European Commission Decision 
สว่นผลกำรหำคำ่ LOQ ท่ี 7 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม พบวำ่คำ่ %Recovery อยูใ่นช่วง 60 – 115 % 
และ %RSD ไมเ่กิน 22.28 % ตำมเกณฑ์มำตรฐำนของ AOAC (2016) ดงันัน้คำ่ LOD และ LOQ 
ของสำรคลอแรมฟินิคอลมีคำ่เทำ่กบั 2 และ 7 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม จงึมีควำมเหมำะสมส ำหรับวิธี
วิเครำะห์นี ้ดงัตำรำงท่ี 2-3 
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ตารางท่ี 2 ผลกำรทดสอบยืนยนัคำ่ LOD ของสำรคลอแรมฟินิคอลท่ีระดบั 2 ไมโครกรัม 
ตอ่กิโลกรัม 
 

ล ำดบั 
Chloramphenicol 

S/N % ΔIR 
1 295.13 2.67 
2 364.64 -0.49 
3 415.63 -1.00 
4 328.59 0.49 
5 398.81 2.25 
6 269.04 1.16 
7 387.96 2.15 
8 374.31 1.23 
9 492.74 -0.93 
10 418.57 0.58 

  

ตารางท่ี 3 ผลกำรทดสอบยืนยนัคำ่ LOQ ของสำรคลอแรมฟินิคอล ท่ีระดบั 7 ไมโครกรัม 
ตอ่กิโลกรัม  

ล ำดบั 
Chloramphenicol 

Conc. % Recovery 
1 6.891 98.44 
2 6.898 98.54 
3 6.010 85.86 
4 6.182 88.31 
5 6.199 88.56 
6 6.903 98.61 
7 7.022 100.31 
8 6.509 92.99 
9 6.599 94.27 
10 6.089 86.99 

Mean 6.530 93.29 
SD 0.367 

%RSD 5.62 
เกณฑ์ %Recovery 60-115 เกณฑ์ %RSD ไมเ่กิน 22.28 
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 5.3 ผลกำรทดสอบหำควำมแม่น (Accuracy) และควำมเท่ียง (Precision) ของวิธี
วิเครำะห์  
  5.3.1 จำกกำรทดสอบควำมแม่นของวิธีโดยวิเครำะห์ Fortified Sample ของ
สำรคลอแรมฟินิคอล 3 ระดบั คือ 7 (LOQ), 40 และ 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม พบว่ำคำ่ต ่ำสดุ 
คำ่สงูสดุ และคำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้ของสำรคลอแรมฟินิคอล ในทกุระดบัควำมเข้มข้นอยู่
ในช่วง 60 - 115 ตำมเกณฑ์มำตรฐำน AOAC (2016) แสดงว่ำวิธีวิเครำะห์นีมี้ควำมแม่นเป็นท่ี
ยอมรับได้ ดงัตำรำงท่ี 4 

 ตารางท่ี 4 ผลกำรทดสอบควำมแมน่ (Accuracy) ของวิธีวิเครำะห์ 

ควำมเข้มข้น 

(µg/kg) 

เกณฑ์กำรยอมรับ 

(AOAC, 2016) 

คำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้ของสำร (%Recovery) 

Chloramphenicol 

7 60 - 115 87.09 

40 60 - 115 98.40 

100 60 - 115 98.81 
     

  5.3.2 จำกกำรทดสอบควำมเท่ียงกำรทวนซ ำ้ได้ โดยวิเครำะห์ Fortified Sample 
ของสำรคลอแรมฟินิคอล 3 ระดบั คือ 7 (LOQ), 40 และ 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัมพบว่ำมีคำ่ส่วน
เบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับท่ีค ำนวณจำกสมกำร Horwitz (%PRSDr ) ดงั
ตำรำงท่ี 5 และจำกกำรทดสอบควำมเท่ียงกำรทวนซ ำ้ได้ แสดงว่ำวิธีวิเครำะห์นีมี้ควำมเท่ียงเป็นท่ี
ยอมรับได้  

 ตารางท่ี 5 ผลกำรทดสอบควำมเท่ียง (Precision) แบบกำรทวนซ ำ้ 

ควำมเข้มข้น 

(µg/kg) 

เกณฑ์กำรยอมรับ 

%PRSDr 

ร้อยละคำ่สว่นเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ (Repeatability,n=10) 

Chloramphenicol 

7 22.28 4.44 

40 17.14 3.32 

100 14.93 4.83 
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  5.3.3 จำกกำรทดสอบควำมเท่ียงกำรท ำซ ำ้ได้ โดยวิเครำะห์ Fortified Sample 
ของสำรคลอแรมฟินิคอล 3 ระดบั คือ 7 (LOQ), 40 และ 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัมพบว่ำมีคำ่ส่วน
เบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับท่ีค ำนวณจำกสมกำร Horwitz (%PRSDR ) ดงั
ตำรำงท่ี 6 และจำกกำรทดสอบควำมเท่ียงกำรท ำซ ำ้ได้ แสดงว่ำวิธีวิเครำะห์นีมี้ควำมเท่ียงเป็นท่ี
ยอมรับได้ 

 ตารางท่ี 6 ผลกำรทดสอบควำมเท่ียง (Precision) แบบกำรท ำซ ำ้ 

ควำมเข้มข้น 

(µg/kg) 

เกณฑ์กำรยอมรับ 

%PRSDR 

ร้อยละคำ่สว่นเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ (with-in laboratory 
reproducibility, n=20) 

Chloramphenicol 

7 33.75 4.34 

40 25.97 3.50 

100 22.62 9.99 

 5.4 ผลกำรทดสอบควำมช ำนำญ (Proficiency Test)  
  5.4.1 จำกกำรทดสอบควำมช ำนำญ (Proficiency Test) กับหน่วยงำน 

Fapas พบว่ำ ผลท่ีได้มีคำ่ Z-Score อยู่ในช่วง |Z|  2 ซึ่งสรุปได้ว่ำ ผ่ำนเกณฑ์กำรประเมิน ดงั
ตำรำงท่ี 7 

 ตารางท่ี 7 ผลกำรทดสอบควำมช ำนำญ (Proficiency Test) กบัหนว่ยงำน Fapas 

analyte Assigned value 
µg/kg 

Result value 
µg/kg 

Z-Score สรุปผลกำรประเมิน 

Chloramphenicol 26.3 20.82 -0.9 ผำ่น 

พิจำรณำเกณฑ์กำรประเมินผลจำกคำ่ Z-Score ดงันี ้

 |Z|  2  ผลเป็นท่ีนำ่พอใจ (satisfactory)   = ผำ่นเกณฑ์ 

 2|Z| 3  ผลเป็นท่ีนำ่สงสยั (questionable)  = ผำ่นเกณฑ์ 

 |Z|3  ผลไมเ่ป็นท่ีนำ่พอใจ (unsatisfactory)  = ไมผ่ำ่นเกณฑ์ 
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6. สรุปผลการทดสอบ 
 ผลกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอล ในตวัอย่ำงอำหำรไก่ 
ด้วยวิธี LC-MS/MS พบว่ำผลกำรทดสอบ Linearity Range และ Working range โดยกำร
วิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรกลุ่มคลอแรมฟินิคอล ในช่วงควำมเข้มข้น 7 ถึง 100 
ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม มีควำมเป็นเส้นตรงดี โดยคำ่ correlation coefficient (r2) ไม่น้อยกว่ำ 0.995 
คำ่ limit of detection (LOD) เท่ำกับ 2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  และคำ่ limit of quantitation 
(LOQ) เท่ำกบั 7 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม  มีคำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับมี
คำ่ควำมแม่นและควำมเท่ียงเป็นไปตำมเกณฑ์มำตรฐำน AOAC (2016)  ผลกำรทดสอบควำม

ช ำนำญ (Proficiency Test) กับหน่วยงำน Fapas ค่ำ Z-Score มีค่ำน้อยกว่ำหรือเท่ำกบั 2 ซึ่ง
แสดงวำ่ห้องปฏิบตักิำรมีควำมสำมำรถในกำรทดสอบเป็นท่ีนำ่พอใจ 
 จำกผลกำรทดสอบควำมใช้ได้แสดงว่ำมีคุณลักษณะเฉพำะของวิธีอยู่ในเกณฑ์กำร
ยอมรับได้ ดงันัน้วิธีนีจ้ึงมีควำมเหมำะสมส ำหรับวิเครำะห์สำรคลอแรมฟินิคอล ในอำหำรไก่ ท่ีช่วง
ควำมเข้มข้น 7 – 100 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม 
 

7. ข้อเสนอแนะ 
 ให้ศึกษำกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีทดสอบสำรคลอแรมฟินิคอล ในอำหำรสตัว์
ชนิดอ่ืนๆ เชน่ อำหำรโค และควรท ำกำรศกึษำสำรเพิ่มเตมิ เพ่ือขยำยขอบขำ่ยของวิธีทดสอบ 
 

8. กิตตกิรรมประกาศ 
 งำนวิจยันีไ้ด้รับกำรสนบัสนุนโดยส ำนกัตรวจสอบคณุภำพสินค้ำปศสุตัว์ ขอขอบคณุ 
นำยไพโรจน์ ธ ำรงโอภำส ผู้อ ำนวยกำรส ำนกัตรวจสอบคณุภำพสินค้ำปศสุตัว์ นำงสทุธิพร พิริยำยน 
ผู้ เชียวชำญด้ำนกำรวิเครำะห์คณุภำพสินค้ำปศสุตัว์ กลุ่มตรวจสอบคณุภำพอำหำรสตัว์ ท่ีกรุณำให้
ค ำแนะน ำในกำรพฒันำและทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์คณุภำพอำหำรสัตว์ ส่วนบริหำร
จัดกำรห้องปฏิบัติกำร ท่ีด ำเนินงำนจัดหำวัสดุอุปกรณ์ ในกำรปฏิบัติงำน และเจ้ำหน้ำท่ีงำน
พิษวิทยำและชีวเคมี(สำรตกค้ำง) กลุ่มตรวจสอบคุณภำพอำหำรสัตว์ ท่ีช่วยด ำเนินงำนจน
กำรศกึษำครัง้นีส้ ำเร็จ 
 

9. เอกสารอ้างอิง 
 9.1 Appendix F: AOAC Guidelines for standard Method Performance 

requirements. AOAC official method of analysis(2016).  
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 9.2 EURACHEM Guide, The fitness for purpose of analytical methods, 2nd 

ed.2014. 
 9.3 Alex Gantverg, Isaac Shishani, Michael Hoffman.Determination of 

Chloramphenicol in animal tissues and urine Liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry versus gas chromatography-mass spectrometry. Analytical Chimica 
Acta.483(2003)125-135.  

 9.4 European Commission Decision 2002/65/EC of 12 August 2002 
Implementing council directive 96/23/EC concerning the performance of analytical 
method and the interpretation of results. Official journal of the European communities. 
2002 L221/8.  

 
 


