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บทคัดย่อ 

 กำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม (Beta lactam) ได้แก่ 
สำรเพนิซิลลิน จี สำรอะม็อกซีซิลลิน และสำรเซฟติโอเฟอร์ ในอำหำรสตัว์ ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
ซึ่งเป็นวิธีวิเครำะห์ท่ีพฒันำขึน้ภำยในห้องปฏิบตัิกำร ด ำเนินกำรทดสอบควำมใช้ได้ตำมแนวทำง
ของ EURACHEM เตรียมตวัอย่ำงโดยสกดัตวัอย่ำงด้วยอะซิโตไนไตรล์และโพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต ควำมเข้มข้น 0.1 M (40:10) ขจดัสิ่งรบกวนด้วย Solid Phase Extraction ชนิด SCX และ
วิเครำะห์ด้วยเคร่ือง LC-MS/MS โดยใช้สำรละลำยเฟสเคล่ือนท่ีชนิด 0.1% กรดฟอร์มิกในน ำ้
ปรำศจำกไอออน และ 0.1% กรดฟอร์มิกในอะซิโตไนไตรล์ ใช้คอลมัน์ชนิด C18 และสภำวะของ
แมสสเปคโทรเมทรีแบบ ESI positive mode ผลกำรทดสอบควำมใช้ได้พบว่ำกรำฟมำตรฐำน
ในช่วงควำมเข้มข้น 0.08 -1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีควำมเป็นเส้นตรงดี มีค่ำสัมประสิทธ์
สหสมัพนัธ์ของสำรเพนิซิลลิน จี สำรอะม็อกซีซิลลิน และสำรเซฟติโอเฟอร์ เท่ำกบั 0.9967, 0.9985 
และ 0.9955 ตำมล ำดบั ค่ำควำมเข้มข้นต ่ำสุดท่ีสำมำรถตรวจพบได้ของสำรเพนิซิลลิน จี 
สำรอะม็อกซีซิลลิน และสำรเซฟติโอเฟอร์ เท่ำกับ 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และควำมเข้มข้น
ต ่ำสดุท่ีสำมำรถหำปริมำณได้ เท่ำกบั 0.08 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม โดยมีคำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืน
ได้ของตวัอย่ำงท่ีเติมสำรเพนิซิลลิน จี ท่ีระดบั 0.08, 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม เท่ำกับ 
97.00, 100.52 และ 102.82 ตำมล ำดับ ค่ำเฉล่ียร้อยละกำรกลับคืนได้ของตัวอย่ำงท่ีเติม
สำรอะม็อกซีซิลลิน ท่ีระดบั 0.08, 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม เท่ำกบั 99.00, 96.10 และ 
101.71 ตำมล ำดบั และคำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้ของตวัอย่ำงท่ีเติมสำรเซฟติโอเฟอร์ ท่ีระดบั 
0.08, 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  เท่ำกับ 100.75, 97.48 และ 104.85 ตำมล ำดบั 
ทดสอบควำมเท่ียงแบบกำรทวนซ ำ้ได้ของสำรเพนิซิลลิน จี ท่ีระดบั 0.08, 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัม
ตอ่กิโลกรัม  มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ เท่ำกบัร้อยละ 6.08, 5.37 และ 5.50  ตำมล ำดบั 
และควำมเท่ียงแบบกำรท ำซ ำ้ได้ มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์เท่ำกับร้อยละ 6.14, 5.57 
และ 6.05 ตำมล ำดบั  ทดสอบควำมเท่ียงแบบกำรทวนซ ำ้ได้ของสำรอะม็อกซีซิลลิน ท่ีระดบั 0.08, 
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0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  มีค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพทัธ์ เท่ำกับร้อยละ 6.94, 
8.16 และ 8.91 ตำมล ำดบั และควำมเท่ียงแบบกำรท ำซ ำ้ได้ มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพทัธ์
เทำ่กบัร้อยละ 6.86, 9.57 และ 7.54 ตำมล ำดบั  ทดสอบควำมเท่ียงแบบกำรทวนซ ำ้ได้ของสำรเซฟ
ตโิอเฟอร์ ท่ีระดบั 0.08, 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม  มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ 
เท่ำกับร้อยละ 5.33, 4.18 และ 5.23 ตำมล ำดบั และควำมเท่ียงแบบกำรท ำซ ำ้ได้ มีค่ำส่วน
เบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์เท่ำกับร้อยละ 5.30, 7.39 และ 4.57 ตำมล ำดบั จำกผลกำรทดสอบ
ควำมใช้ได้แสดงว่ำมีคณุลกัษณะเฉพำะของวิธีอยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับได้ ดงันัน้วิธีวิเครำะห์นีจ้ึงมี
ควำมเหมำะสมส ำหรับใช้วิเครำะห์สำรเพนิซิลลิน จี สำรอะม็อกซีซิลลิน และสำรเซฟติโอเฟอร์ ท่ี
ระดบัควำมเข้มข้น 0.08 -1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม  ในอำหำรสตัว์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค าส าคัญ : เพนิซิลลิน จี อะม็อกซีซิลลิน เซฟติโอเฟอร์ กำรทดสอบควำมใช้ได้  อำหำรสตัว์ 
 1/ กลุม่ตรวจสอบคณุภำพอำหำรสตัว์  ส ำนกัตรวจสอบคณุภำพสินค้ำปศสุตัว์  กรมปศสุตัว์   
ถนนติวำนนท์ ต ำบลบำงกะดี  อ ำเภอเมือง  จงัหวดัปทมุธำนี  12000  โทรศพัท์ 0-2967-9750 



 

 

3 

Method validation for determination of Beta lactam in animal feed  
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Abstract 
 

   In-house method for the determination of Penicillin G, Amoxicillin and Ceftiofur 
in animal feed with LC-MS/MS was validated according to EURACHEM Guide. The 
samples were extracted with acetonitrile and 0.1 M potassium dihydrogenphosphate 
(40:10), using a solid phase extraction SCX and analyzed by LC-MS/MS. The analysis 
was carried out using the mobile phase of 0.1% formic acid in deionized water and 0.1% 
formic acid in acetonitrile on a C18 column and ESI positive mode of mass spectrometry 
condition. The results of method validation were found that the calibration curve at the 
level 0.08 -1.00 mg/kg were good linear ; correlation coefficient of Penicillin G, 
Amoxicillin and Ceftiofur were 0.9967, 0.9985 and 0.9955 respectively. Limit of Detection 
of Penicillin G, Amoxicillin and Ceftiofur were 0.05 mg/kg, respectively and Limit of 
Quantitation of Penicillin G, Amoxicillin and Ceftiofur were 0.08 mg/kg, The mean 
%recovery of Penicillin G at the level 0.08, 0.50 and 1.00 mg/kg were 97.00, 100.52 and 
102.82, respectively. The mean %recovery of Amoxicillin at the level 0.08, 0.50 and 1.00 
mg/kg were 99.00, 96.10 and 101.71, respectively. The mean %recovery of Ceftiofur at 
the level 0.08, 0.50 and 1.00 mg/kg were 100.75, 97.48 and 104.85, respectively. The 
relative standard deviations of the repeatability at the level 0.08, 0.50 and 1.00 mg/kg of 
Penicillin G were 6.08, 5.37 and 5.50%, respectively and the relative standard deviations 
of the with-in laboratory reproducibility were 6.14, 5.57 and 6.05%, respectively. The 
relative standard deviations of the repeatability at the level 0.08, 0.50 and 1.00 mg/kg of 
Amoxicillin were 6.94, 8.16 and 8.91%, respectively and the relative standard deviations 
of the with-in laboratory reproducibility were 6.86, 9.57 and 7.54%, respectively. The 
relative standard deviations of the repeatability at the level 0.08, 0.50 and 1.00 mg/kg of 
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Ceftiofur 5.33, 4.18 and 5.23%, respectively and the relative standard deviations of the 
with-in laboratory reproducibility 5.30, 7.39 and 4.57%, respectively. The results of 
performance characteristic were within the acceptable criteria. Thus, this method was 
suitable for determination of Penicillin G, Amoxicillin and Ceftiofur at the level 0.08 -1.00 

mg/kg in animal feed.  
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บทน า 

 
สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม (Beta lactam) จดัเป็นยำปฏิชีวนะ (Antibiotics) มีฤทธ์ิต่อต้ำน

เชือ้แบคทีเรียได้หลำยชนิด ยบัยัง้กำรสร้ำงผนังเซลล์ของเชือ้แบคทีเรีย ท ำให้แบคทีเรียหยุดกำร
เจริญเตบิโตและตำยลงในท่ีสดุ จงึเป็นเหตผุลของฤทธ์ิในกำรรักษำตำมสรรพคณุ  สำมำรถแบง่สำร
กลุ่มเบต้ำแลคแตมได้หลำยกลุ่ม เช่น กลุ่มสำรเพนิซิลลิน (Penicillins) สำรกลุ่มเซฟำโรสปอริน 
(Cephalosporins) เป็นต้น 

สำรกลุ่มเพนิซิลลิน มีโครงสร้ำงทำงเคมีท่ีเรียกว่ำ เบต้ำแลคแตมริง (Beta lactam ring) 
โดยมีแหลง่ก ำเนิดมำจำกเชือ้รำท่ีช่ือว่ำ Penicillium กลไกกำรออกฤทธ์ิของสำรกลุ่มเพนิซิลลิน โดย
เข้ำไปยบัยัง้กำรสร้ำงสำรเปปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) ซึ่งเป็นตวัประกอบส ำคญัของผนัง
เซลล์ของแบคทีเรีย ท ำให้กำรสร้ำงผนังเซลล์ในแบคทีเรียหยุดชะงัก ยับยัง้กำรเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียหรือแพร่พนัธุ์ได้ ท ำให้แบคทีเรียตำยในท่ีสดุ นิยมใช้รักษำโรคติดเชือ้จำกแบคทีเรีย เช่น 
กำรตดิเชือ้ในชอ่งปำก คอ ปอด หชูัน้กลำง (หตูิดเชือ้/หนู ำ้หนวก) หลอดลม (หลอดลมอกัเสบ) และ 
ระบบทำงเดนิอำหำร (ล ำไส้อกัเสบ) เป็นต้น 

สำรกลุม่เซฟำโรสปอริน มีสตูรโครงสร้ำงทำงเคมีและกำรออกฤทธ์ิคล้ำยกบักลุ่มเพนิซิลลิน 
ซึ่งประกอบด้วย เบต้ำแลคแตมริง โดยมีแหล่งก ำเนิดมำจำกเชือ้รำท่ีช่ือว่ำ Cephalosporium 
สำมำรถทนตอ่เอ็นไซม์เพนิซิลลินเนส ซึง่มีฤทธ์ิท ำลำยยำปฏิชีวนะในกลุ่มเพนิซิลลิน จึงใช้รักษำโรค
ติดเชือ้แบคทีเรียท่ีดือ้ต่อยำเพนิซิลลิน นิยมใช้รักษำโรคในระบบทำงเดินหำยใจและทำงเดิน
ปัสสำวะ รวมถึงใช้รักษำเต้ำนมอกัเสบ เป็นต้น  

ปัจจบุนัมีกำรใช้ยำปฏิชีวนะกลุ่มเบต้ำแลคแตมในกำรเลีย้งสตัว์ เพ่ือป้องกนัโรค ตลอดจน
ช่วยให้สตัว์เจริญเติบโตได้ดี โดยมีกำรใช้ยำปฏิชีวนะในอำหำรสัตว์หรือน ำ้ท่ีให้สตัว์ด่ืมกิน ดงันัน้
เพ่ือป้องกันปัญหำกำรดือ้ยำปฏิชีวนะ ซึ่งสำมำรถแพร่กระจำยไปยงัมนุษย์ได้ จึงจ ำเป็นต้องใช้ให้
เหมำะสมตรงกับชนิดของโรคท่ีจะรักษำ และระยะเวลำกำรรักษำท่ีตอ่เน่ืองเพียงพอ จึงจะได้ผลดี
ชว่ยยบัยัง้กำรแพร่ของเชือ้โรคได้  
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ดงันัน้ ส ำนักตรวจสอบคุณภำพสินค้ำปศุสัตว์ กลุ่มตรวจสอบคุณภำพอำหำรสัตว์ จึงมี
ควำมจ ำเป็นต้องพัฒนำและทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรกลุ่ม เบต้ำแลคแตม ใน    
อำหำรสตัว์ และเพ่ือให้แนใ่จวำ่วิธีท่ีพฒันำขึน้มีควำมนำ่เช่ือถือตำมมำตรฐำนสำกล จึงต้องทดสอบ
ควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ดงักลำ่ว กำรศกึษำในครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือทดสอบควำมใช้ได้ของวิธี
วิเครำะห์สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม ซึ่งประกอบไปด้วย สำรกลุ่มเซฟำโรสปอริน เช่น เซฟติโอเฟอร์ 
(Ceftiofur) และสำรกลุม่เพนิซิลลิน  เชน่ เพนิซิลลิน จี (Penicillin G), อะม็อกซีซิลลิน (Amoxicillin) 
ในอำหำรสตัว์ ด้วยวิธี LC-MS/MS ซึ่งเป็นวิธีวิเครำะห์ท่ีพฒันำขึน้ภำยในห้องปฏิบตัิกำร อ้ำงอิงวิธี
วิเครำะห์จำก Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 85, 2013 โดยด ำเนินกำร
ทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ตำมแนวทำงของ EURACHEM (EURACHEM,2014) เพ่ือ
แสดงวำ่วิธีวิเครำะห์ดงักลำ่วมีควำมนำ่เช่ือถือ และตรงตำมวตัถปุระสงค์ของกำรใช้งำน 

 
1. วัตถุประสงค์ 
 เพ่ือทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตมในอำหำรสัตว์ ด้วยวิธี   
LC-MS/MS และเพ่ือให้มัน่ใจวำ่วิธีทดสอบท่ีพฒันำขึน้ให้ผลทดสอบท่ีนำ่เช่ือถือ 
 

2. ขอบข่าย  

 พฒันำวิธี และทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตมได้แก่ สำรกลุ่มเซ
ฟำโรสปอริน เช่น เซฟติโอเฟอร์ และสำรกลุ่มเพนิซิลลิน เช่น เพนิซิลลิน จี, อะม็อกซีซิลลิน ใน
อำหำรสกุร ด้วยวิธี LC-MS/MS 
 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรกลุม่เบต้ำแลคแตมในอำหำรสตัว์ ด้วยวิธี  

LC-MS/MS 
2. เพ่ือน ำผลทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ใช้เป็นข้อมลูในกำรขอรับรอง

ควำมสำมำรถห้องปฏิบตักิำรตำมระบบคณุภำพ ISO/IEC 17025 
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4.วิธีด าเนินการ 
 ด ำเนินกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์ ดงันี ้
 4.1 กำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรง (Linearity) ของกรำฟมำตรฐำน และทดสอบช่วง
กำรใช้งำนของวิธีวิเครำะห์ (Working range) ดงันี ้
   4.1.1 วิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม จ ำนวน 6 ระดบั
ควำมเข้มข้น คือ 0.08, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม (ppm) ควำม
เข้มข้นละ 3 ซ ำ้  
   4.1.2 ประเมินควำมเป็นเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำน (calibration curve) โดย
กำรสร้ำงกรำฟควำมสมัพนัธ์ระหวำ่งควำมเข้มข้นของ Fortified Sample ของสำรกลุม่เบต้ำ 
แลคแตม และพืน้ท่ีใต้พีค (peak area) แล้วพิจำรณำคำ่ correlation coefficient (r2) ไม่น้อยกว่ำ 
0.995  
 4.2 กำรทดสอบหำคำ่ควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถตรวจพบได้ (Limit of Detection; 
LOD) และควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถหำปริมำณได้ (Limit of Quantitation; LOQ) ดงันี ้
   4.2.1 วิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม ให้มีควำม
เข้มข้น 0.20 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม (ppm) จ ำนวน 10 ซ ำ้ แล้วน ำควำมเข้มข้นของสำรท่ีวิเครำะห์ได้ 
มำหำค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) ค ำนวณหำคำ่ LOD และ LOQ ของสำรแตล่ะชนิดจำก 
LOD = 3S0 และ LOQ = 10S0

 

    S0   =     S0 

          n 
   เม่ือ   S0 =  Standard deviation จำกกำรทดสอบซ ำ้ 
    n =  จ ำนวนทดสอบซ ำ้ในงำน routine 
    S0   =  Standard deviation ส ำหรับค ำนวณคำ่ LOD และLOQ 
   4.2.2 ท ำกำรยืนยนัคำ่ LOD โดยวิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรกลุ่มเบต้ำ
แลคแตม ให้มีควำมเข้มข้นเท่ำกบัคำ่ LOD ของสำรแตล่ะชนิดท่ีค ำนวณได้จำกข้อ 4.2.1 จ ำนวน 
10 ซ ำ้ แล้วประเมินว่ำคำ่ signal to noise ratio (S/N) ≥ 3 และ  Ion ratio ตำมเกณฑ์มำตรฐำน
ของ European Commission Decision หำกไมไ่ด้ให้ยืนยนัคำ่ LOD ท่ีระดบัควำมเข้มข้นท่ีสงูขึน้ 
   4.2.3 ท ำกำรยืนยนัคำ่ LOQ โดยวิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรกลุ่มเบต้ำ
แลคแตม ให้มีควำมเข้มข้นเท่ำกบัคำ่ LOQ ของสำรแตล่ะชนิดท่ีค ำนวณได้จำกข้อ 4.2.1 จ ำนวน 
10 ซ ำ้ แล้วน ำควำมเข้มข้นของสำรท่ีวิเครำะห์ได้ มำประเมินควำมแม่นและควำมเท่ียงว่ำอยู่ใน
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เกณฑ์กำรยอมรับได้ตำมมำตรฐำน AOAC (2016) หำกไม่ได้ให้ยืนยันค่ำ LOQ ท่ีระดบัควำม
เข้มข้นท่ีสงูขึน้  
 4.3 กำรทดสอบหำควำมแม่น (Accuracy) และควำมเท่ียง (Precision) ของวิธี
วิเครำะห์ ดงันี ้
   4.3.1 ทดสอบควำมแม่นและควำมเท่ียงแบบกำรทวนซ ำ้ได้ (repeatability) ของ
วิธีวิเครำะห์ โดยวิเครำะห์ตวัอยำ่ง Sample blank และ Fortified Sample ของสำรกลุม่เบต้ำ 
แลคแตม 3 ระดบัควำมเข้มข้น คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม ควำมเข้มข้น
ละ 10 ซ ำ้ 
   4.3.2 ทดสอบควำมเท่ียงแบบกำรท ำซ ำ้ได้ (with-in laboratory 
reproducibility) ของวิธีวิเครำะห์ โดยใช้วิธีวิเครำะห์เดียวกนั เคร่ืองมือเดียวกนั วิเครำะห์ตำ่งวนั 
และเจ้ำหน้ำท่ี 2 คนแตล่ะวนัจะท ำกำรวิเครำะห์ตวัอยำ่ง Sample blank และ Fortified Sample 
ของสำรกลุม่เบต้ำแลคแตม 3 ระดบัควำมเข้มข้นคือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่
กิโลกรัม 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 
   

    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  
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แผนผงัขัน้ตอนกำรวิเครำะห์สำรกลุม่เบต้ำแลคแตม ในอำหำรสกุร ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
 

Sample 10.00 g ± 0.05 g 
 
        Extraction Acetonitrile : 0.1M KH2PO4 ( 40 :10 ml)  
                                   - Shake 30 min 
            - Centrifuge 5 min, 3,500 rpm, 25 ˚C 

Clean up with SPE (SCX) 
           -   2 ml of Methanol 
                                                                            -   2 ml of Water 

            Supernatant 10 ml   
           -   Wash 2 ml of water   

 

Elute with 1 ml 0. 5 % TFA in Methanol : ACN : Deionized water 
                   (60 : 30 : 10) (3 replicate) 

           - Evaporate 
 Add 0.1 % Formic acid 0.5 ml 

 
       LC- MS/MS 

 

5. ผลการทดสอบ 
 5.1 ผลกำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรง (Linearity) ของกรำฟมำตรฐำน และกำรทดสอบ
ชว่งกำรใช้งำนของวิธีวิเครำะห์ (Working range) 
 จำกกำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรงของกรำฟมำตรฐำน โดยวิเครำะห์  Fortified 
Sample ของสำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม ในช่วงควำมเข้มข้น 0.08 – 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม(ppm) 
และจำกกำรสร้ำงกรำฟมำตรฐำนซึ่งแสดงควำมสัมพันธ์ระหว่ำงควำมเ ข้มข้นของ Fortified 
Sample และพืน้ท่ีใต้พีค (Peak area) ของสำรเพนิซิลลิน จี สำรอะม็อกซีซิลลิน และสำรเซฟติโอ
เฟอร์ ตำมล ำดบั ในช่วงพบว่ำได้กรำฟมำตรฐำนเป็นเส้นตรง และเม่ือพิจำรณำจำกคำ่สมัประสิทธ์
สหสมัพนัธ์ (correlation coefficient; r2) มีคำ่เทำ่กบั 0.9967 0.9985 และ 0.9955 ตำมล ำดบั  
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พบวำ่มีคำ่อยูใ่นเกณฑ์ท่ียอมรับได้ (r2  0.995) จำกผลกำรทดสอบดงักล่ำว แสดงว่ำควำมเข้มข้น
ของสำรละลำยมำตรฐำนในชว่ง 0.08 – 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม มีควำมเป็นเส้นตรงดี เหมำะสม
ในกำรใช้เป็นกรำฟมำตรฐำน (Calibration curve) 
 
 

 

 
 
 
 

 รูปท่ี 1 แสดงควำมสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงระหว่ำงควำมเข้มข้นของ Fortified Sample ท่ี 
0.08 – 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม 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 ของสำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม โดย
วิเครำะห์ตวัอย่ำงท่ีเติมสำรมำตรฐำนท่ีควำมเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 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. (ppm) 
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ตารางท่ี 1  ผลกำรหำคำ่ LOD และ LOQ ของสำรกลุม่เบต้ำแลคแตม 
 

 

ล ำดบั 
Penicillin G Amoxicillin Ceftiofur 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
(80 - 110%) 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
(80 -110%) 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
(80 - 110%) 

1 0.205 102.50 0.176 88.00 0.183 91.50 

2 0.202 101.00 0.174 87.00 0.190 95.00 

3 0.199 99.50 0.182 91.00 0.190 95.00 

4 0.180 90.00 0.186 93.00 0.183 91.50 

5 0.184 92.00 0.174 87.00 0.191 95.50 

6 0.209 104.50 0.203 101.50 0.205 102.50 

7 0.195 97.50 0.201 100.50 0.205 102.50 

8 0.195 97.50 0.206 103.00 0.202 101.00 

9 0.198 99.00 0.179 89.50 0.190 95.00 

10 0.194 97.00 0.190 95.00 0.182 91.00 

avg. 0.196 98.05 0.187 93.55 0.192 96.05 

SD 0.008 0.012 0.008 

S0' 0.006 0.008 0.006 

LOD=3S0' 0.02 0.02 0.02 

LOQ=10S0' 0.06 0.08 0.06 

 
  5.2.2 ผลกำรยืนยันค่ำควำมเข้มข้นต ่ำสุดท่ีสำมำรถตรวจพบได้ (Limit of 
Detection; LOD) ท่ี 0.02 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่ำมีคำ่ S/N < 3 และผลต่ำงร้อยละของ ion 
ratio ไม่เป็นไปตำมเกณฑ์มำตรฐำนของ European Commission Decision จึงท ำกำรปรับค่ำ 
LOD ท่ี 0.05 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม และท ำกำรยืนยนั พบว่ำมีคำ่ S/N ≥  3 และผลตำ่งร้อยละของ 
ion ratio เป็นไปตำมเกณฑ์มำตรฐำนของ European Commission Decision ดงันัน้คำ่ LOD ของ
สำรกลุม่เบต้ำแลคแตม มีคำ่เทำ่กบั 0.05 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม ดงัตำรำงท่ี 2 
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  5.2.3 ผลกำรยืนยนัควำมเข้มข้นต ่ำสดุท่ีสำมำรถหำปริมำณได้ Limit of 
Quantitation; LOQ) ของสำรสำรเพนิซิลลิน จี และสำรเซฟตโิอเฟอร์ ท่ี 0.06 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม 
พบวำ่คำ่ %Recovery ไมอ่ยูใ่นชว่ง 80 – 110% และ %RSD เกินเกณฑ์มำตรฐำนของ AOAC 
(2016) จงึท ำกำรปรับคำ่ LOQ ท่ี 0.08 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม พบวำ่คำ่ %Recovery อยูใ่นชว่ง  
80 – 110% และ %RSD ไมเ่กิน 15.44% ตำมเกณฑ์มำตรฐำนของ AOAC (2016) และตำมเกณฑ์
กำรยอมรับท่ีค ำนวณจำกสมกำร Horwitz ตำมล ำดบั ดงันัน้คำ่ LOQ ของสำรกลุม่เบต้ำแลคแตม มี
คำ่เทำ่กบั 0.08 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม จงึมีควำมเหมำะสมส ำหรับวิธีวิเครำะห์นี ้ดงัตำรำงท่ี 3 
 

ตารางท่ี 2 ผลกำรทดสอบยืนยนัคำ่ LOD ของสำรกลุม่เบต้ำแลคแตม ท่ีระดบั 0.05 มิลลิกรัม 
ตอ่กิโลกรัม 
 
 

ล ำดบั 
Penicillin G Amoxicillin Ceftiofur 

S/N % ΔIR S/N % ΔIR S/N % ΔIR 

1 78.84 1.78 39.70 -3.51 398.40 4.81 

2 67.40 -4.16 49.94 4.22 405.15 -0.13 

3 48.05 3.98 65.68 3.17 464.71 8.25 

4 68.69 4.13 39.98 7.01 406.74 -0.80 

5 72.15 5.76 22.73 -10.86 309.49 -6.72 

6 82.51 5.73 28.00 9.68 183.90 -3.46 

7 86.09 -3.40 44.66 6.09 530.74 -1.26 

8 64.06 6.77 59.32 3.99 278.02 0.63 

9 91.34 -0.90 24.32 2.07 388.50 -5.86 

10 82.07 -3.07 50.17 -16.03 239.77 0.25 
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ตารางท่ี 3 ผลกำรทดสอบยืนยนัคำ่ LOQ ของสำรกลุม่เบต้ำแลคแตม ท่ีระดบั 0.08 มิลลิกรัม 
ตอ่กิโลกรัม  

 

ล ำดบั 

Penicillin G Amoxicillin Ceftiofur 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
(80-110%) 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
(80-110%) 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
(80-110%) 

1 0.084 105.00 0.086 107.50 0.079 98.75 

2 0.081 101.25 0.087 108.75 0.079 98.75 

3 0.087 108.75 0.085 106.25 0.084 105.00 

4 0.085 106.25 0.083 103.75 0.079 98.75 

5 0.081 101.25 0.085 106.25 0.079 98.75 

6 0.085 106.25 0.083 103.75 0.088 110.00 

7 0.075 93.75 0.073 91.25 0.070 87.50 

8 0.078 97.50 0.082 102.50 0.075 93.75 

9 0.084 105.00 0.078 97.50 0.081 101.25 

10 0.08 100.00 0.084 105.00 0.074 92.50 

mean 0.082 102.50 0.080 100.00 0.080 100.00 

SD 0.003 0.004 0.005 

%RSD 4.26 4.97 6.02 

เกณฑ์ %Recovery 80 - 110 เกณฑ์ %RSD ไมเ่กิน 15.44 

 
 5.3 ผลกำรทดสอบหำควำมแม่น (Accuracy) และควำมเท่ียง (Precision) ของวิธี
วิเครำะห์  
  5.3.1 จำกกำรทดสอบควำมแม่นของวิธีโดยวิเครำะห์ Fortified Sample ของ
สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม 3 ระดบั คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม พบว่ำ สำร
เพนิซิลลิน จี มีค่ำเฉล่ียร้อยละกำรกลับคืนได้เท่ำกับ 97.00, 100.52 และ 102.82 ตำมล ำดบั 
สำรอะม็อกซีซิลลิน  มีคำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้เท่ำกบั 99.00, 96.10 และ 101.71 ตำมล ำดบั 
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สำรเซฟติโอเฟอร์ มีคำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้เท่ำกบั 100.75, 97.48 และ 104.85 ตำมล ำดบั 
ดงัตำรำงท่ี 4 ซึง่พบวำ่คำ่ต ่ำสดุ คำ่สงูสดุ และคำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้ของสำรกลุม่เบต้ำ 
แลคแตม ในชว่ง 80 – 110 ตำมเกณฑ์มำตรฐำน AOAC (2016) แสดงว่ำวิธีวิเครำะห์นีมี้ควำมแม่น
เป็นท่ียอมรับได้ ดงัตำรำงท่ี 4 
 

ตารางท่ี 4 ผลกำรทดสอบควำมแมน่ (Accuracy) ของวิธีวิเครำะห์ 
 

ควำมเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์กำรยอมรับ 
(AOAC, 2016) 

คำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้ของสำร (%Recovery) 

Penicillin G Amoxicillin Ceftiofur 

0.08 80 - 110 97.00 99.00 100.75 

0.50 80 - 110 100.52 96.10 97.48 

1.00 80 - 110 102.82 101.71 104.85 
     

 5.3.2 จำกกำรทดสอบควำมเท่ียงกำรทวนซ ำ้ได้ โดยวิเครำะห์ Fortified Sample ของ
สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม 3 ระดบั คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม พบว่ำสำร
เพนิซิลลิน จี มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ เท่ำกบัร้อยละ 6.08, 5.37 และ 5.50 ตำมล ำดบั 
สำรอะม็อกซีซิลลิน มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ เท่ำกับร้อยละ 6.94, 8.16 และ 8.91 
ตำมล ำดบั สำรเซฟติโอเฟอร์ มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ เท่ำกบัร้อยละ 5.33, 4.18 และ 
5.23 ตำมล ำดบั อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับท่ีค ำนวณจำกสมกำร Horwitz (%PRSDr ) ดงัตำรำงท่ี 5 
และจำกกำรทดสอบควำมเท่ียงกำรทวนซ ำ้ได้ แสดงวำ่วิธีวิเครำะห์นีมี้ควำมเท่ียงเป็นท่ียอมรับได้  
 
ตารางท่ี 5 ผลกำรทดสอบควำมเท่ียง (Precision) แบบกำรทวนซ ำ้ 

 

ควำมเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์กำรยอมรับ 
%PRSDr 

ร้อยละคำ่สว่นเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์  
(Repeatability, n=10) 

Penicillin G Amoxicillin Ceftiofur 

0.08 15.44 6.08 6.94 5.33 

0.50 11.72 5.37 8.16 4.18 

1.00 10.56 5.50 8.91 5.23 
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  5.3.3 จำกกำรทดสอบควำมเท่ียงกำรท ำซ ำ้ได้ โดยวิเครำะห์ Fortified Sample 
ของสำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม 3 ระดบั คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม พบว่ำ
สำรเพนิซิลลิน จี มีค่ำส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพัทธ์ เท่ำกับร้อยละ 6.14, 5.57 และ 6.05 
ตำมล ำดบั สำรอะม็อกซีซิลลิน มีคำ่สว่นเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ เท่ำกบัร้อยละ 6.86, 9.57 และ 
7.54  ตำมล ำดบั สำรเซฟติโอเฟอร์ มีคำ่ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำนสมัพทัธ์ เท่ำกบัร้อยละ 5.30, 7.39 
และ 4.57 ตำมล ำดบั อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับท่ีค ำนวณจำกสมกำร Horwitz (%PRSDR ) ดงัตำรำง
ท่ี 6 และจำกกำรทดสอบควำมเท่ียงกำรท ำซ ำ้ได้ แสดงวำ่วิธีวิเครำะห์นีมี้ควำมเท่ียงเป็นท่ียอมรับได้ 
 
ตารางท่ี 6 ผลกำรทดสอบควำมเท่ียง (Precision) แบบกำรท ำซ ำ้ 
 

ควำมเข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์กำรยอมรับ 
%PRSDr 

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

Penicillin G Amoxicillin Ceftiofur 

0.08 23.38 6.14 6.86 5.30 

0.50 17.76 5.57 9.57 7.39 

1.00 16.00 6.05 7.54 4.57 
 
6. สรุปผลการทดสอบ 

 ผลกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีวิเครำะห์สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม ในตวัอย่ำงอำหำร
สกุรด้วยวิธี LC-MS/MS พบว่ำผลกำรทดสอบ Linearity Range และ Working range โดยกำร
วิเครำะห์ Fortified Sample ของสำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม ในช่วงควำมเข้มข้น 0.08 ถึง 1.00 
มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม มีควำมเป็นเส้นตรงดี โดยคำ่ correlation coefficient (r2) ไม่น้อยกว่ำ 0.995 
คำ่ limit of detection (LOD) เท่ำกบั 0.05 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม  และค่ำ limit of quantitation 
(LOQ) เท่ำกบั 0.08 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม  มีคำ่เฉล่ียร้อยละกำรกลบัคืนได้อยู่ในเกณฑ์กำรยอมรับ 
มีคำ่ควำมแมน่และควำมเท่ียงเป็นไปตำมเกณฑ์มำตรฐำน AOAC (2016)   
 จำกผลกำรทดสอบควำมใช้ได้แสดงว่ำมีคุณลักษณะเฉพำะของวิธีอยู่ในเกณฑ์กำร
ยอมรับได้ ดงันัน้วิธีนีจ้ึงมีควำมเหมำะสมส ำหรับวิเครำะห์สำรกลุ่มเบต้ำแลคแตม ในอำหำรสตัว์ ท่ี
ชว่งควำมเข้มข้น 0.08 – 1.00 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม 
 



 

 

16 

7. ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีกำรทดสอบควำมช ำนำญ (Proficiency Test) หรือกำรเปรียบเทียบผลกำร
ทดสอบระหว่ำงห้องปฏิบตักิำร (Inter-laboratory) เพ่ือท ำให้เกิดควำมมัน่ใจว่ำกำรทดสอบควำม
ใช้ได้ของวิธีมีควำมแม่นและเท่ียงยิ่งขึน้  และควรให้ศึกษำกำรทดสอบควำมใช้ได้ของวิธีทดสอบ
สำรกลุม่เบต้ำแลคแตม สำรอ่ืนเพิ่มเตมิ 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 
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