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การทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลินในอาหารสัตว์  
ด้วยวิธี LC-MS/MS 
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บทคัดย่อ 

 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลิน จ านวน 8 ชนิด ได้แก่ สารแอมพิซิลิน, 
สารออกซาซิลลิน, สารคลอกซาซิลลิน, สารนาฟซิลิน,สารไดคลอกซาซิลลิน, สารอะม๊อก-ซีซิลลิน, สารเพนนิซิล
ลิน จี และสารเพนนิซิลลิน วี ในอาหารสัตว์ ด้วยเทคนิค LC-MS/MS ซึ่งเป็นวิธีทดสอบที่พัฒนาขึ้นภายใน
ห้องปฏิบัติการ ด าเนินการทดสอบความใช้ได้ตามแนวทางของ EURACHEM เตรียมตัวอย่างโดยสกัดตัวอย่าง
ด้วย 0.01 M โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต จากนั้นทดสอบด้วยเครื่อง LC-MS/MS โดยใช้สารละลายเฟส
เคลื่อนที่ชนิด 0.1% กรดฟอร์มิกในน้ าปราศจากไอออน และอะซิโตไนไตรล์ (95:5) ใช้คอลัมน์ชนิด C18 และ
สภาวะของแมสสเปคโทรเมทรีแบบ ESI positive mode ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารกลุ่ม
เพนนิซิลลิน พบว่า กราฟมาตรฐานในช่วงความเข้มข้น 0.08 – 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรง
ดี มีค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน อยู่ในช่วง 0.9961 – 0.9998 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่
สามารถตรวจพบได้ และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ เท่ากับ 0.05 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม ตามล าดับ โดยมีค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของตัวอย่างที่เติมสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ที่ระดับ 0.08, 
0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม อยู่ในช่วงร้อยละ 86.13 – 101.25, 87.56 – 97.72 และ 84.81 – 
93.74 ตามล าดับ ทดสอบความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ของสารกลุ่มเพนนิซิล-ลิน ที่ระดับ 0.08, 0.50 และ 
1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในช่วงร้อยละ 2.92 – 7.85, 2.16 – 7.81 
และ 1.24 – 7.07 ตามล าดับ และทดสอบความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ที่ระดับ 0.08, 
0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในช่วงร้อยละ 3.14 – 8.18, 
2.00 – 7.41 และ 10.80 ตามล าดับ จากผลการทดสอบความใช้ได้แสดงว่ามีคุณลักษณะเฉพาะของวิธีอยู่ใน
เกณฑ์การยอมรับได้ ดังนั้นวิธีทดสอบนี้จึงมีความเหมาะสมส าหรับใช้ทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลินในอาหาร
สัตว์ ที่ระดับความเข้มข้น 0.08 – 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในอาหารสัตว์ 
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Abstract 
 

 In-house method for the determination of 8 compounds of Penicillins:  Ampicillin, 
Oxacillin, Cloxacillin, Nafcillin, Dicloxacillin, Amoxicillin, Penicillin G and Penicillin V in animal 
feed with LC-MS/MS was validated according to EURACHEM Guide. The samples were 
extracted with 0.01 M Potassium dihydrogen phosphate and analyzed by LC-MS/MS. The 
analysis was carried out using the mobile phase of 0.1 % formic acid in Deionization and 
acetonitrile (95:5) on a C18 column and ESI positive mode of mass spectrometry condition. 
The results of method validation of Penicillins were found that the calibration curve at the 
level 0.08 - 1.00 mg/kg were good linear; correlation coefficient of Penicillins were between 
0.9961 – 0.9998. Limit of Detection and Limit of Quantitation were 0.05 and 0.08 mg/kg, 
respectively. The mean % recovery of Penicillins at the level 0.08, 0.50 and 1.00 mg/kg were 
between 86.13 - 101, 87.56 – 97.72 and 84.81 – 93.74, respectively. The relative standard 
deviations of the repeatability at the level 0.08, 0.50 and 1.00 mg/kg of Penicillins were 
between 2.92 – 7.85%, 2.16 – 7.81% and 1.24 – 7.07%, respectively and the relative 
standard deviations of the with-in laboratory reproducibility at the level 0.08, 0.50 and 1.00 
mg/kg of Penicillins were between 3.14 – 8.18%, 2.00 – 7.41%  and 2.36 – 10.80%, 
respectively. The results of performance characteristic were within the acceptable criteria. 
Thus, this method was suitable for determination of Penicillins at the level 0.08 - 1.00 mg/kg 
in animal feed. 
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บทน า 

 
สารกลุ่มเพนนิซิลลิน มีโครงสร้างทางเคมีที่เรียกว่า เบต้าแลคแตมริง (Beta lactam ring) โดยมี

แหล่งก าเนิดมาจากเชื้อราที่ชื่อว่า Penicillium กลไกการออกฤทธิ์ของสารกลุ่มเพนิซิลลิน โดยเข้าไปยับยั้งการ
สร้างสารเปปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) ซึ่งเป็นตัวประกอบส าคัญของผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ท าให้การ
สร้างผนังเซลล์ในแบคทีเรียหยุดชะงัก ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหรือแพร่พันธุ์ได้ ท าให้แบคทีเรีย
ตายในที่สุด นิยมใช้รักษาโรคติดเชื้อจากแบคทีเรีย เช่น การติดเชื้อในช่องปาก คอ ปอด หูชั้นกลาง (หูติดเชื้อ/
หูน้ าหนวก) หลอดลม (หลอดลมอักเสบ) และ ระบบทางเดินอาหาร (ล าไส้อักเสบ) เป็นต้น 

ยากลุ่มนี้จะท าลายผนังเซลของแบคทีเรีย ท าให้ผนังเซลแตกและแบคทีเรียจะตายทันที ยา 
กลุ่มนี้ จึงจัดเป็นยาต้านจุลชีพที่ออกฤทธิ์ฆ่าแบคทีเรียโดยตรง (Bactericidals) ยากลุ่มนี้จะมีผลต่อเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกมากกว่าแกรมลบ เนื่องจากองค์ประกอบของผนังเซลของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกอ่อนแอ
กว่าแบคทีเรียแกรมลบ เชื้อแบคทีเรียสามารถดื้อต่อยากลุ่มเพนนิซิลลินได้โดยเชื้อจะสร้างเอ็นไซม์เพนนิซิลลิน
เนส (Penicillinase) ขึ้นมาท าลายยา 

ปัจจุบันมีการใช้ยาปฏิชีวนะกลุ่มเพนนิซิลลินในการเลี้ยงสัตว์ เพ่ือป้องกันโรค ตลอดจนช่วยให้สัตว์
เจริญเติบโตได้ดี โดยมีการใช้ยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว์หรือน้ าที่ให้สัตว์ดื่มกิน ดังนั้นเพ่ือป้องกันปัญหาการดื้อ
ยาปฏิชีวนะ ซึ่งสามารถแพร่กระจายไปยังมนุษย์ได้ จึงจ าเป็นต้องใช้ให้เหมาะสมตรงกับชนิดของโรคที่จะรักษา 
และระยะเวลาการรักษาที่ต่อเนื่องเพียงพอ จึงจะได้ผลดีช่วยยับยั้งการแพร่ของเชื้อโรคได้  

ดังนั้น ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ จึงมีความจ าเป็นต้อง
พั ฒ น า แ ล ะ ท ด ส อ บ ค ว า ม ใช้ ไ ด้ ข อ ง วิ ธี ท ด ส อ บ ส า ร ก ลุ่ ม เพ น นิ ซิ ล ลิ น ใ น อ า ห า ร สั ต ว์  
ด้วยวิธี LC-MS/MS และเพ่ือให้แน่ใจว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความน่าเชื่อถือตามมาตรฐานสากล จึงต้องทดสอบ
ความใช้ได้ของวิธีทดสอบดังกล่าว การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสาร
กลุ่มเพนิซิลลิน จ านวน 8 ชนิด ซึ่งประกอบไปด้วย สารแอมพิซิลิน (Ampicillin), สารออกซาซิลลิน(Oxacillin), 
สารคลอกซาซิลลิน (Cloxacillin),  สารนาฟซิลิน (Nafcillin), สารไดคลอกซา-ซิลลิน (Dicloxacillin),  สารอะม๊อก
ซีซิลลิน (Amoxicillin), สารเพนนิซิลลิน จี (Penicillin G) และสารเพนนิซิลลิน วี (Penicillin V) ในอาหารสัตว์ 
ด้วยวิธี LC-MS/MS ซึ่งเป็นวิธีทดสอบที่พัฒนาขึ้นภายในห้องปฏิบัติการ อ้างอิงวิธีทดสอบจาก Journal of 
Analytica Chimica Acta 586 (2007)  โดยด าเนินการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบตามแนวทางของ 
EURACHEM (EURACHEM, 2014) เพ่ือแสดงว่าวิธีทดสอบดั งกล่ าวมีความน่ าเชื่ อถือ  และตรงตาม
วัตถุประสงค์ของการใช้งาน 

 
 

1. วัตถุประสงค ์  
 เพ่ือพัฒนาวิธี และทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลินในอาหารสัตว์ ด้วยวิธี LC-
MS/MS เพ่ือให้มั่นใจว่าวิธีทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นให้ผลทดสอบที่น่าเชื่อถือ 
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2. ขอบข่าย 
 พัฒนาวิธี และทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิธีทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลิน จ านวน 8 ชนิด ได้แก่ สาร

แอมพิซิลิน (Ampicillin), สารคลอกซาซิลลิน (Cloxacillin), สารไดคลอกซาซิลลิน (Dicloxacillin), สารนาฟซิ
ลิน (Nafcillin), สารออกซาซิลลิน (Oxacillin), สารอะม๊อกซีซิลลิน (Amoxicillin), สารเพนนิซิลลิน จี (Penicillin 
G) และสารเพนนิซิลลิน วี (Penicillin V)  ในอาหารสัตว์ (ใช้อาหารสุกรเป็นตัวแทน) ด้วยวิธี LC-MS/MS 

 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
3.1 ไดว้ิธีทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลินในอาหารสัตว์ ด้วยวิธี LC-MS/MS 

    3.2 ใช้เป็นข้อมูลในการขอรับรองความสามารถห้องปฏิบัติการตามระบบคุณภาพ 
ISO/IEC 17025:2017 

3.3 ใช้ในการเฝ้าระวังการใช้ยาปฏิชีวนะในระบบการผลิตสินค้าปศุสัตว์ เพ่ือลดปัญหาเชื้อดื้อยา 
 

4.วิธีด าเนินการ 
 ด าเนินการทดสอบความใช้ไดข้องวิธีทดสอบ ดังนี้ 
 4.1 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ของกราฟมาตรฐาน และทดสอบช่วงการใช้งาน
ของวิธีทดสอบ (Working range) ดังนี้ 
   4.1.1 ทดสอบ Fortified sample ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน จ านวน 6 ระดับความเข้มข้น 
คือ 0.08, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า  
   4.1.2 ประเมินความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) โดยการสร้าง
กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Fortified sample ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน และพ้ืนที่ใต้พีค 
(peak area) แล้วพิจารณาค่า correlation coefficient ไม่น้อยกว่า 0.995  
 4.2 การทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of Detection; LOD) และ
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ (Limit of Quantitation; LOQ) ดังนี้ 
   4.2.1 ทดสอบ Fortified Sample ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ให้มีความเข้มข้น 0.10 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 10 ซ้ า แล้วน าความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ได้ มาหาค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) ค านวณหาค่า LOD และ LOQ ของสารแต่ละชนิดจาก LOD = 3S0 และ LOQ = 10S0 

 

       S0   =     S0 
          n 
 

   เมื่อ   S0 =  Standard deviation จากการทดสอบซ้ า 
    n =  จ านวนทดสอบซ้ าในงาน routine 
    S0   =  Standard deviation ส าหรับค านวณค่า LOD และLOQ 
 

   4.2.2 ท าการยืนยันค่า LOD โดยทดสอบFortified sample ของสารกลุ่มเพน-นิซิลลิน ให้
มีความเข้มข้นเท่ากับค่า LOD ของสารแต่ละชนิดที่ค านวณได้จากข้อ 4.2.1 จ านวน 10 ซ้ า แล้วประเมินว่าค่า 
signal to noise ratio (S/N) ≥ 3 และ Ion ratio ไม่เกินเกณฑ์ที่ก าหนด หากไม่ได้ ให้ยืนยันค่า LOD ที่ระดับ
ความเข้มข้นที่สูงขึ้น 
   4.2.3 ท าการยืนยันค่า LOQ โดยทดสอบ Fortified sample ของสารกลุ่มเพน-นิซิลลิน 
ให้มีความเข้มข้นเท่ากับค่า LOQ ของสารแต่ละชนิดที่ค านวณได้จากข้อ 4.2.1 จ านวน 10 ซ้ า แล้วน าความ
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เข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ได้ มาประเมินความแม่นและความเที่ยงว่าอยู่ ในเกณฑ์การยอมรับได้ตามมาตรฐาน 
AOAC (2016) หากไม่ได้ให้ยืนยันค่า LOQ ที่ระดับความเข้มข้นที่สูงขึ้น  
 

 4.3 การทดสอบหาความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision) ของวิธีทดสอบ ดังนี้ 
   4.3.1 ทดสอบความแม่นและความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้  (repeatability) ของวิธี
ทดสอบ โดยทดสอบตัวอย่าง Sample blank และ Fortified Sample ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน 3 ระดับ
ความเข้มข้น คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า 
   4.3.2 ทดสอบความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ (with-in laboratory reproducibility) ของ
วิธีทดสอบ โดยใช้วิธีทดสอบเดียวกัน เครื่องมือเดียวกนั ทดสอบต่างวัน และเจ้าหน้าที่ 2 คน แต่ละวันจะท า
การทดสอบตัวอย่าง Sample blank และ Fortified sample ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน 3 ระดับความเข้มข้น
คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ความเข้มข้นละ 10 ซ้ า 
   4.3.3 ประเมินความแม่น โดยการค านวณค่าร้อยละการกลับคืนได้                 
(%Recovery) ของแต่ละความเข้มข้นว่าอยู่ในเกณฑ์การยอมรับได้ตามมาตรฐาน AOAC (2016)  
   4.3.4 ประเมินความเที่ยงแบบการทวนซ้ าได้ โดยค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ (% RSDr) ของความเข้มข้นสารที่วิเคราะห์ได้ ซึ่งต้องไม่เกินค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่
ค านวณจากสมการ Horwitz (%PRSDr)   
 

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

            เมื่อ C   คือความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน 
 

    4.3.5 ประเมินความเที่ยงแบบการท าซ้ าได้ โดยค านวณค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(% RSDR) ของความเข้มข้นสารที่วิเคราะห์ได้ ซึ่งต้องไม่เกินค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ที่ค านวณจาก
สมการ Horwitz (% PRSDR)  
 

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

   เมื่อ C    คือ ความเข้มข้นของตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน  
 4.4 การทดสอบ Selectivity และ Specificity 
   4.4.1 เตรียมตัวอย่าง Sample blank จ านวน 3 ซ้ า 

   4.4.2 เตรียมตัวอย่าง Fortified sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานกลุ่มเพน-นิซิลลิน 
ความเข้มข้นที่ระดับ 0.08 (LOQ) มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 3 ซ้ า 

   4.4.3 เตรียมตัวอย่าง Fortified sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานกลุ่มเพน-นิซิลลิน 
ความเข้มข้นที่ระดับ 0.08 (LOQ) มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แล้วเติมสารละลายมาตรฐานกลุ่มเซฟาโลสปอริน ซึ่ง
สงสัยว่าจะรบกวนการทดสอบ ความเข้มข้น 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 3 ซ้ า 

   4.4.4 น าตัวอย่างข้อ (4.4.1-4.4.3) วิธีทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลินในอาหารสัตว์ด้วยวิธี 
LC-MS/MS   

   4.4.5 เปรียบเทียบสัญญาณของ Sample blank (ข้อ 4.4.1) และ Fortified sample 
(ข้อ 4.4.2) ที่เติมสารละลายมาตรฐานกลุ่มเพนนิซิลลิน ว่าไม่มีการรบกวนจากสารอื่นใน matrix ของ Sample 
blank 
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   4.4.6 เปรียบเทียบผลการทดสอบ Fortified sample (ข้อ4.4.2) ที่ เติมสารละลาย
มาตรฐานกลุ่มเพนนิซิลลิน กับ Spike sample (ข้อ4.4.3) ที่เติมสารละลายมาตรฐานกลุ่มเพนนิซิลลิน และ
เติมสารละลายมาตรฐานสารกลุ่มเซฟาโลสปอริน ว่าพบ Peak ของสารกลุ่มเซฟา-โลสปอรินที่ต าแหน่ง 
Retention time เดียวกันกับสารกลุ่มเพนนิซิลลินหรือไม่ หรือมี Peak ของสารกลุ่มเซฟาโลสปอรินรบกวน 
Peak ของสารกลุ่มเพนนิซิลลินหรือไม ่ 

 

แผนผังขั้นตอนการทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ในอาหารสุกร ด้วยเทคนิค LC-MS/MS 
 

Sample 10.00 g ± 0.05 g 
 

 
0.01M KH2PO4 50 ml 

           - Shake 30 min 
           - Centrifuge 10 min, 3,500 rpm, 25 ˚C    

 
LC- MS/MS 

 
 
5. ผลการทดลอง 
 5.1 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรง (Linearity) ของกราฟมาตรฐาน และการทดสอบช่วงการใช้
งานของวิธีทดสอบ (Working range) 
 จากการทดสอบความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน โดยทดสอบ Fortified sample ของสาร
กลุ่มเพนนิซิลลิน ในช่วงความเข้มข้น 0.08 – 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และจากการสร้างกราฟมาตรฐานซึ่ง
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ Fortified sample และพ้ืนที่ใต้พีค (Peak area) ของสารกลุ่ม
เพนนิซิลลิน เมื่อพิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient; r2) พบว่ามีค่าอยู่ในเกณฑ์
ที่ยอมรับได้ (r2  0.995) จากผลการทดสอบดังกล่าว แสดงว่าความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานในช่วง 
0.08 – 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรงดี เหมาะสมในการใช้เป็นกราฟมาตรฐาน (Calibration 
curve) ดังรูปที่ 1 – 2 
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 รูปที่ 1 แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของ Fortified sample ที่ 0.08 – 
1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ Peak area ของสารนาฟซิลิน, สารแอมพิซิลิน, สารอะม๊อกซี-ซิลลิน  และสาร
ไดคลอกซาซิลลิน 
 

   

 รูปที่ 2 แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของ Fortified sample ที่ 0.08 – 
1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ Peak area ของสารเพนนิซิลลิน จี, สารออกซาซิลลิน, สารคลอกซาซิลลิน 
และสารเพนนิซิลลิน วี 
 5.2 ผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of Detection; LOD) 
และความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ (Limit of Quantitation; LOQ) 
  5.2.1 จากการทดสอบหาค่า LOD และ LOQ ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน โดยทดสอบ
ตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 10 ซ้ า ค านวณหาค่าเฉลี่ย และ
ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของความเข้มข้นที่วัดได้ ค านวณ ค่า LOD และ LOQ จาก LOD=3S0 และ 
LOQ=10S0 พบว่ามคี่าดังตารางที่ 1 
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 ตารางท่ี 1  ผลการหาค่า LOD และ LOQ ของสารสารกลุ่มเพนนิซิลลิน 
 

ล าดับ 

  ความเข้มข้น 0.10 mg/kg 

Ampicillin Oxacillin Cloxacillin Nafcillin 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
Conc. 

(mg/kg) 
%Recovery 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
Conc. 

(mg/kg) 
%Recovery 

1 0.108 108.00 0.095 95.00 0.104 104.00 0.100 100.00 

2 0.107 107.00 0.095 95.00 0.105 105.00 0.100 100.00 

3 0.101 101.00 0.085 85.00 0.098 98.00 0.100 100.00 

4 0.103 103.00 0.093 93.00 0.104 104.00 0.093 93.00 

5 0.106 106.00 0.101 101.00 0.104 104.00 0.099 99.00 

6 0.101 101.00 0.100 100.00 0.105 105.00 0.106 106.00 

7 0.107 107.00 0.094 94.00 0.108 108.00 0.091 91.00 

8 0.105 105.00 0.085 85.00 0.101 101.00 0.081 81.00 

9 0.108 108.00 0.097 97.00 0.108 108.00 0.103 103.00 

10 0.108 108.00 0.101 101.00 0.106 106.00 0.093 93.00 

mean 0.105 105.40 0.095 94.60 0.104 104.30 0.097 96.60 

SD 0.003 0.006 0.003 0.007 

LOD=3S0' 0.006 0.009 0.014 0.004 

LOQ=10S0' 0.020 0.030 0.046 0.013 
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 ตารางท่ี 1  ผลการหาค่า LOD และ LOQ ของสารสารกลุ่มเพนนิซิลลิน (ต่อ) 

 

ล าดับ 

  ความเข้มข้น 0.10 mg/kg 

Dicloxacillin Amoxicillin Penicillin G Penicillin V 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
Conc. 

(mg/kg) 
%Recovery 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
Conc. 

(mg/kg) 
%Recovery 

1 0.091 91.00 0.089 89.00 0.086 86.00 0.081 81.00 

2 0.096 96.00 0.082 82.00 0.092 92.00 0.092 92.00 

3 0.083 83.00 0.089 89.00 0.08 80.00 0.088 88.00 

4 0.089 89.00 0.087 87.00 0.089 89.00 0.091 91.00 

5 0.093 93.00 0.089 89.00 0.084 84.00 0.085 85.00 

6 0.104 104.00 0.088 88.00 0.082 82.00 0.099 99.00 

7 0.092 92.00 0.084 84.00 0.087 87.00 0.086 86.00 

8 0.083 83.00 0.092 92.00 0.083 83.00 0.086 86.00 

9 0.102 102.00 0.093 93.00 0.082 82.00 0.096 96.00 

10 0.081 81.00 0.081 81.00 0.084 84.00 0.092 92.00 

mean 0.091 91.40 0.087 87.40 0.085 84.90 0.090 89.60 

SD 0.008 0.004 0.004 0.005 

LOD=3S0' 0.020 0.014 0.008 0.012 

LOQ=10S0' 0.066 0.046 0.026 0.038 
 
 

  5.2.2 ผลการยืนยันค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถตรวจพบได้ (Limit of Detection; 
LOD) ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ที่ 0.02 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่ามีค่า S/N < 3 และผลต่างร้อยละของ ion 
ratio ไม่เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานของ European Commission Decision จึงท าการปรับค่า LOD ที่ 0.05 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และท าการยืนยัน พบว่ามีค่า S/N ≥  3 และผลต่างร้อยละของ ion ratio เป็นไปตาม
เกณฑ์มาตรฐานของ European Commission Decision ดังนั้นค่า LOD ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน มีค่า
เท่ากับ 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ดังตารางที่ 2 
  5.2.3 ผลการยืนยันความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถหาปริมาณได้ Limit of Quantitation; 
LOQ) ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ที่ 0.05 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าค่า %Recovery ไม่อยู่ในช่วง 80 – 110 
และ %RSD ไม่เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานของ AOAC (2016) จึงท าการปรับค่า LOQ ที่ 0.08 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม พบว่าค่า %Recovery อยู่ในช่วง 80 – 110 และ %RSD ไม่เกิน 15.44 ตามเกณฑ์มาตรฐานของ 
AOAC (2016) และตามเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณจากสมการ Horwitz ตามล าดับ ดังนั้นค่า LOQ ของสาร
กลุ่มเพนนิซิลลิน มีค่าเท่ากับ 0.08 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จึงมีความเหมาะสมส าหรับวิธีทดสอบนี้ ดังตารางที่ 3 
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 ตารางที่ 2 ผลการทดสอบยืนยันค่า LOD ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ที่ระดับ 0.05 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม  
 

ล าดับ 

  LOD (0.05 mg/kg)  

Ampicillin Oxacillin Cloxacillin Nafcillin Dicloxacillin Amoxicillin Penicillin G Penicillin V 

S/N % IR S/N % IR S/N % IR S/N % IR S/N % IR S/N % IR S/N % IR S/N % IR 

1 724.79 22.27 74.35 19.96 45.10 74.19 451.58 66.73 138.14 86.51 49.77 30.82 86.55 69.45 37.82 60.10 

2 468.5 22.98 81.09 25.80 29.23 79.47 485.11 68.24 79.91 89.62 40.20 29.90 124.89 70.47 30.08 89.93 

3 708.42 21.61 80.63 24.93 25.55 66.16 509.01 67.81 133.15 80.13 40.60 28.41 96.61 67.22 42.58 58.85 

4 641.53 23.26 70.25 22.41 42.84 68.30 556.10 64.96 161.03 85.95 43.64 32.24 103.95 67.81 27.76 65.59 

5 728.46 21.91 81.04 24.63 33.46 75.76 487.36 66.95 97.90 94.09 35.26 29.31 78.03 70.12 33.81 54.45 

6 552.04 22.69 69.53 28.32 37.66 70.50 495.38 67.21 143.11 84.98 52.65 28.00 86.24 73.76 38.01 44.86 

7 628.4 23.28 98.52 20.89 34.80 76.57 516.89 67.40 68.81 109.90 40.01 35.61 99.55 69.77 34.94 64.72 

8 525.92 21.37 41.95 29.36 29.69 76.44 477.08 65.62 60.16 91.63 41.76 37.69 92.19 70.48 24.53 61.41 

9 697.5 22.32 64.21 25.29 13.13 75.57 542.23 65.72 117.00 88.37 40.88 35.32 87.98 66.75 23.58 65.12 

10 532.25 23.74 75.79 24.61 35.83 53.91 520.67 67.37 98.78 91.48 48.56 34.99 69.82 73.71 30.16 53.33 

 
 

 ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบยืนยันค่า LOQ ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ที่ระดับ 0.08 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม  
 

ล าดับ 

  LOQ (0.08 mg/kg)  
Ampicillin Oxacillin Cloxacillin Nafcillin 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
Conc. 

(mg/kg) 
%Recovery 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
Conc. 

(mg/kg) 
%Recovery 

1 0.066 82.50 0.070 87.50 0.074 92.50 0.067 83.75 

2 0.069 86.25 0.069 86.25 0.071 88.75 0.068 85.00 

3 0.067 83.75 0.072 90.00 0.079 98.75 0.065 81.25 

4 0.072 90.00 0.070 87.50 0.08 100.00 0.07 87.50 

5 0.068 85.00 0.069 86.25 0.082 102.50 0.067 83.75 

6 0.065 81.25 0.071 88.75 0.079 98.75 0.065 81.25 

7 0.066 82.50 0.074 92.50 0.082 102.50 0.066 82.50 

8 0.071 88.75 0.074 92.50 0.071 88.75 0.068 85.00 

9 0.072 90.00 0.068 85.00 0.077 96.25 0.066 82.50 

10 0.066 82.50 0.069 86.25 0.084 105.00 0.064 80.00 

mean 0.068 85.25 0.071 88.25 0.078 97.38 0.067 83.25 

SD 0.003 0.002 0.005 0.002 

%RSD 3.90 3.00 5.88 2.67 

เกณฑ์ % Recovery 80-110 เกณฑ์ %RSD ไม่เกิน 15.44 
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ตารางท่ี 3 ผลการทดสอบยืนยันค่า LOQ ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ที่ระดับ 0.08 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ต่อ) 

 

ล าดับ 

  LOQ (0.08 mg/kg)  
Dicloxacillin Amoxicillin Penicillin G Penicillin V 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
Conc. 

(mg/kg) 
%Recovery 

Conc. 
(mg/kg) 

%Recovery 
Conc. 

(mg/kg) 
%Recovery 

1 0.065 81.25 0.077 96.25 0.075 93.75 0.075 93.75 

2 0.065 81.25 0.082 102.50 0.072 90.00 0.073 91.25 

3 0.067 83.75 0.083 103.75 0.074 92.50 0.070 87.50 

4 0.065 81.25 0.079 98.75 0.074 92.50 0.065 81.25 

5 0.069 86.25 0.076 95.00 0.074 92.50 0.064 80.00 

6 0.065 81.25 0.081 101.25 0.077 96.25 0.075 93.75 

7 0.068 85.00 0.081 101.25 0.075 93.75 0.068 85.00 

8 0.065 81.25 0.083 103.75 0.072 90.00 0.071 88.75 

9 0.069 86.25 0.083 103.75 0.075 93.75 0.066 82.50 

10 0.066 82.50 0.083 103.75 0.073 91.25 0.067 83.75 

mean 0.066 83.00 0.081 101.00 0.074 92.63 0.069 86.75 

SD 0.002 0.003 0.002 0.004 

%RSD 2.58 3.24 2.06 5.81 

เกณฑ์ % Recovery 80-110 เกณฑ์ %RSD ไม่เกิน 15.44 

 
 

 5.3 ผลการทดสอบหาความแม่น (Accuracy) และความเท่ียง (Precision) ของวิธีทดสอบ  
  5.3.1 จากการทดสอบความแม่นของวิธีทดสอบ โดยทดสอบ Fortified sample ของสาร
กลุ่มเพนนิซิลลิน 3 ระดับ คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด 
และค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของสารสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ในทุกระดับความเข้มข้นอยู่ในช่วง 80 - 110 
ตามเกณฑ์มาตรฐาน AOAC (2016) แสดงว่าวิธีทดสอบนี้มีความแม่นเป็นที่ยอมรับได้ ดังตารางที่ 4 
 
 ตารางท่ี 4 ผลการทดสอบความแม่น (Accuracy) ของวิธีทดสอบ 

ความ
เข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การ
ยอมรับ 
(AOAC, 
2016) 

ค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้ของสาร (%Recovery) 

Ampicillin Oxacillin Cloxacillin Nafcillin Dicloxacillin Amoxicillin Penicillin G Penicillin V 

0.08 80 - 110 99.25 93.00 88.25 86.13 90.38 101.25 98.88 93.25 

0.50 80 - 110 91.32 96.02 87.56 93.32 89.28 93.14 97.72 92.30 

1.00 80 - 110 84.81 93.74 85.76 91.94 91.29 87.00 92.94 92.89 
 

  5.3.2 จากการทดสอบความเที่ยงการทวนซ้ าได้ โดยทดสอบ Fortified sample ของสาร
กลุ่มเพนนิซิลลิน 3 ระดับ คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่ามีค่าส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐานสัมพัทธ์ อยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณจากสมการ Horwitz (%PRSDr) ดังตารางที่ 5 และจาก
การทดสอบความเที่ยงการทวนซ้ าได้ แสดงว่าวิธีทดสอบนี้มีความเที่ยงเป็นที่ยอมรับได้  
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 ตารางท่ี 5 ผลการทดสอบความเที่ยง (Precision) แบบการทวนซ้ า 

ความ
เข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การ
ยอมรับ 
%PRSDr 

ร้อยละค่าส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (Repeatability, n=10) 

Ampicillin Oxacillin Cloxacillin Nafcillin Dicloxacillin Amoxicillin Penicillin G Penicillin V 

0.08 15.44 2.92 6.28 7.85 6.02 4.92 4.24 6.06 4.78 

0.50 11.72 3.39 5.71 5.35 7.81 3.54 2.16 2.63 7.45 

1.00 10.56 2.61 2.95 3.73 6.71 7.07 1.24 4.47 6.92 

 5.3.3 จากการทดสอบความเที่ยงการท าซ้ าได้ โดยทดสอบ Fortified sample ของสารกลุ่มเพน
นิซิลลิน 3 ระดับ คือ 0.08 (LOQ), 0.50 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่ามีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ์ อยู่ในเกณฑ์การยอมรับที่ค านวณจากสมการ Horwitz (%PRSDR) ดังตารางที่ 6 และจากการทดสอบ
ความเที่ยงการท าซ้ าได้ แสดงว่าวิธีทดสอบนี้มีความเที่ยงเป็นที่ยอมรับได้ 
 ตารางท่ี 6 ผลการทดสอบความเที่ยง (Precision) แบบการท าซ้ า 

ความ
เข้มข้น  
(mg/kg) 

เกณฑ์การ
ยอมรับ 

%PRSDR 

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

Ampicillin Oxacillin Cloxacillin Nafcillin Dicloxacillin Amoxicillin Penicillin G Penicillin V 

0.08 23.38 3.14 5.31 7.17 7.06 6.15 6.63 8.38 5.13 

0.50 17.76 4.75 5.19 7.41 6.24 5.94 2.00 6.81 6.46 

1.00 16.00 10.80 3.17 8.71 7.64 9.47 2.36 6.70 7.07 
 
 

 5.4 ผลการทดสอบ Selectivity และ Specificity 
 5.4.1 จากการเปรียบเทียบสัญญาณของ Sample blank พบว่ามีน้อยมากเมื่อ
เปรียบเทียบกับสัญญาณของ Fortified sample ที่เติมสารละลายมาตรฐานกลุ่มเพนนิซิลลิน แสดงว่าไม่มีการ
รบกวนจากสารอื่นที่อยู่ใน Matrix ของ Sample  
  5.4.2 จากการเปรียบเทียบผลการทดสอบตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐานกลุ่ม เพน
นิซิลลิน กับตัวอย่างที่เติมสารละลายมาตรฐานกลุ่มเพนนิซิลลิน และเติมสารละลายมาตรฐานที่สงสัยที่จะ
รบกวนคือ สารกลุ่มเซฟาโลสปอริน ได้แก่ สารเซฟไตรอะโซน, สารเซฟโฟธาซีม, สารเซฟไธโอเฟอ และ สาร
เซฟคิวนอม ที่ระดับความเข้มข้น 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ในตัวอย่าง Spike sample พบว่าไม่พบ Peak 
สารกลุ่มเซฟาโลสปอรินที่ต าแหน่ง Retention time เดียวกับสารกลุ่มเพนนิซิลลิน แสดงว่าสารชนิดนี้ไม่มีผล
ต่อวิธีทดสอบนี้ 

6. สรุปผลการทดลอง 
 ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ในตัวอย่างอาหารสัตว์ ด้วยวิธี LC-
MS/MS พบว่าผลการทดสอบ Linearity Range และ Working range โดยการทดสอบ Fortified sample 
ของสารกลุ่มเพนนิซิลลิน ในช่วงความเข้มข้น 0.08 - 1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีความเป็นเส้นตรงดี โดยค่า 
correlation coefficient (r2) ไม่ น้ อ ย ก ว่ า  0.995 ค่ า  limit of detection (LOD) แ ล ะ ค่ า  limit of 
quantitation (LOQ) เท่ากับ 0.05 และ 0.08 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีค่าเฉลี่ยร้อยละการกลับคืนได้อยู่ใน
เกณฑ์การยอมรับมีค่าความแม่นและความเที่ยงเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐาน AOAC (2016)   
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 จากผลการทดสอบความใช้ได้แสดงว่ามีคุณลักษณะเฉพาะของวิธีอยู่ในเกณฑ์การยอมรับได้  
ดังนั้นวิธีนี้จึงมีความเหมาะสมส าหรับทดสอบสารกลุ่มเพนนิซิลลินในอาหารสัตว์ ที่ช่วงความเข้มข้น 0.08 – 
1.00 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
 
7. ข้อเสนอแนะ 
  ควรมีการทดสอบความช านาญ (Proficiency Test) หรือการเปรียบเทียบผลการทดสอบ
ระหว่างห้องปฏิบัติการ (Inter-laboratory) เพ่ือท าให้เกิดความมั่นใจว่าการทดสอบความใช้ได้ของวิธีมีความ
แม่นและเที่ยงยิ่งขึ้น และควรให้ศึกษาการทดสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบสารกลุ่มเบต้าแลคแตม สารอ่ืนๆ
เพ่ิมเติม เพ่ือขยายขอบข่ายของวิธีทดสอบ 
 
8. กิตตกิรรมประกาศ 
 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนโดยส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ขอขอบคุณ 
นายวรวิชญ์  วราอัศวปติ ผู้อ านวยการส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ นางสุทธิพร พิริยายน 
ผู้เชี่ยวชาญด้านการวิเคราะห์คุณภาพสินค้าปศุสัตว์ กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหารสัตว์ และนางฉันทนี บูรณะ
ไทย รักษาการในต าแหน่งผู้เชียวชาญด้านตรวจสอบคุณภาพเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ กลุ่ม
ตรวจสอบคุณภาพเนื้อสัตว์และผลผลิตจากสัตว์ ส่วนบริหารจัดการห้องปฏิบัติการ ที่ด าเนินงานจัดหาวัสดุ
อุปกรณ์ ในการปฏิบัติงาน และเจ้าหน้าที่งานพิษวิทยาและชีวเคมี(สารตกค้าง) กลุ่มตรวจสอบคุณภาพอาหาร
สัตว์ ที่ช่วยด าเนินงานจนการศึกษาครั้งนี้ส าเร็จ 
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