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บทคัดย่อ 
วิธีวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์กลุ่ม  Benzimidazoles ในกล้ามเนื้อสัตว์ปีก โดยเทคนิค 

Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) ได้ผ่านการทดสอบความ
ใช้ได้ โดยออกแบบและด าเนินการตามแนวทางของ Commission Decision 2002/657/EC วิธีนี้
ส าม ารถวิ เ ค ร าะห์แ ยกชนิด แ ละระบุป ริม าณ ยาสัต ว์ต กค้า ง  Albendazole, Febantel, 
Fenbendazole, Flubendazole, Levamisole, Oxfendazole แ ล ะ  Thiabendazole ช ่ว ง
ความเข้มข้นที่ ใช้งานที่มีความเป็นเส้นตรงผ่านเกณฑ์การยอมรับ  โดย Flubendazole อยู่
ในช่วง 25 - 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม Levamisole อยู่ในช่วง 5 - 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
Albendazole, Febantel, Fenbendazole , Oxfendazole และ Thiabendazole อยู่ในช่วง 1 – 
2.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม วิธีวิ เคราะห์มีความไว เพียงพอที่จ ะวัดปริมาณสารแต่ละชนิด
ต า ม ค ่า เ ก ณ ฑ ์ก า ร ต ัด ส ิน ผ ล ท ด ส อ บ ที ่ร ะ ด ับ ค ว า ม เ ชื ่อ มั ่น  9 9 % (ccα ) ของสาร 
Albendazole, Febantel, Fenbendazole, Flubendazole Levamisole, Oxfendazole, แล ะ 
Thiabendazole เท่ากับ 0.25, 0.27, 0.26, 54.70, 11.80, 0.24 และ 0.37 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
ตามล าดับ ค่าความแม่นและความเที่ยงของยากลุ่ม Benzimidazoles ผ่านตามเกณฑ์การประเมิน
สมรรถนะของ Commission Decision 2002/657/EC วิธีวิเคราะห์นี้สามารถใช้ในการตรวจตาม
แผนเฝ้าระวังสารตกค้างประจ าปีของกรมปศุสัตว์ โดยตรวจยืนยันชนิดและปริมาณของสารตกค้างยา
สัตว์กลุ่ม Benzimidazoles ในกล้ามเนื้อสัตว์ปีก บรรลุตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้  
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Abstract 

The confirmatory method of benzimidazoles in Poultry muscle by LC-MS/MS 
was validated according to Commission Decision 2002/657/EC which could distinguish 
and quantify 8 compounds in benzimidazoles group including albendazole, febantel, 
fenbendazole, flubendazole, levamisole, oxfendazole and thiabendazole. Working 
range with correlat ion coefficient great er than 0.995 for all compounds 
as followed: 25 - 100 microgram per kilogram of flubendazole, 5 – 20 microgram 
per kilogram of levamisole, 1 – 2.5 microgram per kilogram for albendazole, febantel, 
fenbendazole, oxfendazole and thiabendazole, respectively. The decision limit of the 
method at 9 9 % confidence level for albendazole, febantel, fenbendazole, 
flubendazole, levamisole, oxfendazole, and thiabendazole were 0.25, 0.27, 0.26, 
54.70, 11.80, 0.24 and 0 . 37 microgram per kilogram, respectively. Precision and 
accuracy of method ware satisfied according to Commission Decision 2002/657/EC 
criteria. This method can be applied to national residues monitoring program of 
Department of Livestock Development for determination and quantitatively 
confirmatory of benzimidazoles in poultry muscle, which fulfils the objective of this 
experiment. 
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บทน า 
 

สารตกค้าง benzimidazoles จัดอยู่ ในกลุ่ม anthelmintics เป็นยาถ่ายพยาธิ ในทาง     
ปศุสัตว์ ด้านการรักษาสัตว์ปีก เมื่อผู้บริโภคได้รับสารตกค้างของยา อาจเกิดอันตรายมายังผู้บริโภคได้ 
โดยมีผลข้างเคียงต่อระบบทางเดินอาหาร อาจมีอาการคลื่นไส้ อาเจียน  ปวดท้อง ท้องเสีย ผลจาก
การท างานของตับ หากได้รับยาต่อเนื่องเป็นระยะเวลานานๆ สามารถก่อให้เกิดภาวะตับอักเสบชนิด 
granulomatous hepatitis ผลต่อระบบเลือด/ระบบโลหิตอาจเกิดภาวะโลหิตจาง ผลต่อผิวหนัง อาจมี
อาการผื่นคัน ลมพิษ ผลต่อระบบประสาท สามารถพบอาการอ่อนแรง และง่วงนอน อาจมีอาการชัก
เกิดขึ้นได้แต่น้อยราย อย่างไรก็ตามควรให้ความส าคัญกับการให้ความรู้ในการใช้ยาแก่เกษตรกรและ
ให้อยู่ในการก ากับดูแลของสัตวแพทย์อย่างใกล้ชิดเพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดปัญหายาสัตว์ตกค้างมาสู่
ผู้บริโภค โดยกรมปศุสัตว์ได้ออกประกาศกรมปศุสัตว์ เรื่องก าหนดมาตรฐานสารตกค้างส าหรับสินค้า
ปศุสัตว์ซึ่งระบุปริมาณสารตกค้างสูงสุด (Maximum Residue Limit; MRL) ที่ก าหนดให้พบได้ใน
สินค้าปศุสัตว์ ส าหรับฟลูเบนดาโซล ในกล้ามเนื้อสัตว์ปีก เท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และลีวามิ
โซลในกล้ามเนื้อสัตว์ปีก เท่ากับ 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (กรมปศุสัตว์ กระทรวงเกษตรและสหกรณ์
, 2549) ส าหรับสหภาพยุโรป ซึ่งเป็นกลุ่มประเทศผู้น าเข้าสินค้าปศุสัตว์ไทยรายส าคัญ ได้ก าหนด
มาตรฐานสารตกค้างในสินค้าปศุสัตว์ไว้เช่นกันซึ่งมีค่าเท่ากันกับที่ระบุไว้ในประกาศกรม     ปศุสัตว์ 
(European Commission, 2009) 
 ดังนั้น งานวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์และฮอร์โมน กลุ่มตรวจสอบคุณภาพเนื้อสัตว์และ
ผลผลิตจากสัตว์ ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ซึ่งรับผิดชอบในการตรวจวิเคราะห์สารตกค้าง
ยาสัตว์ เห็นความส าคัญในการตรวจสารตกค้างยาสัตว์ benzimidazoles ในกล้ามเนื้อสัตว์ปีก จึงได้
ทดสอบความใช้ได้ของวิธีว่ามีความเหมาะสมในการใช้ยืนยันชนิดและปริมาณสารตกค้าง เพื่อน าไปใช้
เป็นวิธีในการตรวจเพ่ือเฝ้าระวังและตรวจติดตามการตกค้างของยากลุ่ม  benzimidazoles ใน
แผนการเฝ้าระวังประจ าปี 
  

 

 

1. วัตถุประสงค์   
เพ่ือทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิ เคราะห์ สารตกค้างยาสัตว์กลุ่ม benzimidazoles ใน

กล้ามเนื้อสัตว์ปีก โดยเทคนิค LC-MS/MS ว่ามีความเหมาะสมในการใช้ยืนยันชนิดและปริมาณสาร
ตกค้าง และผ่านเกณฑ์ตามแนวมติคณะกรรมาธิการยุโรป 2002/657/EC 
 



2. ขอบข่าย   

ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์กลุ่ม benzimidazoles ในกล้ามเนื้อ
สัตว์ปีก โดยเทคนิค LC-MS/MS จ านวน 16 สาร รายละเอียดดังนี้ 

ตารางท่ี 1 สารมาตรฐาน และ Internal standard กลุ่ม benzimidazoles 

ล าดับ สารมาตรฐาน (Standard) Internal standard 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

albendazole 

febantel 

fenbendazole 

flubendazole 

levamisole 

mebendazole 

oxfendazole 

thiabendazole 

albendazole-D3 

febantel-D6 

fenbendazole-D3 

flubendazole-D3 

levamisole-D5 

mebendazole-D3 

oxfendazole-D3 

thiabendazole 13C6 

 

3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
3.1 ได้ทดสอบวิธีวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์กลุ่ม benzimidazoles ในกล้ามเนื้อสัตว์ โดย

เทคนิค LC-MS/MS ว่ามีความเหมาะสมในการใช้ยืนยันชนิดและปริมาณสารตกค้าง 
3.2 สามารถน าวิธีวิเคราะห์ ไปใช้ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างในกิจกรรมต่างๆ ของ

ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ได้อย่างถูกต้องและเหมาะสม 
 

4. วิธีด าเนินการ  
4.1 เครื่องมอืและอุปกรณ ์

 4.1.1 เครื่อง LC-MS/MS  ควบคุมการท างานด้วยโปรแกรม Analyst software ซึ่ง
ประกอบด้วย 

  - High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ยี่ ห้ อ 
Shimadzu รุ่ น  20A ป ร ะก อ บ ด้ ว ย  pump, degasser, autosampler, column oven แ ล ะ 
controller 

  - Detector ประเภท Triple Quadrupole Mass Spectrometer ยี่ห้อ 
Applied Biosystem รุ่น API 4000 



 4.1.2 เฟสคงที่ (HPLC column) ยี่ห้อ Phenomenex Luna C18 ขนาด 4.60 x 
150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 3 ไมโครเมตร พร้อม Guard Column 

4.2 สารเคมี 
 4.2.1 สารเคมีเกรด HPLC ได้แก่ acetonitrile (ACN) และ methanol (MeOH) 
 4.2.2 สาร เคมี เก รด  AR ได้ แก่  sodium hydroxide (NaOH), ethyl acetate 

(EtOAc), methanol (MeOH), hexane, ethanol(EtOH), dimethyl sulphoxide (DMSO) และ 
formic acid  

4.3 น้ าขจัดไอออน (Deionized water หรือ น้ าDI) 
4.4 สารมาตรฐาน  
4.4.1 สารมาตรฐาน กลุ่ม benzimidazoles ได้แก่ albendazole (ความบริสุทธิ์ 99.00%), 

febantel (ความบริสุทธิ์ 99.00%), fenbendazole (ความบริสุทธิ์ 98.50%), flubendazole (ความ
บริสุทธิ์  99.87%), levamisole hydrochloride (ความบริสุทธิ์  99.00%), mebendazole (ความ
บริสุทธิ์ 99.70%), oxfendazole (ความบริสุทธิ์ 98.00%) และ thiabendazole (ความบริสุทธิ์ 98.89%) 
สารทุกตัวยี่ห้อ Dr.Ehrenstorfer ยกเว้นสาร mebendazole ยี่ห้อ Fluka 

4.4.2 Internal standard เพื่อใช้ในการค านวณปริมาณความเข้มข้นของสารละลายตัวอย่าง ได้แก่ 
Albendazole-D3 (ยี่ห้อ Witega; ความบริสุทธิ์  99.30%), febantel-D6 (ยี่ห้อ Witega; ความบริสุทธิ์ 
99 .80%), fenbendazole-D3 (ยี่ ห้ อ  Witega; ค วาม บ ริ สุ ท ธิ์  99.00%), flubendazole-D3 (ยี่ ห้ อ 
Witega; ความบริสุทธิ์ 99.00%), levamisole hydrochloride-D5 (ยี่ห้อ TRC; ความบริสุทธิ์ 98.00%), 
mebendazole-D3 (ยี่ห้อ Witega; ความบริสุทธิ์  99.00%), oxfendazole-D3 (ยี่ห้อ Witega; ความ
บริสุทธ์ิ 99.70%) และ thiabendazole-13C6 (ยี่ห้อ Witega; ความบริสุทธ์ิ 99.00%) 
  

 

 

 

4.5 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 4.5.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานตั้งต้น (stock solution) ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เตรียมในตัวท าละลาย dimethyl sulphoxide และเก็บในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 
2-8 องศาเซลเซียส 

 4.5.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานส าหรับใช้งาน (intermediate solution และ 
working solution) เตรียมโดยเจือจางสารละลายมาตรฐานตั้งต้นให้ได้ความเข้มข้นที่ต้องการ ด้วยตัว
ท าละลาย ethanol โดยการเตรียมสารละลายทุกครั้งจะท าการเจือจางไม่เกิน 100 เท่าและน า
สารละลายของแต่ละสาร มาเตรียมโดยแบ่งกลุ่มสารมาตรฐานดังนี้ 

 กลุ่มท่ี 1 สารที่มี MRL: levamisole ความเข้มข้น 500 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

 กลุ่มท่ี 2 สารที่มี MRL: flubendazole ความเข้มข้น 1000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 



 กลุ่มท่ี 3 สารที่ไม่มี MRL: thiabendazole ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

 กลุ่มท่ี 4 สารที่ไม่มี MRL: albendazole, febantel, fenbendazole, mebendazole 
และ oxfendazole ความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

เก็บในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 

4.6 ตัวอย่างที่ศึกษา 
 ตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่ปลอดสาร (blank sample) คือตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่ที่ไม่พบ

สัญญาณในช่วง retention time ของสารกลุ่ม benzimidazoles ทั้งนี้ใช้เป็นตัวแทนของตัวอย่าง
กล้ามเนือ้สัตว์ปีก  
 

4.7 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

เมื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์ได้ตามเกณฑ์ที่เหมาะสมแล้ว จึงท าการยืนยันประสิทธิภาพของวิธี โดย
การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิ เคราะห์ที่ออกแบบและด าเนินการตามขั้นตอนของแนวมติ
คณะกรรมาธิการยุโรป Commission Decision 2002/657/EC ข้อ 4.7.1.1-4.7.1.8 และ 4.7.1.10 
และตามเกณฑ์ของงานวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์และฮอร์โมน กลุ่มตรวจสอบคุณภาพเนื้อสัตว์และ
ผลผลิตจากสัตว์ ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ ข้อ 4.7.1.9 

โดย 1 ชุดการทดสอบประกอบด้วย ตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่ปลอดสาร 7 ตัวอย่างที่ไม่ซ้ ากัน
น ามาเติมสาร กลุ่ม  benzimidazoles ตัวอย่างละ 5 ระดับ ความเข้มข้น  0 MRL/0 PL, 0.5 
MRL/1.0 PL, 1.0 MRL/1.5 PL, 1.5 MRL/2.0 PL และ 2.0 MRL/2.5 PL (0, 5, 10, 15 และ 20 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ส าหรับสาร levamisole (0, 25, 50, 75 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 
ส าห รับ ส าร  flubendazole, (0, 1, 1.5, 2 และ  2.5 ไม โครกรัม ต่ อกิ โลก รัม ) ส าห รับ ส าร 
albendazole, febantel, fenbendazole, mebendazole, oxfendazole และ thiabendazole 
เพ่ือให้ครอบคลุมค่า MRL และเติม internal standard ความเข้มข้น 2.5 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

ท าการวิเคราะห์ทั้งหมด 3 ชุดการทดสอบ (1ชุด/วัน) รวมเป็นระดับความเข้มข้นละ 21 ซ้ า 
ค านวณความเข้มข้นของสาร กลุ่ม benzimidazoles ในแต่ละตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่ เทียบกับตัวอย่าง
กราฟมาตรฐานในตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่ (matrix-matched calibration curve) ที่สกัดในชุดการ
ทดสอบเดียวกัน ระดับความเข้มข้นความเข้มข้น 0 MRL/0 PL, 0.5 MRL/1.0 PL, 1.0 MRL/1.5 PL, 
1.5 MRL/2.0 PL, 2.0 MRL/2.5 PL, 4 MRL/3 PL และ 8 MRL/6 PL (0, 5, 10, 15, 20, 40 และ 
80 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ส าหรับสาร levamisole (0, 25, 50, 75, 100, 200 และ 400 ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัม) ส าหรับสาร flubendazole, (0, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 และ 6 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ) 
ส า ห รั บ ส า ร  albendazole, febantel, fenbendazole, mebendazole, oxfendazole แ ล ะ 
thiabendazole เพ่ือให้ครอบคลุมค่าปริมาณสารที่วิเคราะห์ในตัวอย่าง และทดสอบช่วงความเป็น
เส้นตรงของกราฟมาตรฐานของวิธีวิ เคราะห์  และเติม  internal standard ความเข้มข้น 2.5 
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 



4.7.1 การค านวณและประเมินตามเกณฑ์ของแต่ละพารามิเตอร์ได้ก าหนดในการทดสอบ
ความใช้ได้ ตามแนวมติยุโรป Commission Decision 2002/657/EC ได้แก่ 

 

 4.7.1.1 เกณฑ์การตัดสินผลทดสอบ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (ที่ค่าความ
คลาดเคลื่อนอัลฟา หรือ CC ) 

 - กรณีสารที่มีค่า MRL (Levamisole และ Flubendazole) 
   หาโดยการน าค่าเฉลี่ยความเข้มข้นที่ 1.0 MRL ทั้ง 21 ซ้ ามาค านวณดังนี้ 
              CC = ค่าเฉลี่ยของผลทดสอบ + 1.64 x SD  
 

4.7.1.2 ค่าความสามารถในการตรวจของวิธีทดสอบ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (ที่
ค่าความคลาดเคลื่อนเบต้า หรือ CC ) 

  CC = CC + 1.64 x SD  
 
 - กรณีสารที่ไม่มีค่า MRL (thiabendazole, oxfendazole, mebendazole, albendazole, 
fenbendazole และ febantel) 
  หาโดยการสร้างกราฟเส้นตรงของตัวอย่าง และค านวณ CC ดังนี้ 
  CC = µB + 2.33 x SD  
โดย  µB = ความเข้มข้นที่ก าหนดขึ้นเพ่ือหาค่า a0 
  a0 = ค่าความเข้มข้นบนแกน y ที่ลากเส้นกราฟไปตัด (y-axis intercept) 

 

4.7.1.3 ค่าความแม่น (accuracy) พิจารณาจากร้อยละการกลับคืน (recovery) 

     ร้อยละการกลับคืน      =         ความเข้มข้นที่วิเคราะห์ได้ (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)      

                    ความเข้มข้นที่เติมลงในตัวอย่าง (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

  4.7.1.4 ค่ าความเที่ ยง (Precision) ของค่าการทวนซ้ าของการวัด (repeatability) 
พิจารณาจากค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV) ของแต่ละระดับความเข้มข้น ในชุดการทดสอบ
เดียวกัน (7 ซ้ า) 

  4.7.1.5 ค่าความเที่ยง (Precision) ของค่าการทวนซ้ าได้ของการวัด (within-laboratory 
reproducibility) พิจารณาจากค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV) ของแต่ละระดับความเข้มข้น 
ทั้งหมด 3 ชุดการทดสอบ (21 ซ้ า) 

  4.7.1.6 ค่าความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน linearity of calibration curve) และ
ค่าความเข้มข้นช่วงที่ใช้งาน (working range) 

 พิจารณาเลือกช่วงความเข้มข้นของกราฟมาตรฐานที่มีความเป็นเส้นตรงจากค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient หรือ r) มากกว่า 0.995 (สุจิตตรา พงศ์วิวัฒน์, 2555) เพ่ือ

X 100 
100 



ก าหนดเป็นค่าความเข้มข้นช่วงที่ใช้งานส าหรับการตรวจวิเคราะห์ ดังการเตรียมกราฟมาตรฐานใน
ตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่ 7 ระดับความเข้มข้น ที่กล่าวข้างต้น 

 
                    
                                        
4.7.1.7 ความจ าเพาะหรือความสามารถในการแยกสาร (Specificity) 

เลือกเติมสารมาตรฐานกลุ่ม  carbadox & olaquindox metabolies (เนื่องจากสาร
มาตรฐานกลุ่ม carbadox & olaquindox metabolies มีลักษณะโครงสร้างโมเลกุลใกล้เคียงกับสาร
กลุ่ม benzimidazoles) โดยเติมสารกลุ่ม carbadox & olaquindox metabolies ทั้งหมด  2 สาร 
ลงในตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่  ที่ ระดับความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ถ้าวิธีวิ เคราะห์
ความจ าเพาะต่อสารกลุ่ม benzimidazoles ที่ท าการตรวจวิเคราะห์อยู่ ต้องไม่พบสัญญาณรบกวน 
ของสารมาตรฐานอ่ืนๆ บริเวณ retention time ของสารกลุ่ม benzimidazoles ทั้ง 8 สาร 

4.7.1.8 ความเสถียร (stability) ของสารกลุ่ม benzimidazoles 

 4.7.1.8.1 ความเสถียรของสารกลุ่ม benzimidazoles ในกล้ามเนื้อไก ่

  เตรียมตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่ปลอดสาร 1 ตัวอย่าง น้ าหนัก 1.0 กรัม  จ านวน 10 
หลอด เติมสารมาตรฐานกลุ่ม benzimidazoles ที่ระดับความเข้มข้น 0.5MRL/1PL (ความเข้มข้น 5
ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ส าหรับสาร levamisole, (ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ส าหรับ
สาร flubendazole และ (ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ส าหรับสาร albendazole, 
febantel, fenbendazole, mebendazole, oxfendazole และ thiabendazole  เก็บตัวอย่างไว้
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และท าการวิเคราะห์ครั้งละ 2 หลอดในสัปดาห์ที่ 0  (วิเคราะห์ทันที
หลังจากเตรียมตัวอย่างเสร็จ) สัปดาห์ที่ 2 สัปดาห์ที่ 4 และ สัปดาห์ที่ 20  โดยให้มีค่าความเข้มข้น
ของสัปดาห์ที่ 0 มีค่าร้อยละการกลับคืนเป็น 100 และวิเคราะห์หาความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่
เติมลงไปเทียบกับกราฟมาตรฐานในตัวอย่างกล้ามเนื้อไก่ ที่สกัดในชุดการทดสอบเดียวกัน บันทึกค่า
ความเข้มข้นที่ได้ และค านวณหาความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เหลือ โดยพิจารณาว่ามีความเสถียร 
เมื่อค่าความแม่น (accuracy) จากค่าร้อยละการกลับคืนผ่านเกณฑต์ามตารางที่ 2 

      4.7.1.8.2 ความเสถียรของสารกลุ่ม benzimidazoles ในสารละลาย 

  เตรียมสารละลายมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้นที่ เป็น Working solution เตรียม
ปริมาณมากพอที่จะแบ่งเป็นขวดย่อยได้ประมาณ 40 ขวด ท าการติดฉลากและน ามาทดสอบตาม
สภาวะและเวลาที่ก าหนด ดังตารางที่ 3 เมื่อถึงก าหนดเวลาน าสารมาตรฐานที่เก็บไว้ มาเจือจางให้ได้
ความเข้มข้น ความเข้มข้น 0.5 MRL/1.0 PL (ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ส าหรับสาร 
levamisole, (ความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ส าหรับสาร flubendazole และ (ความ
เข้มข้น  1  ไม โครกรัมต่ อมิ ลลิ ลิ ต ร ) ส าห รับสาร albendazole, febantel, fenbendazole, 
mebendazole, oxfendazole และ thiabendazole และหาความเข้มข้นที่เหลือเทียบกับกราฟ
มาตรฐานที่สร้างจากสารละลายมาตรฐาน ที่เตรียมใหม่วันต่อวัน ระดับความเข้มข้นความเข้มข้น 0 



MRL/0 PL, 0.5 MRL/1.0 PL, 1.0 MRL/1.5 PL, 1.5 MRL/2.0 PL, 2.0 MRL/2.5 PL, 4 MRL/3 
PL และ 8 MRL/6 PL (0, 5, 10, 15, 20, 40 และ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิ ตร ) ส าหรับสาร 
Levamisole (0, 25, 50, 75, 100, 200 และ 400 ต่อมิลลิลิตร) ส าหรับสาร flubendazole, (0, 1, 
1.5, 2, 2.5, 3 แล ะ  6 ไม โค รกรั ม ต่ อ ต่ อมิ ล ลิ ลิ ต ร ) ส าห รั บ ส าร  albendazole, febantel, 
fenbendazole, mebendazole, oxfendazole และ thiabendazole  ท าการวิ เคราะห์ ในชุด
ทดสอบเดียวกันโดยพิจารณาว่ามีความเสถียร เมื่อค่าความแม่น  (accuracy) จากค่าร้อยละการ
กลับคืนผ่านเกณฑ ์ตามตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2 เกณฑ์การประเมินสมรรถนะของวิธีวิเคราะห์ตามแนวมติคณะกรรมาธิการยุโรป  
Commission Decision 2002/657/EC 

ความเข้มข้นของสาร
ในตัวอย่าง 

(ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม) 

ค่าความแม่น                      ค่าความเที่ยง (precision) 
(accuracy)                 (ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน, % CV)  
ช่วงการยอมรับของ 
ค่าเฉลี่ยการกลับคืน 

(ร้อยละ) 

ค่าการทวนซ้ า           ค่าการท าซ้ าได้ของการวัด 
  ของการวัด             (within-laboratory  
(repeatability)         reproducibility) 

    น้อยกว่า 1                      50-120       ต่ าสุดเท่าที่จะเป็นไปได้      ต่ าสุดเท่าที่จะเป็นไปได้ 
 มากว่า 1 ถึง 10                   70-110       ต่ าสุดเท่าที่จะเป็นไปได้      ต่ าสุดเท่าที่จะเป็นไปได้ 
    10 ถึง 100                      80-110                 15                               23 
   100 ถึง 1000                    80-110                 11                              16 
หมายเหตุ อ้างอิงจากคู่มือการพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีทดสอบตามแนวทางมติคณะกรรมการยุโรป 
  2002/657/EC. สุจิตตรา พงศ์วิวัฒน์  .2555 . หน้า 66 -67.  

ตารางที่ 3 แผนการทดลองเพ่ือศึกษาความเสถียรของสารที่สนใจในรูปสารละลาย 

การเก็บรักษา ระยะเวลาการเก็บรักษา 
จ านวนขวด (ขวด) 

- 20 °C 4 °C 25 °C 

เก็บท่ีมืด 

หลังจากเตรียมใหม่ 
สัปดาห์ที่ 1 
สัปดาห์ที่ 2 
สัปดาห์ที่ 4 
สัปดาห์ที่ 20 

2 
2 
2 
2 
2 

2 
2 
2 
2 
2 

2 
2 
2 
2 
2 

เกบ็ที่สว่าง 

หลังจากเตรียมใหม่ 
สัปดาห์ที่ 1 
สัปดาห์ที่ 2 
สัปดาห์ที่ 4 
สัปดาห์ที่ 20 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

2 
2 
2 
2 
2 

หมายเหตุ จะท าการทดสอบที่อุณหภูมิ 4 °C เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่ใช้เก็บสารมาตรฐานระดับ 
Stock Solution, Intermediate Solution และ Working Solution  



4.7.1.9 การค านวณและประเมินตามเกณฑ์ของแต่ละพารามิเตอร์ที่ได้ก าหนดในการ
ทดสอบความใช้ได้ ตามเกณฑ์ของงานวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์และฮอร์โมน  กลุ่มตรวจสอบ
คุณภาพเนื้อสัตว์และผลผลิตจากสัตว์ ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้าปศุสัตว์ อ้างอิงจาก (Corley, 
2003) 

4.7.1.9.1 ค่าต่ าสุดที่สามารถตรวจชนิดสารได้ (Minimum Detection Limit หรือ MDL) 

หาค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน(SD) ของความเข้มข้นที่ระดับ MRL ของ 3 ชุดการ
ทดสอบ (ทั้งหมด 21 ซ้ า) และ ค านวณสถิติโดยใช้ t-test ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % 

                        MDL = t99 (n-1) x SD (เมื่อ Degree of freedom = (n-1)) 

 
4.7.1.9.2 ค่าต่ าสุดที่สามารถยืนยันปริมาณ (Minimum Quantitation Limit หรือ MQL) 

          MQL = 3 x MDL 

4.7.1.10 ทดสอบความทนทานของวิธีทดสอบ (Ruggedness; major change) โดยใช้วิธี
วิเคราะห์สารมาตรฐานกลุ่ม benzimidazoles ในกล้ามเนื้อไก่ ไปวิเคราะห์ตัวอย่างกล้ามเนื้อเป็ด
ปลอดสาร (Blank sample) จ านวน 7 ตัวอย่าง ที่เติมสารมาตรฐานที่ระดับความเข้มข้น 1 MRL/1 
PL จากนั้นทดสอบหาความแตกต่างทางสถิติของทั้งสองตัวอย่าง โดยใช้ F-test และ t-test 
 

5. ผลการทดลอง  
 

5.1 ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ ดังนี้ 
        จากผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์กลุ่ม benzimidazoles 

ในกล้ามเนื้อสัตว์ปีก โดยเทคนิค LC-MS/MS พบว่าวิธีวิเคราะห์นี้สามารถใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ยืนยัน
ชนิดและปริมาณของสารตกค้างกลุ่ม benzimidazoles ในกล้ามเนื้อสัตว์ปีกได้ 7 ชนิด ได้แก่ 
albendazole, febantel, fenbendazole, flubendazole, levamisole, oxfendazole แ ล ะ 
thiabendazole โดยมีความจ าเพาะต่อสารทั้ง 7 ชนิด สามารถตรวจวิเคราะห์สารได้ต่ าสุด (MDL) 
เท่ากับ 0.17, 0.15 , 0.18, 3.48, 1.01, 0.13 และ 0.19 µg/kg ตามล าดับ ระดับความเข้มข้นที่ใช้ใน
การตัดสินว่าค่าสารตกค้างที่ตรวจพบผ่านมาตรฐานหรือไม่ (decision limit, CC) เท่ากับ 0.25, 
0.27, 0.26, 54.70, 11.80, 0.24 และ 0.37 µg/kg ตามล าดับ มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เพ่ือ
ประเมินความเป็นเส้นตรงของ calibration curve ผ่านเกณฑ์การยอมรับ (r  0.995) ช่วงที่ใช้งาน 
(working range) Flubendazole อยู่ ในช่วง 25 - 100 µg/kg, Levamisole อยู่ ในช่วง 5 - 20 
µg/kg, Albendazole, Febantel, Fenbendazole, Oxfendazole แ ล ะ  Thiabendazole อ ยู่
ในช่วง 1 – 2.5 µg/kg  

 ความ เส ถี ย ร ขอ งส ารกลุ่ ม  benzimidazoles ใน กล้ าม เนื้ อ ไก่  พ บ ว่ าส าร  febantel, 
fenbendazole, flubendazole, oxfendazole และ thiabendazole สามารถเก็บอยู่ ในตั วอย่ างที่



อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ได้เป็นระยะเวลา 20 สัปดาห์ (5 เดือน) ส่วนสาร albendazole และ 
levamisole สามารถเก็บอยู่ในตัวอย่างที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ได้เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (1 เดือน) 

 ความเสถียรของสารกลุ่ม benzimidazoles ในสารละลายพบว่าสาร albendazole, febantel, 
fenbendazole, flubendazole, levamisole,  oxfendazole และ thiabendazole สามารถเก็บที่ อุณหภูมิ 
2-8 องศาเซลเซียส ได้เป็นระยะเวลา 20 สัปดาห์ (5 เดือน) ส่วนสาร flubendazole ควรเตรียมใหม่ทุกครั้ง
ก่อนเติมลงในตัวอย่างเพื่อท าการสกัด เนื่องจากช่วงสัปดาห์ที่ 1-4 % ความเข้มข้นของสารละลายลดลงมาก 
เมื่อเปรียบเทียบกับสัปดาห์ที่ 0 

6.สรุปผลการทดลอง 
การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์กลุ่ม benzimidazoles ในกล้ามเนื้อ

สัตว์ปีก โดยเทคนิค LC-MS/MS ค่าที่วัดได้ทุกพารามิเตอร์ผ่านตามเกณฑ์มาตรฐานสากลของสหภาพ
ยุโรป CD2002/657/EC วิธีนี้จึงมีประสิทธิภาพบรรลุตามวัตถุประสงค์ สามารถใช้เป็นวิธีวิเคราะห์สาร
ตกค้างยาสัตว์กลุ่ม benzimidazoles ในกล้ามเนื้อสัตว์ปีก โดยเทคนิค LC-MS/MS ในการเฝ้าระวัง
สารตกค้างของกรมปศุสัตว์ได้ 

7.ข้อเสนอแนะ 
 วิธีวิ เคราะห์ที่ผ่านการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิ เคราะห์ ในครั้งนี้  ยังไม่ครอบคลุม 
metabolites ของสารในกลุ่มนี้ ดังนั้นควรมีการพัฒนาวิธีเพ่ือน าวิธีที่ได้มาทดสอบความใช้ได้ของวิธี
วิเคราะห์เพ่ือให้สามารถตรวจวิเคราะห์สารให้ครอบคลุม metabolites ของสาร และควรทดสอบ
ความเสถียรของสารให้ครอบคลุมทุกช่วงอุณหภูมิตามแผนที่ก าหนดไว้ 
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