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การพฒันาและพสูิจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ยืนยันชนิดและปริมาณสารตกค้างยาปฏิชีวนะ    

โคลสิตินในกล้ามเน้ือไก่ โดยเทคนิค Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry 

(LC-MS/MS) 

อภิชญา สังข์ทอง1 พิชญา ไผทสิทธ์ิ1 

บทคัดย่อ 

การพฒันาและพิสูจน์ความใช้ไดข้องวิธีวิเคราะห์โคลิสตินในกลา้มเน้ือไก่ ไดด้ าเนินการ

พฒันาวิธีวิเคราะห์จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับตรวจวิเคราะห์โคลิสติน ไดแ้ก่ ตวัท า

ละลาย การวดัมวลต่อประจุส าหรับเทคนิค LC-MS/MS และการเปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอน

การสกัดด้วยคอลัมน์การแยกด้วยเฟสของแข็งชนิด Hydrophilic-Lipophilic Balance และ Weak 

Cation-Exchange ผลการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่โคลิสตินละลายเป็นเน้ือเดียวกนัในตวัท าละลายท่ีเป็น

สารละลายผสมระหวา่งอะซีโตไนไตรลแ์ละน ้าขจดัไอออน อตัราส่วนต่อปริมาตร 1 ต่อ 4 โคลิสติน

แตกตัวเป็นไอออนได้ดีในรูปประจุ 3+ ด้วยแหล่งก าเนิดแบบ Electrospray Ionization ส าหรับ

เทคนิค LC-MS/MS และสารสกดัท่ีเหมาะสมคือสารละลายผสมระหว่างกรดไตรคลอโรอะซิติค

และอะซีโตไนไตรล์ อตัราส่วนต่อปริมาตร 2 ต่อ 3 และเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนการ

สกัดด้วยคอลมัน์การแยกด้วยเฟสของแข็งพบว่าชนิด Weak Cation-Exchange สามารถแยกสาร    

โคลิสตินและก าจดัส่ิงรบกวนในตวัอย่างได้ดีกว่า วิธีวิเคราะห์ท่ีได้รับการพฒันาขึ้นน้ีได้รับการ

ยืนยนัประสิทธิภาพโดยผ่านการพิสูจน์ความใช้ไดข้องวิธีวิเคราะห์ท่ีออกแบบและด าเนินการตาม

ขั้นตอนของแนวมติคณะกรรมาธิการยุโรป Commission Decision 2002/657/EC สรุปได้ว่าการ

วิเคราะห์ยืนยนัชนิดและปริมาณของสารตกคา้งยาปฏิชีวนะโคลิสตินในกล้ามเน้ือไก่ สามารถ

วิเคราะห์แยกชนิดและระบุปริมาณยาสัตวต์กคา้งโคลิสตินเอและบีได ้ในช่วงความเขม้ขน้ของกราฟ

มาตรฐานท่ีมีความเป็นเส้นตรงของโคลิสตินรวม เท่ากบั 75-450 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และวิธีน้ีมี

ความไวเพียงพอท่ีจะวดัปริมาณสารท่ีระดบั 75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมซ่ึงเป็นปริมาณคร่ึงหน่ึงของ

สารตกคา้งสูงสุดท่ีอนุญาตให้มีได้ในกลา้มเน้ือไก่ โดยมีค่าเกณฑ์การตดัสินผลทดสอบท่ีระดับ

ความเช่ือมัน่ 95 % (CCα) เท่ากบั 165.4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ผลจากงานวิจยัน้ีจึงสอดคลอ้งกบั
ขอ้ก าหนดของสหภาพยุโรป และสามารถน าไปตรวจสารตกคา้งยาปฏิชีวนะโคลิสตินในกลา้มเน้ือ

ไก่ ตามแผนเฝ้าระวงัสารตกคา้งประจ าปีของกรมปศุสัตว ์ตามวตัถุประสงคท่ี์ตั้งไว ้
ค าส าคัญ : การพฒันาวิธีวิเคราะห์ การพิสูจน์ความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์ โคลิสติน กลา้มเน้ือไก่ LC-MS/MS 
เลขทะเบียนวิชาการ : 62(2)-0404-086 
1กลุ่มตรวจสอบคุณภาพเน้ือสัตวแ์ละผลผลิตจากสัตว ์ส านกัตรวจสอบคุณภาพสินคา้ปศุสัตว ์ 
91 หมู่ 4 ถนนติวานนท ์ต าบลบางกะดี อ าเภอเมือง จงัหวดัปทุมธานี 12000 
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Development and validation of confirmatory method of colistin in chicken muscle  

by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) 

Apichaya Sungthong1  Pichaya Phataisit1  

Abstract 

 Method development of confirmatory method of colistin or polymyxin E in chicken 

muscle was done by optimization of various factors including solvents, mass-per-charge (m/z) of 

colistin fragmentations and type of Solid-Phase Extraction between Hydrophilic-Lipophilic 

Balance and Weak Cation-Exchange. The results of method development showed that colistin 

dissolved well in mixture of acetonitrile and deionized water (1:4, volume by volume). Major 

fragmentations of molecule were founded in triply charged ions with Electrospray Ionization (ESI) 

on LC-MS/MS. Extraction solvent was mixture of trichloroacetic acid and acetonitrile (2:3, volume 

by volume). The best resolution of chromatogram was obtained by using WCX in Solid-Phase 

Extraction procedure. The developed method was ensured by method validation procedures of 

European Commission Decision 2002/657/EC on LC-MS/MS. The overall research showed that 

the method achieved the performance of identification and quantification of colistin A and colistin 

B in chicken muscle within the working range of calibration curve from 75 to 450 microgram per 

kilogram of sum colistin. It was sensitive enough to quantify concentration of compounds at             

75 microgram per kilogram which is half of Maximum Residue Limit (MRL). The decision limit 

at 95 % confidence level was 165.4 microgram per kilogram of sum colistin. The accuracy and 

precision met criteria of Commission Decision 2002/657/EC. This research can be applied to 

national residue monitoring program of Department of Livestock Development for determination 

and quantitatively confirmation of method colistin A, colistin B and sum colistin residues in chicken 

muscle, which fulfils the objective of this experiment. 

 

Keyword : Method development Method Validation Colistin Chicken muscle LC-MS/MS  

Scientific No. : 62(2)-0404-086 
1 Veterinary Public Health Laboratory, Bureau of Quality Control of Livestock Products  

91 Moo. 4 Tiwanont  Bangkadi Mueang Pathumthai 12000  
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บทน า 

 colistin หรือ polymyxin E ถูกน ามาใชเ้ป็นยาปฏิชีวนะท าลายเช้ือแบคทีเรียชนิดแกรมลบ 

เ ช่น  Escherichia coli, Salmonella spp., Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

spp. และ Enterobacter spp. (Falagas and Kasiakou, 2005) ในทางปศุสัตว์ colistin เร่ิมถูกใช้ตั้งแต่ 

พ.ศ. 2493 (European Medicines Agency, 2016) เป็นยารักษาภายใตก้ารควบคุมของสัตวแพทย ์เพื่อ

ยบัย ั้งการติดเช้ือแบคทีเรียแกรมลบในล าไส้หรืออาการทอ้งเสียรุนแรงจากเช้ือแบคทีเรียของสุกร 

เป็ด ไก่ และววั ส าหรับสหภาพยุโรปซ่ึงเป็นกลุ่มประเทศผูน้ าเขา้สินคา้ปศุสัตวไ์ทยรายส าคญั ได้

ก าหนดปริมาณสารตกค้างสูงสุด (Maximum Residue Limit หรือ MRL) ท่ีก าหนดให้พบได้ใน

สินคา้ปศุสัตว ์ส าหรับ colistin ในกลา้มเน้ือสัตวเ์พื่อการบริโภคทุกชนิด ท่ีค่า 150 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม (European Commission, 2009) Codex Alimentarius Commission (2018) และ Japan Food 

Chemical Research Foundation (2011) ได้ก าหนดค่า MRL ของ colistin ท่ี เป็นผลรวมระหว่าง 

colistin A และ colistin B ในกล้ามเน้ือไก่ท่ี 150 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงค่า MRL ดังกล่าว

สอดคลอ้งกบัประกาศกรมปศุสัตว ์เร่ือง ก าหนดมาตรฐานสารตกคา้งส าหรับสินคา้ปศุสัตว ์(กรมปศุ

สัตว ์กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2549) 

ส่วนการใช้ colistin ในมนุษย ์การศึกษาทางการแพทย์เร่ืองความสามารถของ colistin ใน

การก าจดัเช้ือแบคทีเรียในมนุษยพ์บวา่ colistin มีผลขา้งเคียงท่ีอนัตราย เช่น เป็นพิษต่อไตและระบบ

ประสาท จึงเลือกท่ีจะใช้ยาปฏิชีวนะกลุ่มอ่ืนท่ีมีความปลอดภัยมากกว่า  colistin จนกระทั่ง           

พ.ศ. 2530 colistin ได้ถูกน ากลบัมาใช้ในการรักษาอีกคร้ัง โดยได้รับการจดัอนัดับเป็นยาขนาน

สุดทา้ยส าหรับการรักษาการติดเช้ือแบคทีเรียด้ือยา (วิษณุ, 2551; นิธิมา และคณะ, 2558) แต่ปัจจุบนั

ประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะลดลงอย่างมากเพราะแบคทีเรียมีการปรับตวัให้ด้ือต่อยาปฏิชีวนะ

ตลอดช่วง 30 ปีท่ีผ่านมา ในขณะท่ีไม่มียาปฏิชีวนะตวัใหม่ๆ มาใชแ้ทนท่ีตวัเดิมซ่ึงมีประสิทธิภาพ

ลดลง จึงท าให้เกิดปัญหาในการด้ือยา ส าหรับประเทศไทย มีปัญหาการด้ือยาจากเช้ือแบคทีเรียท่ี

เป็นปัญหาในการเล้ียงสัตวแ์ละในอาหาร คือ Escherichia coli, Campylobacter spp. และ Salmonella 

spp. ซ่ึงเป็นเช้ือด้ือยาท่ีส าคญัจากการจดัอนัดบัจากองคก์ารอนามยัโลก (คณะกรรมการประสานและ

บูรณาการงานด้านการด้ือยาต้านจุลชีพ, 2559) นอกจากน้ี Liu et al. (2015) ยงัค้นพบยีนด้ือยา  

MCR-1 ซ่ึงเป็นยีนท่ีบ่งช้ีการด้ือยา colistin ในฟาร์มสุกรในประเทศจีน และเป็นยีนท่ีสามารถส่งต่อ

ยนีด้ือยาขา้มสายพนัธุ์ได ้(horizontal transferable resistance) 
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รายงานของ European Medicines Agency (2016) ยงัระบุไวว้่าปัจจยัส าคญัในการพิจารณา

และประเมินความเส่ียงในการส่งต่อเช้ือด้ือยาจากสัตว์สู่คน คือเน้ือสัตว์และผลิตภณัฑ์จากสัตว์ 

ถึงแมว้่าปัจจุบนัจะยงัไม่มีหลกัฐานท่ีชัดเจนว่ามีการส่งต่อเช้ือด้ือยา colistin จากสัตว์สู่คนก็ตาม    

อีกทั้งแผนยุทธศาสตร์การจดัการการด้ือยาตา้นจุลชีพประเทศไทย พ.ศ. 2560–2564 ยงัระบุไวใ้ห้ 

colistin เป็นยาต้านจุลชีพท่ีมีผลกระทบส าคัญต่อมนุษย์และสัตว์  ท่ีใช้เป็นสัญญาณเตือน

ระดบัประเทศอีกดว้ย (คณะกรรมการประสานและบูรณาการงานดา้นการด้ือยาตา้นจุลชีพ, 2559) 

ทางดา้นการปศุสัตว ์สัตวปี์กเป็นสินคา้ส่งออกส าคัญของประเทศไทยไปยงัประเทศคู่คา้

อ่ืนๆ เช่น สหภาพยุโรป หรือ ญ่ีปุ่ น ซ่ึงสหภาพยุโรปไดก้ าหนดว่าประเทศท่ีจะส่งสินคา้ปศุสัตวไ์ป

ยงัสหภาพยุโรป จะตอ้งมีแผนเฝ้าระวงัสารตกคา้งประจ าปีท่ีผ่านการเห็นชอบจากคณะกรรมาธิการ

ยุโรป ตามขอ้ก าหนด Council Directive 96/23/EC (European Commission, 1996) ซ่ึงแผนนั้นเลือก

ท่ีจะตรวจสารตกคา้งยาปฏิชีวนะ colistin ในกลา้มเน้ือไก่ เพื่อป้องกนัผลกระทบต่อสุขภาพคน  

จากรายงานการศึกษาการตรวจสารตกคา้งยาปฏิชีวนะ colistin ในกลา้มเน้ือไก่ พบว่าสาร

มาตรฐาน colistin สามารถเตรียมได้ในตวัท าละลายหลายชนิด เช่น สารละลาย 2-propanol และ    

น ้ า DI (Govaerts et al., 2002) hydrochloric acid (Decolin et al., 1997) หรือน ้ า DI เพียงอย่างเดียว 

(Qin et al., 2018)  

ส่วนเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ colistin Decolin et al., 1997 ศึกษาการตรวจวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค  HPLC-fluorescence ซ่ึ ง มีขั้ นตอนการ เต รียมสาร  ortho-Phthalaldehyde (OPA) และ                                

2-mercaptoethanol เพื่อท าให้เกิดอนุพนัธ์ของ colistin ให้มีคุณสมบติัเหมาะสมกบัการตรวจวดัดว้ย

เทคนิคน้ี ซ่ึงต้องใช้เวลาในการเตรียมทั้ งส้ิน 12 ชั่วโมงก่อนท่ีจะสามารถน ามาวิเคราะห์ได้      

เทคนิค Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS) เป็นเทคนิคท่ีวดัมวล

ต่อประจุของสารท่ีมีความแม่นย  า ได้แก่ precursor ion และ product ion ซ่ึงใช้ส าหรับยืนยนัชนิด

และปริมาณของสารได้โดยตรง ไม่ตอ้งเปล่ียนสาร colistin เป็นสารอนุพนัธ์ จึงท าให้ใช้เวลาการ

ทดสอบสั้นลง จึงเป็นอีกวิธีท่ีมีประสิทธิภาพและความน่าเช่ือถือของผลวิเคราะห์มากกวา่และเป็นท่ี

ยอมรับระดบัสากล (Boison et al., 2015, Sin et al., 2005, Qin et al., 2018 และ Wan et al., 2006) ซ่ึง

สาร colistin สามารถแตกตัวเป็น precursor ion ได้หลายประจุ ส าหรับเทคนิค LC-MS/MS ท่ีมี

แหล่งก าเนิดเป็น Electrospray ionization โดย precursor ion ของประจุ 1+ ของ colistin A และ 

colistin B ได้แก่  1169 และ 1155 ตามล าดับ  ให้ค่ าความไวต ่ า สุด  (Qin et al., 2018)  และเ ม่ือ

เปรียบเทียบกบัประจุ 2+ และ 3+ Sin et al. (2005) และ Boison et al. (2015) ระบุว่า precursor ion 
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ของประจุ 2+ มีค่าความไวสูงสุด ไดแ้ก่ 586 และ 578 ส าหรับ colistin A และ colistin B ตามล าดบั 

แต่อยา่งไรก็ตาม ยงัมีรายงานว่า precursor ion ค่า 385 และ 380 ท่ีเป็นประจุ 3+ ใหค้่าสัญญาณสูงสุด

ในการตรวจ colistin A และcolistin B ตามล าดบั (Wan et al., 2006) และ (Qin et al., 2018) 

ส าหรับขั้นตอนการสกัดสารตกคา้ง colistin ในตวัอย่างออกจากส่ิงรบกวน สามารถใช้

คอลมัน์การแยกดว้ยเฟสของแข็งชนิด (SPE) ชนิด Hydrophilic-Lipophilic Balance ได ้(Sin et al., 

2005)  และ  (European Union Reference Laboratory, 2016) แต่ก็ มี ง านวิ จัย ท่ีแสดงให้ เ ห็นว่า           

สารตกคา้ง colistin ในตวัอย่างสามารถสกัดได้ด้วยคอลมัน์การแยกด้วยเฟสของแข็งชนิด Weak 

Cation-Exchange ไดเ้ช่นกนั (Qin et al., 2018) 

กลุ่มตรวจสอบคุณภาพเน้ือสัตว์และผลผลิตจากสัตว์ ส านักตรวจสอบคุณภาพสินค้า        

ปศุสัตว ์ในฐานะผูต้รวจสอบสินคา้ปศุสัตวใ์หมี้คุณภาพต่อผูบ้ริโภคทั้งภายในและต่างประเทศ และ

ยกระดบัขีดความสามารถในการตรวจสอบให้เป็นมาตรฐานระดบัสากล จึงเห็นความส าคญัในการ

พฒันาวิธีวิเคราะห์ยนืยนัชนิดและปริมาณสารตกคา้งยาปฏิชีวนะ colistin ในกลา้มเน้ือไก่ งานวิจยัน้ี

จึงเร่ิมตน้วางแผนศึกษาตั้งแต่การเลือกตัวท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีท าให้ colistin ละลายเป็นเน้ือ

เดียวกนั บรรจุภณัฑท่ี์เหมาะสมในการเก็บ colistin เพื่อรักษาปริมาณและความเสถียรของสาร โดย

อาศัยหลักการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS/MS ท่ีเหมาะสมส าหรับการยืนยนัชนิดและ

ปริมาณสาร ซ่ึงตอ้งศึกษาค่ามวลต่อประจุส าหรับการตรวจวดัท่ีเหมาะสม เพื่อให้ได้ค่าสัญญาณ

สูงสุด และเปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนการสกัดแยกดว้ยคอลมัน์การแยกด้วยเฟสของแข็ง 

ระหว่างชนิด Hydrophilic-Lipophilic Balance ตามวิธีของ European Union Reference Laboratory, 

2016 กบั Weak Cation-Exchange ตามวิธีของ Qin et al., 2018 

หลงัจากพฒันาวิธีวิเคราะห์ได้ตามเกณฑ์ท่ีเหมาะสมแล้ว ผูว้ิจยัจึงวางแผนพิสูจน์ความ

ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์สารตกคา้ง  colistin ในกลา้มเน้ือไก่ โดยเทคนิค LC-MS/MS ให้มีความไว

เพียงพอท่ีจะตรวจสารตกคา้งดงักล่าวอยา่งนอ้ยท่ีระดบัความเขม้ขน้คร่ึงหน่ึงของปริมาณสารตกคา้ง

สูงสุดท่ียอมให้มีไดใ้นกลา้มเน้ือไก่ และสามารถยืนยนัชนิดและปริมาณของ colistin ได ้โดยมีค่า

ความแม่น (accuracy) ค่าความเ ท่ียง (precision) ผ่านตามแนวมติคณะกรรมาธิการยุโรป 

Commission Decision 2002/657/EC เพื่อเป็นการยืนยนัประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห์ให้มีความ

ถูกตอ้ง น่าเช่ือถือ สอดคลอ้งกบัขอ้ก าหนดสากล และสามารถน าไปใช้ในการเฝ้าระวงัและตรวจ

ติดตามการตกคา้งของยาตา้นจุลชีพในแผนเฝ้าระวงัสารตกคา้งประจ าปีของกรมปศุสัตว ์และมีผล

เก้ือกูลกบัยทุธศาสตร์การจดัการการด้ือยาตา้นจุลชีพของประเทศไทย 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

1. สารเคมีและสารมาตรฐาน 

1.1 สารเคมี 

1.1.1 สารเคมีเกรด HPLC ไดแ้ก่ acetonitrile (ACN) และ methanol (MeOH) 

1.1.2 สารเคมีเกรด AR ไดแ้ก่ methanol (MeOH), sodium hydroxide (NaOH), 2-propanol, 

formic acid, trifluoroacetic acid (TFA), trichloroacetic acid (TCA), hydrochloric acid (HCl) และ 

ethylene glycol 

1.1.3 น ้าขจดัไอออน (Deionized water หรือ น ้า DI) 

1.2 สารมาตรฐาน 

สารมาตรฐาน colistin ท่ีมีองคป์ระกอบหลกัเป็น colistin A หรือ polymyxin E1 และ colistin B 

หรือ polymyxin E2 และใช้สารมาตรฐาน polymyxin B เป็น internal standard เพื่อการค านวณ

ปริมาณความเขม้ขน้ของสาร colistin ในสารละลายตวัอย่าง ทั้ง 2 สารยี่ห้อ European Directorate 

for the Quality of Medicine & HealthCare (EDQM)  

ตารางท่ี 1 อตัราส่วนปริมาณองคป์ระกอบของสาร colistin A, colistin B ใน colistin รวม ในแต่ละ    

ระดบัความเขม้ขน้ 

ความเข้มข้นของ 
 colistin รวม 

(ไมโครกรัมต่อกโิลกรัม) 

ความเข้มข้น colistin  
(ไมโครกรัมต่อกโิลกรัม) 

colistin 
A 

colistin  
B 

0 0 0 
75 43 32 

150 86 64 

225 129 96 

300 172 128 

450 258 192 

 



7 
 

2. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

2.1  เคร่ือง LC-MS/MS ควบคุมการท างานดว้ยโปรแกรม LabSolutions ซ่ึงประกอบดว้ย 

2.1.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ยี่ ห้ อ Shimadzu รุ่ น 20A 

ประกอบดว้ย pump, degasser, autosampler, column oven และ controller  

2.1.2 Detector ประเภท Triple Quadrupole Mass Spectrometer ยีห่อ้ Shimadzu รุ่น 8050 

2.2  เฟสคงท่ี (HPLC column) ยีห่อ้ Phenomenex ชนิด Kinetex C18 ขนาด 4.6 x 50 มิลลิเมตร

ขนาดอนุภาค 2.6 ไมโครเมตร 

2.3 SPE ขนาดบรรจุ 3 มิลลิลิตร น ้ าหนักเฟสของแข็ง 60 มิลลิกรัม จ านวน 2 ชนิด ได้แก่ 

Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) ยี่ห้อ  Waters และ  Weak Cation-Exchange (WCX) ยี่ห้อ 

Waters  

3.  ตัวอย่างที่ศึกษา 

ตัวอย่างกล้ามเน้ือไก่ปลอดสาร (blank sample) คือตัวอย่างกล้ามเน้ือไก่ท่ีไม่พบสัญญาณ

ในช่วง retention time ของ colistin  

4. การพฒันาวิธีวิเคราะห์ 

4.1 การศึกษาตวัท าละลาย  

เตรียมสารละลายมาตรฐาน colistin ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

และน าสารละลายไปใส่ในอ่างคล่ืนความถ่ีสูงอลัตร้าซาวด์ (ultrasonic bath) เพื่อเพิ่มความสามารถ

ในการละลาย โดยเปรียบเทียบความสามารถในการท าละลายระหว่างตวัท าละลาย 7 ชนิด ท่ีท าให้

สาร colistin ละลายไดดี้และเป็นเน้ือเดียวกนั ไดแ้ก่  

4.1.1 น ้า DI  

4.1.2 Hydrochloric acid ความเขม้ขน้ 0.01 โมลาร์  

4.1.3 Formic acid ในตวัท าละลายน ้า ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 

4.1.4 สารละลายผสมระหวา่ง ACN และ TFA อตัราส่วน 1 ต่อ 4  

4.1.5 สารละลายผสมระหวา่ง ACN และน ้า DI อตัราส่วน 1 ต่อ 4  

4.1.6 สารละลายผสมระหวา่ง MeOH และน ้า DI อตัราส่วน 1 ต่อ 4 และ  

4.1.7 สารละลาย 2-propanol และน ้า DI อตัราส่วน 1 ต่อ 1   
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4.2 การศึกษาค่ามวลต่อประจุท่ีเหมาะสมของ colistin ส าหรับเทคนิค LC-MS/MS 

เตรียมสารละลาย colistin ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในตวัท าละลายท่ีเหมาะสม ฉีด

เขา้ส่วน Mass Spectrometer โดยตรง เลือกแหล่งก าเนิดไอออนแบบ Electrospray ionization (ESI) 

ท่ีตรวจวดัประจุบวก ท าการปรับค่าพลงังานในการแตกตวั (Collision Energy, CE หน่วย โวลต์) 

เพื่อใหไ้ดค้่า precursor ion และ product ion ท่ีมีสัญญาณสูงสุด 

4.3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนการสกดัดว้ย SPE 2 ชนิด 

เม่ือได้ค่า precursor ion และ product ion ท่ีมีสัญญาณสูงท่ีสุดแล้ว น าตัวอย่างกล้ามเน้ือไก่
ปลอดสาร จ านวน 7 ตวัอย่างท่ีไม่ซ ้ ากนั มาเติมสาร colistin ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 75 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัมซ่ึงเป็นระดับความเขม้ขน้คร่ึงหน่ึงของค่า MRL และเติม internal standard ความเขม้ขน้ 
125 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และท าการสกดัดว้ย SPE 2 ชนิด ดงัน้ี 

4.3.1 วิธีท่ี 1 ใช้ SPE ชนิด Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) (ดัดแปลงจากวิธีของ
European Union Reference Laboratory, 2016) 

น าตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ท่ีผ่านการบดและผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั น ้ าหนกั 2 กรัม มาสกดั

ดว้ยสารละลายผสมระหวา่ง MeOH และน ้า DI อตัราส่วนโดยปริมาตร 1 ต่อ 1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

และเขยา่ใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer เป็นระยะเวลา 20 วินาที เติม HCl ความเขม้ขน้ 6 โมลาร์ 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขย่าอีก 20 นาที น าไปป่ันเหว่ียงอีกคร้ังท่ีแรงหนีศูนยก์ลางสัมพทัธ์ 3,000 g 

อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที เจือจางสารสกดัดว้ยน ้ า DI ปริมาตร 15 มิลลิลิตร 

และรอเทสารสกดัทั้งหมดลงใน SPE ชนิด HLB ซ่ึงประกอบไปดว้ย 3 ขั้นตอน ไดแ้ก่ 

1. ขั้นตอนการปรับสภาพ SPE ด้วย MeOH และน ้ า DI ปริมาตรอย่างละ 3 มิลลิลิตร 
ตามล าดบั และเทสารสกดัทั้งหมดท่ีเจือจางแลว้ลงใน SPE 

2. ขั้นตอนการชะล้างส่ิงเจือปนอ่ืนๆ ด้วยสารละลายผสมระหว่าง MeOH และน ้ า DI 
อตัราส่วนโดยปริมาตร 5 ต่อ 95 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และทิ้งไว ้20 นาทีภายใตร้ะบบสุญญากาศ 
เพื่อใหเ้ฟสของแขง็ใน SPE แหง้  

3. ขั้นตอนการชะสารตกคา้ง colistin ด้วยสารละลายผสมระหว่าง MeOH และ formic 
acid ร้อยละ 0.2 ในน ้า DI อตัราส่วนโดยปริมาตร 9 ต่อ 1 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 

 เม่ือได้สารตกคา้ง colistin แลว้ เติมสารละลายผสมระหว่าง ethylene glycol และ MeOH 
อตัราส่วน 1 ต่อ 9 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เพื่อเป็นการรักษาสภาพโมเลกุลของ colistin ให้เสถียรใน
ตวัท าละลาย น าไประเหยแห้งดว้ยแก๊สไนโตรเจน ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และเติมสารละลาย 
formic acid ร้อยละ 0.2 ในน ้ า DI กับ สารละลาย formic acid ร้อยละ 0.2 ใน ACN อตัราส่วนโดย
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ปริมาตร 9 ต่อ 1 ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร น าสารละลายทั้งหมดไปกรองด้วยกระดาษกรองชนิด
ไนลอน ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใส่ใน vial สีชา ชนิดท่ีมี insert 

4.3.2 วิธีท่ี 2 ใชก้บั SPE ชนิด Weak Cation-Exchange (WCX) (ดดัแปลงจากวิธีของ Qin et 
al., 2018) 

น าตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ท่ีผ่านการบดและผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั น ้ าหนกั 2 กรัม มาสกดั
ดว้ยสารละลายผสมระหว่าง TCA และ ACN อตัราส่วนโดยปริมาตร 2 ต่อ 3 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
และเขย่าให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer เป็นระยะเวลา 20 วินาที หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหว่ียงท่ี
แรงหนีศูนยก์ลางสัมพทัธ์ 9,391 g อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที เทส่วนใสเก็บ
ไว ้และสกดัซ ้ าอีกคร้ัง เทส่วนใสรวมกบัส่วนแรกท่ีเก็บไว ้และปรับ pH ให้ไดค้่า 9.0 ดว้ย NaOH 
ความเขม้ขน้ 10 โมลาร์ น าไปป่ันเหว่ียงอีกคร้ังท่ีแรงหนีศูนยก์ลางสัมพทัธ์ 9,391 g อุณหภูมิ 2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และรอเทสารสกดัทั้งหมดลงใน SPE ชนิด WCX ซ่ึงประกอบไปดว้ย    
3 ขั้นตอน ไดแ้ก่  

1.  ขั้นตอนการปรับสภาพ SPE ด้วย MeOH และน ้ า DI ปริมาตรอย่างละ 3 มิลลิลิตร 
ตามล าดบั และเทสารสกดัทั้งหมดท่ีป่ันเหว่ียงแลว้ลงใน SPE  

2.  ขั้นตอนการชะลา้งส่ิงเจือปนอ่ืนๆ ดว้ย น ้า DI MeOH และ formic acid ในน ้า DI ความ
เขม้ขน้ร้อยละ 5 ปริมาตรอยา่งละ 3 มิลลิลิตร ตามล าดบั  

3. ขั้นตอนการชะสารตกคา้ง colistin ดว้ยสารละลาย formic acid ในตวัท าละลาย MeOH 
ความเขม้ขน้ร้อยละ 20 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  

เม่ือไดส้ารตกคา้ง colistin แลว้ น าไประเหยแห้งดว้ยแก๊สไนโตรเจน ท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ใหเ้หลือตวัท าละลายปริมาตรโดยประมาณ 200 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นปรับปริมาตรสาร
ตกคา้งดว้ยน ้ า DI ให้มีปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปเขย่าเป็นเวลา 1 นาที ตามดว้ยป่ันเหว่ียงดว้ยแรง
หนีศูนยก์ลางสัมพทัธ์ 14,024 g อุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และกรองดว้ยกระดาษ
กรองชนิดไนลอน ขนาด 0.2 ไมโครเมตรใส่ใน vial สีชา ชนิดท่ีมี insert 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนการสกดัดว้ย SPE 2 ชนิด โดยค านวณความเขม้ขน้ของ 
colistin ในตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ทั้ง 7 ตวัอย่างจากการเทียบกบักราฟมาตรฐานในตวัอย่างกลา้มเน้ือ
ไก่ (matrix-matched calibration curve) ท่ีสกัดด้วยวิธีเดียวกัน ระดับความเขม้ขน้ 0, 75, 150, 225 
และ 300 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และน ามาค านวณค่าความแม่น (accuracy) จากร้อยละการกลบัคืน 
(recovery) และค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (%CV) จาก repeatability ดังสูตรข้อ 5.5 และ
พิจารณาตามเกณฑก์ารประเมินสมรรถนะดงัตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 เกณฑก์ารประเมินสมรรถนะของวิธีวิเคราะห์ตามแนวมติคณะกรรมาธิการยุโรป        
Commission Decision 2002/657/EC 

ความเข้มข้นของสาร
ในตัวอย่าง  

(ไมโครกรัมต่อ
กโิลกรัม) 

ค่าความแม่น 
(accuracy) 

ค่าความเท่ียง (precision)  
(ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน, %CV) 

ช่วงการยอมรับของ 
ค่าเฉลีย่การกลบัคืน 

(ร้อยละ) 

ค่าการทวนซ ้าของ
การวัด 

(repeatability) 

ค่าการท าซ ้าได้ของการ
วัด (within – laboratory 

reproducibility) 
10 ถึง 100  

80-110 
15 23 

100 ถึง 1000  11 16 
หมายเหต ุ อา้งอิงจากคู่มือการพิสูจนค์วามใชไ้ดข้องวิธีทดสอบตามแนวทางมติคณะกรรมการยโุรป. 

2002/657/EC. สุจิตตรา พงศวิ์วฒัน์. 2555. หนา้ 66-67. 

โดยท าการศึกษาการเปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนการสกดัดว้ย SPE 2 ชนิด ภายใต้

สภาวะของเคร่ือง HPLC และ Mass Spectrometer ดงัน้ี 

1. สภาวะเคร่ือง HPLC 

1.1 เฟสคงท่ี (HPLC column)  ได้แก่  Phenomenex Kinetex ชนิด C18 ขนาด 4.6 x 50 

มิลลิเมตร 2.6 ไมโครเมตร อุณหภูมิของ HPLC column 40 องศาเซลเซียส 

1.2 เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ไดแ้ก่ สารละลายผสมระหวา่ง ขวด A สารละลาย formic 

acid ร้อยละ 0.1 ในตวัท าละลายน ้ า DI และขวด B สารละลาย formic acid ร้อยละ 0.1 ในตวัท า

ละลาย ACN ตามอตัราส่วนและเวลาดงัตารางท่ี 3 โดยอตัราการไหล 400 ไมโครลิตรต่อต่อนาที 

ปริมาตรต่อ vial ท่ีใชว้ิเคราะห์ผา่น HPLC column 5 ไมโครลิตร ระยะเวลาการวิเคราะห์ 8 นาที  

ตารางท่ี 3 อตัราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ีต่อเวลา  
 

ช่วงเวลา  
(นาที) 

อตัราส่วนสารละลายผสม 
ขวด A (ร้อยละ) 

อตัราส่วนสารละลายผสม 
ขวด B (ร้อยละ) 

0.00 90 10 
0.50 90 10 
4.50 40 60 
5.00 40 60 
5.10 90 10 
8.00 90 10 



11 
 

2. สภาวะของเคร่ือง Mass Spectrometer  
   แหล่งก าเนิดไอออน   : Electrospray Ionization 
   ขั้ว     : Positive 
   อตัราการไหลของ nebulizing gas  : 3 ลิตรต่อนาที 
   อตัราการไหลของ heating gas  :        10 ลิตรต่อนาที 
   อตัราการไหลของ drying gas  : 10 ลิตรต่อนาที 
   อุณหภูมิของ interface   :         300 องศาเซลเซียส 
   อุณหภูมิของ DL    :        250 องศาเซลเซียส 
   อุณหภูมิของ heat block   :        400 องศาเซลเซียส 
 
5. การพสูิจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

เม่ือพฒันาวิธีวิเคราะห์ไดต้ามเกณฑ์ท่ีเหมาะสมแลว้ จึงท าการยืนยนัประสิทธิภาพของวิธี 
โดยการพิสูจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ท่ีออกแบบและด าเนินการตามขั้นตอนของแนวมติ
คณะกรรมาธิการยุโรป Commission Decision 2002/657/EC ขอ้ 5.1.1-5.1.8 และตามเกณฑ์ของ
งานวิเคราะห์สารตกคา้งยาสัตว์และฮอร์โมน กลุ่มตรวจสอบคุณภาพเน้ือสัตว์และผลผลิตจาก
สัตว ์ส านกัตรวจสอบคุณภาพสินคา้ปศุสัตว ์ขอ้ 5.2.1-ขอ้ 5.2.2  

โดย 1 ชุดการทดสอบประกอบดว้ย ตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ปลอดสาร 7 ตวัอย่างท่ีไม่ซ ้ ากัน 
น ามาเติมสาร colistin ตวัอย่างละ 4 ระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 MRL (0, 75, 150 และ 
225 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ) เพื่อให้ครอบคลุมค่า MRL และเติม internal standard 
ความเขม้ขน้ 125 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม   

ท าการวิเคราะห์ทั้งหมด 3 ชุดการทดสอบ (1 ชุด/วนั) รวมเป็นระดบัความเขม้ขน้ละ 21 ซ ้ า 
ค  านวณความเข้มข้นของ colistin ในแต่ละตัวอย่างกล้ามเน้ือไก่เทียบกับกราฟมาตรฐานใน
ตวัอยา่งกลา้มเน้ือไก่ (matrix-matched calibration curve) ท่ีสกดัในชุดการทดสอบเดียวกนั ระดบั
ความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 3.0 MRL (0, 75, 150, 225, 300 และ 450 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม ตามล าดับ) เพื่อให้ครอบคลุมค่าปริมาณสารท่ีวิเคราะห์ในตวัอย่าง และทดสอบช่วง
ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานของวิธีวิเคราะห์ และเติม internal standard ความเขม้ขน้ 
125 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

5.1  การค านวณและประเมินตามเกณฑ์ของแต่ละพารามิเตอร์ท่ีได้ก าหนดในการพิสูจน์

ความใชไ้ด ้ตามแนวมติคณะกรรมาธิการยโุรป Commission Decision 2002/657/EC ไดแ้ก่ 
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5.1.1  เกณฑ์การตดัสินผลทดสอบ ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (ท่ีค่าความคลาดเคล่ือน
อลัฟา หรือ CCα)  

หาค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ของความเขม้ขน้ท่ีระดบั MRL ของ 3 ชุดการ
ทดสอบ (ทั้งหมด 21 ซ ้า)    

CCα   =  ค่าเฉล่ียของผลทดสอบ + 1.64 x SD  
5.1.2 ค่าความสามารถในการตรวจของวิธีทดสอบ ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%  (ท่ีค่า

ความคลาดเคล่ือนท่ีเบตา้ หรือ CCβ) 
 หาค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ของความเขม้ขน้ท่ีระดบั MRL ของ 3 ชุดการ

ทดสอบ (ทั้งหมด 21 ซ ้า)  
   CCβ   =  CCα + 1.64 x SD  

5.1.3 ค่าความแม่น (accuracy) พิจารณาจากร้อยละการกลบัคืน (recovery) 

ร้อยละการกลบัคืน =
ความเขม้ขน้ท่ีวิเคราะห์ได ้(ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) 

ความเขม้ขน้ท่ีเติมลงในตวัอยา่ง (ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)
× 100 

 5.1.4 ค่าความเท่ียง (precision) ของค่าการทวนซ ้ าของการวดั (repeatability) พิจารณา
จากค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (%CV) ของแต่ละระดับความเขม้ข้น ในชุดการทดสอบ
เดียวกนั (7 ซ ้า) 

5.1.5 ค่าความเท่ียง  (precision) ของค่าการท าซ ้ าได้ของการวัด (within-laboratory 
reproducibility) พิจารณาจากค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (%CV) ของแต่ละระดับความ
เขม้ขน้ ทั้งหมด 3 ชุดการทดสอบ (21 ซ ้า) 

5.1.6 ค่าความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน (linearity of calibration curve) และ ค่า
ความเขม้ขน้ช่วงท่ีใชง้าน (working range)  

พิจารณาเลือกช่วงความเข้มข้นของกราฟมาตรฐานท่ีมีความเป็นเส้นตรงจากค่า
สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (correlation coefficient หรือ r) มากกว่า 0.995 (สุจิตตรา พงศ์วิวฒัน์, 
2555) เพื่อก าหนดเป็นค่าความเขม้ขน้ช่วงท่ีใชง้านส าหรับการตรวจวิเคราะห์ ดงัการเตรียมกราฟ
มาตรฐานในตวัอยา่งกลา้มเน้ือไก่ 6 ระดบัความเขม้ขน้ ท่ีกล่าวขา้งตน้ 

5.1.7 ความจ าเพาะหรือความสามารถในการแยกสาร (Specificity) 
  เ ลือก เ ติมสารมาตรฐานกลุ่ม  aminoglycosides เ น่ืองจากโม เลกุล มีขนาดใหญ่  
ประกอบดว้ยหมู่เอมีนและไฮดรอกซิล คลา้ยคลึงกนักบัโมเลกุลของ colistin โดยเติมสารกลุ่ม 
aminoglycosides ทั้งหมด 6 สาร ลงในตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 75 ไมโครกรัม
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ต่อกิโลกรัม ถา้วิธีวิเคราะห์มีความจ าเพาะต่อสาร colistin ท่ีท าการตรวจวิเคราะห์อยู่ ตอ้งไม่พบ
สัญญาณรบกวนของสารมาตรฐานอ่ืนๆ บริเวณ retention time ของสาร colistin 

5.1.8  ความเสถียร (stability) ของสาร colistin  
 5.1.8.1  ความเสถียรของสาร colistin ในกลา้มเน้ือไก่ 

เตรียมตวัอยา่งกลา้มเน้ือไก่ปลอดสาร 1 ตวัอยา่ง น ้าหนกั 2.0 กรัม จ านวน 6 หลอด 
เติมสารมาตรฐาน colistin ท่ีระดับความเข้มข้น 75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ผสมให้เป็นเน้ือ
เดียวกัน เก็บตวัอย่างไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และท าการวิเคราะห์คร้ังละ 2 หลอดใน
สัปดาห์ท่ี 0 (วิเคราะห์ทนัทีหลงัจากเตรียมตวัอย่างเสร็จ) สัปดาห์ท่ี 2 และสัปดาห์ท่ี 4 โดยให้ค่า
ความเขม้ขน้ของสัปดาห์ท่ี 0 มีค่าร้อยละการกลบัคืนเป็น 100 และวิเคราะห์หาความเขม้ขน้ของ
สารมาตรฐานท่ีเติมลงไปเทียบกับกราฟมาตรฐานในตัวอย่างกล้ามเน้ือไก่ ท่ีสกัดในชุดการ
ทดสอบเดียวกัน บนัทึกค่าความเขม้ขน้ท่ีได้ และค านวณหาความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานท่ี
เหลือ โดยพิจารณาว่ามีความเสถียร เม่ือค่าความแม่น (accuracy) จากค่าเฉล่ียร้อยละการกลบัคืน 
ผา่นเกณฑต์ารางท่ี 2 

 5.1.8.2  ความเสถียรของสาร colistin ในสารละลาย 
เตรียมสารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณมาก

พอท่ีจะแบ่งเป็นขวดยอ่ยได้ 32 ขวด ท าการติดฉลาก เก็บรักษาและน ามาทดสอบตามสภาวะและ
เวลาท่ีก าหนดดังตารางท่ี 4 เม่ือถึงก าหนดเวลา น าสารมาตรฐานท่ีเก็บไวม้าเจือจางให้มีความ
เขม้ขน้ 75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (ความเขม้ขน้ระดบัต ่าสุดท่ีสามารถวิเคราะห์ได)้ และหาความ
เข้มข้นท่ี เหลือเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีสร้างจากสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น                       
10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีเตรียมใหม่วนัต่อวนั ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 
3.0 MRL (0, 75, 150, 225, 300 และ 450 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั) ท าการวิเคราะห์ใน
ชุดทดสอบเดียวกนั โดยพิจารณาวา่มีความเสถียร เม่ือค่าความแม่น (accuracy) จากค่าเฉล่ียร้อยละ
การกลบัคืน ผา่นเกณฑต์ารางท่ี 2 

5.2 การค านวณและประเมินตามเกณฑ์ของแต่ละพารามิเตอร์ท่ีได้ก าหนดในการพิสูจน์
ความใชไ้ด ้ตามเกณฑข์องงานวิเคราะห์สารตกคา้งยาสัตวแ์ละฮอร์โมน กลุ่มตรวจสอบคุณภาพ
เน้ือสัตวแ์ละผลผลิตจากสัตว ์ส านกัตรวจสอบคุณภาพสินคา้ปศุสัตว ์(อา้งอิงจาก Corley, 2003) 

5.2.1 ค่าต ่าสุดท่ีสามารถตรวจชนิดสารได ้(Minimum Detection Limit หรือ MDL) 
หาค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ของความเขม้ขน้ท่ีระดบั MRL ของ 3 ชุดการ

ทดสอบ (ทั้งหมด 21 ซ ้า) และค านวณสถิติโดยใช ้t-test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99% 
  MDL  =  t99(n-1) x SD (เม่ือ Degree of Freedom = n-1) 
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5.2.2  ค่าต ่ าสุดท่ีสามารถยืนยันปริมาณสารได้ (Minimum Quantitation Limit หรือ 
MQL) 

  MQL  =  3 x MDL 

ตารางท่ี 4 แผนการทดลองเพื่อศึกษาความเสถียรของสาร colistin ในสารละลาย 

การเกบ็รักษา ระยะเวลาการเกบ็รักษา 
จ านวนขวด (ขวด) 

- 20 °C 4 °C 25 °C 

เก็บท่ีมืด 

สัปดาห์ท่ี 0 (หลงัจากเตรียมใหม่) 2 2 2 

สัปดาห์ท่ี 1 2 2 2 

สัปดาห์ท่ี 2 2 2 2 

สัปดาห์ท่ี 4 2 2 2 

เก็บท่ีสวา่ง 

สัปดาห์ท่ี 0 (หลงัจากเตรียมใหม่) - - 2 

สัปดาห์ท่ี 1 - - 2 

สัปดาห์ท่ี 2 - - 2 

สัปดาห์ท่ี 4 - - 2 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. การพฒันาวิธีวิเคราะห์ 

1.1 การศึกษาตวัท าละลาย  

จากการทดลองเตรียมสารละลายมาตรฐาน colistin ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ในตวัท าละลายต่างๆ 7 ชนิด และน าไปใส่ในอ่างคล่ืนความถี่สูงอลัตราซาวด์ เพื่อเพิ่มความสามารถ

ในการละลาย พบว่า ความสามารถของตวัท าละลายท่ีท าให้สารเป็นเน้ือเดียวกนั เรียงจากมากไป

นอ้ย ดงัน้ี  

ตวัท าละลายผสมระหว่าง ACN และน ้ า DI อตัราส่วน 1 ต่อ 4 > น ้ า DI > hydrochloric acid ความ

เขม้ขน้ 0.01 โมลาร์ > formic acid ในตวัท าละลายน ้ า ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 > สารละลายผสม
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ระหว่าง ACN และ TFA อตัราส่วน 1 ต่อ 4 >สารละลายผสมระหว่าง MeOH และน ้ า DI อตัราส่วน 

1 ต่อ 4 > สารละลาย 2-propanol และ น ้า DI อตัราส่วน 1 ต่อ 1   

พบว่า colistin สามารถละลายไดดี้และเป็นเน้ือเดียวกนัในตวัท าละลายผสมระหว่าง ACN 

และน ้า DI อตัราส่วน 1 ต่อ 4 จึงใชเ้ป็นตวัท าละลายสารมาตรฐานในการพฒันาวิธีวิเคราะห์และการ

พิสูจน์ความใชไ้ดข้องวิธี และท่ี colistin ละลายไดไ้ม่ดีในตวัท าละลายอ่ืนๆ เช่น สารละลายผสม 2-

propanol และน ้ า DI อตัราส่วน 1 ต่อ 1 เน่ืองมาจาก colistin เป็นโพลีเปปไทด์ ประกอบด้วยกรด   

อะมิโนซ่ึงมีขั้ว ท าให้ละลายไดดี้ในน ้ า แต่ไม่ละลายในตวัท าละลายอินทรียท่ี์ไม่มีขั้ว เช่น hexane 

หรือ chloroform การเติมสารจ าพวกกรดหรือด่างลงไปในตวัท าละลาย ท าให้ประจุบวกหรือลบไป

จบักับกรดอะมิโน ท าให้ส่วนท่ีมีขั้วกลายเป็นกลางจึงเพิ่มความสามารถในการละลายในตัวท า

ละลายอินทรียไ์ดม้ากขึ้น แต่ในการทดลองน้ีพบวา่ colistin ไม่สามารถละลายเป็นเน้ือเดียวกนัไดใ้น

น ้ า สอดคลอ้งกบัรายงานในการศึกษาของ Falagas and Kasiakou (2005) ท่ีระบุว่า colistin สกดัมา

จากเช้ือ Bacillus polyrnyxa subspecies colistinus และประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 3 ชนิด ซ่ึงถา้

กระบวนการผลิตต่างกนั อาจท าให้กรดอะมิโนเหล่าน้ีจบักบักรดไขมนัต่างกนั ซ่ึงท าให้มีสัดส่วน

องคป์ระกอบของ colistin A และ colistin B ต่างกนัในแต่ละผูผ้ลิต จึงส่งผลต่อการละลายของสาร

ดงักล่าว 

1.2 การศึกษาค่ามวลต่อประจุท่ีเหมาะสมของ colistin ส าหรับเทคนิค LC-MS/MS 

ผลการศึกษาหาค่ามวลต่อประจุท่ีเหมาะสมของ colistin A และ colistin B ส าหรับเคร่ือง 

Mass Spectrometer พบว่า ไม่ปรากฏสเปกตรัมของ precursor ion ของ colistin ท่ีค่ามวลต่อประจุ 

1169 และ 1156 ซ่ึงเป็นประจุ 1+ ของมวลโมเลกุลของ colistin A และ colistin B ตามล าดบั ดงัรูปท่ี 

1 เน่ืองจากโมเลกุล colistin ไม่เสถียรในรูปประจุน้ีและโมเลกุลส่วนใหญ่แตกตวัอยู่ในรูปประจุอ่ืน

ภายใต้สภาวะของเคร่ือง Mass Spectrometer จึงท าการปรับค่าพลังงานการแตกตัว (Collision 

Energy, CE) ท่ีค่า 5, 15 และ 25 โวลต ์เพื่อหาค่ามวลต่อประจุท่ีค่า 586 และ 579 (ประจุ 2+ ส าหรับ 

colistin A และ B ตามล าดับ) และ 391 และ 386 (ประจุ 3+ ส าหรับ colistin A และ B ตามล าดับ) 

พบว่าหลงัจากท าการปรับค่าพลงังานการแตกตวัท่ี 5 โวลต์แลว้ ค่ามวลต่อประจุ 390.9 (391) และ 

386.2 (386) (ประจุ 3+) เป็น precursor ion ท่ีมีสัญญาณสูงท่ีสุด ดงัรูปท่ี 2 และรูปท่ี 3 แสดงให้เห็น

ว่าถึงแมแ้หล่งก าเนิดไอออน (ion source) จะเป็นแบบ electrospray ionization (ESI) ซ่ึงถือว่าเป็น 

soft ionization ท่ีคงสภาพไอออนของโมเลกุล (molecular ion) ไวดี้ท่ีสุด แต่ก็ยงัพบว่าส าหรับสาร 

colistin ค่าสัญญาณของไอออนของโมเลกุลซ่ึงมีประจุ 1+ ยงัให้ค่าท่ีต ่ากว่าประจุ 2+  และ 3+ 

ตามล าดบั ซ่ึงผลจากการศึกษาค่ามวลต่อประจุท่ีเหมาะสมภายใตส้ภาวะท่ีก าหนด ไดค้่า precursor 
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ion และ product ion ของ colistin A, colistin B และ polymyxin B ส าหรับใช้ในการค านวณหา

ปริมาณสารในตวัอยา่งดงัตารางท่ี 5  

 

 

 
 
 
 
 

รูปท่ี 1 สเปกตรัมจากการปรับหาค่ามวลต่อประจุ precursor ion ของ colistin A และ colistin B 
       ท่ี ค่า 1169 และ 1156 ตามล าดบั (ประจุ 1+) 

 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 2 สเปกตรัมเปรียบเทียบค่าความไว ท่ีค่าพลงังานการแตกตวั (Collision Energy, CE)  
                    ท่ีค่า 5, 15 และ 25 โวลต ์ท่ีค่ามวลต่อประจุ 390.9 ของ colistin A 

 
 
 
 
 
 

 รูปท่ี 3 สเปกตรัมเปรียบเทียบค่าความไว ท่ีค่าพลงังานการแตกตวั (Collision Energy, CE)  
                      ท่ีค่า 5, 15 และ 25 โวลต ์ท่ีค่ามวลต่อประจุ 386 ของ colistin B 
 
 
 

ไม่ปรากฎสเปกตรัมท่ีบริเวณมวลต่อ

ประจุ 1169 และ 1156 

CE = 25 V 

CE = 15 V 

CE = 5 V 

CE = 25 V 

CE = 15 V 

CE = 5 V 
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ตารางท่ี 5 สรุปอตัราส่วนมวลต่อประจุ (Mass-to-Charge ratio หรือ m/z) ของการวิเคราะห์ดว้ย  
เคร่ือง Mass Spectrometer 

สารตกค้าง 
Precursor ion 

(m/z) 
Product ion 

(m/z) 
 colistin  A 390.90 241.30, 101.1 
 colistin  B 386.20 227.20, 101.0 

polymyxin B 402.25 101.10 

1.3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพขั้นตอนการสกดัดว้ย SPE 2 ชนิด 

การศึกษาน้ีไดท้ าการเปรียบเทียบความสามารถในการแยก  colistin ออกจากส่ิงรบกวน 
ด้วย SPE 2 ชนิด ท่ีมีความสามารถในการจบัโมเลกุลสารท่ีแตกต่างกัน เน่ืองจาก colistin เป็นยา
ปฏิชีวนะท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ เป็นโพลีเปปไทด์ท่ีประกอบกรดอะมิโน ท่ีประกอบด้วย               
หมู่คาร์บอกซิล (COOH-) และหมู่เอมีน (NH3

+) เป็นหลกั แตกต่างกนัท่ีชนิดของกรดอะมิโน ซ่ึงมี
ผลต่อความเป็นขั้วบวกหรือลบของ colistin ผูว้ิจยัจึงศึกษาการสกัดแยกด้วย SPE ท่ีมีหมู่ฟังก์ชัน่
ต่างกัน 2 ชนิด ได้แก่ Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) และชนิด Weak Cation Exchange 
(WCX) หมู่ฟังกช์ัน่ในการท างานแสดงดงัรูปท่ี 4 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4 การท างานของ SPE ชนิด Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) และ Weak-Cation 

eXchange (WCX) (ท่ีมา : Waters, 2017)  

จากการสกดัตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ ท่ีเติมสาร colistin ให้มีความเขม้ขน้ 75 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัมและเติม internal standard ความเขม้ขน้ 125 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และค านวณความ
เข้มข้นของ colistin ในตัวอย่างกล้ามเน้ือไก่ทั้ง 7 ตัวอย่างจากการเทียบกับกราฟมาตรฐานใน
ตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ (matrix-matched calibration curve) ท่ีสกดัดว้ยวิธีเดียวกนั ระดบัความเขม้ขน้ 
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0 ถึง 300 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่าร้อยละการกลบัคืนและค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (%CV)
แสดงดงัตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 6 ค่าความแม่นแสดงในรูปค่าร้อยละการกลบัคืนและความเท่ียงแสดงในรูปค่าสัมประสิทธ์ิ
ความแปรปรวน (%CV)  

ตัวอย่างกล้ามเน้ือไก่เติมสาร  
ค่าร้อยละการกลบัคืน 

colistin A colistin B 

ชนิด SPE HLB WCX HLB WCX 
ตวัอยา่งท่ี 1 76.0 104.6 41.4 84.4 
ตวัอยา่งท่ี 2 66.8 104.2 42.6 92.2 
ตวัอยา่งท่ี 3 75.8 108.6 47.5 102.7 
ตวัอยา่งท่ี 4 73.0 108.9 41.6 103.0 
ตวัอยา่งท่ี 5 84.0 106.1 53.8 102.1 
ตวัอยา่งท่ี 6 93.0 107.8 62.4 103.8 
ตวัอยา่งท่ี 7 69.3 108.7 27.5 98.8 

ค่าเฉลีย่ร้อยละการกลบัคืน 76.8 107.0 45.3 98.1 

%CV 9.0 2.0 11.0 7.3 

จากผลการทดลองพบว่า การสกัดสาร colistin ด้วย SPE ชนิด HLB มีค่า %CV อยู่ใน

เกณฑ์การประเมิน แต่ค่าเฉล่ียร้อยละการกลบัคืนมีค่าต ่ากว่าเกณฑ์ฯ ตามตารางท่ี 2 สาเหตุอาจ

เน่ืองมาจากความไม่สม ่าเสมอในการแตกตวัของ colistin เอง จากขั้นตอนการวิเคราะห์ท่ีไม่มีการ

ควบคุมสภาพ pH ระหวา่งการสกดั และความไม่จ าเพาะของ SPE ชนิด HLB ท่ีมีหมู่ฟังกช์ัน่ทั้งส่วน 

hydrophilic และ lipophilic ซ่ึงถึงแมว้า่อาจจะเพิ่มโอกาสในการจบั colistin ในทั้งส่วนท่ีมีประจุและ

ไม่มีประจุ แต่จากผลการทดลองปรากฏว่าความไม่จ าเพาะ ท าให้สูญเสีย colistin ไประหว่างการ

สกดัสูงสุดถึงร้อยละ 70 ดงัค่าร้อยละการกลบัคืนของ colistin B ในตวัอยา่งท่ี 7  

ส าหรับการสกดัสาร colistin ดว้ย SPE ชนิด WCX ค่าร้อยละการกลบัคืนและค่า %CV อยู่

ในเกณฑ์ฯ ตามตารางท่ี 2 แสดงให้เห็นว่า SPE ชนิดน้ีเหมาะสมส าหรับการแยกสาร  colistin 

เน่ืองจากเม่ือมีการรักษาสภาวะให้ pH ประมาณ 9 จะท าให้ colistin เป็นประจุบวก ซ่ึงสามารถจบั

กับหมู่  carboxylic acid ใน SPE ชนิด WCX ได้เป็นอย่างดี เม่ือ pH ของสารมากกว่า pKa ของ 
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carboxylic acid อย่างน้อย 2 หน่วย  (ค่า pKa ของ carboxylic acid ประมาณ 4.8) ดังตารางท่ี 6 

นอกจากน้ีเม่ือน าสารสกัดจากทั้ง 2 ชนิด SPE มาเปรียบเทียบ Chromatogram ดังรูปท่ี 5 ท่ีแสดง

ความสามารถในการแยก (resolution) กับค่าสัญญาณ (intensity) ของ colistin A และ colistin B 

ภายใตส้ภาวะของเคร่ือง LC-MS/MS ท่ีก าหนดดงัท่ีกล่าวขา้งตน้นั้น การสกดัดว้ย SPE ชนิด WCX 

โดยใช้สารสกัดเป็นสารละลายผสมระหว่าง  TCA และ ACN ท่ีอัตราส่วน 2 ต่อ 3 น้ี เป็นวิธีท่ี

เหมาะสม ซ่ึงสอดคลอ้งกับ Qin et al., (2018) ท่ี SPE ชนิด WCX ให้ค่าการกลบัคืนท่ีดีท่ีสุด เม่ือ

เปรียบเทียบกับ SPE ชนิด PRiME HLB, Sep Pak C18 และ Bond Elut C18 ดังนั้ นผูวิ้จัยจึงเลือก

สภาวะต่างๆ เหล่าน้ีในการด าเนินการการพิสูจน์ความใชไ้ดต้่อไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 5 Chromatogram เปรียบเทียบความสามารถในการแยกกบัค่าสัญญาณ ระหวา่ง SPE ชนิด 

HLB และ WCX ของ colistin A (ความเขม้ขน้ 86 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และ colistin B ท่ี

ความเขม้ขน้ (ความเขม้ขน้ 64 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม)  
          (รูป A  SPE ชนิด HLB colistin A, รูป B SPE ชนิด HLB colistin B, รูป C SPE ชนิด WCX colistin A,   

รูป D SPE ชนิด WCX colistin B) 
2. การพสูิจน์ความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ 

วิธีวิเคราะห์ท่ีได้พฒันาขึ้นน้ี ได้ด าเนินการพิสูจน์ความใช้ได้ตามแนวมติคณะกรรมาธิการ

ยุโรป Commission Decision 2002/657/EC และตามเกณฑ์งานวิเคราะห์สารตกค้างยาสัตว์และ

ฮอร์โมน กลุ่มตรวจสอบคุณภาพเน้ือสัตว์และผลผลิตจากสัตว์ฯ โดยท าการวิเคราะห์ตัวอย่าง

กล้ามเน้ือไก่ทั้งหมด 3 ชุดการทดสอบ โดย 1 ชุดประกอบด้วยตัวอย่าง 7 ตัว เติมสาร colistin 

ตวัอย่างละ 4 ระดบัความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 0, 0.5, 1.0 และ 1.5 MRL (ความเขม้ขน้ 0, 75, 150 และ 225 

ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั) รวมทั้งส้ินระดบัความเขม้ขน้ละ 21 ซ ้า โดยค่าของแต่ละตวัแปร

A B 

C D 
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ตามขอ้ก าหนดฯ แสดงดงัตารางท่ี 7 ผลการพิสูจน์ความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์ในกลา้มเน้ือไก่ ซ่ึงจะ

เห็นไดว้่า ค่าความแม่นหรือค่าร้อยละการกลบัคืน ค่าความเท่ียงหรือค่าการทวนซ ้ าของการวดัซ่ึง

พิจารณาแต่ละชุดทดสอบ ค่าการท าซ ้าไดข้องการวดัของแต่ละระดบัความเขม้ขน้ทั้งหมด 3 ชุดการ

ทดสอบ ผา่นเกณฑก์ารประเมิน ตามตารางท่ี 2 ทุกพารามิเตอร์ 

ตารางท่ี 7 ผลการพิสูจน์ความใชไ้ดข้องวิธีวิเคราะห์ในกลา้มเน้ือไก่ 

วิธีวิเคราะห์น้ีมีความไวเพียงพอท่ีจะวดัปริมาณสาร colistin รวมท่ีระดับ 75 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม (ผลรวมระหว่าง colistin A 43 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ colistin B 32 ไมโครกรัมต่อ

กิโลกรัม) ซ่ึงเป็นปริมาณคร่ึงหน่ึงของสารตกคา้งสูงสุดท่ีอนุญาตให้มีได้ในกลา้มเน้ือไก่ ความ

เขม้ขน้ท่ีใชง้านได ้ตั้งแต่ 75 ถึง 225 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ช่วงความเขม้ขน้ของกราฟมาตรฐานท่ี

มีความเป็นเส้นตรง ตั้ งแต่ 75 ถึง 450 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ค่าความเป็นเส้นตรงของกราฟ

มาตรฐาน หรือ ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ ของ colistin A เท่ากับ 0.998 และ colistin B เท่ากับ 

0.999 ค่าเกณฑ์การตดัสินผลทดสอบ หรือ ค่า CCα ท่ีระดับความเช่ือมัน่ 95% ของ colistin รวม 

เท่ากับ 165.4 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และค่าความสามารถในการตรวจของวิธีทดสอบ หรือ ค่า 

CCβ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% ของ colistin รวม เท่ากบั 180.8 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

การทดสอบความจ าเพาะหรือความสามารถในการแยกสารของวิธีวิเคราะห์น้ี เลือกทดสอบ

โดยเติมสารมาตรฐานกลุ่ม aminoglycosides เน่ืองจากโมเลกุลมีขนาดใหญ่ ประกอบดว้ยหมู่เอมีน

และไฮดรอกซิล คล้ายคลึงกันกับโมเลกุลของ colistin จากการทดสอบเติม aminoglycosides ท่ี

ระดบัความเขม้ขน้ 75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม จ านวน 6 สาร ลงในตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ปลอดสาร

สาร 
 
 

ระดับความ
เข้มข้น 

(ไมโครกรัม
ต่อ

กิโลกรัม) 

MDL 
(ไมโครกรัม

ต่อ
กิโลกรัม) 

MQL 
(ไมโครกรัม

ต่อ
กิโลกรัม) 

ร้อยละ
การ

กลับคืน
เฉลี่ย 

ค่าการทวนซ ้าของ
การวัด 
(%CV) 

ค่าการ
ท าซ ้าได้
ของการ
วัด 

(%CV) 
ชุดที่ 

1 
ชุดที่ 

2 
ชุดที่ 

3 

 colistin  
A 

43 
4.92 14.75 

96.62 5.77 3.88 2.91 4.4 
86 98.70 2.96 2.71 4.23 1.3 

129 100.14 3.59 2.77 6.03 1.5 

 colistin  
B 

32 
3.64 10.92 

100.21 2.48 3.88 3.23 5.7 
64 99.56 1.99 2.71 3.13 1.7 
96 99.67 2.53 2.23 3.88 2.0 
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และดูสัญญาณรบกวนในช่วง retention time ของ colistin พบว่าไม่ปรากฏสัญญาณรบกวนใน

ช่วงเวลาดงักล่าว สรุปไดว้่าวิธีวิเคราะห์น้ีมีความจ าเพาะต่อสาร colistin A และ colistin B ดงัแสดง

ในรูปท่ี 6 

 

รูปท่ี 6 Chromatogram ของการทดสอบความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์ ท่ีเติมสารละลายมาตรฐาน  

               กลุ่ม Aminoglycosides ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

ผลการทดลองการค านวณปริมาณ colistin ในกล้ามเน้ือไก่ ท่ีเตรียมไวต้ั้ งแต่วนัแรกท่ี

วิเคราะห์จนถึงสัปดาห์ท่ี 4 โดยเทียบปริมาณ colistin จากกราฟมาตรฐานในตวัอย่างกลา้มเน้ือไก่ท่ี

สกดัในชุดทดสอบเดียวกนั พบวา่ colistin มีค่าร้อยละการกลบัคืน ผา่นตามเกณฑต์ารางท่ี 2 เม่ือเก็บ

ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1,2 และ 4 สัปดาห์ แสดงว่าสาร colistin ในตวัอย่าง

กลา้มเน้ือไก่มีความเสถียรในกล้ามเน้ือไก่ท่ีสภาวะดังกล่าว และการวิเคราะห์ความเสถียรของ 

colistin ในสารละลาย โดยเทียบปริมาณ colistin จากกราฟมาตรฐานท่ีเตรียมจากการเจือจาง

สารละลายท่ีความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร ท่ีเตรียมใหม่วนัต่อวนัก่อนการวิเคราะห์ พบว่า

สารละลายมาตรฐาน colistin A และ colistin B มีค่าร้อยละการกลบัคืน ผ่านตามเกณฑต์ารางท่ี 2 ท่ี

สภาวะการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  แสดงว่าสารละลาย colistin มี

ความเสถียรในสภาวะดงักล่าว 

สรุปผลการทดลอง 

วิธีวิเคราะห์สารตกคา้งยาปฏิชีวนะ colistin ในกลา้มเน้ือไก่ ไดรั้บการพฒันาในเร่ืองการ

เลือกตวัท าละลายท่ีเหมาะสมส าหรับสาร colistin ซ่ึงไดแ้ก่สารละลายผสมระหวา่ง ACN และน ้า DI 

อตัราส่วนโดยปริมาตร 1 ต่อ 4 colistin แตกตวัเป็นไอออนได้ดีส าหรับการวดัมวลต่อประจุด้วย

เทคนิค LC-MS/MS โดยมี precursor ion ไดแ้ก่ 390.9 และ 386.2 ส าหรับ colistin A และ colistin B 
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ตามล าดบั สารสกดัท่ีเหมาะสมคือสารละลายผสมระหว่าง TCA และ ACN อตัราส่วนต่อปริมาตร   

2 ต่อ 3 โดยการแยกดว้ย SPE ชนิด WCX  วิธีวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึ้นน้ี ไดรั้บการพิสูจน์ความใช้ได้

ตามแนวเกณฑ์มติคณะกรรมาธิการยุโรป 2002/657/EC โดยมีค่าความแม่นและค่าความเท่ียงผ่าน

เกณฑ์ดงักล่าว จึงท าให้วิธีน้ีเหมาะสมเพื่อใช้ตรวจยืนยนัชนิดและปริมาณสารตกคา้ง colistin A, 

colistin B และ colistin รวมในกลา้มเน้ือไก่ ซ่ึงสามารถใช้ในการเฝ้าระวงัและตรวจติดตามการ

ตกคา้งของยาตา้นจุลชีพในแผนการเฝ้าระวงัสารตกคา้งประจ าปีของกรมปศุสัตว ์และมีผลเก้ือกูล

กบัประเด็นยทุธศาสตร์การจดัการการด้ือยาตา้นจุลชีพประเทศไทย เป็นไปตามวตัถุประสงคท่ี์ตั้งไว ้

ข้อเสนอแนะ 

ผูว้ิจยัเสนอวา่ในอนาคต ควรทดสอบความเสถียรของสาร colistin ในระยะยาวเพิ่มเติม เช่น 

ระยะเวลาการเก็บ 20 สัปดาห์ เพื่อเป็นขอ้มูลในการเก็บรักษา และควรพฒันาและพิสูจน์ความใชไ้ด้

ของวิธีวิเคราะห์สารตกคา้งปฏิชีวนะ colistin ในกลา้มเน้ือสัตวอ่ื์นๆ เช่น สุกร และดว้ยเคร่ืองมือ

วิเคราะห์ LC-MS/MS เคร่ืองอ่ืนๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการท างานใหเ้ป็นไปอย่างต่อเน่ือง และเพื่อ

ความปลอดภยัของผูบ้ริโภค และควรน าผลจากงานวิจยัน้ีไปใชจ้ริงในการเฝ้าระวงัและตรวจติดตาม

การตกคา้งของยาปฏิชีวนะในแผนเฝ้าระวงัสารตกคา้งประจ าปีของกรมปศุสัตว ์เพื่อให้สอดคลอ้ง

กบัแผนการส่งออกสินคา้ปศุสัตวไ์ปยงัสหภาพยโุรป 
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