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บทคัดย่อ  Sulfonamides (SAs) เป็นกลุ่มยาต้านจุลชีพที่ใช้อย่างกว้างขวางเพื่อยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค 
ทั้งในคนและสัตว์ ทั้งยังมีความจำ�เป็นในการเลี้ยงสัตว์เศรษฐกิจเพื่อเป็นอาหาร การใช้ยาไม่ถูกต้องและไม่เคร่งครัด 
ในการหยุดยาตามระยะเวลาที่กำ�หนด เป็นสาเหตุของการตกค้างในเนื้อเยื่อของสัตว์ การตกค้างของยาในผลิตภัณฑ์อาหาร  
อาจทำ�ให้ผู้บริโภคเกิดความวิตกกังวลเพราะเป็นภัยต่อระบบภูมิคุ้มกันของคน ทำ�ให้เกิดอาการแพ้ยาหรือเชื้อจุลินทรีย์เกิดการ
พฒันานำ�ไปสูก่ารดือ้ยาได ้จงึไดศ้กึษาพัฒนาวธิตีรวจวเิคราะหย์ากลุม่ SAs 9 ชนดิ ไดแ้ก ่sulfadiazine (SDZ), sulfathiazole 
(STZ), sulfapyridine (SPY), sulfamerazine (SMR), sulfadimidine (SMZ), sulfamonomethoxine (SMMX), 
sulfisoxazole (SFI), sulfamethoxazole (SMX) และ sulfaquinoxaline (SQ) ตกค้างในเนื้อสัตว์และตับสัตว์ โดยใช้
เนื้อหมูเป็นตัวแทนในการศึกษา ซึ่ง SAs จะถูกสกัดออกจากตัวอย่างด้วย 80% Ethanol แล้วนำ�มาผ่าน affinity column  
ที่มีความจำ�เพาะต่อ SAs จากนั้นตรวจวัดชนิดและปริมาณโดยเครื่อง HPLC-UV Detector จากการทดสอบความใช้ได้ 
ของวิธี (Method validation) ตามหลักเกณฑ์สากลเพื่อยืนยันวิธีว่าเหมาะสมตรงตามวัตถุประสงค์ ผลทดสอบความถูกต้อง 
ของวิธีมีค่า limit of detection เท่ากับ 30 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และ limit of quantitation เท่ากับ 50 ไมโครกรัม 
ต่อกิโลกรัม มีช่วงการวิเคราะห์ที่ให้ความสัมพันธ์แบบเส้นตรง เท่ากับ 50 - 500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยมีค่า Pearson 
correlation of coefficient (r) มากกว่า 0.990 ทำ�การทดสอบความเที่ยงความแม่นที่ความเข้มข้น 2 ระดับ ระดับละ 10 ซ้ำ� 
พบว่ามีความแม่น อยู่ในช่วง 61 - 106% และค่าความเที่ยง อยู่ในช่วง 2.5 - 15.0% จากการประเมินความชำ�นาญการตรวจ
วเิคราะหข์องหอ้งปฏบิตักิาร โดยการเข้ารว่มเปรยีบเทยีบผลการทดสอบระหวา่งหอ้งปฏบิตักิารกบัหนว่ยงานทีใ่หบ้ริการทดสอบ
ความชำ�นาญที่เชื่อถือได้ทั้งในและต่างประเทศ ผลการทดสอบอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ (|z| < 2) แสดงให้เห็นว่าวิธีที่พัฒนาและ
ทดสอบดังกลา่วมีประสทิธภิาพเหมาะสมทีจ่ะนำ�มาใช้ในการวเิคราะหป์รมิาณยา SAs ทัง้ 9 ชนิด ตกคา้งในเน้ือสตัวแ์ละผลติภณัฑ ์
สำ�หรบัการควบคมุคณุภาพอาหารตามกฎหมายได ้เมือ่นำ�วธิทีีพ่ฒันามาสำ�รวจปรมิาณการตกคา้งของสารกลุม่ Sulfonamides 
ในเนือ้สตัวแ์ละผลติภณัฑท์ีจ่ำ�หนา่ยในตลาดในกรงุเทพมหานครและภาคเอกชน ในชว่งปี พ.ศ. 2554 - 2558 รวม 386 ตวัอย่าง 
พบ 25 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 6.5 ชนิด สารที่พบ คือ sulfisoxazole sulfadiazine sulfathiazole sulfamethoxazole 
sulfadimidine และ sulfaquinoxaline ปริมาณที่ตรวจพบมีค่าระหว่างน้อยกว่า 50 ถึง 1,027 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 
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บทนำ�

ปัญหายาต้านจลุชพีตกค้างในเน้ือสตัว์และผลติภณัฑ์เป็นปัญหาทีห่น่วยงานภาครฐัและภาคเอกชนทีเ่กีย่วข้อง

กับการผลิตต้องให้ความส�ำคัญในการแก้ไข จากปัญหาดังกล่าวก่อให้เกิดผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภค เพราะ 

ยาต้านจุลชีพบางชนิดอาจก่อให้เกิดมะเร็ง เช่น ซัลฟาเมทาซีน หลายประเทศทั่วโลกได้มีการประกาศห้ามใช ้

ยาซัลฟาเมทาซีนในโคนมที่ก�ำลังอยู่ในระยะให้นม เนื่องจากศูนย์วิจัยพิษวิทยาแห่งชาติ ประเทศสหรัฐอเมริกา (The 

U.S. Food and Drug Administration’s Nation Center For Toxicological Research หรือ NCTR) 

พบว่าซัลฟาเมทาซีนสามารถก่อให้เกิดมะเร็งของต่อมไทรอยด์ในหนูทดลอง ถ้าได้รับการบริโภคในปริมาณสูงในระยะ 

เวลานาน(1) ในประเทศไทยมีการใช้ยากลุ่ม Sulfonamides (SAs) เพื่อป้องกันและรักษาโรคในสัตว์ เนื่องจาก 

การเลี้ยงสัตว์ในประเทศไทยอยู่ในเขตภูมิอากาศแบบร้อนชื้น ท�ำให้สัตว์มีความเครียดสูง การเจริญเติบโตช้า อ่อนแอ

และความต้านทานโรคต�่ำเจ็บป่วยได้ง่าย มีโรคชุกชุม เกษตรกรจึงใช้ยาเพื่อลดความเสี่ยงของการเกิดโรค ยากลุ่ม 

Sulfonamides (SAs) เป็นยาต้านจุลชีพกลุ่มแรกที่น�ำมาใช้ ออกฤทธิ์กว้างต่อแบคทีเรียทั้งชนิดแกรมบวกและ 

แกรมลบ โดยการยับยั้งการเจริญเติบโตและการขยายตัวของแบคทีเรีย (Bacteriostatic) โดยจะไปขัดขวางการสร้าง

เมแทบอไลต์ที่ส�ำคัญของแบคทีเรีย ท�ำให้การเจริญเติบโตของแบคทีเรียถูกยับยั้งและหยุดการเจริญเติบโต(2, 3) 

จากการศึกษาผลของยากลุ่ม Sulfonamides (SAs) พบว่า มีอันตรายต่อระบบการสร้างเลือด ท�ำให ้

จ�ำนวนเมด็เลอืดขาว เม็ดเลอืดแดง และฮโีมโกลบนิลดลง อาจเกดิโรคโลหติจาง และยงัท�ำให้เกดิอาการทีบ่รเิวณผวิหนงั 

อาทิ เกดิผืน่แดง ลมพษิ แพ้แสง บางคร้ังอาจรนุแรงมากจนมอีาการของโรคตาหยทีีเ่รยีกว่า สตเีวนส์ จอห์นสนั ซนิโดรม 

หรือท�ำให้เกิดดีซ่านโดยไปจับกับบิลิรูบินในเลือด ซึ่งเป็นอาการที่พบได้ในทารกแรกเกิดซึ่งจะท�ำให้เด็กมีความผิดปกติ

ทางสมองและปัญญาอ่อน เรียกกลุ่มอาการนี้ว่า เคอร์นิกเทอรัส นอกจากนั้นแล้วอาจท�ำให้เกิดอาการคลื่นไส้ อาเจียน 

และเบือ่อาหาร(2-4) ซึง่เกษตรกรอาจมีรปูแบบและวธิกีารใช้ยาทีข่าดความรู้และความเข้าใจ และละเลยการบรหิารจดัการ

หยุดยาก่อนส่งโรงฆ่าอย่างเหมาะสม ท�ำให้เกิดสาเหตุของการตกค้างในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ได้ ส่งผลต่อสุขภาพของ

ผู้บริโภค เช่น เป็นสาเหตุของการเกิดปฏิกิริยาการแพ้ยา การเกิดปัญหาเชื้อดื้อยาที่ท�ำให้ทางเลือกในการเลือกใช้ยาได้

น้อยลง เป็นต้น การได้รับยาที่ตกค้างในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ระดับต�่ำอาจก่อให้เกิดปัญหาการดื้อยาของจุลินทรีย ์

เพิ่มขึ้นอีกทางหนึ่ง เนื่องจากจุลินทรีย์จะไม่ถูกท�ำลายเมื่อได้รับยาในปริมาณที่ต�่ำกว่าขนาดยาที่ใช้(5-9) 

คณะกรรมการพิจารณามาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ สาขาสารตกค้างจากยาสัตว์ในอาหาร (Codex 

Committee on residues of Veterinary Drug in foods, CCRDVF) รวมถึงกระทรวงสาธารณสุขโดยส�ำนักงาน

คณะกรรมการอาหารและยา ได้ออกประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 303 (2550) เรื่องอาหารที่มียาสัตว์ตกค้าง 

เพื่อก�ำหนดค่าการตกค้างสูงสุดของ Sulfonamides ในอาหาร(10) โดยใช้ซัลฟาเมทาซีน หรือซัลฟาไดมีดีน ซึ่งเป็น 

สารในกลุ่มของ Sulfonamides เป็นตัวก�ำหนด โดยในกล้ามเนื้อ ตับ ไต และไขมัน มีปริมาณตกค้างได้สูงสุด 

Maximum residue limit (MRL) 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ในนมปริมาณตกค้างสูงสุด 25 ไมโครกรัมต่อลิตร 

ที่ผ่านมาห้องปฏิบัติการได้ทดสอบวิธีวิเคราะห์หาปริมาณการตกค้างของสารกลุ่ม SAs ในเนื้อสัตว์ โดยสกัดสาร 

กลุ่ม SAs ออกจากตัวอย่างด้วย ethyl acetate และท�ำให้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค solid-phase extraction 

โดยผ่าน C - 18 cartridge แล้วตรวจวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณด้วย HPLC-UV detector ซึ่งเป็นวิธีวิเคราะห์ 

ที่ได้พัฒนาจากวิธีของ Ya-min และคณะ(11) พบว่ามีปัญหาการรบกวนของ matrix โดยพบสารรบกวนที่ให้พีคตรง

หรือใกล้เคยีงกบัสารมาตรฐานและเม่ือขยายขอบข่ายไปตรวจวเิคราะห์ในเครือ่งใน พบว่า C -18 cartridge ไม่สามารถ

ก�ำจัดสารรบกวนในเครื่องในได้ การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ที่เป็น multiresidues method อาจเป็นแนวทางที่สามารถ 

ตรวจสอบปริมาณการตกค้างของสารกลุ่ม Sulfonamides จ�ำนวน 9 ชนิดในเนื้อสัตว์ ตับ และไตหมูได้ นอกจากนี้ 

ผู้วิจัยได้น�ำวิธีตรวจวิเคราะห์ของ Li และคณะ(12) มาปรับปรุงวิธีการสกัดสารกลุ่ม Sulfonamides โดยสารกลุ่มนี ้

จะถูกสกัดออกจากตัวอย่างด้วยสารละลายผสมของ Ethanol: H
2
O แล้วใช้ affinity column: IAC-SULF 



วิธีตรวจวิเคราะห์ยาสัตว์ตกค้างกลุ่ม Sulfonamides 
	 เฉลิมพร  ควรหา และจิตผกา  สันทัดรบ 
ในเนื้อสัตว์ และตับ  	
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ในการท�ำให้สารบริสุทธิ์มากขึ้น ตรวจวิเคราะห์หาชนิดและปริมาณด้วย HPLC-UV detector ซึ่งเป็นเครื่องมือเดิม

ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการและเนื่องจากยังไม่มีข้อมูลการตกค้างของสารกลุ่ม SAs ในเนื้อสัตว์และเครื่องในที่จ�ำหน่าย 

ในตลาด การศึกษาน้ีจึงจัดท�ำข้ึนเพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ multiresidues method และน�ำมา 

ประยุกต์ใช้ในการส�ำรวจปริมาณการตกค้างของสารกลุ่ม SAs ในเนื้อหมู ตับหมู ไตหมู เนื้อไก่ ตับไก่ และเนื้อกุ้ง 

ซึง่การตดิตามตรวจสอบการตกค้างในเนือ้สตัว์และเครือ่งในนัน้ จะเป็นข้อมลูส�ำคญัอย่างหนึง่ทีจ่ะใช้ประเมนิผลกระทบ

ต่อสุขภาพของผู้บริโภค และใช้ส�ำหรับการควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมายได้

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน  

สารเคมี : Ethanol, HPLC Grade, glacial acetic acid AR, methanol HPLC grade และ 

acetonitrile HPLC grade, affinity column: IAC-SULF (Clover)

สารมาตรฐาน : sulfonamides standard 9 ชนิด ได้แก่ sulfadiazine (SDZ), sulfathiazole 

(STZ), sulfapyridine (SPY), sulfamerazine (SMR), sulfadimidine (SMZ), sulfamonomethoxine 

(SMMX), sulfisoxazole (SFI), sulfamethoxazole (SMX) ผลิตภัณฑ์ของ Dr.Ehrenstorfer และ 

sulfaquinoxaline (SQ) ผลิตภัณฑ์ของ Chem Service inc. ความบริสุทธิ์ ≥ 95.0% 

การเตรียมสารละลายและสารมาตรฐาน

0.2% acetic acid: ปิเปต glacial acetic acid (CH
3
COOH) 2 ml ใส่น�้ำกลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

สารมาตรฐาน SAs (SDZ, STZ, SPY, SMR, SMZ, SMMX, SFI, SMX และ SQ) ความเข้มข้น 

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร : ชั่งสารมาตรฐานแต่ละชนิดปริมาณ 10 มิลลิกรัม ละลายใน methanol ปรับปริมาตรเป็น 

10 มิลลิลิตรใช้เป็น stock standard solution 

เครื่องมือและอุปกรณ์	  

เครื่องชั่ง 3 ต�ำแหน่ง และ 5 ต�ำแหน่ง, nitrogen evaporator-temperature-controlled 

heating box, SPE vacuum manifold, certified volumetric pipette, certified volumetric flask, 

screw cap centrifuge tube, glass funnel, glass microfiber filter paper, micro spin filter 0.45 µm 

PVDF และขวดแก้วสชีา (amber glass vial) ขนาด 2 มิลลิลิตร, HPLC system (Agilent 1100 series) ประกอบด้วย 

vacuum degasser, quaternary pump, thermostatted column compartment และ UV detector 

โดยใช้ analytical column: Eclipse XDB-C18, 4.6 × 150 mm, 5 µm 

ตัวอย่าง

1.	 ตัวอย่างท่ีใช้ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี : เนื้อหมูใช้ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทุก 

parameter ส่วน ตับหมู เนื้อไก่ และเนื้อกุ้ง ใช้ในการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีเฉพาะ parameter การทดสอบ 

matrix blank ความแม่น และความเที่ยง

2.	 ตัวอย่างที่ใช้ในการส�ำรวจปริมาณการตกค้างของสารกลุ่ม SAs: เนื้อหมู ตับหมู ไตหมู เนื้อไก่ ตับไก่ 

และเนื้อกุ้ง 



Analytical Method for Sulfonamides residue Chalearmphorn  Kuanha and  Jitpaka  Suntudrobin Animal tissues and Liver 	

80 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 59 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2560

การเตรียมตัวอย่าง 

เนื้อหมูส่วนสะโพก ตัดส่วนที่เป็นไขมันออกหั่นเป็นชิ้นเล็ก เนื้อไก่ ใช้เฉพาะเนื้อ ตัดส่วนหนังและไขมันออก 

เนื้อกุ้ง ใช้เฉพาะเนื้อ ปอกเปลือก ตัดส่วนหัว หางและไขมัน ตับหมู และตับไก่ ตัดส่วนพังผืดและไขมันออก ไตหมู 

ใช้ทั้งหมด หั่นเป็นชิ้นเล็กๆ จากน้ันบดให้ละเอียดด้วยเครื่องบดปั่นประมาณ 300 - 500 กรัม ชั่งแบ่งตัวอย่าง 

ตัวอย่างละ 5 กรัม เพื่อเป็น analytical portions ส่วนตัวอย่างที่ยังไม่วิเคราะห์จะเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ 

-15 องศาเซลเซียส

วิธีวิเคราะห์

	 ชั่งตัวอย่างน�้ำหนัก 5 กรัม ใส่ใน screw cap centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายผสม 

ของ ethanol: H
2
O (80 : 20) 20 มิลลิลิตร น�ำไปปั่นด้วย vortex mixer ประมาณ 1 นาที เขย่าต่อด้วยเครื่องเขย่า 

นาน 30 นาที แล้วน�ำไปปั่นตกตะกอนที่ 3,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ปิเปตสารละลายส่วนใส 5 มิลลิลิตร

ใส่ลงใน volumetric flask ปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร จากนั้นกรองสารผสมที่ได้ผ่าน glass microfiber 

paper น�ำสารท่ีได้ไปท�ำให้บริสุทธิ์ต่อไป โดยเตรียม SPE vacuum manifold และ IAC-SULF column 

ให้พร้อมใช้ และปรับอัตราไหลประมาณ 2 มิลลิลิตรต่อนาที ตัดปลายจุกสีขาวด้านบน (top cap) จาก IAC-SULF  

column ใช้เป็นส่วนต่อระหว่าง column และ syringe ที่ใช้เป็น sample reservoir ปิเปตสารสกัดที่ได้จากการกรอง 

แล้ว จ�ำนวน 20 มิลลิลิตร ลงใน reservior ที่ต่ออยู่กับ column ผ่าน column ด้วยอัตราไหลประมาณ 2 หยด 

ต่อวินาที หรือ 2 มิลลิลิตรต่อนาที จนสารสกัดผ่าน column จนหมด (ทิ้ง eluate) ล้าง column ด้วยน�้ำ 10 มิลลิลิตร 

1 ครั้ง (ทิ้ง eluate) เติม methanol 2 มิลลิลิตร เป็นตัวชะ (eluent) เก็บสารละลายส่วนที่ผ่านออกมาใน screw cap 

centrifuge tube ขนาด 10 มิลลิลิตร น�ำไประเหยแห้งด้วย nitrogen evaporator ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

ละลายส่วนที่เหลืออยู่ด้วยสารละลายผสมของ CH
3
CN: H

2
O (30 : 70) 500 ไมโครลิตร จะได้สารสกัดตัวอย่าง 

ความเข้มข้น 1 กรัมต่อมิลลิลิตร กรองสารละลายตัวอย่างผ่าน micro-spin filters ชนิด PVDF 0.45 µm เก็บใน 

ขวดแก้วสีชา ขนาด 2 มิลลิลิตร เพื่อน�ำไปวิเคราะห์ชนิดและปริมาณด้วยเครื่องมือต่อไป 

การตรวจวัดชนิดและปริมาณสารกลุ่ม sulfonamides จ�ำนวน 9 ชนิด ด้วยเครื่อง HPLC-UV Detector 

ใช้สภาวะดังนี้

Gradient condition

	 Time (min) 		  0.0	 10.0	 35.0	 40.0	 45.0	 55.0 

	 Mobile phase A 0.2% acetic acid (%)	 :	 88.0	 88.0	 60.0	 30.0	 88.0	 88.0 

	 Mobile phase B Acetonitrile (%)	 :	 12.0	 12.0	 40.0	 70.0	 12.0	 12.0 

	 Flow rate 	 : 	 0.7 ml/min

	 Analytical column 	 : 	 Eclipse XDB - C18, 4.6 × 150 mm, 5 µm

	 Guard column 	 : 	 C18, 5 µm

	 Column Oven 	 : 	 30 ํC 

	 Inject volume 	 : 	 20 µl

	 Detector 	 : 	 UV 268 nm

เมื่อสภาวะของเครื่อง HPLC พร้อมใช้งาน ตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (system suitability) โดยการฉีด 

สารมาตรฐานผสม sulfonamides ความเข้มข้นประมาณ 100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 3 ซ�้ำ ค�ำนวณ %RSD ของ 

peak area, retention time (RT) และค่า tailing factor โดยเกณฑ์ยอมรับค่าการตรวจสอบความเหมาะสมของ

ระบบดังนี้ %RSD (peak area) ≤ 5%, %RSD (RT) ≤ 2% และ tailing factor < 2 
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การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method Validation)

การสร้างกราฟมาตรฐาน (Calibration curve)

เตรียมสารมาตรฐานกลุ่ม SAs ความเข้มข้น 0.05, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40 และ 0.50 ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร ในสารละลายผสมของ CH
3
CN: H

2
O (30 : 70) ฉีดเข้าเครื่อง HPLC แล้วสร้างกราฟมาตรฐาน 

ระหว่างความเข้มข้นกับพื้นที่ใต้พีค ค�ำนวณหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (Pearson correlation of 

coefficient: r) 

วิเคราะห์ Method blank และ Matrix blank 

Method blank: สกัดสารเคมีทั้งหมดตามวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนา

Matrix blank: สกัดตัวอย่าง เนื้อหมู ตับหมู เนื้อไก่ และเนื้อกุ้ง ตามวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนา (3 ซ�้ำ) 

ฉีด Method blank และ Matrix blank เข้าระบบ HPLC เพื่อตรวจสอบว่าสารเคมีหรืออุปกรณ์ที่ใช้หรือ 

ตัวอย่างมีสารรบกวนต่อการวิเคราะห์หรือไม่

การหาขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานความเข้มข้นต�่ำๆ ลงในตัวอย่างวิเคราะห์ 3 ซ�้ำ ค่า LOD เท่ากับความเข้มข้น

ของสารที่สนใจ ที่ให้พีคที่ความสูงเท่ากับ 3 เท่า signal-to-noise ratio ค�ำนวณต่อน�้ำหนักของตัวอย่าง

การหาขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)

ทดสอบโดยการเติมสารมาตรฐานประมาณ 2 เท่าของค่า LOD ลงในตัวอย่างวิเคราะห์ 10 ซ�้ำค�ำนวณ 

ปริมาณเทียบกับสารมาตรฐาน แล้วค�ำนวณ % Recovery และค่า RSD 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and working range)

เตมิสารมาตรฐานในตวัอย่างทีร่ะดบัความเข้มข้น 50, 100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครกรมัต่อกโิลกรมั 

วิเคราะห์ระดับละ 3 ซ�้ำ แล้วสร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติมในตัวอย่าง (concentration 

of the test sample) กับความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ตรวจพบ (measured concentration) ค�ำนวณหา 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ของเพียร์สัน (r)

ทดสอบความแม่นและความเที่ยง (Accuracy and Precision) 

การทดสอบการกลับคืน (Recovery)

ทดสอบความแม่นและความเที่ยงของวิธีโดยการวิเคราะห์ในตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน (spiked 

sample)(13,14) ที่ระดับ LOQ และ 2 × LOQ ได้แก่ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ท�ำการ 

วิเคราะห์ระดับละ 10 ซ�้ำ ค�ำนวณปริมาณเทียบสารมาตรฐาน แล้วค�ำนวณ % Recovery, %RSD และ HORRAT 

ผลของการทดสอบความถูกต้องของวิธีที่ได้จะถูกประเมินดังนี้

ความแม่น (accuracy) ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับโดยค่าเฉลี่ย % Recovery ในช่วงร้อยละ 60 - 120 

ความเที่ยง (precision) ก�ำหนดเกณฑ์ยอมรับโดยใช้ HORRAT (Horwitz ratio) เกณฑ์ยอมรับค่า HORRAT 

ที่ codex ก�ำหนดไว้ที่ ≤ 2(14)
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การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ (Uncertainty)

การประเมินค่าความไม่แน่นอนของการวัด โดยค�ำนึงถึงแหล่งที่มาของความไม่แน่นอนทุกแหล่ง(15) รวมค่า

ความไม่แน่นอนทั้งหมดแล้วค�ำนวณค่าความไม่แน่นอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยใช้ค่า k = 2 ซึ่งปริมาณ

สารที่พบค�ำนวณได้จากการวิเคราะห์โดย HPLC และค�ำนวณความเข้มข้นของสารท่ีตรวจพบจาก calibration 

curve โดยใช้สมการเส้นตรง(16)

 	

การทดสอบความช�ำนาญ (Proficiency Testing)

ประเมินความสามารถของห้องปฏิบัติการจากหน่วยงานภายนอก โดยการเข้าร่วมการเปรียบเทียบผล 

การวิเคราะห์ระหว่างห้องปฏิบัติการในการทดสอบความช�ำนาญ กับตัวอย่างที่รู้ค่าก�ำหนด (assigned value) กับ 

หน่วยงานที่ให้บริการทดสอบความช�ำนาญที่เชื่อถือได้ เกณฑ์ยอมรับของผลการทดสอบ คือ |z| < 2 

 

การควบคุมคุณภาพภายในของการตรวจวิเคราะห์ (Internal Quality control)

ก�ำหนดให้ calibration curve ต้องมีค่า Coefficient of determination (R2) มากกว่าหรือเท่ากับ 0.990 

และทดสอบประสิทธิภาพของ affinity column ทุกครั้ง เมื่อมีการเปลี่ยน lot ใหม่ค่า % recovery ต้องมากกว่า 

หรือเท่ากับ 80% ทุกรุ่นการวิเคราะห์จะต้องวิเคราะห์ method blank, duplicate sample (สกัด 2 ซ�้ำ) อย่างน้อย

ร้อยละ 10 ของจ�ำนวนตัวอย่างในรุ่น ค่า relative percent difference (RPD) ไม่เกิน 30% และ spiked sample 

ที่ระดับ 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม อย่างน้อย 1 ตัวอย่าง ค่า % recovery ต้องอยู่ในช่วง 60 - 120%

การส�ำรวจปริมาณตกค้างในเนื้อสัตว์ (Survey residue)

การส�ำรวจปริมาณตกค้างในเนื้อสัตว์ ได้แก่ เนื้อหมู ตับหมู ไตหมู เนื้อไก่ ตับไก่ และเนื้อกุ้ง เก็บจาก 

ตลาดสดและห้างสรรพสินค้าในเขตกรุงเทพมหานคร โดยส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา และเอกชน 

ในปี 2554 จ�ำนวน 70 ตัวอย่าง ปี 2555 จ�ำนวน 71 ตัวอย่าง ปี 2556 จ�ำนวน 79 ตัวอย่าง ปี 2557 จ�ำนวน 84 ตัวอย่าง 

และ ปี 2558 จ�ำนวน 82 ตัวอย่าง รวมทั้งสิ้น 386 ตัวอย่าง

ผล

จากการตรวจวิเคราะห์ sulfonamides 9 ชนิด ได้แก่ sulfadiazine (SDZ), sulfathiazole (STZ), 

sulfapyridine (SPY), sulfamerazine (SMR), sulfadimidine (SMZ), sulfamonomethoxine 

(SMMX), sulfisoxazole (SFI), sulfamethoxazole (SMX) และ sulfaquinoxaline (SQ) ด้วยเครื่อง 

HPLC ภายใต้สภาวะที่ก�ำหนดพบว่าสามารถสร้างกราฟมาตรฐานของสารดังกล่าวได้ในช่วง 0.05 - 0.50 ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า r อยู่ในช่วง 0.9998 - 0.9999  และจากการศึกษาสภาวะของเครื่องมือ HPLC พบว่า 

chromatogram ของ method blank และ matrix blank ตรวจไม่พบสารรบกวนที่ให้พีคตรงหรือใกล้เคียงกับ 

สารมาตรฐานที่อาจท�ำให้เกิดความผิดพลาดในการรายงานผลวิเคราะห์ 

ผลการทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (LOD) มีค่าเท่า 30 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และขีดจ�ำกัดของ 

การวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม จากการศึกษาเนื้อหมูที่เติมสารมาตรฐาน จ�ำนวน 10 

ซ�้ำ มีค่าเฉลี่ยของสาร 9 ชนิด โดยมีค่าความแม่นจาก % Recovery เฉลี่ยที่ระดับ LOQ ในช่วง 75.4 - 96.0% และ 

ความเที่ยงจาก HORRAT ในช่วง 0.3 - 0.7 
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ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น พบว่า chromatogram ของ matrix blank  เนื้อหมู ตับหมู เนื้อไก่ และเนื้อกุ้ง 

ไม่มีพีครบกวนที่ตรงกับพีคของสารมาตรฐานท้ัง 9 ชนิด โดยมี runtime 35 นาทีต่อตัวอย่าง chromatogram 

ของ matrix blank  เนื้อหมู และตับหมู (ภาพที่ 1) 

ภาพที่ 1	 ผลการตรวจวิเคราะห์สารกลุ่ม sulfonamides ด้วยเครื่องมือ HPLC-UV detector (A และ B) 

	 chromatogram ของเนื้อหมูและตับหมู (C) chromatogram ของเนื้อหมูที่เติมสารมาตรฐานท่ีระดับ 

	 100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม (D) chromatogram ของสารมาตรฐานที่ระดับ 100 ไมโครกรัมต่อลิตร

ในการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์พบว่าการวิเคราะห์ sulfonamides 9 ชนิด มี 

ความเป็นเส้นตรงในช่วง 50 - 500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม โดยเติมสารมาตรฐานลงในเนื้อหมูที่ระดับความเข้มข้น 

50, 100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ระดับละ 3 ซ�้ำ มีค่า r ในช่วง 0.9941 - 0.9991  

เมื่อทดสอบความแม่นและความเที่ยงของวิธี โดยการวิเคราะห์ในตัวอย่าง เนื้อหมู ตับหมู เนื้อไก่ และ 

เนื้อกุ้ง ที่เติมสารมาตรฐาน (spiked sample) ลงในตัวอย่างที่ระดับ LOQ (50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) และ 

2 × LOQ (100 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม) ระดับละ 10 ซ�้ำ พบว่าความแม่นที่ประเมินจาก % Recovery ทั้ง 2 ระดับ 

อยู่ในช่วง 61.3 - 109.3% และความเที่ยงที่ประเมินด้วย %RSD และ HORRAT จะอยู่ในช่วง 2.5 - 15.0 และ 

0.2 - 1.0 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 1)
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ตารางที่ 1	 ความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์เนื้อสัตว์และตับหมูเมื่อเติมสาร 

	 มาตรฐาน 9 ชนิด ที่ระดับ 50 µg/kg (LOQ) และ 100 µg/kg (2 LOQ)

Sulfadiazine 

Sulfathiazole

Sulfapyridine

Sulfamerazine

Sulfadimidine 
(Sulfamethazine)

7.029

8.191

	

9.114

10.445

14.961

0.5
0.3
0.6
0.6
0.2
0.8
0.2
0.3
0.3
0.4
0.5
1.0
0.2
0.7
0.2
0.4
0.5
0.4
0.5
0.5
0.2
0.6
0.2
0.5
0.6
0.3
0.7
0.5
0.2
0.5
0.2
0.4
0.7
0.6
0.4
0.5
0.3
0.5
0.4
0.5

8.8
5.2
11.3
8.5
4.5
11.4
4.0
4.9
5.1
5.4
8.6
15.0
3.8
10.2
4.0
6.2
8.9
5.8
10.2
7.0
3.7
8.3
4.6
8.0
10.9
5.0
12.9
8.2
4.4
7.0
3.7
6.3
13.7
8.8
6.9
7.1
5.7
7.6
6.7
7.4

93.4 ± 8.2
93.5 ± 4.9
93.2 ± 10.5
91.4 ± 7.7
77.8 ± 3.5
75.5 ± 8.6
93.6 ± 3.7
91.1 ± 4.5
96.0 ± 4.8
106.7 ± 5.7
89.1 ± 7.6
96.2 ± 14.4
85.7 ± 3.3
83.6 ± 8.5
90.5 ± 3.6
85.0 ± 5.3
81.4 ± 7.2
78.6 ± 4.5
81.2 ± 8.3
74.8 ± 5.2
86.6 ± 3.2
82.7 ± 6.9
95.9 ± 4.4
70.8 ± 5.7
89.1 ± 9.7
83.0 ± 4.2
85.7 ± 11.0
77.8 ± 6.4
86.1 ± 3.8
81.2 ± 5.7
91.4 ± 3.4
80.6 ± 5.1
88.3 ± 12.1
79.5 ± 7.0
77.8 ± 5.4
76.0 ± 5.4
86.5 ± 5.0
83.0 ± 6.3
87.2 ± 5.8
69.7 ± 5.2

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100

HORRAT
Spiked level

(µg/kg)
ชนิดตัวอย่างสารมาตรฐาน

RT 
(min)

%RSP
% Recovery (n = 10)

mean ± SD
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ตารางที่ 1	 ความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision) ของวิธีวิเคราะห์เนื้อสัตว์และตับหมูเม่ือเติมสาร 

	 มาตรฐาน 9 ชนิด ที่ระดับ 50 µg/kg (LOQ) และ 100 µg/kg (2 LOQ) (ต่อ)

Sulfamonomethoxine

Sulfamethoxazole

Sulfisoxazole

Sulfaquinoxaline

20.377

23.639

25.563

29.624

0.3
0.2
0.2
0.3
0.2
0.2
0.3
0.2
0.5
0.2
0.4
0.6
0.5
0.4
0.4
0.3
0.3
0.4
0.5
0.4
0.4
0.4
0.2
0.4
0.7
0.4
0.6
0.7
0.4
0.4
0.4
0.3

5.1
2.9
3.7
3.9
3.9
3.3
5.2
2.5
8.9
2.5
7.9
8.4
8.6
5.3
8.5
4.5
5.7
5.8
9.8
6.5
7.9
6.4
3.6
5.9
12.6
6.3
12.6
10.7
7.0
6.5
8.3
4.6

75.4 ± 3.8
70.9 ± 2.1
72.9 ± 2.7
65.7 ± 2.6
73.8 ± 2.9
71.6 ± 2.4
74.6 ± 3.9
63.6 ± 1.6
92.6 ± 8.2
84.2 ± 2.1
91.8 ± 7.3
83.1 ± 7.0
87.9 ± 7.5
81.6 ± 4.3
97.2 ± 8.2
90.2 ± 4.0
83.3 ± 4.8
72.4 ± 4.2
83.3 ± 8.1
66.9 ± 4.3
78.3 ± 6.2
74.9 ± 4.8
78.4 ± 2.8
71.2 ± 4.2
82.2 ± 10.4
81.7 ± 5.1
85.9 ± 10.4
86.7 ± 9.3
83.5 ± 5.9
73.8 ± 4.8
85.6 ± 7.1
86.7 ± 4.0

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

เนื้อหมู

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

ตับหมู

50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100
50
100

HORRAT
Spiked level

(µg/kg)
ชนิดตัวอย่างสารมาตรฐาน

RT 
(min)

%RSP
% Recovery (n = 10)

mean ± SD
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เพื่อยืนยันความเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ที่ได้พัฒนานี้ จากการประมาณค่าของความไม่แน่นอนของ 

การวัด พบว่าแหล่งของความไม่แน่นอนที่ส�ำคัญคือ precision และค่า bias แหล่งความไม่แน่นอนที่ส่งผลต่อปริมาณ

สารจากมากไปน้อย ได้แก่ ความเที่ยงของการวิเคราะห์ (method precision, 50.8%), ความเบ่ียงเบนจากค่าจริง 

(bias, 25.0%), สารมาตรฐาน (standard concentration, 12.0%), (calibration curve 7.1%), ปริมาตร 

สุดท้ายของสารสกัด (final volume, 3.8%, การชั่งน�้ำหนักตัวอย่าง (sample weight, 1.4%) (ภาพที่ 2)

นอกจากนี้ได้เข้าร่วมทดสอบความช�ำนาญการวิเคราะห์กับหน่วยงานที่ให้บริการทดสอบความช�ำนาญ  

(proficiency testing provider) ที่เชื่อถือได้ โดยการเข้าร่วมการเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ระหว่างห้องปฏิบัติ

การในการทดสอบความช�ำนาญ (Proficiency Testing, PT) กับตัวอย่างที่รู้ค่าก�ำหนด (assigned value) ใน

ตัวอย่างไตหมู เนื้อกุ้ง และเนื้อไก่ ในระหว่างปี 2554 - 2558 ทั้งหน่วยงานภายในประเทศ ได้แก่ บริษัท ห้องปฏิบัติ 

การกลาง (ประเทศไทย) จ�ำกัด หน่วยงานต่างประเทศ ได้แก่ The Food and Environment Research Agency 

และเข้าร่วมในโครงการ APEC proficiency testing of veterinary drug residues in food program ซึ่ง 

ด�ำเนินการโดย Chinese Academy of Inspection and Quarantine (Under AQSIQ) ผลการประเมินอยู่ใน

เกณฑ์ยอมรับคือ ค่า |z| น้อยกว่า 2 (ตารางที่ 2)

Sample weight 1.4%Standard
concentration 12.0%

Final volume 3.8%

Calibration curve 
7.1%

Bias 25.0%
Method precision 

50.8%

ภาพที่ 2  สัดส่วนขององค์ประกอบแหล่งความไม่แน่นอนที่ส�ำคัญที่มีผลต่อการตรวจวิเคราะห์ sulfonamides
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ตารางที่ 2	 แสดงผลจากการเข้าร่วมการเปรยีบเทยีบผลการวเิคราะห์ระหว่างห้องปฏบิตักิารในการทดสอบความช�ำนาญ  

	 (Proficiency Testing, PT)

-0.3

-0.66

-0.97

-0.66

-1.05

1.00

0.02

-0.27

-0.34

-0.24

-0.86

-0.48

-0.65

-1.00

-0.36

-0.54

-1.85

-1.46

0.22

-1.17

-0.29

-0.75

พ.ศ. 2554

พ.ศ. 2556

พ.ศ. 2557

พ.ศ. 2558

92.0

35.3

31.5

34.4

30.8

33.8

36.3

135.0

113.0

83.96

78.03

51.24

85.58

75.04

52.86

86.33

57.09

38.98

52.06

36.68

46.26

41.30

97.6

41.4

40.1

41.4

40.1

28.0

36.2

142.5

122.6

88.55

96.20

57.76

88.55

96.20

57.76

88.55

96.20

57.76

49.62

49.45

49.45

49.99

ไตหมู

เนื้อกุ้ง

เนื้อไก่

เนื้อกุ้ง

เนื้อกุ้ง

The Food and Environment

Research Agency

บริษัท ห้องปฏิบัติการกลาง

(ประเทศไทย) จ�ำกัด 

Chinese Academy of

Inspection and Quarantine

บริษัท ห้องปฏิบัติการกลาง

(ประเทศไทย) จ�ำกัด 

บริษัท ห้องปฏิบัติการกลาง

(ประเทศไทย) จ�ำกัด 

บริษัท ห้องปฏิบัติการกลาง

(ประเทศไทย) จ�ำกัด

sulfadiazine

Sample A

- sulfapyridine

- sulfamonomethoxine

Sample B

- sulfapyridine

- sulfamonomethoxine

Sample A

- sulfamethoxazole

- sulfadimidine

Sample B

- sulfamethoxazole

- sulfadimidine

Sample A

- sulfadiazine

- sulfadimidine

- sulfamonomethoxine

Sample B

- sulfadiazine

- sulfadimidine

- sulfamonomethoxine

Sample C

- sulfadiazine

- sulfadimidine

- sulfamonomethoxine

- sulfadiazine

- sulfadimidine

- sulfamethoxazole

- sulfamerazine

z-scoreปี พ.ศ. ชนิดตัวอย่างPT provider ชนิดสารที่พบ
Result
report

Assigned 

value

(µg/kg)
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ได้น�ำวิธีการตรวจวิเคราะห์ที่ได้ทดสอบความถูกต้องของวิธีแล้ว มาตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่ส่งตรวจ 

ที่ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ได้แก่ ตัวอย่างในเนื้อสัตว์และเครื่องในสัตว์ที่จ�ำหน่ายในตลาด 

ในกรุงเทพมหานครและภาคเอกชน เพ่ือตรวจสอบปริมาณการตกค้างของสารกลุ่ม Sulfonamides ในเนื้อสัตว์ 

และเครื่องในสัตว์ ในช่วงปี พ.ศ. 2554 - 2558 รวม 386 ตัวอย่าง

ผลการตรวจวิเคราะห์ ตรวจพบสารกลุ่ม Sulfonamides ในเนื้อสัตว์ 11 ตัวอย่าง ตับสัตว์ 12 ตัวอย่าง 

และไตหมู 2 ตัวอย่าง ชนิดสารที่พบคือ sulfisoxazole, sulfadiazine, sulfathiazole, sulfamethoxazole, 

sulfadimidine และ sulfaquinoxaline ปริมาณที่ตรวจพบอยู่ระหว่างน้อยกว่า 50 - 1,027 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม 

จากการตรวจวิเคราะห์เน้ือสัตว์และตับโดยการควบคุมคุณภาพภายในของผลการวิเคราะห์ พบว่า calibration 

curve มีค่า Coefficient of determination (R2) ของสารทั้ง 9 ชนิดมากกว่า 0.990% ประสิทธิภาพของ 

affinity column ที่ท�ำการทดสอบทุกครั้ง เมื่อมีการเปลี่ยน lot ใหม่มีค่า % recovery มากกว่า 80% ค่า % recovery 

เฉลี่ยของสารทั้ง 9 ชนิดที่มาจากการ spiked sample (n = 50) อยู่ในช่วง 68.6 - 89.8 และค่า %RSD อยู่ในช่วง 

13.4 - 17.4 ทุกรุ่นการวิเคราะห์ method blank เพื่อดูการปนเปื้อนของขั้นตอนการวิเคราะห์ไม่พบสารรบกวน 

ที่ให้พีคตรงหรือใกล้เคียงกับสารมาตรฐานที่อาจท�ำให้เกิดความผิดพลาดในการรายงานผล (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3	 การส�ำรวจปรมิาณตกค้างของสารกลุม่ SAs ในเนือ้สตัว์ และตบั ในเขตกรงุเทพมหานคร พ.ศ. 2554 - 2558
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ปี พ.ศ. ชนิดตัวอย่าง ชนิดสารที่พบ
ต�่ำสุด - สูงสุดวิเคราะห์ meanตรวจพบ

 ปริมาณที่พบ (µg/kg) จ�ำนวน
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ตารางที่ 3	 การส�ำรวจปรมิาณตกค้างของสารกลุม่ SAs ในเนือ้สตัว์ และตบั ในเขตกรุงเทพมหานคร พ.ศ. 2554 - 2558  

	 (ต่อ)

ปี พ.ศ. ชนิดตัวอย่าง ชนิดสารที่พบ
ต�่ำสุด - สูงสุดวิเคราะห์ meanตรวจพบ

 ปริมาณที่พบ (µg/kg) จ�ำนวน

2557

2558

เนื้อหมู

ตับหมู

ไตหมู

เนื้อไก่

ตับไก่

เนื้อหมู

ตับหมู

ไตหมู

เนื้อไก่

ตับไก่

เนื้อกุ้ง

รวม

9

7

3

44

21

28

12

3

26

10

3

386

0

2

2

5

0

1

8

0

0

0

0

25

-

sulfaquinoxaline

sulfadimidine

sulfadimidine 

sulfisoxazole

-

sulfaquinoxaline 

sulfadimidine 

sulfamethoxazole 

-

-

-

- 

-

68.4

1,027

45.4-67.5

22.8-41.8

-

68.0

48.4-74.5

33.1-79.9

-

-

-

-

-

-

-

59.9

33.5

-

-

61.4

40.0

-

-

-

-

วิจารณ์

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ ่ม SAs นั้น ใช้หลักการทั่วไปที่จะแยกสารกลุ ่มนี้ออกมาโดยวิธ ี

Liquid-liquid extraction ด้วยสารละลายที่เหมาะสม แล้วท�ำให้สารบริสุทธิ์ยิ่งขึ้นโดยใช้สารดูดซับที่เหมาะสม 

กับวิธีการในการท�ำให้บริสุทธิ์ สามารถตรวจหาชนิดและปริมาณได้หลายเทคนิค เช่น เทคนิค Enzyme linked 

immunosorbance assay (ELISA), Radioimmunoassay (Charm II test) สามารถระบุชนิดและช่วง 

การตกค้างได้เป็นระดับ ใช้ในการตรวจสอบเบื้องต้น(17,18) ซ่ึงส่วนมากเป็นชุดตรวจสอบส�ำเร็จรูปที่ต้องสั่งจาก 

ต่างประเทศ มีราคาแพง ส่วนวิธ ีHPLC เป็นวธิทีีส่ามารถระบชุนดิและปริมาณการตกค้างของสารกลุ่ม SAs ได้หลายชนดิ 

มีค่า LOD และ LOQ ต�่ำ ได้แก่ HPLC-UV detector, HPLC-DAD detector, HPLC-Fluorescence  

detector และ HPLC-MS/MS(19,20,21) ทางผู้วิจัยเลือก HPLC-UV detector เนื่องจากเป็นเครื่องมือ 

ที่ส�ำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหารได้ท�ำการวิเคราะห์หาปริมาณการตกค้างของสารกลุ่ม SAs ในเนื้อสัตว ์

ในช่วงปี พ.ศ. 2551 - 2553 โดยน�ำวิธีวิเคราะห์ท่ีได้พัฒนาจากวิธีของ Ya min และคณะ(11) มาใช้พบว่ามีปัญหา 

การรบกวนของ matrix โดยพบสารรบกวนที่ให้พีคตรงหรือใกล้เคียงกับสารมาตรฐานคือ sulfadiazine ต้องท�ำ 

การยืนยันผลการวิเคราะห์โดยการเติมสาร fluorescamine เพื่อท�ำปฏิกิริยา derivatization ให้สามารถตรวจวัด 

ด้วย Fluorescence detector(21) ได้ เพื่อแก้ปัญหาการรบกวนของ matrix เนื่องจาก SAs ไม่มีคุณสมบัติใน 

การเรืองแสง ซึ่งมีข้อจ�ำกัดของวิธีคือหลังจากการท�ำปฏิกิริยา derivatization เพื่อให้ได้สารประกอบ fluorescent  

ประสิทธิภาพของการเรืองแสงจะให้ค่าสูงสุดคือ 30 นาที ท�ำให้สามารถตรวจยืนยันได้ในเวลาจ�ำกัดและวิธีเดิม 

สามารถวิเคราะห์ได้เฉพาะเนื้อสัตว์เท่านั้น จึงได้ปรับเปล่ียนวิธีโดยน�ำวิธีตรวจวิเคราะห์ของ Li และคณะ(12)
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มาปรับปรุงวิธีการสกัดโดยใช้สารละลายผสมของ ethanol: H
2
O แทนการใช้สารละลายผสม methanol: H

2
O 

และสารละลาย phosphate-buffer (PBS) แล้วใช้ affinity column: IAC-SULF ในการท�ำให้สารบริสุทธิ์ 

เนื่องจากมีความไวและความจ�ำเพาะกับสารกลุ ่ม SAs สูง พบว่าสามารถแก้ปัญหาดังกล่าวได้ ลดการใช้สาร 

ออร์แกนิกที่เป็นอันตรายต่อผู้วิเคราะห์และตกค้างสู่สิ่งแวดล้อม เพิ่มศักยภาพในการวิเคราะห์โดยสามารถวิเคราะห ์

ได้หลายตัวอย่างพร้อมๆ กัน เมื่อปรับปรุงวิธีแล้วและยังสามารถขยายขอบข่ายไปวิเคราะห์ในไตและตับได ้

เมื่อได้ตรวจสอบความถูกต้องวิธีแล้วตาม Eurachem(13,14) พบว่ามีค่า LOD, LOQ ความเที่ยงและความแม่น 

เหมาะสมกับวัตถุประสงค์ของวิธี จากการประมาณค่าของความไม่แน่นอนของการวัดโดยได้พิจารณาแหล่งความ 

ไม่แน่นอนที่มีผลกระทบต่อปริมาณสาร(15,16) โดยน�ำการวิเคราะห์ sulfadimidine ในตัวอย่างเนื้อหมูเป็นตัวอย่าง 

พบว่าแหล่งที่มาของความไม่แน่นอน ได้แก่ การชั่งน�้ำหนักตัวอย่าง ปริมาตรสุดท้ายของสารสกัด การเตรียมสาร 

มาตรฐาน เครื่องแก้ววัดปริมาตรที่ใช้ ค่า Co ที่อ่านได้จาก calibration curve ค่า bias ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพ 

ของการวิเคราะห์จาก % recovery และความเที่ยงของวิธีเมื่อท�ำซ�้ำ (repeatability) ได้ค่า relative standard 

uncertainty, u(x)/x เมื่อน�ำค่าความไม่แน่นอนจากทุกแหล่งมารวมกันจะได้ค่า combined standard 

uncertainty เท่ากับ ± 10.2% และน�ำมาขยายให้เป็น Expanded uncertainty, U จะได้ค่าความไม่แน่นอน 

เท่ากับ ± 17.2% ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% ในช่วงวิธีวิเคราะห์ดังกล่าวยังมีข้อควรระวังคือตัวอย่างที่วิเคราะห ์

ขั้นตอนการสกัดหลังจากกรองสารผสมที่ได้ผ่าน glass microfiber paper filtrate ที่ได้ให้รีบน�ำสารที่ได้ไปผ่าน 

column ขั้นตอนการกรองและผ่าน column ต้องใช้เวลาไม่เกิน 30 นาที filtrate ที่ได้ต้องเป็นของเหลวใส ถ้าไม่

ใส ให้กรองซ�้ำ ระวังอย่าให้ IAC-SULF column แห้ง ควรสกัดและผ่าน affinity column ให้เสร็จภายในวันเดียว 

affinity column ที่ยังไม่ใช้งานควรเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส และตรวจสอบประสิทธิภาพ

ของ affinity column ทุก Lot ที่ใช้เนื่องจากมีอายุการใช้งานและมีผลต่อปริมาณของสารที่สนใจ และจุดที่ควรระวัง

มากคือขั้นตอนการระเหยแห้งด้วย nitrogen evaporator ต้องไม่ให้แห้งเกินไป หากไม่ระวังในขั้นตอนที่กล่าวมา 

จะท�ำให้ประสิทธิภาพการวิเคราะห์ลดลง และ % recovery ของ spiked matrix ต�่ำกว่าเกณฑ์ก�ำหนด

จากวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาน้ีได้น�ำมาใช้ในการส�ำรวจปริมาณตกค้างในเนื้อสัตว์และเครื่องในสัตว์ ได้แก่ 

เนือ้หม ูตบัหม ูไตหมู เนือ้ไก่ ตบัไก่ และเนือ้กุง้ ทีจ่�ำหน่ายท่ัวไปตามตลาดในเขตกรงุเทพมหานคร จ�ำนวน 386 ตวัอย่าง 

ในระหว่าง พ.ศ. 2554 - 2558 ตรวจพบ SAs ตกค้าง จ�ำนวน 25 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 6.5 ซึ่งพบการตกค้าง 

ในเครื่องในมากกว่าในเน้ือสัตว์ ข้อมูลการตกค้างจากการส�ำรวจอย่างต่อเนื่องตั้งแต่ปี 2554 - 2558 วิเคราะห ์

ตัวอย่างปีละประมาณ 80 ตัวอย่าง พบว่าในตัวอย่างเนื้อสัตว์มีแนวโน้มลดลง แต่มีการตรวจพบในตับหมู ไตหมู และ 

ตบัไก่มากขึน้ และเม่ือเปรยีบเทียบปรมิาณท่ีตรวจพบกบัค่าก�ำหนด ปรมิาณตกค้างสงูสดุ (MRL) ของ Sulfonamides 

ในอาหาร ที่ก�ำหนดโดยคณะกรรมการพิจารณามาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ สาขาสารตกค้างจากยาสัตว์ในอาหาร  

(Codex Committee on residues of Veterinary Drug in foods, CCRDVF) และกระทรวงสาธารณสุข 

พบว่ามีเพียง ตับหมู 1 ตัวอย่างที่พบการตกค้างสูงเกินค่าก�ำหนด จากผลการส�ำรวจเบื้องต้นอาจสะท้อนให้เห็นว่า 

กระบวนการผลิตจนถึงจ�ำหน่ายเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ให้แก่ผู้บริโภค มีการควบคุมมาตรฐานการผลิตได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ ท�ำให้ผู้บริโภคมั่นใจในระดับหนึ่งว่าเน้ือสัตว์และผลิตภัณฑ์ที่น�ำมาบริโภคนั้นมีความปลอดภัยจากยา 

สัตว์ในกลุ่มดังกล่าว

สรุป

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณยาสัตว์ตกค้างกลุ่ม Sulfonamides โดยใช้หลักการของ multiresidues  

method โดยเทคนิค HPLC ที่ได้ปรับปรุงวิธีและท�ำให้บริสุทธิ์ด้วย affinity column: IAC-SULF นี้สามารถ 

ลดปัญหาการรบกวนจาก matrix ของตัวอย่างรวมทั้งมีขั้นตอนการวิเคราะห์ไม่ยุ่งยาก ผลการทวนสอบความถูกต้อง
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ของวิธีพบว่าเหมาะสมกับวัตถุประสงค์ สามารถน�ำวิธีมาใช้ในห้องปฏิบัติการในการส�ำรวจปริมาณการตกค้างของสาร

กลุ่ม Sulfonamides ในเนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ที่จ�ำหน่ายในเขตกรุงเทพมหานคร การติดตามตรวจสอบการตกค้าง 

ในเน้ือสัตว์และผลิตภัณฑ์นั้นจะเป็นข้อมูลส�ำคัญอย่างหนึ่งที่จะใช้ประเมินผลกระทบต่อสุขภาพของผู้บริโภค ใช้เป็น

ข้อมูลส�ำหรบัการควบคมุคณุภาพอาหารตามกฎหมาย และสร้างความมัน่ใจให้ผูบ้รโิภคในความปลอดภยัในการบริโภค

เนื้อสัตว์และผลิตภัณฑ์ 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณนางกนกพร อธิสุข นักวิทยาศาสตร์การแพทย์เชี่ยวชาญด้านมาตรฐานของอาหาร ที่ให้ค�ำแนะน�ำ

ปรึกษา ตลอดจนสนับสนุนการศึกษาวิจัยจนบรรลุผลส�ำเร็จในครั้งนี้ ท้ายที่สุดขอขอบคุณนางสาวสิริลักษณ์ ชัยรินทร์ 

และนางสาวภรพรรณ ส่งศรี ที่ได้เตรียมและสกัดตัวอย่าง
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ABSTRACT  Sulfonamides (SAs) are antimicrobial drugs extensively prescribed for bacteriostatic 
infections in humans and animals and widely used in livestock production. Thus, any misuse or lack 
of adherence to withdrawal time may result in the presence of tissue residues. Drug residues in food 
products are of concern to consumers because they may compromise the human immune system 
causing an allergic reaction or contributing to the development of antibiotic-resistant pathogenic 
bacterial strains. The study for validation of an analytical method of 9 SAs including sulfadiazine 
(SDZ), sulfathiazole (STZ), sulfapyridine (SPY), sulfamerazine (SMR), sulfadimidine (SMZ), 
sulfamonomethoxine (SMMX), sulfisoxazole (SFI), sulfamethoxazole (SMX) and sulfaquinoxaline 
(SQ) in animal tissue and liver was conducted and developed by using pork as a representative 
matrix. This, SAs was extracted from sample with 80% ethanol and proceeded to specific of 
sulfonamides affinity column. SAs was detected and quantitatively determination by HPLC-UV 
detector. The method validation data were accepted and fitted-for-purpose. As a result of method 
validation, limit of detection was defined as 30 μg/kg and limit of quantitation was 50 μg/kg The 
linear working range was 50 - 500 μg/kg with the Pearson correlation of coefficient (r) more than 0.990. 
The accuracy and the precision as 2 levels by 10 duplicate analyst. Accuracy of the method was found 
to be in acceptable ranges of 61 - 106 and % precision shown is 2.5 - 15.0%. The results of participated 
in Proficiency Testing scheme performed by various PT providers were satisfying (|z| < 2). The 
performance of developed method for determination of 9 SAs residue in animal and product was found 
to be satisfactory to meet with legal requirement for quality in food industry. The survey research on 
Sulfonamides abuse from 368 samples of edible animal and product, sold in markets in Bangkok and 
private sector was conducted during 2011 - 2015. The results showed that 25 samples (6.5%) including 
sulfisoxazole sulfadiazine sulfathiazole sulfamethoxazole sulfadimidine and sulfaquinoxaline. The level 
found was from less than 50 to 1,027 μg/kg 
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